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RESUMEN

El adenocarcinoma ductal pancreatico (ADP) es uno de los tumores mas mortales con
peor prondstico, cuya incidencia se prevé que aumente en la préxima década. La obesidad
constituye un factor de riesgo importante que puede influir promoviendo la progresién
tumoral. Por otro lado, su agresividad intrinseca, potencial metastasico y quimioresistencia,
se debe, en gran medida, a la subpoblacién de células madre tumorales (CSCs) que contiene.
Las CSCs pancreaticas son altamente dependientes del metabolismo lipidico, lo que favorece
el fenotipo de CSC. En particular, los triacilglicéridos (TAGs) almacenados en gotas lipidicas
constituyen una fuente principal energética para las células cancerosas. Estudios previos han
asociado la captacion de lipidos del microambiente tumoral con la progresién tumoral del
ADP. Por ello, el objetivo de este trabajo es estudiar la comunicacién entre los adipocitos y
las CSCs en cancer de pancreas.

En el presente estudio se ha determinado por analisis bioinformatico una sobre-
expresion de genes del metabolismo lipidico en el tejido de ADP. La incubacién de cultivos
primarios de ADP con medio condicionado de adipocitos redujo el contenido de CD133" e
incrementd en esta subpoblacién el contenido lipidico. Como consecuencia, se optd por un
cocultivo indirecto entre esferas de ADP y adipocitos. Por un lado, el contenido de TAGs en
el sobrenadante de cocultivos incrementé, mientras que en los adipocitos en cocultivo hubo
una menor acumulacidon de TAGs. Ademds, en las esferas de ADP hubo un ligero incremento
en el contenido lipidico de las CD133". Por otro lado, no hubo diferencias en el contenido de
CD133" de las esferas provenientes de cocultivo, confirmado por la expresién de los genes
de pluripotencia. Por ultimo, los genes de EMT, SLUG y ZEB1 se sobre-expresaron. Ademas,
se determind que los lipidos derivados de los adipocitos podrian ser captados por el
transportador CD36, sobre-expresado en esferas de ADP.

En conclusién, los adipocitos desempefian un papel importante sobre la
funcionalidad de las CSCs pancreaticas, asi como induciendo cambios metabdlicos en las
mismas. De hecho, los adipocitos actian como donadores de lipidos en las células de ADP,
pero el destino de los mismos no esta claro ya que existen indicios de un comportamiento
diferencial entre lineas celulares. Como resultado, esta puesta a punto ha demostrado que
existe una comunicacion entre los adipocitos y las CSCs de ADP, lo que incita a profundizar
mas en el papel del metabolismo lipidico y concretamente del tejido adiposo en el ADP.

Palabras clave: Adenocarcinoma ductal de pdncreas; células madre tumorales; adipocitos;
metabolismo lipidico; lipidos; acidos grasos



ABSTRACT

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is one of the most lethal tumours with the
worst prognosis, the incidence of it is expected to increase in the next decade. Obesity is an
important risk factor that can influence tumour progression. On the other hand, its intrinsic
aggressiveness, metastatic potential and chemoresistance are largely due to the
subpopulation of tumour stem cells (CSCs) it contains. Pancreatic CSCs are highly dependent
on lipid metabolism, which favours the CSC phenotype. In particular, triacylglycerides (TAGs)
stored in lipid droplets constitute a major energy source for cancer cells. Previous studies
have associated lipid uptake from tumour microenvironment with PDAC tumour
progression. Therefore, the aim of this work is to study the communication between
adipocytes and CSCs in pancreatic cancer.

In the present study, an overexpression of lipid metabolism genes in PDAC tissue was
determined by bioinformatics analysis. Incubation of primary PDAC cultures with
conditioned adipocyte medium reduced the CD133" content and increased the lipid content
in this subpopulation. As a consequence, an indirect coculture between PDAC spheres and
adipocytes was chosen. On the one hand, the TAGs content in the co-culture supernatant
increased, whereas in the co-cultured adipocytes there was lower TAGs accumulation. In
addition, there was a slight increase in the lipid content of CD133" in PDAC spheres. On the
other hand, there was no difference in the CD133" content from coculture’s spheres,
confirmed by the expression of pluripotency genes. Finally, EMT, SLUG and ZEB1 genes were
overexpressed. Moreover, it was determined that adipocyte-derived lipids could be taken up
by the CD36 transporter which was over-expressed in PDAC spheres.

In conclusion, adipocytes play an important role on the functionality of pancreatic
CSCs, as well as inducing metabolic changes on them. In fact, adipocytes act as lipid donors
in PDAC cells, but the fate of lipids is not clear since there is evidence of differential
behaviour between cell lines. As a result, this set-up has demonstrated that there is
communication between adipocytes and PDAC CSCs, prompting further investigation in the
role of lipid metabolism and specifically adipose tissue in PDAC.

Keywords: pancreatic ductal adenocarcinoma; cancer stem cells; adipocytes; lipid
metabolism; lipids; fatty acids



1. INTRODUCCION

1.1 ADENOCARCINOMA DUCTAL DE PANCREAS

El adenocarcinoma ductal de pancreas (ADP) es una enfermedad extremadamente
letal a corto plazo debido, entre otros factores, a su elevada quimioresistencia y a la falta de
terapias eficaces. EI ADP se considera uno de los tumores sélidos mas agresivos y es la forma
mas comun de cdncer de pancreas, representando mas del 90% de todas las neoplasias
pancreaticas (1). Actualmente se trata de uno de los canceres mas letales a nivel mundial,
constituyendo la séptima causa de muerte relacionada con el cancer (2,3), con una tasa de
supervivencia global a 5 afios del 10% tras el diagndstico (4).

La eficacia y el éxito de los tratamientos del ADP vienen determinados,
principalmente, por el estadio de la enfermedad tras el diagndstico. Hoy en dia, la cirugia
junto con la quimioterapia es la Unica opcidn curativa disponible para pacientes con ADP. No
obstante, el 80-90% de los pacientes son diagnosticados en estadios
avanzados/metastasicos de la enfermedad y la mayoria de ellos mueren en los 12 meses
siguientes al diagndstico debido a la falta de terapias efectivas (4—6). Teniendo en cuenta su
creciente incidencia, extrema agresividad y falta de tratamientos eficaces, se prevé que el
cancer de pancreas se convierta en la segunda causa mas frecuente de muertes por cancer
en 2030 (4,7,8). Dos de los factores de riesgo mds importantes y con gran implicacion en el
desarrollo del ADP, son la obesidad (9,10) y el sindrome metabdlico (11).

Ciertos estudios han demostrado que el 95% de los pacientes con ADP tienen
mutaciones comunes en el oncogén KRAS que conducen a una activacion constante de su via
de sefializacién. La mutacién de KRAS es el evento genético iniciador del ADP que, a su vez
impulsa el crecimiento y mantenimiento de la progresidon del tumor pancreatico (12,13).
Ademas, las proteinas RAS desempeiian un papel importante en procesos clave como la
proliferaciéon, la diferenciacién celular, la migracidn, la evasidn del sistema inmune vy la
apoptosis (7,12). La mutacién de KRAS también controla tanto la tumorigénesis como la
reprogramacion metabdlica (14,15), de hecho, recientemente se ha evidenciado que el
oncogén KRAS controla el almacenamiento y utilizacidn de los acidos grasos (AGs) (16).

1.1.1 LA OBESIDAD COMO PRINCIPAL FACTOR DE RIESGO EN EL ADP
La obesidad estd asociada a un mayor riesgo de padecer diferentes tipos de cancer,
incluido el de pancreas (17). Diversos estudios han evidenciado que la obesidad y el
consumo de dietas ricas en grasas incrementan notablemente la incidencia y mortalidad del
cancer de pancreas (18-20). Por ello, se considera uno de los factores de riesgo mas
importantes en el desarrollo del ADP (9,10), particularmente en pacientes con un
incremento de la adiposidad abdominal (21).

Se ha descrito que la mayoria de los pacientes con ADP presentan un exceso de peso
en el momento del diagndstico (22). El aumento del peso corporal y del tejido graso vienen
acompafiados por una inflamacidn crénica sistémica, cambios metabdlicos sistémicos,



desequilibrios hormonales (citoquinas, adipoquinas, factores de crecimiento) y una gran
disfuncién vascular (23). Ademas, el pancreas es un d6rgano rodeado de tejido adiposo,
componente estromal importante involucrado en la invasidn extrapancreatica del ADP (24).
De hecho, la invasion de grasa peripancredtica en humanos se asocié con un mal prondstico
en pacientes con ADP (25).

Por tanto, la disponibilidad de nutrientes en el microambiente tumoral favorecen el
crecimiento tumoral, la invasidon y metdstasis en modelos de ADP (24,26). En conjunto, todos
estos factores agravan el resultado de los pacientes con cdncer de pancreas, por lo que es
necesario desarrollar nuevos enfoques terapéuticos.

1.2 CELULAS MADRE TUMORALES

Una de las caracteristicas que define el ADP es la presencia de distintos niveles de
heterogeneidad intratumoral (27). El ADP se caracteriza por su elevada quimioresistencia a
las terapias convencionales, la rapida recaida tras tratamiento y la formaciéon de metdstasis
en drganos secundarios, principalmente en higado y pulmdn. Todo ello se atribuye a una
subpoblacion especifica de células cancerosas con propiedades iniciadoras del tumor,
conocidas como células madre tumorales (CSCs, del inglés, cancer stem cells) pancredticas
(28).

