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RESUMEN

El cancer de pulmon es uno de los canceres con mayor mortalidad, y en concreto el cancer no
microcitico de pulmén (CNMP) comprende méas del 80% de los casos. Actualmente, los compuestos
maés utilizados en quimioterapia para este tipo de cancer, son los compuestos derivados del platino,
entre ellos el Cisplatino o CDDP. Sin embargo, la adquisicion de resistencia a estos compuestos limita
en gran medida la eficacia de los tratamientos, ya que en muchos casos no consiguen eliminar
definitivamente el tumor y un porcentaje bastante alto de pacientes acaban desarrollando recidivas.
Recientemente, la teoria de las células iniciadoras tumorales o cancer stem cells (CSC) nos ha
permitido tomar una nueva perspectiva en el tratamiento contra el cancer. Segun esta teoria, la
formacion de un tumor se llevaria a cabo por la proliferaciéon y diferenciacion de una pequefia
poblaciéon de células “madre”, que serian resistentes a los tratamientos utilizados actualmente en
clinica, y, por tanto, responsables de las recidivas. En este trabajo hemos generado células resistentes a
CDDP y hemos aislado células CSC a partir de lineas celulares de CNMP, para estudiar la relacién
existente entre ambas poblaciones celulares. Nuestros resultados muestran que el tratamiento con una
Unica dosis de CDDP genera células con una resistencia estable al farmaco. Por otro lado, células
cultivadas en un medio selectivo y en condiciones de baja adherencia, presentan comportamientos de
células iniciadoras tumorales o CSC. Ademas, estas células son mas resistentes a CDDP y poseen un
fenotipo mas invasivo que las células de partida. Tanto las células CSC como las células resistentes
presentan cambios de expresion de genes relacionados con invasion celular y angiogénesis, mientras
que la expresion de determinados marcadores descritos previamente para las células CSC, parece estar
mas relacionada con la adquisicidn de resistencia a CDDP. Los ensayos in vivo demuestran que existe
una relacion entre la proporcion de células CSC, la agresividad del tumor, y el aumento de la
capacidad metastasica de las células tumorales. De hecho, los datos sugieren que las células CSC no
son mas tumorogeénicas, sino que aumentan la tumorogenicidad de otras células cuando estan en la
proporcién adecuada. Sin embargo, las células resistentes parecen tener mayor afinidad por
metastatizar en hueso. Nuestros resultados concuerdan con otros estudios realizados con células CSC
de CNMP aisladas por otros métodos, y sugieren que la adquisicion de resistencia y el fenotipo CSC
son cualidades independientes pero que estan relacionadas entre si dentro del proceso de invasion
celular y metéstasis. Posteriormente se ha estudiado la resistencia a CDDP y Erlotinib (Tarceva®) de
células aisladas a partir de muestras quirdrgicas de pacientes con CNMP. Los resultados obtenidos
indican una posible correlacion entre la sensibilidad a CDDP y la presencia de células CSC, y también

han permitido identificar varios posibles marcadores de resistencia a Erlotinib.






Lung cancer is one of the cancer types that produces more mortality over the World, and, in
particular, non-small cell lung cancer (NSCLC) covers more than 80% of these cases. Nowadays, the
compounds more frequently used for treatment of this tumor are those derived from platinum, such as
cisplatin (CDDP). However, cisplatin-acquired resistance limits greatly the efficiency of this
treatment, because the tumor is not completely eliminated and many patients regenerate the tumor and
develop metastasis. Recently, the cancer stem cells (CSC) theory has offered a new perspective in
cancer therapy. According to this theory, tumor formation takes place because of the proliferation and
differentiation of a small “stem” cells population, which are therapy resistant, and so, responsibles for
cancer recurrence. Our objective was to generate CDDP-resistant cells and CSC from NSCLC to study
the relationship between both cell populations. Our results show that only one dose of CDDP can
generate cells with stable-resistance to drug, and that cells cultured in non-adherent conditions with a
selective media, have CSC behavior and are also more resistant to CDDP. Besides, these cells have
more invasive and metastatic phenotype. Furthermore, both CSC and resistant cells presented gene
expression changes related to cellular invasion and angiogenesis, whereas the expression of some CSC
markers described previously, seems to be more connected to acquired-resistance. In vivo assays
demonstrated the existence of a relationship between CSC proportion, tumor aggressiveness and
metastatic capacity of tumor cells. In fact, our data show that CSC are not more tumorogenic, but they
increase the tumorogenicity of other cells when they are present in a suitable proportion. However,
resistant cells seem to have more affinity for bone metastasis. Our results are in agreement with
studies of CSC from NSCLC isolated by different methods, and suggest that resistance acquisition and
CSC phenotype are independent properties but they are connected and related to cellular invasion and
metastasis. We have also studied the resistance of cells isolated from CNMP patients to CDDP and
Erlotinib (Tarceva®). The results obtained indicate a possible relationship between CDDP resistance
and the presence of CSC, and also allowed the identification of several possible markers of resistance
to Erlotinib.
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Abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNCc: Acido desoxirribonucleico complementario

ARN: Acido ribonucleico

ARNmM: Acido ribonucleico mensajero

ATCC: American Type Culture Collection

ATP: Adenosin trifosfato

BSA: Bovine Serum Albumin (albimina sérica bovina)

CDDP: cis-Platino

CMP: Cancer Microcitico de Pulmon

CNMP: Céncer No Microcitico de Pulmon

CSC: Cancer Stem Cells (células iniciadoras tumorales)

DAPI: 4,6-Diamino-2-fenil-indol

D.E.: Desviacion Estandar

DMEM: Medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco

DMEM/F-12: Medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco mezclado con nutriente
F-12 de Ham

DMSO: Dimetilsulfoxido

ECL: Enhanced Chemoluminiscence

EDTA: Acido etilendiaminotetracético

EGF: Epidermal Growth Factor (factor de crecimiento epidérmico)
EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor (receptor del factor de crecimiento
epidérmico)

FBS: Fetal Bovine Serum (suero fetal bovino)

FDR: False Discovery Rate (tasa de falsos positivos)

FGF-b: basic Fibroblastic Growth Factor (factor de crecimiento fibroblastico basico)
GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

GFP: Green Fluorescent Protein (Proteina verde fluorescente)

H&E: Hematoxilina y Eosina

HEK: Fibroblastos embrionarios de rifidn humano

Hepes: Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazineetanosulfonico

IC50: Concentracion a la que se produce la mitad de la maxima inhibicion
KD: Kilo Dalton

MAPK: Proteina quinasa activada por mitdgenos

MKP1: Fosfatasa de MAPK Tipo |

MUT: Mutado
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NF-kB: Factor Nuclear-xB

NSCLC: Non-Small Cell Lung Cancer (CNMP)

OCT: Optimal Cutting Temperature

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PBS: Tampdn fosfato salino

PCR: Polymerase Chain Reaction (reaccion en cadena de la ADN polimerasa)
PI3K: Fosfoinositidol-3 quinasa

PK: Proteinasa K

gRT-PCR: Reaccion en cadena de la ADN polimerasa cuantitativa a tiempo real
rpm: Revoluciones por minuto

RPMI: Roswell Park Memorial Institute

RT-PCR: Transcripcion Reversa — Reaccion en cadena de la ADN polimerasa
RQ: Relative Quantity (cantidad relativa, “cambio en veces de expresion génica’)
SDS: Dodecil sulfato de sodio

TEM: Transicion Epitelio-Mesénquima

TKIs: Tyrosine Kinase Inhibitors (inhibidores de la actividad tirosina quinasa)
TNM: Tumor-Nodulo-Metéstasis

T-TBS: Solucién Tris-salino con Tween-20

WB: Western Blot

WT: Wild Type

Z0O-1: Zonula Occludens protein 1



INTRODUCCION







Introduccién

1.- El Cancer

El cancer es una de las principales causas de muerte en los paises desarrollados. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 7,6 millones de personas murieron en el afio 2008 a
causa de tumores malignos (aproximadamente un 13%), y se prevé que en el afio 2030 esta cifra
supere los 13 millones. En Espafia, datos del Instituto Nacional de Estadistica (INE), reflejan que
en 2010 el cancer supuso la segunda causa de muerte por debajo de los 80 afios de edad (28,1%),

siguiendo muy de cerca a las enfermedades cardiovasculares (31,2%) (Figura 1).

Causas externas

3,7% Enferm(?dades
| del sistema
circulatorio
31.2%
Resto de
enfermedades
26,5%
Enfermedades

del sistema
respiratorio
10.5%

Tumores
281%

Figura 1. Distribucion de las causas de muerte en la poblacion espafiola en el afio 2010. Datos del
Instituto Nacional de Estadistica (INE) segun la Clasificacion Internacional de Enfermedades (CIE).

Estos datos ponen de manifiesto la importancia que adquiere el desarrollo de nuevas
herramientas y metodologias fiables de deteccion temprana del cancer. La investigacion de
nuevas dianas terapéuticas, asi como de los mecanismos moleculares de aparicion y progresion

tumoral son, también, fundamentales en la lucha contra el cancer.

Desde el punto de vista molecular, el cancer se inicia debido a la acumulacion de
alteraciones en genes esenciales en el control de la proliferacion y muerte celular. En el afio 2000,
Hanahan y Weinberg postularon que la gran mayoria de los tipos de cancer en humanos
compartian un pequefio nimero de alteraciones moleculares, bioquimicas y celulares (Hanahan
and Weinberg, 2000). Asi, estos autores sugirieron que el fenotipo de una célula cancerigena se
manifestaba por seis alteraciones esenciales en la fisiologia celular, que conjuntamente podian dar
lugar a un crecimiento maligno: capacidad de proliferar de una manera independiente de sefiales
mitogénicas, insensibilidad a la sefalizacion antiproliferativa, evasion de la muerte celular
programada (apoptosis), potencial replicativo ilimitado, capacidad de generar nuevos vasos

sanguineos (angiogénesis), y por ultimo, invasion de tejidos circundantes y capacidad de
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diseminacion y metastasis. Mas recientemente, y gracias a los avances en la investigacion del
cancer de la Gltima década, estos autores han propuesto dos nuevas alteraciones esenciales para el
desarrollo de un tumor: la capacidad de modificar o reprogramar el metabolismo celular con el fin
de sustentar de una manera mas eficaz la proliferacion neoplasica, y la capacidad de las células
tumorales de evadir al sistema inmune (Hanahan and Weinberg, 2011). La naturaleza de estas
alteraciones puede ser diversa, tratandose, entre otras, de mutaciones puntuales, cambios
epigenéticos, amplificaciones, deleciones cromosdmicas, translocaciones, pérdida de
heterocigosidad y alteraciones en la regulacidn transcripcional y en los niveles de expresion
génica. Ademas, estas alteraciones pueden traducirse a nivel funcional en la activacion de
oncogenes y la inactivacion de genes supresores tumorales que son esenciales para el control de la

proliferacion celular (Santarius et al., 2010; Sidransky, 2002).

Debido a la gran heterogeneidad que existe entre los distintos tipos tumorales, resulta
complicado establecer una clasificacion que permita englobar las caracteristicas patoldgicas y
clinicas del tumor, a fin de facilitar el establecimiento del tratamiento y el seguimiento mas
adecuado de los pacientes. A modo de consenso, una de las clasificaciones mas utilizadas, y que
es indicativa del estadio tumoral, es la denominada TNM, donde T hace referencia al tamafo del
tumor primario, N a la aparicion de células cancerosas en los nodulos linfaticos regionales, y M a

la presencia de diseminacion metastasica (Gospodarowicz et al., 2004).

2.- Cancer de pulmén

El cancer de pulmdn es uno de los canceres con mayor incidencia en el ser humano a
nivel mundial. En 2008, la OMS registraba este tipo de cancer como la primera causa de muerte
por cancer en hombres (22,3%) y la segunda en mujeres después del cancer de mama (11,3%). En
concreto en mujeres, la mortalidad por cancer de pulmén ha experimentado un incremento
significativo en los Gltimos afios, con un crecimiento anual del 4,1% (Cabanes et al., 2009). De
hecho, ha pasado a ocupar el primer puesto en mortalidad por cancer, por delante incluso del
cancer de mama (Jemal et al., 2010). Estos datos son un reflejo del aumento en el consumo de

tabaco por parte de este colectivo.

El cancer de pulmoén es un tumor maligno que se origina a partir de un crecimiento
agresivo y desordenado de células procedentes de estructuras broncopulmonares. Inicialmente, el
tumor suele ser asintomatico y, a medida que aumenta de volumen, tiende a invadir otras
estructuras del pulmén o de la vecindad como la pleura, los musculos, los ganglios y el corazon.
Es, por tanto, un tumor localmente muy agresivo, que puede producir a menudo metéstasis a

distancia. Es frecuente, en este tipo de cancer, que estas metastasis se produzcan en huesos,
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cerebro e higado, y més localmente en otros l6bulos de los propios pulmones (Chiang and

Massague, 2008), aunque la metéstasis puede aparecer en cualquier otro 6rgano.

2.1.- Anatomia Patoldgica del cancer de pulmon

La ultima clasificacion histoldgica del cancer de pulmén divide a este tipo de cancer

principalmente en dos grandes grupos, segin la morfologia que presentan las células tumorales:

1) Carcinomas de células pequefias o microciticos (CMP): formados por células pequefias que
presentan abundante necrosis y una alta tasa mitética. Estos tumores representan alrededor del 15-
20% de todos los tumores de pulmén (Hanahan and Weinberg, 2011), y suelen tener una
localizacion peribronquial y un alto porcentaje de metastasis cuando son diagnosticados.
Presentan, ademas, una evolucion clinica muy agresiva. De hecho, cuando la enfermedad no se
trata los pacientes fallecen en 2-3 meses y es rara la supervivencia mayor de 1 afio. Por esta
razén, los tumores de este tipo no suelen ser operables, y s6lo se llevan a cabo tratamientos con

quimioterapia y/o radioterapia (Collins et al., 2007; Crino et al., 2007; Travis, 2002).

2) Carcinomas de células no pequefas o no microciticos (CNMP): compuestos por células de
mayor tamafio. Representan el 80-85% de todos los tumores de pulmén, y suelen tratarse con
cirugia en estadios tempranos. Estos tumores se dividen en tres grupos (Travis, 2002; Zochbauer-
Muller et al., 2002):

e Carcinoma escamoso 0 epidermoide: representan aproximadamente el 20-30% de todos

los tumores de pulmon, y se originan a partir del epitelio bronquial.

e Adenocarcinoma: engloban un 30-40%, y son muy heterogéneos desde el punto de vista

histoldgico.

e Carcinoma de células grandes: representa el 9% de todos los tumores de pulmén. Son

carcinomas indiferenciados que no cumplen los criterios de los tipos histologicos

anteriores, tratdndose, por tanto, de un diagnostico de exclusion.

Si nos referimos al grado de extension de la enfermedad, los tumores de CNMP se
clasifican en cuatro estadios: Estadio O, cuando se encuentra localizado en la capa mucosa de la
estructura bronquial; Estadio I, si esta localizado dentro del pulmén; Estadio 11, cuando el tumor
ha diseminado a los ganglios linfaticos regionales; Estadio I, si el tamafio del tumor supera los
7 cm o hay afectacion de los ganglios mediastinicos; y Estadio 1V, cuando el tumor se ha
diseminado a otros 6rganos. En la Tabla 1 se muestra la comparacion de estos estadios con la
clasificacion patolégica TNM en CNMP (Goldstraw et al., 2007).
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Estadio Clasificacion TNM

cao’g:l‘t‘;rf'a X NO Mo Tabla 1. Comparacién de los estadios de CNMP
con la clasificacion patoldgica TNM. (*) El tumor

primario no puede valorarse, o el tumor se demuestra

IA Tlab NO Mo por la presencia de células malignas en el esputo o en
los lavados bronquiales, pero no se visualiza

0 Tis NO MO

B T2a NO MO
radiolégicamente o broncoscdpicamente. Adaptado de
A LD N1 Mo Goldstraw et al. 2007 (Goldstraw et al., 2007).
T2a N1 MO
T2b NO MO
B T2b N1 MO
T3 NO MO
A T1,T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO
T4 NO, N1 MO
ne T4 N2 MO
cualquier T N3 MO
v cualquier T  cualquier N M1a,b

2.2.- Biologia molecular del cancer de pulmén

Los tumores se caracterizan por un complejo patrén de alteraciones moleculares. A lo
largo de las ultimas décadas se han identificado varios genes con un papel clave en la
carcinogénesis pulmonar. Se trata de genes cuya expresién nos permite distinguir de manera
objetiva entre un estado normal y un estado tumoral, y ademas nos pueden servir como
herramienta para establecer un diagnéstico temprano de la enfermedad y nos permiten optar por
una terapia dirigida y personalizada con inhibidores propios de los genes expresados. Son, por
tanto, biomarcadores. La identificacion de estos genes varia enormemente entre los distintos
tipos de cancer, y es dificil su identificacion debido a la enorme heterogeneidad que presentan los

pacientes y las lineas celulares.

En concreto en CNMP, se han descrito receptores y proteinas con actividad quinasa o
fosfatasa implicadas en la transduccion de sefiales (EGFR, ERBB2, BRAF, KRAS, STK11,
PIK3CA y PTEN), factores de transcripcion (MYC y TP53) y reguladores del ciclo celular
(CDKN2A y RB) (Sanchez-Cespedes, 2003; Sekido et al., 1998). No obstante, el abanico de
genes se ha ido ampliando en los Gltimos afios con la identificacion de nuevas alteraciones, como
la amplificacion de MET (Bean et al., 2007; Engelman et al., 2007), la translocacion de ALK
(Soda et al., 2007), la sobreexpresion y amplificacion de IGF1R (Chitnis et al., 2008;

32



Introduccién

Dziadziuszko et al., 2008), la amplificacion de FGFR1 (Weiss et al., 2010) o las mutaciones en el
gen DDR2 (Hammerman et al., 2011), entre otras. Actualmente, los genes que se encuentran
alterados con relativa frecuencia (> 15-20%) representan una minoria (TP53, KRAS, EGFR,
STK11, CDKN2A); mientras que en la mayoria de ellos (PTEN, ERBB2, BRAF, PIK3CA, MET,
ALK) las alteraciones son poco frecuentes (5-10%) (Ding et al., 2008).

2.2.1.- Mutaciones en el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)

El receptor de EGF pertenece a la familia ErbB de receptores tirosina quinasa, que
regulan la expresion de genes implicados en proliferacion y supervivencia celular a través de la
via de las MAPK y la via PI3K/AKT (Ciardiello and Tortora, 2008).

En las células tumorales, la actividad tirosina quinasa de EGFR puede verse alterada por
varios mecanismos oncogenicos, incluyendo mutaciones y aumento del nimero de copias del gen,
o0 la sobreexpresion de la proteina (Ciardiello and Tortora, 2008). La sobreexpresion de EGFR,
por ejemplo, se ha observado en més del 60% de pacientes con CNMP y ademés se ha
correlacionado con mal prondstico de la enfermedad (Sharma et al., 2007). Las mutaciones de
EGFR descritas hasta la fecha afectan al sitio de union del ATP en el dominio tirosina quinasa del
receptor. De hecho, se encuentran localizadas entre los primeros cuatro exones del dominio (18 al
21) (Gazdar, 2009) (Figura 2). Existen mutaciones que confieren sensibilidad a los inhibidores de
la actividad tirosina quinasa (TKIs, del inglés Tyrosine Kinase Inhibitors), de las cuales mas del
90% consisten en deleciones del exén 19 y en la mutacién puntual L858R del exén 21. También
se ha descrito que, tras una respuesta inicial a estos farmacos, determinados pacientes desarrollan
resistencia entre 6 y 12 meses tras el tratamiento. Estos pacientes presentan mayoritariamente una
mutacion puntual del exén 20 (T790M) (Sharma et al., 2007).

En cuanto a la incidencia en pacientes con CNMP, se ha visto que las mutaciones de
EGFR son mas frecuentes en individuos asiaticos (30-50%) en comparacién con pacientes
europeos y de norteamérica (aprox. 10-15%). Ademas, la mayoria (> 50%) estan asociadas a
adenocarcinomas con caracteristicas broncoalveolares y desarrollados en mujeres no fumadoras
(Langer et al., 2010; Sequist et al., 2006; Takeuchi et al., 2006). Sin embargo, la amplificacion de
EGFR parece ser més habitual en tumores de pacientes fumadores, y no muestra una predileccion

clara por ninguna etnia ni por una histologia determinada del tumor (Sharma et al., 2007).
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Figura 2. Mutaciones en el receptor de EGF. Esquema del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) mostrando la distribucion de los exones en el dominio extracelular (anclaje de EGF), dominio
transmembrana (TM) y dominio intracelular (dominio tirosina quinasa y region de autofosforilacion). En
los cuatro primeros exones del dominio tirosina quinasa (18 al 21) se encuentran las mutaciones mas
significativas de EGFR. Mayoritariamente encontramos deleciones del exén 19 y la mutacién puntual
L858R del exdén 21. (*) Mutacion puntual mayoritaria del exén 20 que ademas esta relacionada con la
adquisicion de resistencia a inhibidores de la actividad tirosina quinasa (TKIs). Adaptado de Sharma et al.
2007 (Sharma et al., 2007).

2.3.- Tratamiento del cancer no microcitico de pulmén (CNMP)

Actualmente el tratamiento del CNMP se lleva a cabo mediante cirugia, radioterapia,
quimioterapia 0 una combinacion de éstas. La eleccidn del tratamiento depende de la clasificacion
del tumor y del estadio de la enfermedad. EI mejor tratamiento hoy en dia es la cirugia, pero solo
puede ofrecerse a un nimero limitado de pacientes en estadios tempranos, y de forma esporédica
a grupos de pacientes seleccionados en estadios mas avanzados y en combinacion con otras
modalidades de tratamiento. Asi, los estadios | y 1l suelen ser “tumores localizados” y por tanto
candidatos a cirugia. Sin embargo, la mayoria de los tumores de CNMP se detectan cuando estan
localmente avanzados (estadios I11A y 11IB) o diseminados (IV), por lo que no son aptos para la
cirugia en el momento del diagnostico, y son tratados habitualmente con radioterapia y/o
qguimioterapia (Eberhardt et al., 1999; Ornstein et al., 1999). Sin embargo, aun en estadios

tempranos, la reseccion completa no siempre asegura la curacion, ya que mas del 80% de las

34



Introduccién

recaidas se producen en los 2 primeros afios tras la cirugia. De hecho, la recurrencia metastasica
es mas frecuente que la local que sélo ocurre en un 10% de casos. Por ello, tras la cirugia puede
llevarse a cabo un tratamiento adyuvante de quimioterapia y/o radioterapia cuyo objetivo es
eliminar los focos micrometastésicos, indetectables por los métodos actuales de diagnostico, y

gue son responsables de la recidiva tumoral.

Existen varios farmacos empleados en los tratamientos contra el cancer de pulmoén. Entre
ellos destacan los compuestos derivados de platino como el Cisplatino o CDDP, que actla
uniéndose al ADN y formando aductos intra e intercatenarios que bloquean la replicacion y la
transcripcion en las células. En el tratamiento del CNMP, habitualmente se administra una terapia
combinada de CDDP con otros farmacos como Docetaxel, Gemcitabina o Paclitaxel, en ciclos de
21 a 28 dias (The Elsevier pocket guide to Oncology drugs and Regimens, Fac. Medicine/Univ.
Harvard. Agosto 2009). La respuesta inicial al tratamiento con CDDP es relativamente alta, pero
la mayoria de los pacientes finalmente recaen debido fundamentalmente a dos factores: la alta
toxicidad generada por el farmaco, ya que actla por igual sobre todas las células en division, ya
sean tumorales o no; y la adquisicion de resistencia a la droga. Se sabe que la resistencia a los
tratamientos antitumorales depende de diversos factores que incluyen variaciones individuales de
cada paciente, asi como diferentes alteraciones genéticas presentes en cada tumor, dentro incluso

del mismo tipo de cancer.

Esta resistencia que presentan los tumores a la quimioterapia es una de las principales
limitaciones de los tratamientos contra el cancer, y puede ser intrinseca, es decir que la presenta el
tumor antes del tratamiento, o bien adquirida, cuando adquiere la resistencia al farmaco durante el
tratamiento. Ambos tipos de resistencia limitan la eficacia de los agentes antitumorales utilizados
y se cree que son responsables del fallo del tratamiento que se produce en aproximadamente el
90% de pacientes con cancer metastasico (Longley and Johnston, 2005). Ademas, la resistencia
intrinseca siempre ha sido bastante frecuente, pero a medida que se han ido desarrollando terapias

antitumorales mas efectivas, la resistencia adquirida ha ido ganando terreno (Gottesman, 2002).

Por otro lado, la identificacion de diferentes alteraciones genéticas nos ha permitido
dividir a los pacientes en subgrupos en funcion de las alteraciones que presentan. De acuerdo con
esto, el desarrollo de terapias dirigidas surge como una estrategia prometedora en el tratamiento
del CNMP. De hecho, ya existen inhibidores especificos que estdn demostrando su eficacia en
numerosos ensayos clinicos, como es el caso de Gefitinib y Erlotinib (Tarceva®). Ambos
farmacos son inhibidores reversibles de la actividad tirosina quinasa de EGFR (TKIs) que
inactivan el sitio de unién del ATP al receptor (Janku et al., 2011; Pao and Girard, 2011; Sharma
et al., 2007; Sharma et al., 2010). Diversos estudios han demostrado que los pacientes con

mutaciones en el gen EGFR tratados con estos TKIs presentan una tasa de respuesta y una
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supervivencia mayor, en comparacion con un tratamiento basado Unicamente en quimioterapia
(Mitsudomi et al., 2005; Mok et al., 2009; Rosell et al., 2011; Rosell et al., 2009; Sequist et al.,
2008). En concreto en pacientes asiaticos, donde la incidencia de mutaciones es mayor, también
se observa mayor tasa de respuesta a los TKIs (aproximadamente un 30% frente al 10%

observado en pacientes europeos) (Sharma et al., 2007).

Estos datos ponen de manifiesto la importancia de identificar las distintas alteraciones
genéticas presentes en cada tipo de tumor, ya que la heterogeneidad que nos estamos encontrando
a medida que profundizamos en el estudio molecular del cancer, esta redirigiendo el tratamiento

de esta enfermedad a una terapia especifica y personalizada.

3.- Mecanismos de resistencia al tratamiento con cisplatino (CDDP)

Como hemos comentado anteriormente, la adquisicion de resistencia a compuestos
derivados del platino, como el cisplatino o CDDP, limita en gran medida la eficacia de los
tratamientos de quimioterapia utilizados actualmente en la clinica. Se ha descrito que esta
resistencia se adquiere habitualmente por la expresién de transportadores de membrana que
expulsan los farmacos del interior de la célula, aunque también se ha visto que estan implicados
otros procesos como la evasion de la apoptosis y la induccién de mecanismos de detoxificacion y
de reparacién del ADN (Gottesman, 2002).

Concretamente en el caso del CDDP, se han descrito alteraciones en varias rutas de
sefializacion implicadas en proliferacion, supervivencia celular y apoptosis. Asi, la ruta de las
proteinas quinasa activadas por mitégenos (MAPK) se ha visto alterada en varios procesos
tumorales (Dhillon et al., 2007). También se han descrito alteraciones en las vias de PI3K/AKT y
NFkB que juegan un papel critico en el desarrollo y progresién tumoral en muchos tipos de
cancer, entre ellos el CNMP (Baldwin, 2001; Vivanco and Sawyers, 2002). Ademas, la inhibicion
de ambas vias aumenta la citotoxicidad de CDDP en células de CNMP con niveles bajos de
MKP1 (Cortes-Sempere et al., 2009). MKP1 pertenece a la familia de las MKPs, fosfatasas
duales y especificas que acttan como reguladores negativos de la actividad de las MAPK. MKP1
es el miembro mejor estudiado, y estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que
tiene un papel importante en el crecimiento tumoral y en la respuesta al tratamiento con CDDP en
células de CNMP (Chattopadhyay et al., 2006).

Mas recientemente, también se han descrito otros mecanismos de resistencia como son
los sistemas de reparacion del ADN involucrados en la reparacién de los aductos CDDP-ADN
(Jayachandran et al., 2010), asi como procesos epigenéticos como la hipermetilacion del promotor

de IGFBP-3, responsable de bloquear la union de IGF a su receptor, impidiendo asi la activacion
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de rutas implicadas en proliferacion y control del ciclo celular (Cortes-Sempere et al., 2012;
Ibanez de Caceres et al., 2010). Incluso se ha observado que compuestos naturales como el
Resveratrol disminuye la supervivencia e induce apoptosis en células de CNMP resistentes a
varios farmacos antitumorales (Zhao et al., 2010).

3.1.- Estudio in vitro de la resistencia adquirida a CDDP

Otra cuestién importante a tener en cuenta en el estudio de la resistencia a agentes
antitumorales, es que resulta complicado simular en el laboratorio un tratamiento de
guimioterapia aplicado en la clinica. Como hemos comentado anteriormente, los farmacos como
el CDDP suelen administrarse en ciclos periédicos combinados con otros farmacos y en
concentraciones establecidas en funcion del paciente y el tipo tumoral. En este caso, no sabemos a
ciencia cierta la concentracién de farmaco que llega a las células tumorales, ni si uno de los

farmacos es mas efectivo que los demas.

Sin embargo, la generacion de lineas celulares resistentes en el laboratorio habitualmente
se realiza por la exposicién repetida y/o con concentraciones altas de CDDP, generalmente sin
combinar con otros farmacos (Bertolini et al., 2009; Ibanez de Caceres et al., 2010; Jayachandran
et al., 2010; Latifi et al., 2011; Mitsumoto et al., 1998; Wintzell et al., 2012; Zhang et al., 2012c¢).
Asi, el estudio de estas lineas celulares nos permite caracterizar un fenotipo muy concreto de
resistencia adquirida, y que equivaldria, a grosso modo, al fenotipo de un paciente tras un tiempo
recibiendo tratamiento. Sin embargo, conocer la respuesta del tumor en los primeros periodos de
la terapia nos permitiria cambiar de farmaco(s), en caso de que el tumor presentara resistencia, o
aumentar la dosis cuando éste mostrara indicios de remitir. Asi, el estudio de la resistencia a
CDDP con tratamientos in vitro asemejando los ciclos aplicados en clinica, y tras las primeras
dosis de farmaco, nos permitiria conocer mas a fondo cuando y cémo se genera la resistencia a la

droga.

4.- Progresion tumoral, angiogénesis y metastasis

La formacion de un tumor es un proceso complejo que resulta de la acumulacion de
modificaciones genéticas y epigenéticas que alteran la homeostasis celular (Berdasco and
Esteller, 2010; Hanahan and Weinberg, 2000). Como vemos en la Figura 3, las células alteradas
modifican su patrén de divisién dando lugar a una hiperplasia localizada, que posteriormente
conlleva a una desorganizacion del tejido (displasia). La membrana basal de los epitelios y la
matriz extracelular subyacentes constituyen una barrera fisica, continua y practicamente

infranqueable, capaz de mantener los tumores benignos en un espacio bien definido. Por el
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contrario, las células tumorales méas agresivas son capaces de degradar localmente esa barrera
gracias a la sintesis de proteasas (metaloproteasas, MMP). Ademas pierden la adhesién celular y
reorganizan su citoesqueleto para adquirir un fenotipo mesenquimal (transicion epitelio-
mesenguima) (Moreno-Bueno et al., 2008). Todos estos cambios permiten a las células invadir el
tejido adyacente (formacién de carcinoma o tumor maligno) y llegar a alcanzar incluso los
sistemas linfético y circulatorio para dar lugar a futuras metéstasis (Figura 3).

~ Misculo liso Células Carcinoma Células

epiteliales pulmonar metastisicas
respiratorias |

Vaso Células
linfitico tumorales

~ Tejido conjuntivo o
[ I— Vaso sanguineo

Hiperplasia Displasia Carcinoma e intravasacion
de células metastasicas en el
torrente sanguineo y el
sistema linfatico

Figura 3. Progresién tumoral. Esquema de la formacion de un tumor en el epitelio pulmonar. Se
representan las fases de hiperplasia, displasia, formacion del carcinoma e intravasacion de células
metastasicas en el torrente sanguineo y el sistema linfatico.

La progresion tumoral y el desarrollo de metéstasis son estrictamente dependientes de la
formacion de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) que aporten los nutrientes necesarios para
la supervivencia de las células tumorales, y que proporcionen el medio de diseminacion a otras
regiones del organismo (Figura 4). Asi, en ausencia de neovascularizacion, un tumor sélido no
puede crecer mas alla de unos pocos mm?® (Zetter, 1998). La capacidad de algunas células
tumorales para inducir angiogénesis es un requisito indispensable para su malignizacion, e
implica la estimulacion de la proliferacion de las células endoteliales que forman los vasos
sanguineos cercanos, la invasion del estroma circundante por las mismas y su migracion en
direccion al tumor.

Durante el proceso de angiogénesis se establece un equilibrio entre factores pro-
angiogénicos (FGF, PDGF, miembros de la familia VEGF, etc) y factores anti-angiogénicos
(trombospondina, endostatina, angiostatina, tumstatina, etc) secretados por las propias células
tumorales (Herbst et al., 2005; Kerbel, 2008). A medida que va creciendo el tumor, se va
generando un ambiente de hipoxia en el interior del mismo que hace que se active la subunidad o
del factor de transcripcion inducible por hipoxia (HIF). Este factor activa la expresion de los

factores pro-angiogénicos de la familia VEGF, que se uniran a sus respectivos receptores en la
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membrana de las células endoteliales. Asi, estas células endoteliales seran atraidas por las células
tumorales y formaran nuevos vasos sanguineos cerca del tumor (Herbst et al., 2005; Jimenez and
Volpert, 2001).

Una vez alcanzado el sistema circulatorio, las células tumorales pueden ser capaces de
atravesar la membrana endotelial (intravasacion), sobrevivir en el torrente sanguineo y finalmente
abandonarlo (extravasacion) para anidar en el 6rgano diana y formar metéstasis a distancia
(Figura 4).

Carcinoma “in situ” Angiogénesis

Intravasacion )

oooot'on
ot

Extravasacion Colonizaciondel
) organo diana

Formacion del
tumor secundario
y angiogénesis

Figura 4. Angiogénesis y metdastasis. El proceso de metastasis depende de la formacion de vasos
sanguineos que aporten nutrientes al tumor y un medio de diseminacién a otras regiones del organismo.
Algunas células tumorales son capaces de estimular a las células endoteliales de los vasos sanguineos
cercanos para formar nuevos vasos hacia el tumor (angiogénesis). Una vez alcanzado el torrente sanguineo
las células tumorales pueden viajar a través de él y colonizar otros érganos para formar tumores
secundarios o metastasis. Adaptado de Fidler & Ellis 2000 (Fidler and Ellis, 2000).

5.- Las Células Iniciadoras Tumorales o Cancer Stem Cells (CSC)

Como hemos comentado anteriormente, a pesar del conocimiento que tenemos sobre la
biologia del cancer, muchos de los tratamientos utilizados actualmente en clinica no consiguen
eliminar definitivamente el tumor y un porcentaje bastante alto de pacientes acaban desarrollando
recidivas. La pregunta inmediata que se nos plantea es: ¢Se han desarrollado los tratamientos de
guimioterapia contra las células equivocadas? Hace mas de una década comenzaron a publicarse

estudios que postulaban que la organizacion intrinseca de un tumor podria asemejarse a la
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organizacion de un tejido normal adulto (Reya et al., 2001). Estos trabajos demostraron que
existia una pequefia poblacion de células dentro de la masa tumoral capaces de iniciar y mantener
el crecimiento del tumor. A estas células “madre” del tumor se las denomind en origen células
madre tumorales o cancer stem cells, aunque en los Gltimos afios se esta acufiando cada vez mas
el término “células iniciadoras tumorales” para distinguirlas de las células madre propiamente
dichas (Dalerba et al., 2007a). Asi, la formacién de un tumor se llevaria a cabo por la
proliferacion y diferenciacién de estas células, y no Gnicamente por la proliferacién de las células
tumorales.

Si analizamos las terapias convencionales empleadas actualmente en clinica, éstas actian
principalmente sobre células en division. De hecho la respuesta inicial de los pacientes a estas
terapias es bastante alta, puesto que el tamafio del tumor disminuye y puede incluso dejar de verse
macroscopicamente en las pruebas diagndsticas. Sin embargo, sorprende el alto porcentaje de
recaidas que se producen en los pacientes debido a que el tumor vuelve a regenerarse. De acuerdo
con la teoria de las Cancer Stem Cells, existiria una pequefia poblacion de células resistentes a las
terapias convencionales y capaces de regenerar el tumor. Por tanto, la caracterizacion de estas
células, y la busqueda de terapias especificas contra ellas, nos permitiria acabar definitivamente
con el tumor (Perez-Caro and Sanchez-Garcia, 2006) (Figura 5).

Eliminanla mayoria de las Las células CSC sobreviven y
células del tumor proliferan regenerando el tumor
Terapia @ @
estandar @ — @ ) == Recidiva
@ Ore L%
Tumor l zC

@
s
Cancer Stem Cell ~ \\ \
(CSsc)

Terapi t O e Lo — El tumor
e o7 e r ¥ desaparece
Masa Tumoral especifica el e
Las células CSC El tumor no puede
regenerarse

mueren

Figura 5. Nueva estrategia en el tratamiento del cAncer mediante el uso de terapias especificas contra
las células CSC (Cancer Stem Cells). Las terapias actuales eliminan la gran mayoria de células que forman
el tumor disminuyendo su tamafio, pero las células CSC, inmunes a estas terapias, acaban regenerando el
tumor dando lugar a recidivas. Por el contrario, mediante el uso de terapias especificas contra las células
CSC, eliminamos las células iniciadoras del tumor de forma que éste no puede regenerarse. Asi,
combinando ambos tipos de terapia, podriamos conseguir la curacion definitiva del tumor. Adaptado de
www.stemline.com.
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La primera evidencia del papel de estas células iniciadoras tumorales 0 CSC aparecié en
1994 con un estudio realizado en leucemia mieloide aguda humana (Lapidot et al., 1994).
Posteriormente, a partir del afio 2003, comenzaron también a identificarse en tumores soélidos
incluyendo mama, cerebro, melanoma, préstata, colon, pancreas, cabeza y cuello (Al-Hajj et al.,
2003; Fang et al., 2005; Galli et al., 2004; Li et al., 2007; Patrawala et al., 2006; Prince et al.,
2007; Ricci-Vitiani et al., 2007; Singh et al., 2003) y més recientemente en pulmén (Eramo et al.,
2008). Todos estos trabajos demuestran que existe un pequefio grupo de células dentro del tumor
que presentan determinadas caracteristicas de células madre. Entre ellas se encuentran la
capacidad de auto-renovacion, la capacidad de diferenciar a otros tipos celulares del tumor, y la
habilidad de formar tumores in vivo cuando se realizan xenoinjertos en ratones. Estas células
ademas, pueden distinguirse dentro del tumor por su division asimétrica y por presentar
determinadas alteraciones de la expresién génica (Rosen and Jordan, 2009). La division
asimétrica, a diferencia de la simétrica, genera una célula madre y una célula diferenciada. De

esta forma se mantiene siempre una progenie con capacidad de auto-renovacién.

Respecto al origen de las células CSC, actualmente se barajan dos teorias. La primera
postula que una célula progenitora normal presente en el tejido adquiere la capacidad de generar
el tumor por una o varias alteraciones genéticas y del entorno. Asi, determinadas células CSC
aisladas en mama, por ejemplo, presentan marcadores de superficie propios de los progenitores
normales de la glandula mamaria, tales como CD44"/CD24™" (Al-Hajj et al., 2003). La segunda
teoria sugiere que las células CSC provienen de células somaticas normales que adquieren
propiedades de célula madre debido a alteraciones genéticas y epigenéticas. La induccién de
transicion epitelio-mesenquima (TEM), por ejemplo, induce la adquisicion de fenotipo

mesenguimal y la expresién de marcadores stem en tumores de mama (Mani et al., 2008).

También se ha descrito que se pueden aislar células CSC en base a la expresion de
determinados marcadores de superficie, tales como CD44, CD24 6 CD133, entre otros. El hecho
de que estas células supongan una pequefia poblacion dentro del tumor, hace indispensable poder
separarlas del resto de las células, y es aqui donde estos marcadores juegan un papel fundamental.
Durante afios, numerosos trabajos han identificado nuevos marcadores de células CSC para cada
tipo tumoral, a fin de encontrar un patron de expresion drgano-especifico. Sin embargo en 2010,
Stuelten y cols. (Stuelten et al., 2010) demostraron que los marcadores de estas células dependian
del tipo tumoral, pero también variaban mucho su expresion en funcion de la linea celular y las

condiciones de cultivo.
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5.1.- Las células iniciadoras tumorales (CSC) en cancer de pulmon

En el pulmén sano se ha descrito que existen progenitores de los distintos tipos celulares.
Asi, nos encontramos células progenitoras broncoalveolares, secretoras de moco Yy
neuroendocrinas que mantienen la homeostasis pulmonar y juegan un papel fundamental en la
reparacion de dafios en el tejido (Giangreco et al., 2009; Giangreco et al., 2007; Otto, 2002). Estas
células no se convierten en células tumorales a menos que se produzcan cambios genéticos y
epigenéticos, como los que producen los carcindgenos presentes en el tabaco (Besson et al., 2007;
Giangreco et al., 2009; Giangreco et al., 2007; Otto, 2002). Al igual que en otros tumores, se
piensa que las células CSC de pulmon podrian surgir fundamentalmente a partir de cualquiera de
estos progenitores.

Como hemos comentado anteriormente, se han identificado varios marcadores de
superficie para identificar células CSC. En la Tabla 2 se recogen los mas utilizados en cancer de

pulmon, y se comparan con lineas celulares de otros tipos tumorales.

Tipo tumoral Linea Celular CD44+ CD133+  ALDH+

Glioma SF-539 84,22 0,13 0

Glioma SNB-19 65,79 0,5 0,01
Mama MCF7 1,37 1,24 04
Mama BT-549 4527 4,54 0,04
Ovario OVCAR-3 12,7 22,46 0,97
Ovario SK-OV-3 90,74 0,78 0

Colon SW-620 11,49 22,04 0.11
Colon HT29 71,39 74,51 38,8

Tabla 2. Expresion de marcadores de células CSC en lineas celulares de distintos tipos tumorales. Los
datos muestran el porcentaje de células positivas para cada uno de los marcadores. CNMP: Céancer no
microcitico de pulmén; ALDH: Enzima aldehido deshidrogenasa. Adaptado de Stuelten et al. 2010
(Stuelten et al., 2010).

Estos datos muestran la heterogeneidad que hay entre las distintas lineas celulares, y que
es la causa de las discrepancias existentes en el uso de unos u otros marcadores para la

identificacion de las células CSC en los distintos tipos tumorales (Stuelten et al., 2010).

A continuacion comentaremos un poco méas en detalle los marcadores més utilizados en

cancer de pulmon:
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CD133: También conocido como Prominina 1, se identificd por primera vez en células
madre hematopoyéticas (Yin et al., 1997) y posteriormente se encontré en varios tipos de
leucemia (Wuchter et al., 2001). Actualmente sirve como marcador especifico de células CSC en
varios tipos tumorales incluyendo glioma, colon, pancreas, mama, prostata, ovario (Ahn et al.,
2008; Klonisch et al., 2008; Visvader and Lindeman, 2008; Yang and Chang, 2008) y algunos
canceres de pulmén (Eramo et al., 2008). Aunque también existen trabajos en los que apenas
detectan la expresion del mismo (Zhang et al., 2012b), o que solo la detectan en lineas celulares
de CMP, pero no en CNMP (Cui et al., 2011). CD133 es una glicoproteina transmembrana de 120
kD (Piechaczek, 2001) cuya funcién ain se desconoce. Varios estudios sugieren su posible
implicacion en la activacion y mantenimiento de las células stem cuando es co-expresado con la
subunidad B1 de la integrina en las células de la epidermis basal (Yu et al., 2002). Ademas se han
observado particulas con este marcador en el espacio extracelular entre los progenitores neurales
y algunas células epiteliales, por lo que también podria estar implicado en las uniones célula-
célula (Marzesco et al., 2005; Taieb et al., 2009). Sin embargo, existen también varios trabajos
gue demuestran que las células CD133 negativas son igualmente capaces de generar tumores in
vivo (Ogden et al., 2008; Shmelkov et al., 2008; Wang et al., 2008). Por lo tanto, parece que la
poblacién CD133 negativa también posee propiedades de células CSC. Estos datos ponen de

manifiesto la enorme variabilidad que podemos encontrar en la expresién de esta marcador.

CD44: Este marcador comprende una familia de glicoproteinas codificadas por el mismo
gen que varia en tamafio debido a mecanismos de procesamiento alternativo. Actdla como un
factor pleiotropico y tiene un papel importante en la remodelacion del tejido, uniones célula-
matriz extracelular y migracion celular. Este antigeno sirve también de marcador de células CSC
en varios tipos tumorales incluyendo mama, ovario, colon, pancreas y cabeza y cuello (Marhaba
etal., 2008).

CD166: También llamado ALCAM (molécula de adhesion celular leucocitaria activada),
se trata de una proteina transmembrana de unos 100 kD que forma parte de la super familia de las
inmunoglobulinas, y juega un papel importante en el desarrollo de los linfocitos T en el timo
(Bowen et al., 1995). Un trabajo publicado recientemente (Zhang et al., 2012b) muestra que las
células CD166 positivas aisladas a partir de muestras de pacientes con cancer de pulmdn, son
bastante mas tumorogénicas, tanto in vitro como in vivo, que las poblaciones CD44 y CD133
positivas. Estos datos sugieren que este antigeno puede ser un nuevo marcador para el estudio y

caracterizacién de las células CSC en cancer de pulmon.
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Side population (Poblacidon SP): La llamada “poblacion SP” esta formada por un grupo

de células capaces de expulsar el colorante Hoetsch 33242 gracias a que expresan transportadores
de la familia ABC (ATP Binding Cassette) en su membrana (Zhou et al., 2001). Se ha descrito
que estas células presentan caracteristicas de células CSC tales como la auto-renovacion,
diferenciacion celular, alta tumorogenicidad, asi como la expresion de marcadores y genes de
células stem (Ho et al., 2007; Wu and Alman, 2008), aunque también hay estudios que
demuestran que estas células no siempre poseen caracteristicas de células CSC (Zhang et al.,
2012a). También se ha observado que son bastante resistentes a los agentes antitumorales y
juegan un papel importante en las recidivas y la resistencia al tratamiento del cancer de pulmén
(Hirschmann-Jax et al., 2005; Hirschmann-Jax et al., 2004; Wu and Alman, 2008). Sin embargo,
también se han descrito varios problemas que presenta el método utilizado para aislar la
poblacion SP (Wu and Alman, 2008). No todas las células resistentes al Hoetsch33242 tienen por
qué ser células CSC, y ademas, los ajustes que necesita este método en cuanto a la tincion y
adquisicion en el citébmetro, deben ser regulados en funcién de cada linea celular. Estos
problemas conllevan a una “contaminacion” de las poblaciones SP y no SP que puede generar
datos contradictorios.

Aldehido deshidrogenasa (ALDH): La super familia aldehido deshidrogenasa

comprende un grupo de enzimas que metabolizan una amplia variedad de aldehidos enddgenos y
exogenos. Estan implicadas en la modulacion de la proliferacién celular, lo que también se
extiende a la proliferacion de células madre (Huang et al., 2009). De hecho, se ha visto que las
células madre normales y CSC de cancer de mama, colon y pulmén, presentan una alta actividad
ALDH, lo que apoya su uso como marcador de las células CSC (Dylla et al., 2008; Ginestier et
al., 2007; Huang et al., 2009; Jiang et al., 2009; Sullivan et al., 2010).