Las CSCs se caracterizan por ser capaces de autorenovarse, es decir, llevar a cabo una
division celular ilimitada conservando su identidad de célula madre, y por otro lado la
capacidad de dar lugar a células diferenciadas de proliferacién limitada (28,29). Ademas,
estas células son las promotoras del proceso tumorigénico en el pancreas, desde la
iniciacion, expansién y progresion de la formacién del tumor hasta la posible aparicion de
metastasis (29,30).

La figura 1 refleja que las CSCs se caracterizan por dar lugar a las diferentes progenies
diferenciadas dentro de cada subclon del tumor primario, lo que constituye la
heterogeneidad intraclonal. Las CSCs evolucionan a través de alteraciones genéticas y en
respuesta a sefiales del microambiente, dando lugar a subclones de CSCs con distinta
funcionalidad (29). Tanto las CSCs como las células diferenciadas pueden llevar a cabo una
transicion epitelio-mesénquima (EMT, del inglés, epithelial-mesenchymal transition) y
adquirir movilidad e invadir otras partes del organismo (Figura 1) (29). No obstante, las CSCs
son las Unicas capaces de iniciar lesiones secundarias en otros érganos, es decir, de producir
metastasis. Esto se debe a que estas células pueden sobrevivir en el torrente sanguineo
como células tumorales circulantes (29,31).
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Figura 1. Concepto de CSCs en la progresion del cancer y metastasis (29). Las CSCs y sus progenies
diferenciadas dentro de cada subclon forman la heterogeneidad intraclonal. Se refleja la capacidad de las CSCs
de dar lugar a células diferenciadas con proliferacién limitada, asi como la iniciacion de lesiones secundarias.

Por tanto, dado que las CSCs constituyen una de las principales fuentes de resistencia
y metdstasis en pacientes con ADP debido a su capacidad de EMT, identificar
vulnerabilidades en estas células es crucial para disefiar estrategias terapéuticas mas
eficaces contra el ADP.

1.3 CARACTERISTICAS METABOLICAS DEL ADP
Un rasgo distintivo de los tumores de ADP es la presencia de un estroma denso
desmopldsico que puede constituir hasta el 90% del volumen del tumor (32—34), impidiendo
una correcta vascularizacién. Todo ello genera un microambiente hipdxico donde
predominan la falta de oxigeno y nutrientes, causando estrés metabdlico (35). En
consecuencia, las células tumorales llevan a cabo una reprogramacién metabdlica, rasgo
distintivo del cancer, necesaria para impulsar el crecimiento y la divisién celular (35,36).

Cuando las células cancerosas se encuentran en estas condiciones, incrementan la
absorcién de nutrientes y potencian el flujo de las vias anabdlicas. Las células de ADP tienen
un programa metabdlico Unico, caracterizado por un mayor consumo de glucosa y
glutamina, captacion de lipidos y proteinas, y reutilizacion de componentes intracelulares a
través de la autofagia (37—-39). Recientemente, nuestro grupo ha propuesto una clasificacién
del ADP en términos metabdlicos generales como glucolitico o lipogénico (40), con un
prondstico diferencial (41).

La glucdlisis ha sido considerada hasta el momento clave en el metabolismo del
cancer. No obstante, cada vez son mas los estudios que demuestran la alta dependencia de
numerosos tipos de células tumorales de la respiracion mitocondrial (42,43). Recientemente,
nuestro grupo de investigacion ha demostrado que las CSCs pancredticas son
sustancialmente sensibles a farmacos dirigidos a la mitocondria, debido a su gran
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dependencia de la fosforilacién oxidativa (44,45). El metabolismo oxidativo permite
abastecer las altas demandas energéticas de las CSCs pancreaticas. Principalmente, se debe
a su capacidad de utilizar un gran rango de sustratos para producir energia mediante el ciclo
del acido tricarboxilico (TCA, del inglés, tricarboxylic acid cycle) (42,44). En consecuencia, las
CSCs pancredticas son capaces de proliferar, promover la recurrencia de la enfermedad,
desarrollar metastasis y producir resistencia a fdarmacos antitumorales (42).

1.3.1 METABOLISMO LIPiDICO

Los tumores de ADP son altamente dependientes del metabolismo lipidico (46,47). Se
ha demostrado que una dieta alta en grasa acelera el crecimiento tumoral y el proceso de
metastasis en modelos murinos de ADP (26,47). Los lipidos actuan en las células tumorales a
tres niveles diferentes: a) proporcionan una de las principales fuentes de energia para
estimular el crecimiento celular (48,49); b) actian como moléculas de sefializacion para
activar vias intracelulares implicadas en la regulacidon del crecimiento (27,46) y c) son
imprescindibles para la formacién de la membrana celular durante la proliferacion, al ser
uno de los principales componentes (27,46,48). De forma general las células tumorales
poseen dos fuentes principales de lipidos: lipidos exdgenos y lipidos de sintesis enddgena,
obtenidos mediante la lipogénesis.

Las principales fuentes exdgenas de lipidos en forma de AGs son: la dieta, la sintesis
hepatica o bien liberados por el tejido adiposo (46,47). La importaciéon de AGs exdégenos
requiere de la glicoproteina o transportador de membrana CD36, asi como de proteinas de
union a los AGs (lipoproteinas) (Figura 2) (49,50). Estudios recientes han puesto de
manifiesto el papel de CD36 en la importacion de AGs a las células cancerosas y en la
regulaciéon de la B-oxidacién mitocondrial en varios tipos de tumores, como el cancer
gastrico (51), cancer de prostata (52), carcinoma oral y cancer de ovario (53). La B-oxidacién
es una via bioenergética muy importante en diferentes tipos de cancer ya que favorece la
proliferaciéon, metastasis y resistencia al tratamiento (49,54).

La familia de transportadores lipidicos FATP (del inglés, Fatty Acid Transport
Protein)/SLC27A (compuesto por seis miembros) expresados en la membrana de las células
tumorales, también tienen un papel clave en la captacion de AGs de cadena larga exdégenos
(55,56). Las proteinas FATP se expresan de forma diferencial en una gran variedad de tejidos
y células (55,56). De hecho, se ha evidenciado que la proteina FATP1 esta sobreexpresada en
melanomas e implicada en la captacién de lipidos liberados por adipocitos, incrementando la
progresion, crecimiento e invasién del melanoma (57). Por otro lado, una expresién alta de
la FATP4 se ha asociado con la tumorigenesis y progresion tumoral en carcinoma de células
renales de células claras (58) y en cancer de mama (59).

La sintesis de novo de lipidos, es decir, la lipogénesis es la otra principal fuente de
AGs de las células tumorales. Ciertos estudios han determinado que las células de ADP
presentan una lipogénesis altamente activada (47), mediante la cual se obtienen mas del
93% de los AGs-triacilglicéridos (TAGs) gracias a los diferentes enzimas involucrados (60). La
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sobreexpresién de estos enzimas, principalmente la adenosina trifosfato-citrato liasa y la
sintasa de AGs (FASN, del inglés, Fatty Acid Synthase) resulta en la activacién de la
lipogénesis. Estos enzimas utilizan el citrato mitocondrial proveniente del TCA como sustrato
para la produccion de AGs tales como dacido oleico, acido palmitico, dcido palmitoleico y
acido miristico (Figura 2) (47,49,60).

De hecho, la expresion alta del enzima FASN se ha asociado con una escasa respuesta
tras el tratamiento con gemcitabina (quimioterapia convencional para el ADP) en células de
cancer de pancreas, y con un mal prondstico en pacientes con ADP (47,60). Ademas, la
capacidad tumorigénica y de auto renovacién de las CSCs asi como la supervivencia, se ha
relacionado con una elevada sintesis de novo de lipidos en diferentes canceres (61-64).

Asi pues, el aumento de la captacién y reciclaje de lipidos (37,65), asi como un
metabolismo aberrante de los AGs, se han asociado a la progresién tumoral en estadios
avanzados y mal prondstico en pacientes de cadncer de pdancreas (46,66). Como
consecuencia, el metabolismo lipidico se ha convertido en un objetivo interesante para
disefiar nuevas estrategias terapéuticas contra las CSCs, de hecho, en los ultimos afios se han
probado varios compuestos contra éste (27).

Lipids

LCFA B -
{ ,‘&j Lipoproteins

BSY
Mevalonagg =
“Cholesterol

acyl-carnitine

Figura 2. Vias metabdlicas involucradas en el metabolismo lipidico de las CSCs. FATP1 (Fatty acid transport 1);
FATP3 (Fatty acid transport 3); FATP4 (Fatty acid transport 4); LCFA (Long-chain fatty acid); LPR (Lipoproteins);
SCD-1 (Stearoyl-CoA desaturase-1); FASN (Fatty Acid Synthase); CPT1 (Carnitine Palmitoyltransferase 1); TCA
(Tricarboxylic acid cycle); FAO (Fatty acid oxidation). Figura adaptada de (26).



1.3.1.1 GOTAS LIPIDICAS COMO FUENTE LIPiDICA INTERNA
Las gotas lipidicas (GLs) son unos orgdanulos intracelulares dindamicos que se
encuentran en el citoplasma celular con funciones clave para la homeostasis lipidica y
energética (Figura 2) (67,68). Las GLs almacenan moléculas de TAGs formadas por
modificacidon de los AGs mediante las acil-CoA sintetasas. Después, los AGs se esterifican y
dan lugar a los TAGs que junto con esteres de colesterol forman las GLs (67,68).

Los lipidos contenidos en las GLs son catabolizados por lipdlisis mediante la accidn de
diferentes lipasas, las cuales hidrolizan de forma secuencial los TAGs en AGs libres (67,69).
De este modo, estos AGs se pueden movilizar hacia diferentes compartimentos celulares
como la mitocondria, donde tiene lugar la B-oxidacién para producir energia en forma de
adenosin trifosfato (ATP, del inglés, adenosine triphosphate) (27). Algunos de los reguladores
de la B-oxidacién mitocondrial tienen un papel clave en la movilizacidon de los AGs. Una de
ellas es la carnitina palmitoil transferasa 1 (CPT1, del inglés, Carnitine Palmitoyltransferase
1), enzima mitocondrial responsable de la translocacion de los AGs del citosol a la
mitocondria a través de la membrana mitocondrial externa (42,49). De hecho, se ha
determinado una mayor expresion de la isoforma CPT1A en tumores pancredticos
quimiorresistentes (70).

Por tanto, las GLs sirven como una fuente de sustratos lipidicos y energia para las
células cancerosas, en particular para la B-oxidacién en situaciones de estrés nutricional
(49,67) y estrés hipdxico (49). Teniendo en cuenta que las GLs regulan diferentes procesos
celulares, no es de extrafiar que en los ultimos afios se hayan asociado una acumulacion de
GLs con: a) la progresion y agresividad del cancer (60,67,71); b) un aumento de la
agresividad tumoral (72); c) la resistencia a la quimioterapia (73) y d) la capacidad de
invasion celular (71).

Las GLs favorecen no sélo el crecimiento tumoral, sino también la quimioresistencia,
metastasis y recaida de la enfermedad en multiples cédnceres (49,71,73), procesos
estrechamente relacionados con las CSCs (69). Asi pues, algunas de las funciones de las CSCs
estan reguladas por la pB-oxidacion como el mantenimiento de la pluripotencia,
quimiorresistencia (74) y capacidad metastatica (75) tras reducir los niveles de especies
reactivas de oxigeno (76). Es decir, se ha demostrado que existe una relaciéon directa entre el
contenido de GLs vy el caracter de pluripotencia en diferentes canceres como el de pancreas
(77,78), ovario (79), mama (80) y colorrectal (77). De hecho, Tirinato et al (81) demostraron
gue las CSCs colorrectales separadas en alto o bajo contenido de GLs formaban tumores en
ratones inmunodeprimidos, aunque eran mas pequeiios en el caso de un bajo contenido de
GLs. Por tanto, observaron que las células con un alto contenido de GLs aumentan el
potencial tumorigénico (81). En consecuencia, las GLs desempefian un papel fundamental en
la progresion tumoral pancreatica.



1.3.1.2 ADIPOCITOS COMO FUENTE LIPiDICA EXOGENA
Los adipocitos constituyen el tipo celular mas especializado en el almacenamiento
lipidico en GLs, constituidas principalmente en forma de TAGs (85). A partir de estos se lleva
a cabo la lipdlisis para obtener los AGs (82). Ademads, son células endocrinas capaces de
producir multiples hormonas y quimioquinas (23,82). Entre las principales moléculas
secretadas por los adipocitos incluyen adipoquinas como la leptina o adiponectina, asi como
otros factores derivados como IL-6 o TNF-a (23,83). Matsuda. M et al (84) demostraron que
el aumento en pacientes obesos de la insulina, adipoquinas y del estrés oxidativo son

responsables del inicio y progresion del cdncer de pancreas.

Se han descrito dos mecanismos principales por los cuales los adipocitos influyen en
el crecimiento de las células cancerosas. Por un lado, los adipocitos secretan adipocitoquinas
responsables de activar diferentes vias de sefializacion que promueven el crecimiento de las
células tumorales (50), la EMT (83,84), y, especificamente, la leptina tiene la capacidad de
activar dianas que potencian la renovacién de las CSCs y la quimioresistencia (74). Por otro
lado, los adipocitos modifican el metabolismo de las células tumorales mediante la
liberacidon de metabolitos y biomoléculas con el objetivo de potenciar su crecimiento (50).

En general, las moléculas solubles liberadas desde los depdsitos de grasa presentes en los
adipocitos, podrian tener un impacto en el microambiente pancreatico tumoral (23). De
hecho, ciertos estudios han revelado que las interacciones entre células tumorales y
adipocitos situados en el microambiente tumoral pueden proporcionar lipidos a las células
cancerosas e incrementar el crecimiento de los canceres de mama (85), ovario (86), prostata
(87) y pancreas (9,88). Ademas, la elevada captacion de lipidos se asocia con un peor
prondstico de los pacientes con ADP (9).

Por tanto, dado las condiciones tan austeras que se encuentran en el microambiente
tumoral, los adipocitos podrian actuar como una fuente de nutrientes para las CSCs
pancreaticas. Gyamfi. J et al (50) recientemente han demostrado que las células de cancer
de mama se aprovechan de los sustratos energéticos provenientes de los adipocitos del
entorno tumoral. Este proceso se lleva a cabo mediante la importaciéon de AGs a través del
transportador CD36, activando diferentes vias de sefializacion que impulsan la progresién
del tumor. Del mismo modo, Zhang. M et al (57) han evidenciado que los lipidos derivados
de adipocitos adyacentes son transferidos a las células de melanoma a través de la proteina
FATP1, que resulta en la alteracion del metabolismo de las células tumorales.

En conjunto, se sugiere que las CSCs necesitan captar, almacenar y metabolizar AGs
para conservar su capacidad tumorigénica y metastdsica. Ademas, el tejido adiposo tiene un
papel central como nexo entre la obesidad y el riesgo de desarrollar ADP. Por lo tanto, estos
datos sugieren que la disponibilidad de lipidos y la sefializacion del tejido adiposo
contribuyen a la progresidon del ADP. Por ello, se decide estudiar la comunicacién entre los
adipocitos y las CSCs de cancer de pancreas (Figura 3).
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Figura 3. Resumen grafico de la comunicacion entre los
adipocitos y las CSCs pancreaticas. Se representan los
adipocitos como almacenamiento de GLs y donadores de AGs a
las CSCs. Del mismo modo, se representan las CSCs expresando
diferentes transportadores de membrana de AGs.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Estudios previos del grupo de investigacidon indican que el metabolismo y la
sefializacion de lipidos tienen un papel esencial en la agresividad del cancer de pdncreas,
favoreciendo distintas caracteristicas del fenotipo de las CSCs. Entre ellas destaca la
tumorigenicidad, quimioresistencia y capacidad metastdsica. Por tanto, nuestra hipoétesis es
que la presencia de adipocitos en el microambiente tumoral pancreatico favorece el
fenotipo agresivo de las CSCs, al proporcionar AGs que pueden utilizarse como fuente de
energia, almacenamiento o bien como activadores de la sefializacion a través de mediadores
lipidicos.

Por ello, el objetivo principal de este trabajo es estudiar la comunicacién entre los
adipocitos y las CSCs en cancer de pancreas. De acuerdo a lo anterior se plantean los
siguientes objetivos:

e Elaborar un patrén de genes del metabolismo lipidico que se sobre-expresen
en el tejido de ADP y se correlacionen con una firma de pluripotencia y EMT

e Evaluar si hay diferencias en cultivos primarios de ADP a nivel de pluripotencia
y acumulo lipidico al cultivarlas con medio condicionado de adipocitos (MCA)

e Comparar si existen diferencias entre cocultivos directos e indirectos de
esferas de cultivos primarios de ADP con adipocitos

e Valorar los efectos fenotipicos en los adipocitos en respuesta al cocultivo en
funcién del acimulo lipidico

e Estudiar los efectos fenotipicos y funcionales en esferas de cultivos primarios
de ADP en respuesta al cocultivo a nivel de pluripotencia, acumulo lipidico y
expresion génica
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 CULTIVOS PRIMARIOS DE XENOINJERTOS DERIVADOS DE PACIENTES
Con el objetivo de obtener las células utilizadas en este estudio, el grupo de
investigacion tiene una fuente ilimitada de cultivos primarios derivados de tumores
humanos de ADP. Los xenoinjertos derivados de pacientes (PDXs, del inglés, Patient-Derived
Xenografts) con ADP (185 y 265) se obtuvieron del Biobanco del Centro Nacional de
Investigaciones Oncolégicas de Espafia (CNIO), Madrid, Espafia. El protocolo de investigacién
fue aprobado por el Comité de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad Johns Hopkins.

Los fragmentos de tumores fueron implantados subcutaneamente en ambos
costados de ratones inmunodeprimidos FOXN1-nu/nu (Laboratorios Janvier, Francia) antes
de su uso in vitro. Una vez que estos presentaban un crecimiento considerable del tumor, se
sometieron a cirugia donde se extirparon los tumores correspondientes a las diferentes
lineas primarias (185 y 265). A continuacion, se disociaron los tumores y se establecieron los
cultivos primarios in vitro.