5.2.- Las células iniciadoras tumorales (CSC) y la resistencia a los tratamientos
contra el cancer

Es habitual que los tumores que vuelven a formarse tras un tratamiento con quimioterapia
sean mas resistentes a dicho tratamiento. Se ha postulado que esto tenga relacion con las
propiedades stem que se les atribuye a las células CSC, tales como la expresion de
transportadores de membrana que las permite protegerse de la acumulacion de compuestos
potencialmente nocivos (Dean et al., 2005). Un ejemplo que hemos comentado anteriormente, es

la capacidad de las células de la poblacion SP para expulsar colorantes como Hoetsch 33242.
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Existen varios estudios que demuestran que existe relacién entre las células CSC y la
resistencia que presentan los tumores a los tratamientos. En mama, Li & cols. estudiaron el efecto
de la quimioterapia en varias muestras de pacientes y observaron que la proporcién de células
CD44*/CD24™" (marcadores de células CSC en mama) aumentaba notablemente tras el
tratamiento (Li et al., 2008). También Meirelles & cols. observaron mayor resistencia a la
Doxorrubicina en las células CSC de ovario (Meirelles et al., 2012). Por otro lado, en céncer de
pulmén, Bertolini & cols. demostraron que la poblacion CD133+ obtenida a partir de lineas
celulares y muestras de pacientes presentaban mayor tumorogenicidad y mayor resistencia a
cisplatino (CDDP) (Bertolini et al., 2009). Asimismo, Levina & cols. seleccionaron células
resistentes a distintas drogas usadas a quimioterapia, y obtuvieron células mucho mas

tumorogénicas y con caracteristicas de células CSC (Levina et al., 2008).

Sin embargo, otro trabajo publicado en 2011 demostr6 que la respuesta de las células
CSC al tratamiento dependia de la variabilidad intrinseca de cada paciente (Zielske et al., 2011).
Aislaron células CD44/CD24™" de dos muestras de pacientes con cancer de mama, y las
trataron con quimio y radioterapia. Sorprendentemente, las células CSC de una de las muestras
acabaron muriendo con el tratamiento, mientras que las células CSC procedentes de la otra

muestra aumentaron su crecimiento y se hicieron mas tumorogénicas.

Todos estos datos reflejan la enorme variabilidad que puede existir entre los pacientes.
Una heterogeneidad que ya vimos reflejada en la expresion de marcadores de superficie en las
lineas celulares. Asi, las futuras terapias especificas contra células CSC deberan tener en cuenta
esta variabilidad, que también sugiere la bldsqueda de marcadores mas robustos para aislar e

identificar estas células iniciadoras tumorales.

5.3.- Crecimiento in vitro de las células iniciadoras tumorales (CSC)

Las células CSC se caracterizan por formar esferas cuando crecen en suspension bajo
condiciones no adherentes y en un medio libre de suero. Ademas de la seleccion por marcadores,
actualmente existen varias técnicas de aislamiento de células CSC basados en la formacion de
estas esferas en suspension (Dalerba et al., 2007b; Lim et al., 2011) y la capacidad clonogénica
(formacion de esferas a partir de una Unica célula) (Clarke et al., 2006). Todos estos ensayos in
vitro permiten seleccionar una poblacién de células capaces de crecer en unas condiciones
especificas de cultivo, propias de las células CSC, aunque también puede haber una proporcién de
células no CSC. Por ello es fundamental combinar varios de estos métodos de aislamiento, asi
como realizar estudios in vivo que permitan corroborar que las células aisladas son células

iniciadoras tumorales o cancer stem cells.
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El objetivo principal de esta tesis es el estudio de la respuesta a Cisplatino (CDDP) en
células con caracteristicas de cancer stem cells (CSC) derivadas de cancer no microcitico de
pulmén (CNMP).

Para el desarrollo del estudio, hemos dividido el trabajo en los siguientes objetivos

parciales:

1.- Generacion de lineas celulares resistentes a CDDP a partir de lineas celulares de
CNMP.

2.- Aislamiento de células con fenotipo CSC a partir de lineas celulares de CNMP para

estudiar su tumorogenicidad y resistencia a CDDP.

3.- Estudio de la resistencia a quimioterapia en células aisladas de pacientes con CNMP.
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Materiales y Métodos

1.- Lineas celulares

1.1.- Cultivo y conservacion

Las diferentes lineas celulares humanas utilizadas en este trabajo, asi como el tipo

celular que representan, su origen y medio de cultivo empleado, se especifican en la Tabla 3.

. . RPMI+10% FBS ATCC
CNMP Fluido pleural de carcinoma (GIF/G) (HTB-177)
. RPMI+10% FBS Nuestro
CNMP H460 resistentesa CDDP (GIFIG) laboratorio
CNMP H460 cultivadas en placas NO DMEM/F-12[1:1] Nuestro
adherentes (GIF/IG)* laboratorio
CNMP H460 infectadas conel vector RPMI+10% FBS Nuestro
lentiviral vacio pGIPZ (G/F/IG)+Puro laboratorio
CNMP H460 transfectadas con el RPMI+10% FBS Nuestro
plasmido pmCherry-N1 (G/F/IG) laboratorio
) RPMI+10% FBS ATCC
CNMP Carcinoma (GIFIG) (CCL-185)
. RPMI+10% FBS Nuestro
CNMP A549 resistentesa CDDP (GIF/G) laboratorio
CNMP A549 cultivadas en placas NO DMEM/F-12[1:1] Nuestro
adherentes (GIF/IG)* laboratorio
Tejido conectivo Fibrosarcoma DMEM+10% FBS ATCC
: (G/FIG) (CCL-121)
Glandula Adenocarcinoma RPMI+10% FBS ATCC
mamaria (GIFIG) (HTB-22)
Epidermis Carcinoma de células DMEM+10% FBS ATCC
P escamosas (G/FIG) (CRL-1555)
. RPMI+10% FBS ATCC
CNMP Adenocarcinoma (GIFIG) (CRL-5908)
. RPMI+10% FBS ATCC
CNMP Carcinoma broncoalveolar (GIFIG) (CRL-5883)
Epitelio renal Células epiteliales de rifion DMEM+10% FBS ATCC
P embrionario humano (G/FIG) (CRL-11268)

Tabla 3. Caracteristicas de las lineas celulares utilizadas. CNMP: Céncer No Microcitico de Pulmén.
CDDP: cis-Platino. (G/F/G): Medio suplementado con 2 mM de glutamina, 0,5 ug/ml de fungizona y 40
ug/ml de gentamicina; (G/F/G)*: Medio suplementado con 2 mM de glutamina, 0,5 pg/ml de fungizona,
40 pg/ml de gentamicina, 5mM de Hepes, 0.4% (p/v) de albimina bovina sérica (BSA), suplemento N2
(Invitrogen) y 20 ng/ml de factores de crecimiento EGF y FGF-b (PeproTech). Puro: Puromicina
(2.5pug/ml). ATCC: American Type Culture Collection.
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Las lineas celulares HT1080, A431 y HEK293T/17 se cultivaron en medio DMEM
(Medio de cultivo Eagle modificado por Dulbeco), y el resto de las lineas, a excepcién de las
células CSC, se cultivaron en medio RPMI (Instituto Memorial Roswell Park) (ambos
procedentes de Gibco). Ambos medios de cultivo se suplementaron con 10% (v/v) de suero fetal
bovino, 2 mM de glutamina, 0,5 ug/ml de fungizona y 40 ug/ml de gentamicina, lo que

denominamos medio completo.

Las células CSC se cultivaron en placas no adherentes de 6 y 12 pocillos con medio
DMEM/F-12 [1:1] (Medio de cultivo Eagle modificado por Dulbeco mezclado con nutriente F-
12 de Ham) (Gibco), 2 mM de glutamina, 0,5 ug/ml de fungizona, 40 pg/ml de gentamicina,
5mM de Hepes, 0.4% (p/v) de albumina bovina sérica (BSA), suplemento N2 (Gibco) y 20
ng/ml de factores de crecimiento EGF y FGF-b (PeproTech).

Las lineas celulares se mantuvieron en condiciones de cultivo estdndar de 37°C de
temperatura, 95% de humedad y 5% de presion de CO,. Todas las manipulaciones se hicieron
en una campana de flujo laminar de seguridad Clase Il (nivel de seguridad biol6gica 2; Class Il
Biohazard Safety Cabinet, ESCO).

Para su almacenamiento a largo plazo, las células se conservaron en un contenedor de
nitrogeno liquido, en criotubos de 2 ml, y en su medio de cultivo habitual mas 10% de FBS'y
10% de dimetilsulféxido (DMSO). En las células CSC, el FBS se sustituyé por los factores de
crecimiento EGF y FGF-b.

1.2.- Tratamiento con CDDP

El agente quimioterapico utilizado para el tratamiento de las lineas celulares fue cis-
Platino o CDDP (Ferrer Farma). Para generar células resistentes a esta droga, se sembraron
3x10° células en placas de 100 mm de didmetro, y se trataron con una Unica dosis de la
concentracion correspondiente de CDDP. Tras 72 horas de tratamiento se retird la droga y las
células se mantuvieron en cultivo hasta que alcanzaron una confluencia del 90%. Durante este

periodo de reposo, se estudid la viabilidad celular como se indica en el apartado 1.3.
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1.3.- Ensayos de viabilidad celular

La viabilidad celular se estudié mediante curvas de respuesta a diferentes dosis de
farmaco utilizando dos ensayos colorimétricos: la técnica de cristal violetay MTS.

1.3.1.- Técnica de cristal violeta

Se sembraron las células en placas de 24 pocillos (50.000 células/pocillo) y tras 24
horas de cultivo en su medio habitual, las células se trataron con diferentes dosis del farmaco
correspondiente. A las 72 horas de tratamiento se fijaron las células con 1% de glutaraldehido y
se lavaron con PBS. A continuacion las células se tifieron con 0,1% de colorante cristal violeta
durante 30 minutos. Después se lavaron con PBS y el colorante asociado a las células se
desprendio6 con una solucién de acido acético al 10%. Se cuantificd la tincién obtenida leyendo
la absorbancia a 595 nm en un espectrofotdmetro de placas (Molecular devices versamax
tunable microplate reader). La viabilidad celular se calcul6 como el porcentaje de tincion
obtenida en cada dosis con respecto a las células sin tratamiento, representandose la media de
tres experimentos independientes realizados por cuadruplicado con sus correspondientes

desviaciones estandar (D.E.).

1.3.2.- CellTiter 96®AQueous one solution cell proliferation assay (MTS) (Promega)

Para llevar a cabo este ensayo, las células adherentes se sembraron en placas estandar de
96 pocillos, y las células CSC en placas no adherentes de 96 pocillos (50 células/pocillo en
ambos casos). Tras 24 horas de cultivo, las células se trataron con diferentes dosis del farmaco
correspondiente. A las 72 horas de tratamiento se determiné la supervivencia celular utilizando
el método colorimétrico basado en la reduccion del compuesto [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-
(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium; MTS]. Para ello, se afiadieron 20
pl de reactivo en cada pocillo y se incub6 la reaccion durante 3 horas a 37°C de temperatura,
95% de humedad y 5% de presion de CO,. Posteriormente se cuantifico la cantidad de formazan
soluble en el medio, originado por la reduccion del MTS en las células metabdlicamente activas,
leyendo la absorbancia a 490 nm en un espectrofotometro de placas (Molecular devices
versamax tunable microplate reader). La viabilidad celular se calculd6 como el porcentaje de
MTS reducido en cada dosis con respecto a las células sin tratamiento, representandose la media
de tres experimentos independientes realizados por cuadruplicado con sus correspondientes

desviaciones estandar (D.E.).

55



Materiales y Métodos

1.4.- Ensayo de crecimiento en agar blando (soft-agar)

En primer lugar se prepararon placas de 60 mm de didmetro con una base de agar noble
(Sigma) al 0,5% en medio de cultivo. Posteriormente se prepararon las células (1x10*
células/placa) en una mezcla de agar noble al 0,33% en medio de cultivo, y se vertieron sobre la
base preparada anteriormente. Las placas se mantuvieron en cultivo durante 10 dias afiadiendo
medio fresco con frecuencia a fin de evitar el agrietamiento del agar. Finalmente, las placas se
tifieron con cristal violeta al 0,005% durante 1 hora a 37°C, y se cuantific6 al microscopio el
niamero de clones formados por placa, representandose la media de tres experimentos

independientes realizados por duplicado con sus correspondientes desviaciones estandar (D.E.).

1.5.- Ensayo de capacidad clonogénica

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos (0,5 células/pocillo) y se mantuvieron
en cultivo durante 10 dias. Para observar la formacion de clones se cultivaron las células en
placas adherentes, mientras que para determinar la formacién de esferas se utilizaron placas no
adherentes. Posteriormente se cuantifico al microscopio el nimero de clones o esferas por placa,
representandose la media de diez experimentos independientes realizados por duplicado con sus

correspondientes desviaciones estandar (D.E.).

1.6.- Crecimiento en medio condicionado procedente de H460 CSC

Se sembraron células H460 en placas de 12 pocillos (1000 células/pocillo) con medio
CSC sin factores de crecimiento EGF y FGF-b. Tras 10 dias de incubacion, se recogid el medio
y se guardo a 4°C. Posteriormente se sembraron las células A549 en placas de 12 pocillos (1000
células/pocillo) con el medio condicionado (MC) recogido de las H460 CSC, y se mantuvieron
en cultivo durante 10 dias. Finalmente se cuantificaron las células presentes en cada pocillo.
Para disgregar las células CSC, se incubaron las esferas en DMEM/F-12 [1:1] + 0.3mg/ml de
Colagenasa (Sigma) durante 45 minutos a 37°C. Los datos representan la media de dos
experimentos independientes realizados por duplicado con sus correspondientes desviaciones
estandar (D.E.).
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1.7.- Ensayo de invasion celular

Para el ensayo de invasion celular se utilizaron camaras de invasion BD BioCoat™
ITM

Matrigel '™ con factores de crecimiento reducido (BD Biosciences). Para llevar a cabo el ensayo,
primero se ayunaron las células en presencia de medio de cultivo con 0,5% FBS. Tras 48 horas
de incubacién se sembraron 1x10* células por pocillo en medio de cultivo con 0,5% FBS y 0,1%
BSA en la parte superior del filtro, y se puso medio con 10% FBS en la parte inferior como
guimioatrayente. En el caso de la linea celular CSC, el medio de cultivo de ayuno fue el medio
de cultivo habitual sin factores de crecimiento EGF y FGF-b. EI medio de cultivo en el que se
sembraron las células fue el medio de cultivo con 0,1% BSA y sin factores de crecimiento, y

como quimioatrayente se utilizé su medio de cultivo habitual.

Después de 24 horas se recortaron los filtros y posteriormente se fijaron y tifieron con el
kit Diff Quik (Dade Behring). Para cuantificar el nimero de células retenidas en el matrigel, se
tomaron 10 campos elegidos al azar en cada uno de los filtros y se determiné el éarea tefiida
(um? en cada caso con el software infomatico analySIS (Soft Imaging System). Asi, se
representd la media de tres experimentos independientes realizados por triplicado con sus

correspondientes desviaciones estandar (D.E.).

1.8.- Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de las lineas celulares se realizd por duplicado a partir de placas
de 100 mm de didmetro que estaban al 80-90% de confluencia. Las células se incubaron entre
12 y 16 horas a 37°C en presencia de EDTA 20 mM, NaCl 65 mM, SDS al 1% y Proteinasa K
(PK) (0.5 pg/ul). A continuacion se llevo a cabo la extraccién con Fenol-Cloroformo-Isoamilico
(25:24:1) y Cloroformo. Finalmente el ADN fue precipitado con etanol al 100% y resuspendido
en un volumen apropiado de tampon con Tris 10 mM y EDTA 1 mM (tampo6n TE).

La cuantificacion se llevé a cabo por espectrofotometria, midiendo la absorbancia a 260
y 280 nm en el espectrofotometro NanoDrop ND2000. A partir de estos valores, se determind el
ratio de contaminacion proteica (absorcion 260nm/280nm) y la concentracién de ADN en pg/ul.

Para todas las muestras, los valores del ratio se situaron dentro del rango 6ptimo (1.8-2.0).
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2.- Analisis de la expresion génica en las lineas celulares

2.1.- Extracciéon de ARN total

La extraccién de ARN total de las lineas celulares se realizd por duplicado a partir de
placas de 60 mm de didametro que estaban al 80-90% de confluencia. EI ARN se aislé utilizando

el reactivo Trizol (Invitrogen) y posteriormente se purifico con el kit Mini RNeasy (Qiagen).

La cuantificacion se llevd a cabo por espectrofotometria, midiendo la absorbancia a 260
y 280 nm en el espectrofotémetro NanoDrop ND2000. A partir de estos valores, se determing el
ratio de contaminacion proteica (absorcion 260nm/280nm) y la concentracion de ARN en pg/ul.
Para todas las muestras, los valores del ratio se situaron dentro del rango 6ptimo (1.8-2.0). Para
determinar la integridad y el RIN (RNA Integrity Number) del ARN se utilizé el Bioanalizador
2100 (Agilent).

2.2.- Estudio de los perfiles de expresion génica mediante el uso de microarrays

A) Para llevar a cabo el analisis comparativo de las lineas celulares H460, R0.5ug y CSC
se utilizé la plataforma de arrays Whole Human Genome Microarray 4x44K G4112F (Agilent)
gue contiene 45220 sondas. ElI marcaje y la hibridacion del ARN se llevaron a cabo segun el
protocolo de la casa comercial Two-Color Microarray-Based Gene Expression Analysis (Quick
Amp Labeling) (Agilent). Se hibridaron dos muestras independientes (réplicas bioldgicas) de
las lineas celulares R0.5ug y CSC con una Unica muestra de la linea celular H460, realizando
dos réplicas técnicas con dye-swap. Posteriormente se escanearon los microarrays con el DNA
Microarray Scanner y se extrajeron los datos con el Feature Extraction Software (ambos de
Agilent).

El anélisis informatico de los datos se llevd a cabo en la Unidad de Gendmica del
Centro Nacional de Biotecnologia (CNB, Madrid). Los niveles de intensidad obtenidos con el
escaner fueron corregidos con la sefial de fondo utilizando el método normexp de limma con una
compensacion de 50. Las intensidades de las dos réplicas biol6gicas se obtuvieron calculando la
media de las intensidades normalizadas de las dos réplicas técnicas (dye-swap), y se calculd la
media de estas Ultimas para cada linea celular. Estas intensidades normalizadas se transformaron
a valores logaritmicos (log2), y fueron normalizados por el método lowess (normalizacién intra-
array) (Smyth and Speed, 2003), y por ajuste de cuantiles (hormalizacién inter-array) (Bolstad
et al., 2003). Posteriormente se realizaron dos comparaciones (H460 vs. RO.5ug y H460 vs.

CSC) con el método Rank Products (Breitling et al., 2004), y se seleccionaron los genes que
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resultaron comunes en ambas comparaciones con False Discovery Rate (FDR) < 0,05. Todos
los célculos estadisticos se realizaron con el correspondiente paquete bioconductor
(http://www.bioconductor.org/), y se empleo el programa FIESTA (Oliveros et al., 2007a) para
filtrar y visualizar los datos obtenidos. Para la obtencion del diagrama de Venn se utilizd el
programa VENNY (Oliveros et al., 2007b). Finalmente se seleccionaron los genes més
significativos y se validaron por PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR).

B) La hibridacién y posterior analisis de los distintos tiempos de diferenciacion de las
células CSC, se llevd a cabo en la Unidad de Gendémica del Centro Nacional de Biotecnologia
(CNB, Madrid). Para ello se utilizo la plataforma de arrays Whole Human Genome Microarray
4x44K G4112F (Agilent) y las muestras se marcaron con un color. Los niveles de intensidad
obtenidos fueron corregidos con la sefial de fondo utilizando el método normexp de limma con
una compensacion de 50. Estas intensidades normalizadas se transformaron a valores
logaritmicos (log2), y fueron normalizados por el método lowess (normalizacion intra-array)
(Smyth and Speed, 2003), y por ajuste de cuantiles (normalizacion inter-array) (Bolstad et al.,
2003). Tras el procesamiento de los datos, se analizaron los cambios de expresion génica con
dos métodos distintos: el modelo empirico Bayes moderated t statistic (Smyth, 2004), y el
método Rank Products (Breitling et al., 2004). En el caso del Bayes moderated t statistic, se
calcul6 el False Discovery Rate (FDR) usando el método de Benjamini & Hochberg
(Benjamini and Hochberg, 1995). EI método Rank Products calcula el FDR automéaticamente
con un método similar. Para filtrar y visualizar los datos obtenidos se utiliz6 el programa

FIESTA (Oliveros et al., 2007a), donde se seleccionaron los genes con FDR < 0,05.

Se analizaron los cambios de expresion de los tiempos de diferenciacion: 3, 9 y 24
horas, con respecto a la situacion de partida (0 horas). Los genes mas significativos se
compararon con los obtenidos en el anélisis de las lineas celulares, y los mas relevantes se

validaron por PCR cuantitativa a tiempo real (qQRT-PCR).

2.3.- Analisis de la expresion génica por PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-

PCR)

Para la obtencion del ADN complementario de cadena simple (ADNc) se utilizaron
cebadores de secuencia aleatoria (random primers, Applied Biosystems). A partir de 1 ug de
ARN total se prepar6é un volumen final de 20 ul de reaccion que posteriormente se incubo a

37°C durante 60 minutos. Posteriormente se llevo a cabo la reaccion en cadena de la polimerasa
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cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR) en la plataforma Step One Plus Real Time PCR System
(life technologies Co-Applied Biosystems).

2.3.1.- Ensayo con sondas TagMan® (Applied Biosystems)

Para determinar la expresion de los genes seleccionados en los arrays se llevé a cabo la
PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR) mediante el uso de sondas TagMan® (Applied
Biosystems). La PCR se prepard en un volumen final de 20 ul que contenia 2 ul de solucion de
ADNCc (correspondiente a 100 ng de ARN total), 10 ul de la mezcla TagMan Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems) y 1 ul de la sonda TagMan Gene Expression Assay
correspondiente (Applied Biosystems) (Tabla 4). Como controles internos se emplearon los
genes GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) y B-actina.

El programa de PCR utilizado consistié en una desnaturalizacién a 95°C durante 10

minutos, y 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C.

| Gen | SondaTagMan® | Gen | SondaTagMano

Hs03929097_g1 Hs00153133_m1
Hs99999903_m1 Hs1103582_s1
Hs01555410_m1 Hs011112126_m1
Hs00158757_m1 Hs02330069_s1
Hs02562698_s1 Hs00610256_g1
Hs00152928_m1 Hs00737962_m1
Hs01910177_s1 Hs00153458_m1

Tabla 4. Sondas TagMan® utilizadas para qRT-PCR.

2.3.2.- Ensayo con oligonucleétidos (Sigma)

Para analizar la expresion de los marcadores de fenotipo stem CD44, CD166 y CD133,
se llevd a cabo la PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR) mediante el uso de
oligonucledtidos (Sigma). La PCR se prepard en un volumen final de 20 ul que contenia 1,6 ul
de solucién de ADNCc (correspondiente a 80 ng de ARN total), 10 ul de la mezcla Power Sybr-
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) y 0,2 uM de oligonucle6tidos (Tabla 5). Como

control interno se empled el gen GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa).

El programa de PCR utilizado consistié en una desnaturalizacion a 95°C durante 10
minutos, 40 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C y 30 segundos a 72°C, y por

Galtimo, una curva de melting con una rampa de 55°C a 95°C midiendo cada 0,3°C.
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AGAAGGTGTGGGCAGAAGAA
AAATGCACCATTTCCTGAGA
ATTGAAGTTTTATTTGGCAGGAA
GGCTTAGCCATGCAAAACA
TCTCTATGTGGTACAGCCG
TGATCCGGGTTCTTACCTG
GAGAGACCCTCACTGCTG
GATGGTACATGACAAGGTGC

Tabla 5. Secuencias de los oligonucleotidos utilizados en la RT-PCR. F: oligo directo, del inglés
forward; R: oligo reverso, del inglés reverse (CD44, CD166 y CD133 cedidos por el Dr. Angel Ayuso,
Madrid).