En primer lugar, se cubrié una placa de Petri con 10 mL de gelatina al 2% (Merck
Millipore, Alemania) y se incubé a temperatura ambiente aproximadamente 1 hora. En
paralelo, los tumores se disgregaron mecdnicamente (aplastados con una jeringa) vy
posteriormente se disgregaron enzimaticamente mediante la accién secuencial de 3 mL de
colagenasa P (Roche Diagnostics, Suiza) (1,5 mg/mL en medio Eagle modificado por Dulbecco
con mezcla de nutrientes Ham’s F12 (DMEM-F12, del inglés, Dulbecco's Modified Eagle
Medium/ Ham’s F-12 Nutrient Mixture) (Gibco'™, ThermoFisher Scientific, Reino Unido)
durante 30 minutos a 372C, y 3 mL de tripsina 1X (Corning ®, EE.UU) durante 3 minutos a
379C. Cada reaccion se detuvo con 10 mL de medio Instituto Conmemorativo Roswell Park
1640 (RPMI 1640, del inglés, Roswell Park Memorial Institute 1640) (Gibco™, ThermoFisher
Scientific, Reino Unido) suplementado con un 10% de suero bovino fetal (FBS) (Gibco™,
ThermoFisher Scientific, Reino Unido) y 50 unidades/mL de penicilina/estreptomicina
(Corning ©, EE.UU), lo que se denominé medio completo, y se centrifugd a 1800 rpm durante
10 minutos en la centrifuga 5810R (Eppendorf ®, Espaia).

A continuacion, las muestras se filtraron a través de un tamiz celular de 100 uM
(Falcon™, ThermoFisher Scientific, Reino Unido) y de 40 uM (Falcon™, ThermoFisher
Scientific, Reino Unido) secuencialmente, con el objetivo de aislar las células tumorales.
Finalmente, la suspensidon celular se centrifugd en las mismas condiciones anteriores vy el
pellet se resuspendié en 10 mL de medio DMEM-F12 suplementado con 2% de B27 (Gibco™,
ThermoFisher Scientific, Reino Unido), 50 unidades/mL de penicilina/estreptomicina y 20
ng/mL de factor de crecimiento de fibroblastos humano recombinante (bFGF) (Pan-Biotech,
GmbH, Alemania), lo que se denomind medio DMEM-F12 completo. El B27 es un
suplemento que se afiade al medio de cultivo en sustitucion al FBS presente en el medio
RPMI 1640 completo. Se caracteriza por favorecer el crecimiento celular, ya que aporta
factores de crecimiento, vitaminas y proteinas necesarias para las células.
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Seguidamente, la suspension celular se transfirid a la placa de Petri con gelatina,
previamente lavada con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) (Gibco™,
ThermoFisher Scientific, Reino Unido). La placa se incubd durante 1 hora y 15 minutos a
372C en el incubador (Nuaire, EE.UU), con el objetivo de que los fibroblastos se quedaran
fijados a la gelatina y las células de ADP permanecieran en suspensién. Por ultimo, la
suspension celular se centrifugd a 1200 rpm durante 5 minutos y el pellet se resuspendié en
15 mL de medio RPMI 1640 completo y se incubaron a 372C en un flask T75 (ThermoFisher
Scientific, EE.UU). Asi pues, se obtienen los cultivos primarios de los PDXs (185 y 265) (Figura
4).

Todo el procedimiento se realizd en cabina de flujo laminar de clase Il (Nuaire, USA).
Los cultivos primarios se incubaron a 372C en una atmdsfera humidificada al 5% de CO,. Con
la finalidad de tener en cuenta la heterogeneidad intertumoral y validar los resultados
obtenidos, los experimentos se llevaron a cabo con 2 cultivos primarios de PDXs.

Figura 4. Cultivo primario establecido de la linea celular 185. Izquierda: Se observan colonias celulares (*) y
fibroblastos (=»). Derecha: Las colonias formadas son mas grandes y el nimero de fibroblastos es menor tras
realizar una tripsinizacion diferencial durante tres dias.

3.2 OBTENCION DE CELULAS MADRE MESENQUIMALES HUMANAS

Para conseguir células madre mesenquimales humanas (hMSC), pacientes
pertenecientes al servicio de cirugia general y aparato digestivo del Hospital Universitario
Miguel Servet (Zaragoza), se sometieron a una cirugia bariatrica. A partir de esta se
obtuvieron biopsias de tejido graso subcutaneo (SC) derivados de dichos pacientes (785C y
74SC). Todos los pacientes dieron su consentimiento por escrito y el estudio fue aprobado
por el Comité de Revisién Institucional de Etica de Aragén (CEIC-A). Las muestras y los datos
de los pacientes incluidos en este estudio fueron proporcionados por el Biobanco del
Sistema de Salud de Aragén (PT20/00112), integrado en la Red Nacional de Biobancos de
Espafia, y se procesaron siguiendo procedimientos operativos estandar con la
correspondiente aprobacion de los Comités Etico y Cientifico. Las muestras fueron donadas
por parte del Biobanco del Sistema de Salud de Aragdn al grupo de investigacién AdipoFat, el
cual nos cedié las lineas celulares de estudio.

13



En la tabla 1 se reflejan los datos pertinentes de los pacientes de los cuales derivan
las lineas celulares de estudio.

Tabla 1. Datos de los pacientes a partir de los cuales se obtienen las lineas celulares de estudio. IMC: indice de
masa corporal; SC: Subcutaneo.

INTERVENCION ENFERMEDADES
PACIENTE TEJIDO SEXO QUIRURGICA IMC CRONICAS
578 Hipercolesterolemia,
78 SC Masculino ByPass gastrico " Hipertension arterial y
Kg/m . .
obesidad ginoide
74 SC Femenino Sleeve gastrico >0,9 Dislipemia

A partir de las muestras de tejido graso que daran lugar a cada linea celular, se
procedid a su digestion con el objetivo de obtener hMSC o fibroblastos. En primer lugar, los
fragmentos de grasa subcutdnea se cortaron en trozos y se digirieron mediante medio de
digestion, medio DMEM bajo en glucosa (Gibco™, ThermoFisher Scientific, Reino Unido) que
contiene 1 mg/mL de glucosa, 1 mM de piruvato de sodio, 4 mM de glutamina y suplemento
de 1,5 mg/mL de colagenasa (Sigma-Aldrich, EE.UU), 10 mg/mL de albumina de suero bovino
(Sigma-Aldrich, EE.UU) y 120 pL de penicilina/estreptomicina (ThermoFisher Scientific, Reino
Unido) durante 1h a 372C en agitacion. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a
1500 rpm durante 10 minutos y se lisaron los gldbulos rojos mediante el tampdn de lisis
celular (NaOH 0,2 M (Emsure®, Merck Millipore, Alemania) con SDS al 10% (ThermoFisher
Scientific, Reino Unido)) durante 2 minutos a temperatura ambiente e invirtiendo
manualmente. Seguidamente, se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos y se pellet se lavo
con PBS. Después, se centrifugd de nuevo en las mismas condiciones y las muestras se
resuspendieron en 2 mL de medio DMEM bajo en glucosa suplementado con 10% de FBS. Se
transfirieron a una placa de 6 pocillos (ThermoFisher Scientific, EE.UU) y se incubaron a 372C
en una atmodsfera humidificada al 5% de CO,. Una vez establecidas las células se transfirieron
a un flask T75. De este modo, se obtienen los cultivos primarios de hMSC (Figura 5).

Figura 5. Cultivos primarios de las lineas hMSC 74SC y 78SC sin diferenciar.
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3.3 MANTENIMIENTO, TRIPSINIZACION Y PASE DE LOS CULTIVOS PRIMARIOS DE PDXs
Y hmSC
Tanto los PDXs como las células hMSC se caracterizan por ser células que crecen en
adherencia, por ello, se cultivaron en flasks T75 en 10 mL de medio RPMI 1640 completo o
medio DMEM bajo en glucosa, respectivamente. Se realizd un seguimiento de la
proliferacion de las células cada semana mediante su visualizacion en el microscopio
binocular invertido Nikon Eclipse TS100 (BIRIDEN, Uruguay), con sus consecuentes cambios
de medio. Las células se manipularon en cabina de flujo laminar de clase Il, y se incubaron a
37°C en una atmodsfera humidificada al 5% de CO,.

Una vez las células alcanzaron una confluencia del 80% o superior, se realizé una
tripsinizaciéon y resiembra a un flask o placa nueva, proceso conocido como pase. En primer
lugar, se retird el medio y se realizé un lavado con PBS. Seguidamente, se afiadié 4 mL/flask
de tripsina 1X suplementada con 0,2% de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (Alfa
Aesar, ThermoFisher Scientific, EE.UU) en PDXs o 2 mL/flask de tripsina-EDTA (0,05%) 1X
(Gibco™, ThermoFisher Scientific, Reino Unido) en hMSC, y se incubd 5 minutos a 37°C. La
tripsina junto con el EDTA (compuesto quelante) favorece la disociacidon de los PDXs debido
a la escisidn de las proteinas de la membrana de adhesiéon. Como resultado, las células se
encuentran en suspension. Seguidamente, se afadid 8 mL/flask de medio RPMI 1640
completo (PDXs) o 4 mL/flask de medio DMEM bajo en glucosa (hMSC) para neutralizar el
efecto de la tripsina. A continuacion, se recogio el volumen total.

En funcién del proceso que se queria realizar se hacia una dilucion para mantener las
células en cultivo y expandirlas, se congelaron y/o se llevé a cabo el contaje de las mismas
para sembrar y realizar experimentos. En el primer caso, se cogio el volumen necesario de
suspension celular y se pasé a un flask nuevo, completando el volumen hasta 10 mL con
medio RPMI 1640 completo o DMEM bajo en glucosa. Después, los flask se incubaron a
379C.

3.3.1 CONGELACION Y DESCONGELACION DE CELULAS
Para mantener un stock de los diferentes cultivos primarios se congelan células de
forma rutinaria cuando se encuentran en pases bajos.

En primer lugar, para la congelacién de células se siguid el proceso de tripsinizacidon
descrito en el apartado anterior. La suspension celular se centrifugd a 1200 rpm 5 minutos y
el pellet se resuspendido en 1 mL de FBS suplementado con un 10% de dimetilsulfoxido
(DMSO) (Sigma-Aldrich, EE.UU) en PDXs o 1 mL de medio DMEM alto en glucosa (Gibco™,
ThermoFisher Scientific, Reino Unido), que contiene 4,5 mg/mL de glucosa, 1 mM de
piruvato de sodio, 4 mM de glutamina suplementado con 10% de FBS y 5% de DMSO en
hMSC. El DMSO es un agente crioprotector que protege a las células durante la congelacién.
Seguidamente, la suspension celular se transfirié a un criotubo (ThermoFisher Scientific,
EE.UU), en el caso de las hMSC se congelaron entre 200.000-250.000 células/criotubo, el
cual se congelé a -802C en el recipiente de congelacién Mr. Frosty™ Cryo 1°C Freezing
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Container (NALGENE®, EE.UU). El Frosty contiene isopropanol, lo que permite congelar las
células a una velocidad préxima a -12C/min, velocidad éptima para su conservacion. Pasadas
24h, el criotubo se puede almacenar por un tiempo largo en tanques de nitrégeno liquido.

En segundo lugar, el proceso de descongelacién de las células provenientes del
nitrégeno liquido debe ser rapido debido a la presencia de DMSO, ya que resulta toxico para
las células a temperatura ambiente. Los criotubos se llevaron al baiio de agua SUB Aqua Pro
(Nirco, Espaina) a 372C hasta que la suspension celular se descongeld. Seguidamente, el
contenido del criotubo se virtid a un tubo y se afiadieron 9 mL de medio RPMI 1640
completo o medio DMEM bajo en glucosa. Después, se centrifugd y el pellet se resuspendid
en 1 mL de medio RPMI 1640 completo o medio DMEM bajo en glucosa y se sembrd en un
flask T25 (ThermoFisher Scientific, EE.UU) completando hasta 5 mL de medio RPMI 1640
completo o medio DMEM bajo en glucosa.

3.3.2 RECUENTO CELULAR Y SIEMBRA PARA EXPERIMENTOS

Tras llevar a cabo la tripsinizacion, se resembraron las células para realizar los
diferentes experimentos. Para ello, la suspension celular se centrifugd 5 minutos a 1200 rpm
y el pellet se resuspendié en medio RPMI 1640 completo o medio DMEM bajo en glucosa. A
continuacion, se realizd el contaje con 10 pL de suspensién celular en una cadmara de
recuento Blaubrand™ Neubauer (ThermoFisher Scientific, EE.UU). Una vez conocida la
densidad celular, se calculd el volumen necesario en funcién del nimero de células
requeridas para realizar un experimento determinado. En el caso de las hMSC se sembraron
entre 200.000-300.000 células/placa de 6 pocillos en 2 mL/pocillo de DMEM bajo en glucosa
para posteriormente diferenciarlas.

3.4 CULTIVO Y DIFERENCIACION DE hMSC A ADIPOCITOS

Cuando las células alcanzaron la confluencia en las placas de 6 pocillos, se recogid
medio y se utiliz6 como medio condicionado de mesenquimales (MCM). Posteriormente, los
pocillos se lavaron dos veces con PBS y se realizé la diferenciacion de hMSC a adipocitos
mediante medio de diferenciacion DMEM alto en glucosa suplementado con 500 uM
Isobutyl-1-Methylxanthine (Sigma-Aldrich, EE.UU), 1,67 uM Insulina (Novo Nordisk, Espana),
1 uM Dexamethasone (Sigma-Aldrich, EE.UU), 1 uM Rosiglitazone (Sigma-Aldrich, EE.UU) y
10% de FBS. El medio se cambié cada 3 dias.

Pasados los 6 dias de diferenciacién, cuando se obtuvieron los adipocitos (Figura 6),
el medio se retird y se cambid por medio DMEM alto en glucosa que contiene 4,5 mg/mL de
glucosa, 1 mM de piruvato de sodio, 4 mM de glutamina y 10% de FBS. Las células se
incubaron durante 3-4 dias en dicho medio y se utilizaron dependiendo del experimento
realizado. Este medio de mantenimiento se recogié a tiempos diferentes y se utilizé como
MCA. Todas las células se cultivaron a 372C en una atmésfera humidificada al 5% de CO2.
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Figura 6. Adipocitos obtenidos tras el proceso de diferenciacion de la linea 74SC. Aumentos: 4X; 10X;
20X; 40X.

3.5 COCULTIVO DE ESFERAS DE PDXs CON ADIPOCITOS
Para estudiar la interaccidon entre los adipocitos y esferas de PDXs de céncer de
pancreas, se llevaron a cabo cocultivos de ambos tipos celulares. Previamente, se realizé la
puesta a punto de las diferentes condiciones de cultivo, donde la condicién éptima para
ambos tipos celulares establecida fue de medio DMEM-F12 al 5% de FBS.

Al mismo tiempo que los adipocitos se diferenciaban, se sembraron 4-5 millones de
células/flask (PDXs) en 40-50 mL de medio DMEM-F12 al 2% de B27 en flask T75 no
adherentes. Estos flask habian sido previamente recubiertos con un 10% de poly-2-
hidroxietilmacrilato (polyHEMA, Sigma-Aldrich, EE.UU). Este polimero impide la adhesion de
las células en las placas, fomentando la formacion de esferas en suspensién. El polyHEMA se
preparo disolviendo la cantidad necesaria en etanol absoluto (VWR Chemicals BDH, Avantor,
EE.UU) a una concentracion final de 10 mg/mL. Posteriormente, se afiadieron 5 mL/flask y se
incubaron a 379C toda la noche. Una vez sembradas las células en los flask de polyHEMA, las
esferas se formaron al cabo de 7 dias.

Cuando los adipocitos estaban listos para realizar experimentos, se realizé el
cocultivo de dos formas diferentes. Por un lado, se llevd a cabo un cocultivo directo: las
esferas de PDXs se cocultivaron sobre los adipocitos en placas de 6 pocillos en 2 mL de
medio DMEM-F12 al 5% de FBS. Por otro lado, se realizé un cocultivo indirecto en insertos
de cultivo celular Thermo Cc Insert Md24 8My Dim 8/13 mm (ThermoFisher Scientific,
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EE.UU). Tras 48h se analizé la comunicacion entre los adipocitos o hMSC y las esferas de
PDXs de ADP mediante diferentes técnicas que serdn explicadas posteriormente, tincién Oil
Red O (ORO) (Sigma-Aldrich, EE.UU), cuantificacion de TAGs, andlisis por citometria de flujo y
expresion génica.

3.6 ANALISIS DE DATOS HUMANOS
Los datos de expresién del tejido humano de ADP y del tejido normal se analizaron
utilizando el servidor web GEPIA2 (muestras provenientes de las bases de datos TCGA y
GTEX). El coeficiente de correlacion de Pearson (R) se calculd para estudiar la asociacion de
los genes reflejados en la Figura 7 con: una firma de pluripotencia definida por la expresion
combinada de los genes NANOG, KLF4, SOX2 y OCT4 y una firma EMT definida por la
expresion de los genes SNAIL, SLUG y ZEB1.

3.7 DIFERENCIACION Y ACUMULACION LIPIDICA
Para confirmar la diferenciacion de los adipocitos y observar los depdsitos de lipidos
acumulados en dichas células, se realizaron dos tipos de ensayos de tincién de lipidos. Estas
técnicas se llevaron a cabo tras el cocultivo de los adipocitos o hMSC con los PDXs, con el
objetivo de cuantificar el contenido lipidico.

3.7.1 TINCION ORO

Por un lado, se usé ORO, colorante utilizado para la tincidn de triglicéridos, lipidos
neutros y gotas lipidicas en diferentes tipos celulares. Los adipocitos y hMSC se tifieron con
ORO tras 48h de cocultivo. En primer lugar, se fijaron en formalina al 10% (EMD Millipore
Corporation, Alemania) durante 15 minutos a temperatura ambiente. A continuacién, los
pocillos se lavaron con 2 mL/pocillo de isopropanol al 60% (VWR Chemicals BDH, Avantor,
EE.UU) dos veces durante 30 segundos y se dejaron secar completamente. Antes de la
tincidon con ORO se prepard una solucién stock (3,5 mg/mL) en isopropanol y se incubd a TA
toda la noche. La solucién stock se diluyd en agua para obtener la solucién de trabajo (2,1
mg/mL), la cual se dejo agitar durante 20 minutos a temperatura ambiente. La solucién se
filtré con un filtro de 0,2 um (FisherbrandTM, ThermoFisher Scientific, EE.UU) antes de tefiir
las células.