En ambos ensayos, la cuantificacion relativa de la expresion de los genes se calcul6d por

el método 224

(Livak and Schmittgen, 2001). A partir de los valores de umbral de ciclo (Cycle
threshold; Ct) obtenidos para cada gen en cada muestra tras la reaccion, este método consiste en
calcular la expresion normalizada del gen de estudio en la muestra problema con respecto a la
expresion normalizada del mismo gen en la muestra de referencia. Los datos muestran el
“cambio en veces de expresion” (RQ) de cada muestra problema con respecto a la muestra de
referencia. Las barras representan la media de dos o tres experimentos independientes realizados

por triplicado con sus correspondientes desviaciones estandar (D.E.).

3.- Analisis de la expresion de proteinas mediante Western Blot

3.1.- Extraccion de proteinas totales

Para la extraccion de proteina total procedente de las lineas celulares, las células se
lavaron dos veces con PBS y se afiadié sobre ellas un volumen apropiado de tampén de lisis
complementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas (Sigma) (Tabla 6). Se recogieron los
lisados mediante raspado en hielo y se centrifugaron a 14.000 rpm durante 15 minutos a 4°C. En
el caso de la linea celular CSC, las células se recogieron en un tubo cdnico y se centrifugaron a
1000 rpm durante 5 minutos. Se descart6 el sobrenadante y las células se lavaron dos veces con
PBS. Posteriormente se afiadié al sedimento un volumen apropiado de tampén de lisis
complementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas (Sigma) (Tabla 6), y las células se
centrifugaron a 14.000 rpm durante 15 minutos a 4°C. El contenido de proteina total de los
extractos se evalu6 por el método Bradford modificado (BioRad), segin las instrucciones del

fabricante, utilizando como control la albumina sérica bovina (BSA).
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A INHIBIDORES DE
TAMPON DE LISIS PROTEASASY

FOSFATASAS
0.2mM EDTA

1 pg/ml leupeptina
0.3 M NaCl

1 pg/ml aprotinina
1,5 mM MgCl,

0.5mM DTT
25mM HepespH 7.5

" 100 mM Na,;VO,
0,1% Tritén X-100

20mM B-Glicerofosfato 100 mM ABSF

Tabla 6. Componentes del tamp6n de lisis y los inhibidores de proteasas y fosfatasas afiadidas por
ml de tampdén. DTT: ditiotreitol. NazVO,: ortovanadato sodico. ABSF: fluoruro de
aminoetilbencenosulfonilo. Todos los inhibidores procedian de Sigma.

3.2.- Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida (Western Blot)

El analisis de expresion de proteinas enddgenas se llevo a cabo mediante la técnica de
Western Blot (WB). Después de determinar la concentracién de proteina, las cantidades
apropiadas de cada muestra se disolvieron en tampén de carga y se desnaturalizaron durante 5
minutos a 95°C. Se analizaron 20 pug del extracto proteico total por separacién electroforética en
geles de poliacrilamida-SDS (con una concentracion del 8, 10, 12 o 15% dependiendo del
tamafio de la proteina a detectar (BioRad)) en tamp6n de electroforesis. Las proteinas separadas
en los geles se transfirieron a una membrana de PVDF Immobilon-P (Millipore) mediante
transferencia en hiumedo (300 mA, 90 minutos en tampdn de transferencia) y se comprobo la

transferencia de las proteinas a la membrana tifiéndola con Rojo Ponceau S (Sigma).

Para llevar a cabo la inmunodeteccion, las membranas se bloquearon en 5% leche
desnatada (Fluka) o 5% BSA (Calbiochem) disuelto en tampon de tratamiento de membrana
durante 60 minutos, y se incubaron con el anticuerpo primario durante 15 horas a 4°C.
Posteriormente, las membranas se lavaron y se incubaron con el anticuerpo secundario
correspondiente acoplado a peroxidasa durante 45 minutos a temperatura ambiente. Finalmente,
los inmunocomplejos se visualizaron utilizando el sistema de quimioluminiscencia ECL
Western Blotting Luminol Reagent (Santa Cruz Biotechnology), segun las instrucciones del

fabricante.

Para reincubar las membranas con diferentes anticuerpos primarios, se retird el primer
anticuerpo mediante tratamiento con un tampdn de lavado de anticuerpos durante 30 minutos a

65°C, y se llevo a cabo de nuevo la inmunodeteccion como se ha descrito anteriormente.

Los niveles de proteina se relativizaron a la intensidad del control de carga utilizado (.-

Tubulina). Los datos son representativos de tres experimentos independientes.
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Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados para Western Blot, asi como su

origen, clonalidad, dilucion y procedencia se detallan en la Tabla 7.

primario

Ratén Monoclonal 1:200 Santa Cruz Biotechnology

(Sc-71113)
Conejo Monoclonal 1:1000 Cell Signaling (#¥9782)
Conejo Policlonal 1:1000 Cell Signaling (#9782)
Conejo Policlonal 1:1000 Cell Signaling (#9782)
Ratén Monoclonal 1:1000 Sigma (T9026)
secundario
Cabra Policlonal 1:2000 (FN1) BIORAD (#170-6516)

1:5000 (o-tub)

Cabra Policlonal 1:1000 Cell Signaling (#9782)

Tabla 7. Caracteristicas de los anticuerpos utilizados para western blot.

4.- Transfeccion estable de lineas celulares

Para obtener células que expresaran de forma estable la proteina Cherry, se realizé una

transfeccion con el plasmido pmCherry-N1 (Clontech Laboratories).

Se sembraron 5x10° células de la linea celular H460 en placas de 60 mm quedando a un
60-70% de confluencia. Transcurridas 24 horas se llevo a cabo la transfeccion utilizando el
reactivo lipidico Lipofectamina2000 (Invitrogen) y siguiendo las indicaciones del fabricante. La
cantidad de ADN plasmidico total se mantuvo constante a 1 pg por placa con una relacion ADN
(ug) : lipido (ul) de 1:3. Las células transfectadas se seleccionaron afiadiendo el antibiotico
G418 (Neomicina). Finalmente, se aislaron las células con mayor expresion de la proteina
Cherry mediante Sorting con un filtro infrarrojo en el servicio de citometria del Centro Nacional
de Investigaciones Cardiovasculares (CNIC).
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5.- Infeccion de lineas celulares con vectores lentivirales

Para obtener células que expresaran de forma estable la proteina GFP se generaron
particulas lentivirales anfotropicas no replicativas, empleando el vector lentiviral de segunda

generacion pGIPZ-shRNA™-NS (Open Biosystems) que contiene una secuencia que no

presenta homologia con ningln gen conocido de mamiferos.

Se sembraron 1x10’ células de la linea HEK293T/17 en placas de 100 mm, y tras 24
horas de cultivo se co-transfectaron con los siguientes plasmidos: 15 pg del vector pGIPZ-
SshRNA™-NS, 5 pg del plasmido empaquetador pCD-NL-BH y 5 pg del plasmido de la
envuelta glicoproteica del virus de la estomatitis vesicular (VSVg) pMD2.G. La transfeccion se
llevé a cabo con Lipofectamina 2000 (Invitrogen) siguiendo las indicaciones del fabricante. A
las 6 y 24 horas después de la transfeccién se cambi6 el medio, y a las 48 y 72 horas se
recogieron los sobrenadantes con las particulas lentivirales. Posteriormente estos sobrenadantes

se pasaron por un filtro de 0,45 um y se congelaron a -80°C.

Las células H460 se sembraron en placas de 24 pocillos (100.000 células/pocillo), y 24 y
48 horas después se infectaron con las particulas lentivirales a una MOI de 2,5 y en presencia de
5ug/ml de polibreno (Sigma) durante 16 horas. Las células infectadas se seleccionaron
afiadiendo puromicina (2,5 pg/ml) al cultivo y se confirmé la expresion de GFP observando las
células con el microscopio invertido Observer Z1 acoplado a una Camara Cascade 1k de

Photometrics.

6.- Ratones

Para llevar a cabo los experimentos de este trabajo se emplearon ratones atimicos-

Foxn1™ (nu/nu), hembra, de cinco semanas de vida y procedentes de Harlan.

Los ratones se mantuvieron en un ambiente estéril con viruta, agua y comida
esterilizada por rayos vy, y fueron alimentados ad libitum. Cuando se detectd cualquier signo
importante de enfermedad, los ratones fueron sacrificados mediante inhalacién de CO,, Todos
los procedimientos con los animales se Ilevaron a cabo segun la normativa espafiola del uso de

animales de experimentacién (Real Decreto 1201/2005, del 10 de octubre).
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6.1.- Ensayo de tumorogénesis

En este ensayo se emplearon cuatro ratones para cada linea celular. Las células
tumorales se prepararon en Matrigel (BD Biosciences) diluido 1:3 en PBS (5x10° ¢ 5x10*
celulas en 100 pl), y se inocularon subcutdneamente en los flancos de los ratones (100 pl por
flanco). Cada cantidad de células se inocul6 en dos ratones. El volumen tumoral fue medido 3
veces por semana desde su aparicion visible (volumen inicial 0,014 cm®) calculandose segin la
ecuacion V = (I*w?*0,52), donde | es el didmetro mayor del tumor y w el didmetro menor. Los

ratones fueron sacrificados cuando el volumen del tumor en el flanco alcanzé los 2,5-3 cm?.

6.2.- Ensayo de competencia celular

En este ensayo se emplearon dos ratones para cada mezcla de células GFP-Cherry. Las
células tumorales se prepararon en Matrigel (BD Biosciences) diluido 1:3 en PBS (n° células
total = 1x10° en 100 pl), y se inocularon de forma subcutanea en ambos flancos (100 pl por
flanco). El volumen tumoral fue medido 3 veces por semana desde su aparicién visible
(volumen inicial 0,014 cm®) calculandose segtn la ecuacion descrita en el apartado anterior. Los
ratones fueron sacrificados a los 30 dias, y los tumores se extrajeron y fijaron con formaldehido
(4% en solucion de tampon fosfato) durante 24 horas. A continuacién se sumergieron en un
gradiente de sacarosa (del 15% al 30%) en PBS, se incluyeron en OCT (Optimal Cutting
Temperature) y se congelaron a -80°C. Posteriormente se cortaron secciones de 10 um de los
bloques congelados con el criostato CM1950 (Leica) y se montaron con el reactivo Vectashield
(ATOM) para analizarlas con el microscopio de fluorescencia Nikon ECLIPSE 90i. Se tomaron
10 campos elegidos al azar en cada una de las muestras, y se determiné la proporcion de cada
tipo celular como porcentaje de eventos coloreados en verde (GFP) o rojo (Cherry) por campo.
Para la cuantificacion se utilizé el software ImageJ (National Institutes of Health; NIH, USA).

Cada canal fue grabado independientemente y las imagenes se generaron por superposicion.

6.3.- Ensayo de angiogénesis

En este ensayo se emplearon dos ratones para cada linea celular. Se inyectaron en
ambos flancos 30 pg de proteinas de medio condicionado de las lineas celulares, embebidas en
una matriz de Matrigel (BD Biosciences) (volumen final: 300 pl). Se utilizaron FGF-b (1 ng/ul)
y PBS como controles positivo y negativo, respectivamente. Los ratones fueron sacrificados a

los 10 dias, y las muestras de matrigel gelificado se extrajeron y se sumergieron en un gradiente
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de sacarosa (del 15% al 30%) en PBS. Posteriormente se incluyeron en OCT (Optimal Cutting

Temperature) y se congelaron a -80°C.

6.3.1.- Inmunofluorescencia

La microvascularizacion se analiz6 mediante la tincién de secciones de 10 um de
matrigel congelado cortados con el criostato CM1950 (Leica). Después de fijar a -20°C con
acetona, acetona-cloroformo (1:1) y acetona, y bloguear con BSA (3% en PBS), las secciones se
incubaron con el anticuerpo monoclonal de rata anti-CD31 de raton (BD Pharmingen) diluido
(1:100) en BSA (3% en PBS) durante toda la noche a 4°C. Tras los correspondientes lavados
con PBS, las secciones se incubaron con el anticuerpo secundario de cabra anti-1gG de rata,
conjugado con Alexa 546 (Molecular Probes) diluido (1:500) en BSA (3% en PBS) durante 45
minutos a temperatura ambiente. Finalmente las secciones se tifieron 5 minutos con 1 pg/mL de
4’, 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Sigma) para la deteccion de los nicleos, y se lavaron y
montaron con el reactivo Vectashield (ATOM). Las preparaciones se analizaron con el
microscopio de fluorescencia Nikon ECLIPSE 90i. Se tomaron 20 campos elegidos al azar en
cada una de las muestras, y se determiné la densidad microvascular como eventos positivos por
area. Para la cuantificacion se utilizd el software ImageJ (National Institutes of Health; NIH,
USA). Cada canal fue grabado independientemente y las imagenes se generaron por

superposicion.

6.4.- Ensayo de metastasis

Para este ensayo se emplearon 45 ratones distribuidos en cuatro grupos experimentales,
segin las lineas celulares utilizadas. Las células tumorales se resuspendieron en suero
fisiolégico (0.9% NaCl en agua MiliQ) (n° células total = 1x10° células en 100 pl), y se
inocularon por via intravenosa en la cola de los ratones. Posteriormente se registro a diario
cualquier anomalia externa y el peso de los animales, que se sacrificaron cuando presentaron

signos evidentes de enfermedad.

6.4.1.- Necropsia y anélisis histopatoldgico

Tras la muerte de cada animal se llevé a cabo la necropsia completa. Los 6rganos
torécicos y abdominales se extrajeron en un solo bloque y se analiz6 la presencia de tumores
macroscopicos en cada 6rgano. Se midi6 cada foco de tumor y quedo registrada la presencia de
cualquier otra anomalia macroscopica. El cerebro y la glandula salival se extrajeron y
procesaron de la misma manera que el paquete visceral. Todos los 6rganos se fijaron en

formaldehido (4% en solucion de tampon fosfato) durante 24 horas. Los pulmones fueron
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perfundidos previamente con formaldehido para eliminar el aire residual. Tras la fijacion, el
paquete visceral se fotografio con la cAmara digital Nikon Coolpix 5700. Posteriormente, los
organos se diseccionaron del bloque y se embebieron en parafina. Por Gltimo, se obtuvieron
secciones de 5 pum de grosor de cada bloque y se tifieron con Hematoxilina/Eosina (H&E) para
su estudio. El andlisis histopatoldgico fue realizado por el grupo de Dr. Federico Rojo en el
Servicio de Anatomia Patoldgica de la Fundacion Jiménez-Diaz (Madrid).

En el caso de los ratones inoculados con mezcla de células GFP- Cherry, tras la fijacion,
los érganos se sumergieron en un gradiente de sacarosa (del 15% al 30%) en PBS, se incluyeron
en OCT (Optimal Cutting Temperature) y se congelaron a - 80°C. Posteriormente se cortaron
secciones de 10 um de todos los 6rganos con el criostato CM1950 (Leica) y se montaron con el
reactivo Vectashield (ATOM) para analizarlas con el microscopio de fluorescencia Nikon
ECLIPSE 90i.

6.4.2.- Analisis histol6gico del hueso

El procesamiento de los huesos de los ratones fue realizado por el Dr. Ander Abarrategi
en el Servicio de Histologia del Area de Biologia Celular y Desarrollo del Instituto de Salud
Carlos Il (Madrid).

Ambos fémures se fijaron con formaldehido (4% en solucion de tampdn fosfato)
durante 24 horas y después se mantuvieron a 4°C con etanol al 70%. Las muestras se
descalcificaron en una solucién de éacido clorhidrico y acido formico (ambos al 4% en agua)
durante 5 dias, con cambio de medio cada 24 horas. Posteriormente se pasaron a etanol al 70%
hasta su inclusién en parafina. Por Gltimo se realizaron cortes de 5 um de espesor y se tifieron
con Hematoxilina/Eosina (H&E).

7.- Muestras de pacientes con CNMP

Las muestras humanas utilizadas en este trabajo procedian de pacientes con CNMP en

estadios quirdrgicos del Hospital Universitario La Paz.
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7.1.- Procesamiento de muestras quirargicas

Las muestras se recogieron en medio DMEM/Mix F12 Ham (Sigma) tras la cirugia y se
mantuvieron a 4°C hasta su procesamiento. Primero se llevd a cabo una digestion enzimética
con Colagenasa (0,3 mg/ml) e Hialuronidasa (125 U/ml) (ambas procedentes de Sigma) durante
20 minutos a 37°C. Posteriormente se realizé una disgregacion mecénica por trituracion con un
cazo y un pistilo (ambos procedentes de Sigma), y finalmente la muestra disgregada se pas6 por
una malla (Sigma) y se recogid en un tubo conico de 15 ml. EI volumen recogido finalmente se

separé a partes iguales para el ensayo de viabilidad celular y el aislamiento de células CSC.

7.1.1.- Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad de las muestras frente a los agentes antitumorales CDDP y Erlotinib
(Tarceva®) se llevd a cabo mediante el ensayo colorimétrico (MTS) descrito en el apartado
1.3.2.

7.1.2.- Aislamiento de células CSC

Para aislar células CSC, las muestras disgregadas se sembraron en medio DMEM/F-12
[1:1] (Gibco) en placas no adherentes de 12 pocillos, y se mantuvieron en condiciones de
cultivo estandar de 37°C de temperatura, 95% de humedad y 5% de presion de CO,, durante un
maximo de 30 dias. Pasado ese tiempo, las muestras que no habian formado esferas fueron

descartadas.

7.2.- Analisis de la expresiéon génica en muestras de pacientes con CNMP

7.2.1.- Extraccién de ARN total
La extraccion de ARN de las muestras de pacientes se realiz6 a partir de secciones de
material congelado en OCT. La extraccion, purificacion y posterior cuantificacion del ARN se

Ilevo a cabo tal y como se ha descrito en el apartado 2.1.

7.2.2.- Estudio de los perfiles de expresion génica mediante el uso de microarrays.

La hibridacion y posterior analisis de los perfiles de expresion génica de las muestras de
pacientes, se llevé a cabo en la Unidad de Gendmica del Centro Nacional de Biotecnologia
(CNB, Madrid) tal y como se ha descrito en el apartado 2.2 (B).
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Se compararon los perfiles de expresion génica de cuatro muestras Resistentes y tres
muestras Muy Sensibles a Erlotinib, y se seleccionaron los genes mas significativos con un FDR

< 0,1, que posteriormente fueron validados por PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR).

7.2.3.- Andlisis de la expresion génica por PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-
PCR)

Se obtuvo ADN complementario de cadena simple (ADNCc) a partir de 1 ug de ARN
total, utilizando el High Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems), en un volumen final
de 20 pl, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para determinar la expresion de los genes seleccionados en los arrays se realizd una
PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR) mediante el uso de sondas TagMan® (Appiled
Biosystems) en la plataforma HT7900 de Applied Biosystems. La reaccion de PCR se prepar6
en un volumen final de 20 ul que contenia 2 ul de solucion de ADNc (correspondiente a 100 ng
de ARN total), 4 ul de la mezcla 5x HOT FIREPol® Probe qPCR Mix Plus (GenyCell) y 1,25
pl de la sonda TagMan Gene Expression Assay correspondiente (Applied Biosystems) (Tabla
8). Como control interno se utiliz6 el gen GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa). El
programa de PCR utilizado consistié en una desnaturalizaciéon a 95°C durante 15 minutos, y 40

ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C.

m Sonda TagMan®

Hs03929097_g1
Hs00899658_m1
Hs00950669_m?1
Hs01565584_m?1
Hs04194920_g1

Tabla 8. Sondas TagMan® utilizadas para la gqRT-PCR de las muestras de pacientes.

7.3.- Estudio de las mutaciones del receptor de EGF (EGFR)

7.3.1.- Extraccion de ADN
La extraccion de ADN gendmico de las muestras de pacientes se realiz6 a partir de

secciones de parafina. Las muestras se trataron con Xilol para eliminar los restos de parafina, y
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a continuacion se llevé a cabo la extraccion y cuantificacion del ADN tal y cdmo se ha descrito

en el apartado 1.8.

7.3.2.- PCR semicuantitativa

Para determinar las mutaciones en el exon 19 y para amplificar el exén 21 del receptor
de EGF, se llevo a cabo una PCR semicuantitativa a partir de 1 pg de ADN gendmico. El
programa de PCR utilizado consistié en una desnaturalizacion a 94°C durante 5 minutos, 40
ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 54°C y 1 minuto a 72°C, y por ultimo, una
elongacion final de 8 minutos a 72°C. La secuencia de los oligonucle6tidos utilizados se indica
en la Tabla 9.

GTGCATCGCTGGTAACATCC
CATAGAAAGTGAACATTTAGGATGTG
CTAACGTTCGCCAGCCATAAGTCC
GCTGCGAGCTCACCCAGAATGTCTGG

Tabla 9. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de los exones 19 y 21 del
receptor de EGF. F: oligo directo, del inglés forward; R: oligo reverso, del inglés reverse (Molina-Vila
et al., 2008).

El producto de PCR se analizé en un gel de agarosa (1% p/v) tefiido con SYBR® Safe
(Gibco) diluido (1:20000). Para estudiar las mutaciones del exén 19, el producto de PCR fue
secuenciado con el secuenciador automatico ABI 3130XL y la presencia 0 no de mutaciones se
determind de visu sobre la secuencia de ADN obtenida. En el caso del exén 21, el producto de

PCR se empled posteriormente para el ensayo de discriminacion alélica.

7.3.3.- Discriminacion alélica

Para determinar las mutaciones de los exones 20 y 21 se llevo a cabo un ensayo de
discriminacion alélica a partir de 25 ng de ADN gendémico (exén 20) 6 2 ul de producto de PCR
(ex6n 21) (Molina-Vila et al., 2008). Para ello se utilizé el Step One Plus Real Time PCR
System (life technologies Co-Applied Biosystems). El programa de PCR utilizado consisti6 en
una desnaturalizacion a 95°C durante 10 minutos, y 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 minuto
a 60°C. La secuencia de los oligonucleétidos y sondas TagMan® utilizados en este ensayo se

indican en la Tabla 10.
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AGGCAGCCGAAGGGCA
CCTCACCTCCACCGTGCA
TGAGCTGCATGATGA
TGAGCTGCGTGATGA
AACACCGCAGCATGTCAAGA
TTCTCTTCCGCACCCAGC
CAGATTTTGGGCGGGCCAAAC
TCACAGATTTTGGGCTGGCCAAAC

Tabla 10. Secuencia de los oligonucleétidos y sondas TagMan® utilizados para el ensayo de
discriminacion alélica de los exones 20 y 21 del receptor de EGF. F: oligo directo, del inglés forward;
R: oligo reverso, del inglés reverse. Los fluorocromos FAM y VIC estaban anclados en el extremo 5 de
las sondas (Molina-Vila et al., 2008).

7.4.- Consideraciones éticas

Todos los pacientes con CNMP cuyas muestras fueron utilizadas para la realizacion de
este trabajo firmaron el correspondiente consentimiento informado, y el uso de estas muestras

fue aprobado por el Comité Etico del Hospital Universitario de La Paz (Madrid).

8.- Andlisis estadistico

Los datos mostrados en el presente trabajo representan la media + la desviacién estandar
(D.E.) de al menos tres experimentos independientes. Para el calculo de la significacion
estadistica en las lineas celulares se utilizé el test t de Student para distribuciones normales de
dos colas y datos no pareados con igualdad de varianzas. Se consideraron estadisticamente

significativos valores de p menores de 0,05 (*) y 0,01 (**).

Para el célculo de la significacion estadistica en las muestras de los pacientes se realizo
una prueba Chi-cuadrado (X?) y se consider6 estadisticamente significativo un valor de p menor
de 0,05.
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1.- GENERACION DE LINEAS CELULARES RESISTENTES A
CISPLATINO A PARTIR DE LINEAS CELULARES DE CNMP

Diversos estudios en diferentes sistemas celulares han demostrado que el tratamiento
con CDDP induce desarrollo de resistencia a quimioterapia en algunos tumores, entre ellos el
CNMP (Bertolini et al., 2009; Ibanez de Caceres et al.,, 2010; Jayachandran et al., 2010;
Mitsumoto et al., 1998; Wintzell et al., 2012). En muchos de estos estudios se realizaron
tratamientos repetidos y prolongados con CDDP para generar las lineas resistentes. Por este
motivo, y para aproximarnos mas a las pautas de los tratamientos clinicos, decidimos en primer
lugar estudiar el efecto del tratamiento con una Unica dosis de CDDP, en dos lineas celulares
diferentes derivadas de CNMP: H460, que procede de un fluido pleural de carcinoma y A549,
procedente de un carcinoma (ATCC).

Una vez conocida la respuesta que presentaba cada linea celular al farmaco, decidimos
tratar las células con Unica dosis de CDDP superior al valor de la IC50 correspondiente en cada

Caso.

. IC5, para CDDP Concentracion selectiva Tiempo de reposo
Linea celular )
(pg/ml) para CDDP (pg/ml) (dias)
H460 0.3 0.5 21
A549 0.75 25 15

Tabla 11. Tratamiento de las lineas celulares con CDDP. Comparativa de las ICs, de cada una de las
lineas frente a la dosis de tratamiento, y los dias de reposo tras la exposicion al farmaco en cada caso.

Tras una incubacion de 72h con el farmaco, se observo el crecimiento (Figura 6) y la
viabilidad de las células tratadas, estimada 3y 15 o 21 dias después del tratamiento (Figura 7).
Durante el periodo de reposo, las células se mantuvieron en condiciones de cultivo estandar, sin

tripsinizar y afiadiendo medio nuevo dos veces por semana.

Como se observa en la Figura 7, tras el tratamiento con el farmaco las células fueron
mas resistentes a CDDP que las células parentales. Este patron de resistencia fue mayor durante
las primeras horas, y fue disminuyendo con el paso de los dias hasta estabilizarse al finalizar el
periodo de reposo, quedandose, en ambos casos, por encima de las células parentales. Ademas,

este grado de resistencia alcanzado por las lineas celulares R0.5ug y R2.5ug a los 21 y 15 dias,
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respectivamente, se mantuvo constante tras varios pases celulares, e incluso tras la congelacién
y descongelacion de las células.

Post tratamiento

Linea parental

H460

A549

Figura 6. Morfologia de las lineas celulares resistentes a CDDP generadas a partir de células H460
y A549. A-C: Generacion de la linea resistente R0.5ug a partir de células H460. (A) H460 parental; (B)
H460 tras 72h de tratamiento con 0.5 pg/ml de CDDP (dia 0); (C) R0.5ug después de 21 dias de reposo
tras el tratamiento. D-F: Generacion de la linea resistente R2.5ug a partir de células A549. (D) A549
parental; (E) A549 tras 72h de tratamiento con 2.5 pg/ml de CDDP (dia 0); (F) R2.5ug después de 15
dias de reposo tras el tratamiento. A, B, D y E: Objetivo 10x. C y F: Objetivo 4x. Escala 100pm.

A —e—H460 B —e—A549
--4--R0O5Ug3d e
120 g 120 +-- R2.5ug 3d
;{ R0.5ug 21d —+—R2.5ug 15d
100 100
kel & ©
© 1]
T 80 A 2 80
3 3
© | i
S 60 s 60
= 404 = 40
20 4 20
0 T T T T T 1 0 + T T T T 1
0 025 05 0,75 1 1,25 15 0 0,5 1 1,5 2 2,5

CDDP (pg/ml) CDDP (ng/ml)

Figura 7. Viabilidad de las lineas celulares en respuesta al tratamiento con CDDP. Células H460 y
A549 se trataron 72h con CDDP y posteriormente se cultivaron en ausencia de la droga durante 3 (3d), 15
(15d) 6 21 dias (21d). Posteriormente se determind el porcentaje de células viables en presencia de
distintas concentraciones de CDDP mediante ensayos de cristal violeta y MTS. (A) H460 y R0.5ug. (B)

A549 y R2.5ug. Los datos representan la media + D.E. (desviacién estdndar) de tres experimentos
independientes realizados por cuadruplicado.
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2.- CARACTERIZACION DE CELULAS CON FENOTIPO DE
CANCER STEM CELLS (CSC) AISLADAS A PARTIR DE LINEAS
CELULARES DE CNMP

2.1.- Cultivo de células en condiciones no adherentes

Una de las propiedades de las células iniciadoras tumorales o cancer stem cells (CSC),
es que son capaces de crecer en un medio libre de suero, suplementado con factores de
crecimiento, y en placas de cultivo no adherentes. En estas condiciones, las células CSC forman
esferas (Dalerba et al., 2007b; Lim et al., 2011). De acuerdo con esto, las células H460 y A549
se sembraron con medio CSC en placas no adherentes y se observé la formacion de estas esferas
(Figura 8).

Dia 1 Dia 5 Dia 10

Figura 8. Formacion de esferas a partir de las lineas celulares H460 y A549. Las células se sembraron
en medio libre de suero (FBS) y bajo condiciones no adherentes para observar la formacion de esferas.
Fotos representativas del crecimiento de las esferas en cada linea celular después de 5 y 10 dias de
cultivo. A-C: Esferas crecidas a partir de la linea celular H460. D-F: Esferas crecidas a partir de la linea
celular A549. A, B, D, E y F: Objetivo 10x. C: Objetivo 4x. Escala 100um.

H460

A549

La Figura 8 muestra como en ambas lineas celulares existe una poblacion de células capaces de
crecer en suspension, aungue ésta es notablemente mayor en la linea H460. Esta cualidad de
crecer sin necesidad de adherencia al sustrato, es propia de las células madre o stem. Otra forma
de verificar este resultado, es cultivar las células embebidas en una matriz de agar blando (soft-
agar). Como podemos ver en la Figura 9, las células que crecen en un medio libre de suero
(medio CSC), tienen mayor capacidad de crecer embebidas en el agar que las células que crecen
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en un medio suplementado con FBS al 10%. Esta diferencia es estadisticamente significativa en
la linea celular H460 (p < 0,05), y esta de acuerdo con el hecho de que estas células formaran

esferas méas eficientemente cuando las cultivamos en suspension.

A ®Medio RPMI B
m Medio CSC

o 1001
8 H460 A549
o
3 %7 Medio RBMI 7163 £1,50 70,1 + 0,85
s
2 601 Medio CSC 103,72 +7,15 71,88 +2.82
Z 40

20 A

0 i
H460 Ab549

Figura 9. Crecimiento en agar blando (soft-agar). Las células H460 y A549 se prepararon en una
mezcla de medio de cultivo con agar noble al 0,33% Yy se vertieron sobre una base de agar noble al 0,5%.
Ambas lineas celulares se sembraron en paralelo en placas con medio RPMI (medio estandar de las
células adherentes) y en placas con medio CSC (medio que favorece el crecimiento de células CSC). Tras
10 dias de incubacion, las placas se tifieron con cristal violeta y los clones formados se cuantificaron al
microscopio. (A) Las barras representan la media £ D.E. de tres experimentos independientes realizados
por duplicado. *:p < 0,05. (B) Valores numéricos de los datos representados en A.

Por otro lado, nos interesaba demostrar que las esferas que estaban creciendo no se
formaban por la agrupacion de varias células, sino a partir de una Unica célula. Dado que se ha
descrito que las células CSC poseen la capacidad de auto-renovacién (Clarke et al., 2006;
Dalerba et al., 2007a), decidimos llevar a cabo un ensayo clonogénico (Figura 10). Asi
observamos que, en ambas lineas celulares, mas del 50% de las células eran capaces de formar

esferas, y en el caso de la linea H460, ese porcentaje superaban incluso el 90%.

A B

B N°clones/placa
60 -
B Ne esferas/placa

50 1 H460 A549

40 - Ne¢ clones/placa 43,31 £10,45 40,75 +£ 6,99

30 4 N° esferas/placa 39,15 +£ 7,07 27,775 £2.23

20 | % CSC 90,39 68,10

10 A

0,

H460 A549

Figura 10. Ensayo de capacidad clonogénica. Las lineas celulares H460 y A549 se sembraron en
paralelo en placas adherentes y no adherentes (0.5 células/pocillo) y se mantuvieron en cultivo durante
10 dias. Posteriormente se cuantificé el nimero de clones crecidos en condiciones adherentes, y las
esferas formadas en condiciones no adherentes. (A) Las barras representan la media + D.E. de diez
experimentos independientes realizados por duplicado. (B) Valores numéricos de los datos representados
en A
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Estos resultados muestran que podemos aislar células con caracteristicas de células
iniciadoras tumorales o CSC, creciendo las lineas celulares H460 y A549 en un medio de
cultivo restrictivo, tal y como se ha descrito previamente en varias lineas celulares tumorales
(Clarke et al., 2006; Collins et al., 2005; Dalerba et al., 2007b; Lim et al., 2011).

2.2.- Caracterizacion in vitro de las células con fenotipo CSC

Una vez aisladas las células CSC, decidimos caracterizar un poco mas a fondo el
comportamiento de estas células. Para ello lo primero que hicimos fue estudiar la viabilidad
celular en respuesta a CDDP.

Como observamos en la Figura 11, las células CSC procedentes de ambas lineas
celulares (H460 y A549) fueron mas resistentes a CDDP que las lineas parentales y las lineas
resistentes generadas previamente. De hecho, las curvas de viabilidad de las células CSC son
muy similares a las que observamos en las lineas resistentes durante los primeros dias de reposo
tras el tratamiento con CDDP (Figura 7). Estos resultados sugieren que existe relacion entre la
resistencia al farmaco y el fenotipo de las células CSC.

—— A549
R2.5ug

% Viabilidad
% Viabilidad

0 0,5 1 1,5 2 25
cDDP (pg/ml) cDDP (pg/ml)

Figura 11. Viabilidad de las células CSC en respuesta al tratamiento con CDDP. Dado que estas
células crecen en suspension, para determinar el porcentaje de células viables se realizaron ensayos de
MTS. (A) H460, R0.5ug y H460 CSC. (B) A549, R2.5ug y A549 CSC. Los datos representan la media +
D.E. de tres experimentos independientes realizados por cuadruplicado.

Por otro lado, dado que hemos visto que el porcentaje de células que forman esferas es
bastante mayor en la linea H460 (Figuras 9 y 10), y que representa un porcentaje bastante alto
dentro de la linea celular, nos planteamos si esto podia ser debido a que las propias células
secretaran factores de crecimiento que favorecieran la proliferacion de las células adyacentes, y
que las permitieran proliferar en ausencia de los factores de crecimiento EGF y FGF-b, afadidos
habitualmente al medio de cultivo. Para estudiar esto, sembramos ambas lineas celulares (H460

y A549) en medio y condiciones de células CSC, y en presencia o0 ausencia de factores de
crecimiento EGF y FGF-b.
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La Figura 12A y 12B muestra que las células H460 CSC crecen sin problemas tanto en
presencia como en ausencia de EGF y FGF-b, a diferencia de las células A549 CSC que son
mas dependientes de estos factores para proliferar. De hecho, las esferas de las células A549 que
crecen en ausencia de factores tienden a adherirse a la placa y a diferenciar.
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Figura 12. Crecimiento de las células CSC en presencia o ausencia de factores de crecimiento EGF
y FGF-b. Ay B: Las lineas celulares H460 y A549 se sembraron en condiciones de células CSC en
presencia o ausencia de EGF y FGF-b, y se cuantifico el nimero de células tras 10 y 20 dias de cultivo.
(A) H460; (B) A549. (C) Las células H460 se sembraron en medio CSC y después de 10 dias de cultivo
se recogid el medio condicionado (MC). Posteriormente se sembraron las A549 con el MC de las células
CSC procedentes de la linea celular H460, y se mantuvieron en cultivo 10 dias. En el mismo experimento
sembramos las células A549 con y sin factores de crecimiento como control. CON F: medio CSC con
factores de crecimiento. SIN F: medio CSC sin factores de crecimiento. Las barras representan la media +
D.E. de dos experimentos independientes realizados por duplicado.

A raiz de estos resultados, nos planteamos si el crecimiento de las células H460 en
ausencia de factores EGF y FGF-b podia ser debido a que secretaran al medio otros factores de
crecimiento, de forma que también podrian favorecer la proliferacion de otras células. Por ello,
decidimos generar medio condicionado de las células H460 CSC y sembramos las células A549
con ese medio (Figura 12C). Lo que observamos fue que las células A549 CSC, no so6lo
dejaron de adherirse al sustrato y diferenciar, sino que crecieron mucho més, y ademas,
morfolégicamente empezaron a parecerse a las células H460 CSC. El control negativo,

consistente en el cultivo del medio condicionado, no presentaba ninguna célula al inicio del
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experimento ni se observo crecimiento alguno tras los 10 dias de cultivo, corroborando que no
habia células H460 en el medio condicionado.

Estos datos concuerdan con lo que hemos visto anteriormente y refuerzan la idea de que
las células CSC generadas a partir de la linea celular H460 presentan mas caracteristicas propias
de células iniciadoras tumorales.

En vista de estos resultados obtenidos en la linea celular H460 y teniendo en cuenta la
relacién que aparentemente existe entre resistencia y fenotipo CSC, decidimos llevar a cabo un

ensayo de invasion en matrigel con la lineas celulares H460, R0.5ug y H460 CSC.
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Figura 13. Invasién celular en matrigel. Las lineas celulares H460, R0.5ug y H460 CSC se sembraron
en camaras de invasién, y la capacidad invasiva de las células se determiné con la cuantificacién de las
células retenidas en el filtro de matrigel (A) Se tomaron 10 campos elegidos al azar en cada uno de los
filtros y se determind el 4rea tefiida (um?) en cada caso, representandose la media + D.E. de tres
experimentos independientes realizados por triplicado. Las lineas HT1080 y MCF7 se utilizaron como
control positivo y negativo, respectivamente. **:p < 0,01. (B) Panel superior: Fotos representativas de
los filtros de matrigel de cada linea celular. Objetivo 1x. Escala 1mm. Panel inferior: Amplificacion
representativa de los filtros. Objetivo 20x. Escala 100um.
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La Figura 13A muestra un claro aumento de la capacidad invasiva de las células
resistentes R0.5ug frente a las células H460 y las células CSC (p < 0,01). Cabria esperar que las
células CSC mostraran un comportamiento similar a las células resistentes pero no fue lo que
observamos cuando cuantificamos las células retenidas en los filtros. Sin embargo, si
observamos que las células CSC tienden a invadir el matrigel en forma de esferas, lo que puede
provocar que a la hora de elegir campos al azar para la cuantificacion, se tomen fotos de campos
muy vacios o, por el contrario, fotos como la que se muestra en el panel inferior de la Figura
13B, que muestra una esfera atravesando el filtro. Asi, puede que no estemos comparando
correctamente la capacidad invasiva de las células R0.5ug y las células CSC. Puesto que las
esferas son estructuras tridimensionales, probablemente estamos perdiendo informacion sobre

las células que quedan por encima y por debajo del filtro, y que también lo estan atravesando.

2.3.- Andlisis de la expresién de marcadores de resistenciay de fenotipo CSC

e Analisis con microarrays de expresion

Una vez caracterizado el comportamiento de las células CSC, decidimos estudiar los
posibles cambios en la expresién génica de estas células. Para ello, Ilevamos a cabo un estudio
comparativo de las lineas celulares H460, R0.5ug y CSC, en el cual, comparamos por un lado
H460 vs. R0O.5ug, y por otro, H460 vs. CSC. En ambos casos seleccionamos los genes mas
significativos con FDR < 0,05, y analizamos los genes comunes en ambas comparaciones. La
Figura 14 muestra un diagrama de Venn con el nimero de genes que aumentaban o disminuian
su expresion en cada linea celular, asi como los genes comunes a ambas lineas, y resulta
Ilamativo el nimero relativamente alto de genes co-regulados en las células R0.5ug vy las células
CSC. Asi, seleccionamos 6 de los 13 genes que aumentaban su expresion en ambas lineas
celulares con respecto a la linea celular H460 (ADM, EGR1, MALAT1, COX2, JUN y
AKAP12) para validar su expresion por PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR) (Tabla 12).

M en CSC

J en CSC Figura 14. Diagrama de Venn de los genes
obtenidos en los microarrays. Esquema
comparativo de los genes significativos con FDR
< 0,05 obtenidos en las dos comparaciones
realizadas. El diagrama muestra el nimero de
genes sobreexpresados e inhibidos en cada linea
celular, asi como los genes comunes a ambas
lineas.

P en RO.5pg
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Asimismo, nos planteamos si al diferenciar las células CSC podriamos inhibir la
expresion de estos genes y recuperar el fenotipo observado en las células H460. Para ello,
después de crecer las esferas de la linea celular H460 durante 10 dias en el medio y condiciones
habituales de las células CSC, decidimos sembrarlas en placas adherentes con RPMI 10%FBS
(medio habitual de las células H460) para realizar un ensayo cinético en el tiempo y comparar
asi los posibles cambios de expresion a distintos tiempos de diferenciacion. Después analizamos
mediante microarrays los cambios producidos a las 3, 9 y 24 horas con respecto a las células
CSC sin diferenciar (0 horas), y seleccionamos cuatro genes con FDR < 0,05 que aparecian
sobreexpresados en las células CSC (resultados del andlisis anterior), e inhibidos en las células
CSC diferenciadas (IL1B, CXCR4, LOXL2 y ADM) (Tabla 12). De estos genes, IL1B y
CXCR4 cambiaban a partir de las 9 horas de diferenciacion, mientras que LOXL2 y ADM sdlo

se identificaron tras 24 horas de diferenciacion.

La validacion por PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR) nos permitié confirmar
gue cuatro de los seis genes seleccionados en el primer analisis aumentaban de forma
significativa su expresion tanto en la linea celular RO.5ug como en las células CSC (p < 0,01)
(Figura 15), mientras que los otros dos genes Unicamente se sobreexpresaban en las células
CSC (ADM, p < 0,05; JUN, p < 0,01). En cuanto a las células CSC diferenciadas, observamos
gue los cuatro genes estudiados inhibian su expresion respecto a las células CSC (p < 0,05),
recuperando en parte el patrén observado por la linea celular H460. También estudiamos en
estas células los niveles de expresion de los genes seleccionados en el primer analisis, y
observamos que, en todos los casos, habia una disminucién significativa de la expresién con
respecto a las células CSC (p < 0,05) (Figura 15).
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Cambio de = Cambio de Cambio de

N° de acceso Descripcion expresion expresion expresion

(RO.5ug) (CSC) (CSC difer)
EGR1 NM_001964 Early growth response 1 38,08 12,78 =
JUN NM_002228 Proto-oncogene 13,39 13,27 =

Prostaglandin-endoperoxide
PTGS2/COX2 NM_000963 462 17,84 -

synthase 2/ Cyclooxygenase 2

Metastasis associated lung

MALAT1 NR_002819 g 5 8,59 5,15 -
adenocarcinoma transcript 1
Kinase (PRKA) anchor protein
AKAP12 NM_144497 12 51 7,16 -
ADM NM_001124 Adrenomodullin 513 56 4,8
Chemokine (C-X-C motif)
CXCR4 NM_001008540 - 8,02 75
— receptor 4
IL1B NM_000576 Interleukin 1, beta - 8,73 -5,1
LOXL2 NM_002318 Lysyl oxidase-like 2 - 6,72 -8,2

Tabla 12. Genes seleccionados en los microarrays con FDR < 0,05. Se analizaron los perfiles de
expresion de H460 vs. R0.5ug, y H460 vs. CSC. Se pusieron en comun los genes significativos de ambos
andlisis, y se seleccionaron seis genes comunes que se sobreexpresaban en las células RO.5ug y CSC. A
continuacion analizamos los cambios de expresion de las células CSC durante el proceso de
diferenciacion, e identificamos cuatro genes que se sobreexpresaban en las células CSC, pero que
resultaron inhibidos en las células CSC diferenciadas (CSC difer).

30 - B H460

B RO.5pg
1 ® CSC
20 - CSC Difer

Niveles de expresidon (RQ)

*k

CXCR4 IL1B LOXL2 ADM EGR1 MALAT1 COX2 JUN AKAP12

Figura 15. Expresion de los genes CXCR4, IL1B, LOXL2, ADM, EGR1, MALAT1, COX2, JUN Y
AKAP12 en las lineas celulares H460, R0.5ug, CSC y CSC diferenciadas (CSC Difer). Analisis por
PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR) de los genes seleccionados en los microarrays. Se muestran
los niveles relativos de ARNm respecto a la linea H460, normalizados frente a los valores de GAPDH

(gen enddgeno). Las barras representan la media + D.E. de dos experimentos independientes realizados
por triplicado. *:p < 0,05; **:p < 0,01.
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Por otro lado, en nuestro laboratorio se habia descrito previamente que la inhibicion de
la expresion de la fosfatasa dual DUSP1 disminuye significativamente la capacidad
tumorogénica de la linea celular H460 (Moncho-Amor et al., 2011), y aumenta la sensibilidad a
CDDP (Chattopadhyay et al., 2006). Esta fosfatasa esta implicada en procesos de angiogénesis,
proliferacion, migracion e invasion celular, y en este trabajo se identificaron una serie de genes
que disminuian notablemente su expresion cuando se inhibia DUSP1. Entre ellos encontramos
DUSP6, miembro de la misma familia de fosfatasas duales que DUSP1 y también implicado en
tumorogénesis, y VEGFC, relacionado con angiogénesis (Moncho-Amor et al., 2011). Por esta
razon, decidimos estudiar la expresion de estos genes en nuestras células por PCR cuantitativa a
tiempo real (QRT-PCR).

Como vemos en la Figura 16, los genes DUSP1, DUSP6 y VEGFC aumentan
notablemente su expresion en las lineas resistentes R0.5ug y R2.5ug (p < 0,01) a excepcidn de
VEGFC en R2.5ug (p < 0,05). Asimismo, encontramos aumentada la expresion de estos genes
en las células H460 CSC (p < 0,01), mientras que en las células A549 CSC, ademas del
aumento significativo de VEGFC, llama la atencion la inhibicion de DUSP1 frente a la marcada
sobrexpresion de DUSP6 (todas p < 0,01).
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Figura 16. Expresion de los genes DUSP1, DUSP6 y VEGFC. Andlisis por PCR cuantitativa a tiempo
real (QRT-PCR) de los genes seleccionados en los microarray realizados previamente en el laboratorio.
Se muestran los niveles relativos de ARNm respecto a la linea parental en cada caso (H460 6 A549),
normalizados frente a los valores de B-actina (gen enddgeno). (A) Lineas celulares H460, R0.5ug y H460
CSC. (B) Lineas celulares A549, R2.5ug y A549 CSC. Las barras representan la media + D.E. de dos
experimentos independientes realizados por triplicado. *:p < 0,05; **:p < 0,01.
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e Marcadores celulares de fenotipo CSC

Hasta la fecha se han llevado a cabo numerosos ensayos para identificar marcadores
celulares propios de las células CSC. Se han realizado incluso estudios comparativos en lineas
celulares de varios tipos tumorales (Stuelten et al., 2010). En concreto en pulmén, se ha visto
que las poblaciones CD44+ y CD166+ son mas tumorogénicas tanto in vitro como in vivo, y
presentan caracteristicas propias de células CSC tales como la formacion de esferas o la
capacidad de auto-renovacion. (Leung et al., 2010; Zhang et al., 2012b). Por su parte, la
expresion del marcador CD133 ha permitido aislar células CSC en diferentes tipos tumorales,
incluyendo gliomas, colon, pancreas, mama, prostata, ovario y pulmén (Eramo et al., 2008;
Kitamura et al., 2009; Tirino et al., 2009), donde puede oscilar entre un 0.32 y un 22% de la
poblacion celular del tumor (Visvader and Lindeman, 2008). Por ello decidimos estudiar la
expresion de estos tres marcadores en las lineas celulares que habiamos generado.