Cuando las placas estaban secas, las células se tifieron con 1 mL/pocillo de la solucién
de trabajo ORO y se incubaron a temperatura ambiente en agitacién durante 20 minutos.
Después, las células fijadas se lavaron con agua destilada y se observaron y adquirieron
imagenes mediante el microscopio invertido. Finalmente, se secaron las placas y el colorante
se diluyé en 3 mL/pocillo de isopropanol al 100% durante 10 minutos. A continuacion, se
recogio el isopropanol y se transfirié a placas de 96 pocillos donde se cuantificé midiendo la
absorbancia a 500 nm por espectrofotometria en el lector de placas Synergy HT (BioTek
Instruments, EE.UU). Las medidas se realizaron por triplicado.
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3.7.2 CONTENIDO DE TAGs
Por otro lado, se cuantificé el contenido de TAGs de los adipocitos o hMSC
provenientes del cocultivo, o bien los TAGs del sobrenadante. En primer lugar, se preparé
una curva estandar con diluciones % en tampdén de lisis NP-40 ((Octylphenoxy)
polyethoxyethanol) (SIGMA Life Science, EE.UU) al 5% a partir de un control externo de
suero (149 mg/dL) proveniente del departamento de Bioquimica del Hospital Universitario
Miguel Servet.

A continuacidn, las células se trataron con 300 pL/pocillo de tampdn de lisis NP-40 al
5%, y con ayuda de un rascador se retiraron de la superficie de la placa. El contenido se
centrifugd a 13000 rpm durante 5 minutos. Se recogieron 50 puL de sobrenadante para
determinar la concentracidon de proteinas con el kit de ensayo de proteinas Pierce™ BCA
segun las instrucciones del proveedor (ThermoFisher Scientific, EE.UU). Se prepard una curva
estandar de BSA (Sigma-Aldrich, EE.UU) entre 0-2 pg/uL y se cuantificé la concentracion de
proteinas a una absorbancia de 620 nm mediante el espectrofotometro. Con los datos
obtenidos se normalizé el contenido de TAGs.

A continuacidn, las muestras se vortearon y se calentaron durante 5 minutos a 802C

k™ Digital Dry Bath (Labnet International, EEUU). Después, se

en el termobloque AccuBloc
centrifugaron a 13000 rpm durante 5 minutos y en el sobrenadante se cuantificd el
contenido de TAGs mediante un reactivo enzimatico de color proveniente del departamento
de Bioguimica del Hospital Universitario Miguel Servet (Beckman Coulter, EE.UU). Segun el
protocolo, se afiadieron 125 uL/pocillo de la mezcla de reactivos R1 y R2 en una proporcion
4:1 respectivamente, junto con 20 pL de muestra. La placa se incubd durante 5 minutos a
37°C en oscuridad. Por ultimo, se midié la absorbancia a 630 nm utilizando el lector de

placas Synergy HT. Las medidas se realizaron por triplicado.

3.8 ANALISIS POR CITOMETRIA DE FLUJO
La citometria de flujo o separacién de células activadas por fluorescencia (FACS, del
inglés, Fluorescent Activated Cell Sorter) permite estudiar diferentes caracteristicas
metabdlicas y expresion de biomarcadores. En la tabla 2 se recogen las tinciones realizadas,
los fluorocromos utilizados asi como los canales de emisidn de las diferentes sondas.

Tabla 2. Sondas utilizadas en los ensayos de citometria de flujo. APC: Aloficocianina; PE: Ficoeritrina.

Anti-CD133 APC FL6 (661 nm) Expresion de CD133, marcador
especifico de CSCs
LD540 PE FL2 (578 nm) Cuantificacién del contenido
de las GLs
Zombie Violet - FL9 (405 nm) Exclusion de células no viables

Los PDXs incubados con MCA o las esferas de PDXs en cocultivo con los adipocitos o
hMSC durante 48h, se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 minutos, el pellet se lavd con PBS
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y se centrifugd a 13000 rpm durante 1 minuto. El pellet se resuspendidé en 50 pL de tampdn
de bloqueo (2% FBS, 0,5% BSA en 1x PBS) durante 15 minutos en hielo y agitacidon. Después,
las células se tifieron durante 30 minutos en hielo, oscuridad y agitaciéon con 50 pL de
anticuerpo anti-CD133 conjugado con APC (diluido 1/200; Biolegend, EE.UU) o con el
anticuerpo control de Inmunoglobulina G1 (Biolegend, EE.UU). Durante los ultimos 15
minutos, se afiadié 1 plL/muestra de la sonda LD540-PE (0,5 mg/mL) (Obtenido de Luca
Tirinato (King Abdullah University of Science and Technology)) con el objetivo de cuantificar
el contenido de las GLs.

A continuacién, las muestras se centrifugaron a 13000 rpm durante 1 minuto y se
resuspendieron en 100 uL de PBS con Zombie Violet (1/400) (Biolegend, EE.UU). El Zombie
Violet se utilizé para excluir las células no viables mediante su internalizacidn en células con
la membrana danada. Todas las muestras se incubaron durante 30 minutos a temperatura
ambiente y oscuridad. Finalmente, a partir del citometro de flujo (Gallios, Beckman Coulter,
EE.UU) se adquirieron hasta 50.000 células por muestra. Los resultados se analizaron con el
software Flowing v.2.5.1 (Turku, Finland).

3.9 CARACTERIZACION A NIVEL DE EXPRESION GENICA
A partir de las esferas de PDXs provenientes de los cocultivos con adipocitos o hMSC,
se analizo la expresion génica.

3.9.1 EXTRACCION DE ARN

Pasadas las 48h de cocultivo se realizd la extraccién de ARN de las células bajo la
campana de seguridad nivel 2 Filtair 824 (Captair chem, Erlab, Espafia). En primer lugar, las
células se lavaron con PBS, se tripsinizaron con 750 plL de tripsina durante 5 minutos, la
reaccidn se paré con 750 pL de medio RPMI 1640 completo y se centrifugaron a 13000 rpm
durante 2 minutos en la centrifuga Spectrafuge 24D (Labnet International, EE.UU). Después,
en funcién del pellet se afiadieron 500 uL o 1 mL de Tioisocianato de guanidina (Trizol®,
Invitrogen, EE.UU) y se dejé incubar por 5 minutos.

Pasado este tiempo, se comenzd el primer paso de la extraccién donde se llevd a
cabo la precipitacion del ARN. La suspension de células se trasvasd a un phasemaker
(Invitrogen, ThermoFisher Scientific, EE.UU) con el objetivo de separar el ARN del resto de
acidos nucleicos y proteinas que puedan estar presentes en la muestra. Estos eppendorfs
contienen un polimero que separa en tres fases las muestras, una fase acuosa superior, la
interfase y la fase organica inferior. Seguidamente, se anadieron 200 uL de cloroformo por
cada mL de trizol, las muestras se agitaron durante 15 segundos y se dejaron incubar
durante 2-3 minutos. Después, se centrifugaron en la centrifuga Eppendorf™ 5415R
(Eppendorf, Alemania) a 12000 rcf durante 15 minutos a 49C. La capa acuosa superior que
contiene el ARN se transfirid a un nuevo eppendorfy se afladieron 500 uL de isopropanol por
cada mL de trizol para precipitar el ARN. Las muestras se vortearon e incubaron a -202C toda
la noche.
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Tras dicha incubacién, se llevd a cabo el segundo paso de extraccidn que consiste en
el lavado del ARN. Las muestras se centrifugaron a 12000 rcf durante 10 minutos a 4C y el
pellet se resuspendié en 1 mL de etanol al 70%. Después, se vortearon y se centrifugaron a
7500 rcf durante 5 minutos a 49C. A continuacidn, el pellet se resuspendié en 1 mL de etanol
absoluto. Las muestras se centrifugaron en las mismas condiciones, el pellet se dejoé secar y
se solubilizé con 20-50 uL de agua ultra pura (H,0 up) (Qiagen, Germany). Por ultimo, el ARN
extraido se cuantificé con el espectrofotémetro Nanodrop™ 2000 (ThermoFisher Scientific,
EE.UU).

3.9.2 TRANSCRIPCION REVERSA
A partir de las concentraciones obtenidas de las muestras, se realizaron los calculos
necesarios para llevar a cabo la digestion de ADN y posterior retrotranscripcion de ARN a
ADN.

Por un lado, se realizé la digestién con la enzima desoxirribonucleasa (dsDNasa) de
las muestras. Se prepard un volumen total de 10 L, se anadié 1 ug del ARN extraido de cada
muestra junto con 1 plL de dsDNasa (ThermoFisher Scientific, EE.UU) y 1 uL de buffer de
dsDNasa 10X (ThermoFisher Scientific, EE.UU), completando el volumen con H,0 up (Tabla
3). Seguidamente, se realizd la primera incubacion de la reaccién a 372C durante 2 minutos
en el termociclador MyCycIerTM Thermal Cycler System (BioRad, EE.UU).

Por otro lado, el ARN se retrotranscribio mediante el kit Maxima™ cDNA H Minus
Synthesis Master Mix (5X) (ThermoFisher Scientific, EE.UU). El kit contiene la enzima
transcriptasa reversa Maxima H Minus y H,O up. En los 10 uL de la reaccion anterior, se
afadieron 6 pL de H,O up y 4 pulL de la enzima, obteniendo un volumen de 20 uL (Tabla 3). A
continuacion, la reaccién se incubd en el termociclador durante 10 minutos a 25°C, 15
minutos a 509C y 5 minutos a 852C. Finalmente, el ADNc puro se diluyé en 180 uL de H,O up
para realizar la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR,
del inglés, Real time quantitative Polymerase Chain Reaction).

Tabla 3. El nimero de reacciones, los reactivos, la cantidad de reactivo por tubo y la cantidad total de cada
mezcla se describen en la tabla.

1 pg ARN extraido 8
DIGESTION CON Buffer dsDNasa 1 10
dsDNasa 10X
dsDNasa 1
. H,0
RETROTRANSCRIPCION ; ZTMUp
. Maxima ™ cDNA H
CON Maxima Master . . 10
Mix Minus Synthesis 4
Master Mix

20
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3.9.3 RT-gPCR
La RT-gPCR es una técnica utilizada para amplificar y cuantificar genes de interés en
muestras de ADN con cebadores especificos y una sonda fluorescente. En este caso se utilizd
la sonda SYBR Green, molécula fluorescente capaz de asociarse al ADN. Por tanto, el niUmero
de moléculas de ADN amplificadas puede cuantificarse con la intensidad de la sefial
fluorescente en tiempo real. De este modo, cuanto mayor es la cantidad de ADN en la
muestra, se producira mayor fluorescencia.

Las RT-qPCR se llevaron a cabo en el dispositivo StepOnePlus™ Real-Time PCR System
(Applied BiosystemsTM, ThermoFisher Scientific, EE.UU) en unas condiciones experimentales
especificas: se utilizé la PowerUp™ SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems,
ThermoFisher Scientific, EE.UU) para detectar el ADN de doble cadena, y diferentes
cebadores o primers para amplificar la secuencia diana de cada gen (ANEXO I). La reaccion
de RT-gPCR se realizdé en placas de 96 pocillos MicroAmp® AGst (0,1 mlL) (Applied
Biosystems®, ThermoFisher Scientific, EE.UU). En primer lugar, se preparé una master mix
compuesta por 5 uL de SYBR Green y 0,5 uL de cada uno de los cebadores directo y reverso
especificos para cada gen de interés. A continuacién, se cargaron 4 plL/pocillo de las
muestras de ADNc por duplicado, y posteriormente, se afiadieron 6 plL/pocillo de cada
master mix.

Después, las placas se cubrieron con cubiertas adhesivas Opticas (Applied
biosystems®, ThermoFisher Scientific, EE.UU) y se centrifugaron a maxima velocidad durante
3 minutos. Por ultimo, se establecieron las condiciones experimentales y se coloco la placa
en el sistema de PCR en tiempo real StepOnePlus™ vy se realizé la RT-gPCR en 1 hora
aproximadamente. Durante el proceso se realizaron las etapas que se detallan en la tabla 4.

Tabla 4. Etapas transcurridas durante la reaccion de RT-qPCR.

Iniciacion s02C> 2

95eC-> 2’

Desnaturalizacion 95eC- 3”

Hibridacién/Extension 502C—> 2’
Curva de melting 95eC—> 15”; 502C—> 2’

Finalmente, se analizd la curva de melting de cada gen para comprobar que no se
habian formado productos no especificos. Ademas, se ajusté el umbral del nimero de ciclos
(C,, del inglés, cycle threshold). Un valor bajo de C;, se corresponde con una cantidad inicial
mayor del gen de interés en la muestra. Por Ultimo, se calculd la expresion relativa de cada

-AACt

gen con el método 2 mediante el gen constitutivo HPRT como control enddgeno.
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3.10 ANALISIS ESTADISTICO

Las representaciones graficas y el analisis estadistico se realizaron con el programa
GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EE.UU). Las diferencias estadisticas
se determinaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) y la prueba post hoc de
Bonferroni cuando se cumplian las condiciones pertinentes paramétricas. El analisis de
variables no paramétricas (cuando presentaban diferencias significativas para el test de
Shapiro-Wilk) se realiz6 mediante la prueba de Friedman con Dunn’s post-test para evaluar
la existencia de diferencias entre todas las condiciones. Los datos se expresaron como las
medias con barras de error que representan los errores estandar de la media (SEM) de al
menos 3 experimentos. En todas ellas el valor p < 0,05 se considerd estadisticamente
significativo y las diferencias significativas se clasificaron en: * p<0 ,05; ** p<0,01; ***
p<0,001.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ANALISIS BIOINFORMATICO

En primer lugar, se realizd un andlisis bioinformatico utilizando el servidor web
GEPIA2 para determinar la expresion relativa de algunos genes que regulan el metabolismo
lipidico, a partir de los datos transcripcionales de pancreas humano normal y tejido de ADP.
Entre ellos se incluyen los genes implicados en el transporte de AGs en diversos tejidos
(CD36, SLC27A1, SLC27A3 y SLC27A4) y en el metabolismo de los mismos (FASN y CPT1A).
Los genes de transportadores de AGs se escogieron debido a que diferentes estudios han
determinado que estdn involucrados con la acumulacion lipidica en células tumorales
(53,57,58). De hecho, a excepcidon de CD36 el resto de genes mostraron un incremento
estadisticamente significativo en el tejido tumoral de ADP en comparacién con el tejido
normal (Figura 7). No obstante, se escogié dicho gen ya que se ha demostrado que el
transportador CD36 tiene un papel muy importante en la captacién de AGs en las células
cancerosas y en la regulacién de la B-oxidacién en diversos tipos de cancer, como el gastrico
(51), de ovario (53), de prostata (52) y carcinoma hepatocelular (89).

Por otro lado, la expresion de los genes estudiados estd correlacionada
positivamente y de forma estadisticamente significativa con las firmas genéticas de
pluripotencia y EMT, a excepcidon de CD36 (Tabla 5). En general, estos resultados sugieren
que existe una asociaciéon entre el metabolismo lipidico y las firmas relacionadas con las CSCs
pancreaticas y la agresividad. De hecho, estdn en consonancia con estudios que demuestran
un papel crucial del metabolismo lipidico en la progresién tumoral del ADP (46) y en la
funcionalidad de las CSCs pancreédticas (63).

En consecuencia, nos propusimos estudiar la interaccion entre el metabolismo
lipidico en lo que respecta al papel del tejido adiposo del microambiente tumoral y las
propiedades de las CSCs pancreaticas.
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Figura 7. El metabolismo lipidico esta asociado a la agresividad en el ADP humano. Expresién relativa

de algunos genes que regulan el metabolismo lipidico en pancreas normal humano (N) y tejidos de ADP

(T), utilizando las bases de datos TCGA y GTEx mediante el servidor GEPIA2. TPM (del inglés, transcripts
per million). * p <0,05.
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Tabla 5. Correlacion de la expresion de los genes implicados en el metabolismo lipidico con las firmas
genéticas de pluripotencia (NANOG, KLF4, SOX2 y OCT4) y EMT (SNAIL, SLUG y ZEB1). Correlacién obtenida de
las bases de datos TCGA y GTEx mediante el servidor GEPIA2.

CD36 -0,18 0,00079 -0,14 0,0079
SLC27A1 0,63 <0,0001 0,56 <0,0001
SLC27A3 0,55 <0,0001 0,49 <0,0001
SLC27A4 0,62 <0,0001 0,54 <0,0001

AGSN 0,41 <0,0001 0,43 <0,0001

CPT1A 0,55 <0,0001 0,62 <0,0001

4.2 EFECTO DEL MCA SOBRE EL FENOTIPO CSC

En primer lugar, para evaluar los efectos del tejido adiposo sobre el fenotipo de las
CSCs pancredticas, los cultivos primarios de ADP se incubaron con MCA. De este modo
comprobamos si las sefales adipocitarias promueven la agresividad y otras caracteristicas
asociadas a las CSCs que se han descrito en diferentes estudios (24,50). Para ello, se analizé
mediante FACS el contenido en CD133", marcador proteico de membrana expresado por las
CSCs y el contenido de las GLs, mediante la sonda LD540. Ambos analisis se realizaron en los
PDXs 185 y 265 tras la incubacion durante 48h con MCA o MCM derivados de las lineas
celulares 74SC y 78SC, provenientes de tejido graso subcutaneo. Dada la importancia de los
adipocitos en otros tumores como los de mama y ovario (83,86), consideramos que estos
adipocitos subcutaneos podrian promover el crecimiento y progresion del ADP.