La Figura 17 muestra cdmo la expresion de CD133 aumenta significativamente en las
lineas RO.5ug y R2.5ug (p < 0,01) con respecto a las lineas parentales H460 y A549,
respectivamente. En el caso de CD44, también aumenta la expresion en ambas lineas pero sélo
es significativo en R2.5ug (p < 0,01). Por el contrario, no observamos cambios significativos en

ninguna de las dos lineas en la expresion de CD166.
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Figura 17. Expresion de los marcadores CD133, CD44 y CD166. Andlisis por PCR cuantitativa a
tiempo real (QRT-PCR) de marcadores caracteristicos de fenotipo CSC. Se muestran los niveles relativos
de ARNmM respecto a la linea parental en cada caso (H460 6 A549), normalizados frente a los valores de
GAPDH (gen enddgeno). (A) Lineas celulares H460, R0.5ug y H460 CSC. (B) Lineas celulares A549,
R2.5ug y A549 CSC. Las barras representan la media £ D.E. de dos experimentos independientes
realizados por triplicado. *:p < 0,05; **:p < 0,01.

En cuanto a las lineas CSC, encontramos mas heterogeneidad en funcion de las lineas
parentales de las que provienen. En las células H460 CSC aumenta la expresion de CD133 (p <

0,05), mientras que disminuye la expresion de los otros dos marcadores (p < 0,01). Sin
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embargo, en las células A549 CSC, disminuye notablemente la expresion de CD133 (p < 0,01),

aumenta la expresion de CD44 (p < 0,01), y no se aprecian cambios en la expresién de CD166.

Estos datos sugieren que los marcadores CD133 y CD44 juegan un papel importante en
la adquisicién de resistencia a farmacos como el CDDP, y también podrian estar implicados en
la adquisicion de caracteristicas propias de células CSC en las lineas celulares de pulmén H460
y A549.

e Marcadores de transicion epitelio-mesénquima (TEM)

La transicién epitelio-mesénquima (TEM) conlleva un aumento de la invasividad de las
células epiteliales. En varios estudios se ha visto que la induccién de TEM favorece la auto-
renovacion y la adquisicion de caracteristicas de células CSC (Ansieau et al., 2008; Mani et al.,
2008; May et al., 2011). Ademas, otros estudios revelan que las células tumorales con fenotipo
epitelial sobreviven en el torrente sanguineo y forman metastasis en otros drganos (Celia-
Terrassa et al., 2012; Floor et al., 2011; Korpal et al., 2011; Tsuiji et al., 2008). Por esta razén,
decidimos analizar la expresion de varios marcadores epiteliales y mesenquimales mediante
Western Blot (Figura 18).
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Figura 18. Expresién de proteinas implicadas en la transicion epitelio-mesenquima (TEM). Se
obtuvieron extractos proteicos de las lineas celulares H460, R0.5ug, H460 CSC, H460 CSC
diferenciadas, A549, R2.5ug y A549 CSC, y se estudiaron mediante western blot los cambios de
expresion de las proteinas Cadherina-E, zonula occludens protein 1 (ZO-1), Fibronectina y Vimentina,
implicadas en la transicion epitelio-mesénquima. En la parte inferior de cada panel se muestra la
normalizacién de cada muestra con respecto al control de carga (a-Tubulina). (A) Expresion de proteinas
caracteristicas del fenotipo epitelial (Cadherina-E y ZO-1). (B) Expresion de proteinas caracteristicas del
fenotipo mesenquimal (Fibronectina y Vimentina). Los datos son representativos de tres experimentos
independientes.

La Figura 18 muestra que, en las lineas celulares H460 y A549, la expresion de
Cadherina-E y ZO-1 aumenta en las células CSC con respecto a las lineas parentales y

resistentes. También observamos que aumenta la expresion de Fibronectina en estas células,
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mientras que, por el contrario, la expresion de Vimentina disminuye. Curiosamente, la
expresion de esta proteina aumenta notablemente en la linea R2.5ug, aunque salvo esta
excepcion, en general observamos niveles de expresion muy similares entre las lineas parentales

y resistentes.

A raiz de los resultados obtenidos para las células CSC, al igual que en el analisis con
microarrays, nos preguntamos si al diferenciar estas células recuperariamos el patron de
expresion de las células H460. Asi, tras 24 horas de diferenciacion, se obtuvo el extracto
proteico de las células y a continuacion se analizd la expresion de los marcadores de TEM
mediante Western Blot. En la Figura 18 observamos que las células CSC diferenciadas (CSC
difer) recuperan los valores de las lineas parentales en el caso de la Cadherina-E y la
Fibronectina, mientras que mantienen los mismos niveles de ZO-1 y Vimentina que expresan

las células CSC.

2.4.- Estudio de latumorogenicidad celular y la capacidad metastasica.

Ademas de los ensayos realizados in vitro, el uso de modelos animales ha
proporcionado numerosos conocimientos de la bioquimica, biologia, farmacologia y genética
del cancer (Hirst and Balmain, 2004), principalmente porque nos acercan mas al entendimiento
de la naturaleza de los tumores en humanos. En estos modelos se pueden inducir tumores con un
rendimiento bastante elevado y ademas permiten la manipulacion de distintos parametros que

intervienen en la tumorogénesis (DePinho and Jacks, 2001).

Existen diversos trabajos en la literatura que demuestran in vivo las propiedades
tumorogénicas de las células CSC en cancer de pulmén (Eramo et al., 2008; Mani et al., 2008;
Zhang et al., 2012b). Estos estudios estdn basados en la seleccion de células CSC por la
expresion de marcadores propios de estas células, pero también nos encontramos trabajos que
demuestran la tumorogenicidad de las células negativas para estos marcadores (Celia-Terrassa
et al., 2012; Ogden et al., 2008; Shmelkov et al., 2008; Wang et al., 2008). De ahi la
importancia, como comentabamos en la introducion, de complementar los ensayos in vitro con
experimentos in vivo realizados con las células CSC aisladas en este trabajo. Con el fin de
estudiar la capacidad tumorogénica de nuestras células CSC, decidimos inocular las lineas
celulares H460 y CSC en los flancos de ratones atimicos-Foxnl™ (nu/nu) para observar la
formacién de tumores (Tabla 13).

En este ensayo observamos que las células CSC eran capaces de formar tumores, pero
fueron mas pequefios y empezaron a formarse méas tarde que cuando se inocularon células

H460. Segun la teoria de las Cancer Stem Cells, un tumor estaria formado por una pequefia
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poblacién de células CSC, capaces de diferenciar dando lugar a las células tumorales
propiamente dichas y con mayor capacidad proliferativa que las propias células CSC. Asi, las
células CSC por si solas acabarian formando un tumor, pero mas lentamente que las células

diferenciadas de la masa tumoral.

N2 células Latencia (dias) Vol. tumor (cm?)
5000 20%5,1 2,409
H460
50000 15+3,22 2,2+1,2
csc 5000 255,82 0,45+0,25
50000 202,21 0,1+ 0,06

Tabla 13. Crecimiento tumoral de las lineas celulares H460 y CSC. Se inocularon en los flancos de
los ratones las células H460 y CSC preparadas en Matrigel diluido 1:3 en PBS (5x10° 6 5x10* por cada
100 pl). ElI volumen tumoral fue medido 3 veces por semana desde su aparicion. En la tabla se indica la
media £ D.E. de los dias que tardaron en aparecer los tumores (latencia), y el volumen medio + D.E. que
alcanzaron 30 dias después de la inoculacion.

En base a esto, nos planteamos estudiar cuél seria la evolucién de los tumores si
inocularamos mezclas con varias proporciones de ambas poblaciones celulares. Ademas de
observar el crecimiento tumoral, también nos interesaba analizar los tumores a término a fin de
determinar si los porcentajes de células inoculados se habian mantenido constantes durante la
formacion del tumor. Para ello, generamos células H460 Cherry mediante transfeccion estable
con el plasmido pmCherry-N1, y células CSC GFP mediante infeccién lentiviral con el vector
pGIPZ-shRNAmIr-NS en células H460. De esta forma podiamos visualizar en rojo las células
H460 y en verde las células CSC. Las distintas mezclas de células fueron inoculadas en flancos
de ratones atimicos-Foxn1™ (nu/nu) y los tumores formados a los 30 dias fueron procesados y
analizados.

Como vemos en la Figura 19, todas las mezclas que inoculamos formaron tumores
(panel superior) y en todos ellos observamos la presencia de ambas lineas celulares (panel
inferior). Ademas, macroscopicamente también observamos un aumento en el tamafio de los
tumores generados por la mezcla que contenia un 75% de células H460 y un 25% de células
CSC. La Tabla 14 muestra los porcentajes de células determinados en los tumores de cada una
de las mezclas. Si los comparamos con los porcentajes de células inoculados, vemos que la
proporcién de células H460 tiende a aumentar levemente dentro del tumor, en detrimento de las
células CSC. Esto ocurre en tres de las cuatro mezclas. En aquella en la que habiamos
observado los tumores de mayor tamafio (75% H460 - 25% CSC), también nos encontramos con
una diferencia notable en el porcentaje de células dentro del tumor. En este caso fue la

proporcién de células CSC la que aumentd con respecto al porcentaje inoculado, en detrimento
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de las células H460. Ademas, los tumores empezaron a formarse antes y crecieron a mayor

velocidad, superando incluso los 2,5 cm?®,

95-5 85-15 75-25 50-50

Figura 19. Crecimiento tumoral de las lineas celulares H460 y CSC inoculando mezclas de
diferentes porcentajes de ambas células. Se inocularon en flancos distintas proporciones de células
H460 Cherry y CSC GFP (1x10° células totales resuspendidas en 100 pl de Matrigel diluido 1:3 en PBS).
Los ratones fueron sacrificaron a los 30 dias y los tumores se extrajeron y congelaron en OCT.
Posteriormente se realizaron cortes de los bloques y se cuantificd el porcentaje final de cada linea celular
en los tumores. Panel superior: Se indican las distintas mezclas de células que se emplearon en el ensayo
(% H460 - % CSC), y se muestran fotografias representativas de los tumores que crecieron al inocular
cada mezcla de células. Escala 10 mm. Panel inferior: Fotografias representativas de secciones de
tumores vistas al microscopio. Objetivo 10x. Escala 100 pum.

Inoculacion en flancos Distribucion en el tumor
Latencia (dias) Vol. tumor (cm?)
% H460 % CSC % H460 % CSC
95 5 =99 £ 0,094 «1+0,094 20+2,18 0,868 £ 0,42
85 15 90,13 +2,42 9,87+£2,42 20+ 4,3 0,748 £0,39
75 25 65,42 +3,44 34,58 + 3,44 15+ 3,42 2,5+ 0,53
50 50 54,56 + 10,61 45,44 £10,61 23+3,1 0,943 £0,43

Tabla 14. Crecimiento tumoral inoculando diferentes porcentajes de las lineas celulares H460 y
CSC. La tabla compara los porcentajes inoculados inicialmente y los porcentajes cuantificados de cada
linea celular en los tumores formados a los 30 dias. También se indican los dias que tardaron en aparecer
los tumores (latencia), y el volumen medio que alcanzaron al finalizar el experimento. Los datos
representan la media + D.E.

Estos resultados sugieren, por un lado, que las células H460 crecen mas deprisa que las
celulas CSC, y por otro, que existen determinadas proporciones de células H460/CSC que

potencian el crecimiento de cada una de ellas generando tumores méas agresivos, lo que
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explicaria también la enorme heterogeneidad que encontramos en las muestras de los pacientes
y en las lineas celulares.

Otra de las cualidades relacionada con la agresividad de las células tumorales, es la
liberacion al medio de factores pro-angiogénicos. Estos factores favorecen la formacion de
vasos sanguineos que permiten el aporte de nutrientes al interior del tumor. Por esta razén,
decidimos estudiar también la capacidad angiogénica in vivo de las células H460, RO.5ug y
CSC. Para ello, los medios condicionados de cada una de las lineas celulares embebidos en

matrigel, fueron implantados subcutaneamente en flancos de ratones atimicos-Foxn1™ (nu/nu).

A

* %

CD31 positivo
% eventos/campo

o - [N w £ o = ~ (=] o
-
:— e

PBS MC H460 MC RO.5pg MCCSC

MC H460 MC R0.5ug MC CsC

CD31

CD31/DAPI

DAPI

Figura 20. Las células CSC tienen mayor capacidad angiogénica in vivo. Se inocularon en flancos 30
pg de proteinas de medio condicionado de las lineas H460, R0.5ug, CSC, PBS (control -) y FGF-b
(Ing/ul) (control +) embebidos en matrigel. Transcurridos 10 dias se extrajeron los implantes, se cortaron
secciones de los mismos y se tifieron con el anticuerpo CD31 y DAPI. Posteriormente se cuantifico el
namero de vasos sanguineos. A) Las barras representan la media del % eventos positivos/campo para la
tincion con el anticuerpo CD31. **:p < 0.01. B) Fotografias representativas de los implantes de matrigel
de cada una de las lineas celulares. Los vasos sanguineos se tifieron con anti-CD31 y los nicleos de las
células con DAPI. Objetivo 20x. Escala 100um.
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Como se observa en la Figura 20, el medio condicionado de las células CSC fue capaz
de atraer mayor nimero de células del ratdn, principalmente células endoteliales, y formar

mayor nimero de vasos sanguineos que las lineas celulares H460 y R0.5ug (p < 0.01).

Una vez estudiada la capacidad tumorogénica y angiogénica de las células CSC,
decidimos valorar su capacidad metastésica. Para ello, se inocularon en la vena de la cola
células H460, R0.5ug, CSC, y una mezcla de 50% células H460 Cherry y 50% células CSC
GFP. Una vez sacrificados los ratones, se realizé una valoracion macroscopica de los 6rganos
para determinar la presencia de tumores (Figura 21), y posteriormente se procesaron estos
organos para el anlisis histopatolégico. De esta forma se determiné el nimero de ratones que
habian generado metastasis (Tabla 15) y los érganos afectados segun la linea celular inoculada
(Tabla 16).

0L 09
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Figura 21. Andlisis macroscépico de los drganos de ratones inoculados en cola con las células
tumorales. Fotografia representativa del paquete visceral con los drganos toracicos y abdominales.
Izquierda: ventral; Derecha: dorsal. El andlisis macroscopico permitid determinar la presencia de
tumores. En este caso se indican con un asterisco las masas blanquecinas observadas en los pulmones.

Pulmdn Otros 6rganos
H460 73% 8/11 64% 7/11
CSC 80% 12/15 33,3% 5/15
H460 + CSC 100% 4/4 75% 3/4
RO.5ug 79% 11/14 43% 6/14

Tabla 15. Formacién de metéastasis. Se inocularon en la vena de la cola 1x10° células de las lineas
celulares H460, CSC, H460 Cherry + CSC GFP y R0.5pug. Tras el sacrificio de los animales, los 6rganos
fueron procesados para su posterior analisis histopatoldgico. La tabla muestra la incidencia de metéstasis
observada por cada linea celular, bien en pulmén (6rgano diana de estas células), o bien en otros 6rganos.

92



Resultados

Como observamos en la Tablas 15y 16, las cuatro lineas celulares fueron capaces de
generar metastasis, aunque la incidencia fue mayor cuando se inoculaban juntas las células
H460 y las células CSC. Asimismo, todas las lineas celulares mostraron un porcentaje alto de
anidacién en pulmon, su 6rgano diana, pero se observaron diferencias en cuanto a la formacion
de metéstasis en otros 6rganos. Las células CSC, por ejemplo, anidaron mejor en pulmén que
las células H460, pero metastatizaron peor en otros érganos. No obstante, uno de los ratones que
se inocularon con células CSC presentd metéstasis en diez 6rganos (no se tuvo en cuenta en la
tabla 6 por considerarse un punto atipico) a diferencia de sus compafieros inoculados con las
mismas células. Sin embargo, los ratones inoculados con células H460 + CSC presentaron

mayor eficiencia de metastasis tanto en pulmoén como en otro drganos.

Linea celular - H460 csc H460+CSC RO.5ug
Pulmoén 8 12 4 11

Otros drganos:

Cerebro - - - -

Gland. salival 1 - - 2
Traquea - 2 1 -

Corazdn - 1 1 -

Higado 1 - = -

Bazo - - - -

Pancreas 1 1 - -

Intestino - 1 - -

Rifion 2 1 1 1

Genitales 2 - - 1

Hueso 1 = 1 5

Otros tumores 4 3 1 6
Ne total de ratones 11 15 4 14

N2 metastasis/ratébn 1,90 1,4 2,25 1,86

Tabla 16. Relacion de érganos que presentaron metastasis en cada linea celular.

Las células R0.5ug presentaron una eficiencia de metastasis similar a la de las células
CSC. Sin embargo sorprende la incidencia de metastasis que presentaron estas células a hueso
(Tabla 16). Durante el transcurso del experimento, se observo que algunos ratones presentaban
pequefios tumores en las patas traseras, por lo que decidimos procesar también los femures de

todos los ratones para determinar si existia 0 no metastasis. Ademas, el fémur y la tibia son los
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huesos tipicos donde aparecen los tumores éseos primarios, aunque no esta claro si tambiéen lo
son cuando aparecen metastasis.

Para ello se descalcificaron los fémures y se incluyeron en parafina. Después se
realizaron cortes y tinciones con Hematoxilina & Eosina que finalmente nos permitieron
confirmar que existia metéstasis en la mayoria de ratones con tumores en las patas. En la Figura
22 podemos ver un ejemplo de lo que nos encontramos en la metéfisis y la diafisis de los huesos
de estos ratones. En la Figura 22B vemos como el tipo celular de la médula y el hueso
trabecular son totalmente distintos a los de un hueso normal (Figura 22A), posiblemente por la
infiltracion de células tumorales. El cartilago también aparece hipertrofiado con abundante
neoformacion. En la diéfisis (Figura 22D), vemos como hay tejido tumoral en la parte externa
del hueso. En este punto, se destruye el hueso cortical existente (continuo y denso) y se forma lo
gue se conoce como hueso reactivo, donde el propio hueso se remodela por infiltrado de células
tumorales y forma hueso trabecular nuevo (discontinuo y esponjoso). La médula muestra

también un patron celular completamente distinto al de un fémur normal (Figura 22C).

#{‘.' .." ; & A " .," ' k ‘("17_4 ‘, g .
AR\ W 1y ") huesotrabecular ]~ —

Figura 22. Metéstasis en hueso. Los fémures de los ratones fueron descalcificados e incluidos en
parafina. Posteriormente se realizaron cortes y se tifieron con Hematoxilina & Eosina. A y B: Fotografias
representativas de la metéfisis de un fémur normal (A) y el fémur de un ratdn inoculado en cola con
células R0.5ug (B). C y D: Fotografias representativas de la diafisis de un fémur normal (C) y el fémur
de un ratén inoculado en cola con células R0.5ug (D). Objetivo 20x. Escala 1000um.

Estos datos sugieren por un lado, que tanto las células tumorales normales (H460) como

las células CSC, aumentan su potencial metastasico cuando ambas se inoculan juntas en la vena
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de la cola. Y por otro, que la adquisicion de resistencia al CDDP podria estar relacionada con la

formacion de metastasis en hueso.

3.- ESTUDIO DE LA RESISTENCIA A QUIMIOTERAPIA EN
PACIENTES CON CNMP

Ademas del estudio in vitro e in vivo de las lineas celulares, decidimos llevar a cabo un
estudio de la respuesta a agentes antitumorales que presentaban pacientes con CNMP. Para ello
se procesaron muestras de pacientes, en estadios quirargicos, del Hospital Universitario La Paz,
y se evalud la viabilidad celular frente a dos farmacos utilizados actualmente en la clinica:
CDDP y Erlotinib (Tarceva®).

3.1.- Estudio de la viabilidad celular en biopsias de pacientes con CNMP en

respuesta a CDDP.

En el caso del CDDP nos interesaba validar los resultados que habiamos obtenido con
las lineas celulares, es decir, que la proporcion de células CSC estaba relacionado con la
respuesta de las muestras de pacientes al farmaco. Para ello, una vez obtenidas las muestras tras
la cirugia, se determind la viabilidad celular frente a CDDP para conocer la IC50, y se
sembraron células en condiciones de cultivo de células CSC. De esta forma se procesaron un
total de 45 muestras, de las cudles 18 crecieron formando esferas en medio CSC (40%).

A continuacion decidimos estudiar la relacion entre la IC50 que presentaban los
pacientes frente a la capacidad de formar o no esferas. Previamente habiamos realizado un
registro de las IC50 en respuesta a CDDP de todas las lineas celulares utilizadas en nuestro
laboratorio (tanto de CNMP como de otros tipos tumorales, datos no mostrados), con el que
determinamos que las células que presentaban una IC50 > 2 pg/ml eran resistentes y las que
presentaban una 1C50 < 2 pg/ml eran sensibles. En base a esto consideramos resistentes todas

aquellas muestras de pacientes que presentaron una IC50 > 2 pg/ml.

En la Figura 23 podemos ver representadas las muestras de pacientes en funcion de su
IC50 en respuesta a CDDP, y de su capacidad de crecer en condiciones de células CSC. Si nos
fijamos en la IC50, observamos que por debajo de 2 pg/ml hay 9 muestras que no crecieron en
medio CSC, y una muestra que si lo hizo. Estos datos sugieren que aquellos pacientes cuyas
celulas no crecen como células CSC tenen mayor probabilidad de ser sensibles y responder a

CDDP. Para corroborar esto realizamos una prueba Chi-cuadrado (X?) y concluimos que las
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muestras sensibles a CDDP presentaban menor proporcién de células CSC (p = 0,028). Por otro
lado, el 94,4% de las muestras que originaron células CSC eran resistentes a CDDP mientras
que el 65,4% de las muestras que no originaron células CSC lo eran. Estos datos parecen indicar
una correlacion entre la proporcion de células CSC en el tumor y la resistencia a CDDP, aunque

el anélisis estadistico no encontr6 diferencias significativas con el tamafio muestral analizado.

100
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3.2.- Estudio de la respuesta a otro agente antitumoral: Erlotinib (Tarceva ®)

Como hemos comentado en la introduccidn, se han descrito mutaciones del receptor de
EGF relacionadas con la respuesta a farmacos inhibidores de la actividad tirosina quinasa
(TKIls), como Erlotinib (Sharma et al., 2007). Por esta razon, en este trabajo decidimos estudiar
la posible relacion entre las mutaciones en EGFR vy la resistencia que presentan los pacientes a
este farmaco.

Dado que en el laboratorio no habiamos trabajado previamente con Erlotinib, primero
estudiamos la sensibilidad de varias lineas celulares. Para ello, elegimos tres lineas celulares de
CNMP con diferentes status de EGFR (Gandhi et al., 2009) (Figura 24A) vy la linea celular
epidermoide A431, que sobreexpresa EGFR (Yamamoto et al., 1986). La Figura 24B muestra
la viabilidad que presentaron las cuatro lineas celulares frente a una dosis méxima de 10 uM de
Erlotinib. Ademas de la linea celular A431, que presenta un patron muy sensible al farmaco

(Figura 24B), se ha descrito que la linea celular H1650 es mas sensible a Erlotinib que las
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lineas celulares H460 y H1975 (Sharma et al., 2007), debido a la presencia de la delecién del
exon 19 (Figura 24A). Sin embargo, la viabilidad que observamos en las tres lineas celulares en

respuesta a Erlotinib fue bastante similar.

A B ——H460 ——A431 H1650 ——H1975
120
100 3 b
Linea 1
Exén 19 Exén 20 Exon 21 s 80
Celular o]
2 60
H460 WT wWT wT E
= 40
H1650 Del E746-A750 WT WT =
20
H1975 WT T790M L858R
0+ . . T . ]
0 0,01 0,1 0.5 1 10
Tarceva (pM)

Figura 24. Lineas celulares utilizadas para el estudio de la actividad terapéutica de Erlotinib
(Tarceva®). (A) Status de EGFR que presentan las lineas celulares de CNMP seleccionadas. WT: wild
type. (B) Viabilidad de las cuatro lineas celulares en respuesta a Erlotinib.

En base a estos resultados, estudiamos la viabilidad celular de una cohorte de 41

muestras de pacientes en respuesta a Erlotinib, con una dosis méaxima de 10 uM (Tabla 17).

3.2.1.- Estudio de mutaciones del receptor de EGF (EGFR)

A continuacion se analizaron posibles deleciones del exédn 19, y la presencia o no de las
mutaciones T790M (exén 20) y L858R (exén 21), en las 41 muestras. Para detectar las
deleciones en el exdn 19, se amplificé el ADN de las muestras por PCR semicuantitativa, y
posteriormente se secuenciaron los productos de PCR por secuenciacion directa. La Figura 25
muestra un ejemplo de una secuencia wild type y una secuencia delecionada. Asi, de las 41
muestras de pacientes procesadas, encontramos dos que tenian la delecién delE746-A750 en su
secuencia (4,87%) (Tabla 17).

Las mutaciones T790M y L858R de los exones 20 y 21, respectivamente, se analizaron
mediante discriminacion alélica con sondas TagMan®. Esta técnica nos permite detectar
mutaciones puntuales en una secuencia de ADN, y si éstas se encuentran en homocigosis o
heterocigosis (Figura 26). En este caso, todas las muestras de pacientes resultaron ser wild type

para ambos exones.
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Figura 25. Secuenciacion directa para analizar las deleciones del exén 19 de EGFR. Las muestras de
pacientes podian presentar una secuencia wild type, como la que observamos en la linea celular H460 (A).
O bien, podian presentar deleciones como la delE746-A750 que observamos en la linea celular H1650
(B). El rectangulo en (A) indica la secuencia de 15 nucledtidos que estd delecionada en la secuencia
mutada. La flecha en (B) indica el inicio de la delecion. A partir de este punto se observan dos secuencias
solapadas al presentar uno de los alelos del gen la delecion y el otro no.
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Figura 26. Ensayo de discriminacion alélica con sondas TagMan ® para detectar mutaciones en los
exones 20 (A) y 21 (B). En este ensayo podemos encontrar muestras con los alelos wild type (lineas
celulares A431, H1650 y H460), o con mutaciones en uno o0 ambos exones (linea celular H1975), tanto en
homocigosis (exon 20) como en heterocigosis (exdn 21).

En la Tabla 17 se resumen los resultados obtenidos en las 41 muestras respecto al status

de EGFR y a la viabilidad celular frente a una dosis maxima de 10 uM de Erlotinib.
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Paciente Edad Sexo Tabaco Histologia Estadio Ex6n19 Ex6n20 Exdn 21 Vbl (%.) frente @ (Clasificacion
10uM de Erlotinib
1 74 Mas NoFum AdCa 11} wt wt wt 90 R
2 52 Fem - Cakp 1l wt wt wt 90 R
S 70 Fem NoFum AdCa 1l wt wt wt 160 R
4 65 Fem - Otros - wt wt wt 110 R
5 53 Fem - CaEp - wt wt wt 140 R
6 72 Fem - CaEp 11} wt wt wt 90 R
i 44 Mas Fum Otros | wt wt wt 70 S
8 86 Fem - CaEp | wt wt wt 90 R
9 52 Fem ExFum AdCa 1l wt wt wt 120 R
10 61 Fem Fum AdCa | wt wt wt 100 R
1.5 77 Fem Fum Otros | wt wt wt 100 R
12 75 Fem - CaCGr | wt wt wt 110 R
13 66 Fem ExFum Cakp 1l wt wt wt 110 R
14 61 Fem - Otros | wt wt wt 40 MS
15 72 Fem - CaCGr I wt wt wt 120 R
16 77 Fem  NoFum AdCa | wt wt wt 100 R
6A 81 Fem - AdCa | wt wt wt 90 R
18 62 Fem - Cakp | wt wt wt 70 S
19 46 Fem ExFum CaEp 1l wt wt wt 100 R
20 52 Fem ExFum AdCa | wt wt wt 80 R
21 48 Mas ExFum AdCa 1 wt wt wt 60 S
22 68 Fem ExFum Cakp 1l wt wt wt 100 R
23 72 Fem Fum CaEp | wt wt wt 180 R
24 67 Fem Fum AdCa 1l wt wt wt 60 S
25 80 Fem  NoFum CaEp I wt wt wt 100 R
26 62 Fem NoFum CaEp 1] wt wt wt 70 S
27 84 Fem NoFum Cakp Il wt wt wt 50 MS
28 45 Fem ExFum AdCa 11} wt wt wt 70 S
29 67 Mas ExFum Otros | MUT wt wt 60 S
30 75 Fem - CaEp - wt wt wt 30 MS
S0 60 Fem Fum CaEp 1 MUT wt wt 70 S
32 61 Fem Fum Cakp 1l wt wt wt 30 MS
33 47 Mas Fum CaEp | wt wt wt 60 S
34 49 Fem ExFum AdCa 1l wt wt wt 110 R
35 64 Mas Fum AdCa | wt wt wt 40 MS
36 60 Fem Fum CaEp 1] wt wt wt 60 S
37 59 Mas NoFum AdCa | wt wt wt 30 MS
38 66 Fem - Otros | wt wt wt 50 MS
39 67 Fem NoFum AdCa Il wt wt wt 100 R
40 63 Fem Fum CaEp 1l wt wt wt 60 S
41 60 Fem Fum CaEp | wt wt wt 0 MS

Tabla 17. Relacién de muestras de pacientes tratadas con Erlotinib (Tarceva®). Mas: masculino,
Fem: Femenino, NoFum: No fumador, Fum: Fumador, ExFum: Exfumador (< 5 afios), AdCa:
Adenocarcinoma, CaEp: Carcinoma epidermoide, CaCGr: Carcinoma de células grandes. Wt: wild type y
MUT: mutado. R: Resistente, S: Sensible y MS: Muy Sensible.

Para clasificar las muestras tomamos como referencia los dos pacientes mutantes que
presentaron la delecion delE746-A750 del exon 19 (pacientes 29 y 31), ya que se trata de una
mutacion asociada con sensibilidad a Erlotinib (Tarceva®) . Asi, agrupamos a los pacientes en
tres grupos en funcién de la viabilidad celular que presentaron en relacion a las muestras de los
dos pacientes mutados: Resistentes (con mayor viabilidad que los pacientes mutados), Sensibles
(viabilidad celular similar a la de los pacientes mutados) y Muy Sensibles (viabilidad inferior a
la de los pacientes mutados) (Tabla 17). A continuacién decidimos realizar un estudio
comparativo de los perfiles de expresion génica de los dos fenotipos extremos (Resistentes y
Muy Sensibles). En concreto se seleccionaron 7 muestras para el analisis: cuatro muestras
Resistentes (pacientes 15, 16, 17 y 19), y tres muestras Muy Sensibles (pacientes 32, 35 y 38)

(Tabla 17). De esta forma se obtuvieron 35 genes que disminuian su expresion en los pacientes
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mas sensibles a Erlotinib (FDR < 0.1). En la Tabla 18 se indican los cuatro genes mas

significativos.

s Cambio de
Gen N° de acceso Descripcion

expresion
IGF2 NM_0010071 Insulin-like growth factor 2 -7,88

Matrix Metallopeptidase 1
MMP1 NM_002421 . - -7,36
(intersticial collagenase)

AREG NM_001657 Amphiregulin 6,58

MET NM_000245 Oncogene -5,92

Tabla 18. Genes seleccionados en los microarray tras comparar pacientes Resistentes y Muy
Sensibles a Erlotinib.

A continuacién validamos estos genes por PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR).
Ademas de los pacientes analizados en los microarrays, decidimos analizar también la
expresion de estos genes en dos pacientes Sensibles (pacientes 21 y 26) que presentaban una
respuesta al fa&rmaco similar a la de los pacientes mutantes.

En la Figura 27 podemos ver que, en general, los genes MMP1, IGF2, AREG y MET
disminuyen su expresion en los pacientes Muy Sensibles a Erlotinib, tal y como habidmos visto
en los microarrays. Por otro lado, la expresion de estos genes en los pacientes que hemos
clasificado como Sensibles, tiende a ser parecida a la de los pacientes Resistentes sobre todo
para los genes AREG y MMPL.
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Figura 27. Expresion de los genes MMP1, IGF2, AREG y MET en muestras de pacientes tratadas
con Erlotinib (Tarceva®). Analisis por PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR) de los genes MMP1,
IGF2, AREG y MET en las muestras analizadas en los microarray (Resistentes y Muy Sensibles), y de
dos pacientes Sensibles. Se muestran los niveles relativos de ARNm respecto a la media de los pacientes
Muy Sensibles, normalizados frente a los valores de GAPDH (gen enddgeno). Los ndmeros indican la
media de los niveles de expresion en cada grupo de pacientes y las barras representan la media + D.E. de
dos experimentos independientes realizados por triplicado.
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Discusion

El cancer de pulmén es uno de los canceres con mayor mortalidad en el ser humano a nivel
mundial. Las causas de esta mortalidad tan elevada estan relacionadas por un lado, con una
deteccion tardia, ya que mas de un 70% de los pacientes son diagnosticados en estadios
avanzados de la enfermedad, y por otro, con la resistencia de las células tumorales a los agentes
quimioterapicos. Los compuestos derivados del platino, como el cisplatino (CDDP), son muy
utilizados en la préctica clinica para el tratamiento de estos tumores. Por esta razon, nuestro
laboratorio lleva varios afios investigando los mecanismos de respuesta a estos farmacos, con el
fin de identificar las moléculas implicadas en los mecanismos de resistencia, y buscar posibles
biomarcadores que nos permitan identificar a aquellos pacientes con mayor probabilidad de
respuesta (Cortes-Sempere et al., 2012; Chattopadhyay et al., 2006; Ibanez de Caceres et al.,
2010; Moncho-Amor et al., 2011). En este trabajo nos hemos centrado en la caracterizacion de
una pequefa poblacion de células con propiedades de células madre (cancer stem cells o0 CSC),
gue parecen jugar un papel importante en la resistencia que presentan estos tumores a los

farmacos utilizados en quimioterapia.

1.- GENERACION DE LINEAS CELULARES RESISTENTES A
CISPLATINO A PARTIR DE LINEAS CELULARES DE CNMP

La generacion de lineas celulares resistentes a farmacos es un instrumento habitual para
el desarrollo de estrategias terapéuticas en los pacientes. Diversos estudios en diferentes
sistemas celulares han demostrado que el tratamiento con CDDP induce desarrollo de
resistencia a quimioterapia en algunos tumores, entre ellos el CNMP (Bertolini et al., 2009;
Ibanez de Caceres et al., 2010; Jayachandran et al., 2010; Mitsumoto et al., 1998; Wintzell et al.,
2012). Sin embargo, la generacion de lineas celulares resistentes en el laboratorio habitualmente
se realiza por la exposicion repetida y/o con concentraciones crecientes de CDDP, generalmente
sin combinar con otros farmacos (Bertolini et al., 2009; Ibanez de Caceres et al., 2010;
Jayachandran et al., 2010; Latifi et al., 2011; Mitsumoto et al., 1998; Wintzell et al., 2012;
Zhang et al., 2012c).

Por otro lado, existen ensayos en los que se han tratado las células con una unica dosis
de farmaco y también se han observado cambios importantes en el fenotipo de las células
resistentes (Levina et al., 2008). Este tipo de abordaje se asemeja méas al patron de tratamiento
que se realiza habitualmente con CDDP en la clinica, ya que se administran dosis Unicas cada
21 ¢ 28 dias. Se entiende que el periodo entre cada ciclo permite que los farmacos actlen y, a su
vez, facilita la recuperacién del paciente por los efectos secundarios que generan las drogas. La

ventaja de los ensayos in vitro con las lineas celulares, es que podemos forzar la administracion
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de estas drogas para conseguir un fenotipo “extremo” de resistencia. Pero se trata de un fenotipo
gue estd mas lejos de la practica terapéutica. Ademas, in vitro podemos controlar la
concentracion de droga que le llega a las células, mientras que en los pacientes es dificil
determinar la cantidad de droga que llega al tumor.

En este trabajo hemos generado lineas celulares resistentes a CDDP mediante la
administracion de una Unica dosis de farmaco. Asi, estariamos simulando las condiciones del
tratamiento del tumor de un paciente tras recibir la primera dosis de quimioterapia. Esta
aproximacién nos permite conocer los cambios iniciales que tienen lugar en el tumor en las
primeras fases del tratamiento, y puede predecir los cambios asociados a la adquisicion de
resistencia en una fase mas avanzada del mismo. Es posible que no hayamos obtenido cambios
tan llamativos en la viabilidad de las células resistentes como en otros estudios (lbanez de
Caceres et al., 2010), pero lo que si hemos observado, es que si tratamos las células resistentes
R0O.5ug con una segunda dosis de CDDP, aumenta la resistencia de las células durante los
primeros dias tras la exposicién, mostrando una viabilidad superior a la de las células R0.5ug 3
dias después del segundo tratamiento (datos no mostrados). Estos datos sugieren que la
exposicion repetida de estas células a CDDP nos permitiria generar células mucho maés
resistentes a la droga. Ademas también hemos observado que la respuesta a CDDP varia mucho
entre las lineas celulares. En esta tesis hemos trabajado con dos lineas celulares de CNMP
(H460 y A549), y no hemos podido seguir el mismo patron de administracion de la droga
porque cada linea celular respondia de forma diferente. Asi, con la linea celular H460
obtuvimos células resistentes estables con una dosis de 0.5ug/ml (correspondiente a la IC70
para esta linea celular), mientras que para la linea A549 tuvimos que aumentar la dosis hasta
2.5ug/ml (correspondiente a la 1C90).

Por otro lado, la resistencia de nuestras lineas celulares R0.5ug y R2.5ug se mantiene
estable en el tiempo, y ensayos realizados posteriormente nos muestran una mayor diferencia
entre estas células y las células de partida. Por tanto, es posible obtener grandes cambios
fenotipicos con pequefios cambios en el patrén de respuesta al farmaco. Estos resultados no han
podido ser comparados con los de otros muchos estudios, que generan lineas celulares
resistentes a CDDP pero no analizan los cambios en la viabilidad celular, ya que asumen que las
células que sobreviven al tratamiento son muy resistentes (Bertolini et al., 2009; Latifi et al.,
2011; Zhang et al., 2012c). En estos trabajos se demuestra posteriormente la diferencia entre las
células resistentes y las células de partida, pero a priori no muestran cuan resistentes son esas

celulas, ni si esa resistencia se mantiene en el tiempo.
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2.- CARACTERIZACION DE CELULAS CON FENOTIPO DE
CANCER STEM CELLS (CSC) AISLADAS A PARTIR DE LINEAS
CELULARES DE CNMP

Desde hace méas de una década, el concepto de células iniciadoras tumorales o cancer
stem cells (CSC) ha llamado la atencion a médicos y cientificos en el campo de la investigacion
traslacional, y ha permitido tomar una nueva perspectiva en el tratamiento contra el cancer.
Segun este modelo, los tumores son capaces de regenerarse gracias a una pequefia poblacion de
células que posee numerosas caracteristicas que las asemejen a las células madre o stem cell
(Nurwidya et al., 2012). Estas células tendrian, entre otras, la capacidad de dividirse
indefinidamente, y también la de diferenciar dando lugar a los distintos tipos celulares que
componen la mayor parte del tumor (Clarke et al., 2006). Ademas, se ha descrito que son mas
resistentes a los farmacos utilizados actualmente para el tratamiento del cancer (Peacock and
Watkins, 2008).

A diferencia de otras células, la capacidad de las células CSC para crecer
independientemente de su adhesion al sustrato, hace posible su cultivo en suspension (Hsieh et
al., 2012; Rybak et al., 2011). Utilizando este abordaje experimental, en este trabajo hemos
aislado células CSC a partir de dos lineas celulares de CNMP, y hemos podido identificarlas
gracias a que, en estas condiciones, las células CSC crecen formando esferas (Dalerba et al.,
2007b; Lim et al., 2011; Pastrana et al.,, 2011). Asimismo, hemos comprobado esa
independencia de adherencia al sustrato con otros ensayos referidos en la bibliografia, tales
como el crecimiento en agar blando (Liu et al., 2010; Veljkovic et al., 2011), y hemos
demostrado que las esferas se formaban a partir de una Unica célula mediante ensayos
clonogénicos (Clarke et al., 2006; Franken et al., 2006). También hemos demostrado que son
células mas resistentes a farmacos antitumorales (Peacock and Watkins, 2008), como CDDP.
De hecho, el patron de respuesta a esta droga se asemeja mucho al de las células resistentes

generadas en este trabajo.

Por otro lado, en la mayoria de los tumores la pérdida de diferenciacién o adquisicion
de un fenotipo mesenquimal se considera un evento crucial para que se generen metéstasis
(Visvader and Lindeman, 2008). Esto se debe a que la pérdida de adherencia al sustrato facilita
la capacidad migratoria de las células, lo que les permite invadir otros 6rganos (Thiery et al.,
2009). Un trabajo publicado en 2008 fue el primero en relacionar este proceso de transicion
epitelio-mesénquima (TEM) con la adquisicion de propiedades de stem cell (Mani et al., 2008),
aunque previamente ya se habia relacionado con el proceso metastasico (Guarino et al., 2007).
Asi, la adquisicion de fenotipo mesenquimal por parte de las células CSC les permitiria

sobrevivir en el torrente sanguineo, y la posterior recuperacion del fenotipo epitelial les
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permitiria anclarse de nuevo en otros drganos diana para generar metastasis. Por otro lado,
también se han identificado células tumorales con fenotipo epitelial que sobreviven en el

torrente sanguineo (Celia-Terrassa et al., 2012; Floor et al., 2011; Korpal et al., 2011; Tsuji et

al., 2008), e incluso se ha descrito que las células metastasicas expresan moléculas de adhesion

célula-célula, como Cadherina E, lo que sugiere que podrian migrar en pequefios grupos (Czyz,
2008; Hsu et al., 2000). Otros estudios mas recientes sugieren la existencia de ambos fenotipos
(epitelial y mesenquimal) dentro de la poblacion de células CSC (Biddle et al., 2011; Celia-
Terrassa et al., 2012). Y a finales del afio pasado, un estudio demostraba que la inhibicion de un
factor inductor de TEM (Prrx1), aumentaba la capacidad metastasica de las células (Ocana et
al., 2012).

En este trabajo, hemos detectado la expresion de marcadores caracteristicos de ambos
fenotipos en las células CSC, aunque hemos encontrado mayor expresion de marcadores
epiteliales, tales como Cadherina E. La expresion de esta proteina se ha relacionado con la
independencia de adherencia a sustrato (Celia-Terrassa et al., 2012) y con metastasis (Czyz,
2008; Hsu et al., 2000). Ademas, podria estar implicada en las uniones célula-célula que
permitiria a las células CSC migrar en pequefias esferas (Czyz, 2008; Hsu et al., 2000). En el
ensayo de invasion en matrigel, nuestras células CSC aparentemente no fueron mas invasivas
gue las otras lineas celulares. Sin embargo, si observamos que tienden a invadir el matrigel en
forma de esferas. Quiza por esta razon, el método de cuantificacién puede estar infravalorando
el niamero de células CSC que estén atravesando la membrana, de forma que estas células se
acerquen mas al perfil de las células resistentes, siendo ambas mas invasivas que las células
H460 de partida. Estos resultados concuerdan con los trabajos referidos anteriormente, y
plantean la posible existencia de ambos fenotipos (epitelial y mesenquimal) dentro de la

poblacion de células CSC.

Debido a la heterogeneidad asociada con la biologia de los tumores, actualmente no
existe un Gnico marcador para identificar las células CSC de todos los tipos de cancer. Esto se
debe a que los diferentes tumores pueden expresar diferentes moléculas, y a su vez diferentes
pacientes con el mismo tipo de tumor, pueden variar los patrones de expresion de esos
marcadores por componentes genéticos, epigenéticos y factores medioambientales (Nurwidya et
al., 2012). Actualmente existen tumores en los que se han identificado marcadores que son
bastante generales dentro de ese tipo tumoral, como ocurre con CD44*/CD24™" en céncer de
mama (Al-Hajj et al., 2003), pero en otros tipos tumorales, como el de pulmdn, sigue siendo
complicado encontrar moléculas para identificar estas células. Se han descrito marcadores,
como CD133, que segun unos estudios resulta muy eficiente (Eramo et al., 2008), y, segin

otros, no guarda apenas relacion con las células CSC (Cui et al., 2011). Otros, como CD44, se
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identificaron mas tarde en tumores de pulmén, pero el porcentaje de células positivas para este
marcador tiende a ser mayor que el de CD133 (Perona et al., 2011; Stuelten et al., 2010). Més
recientemente, CD166 también se ha identificado como marcador de células CSC en pulman.
De hecho, las células CD166 positivas parecen ser bastante mas tumorogénicas que las CD44 y
CD133 positivas (Zhang et al., 2012b).

En este trabajo, hemos estudiado la expresion de estos tres marcadores en nuestras
lineas celulares, y hemos confirmado la variabilidad descrita en la bibliografia respecto a la
expresion de los mismos.

Curiosamente, la expresion de CD133 es mucho mayor en las lineas resistentes que en
las células CSC. De hecho, disminuye en las células CSC procedentes de la linea celular A549.
Quizéa la expresion de este marcador esté mas relacionada con la resistencia a los farmacos que
con la adquisicién del fenotipo CSC, aun estando ambas cualidades relacionadas. De hecho, hay
estudios que demuestran que el porcentaje de células CD133 positivas aumenta tras el
tratamiento con CDDP (Bertolini et al., 2009; Eramo et al., 2008; Levina et al., 2008). Con
CD44 nos ocurre lo mismo que con CD133, ya que hemos observado que aumenta su expresion
en las células resistentes, aunque no tanto como CD133. Estos resultados también pueden estar
relacionados con el porcentaje de células positivas que presentan las lineas celulares de partida
para estos marcadores. Mientras que las células CD133 positivas en lineas celulares de CNMP
oscila entre 0,2 y 4%, las células CD44 positivas lo hacen entre un 30 y un 85% (Stuelten et al.,
2010). Asi, el porcentaje de partida es bastante elevado para CD44, por lo que no sorprende que
los cambios de expresion sean menos llamativos. Por otro lado, al contrario que CD133, hemos
observado que la expresion de CD44 aumenta en células A549 CSC, pero disminuye en células
H460 CSC. De nuevo, la expresién de este marcador parece estar mas relacionado con la
resistencia a los farmacos que con el fenotipo CSC, de ahi que la expresion en las células CSC
sea mas variable. Asimismo, no observamos cambios en la expresién de CD166 en las lineas
resistentes, ni en células A549 CSC. Sin embargo, su expresion disminuye significativamente en
células H460 CSC. Estos resultados no coinciden con lo descrito previamente (Zhang et al.,
2012b), aunque puede ser debido a que en este trabajo hayamos estudiado la expresion de este
marcador en lineas celulares, mientras que en el estudio citado lo hicieron en muestras clinicas
de CNMP.

Por otro lado, el andlisis comparativo de los perfiles de expresion génica realizados en
este trabajo, ha permitido identificar genes que aumentan su expresion tanto en las células
resistentes como en las células CSC. De hecho, ademas de las comparaciones que hemos
comentado en los resultados, también realizamos comparaciones entre las células R0.5ug y las

celulas CSC. Sin embargo, no obtuvimos apenas diferencias entre las dos lineas, lo cual sugeria
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que los perfiles de expresion génica eran muy parecidos. Por ello, decidimos seleccionar los
genes comunes a la adquisicion de resistencia a CDDP y al fenotipo CSC, y, de hecho, la
mayoria de estos genes fueron validados por qRT-PCR.

Entre ellos encontramos genes como COX2 y MALATL, cuya expresion en tumores de
pulmén ha sido descrito previamente en la bibliografia. Se cree que la sobreexpresion de COX2,
también conocido como PTGS2, tiene lugar en las primeras etapas de la carcinogénesis
pulmonar, durante la hiperplasia del epitelio bronquial (Hida et al., 1998), y se considera un
factor de mal pronostico en pacientes con CNMP en estadios tempranos (Khuri et al., 2001). De
hecho, la inhibicion de la expresion de este gen favorece la apoptosis y aumenta la citotoxicidad
de los agentes tumorales en este tipo de cancer (Hida et al., 2000). Por su parte, MALATL, se
ha visto sobreexpresado en estadios tempranos de CNMP que posteriormente han desarrollado
metastasis (Ji et al., 2003). Este gen codifica para uno de los ARNm no codificante de cadena
larga (> 200 nucledétidos), que numerosos estudios relacionan con procesos tumorales (Yan and
Wang, 2012). En el caso concreto de MALAT1, se ha visto que el silenciamiento de este gen
reduce la capacidad migratoria de células de adenocarcinoma de pulmén (Tano et al., 2010), y
reduce la proliferacion y la capacidad invasiva en células de cancer de cérvix (Guo et al., 2010).
Ambos genes, por tanto, estan muy relacionados con el proceso de metéstasis, y el hecho de que
aumente su expresion tanto en la linea celular RO.5ug como en las células CSC, corrobora la
semejanza entre ambas lineas y el fenotipo descrito en este trabajo. Otros genes sobreexpresados
en ambas lineas celulares, como EGR1 y AKAP12, también se han visto implicados en
proliferacion celular y progresion tumoral (Akakura and Gelman, 2012; Jones et al., 2012).
AKAP12 ademés, se ha visto aumentado en lineas celulares de ovario resistentes a CDDP
(Chappell et al., 2012).

Otros genes, sin embargo, aumentan su expresion en las células CSC, pero no en las
células resistentes. Estos genes nos pueden ayudar a dar con la clave entre resistencia y fenotipo
CSC. Llama la atencion los resultados obtenidos en los genes CXCR4 y LOXL2, ya que
ambos, no s6lo no aumentan su expresion en las células RO.5ug, sino que disminuyen
significativamente. Ambos genes estan implicados en la regulacion de la angiogénesis y
aumentan su expresion en condiciones de hipoxia (Bignon et al., 2011; Liekens et al., 2010).
Ademas se ha visto que promueven la proliferacion celular y la metastasis (Peinado et al., 2005;
Razmkhah et al., 2012). La expresion de CXCR4 depende de factores angiogénicos como
VEGF (Liekens et al., 2010), mientras que LOXL2 juega un papel fundamental en el
mantenimiento de la matriz extracelular y en la correcta formacion de los capilares (Bignon et
al., 2011). Por tanto, parece que las células CSC tienden a aumentar la expresion de genes
relacionados con el proceso de angiogénesis. De forma analoga, la alta expresion de

interleuquina IL1B que hemos observado en estas células, puede contribuir a la estimulacion de
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las células adyacentes para la formacion de nuevos vasos sanguineos. Estos datos concuerdan
con el ensayo de angiogénesis que hemos realizado in vivo, ya que los factores secretados por
las células CSC formaron una red vascular mucho mayor que los de las células H460 y R0.5ug,
puesto que fueron capaces de atraer mayor nimero de células del raton. Asimismo, también
hemos observado que las células H460 CSC son capaces de crecer sin afiadir factores de
crecimiento EGF y FGF-b al medio de cultivo, e incluso secretan factores que facilitan la
proliferacion de otras células, como las A549 CSC.

Asimismo, el analisis de microarrays revel6 diferencias de expresidn en otros genes que
también son relevantes, aunque no fueron validados por qRT-PCR. Entre los genes que
aumentaban su expresion en las células CSC, pero no en las células R0.5ug, TMEM158, por
ejemplo, se ha visto implicado en los mecanismos de resistencia a CDDP. De hecho, la
inhibicion de este gen produce un aumento de la sensibilidad a la droga en lineas celulares de
CNMP (Mohammed Ael et al., 2012). Otro ejemplo son los genes S100A8 y S100A9, de la
familia S100, que estan implicados en diversas patologias que conllevan procesos inflamatorios,
y se han encontrado sobreexpresados en varios tipos tumorales (Gebhardt et al., 2006).

Otros genes, como CDH11 y CDH13, disminuyen su expresion en las células CSC.
Varios estudios han demostrado que la metilacion de los genes que codifican estas cadherinas
esta relacionada con metastasis, ya que no se observa en tumores primarios (Carmona et al.,
2012; Selamat et al., 2011). De hecho, cuando los genes no estdn metilados, se inhibe la
migracion e invasion celular, y el crecimiento de tumor (Carmona et al., 2012). Asi, la
disminucién en la expresion de estos genes sugiere que se encuentren metilados en las células
CSC. Otro gen que nos llamé la atencion, y que disminuye su expresion tanto en las células
resistentes como en las células CSC, fue SERPIN1, también conocido como plasminogen
activator inhibitor 1 (PAI-1). Esta proteina es la encargada de inhibir la accion del activador del
plasmindgeno (PLAU). El plasmindgeno es una proteina clave en el proceso de la degradacién
proteolitica de la matriz extracelular (MEC) y la membrana basal, que intervienen en los
procesos de crecimiento tumoral, migracion e invasion celular (Di Bernardo et al., 2009). Por
tanto, la accion de SERPIN1 permite que haya una regulacion de estos procesos. El hecho de
que este gen esté inhibido en las células CSC, favorece la degradacion de la MEC, y por tanto,
la invasion a los tejidos circundantes. Ademas, en las células CSC, también encontramos
aumentada la expresion de PLAU, lo que implica que se favorece aun mas la accion del
plasmindgeno. De hecho, varios estudios sugieren que las concentraciones de PLAU y PAI-1
pueden tener valor prondstico en varios tipos de cancer, incluido el de pulmén (Schmitt et al.,
1997; Yoshino et al., 1998). Otros genes que disminuyen su expresion en ambas lineas
celulares, a diferencia de lo que estad descrito en la bibliografia, son las enzimas de la familia

aldehido deshidrogenasa (ALDH). Estos datos concuerdan con resultados previos de nuestro
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trabajo, en los que intentamos, con poco éxito, identificar la poblacion de células CSC
detectando la actividad ALDH con el kit comercial ALDEFLUOR™ Kit (StemCell Techologies)
(datos no mostrados).

Por otro lado, en este trabajo hemos demostrado que muchos de los genes que aumentan
su expresion en las células CSC con respecto a las células H460, se inhiben cuando provocamos
la diferenciacion de las primeras adheriéndolas de nuevo al sustrato. De hecho, en la mayoria de
los genes estudiados, las células CSC diferenciadas practicamente recuperan los valores de
expresion de las células H460.

Asimismo, resultados previos de nuestro laboratorio han demostrado que la inhibicion
en la expresion de la fosfatasa DUSP1 disminuye significativamente la capacidad tumorogénica
de la linea celular H460 (Moncho-Amor et al., 2011). Esta fosfatasa esta implicada en procesos
de angiogénesis, proliferacion, migracién e invasion celular, y en dicho estudio se identificaron
una serie de genes que disminuian notablemente su expresién cuando se inhibia DUSP1. Tres de
esos genes han sido validados en este trabajo (DUSP1, DUSP6 y VEFGC), y todos, a
excepcion de DUSPL en las células A549 CSC, se sobreexpresan en las células resistentes y
CSC, corroborando las propiedades tumorogénicas de estas células. Sin embargo, al igual que
ocurria con los marcadores de fenotipo CSC, segun la linea celular los genes se expresan mas en
las células resistentes (H460) o en las células CSC (A549).

Estos resultados sugieren que los cambios fenotipicos observados en las células
resistentes y en las células CSC, responden a cambios en la expresion de genes relacionados con

invasion celular y angiogénesis.

2.1.- Tumorogenicidad celular y capacidad metastasica de las lineas celulares

RO.5ug y CSC

Ademés de los experimentos realizados in vitro, en este trabajo hemos estudiado la
capacidad tumorogénica y metastésica de las células R0.5ug y CSC in vivo. Para ello hemos

inoculado las células en los flancos y en la cola de ratones atimicos-Foxn1™ (nu/nu).

Los resultados obtenidos muestran una clara diferencia en la capacidad tumorogénica de
las lineas celulares H460 y CSC. Las células CSC formaron tumores mas pequefios y

empezaron a formarse mas tarde que los de las células H460. Estos datos no coinciden con otros
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trabajos publicados (Eramo et al., 2008; Mani et al., 2008; Zhang et al., 2012b), en los que
seleccionan las células CSC en base a la expresion de determinados marcadores. Pero tampoco
coinciden con otros estudios en los que se ha demostrado mayor tumorogenicidad de las células
CSC negativas para esos mismos marcadores (Celia-Terrassa et al., 2012; Ogden et al., 2008;
Shmelkov et al., 2008; Wang et al., 2008). Sin embargo, si asumimos que un tumor esta
formado por una pequefia poblacién de células CSC, capaces de diferenciar dando lugar a las
células tumorales propiamente dichas y con mayor capacidad proliferativa que las células CSC
(teoria de las Cancer Stem Cells), podria ocurrir, que las células CSC por si solas acabaran
formando un tumor, pero mas lentamente que las células de la masa tumoral.

Para comprobar esta hipotesis, en este trabajo hemos estudiado la tumorogenicidad de
mezclas de células con distintos porcentajes de células H460 y CSC. De esta forma hemos
observado que, cuando ambas lineas celulares estan presentes, y mantienen la relacion de 75%
H460 y 25% CSC, los tumores que se forman son mucho mas grandes y empiezan a formarse
antes. Ademas, mientras que en el resto de las mezclas el porcentaje de células H460 observado
en los tumores a término aumenta en detrimento del porcentaje de células CSC, en la mezcla
mas tumorogeénica es el porcentaje de células CSC el que aumenta en detrimento de las células
H460. Estos datos sugieren que las células H460 crecen méas deprisa que las células CSC, lo
cuél corrobora el resultado obtenido en el ensayo tumorogénico, y ademas demuestran que
existen determinadas proporciones de células H460 y células CSC que potencian el crecimiento
de ambas generando tumores mas agresivos.

Por otro lado, los ensayos para estudiar la capacidad metastasica corroboraron la
agresividad de ambas lineas celulares cuando se inoculan juntas. De hecho, la eficiencia de
anidacioén en 6rganos distintos al pulmén de las células H460 + células CSC, fue mucho mayor

que la eficiencia de cada linea celular por separado.

Todos estos resultados sugieren que las células CSC parecen estar jugando un papel mas
invasivo que proliferativo en la formaciéon de los tumores. Asi, estas células serian las
encargadas de anidar y colonizar el érgano diana, para permitir posteriormente a las células mas
proliferativas, dividirse y formar el tumor. De esta forma, las células CSC no serian méas
tumorogénicas, sino que aumentarian la tumorogenicidad de otras células, probablemente

debido a la capacidad de secretar factores que estimulen a las células adyacentes.

Por su parte, las células resistentes R0.5ug mostraron un comportamiento metastasico
intermedio entre las células H460 y las células CSC. La eficiencia de metéstasis en drganos
distintos al pulmoén fue similar a la de las células CSC, pero el nimero medio de metastasis por
raton se acercaba méas al de las células H460. Sin embargo, la facilidad de estas células para

formar tumores en las patas de los ratones fue, cuanto menos, llamativa. El anlisis histoldgico
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de los fémures reveld la infiltracién de células tumorales en la diafisis y metafisis de 5 de los 14
ratones inoculados con estas células (35,7%), corroborando asi, la afinidad de las mismas por

anidar en hueso.

En resumen, estos resultados corroboran el patron de comportamiento de las células
CSC in vitro, demostrando que las células seleccionadas en este trabajo presentan caracteristicas
distintas a las células de partida, y que corresponden con un fenotipo méas invasivo que puede
aumentar la tumorogenicidad de otras células. Por su parte, la adquisicién de resistencia no
parece implicar cambios en la capacidad tumorogénica de las células, pero si parece aumentar la
afinidad de las mismas por metastatizar en determinados 6rganos, como el hueso. No obstante,
un estudio mas amplio y detallado del comportamiento in vivo de estas células permitiria
esclarecer todos estos resultados, asi como estudiar las posibles consecuencias de inocular

juntas las lineas celulares R0.5ug y CSC.

3.- ESTUDIO DE LA RESISTENCIA A QUIMIOTERAPIA EN
PACIENTES CON CNMP

3.1.- Estudio de la viabilidad celular en biopsias de pacientes con CNMP en

respuesta a CDDP.

Tras el tratamiento con CDDP, los pacientes suelen responder de manera muy efectiva
al farmaco, pero muchos de ellos recaen pasado un tiempo principalmente por la adquisicion de
resistencia a la droga. Ademas, durante ese periodo, el tumor puede regenerarse recuperando el
tamafio inicial (Kim and Tannock, 2005). Actualmente, el concepto de las células CSC ha
cambiado radicalmente nuestro planteamiento de la terapia contra el cancer. Se cree que estas
células son las responsables, en parte, del fallo en el tratamiento por ser resistentes a los
farmacos, y de la regeneracion del tumor dando lugar a las recidivas (Gorelik et al., 2010).
Segun estos datos, el tratamiento con quimioterapia incrementaria la proporcion de células CSC
resistentes a la droga a base de eliminar las células tumorales diferenciadas sensibles a la terapia
(Levina et al., 2008). Asi, tras varios ciclos de quimioterapia, la proporcion de celulas CSC
podria aumentar hasta un punto en que gran parte de la masa tumoral sea resistente al farmaco.
Por ello, si fuéramos capaces de conocer la proporcion inicial de células CSC en los tumores,

podriamos predecir la respuesta de los pacientes al tratamiento, e incluso llevar a cabo
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tratamientos especificos contra las células CSC, tales como la inhibicion de c-kit (Levina et al.,
2010).

Por esta razén, durante el desarrollo de esta tesis, después de analizar la relacién entre
las células CSC y la resistencia a CDDP en lineas celulares, era importante poder extrapolar los
resultados obtenidos a la clinica. Para ello determinamos la respuesta a CDDP en muestras de
una cohorte de 45 pacientes con CNMP en estadios quirurgicos. Estos pacientes no habian
recibido tratamiento previo de quimioterapia ni radioterapia, por lo que la resistencia que
determinamos en cada caso se debia a una cualidad intrinseca del tumor. Ademas, mediante el
crecimiento de las células del tumor en condiciones de cultivo especificas, hemos conseguido
aislar células CSC a partir de estas muestras en un 40% de los casos.

Nuestro objetivo era buscar una relacion entre la viabilidad que presentaban las
muestras frente a CDDP, y la capacidad de formar o no esferas en condiciones de cultivo de
células CSC. Al analizar los resultados, no obtuvimos datos concluyentes que determinaran que
el crecimiento de células CSC implicara mayor resistencia a CDDP. Sin embargo, si
encontramos evidencia estadistica de que las muestras que no eran capaces de crecer en

condiciones de células CSC eran mas sensibles al CDDP (p = 0,028).

Un inconveniente de trabajar con muestras de pacientes es la enorme heterogeneidad
gue nos encontramos entre los individuos, de forma anéaloga a la que nos encontramos entre las
lineas celulares. Por ello, es conveniente realizar ensayos con una serie numerosa de pacientes
que nos permita obtener resultados significativos. En nuestro estudio, posiblemente el
procesamiento de un mayor nimero de muestras habria permitido obtener resultados mas

concluyentes en cuanto al crecimiento de células CSC y la resistencia a CDDP.

La importancia de estos resultados, es que hemos podido extrapolar a los pacientes los
ensayos realizados in vitro en cuanto al aislamiento de células CSC. Un estudio sistematico de
estas células, y la optimizacién de la identificacion de las mismas, podria afiadir un parametro
de analisis en la clinica que se tendria en cuenta a la hora de elegir una terapia u otra en funcion
del paciente (Kitamura et al., 2009). Ademas de la optimizacion de la terapia, también
evitariamos un sufrimiento innecesario del paciente por los efectos secundarios de un

tratamiento que podria ser mas perjudicial que curativo.

3.2.- Estudio de larespuesta a otro agente antitumoral: Erlotinib (Tarceva®)

Actualmente, ademas del uso de farmacos citotéxicos como CDDP, la caracterizacion

de alteraciones especificas en un nimero cada vez mayor de genes también nos permite disefiar
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terapias para el tratamiento especifico de esas alteraciones. La identificacion de las mutaciones
somaticas en el gen EGFR vy su valor predictivo en respuesta a los inhibidores de la actividad
tirosina quinasa (TKIs) del receptor, ha supuesto uno de los avances terapeuticos mas
importantes en el tratamiento del cancer de pulmén (Pao and Girard, 2011). De los tres
mecanismos moleculares responsables de la desregulacion de EGFR (mutaciones, amplificacion
génica y sobreexpresion de la proteina), son las mutaciones en el gen las que mejor se asocian
con la respuesta a los TKIs, y se consideran, por tanto, un marcador predictivo importante para
la respuesta del CNMP (Mitsudomi et al., 2005; Rosell et al., 2009).

Entre las mutaciones descritas, las deleciones en el exoén 19 y la mutacion L858R del
exon 21, representan mas del 90% de los casos y se asocian con sensibilidad a los TKiIs,
mientras que otras alteraciones, como la mutacion T790M del exén 20 se relacionan con
resistencia a estos inhibidores (Sharma et al., 2007). Dada la relacion existente entre la
presencia de estas mutaciones y la resistencia que presentan los tumores al tratamiento con
TKIs, en esta tesis hemos realizado un estudio comparativo de pacientes sensibles y resistentes a
Erlotinib (Tarceva®), y un anélisis mutacional de EGFR en una cohorte de 41 pacientes con

CNMP en estadios quirdrgicos.

El analisis mutacional del gen en todas las muestras de pacientes procesadas revel6 una
frecuencia de mutaciones ligeramente inferior (aprox. 5%) a la descrita en la literatura para
pacientes caucasicos (aprox. 15%). Esta diferencia podria justificarse por el hecho de que se
trataba de una cohorte de pacientes en estadios iniciales, mientras que los estudios realizados
hasta la fecha corresponden en su mayoria a tumores en estadios avanzados (Mitsudomi et al.,
2005; Mok et al., 2009; Rosell et al., 2011; Rosell et al., 2009). De hecho, el valor pronéstico y
predictivo de las mutaciones en EGFR en estadios iniciales ain no esta definido (Mok, 2011),
aungue todo apunta a una confirmacion de lo observado en estadios avanzados de CNMP
(Kosaka et al., 2009).

Por otro lado, en nuestro estudio buscabamos establecer alguna relacion entre la
presencia o0 no de mutaciones en EGFR y la resistencia de los tumores a Erlotinib. En este caso
observamos que los dos pacientes que presentaron la delecion delE746-A750 del exon 19 no se
encontraban dentro del grupo de muestras méas sensibles al farmaco, aunque su respuesta fue
similar a la de la linea celular H1650 que también presenta la mutacién en este exdn. Por otro
lado, estos datos de viabilidad celular también pueden verse afectados si la muestra procesada
tiene un porcentaje de celularidad tumoral bajo, ya que la viabilidad de células normales podria
enmascarar la respuesta de las células tumorales. Sin embargo, desconocemos los datos de

porcentaje de celularidad tumoral de las muestras analizadas en este trabajo, aunque el analisis
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de la secuencia de ADN demuestra que las muestras no eran homogéneas para la mutacion.
Asimismo, dada la baja frecuencia de mutaciones descrita para pacientes caucasicos,
posiblemente estos resultados poco concluyentes se deban al limitado nimero de tumores

analizados.

Un resultado inesperado es que nos hemos encontrado un grupo de pacientes mas
sensibles a Erlotinib que aquellos que presentaron la mutacién en el exon 19 de EGFR, a las que
denominamos Muy Sensibles. Por ello, y para comparar los fenotipos extremos que hemos
encontrado en los pacientes, en este trabajo hemos realizado un estudio comparativo de los
perfiles de expresion génica de muestras de pacientes Muy Sensibles y Resistentes a Erlotinib.
El analisis de microarrays revel6 una disminucién en la expresion de cuatro genes significativos
en los pacientes que resultaron mas sensibles a Erlotinib (MET, AREG, MMP1 e IGF2), todos
ellos relacionados con la actividad de EGFR. Aunque la validacion de los niveles de expresion
por qRT-PCR no revelaron resultados concluyentes para IGF2, si observamos diferencias en la
expresion de AREG, MET y MMP. AREG actla como ligando de EGFR junto con EGF, por lo
que la disminucién en su expresion dificultaria la activacion del receptor y las consecuentes
cascadas de sefalizacion implicadas en proliferacion y supervivencia celular (Ciardiello and
Tortora, 2008). Por su parte, la amplificacion de MET, mas alla de su papel en carcinogénesis,
tiene especial relevancia ya que se ha descrito como el principal mecanismo de resistencia a los
TKIs, junto con la mutacion T790M del exdn 20. De hecho, se ha identificado en el 20% de los
pacientes con CNMP resistentes a estos inhibidores (Engelman et al., 2007). Asimismo, se ha
descrito que EGFR induce la expresion de MMP1 a través de la via de las MAPK (Anand et al.,
2011). Tiene sentido, por tanto, que estos genes aparezcan inhibidos en pacientes sensibles a
Erlotinib. Sin embargo, un estudio comparativo de los perfiles de expresién génica con un
numero mayor de pacientes sensibles y resistentes, aumentaria la relevancia de estos resultados
obtenidos en los microarrays. Asimismo, de esta forma también podriamos obtener informacion
de posibles marcadores que nos permitieran discriminar los pacientes susceptibles de responder

a farmacos como Erlotinib que no tengan mutado el receptor de EGF.
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El tratamiento de lineas celulares de CNMP con una Unica dosis de Cisplatino

(CDDP) genera células que adquieren resistencia estable al farmaco.

Se han aislado células de CNMP crecidas en suspension, bajo condiciones no
adherentes y con factores de crecimiento EGF y FGF-b, que presentan
comportamientos in vitro caracteristicos de cancer stem cell (CSC), entre ellos el

aumento de la resistencia a CDDP.

Los cambios fenotipicos observados en las células resistentes RO.5ug y en las
células CSC, responden a cambios a nivel de expresion génica en genes
relacionados con invasion celular y angiogénesis, algunos incluso, comunes a

ambas lineas celulares.

Las células CSC resultaron ser menos tumorogeénicas y presentaron menor
eficiencia de metastasis in vivo que las células H460. Sin embargo, la inoculacion
simultanea de ambas lineas celulares puede aumentar la capacidad tumorogénica
y metastasica de ambas, sugiriendo que las células CSC no son mas tumorogénicas,

pero si aumentan la tumorogenicidad de otras células.

Hay evidencias significativas (p = 0,028) de que las muestras procedentes de
pacientes con CNMP en estadios quirdrgicos que responden al tratamiento con
CDDP, contienen menos células CSC, existiendo, por tanto, una relacién entre la
respuesta del tumor al farmaco y la proporcién de células CSC presente en el

mismo.

Se han identificado tres posibles genes marcadores cuya expresion disminuye en
células de pacientes sensibles al inhibidor de la actividad tirosina quinasa de EGF
Erlotinib. Sin embargo, no se observo correlacion entre la presencia de mutaciones
en el gen EGFR y la sensibilidad a este fArmaco en la cohorte de pacientes

analizada.

Como conclusién general, la adquisicion de resistencia a CDDP vy el fenotipo de
células CSC, son cualidades relacionadas entre si que generan un comportamiento
similar de las células in vitro, y que corresponden con cambios especificos a nivel

de expresion génica relacionados con procesos de invasion tumoral y metéstasis.
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