Por un lado, en la figura 8A se observa una disminucidn significativa del contenido de
CD133" en las células de ADP cuando se incuban tanto con MCA como MCM respecto al
control. Tras la incubacién con MCA se podria esperar un incremento del contenido en
CD133", ya que como se ha descrito anteriormente la presencia de lipidos y/o mediadores
lipidicos favorecen la funcionalidad de las CSCs (27). No obstante, estudios recientes han
evidenciado que existen diferencias en los efectos sobre las células cancerosas cuando se
compara la grasa visceral con la subcutdnea (24). De hecho, se ha demostrado que la
incubacién con grasa visceral promueve significativamente la migracién e invasiéon en
modelos in vitro (24) e in vivo (90,91). Ademas, previamente nuestro grupo de investigacion
obtuvo resultados preliminares en los que observaron un aumento del porcentaje de células
CD133+ tras la incubacion con MCA derivado de lineas celulares provenientes de tejido graso
visceral.

Por otro lado, la figura 8B muestra el contenido lipidico en las células de ADP. Se
observa un incremento significativo del contenido lipidico en la subpoblacién CD133" al
incubarse con el MCA proveniente de la linea 74SC pero no en la 78SC. Ello podria deberse al
tiempo de diferenciacién en que se recogieron los MCA, el cual fue mayor en el caso de la
linea 74SC. Esta diferencia de tiempo puede hacer que los adipocitos acumulen un mayor
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numero de GLs o un contenido mayor de TAGs en las mismas. Asimismo, el incremento del
contenido lipidico observado parecié ser mayor en la linea 185 frente a la 265, lo que se
corresponde con que el PDX 185 se haya descrito como lipogénico. Como se trata de una
linea con un metabolismo predominante lipogénico, sintetiza una mayor cantidad de TAGs a
partir de AGs libres, por lo que se podria relacionar con una mayor acumulaciéon de GLs
(Figura 8B) tras la incubacion con MCA.

Por ultimo, no se observaron diferencias en el contenido lipidico de la subpoblacién
CD133 de las células de ADP.
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Figura 8. Efecto sobre el fenotipo CSC de ADP tras la incubacidon con MCA derivados de las lineas 74SC y
78SC durante 48h. A. Contenido de CD133" en los PDXs de estudio. B. Contenido lipidico en las
subpoblaciones CD133"y CD133" de los PDXs de estudio.*vs control (DMEM alto en glucosa). n=6.

4.3 PUESTA A PUNTO DE LAS CONDICIONES DEL SISTEMA DE COCULTIVO
Dado que no se observaron grandes diferencias tras la incubacién de los PDXs de ADP
con los MCA, se optd por llevar a cabo cocultivos directos e indirectos de adipocitos y esferas
de PDXs de ADP durante 48h. Los cocultivos se realizaron con esferas de PDXs ya que tienen
una mayor proporcién de CSCs que un cultivo en adherencia, y asi evaluar el fenotipo de las
CSCs.

Para ello, se testaron diferentes condiciones de medios en ambos tipos celulares para
elegir la condicion éptima de cocultivo que conservara las caracteristicas de las poblaciones
celulares individuales y permitiera estudiar el efecto del cocultivo. Se usaron como control
DMEM-F12 suplementado con 2% de B27 y FGF (medio de esferas) y DMEM alto en glucosa
con 10% de FBS (medio de adipocitos) y ademas, se evaluaron los diferentes porcentajes de
FBS utilizando medio DMEM-F12 suplementado con 10%, 5% y 2% de FBS y medio DMEM-
F12 suplementado con 2% de B27. De este modo, se tuvieron en cuenta todos los factores
gue pudieran afectar al crecimiento de ambos tipos celulares.

La evaluacién se llevé a cabo por un lado mediante microscopia de contraste de fase;
no se observo diferencias entre los distintos medios en la morfologia de las esferas ni de los

26



adipocitos (datos no mostrados). No obstante, se comprobd de forma cuantitativa mediante
analisis por FACS de las esferas y cuantificaciéon de TAGs y ORO en los adipocitos.

La figura 9A muestra que no hay diferencias significativas en el contenido de CD133"
en esferas del PDX 185 entre los medios de estudio. Del mismo modo, se estudid el
contenido lipidico mediante la sonda LD540 en la misma linea celular en las subpoblaciones
CD133" y CD133". La figura 9B refleja que existe un pequefio incremento en la condicidn
DMEM-F12 + 10% FBS en ambas subpoblaciones respecto al medio de esferas control,
mientras que las condiciones DMEM-F12 al 5% y 2% de FBS y medio de adipocitos control
permanecen constantes en ambas subpoblaciones. Sin embargo, se observa una ligera
diminucién en el caso de DMEM-F12 + B27 respecto al medio de esferas tanto en la
subpoblacién CD133* como en la CD133".

Por otro lado, se estudié el contenido de TAGs y ORO en adipocitos de la linea 785C
con los distintos medios de estudio. En la figura 9C se observa un incremento del contenido
de TAGs en el caso de DMEM-F12 + 10% FBS y una disminucién en las condiciones de medio
de esferas y adipocitos. El resto de condiciones estudiadas permanecieron constantes. Por
ultimo, la figura 9D refleja la cuantificacion de la tincion del ORO en los adipocitos,
mostrando que no existen cambios de los AGs acumulados en los adipocitos tras la tincién
ORO entre condiciones.

Asi pues, teniendo en cuenta los resultados de las diferentes técnicas utilizadas con el
objetivo de seleccionar la condicién dptima para ambos tipos celulares, se optd por el medio
DMEM-F12 + 5% FBS. Se escogié dicho medio debido a que en todas las técnicas se
obtuvieron valores constantes en comparacién con los otros medios estudiados. Es cierto
gue la condicién de DMEM-F12 + 2% FBS también tuvo valores constantes como el DMEM-
F12 + 5% FBS, no obstante, se consideré que el porcentaje de 2% de FBS pudiera ser bajo
para los adipocitos a largo plazo.
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Figura 9. Puesta a punto de las condiciones de cultivo en esferas de PDXs de ADP y adipocitos tras 48h de
incubacién con los medios de estudio. A. Contenido de CD133" en esferas del PDX 185. B. Contenido lipidico
en las subpoblaciones CD133" y CD133" en esferas del PDX 185. C. Cuantificacidn del contenido de TAGs en la
linea de adipocitos 78SC. Absorbancia medida a 630 nm. D. Cuantificacidn de los lipidos acumulados tras la
tincion con ORO en la linea 78SC. Absorbancia medida a 500 nm. n=1.

Tras elegir el medio éptimo para el cocultivo, se llevé a cabo una comparacién entre
cocultivos directos e indirectos de esferas de PDXs de ADP (denotado como ADP) con
adipocitos (denotado como adipo). En la figura 10A se muestra la cuantificacion de TAGs en
el sobrenadante comparando ambos tipos de cocultivos. No se observaron diferencias
significativas entre un tipo de cocultivo y otro. Sin embargo, el cocultivo directo mostrd una
gran adherencia de las esferas a los adipocitos, lo que complicaba la posterior recogida y
andlisis de las mismas (Figura 10B). Por ello, se decidié estudiar la comunicacién entre
adipocitos y esferas de PDXs de ADP en cocultivo indirecto.

Sin embargo, se podria pensar que es necesario un contacto directo de ambos tipos
celulares para que los AGs provenientes de los adipocitos sean transferidos a las células de
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ADP. No obstante, varios estudios han indicado que los adipocitos pueden liberar AGs en el
medio extracelular que pueden ser absorbidos por las células tumorales cercanas, sin
necesidad de haber un contacto directo celular (57,86).
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Figura 10. Comparacion de cocultivo indirecto y directo. A. Cuantificacidn del contenido de TAGs presentes en
el sobrenadante de cocultivos indirecto y directo de adipocitos y esferas de PDXs de ADP durante 48h.
Absorbancia medida a 630 nm. B. Imagen representativa del cocultivo directo, se observan las esferas (*) y
adipocitos (=). Magnificacion 20X. *vs control (DMEM-F12 + 5% FBS). n=7-8.

4.4 EFECTOS FENOTIPICOS EN RESPUESTA AL COCULTIVO
Dado que una de las principales fuentes exdgenas de AGs para las células son la
liberacion de estos por parte del tejido adiposo (46,47), se recogid el sobrenadante
proveniente de cocultivos indirectos para estudiar el contenido de TAGs.

La figura 11 muestra un incremento significativo en el contenido de TAGs en el
sobrenadante de la condicion de cocultivo de adipocitos con esferas de ADP en comparacién
al control. Sin embargo, se podria esperar una reduccidon de los TAGs presentes en el
sobrenadante al cocultivar los adipocitos con las esferas, ya que podria indicar que las
esferas estan captando dichos TAGs. No obstante, se ha de tener en cuenta que el test mide
los TAGs presentes en el medio pero no AGs que es lo que liberan los propios adipocitos. En
efecto, Okumura. T et al (24) determinaron que el cultivo indirecto de adipocitos con células
cancerosas pancreaticas incrementd la concentracion de AGs en el medio, indicando que las
células cancerosas inducian lipdlisis y promovian la liberacidon de AGs de los adipocitos. Por
tanto, la presencia de células cancerosas afecta directamente a la funcionalidad de los
adipocitos. En nuestro caso, en la figura 11 se observa que la presencia de esferas en el
cocultivo produce un ligero incremento de TAGs en el medio si se compara con los
adipocitos solos.
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Por otro lado, la figura 11 muestra un comportamiento diferencial entre PDXs, ya que
en las condiciones con esferas de ADP el sobrenadante proveniente del PDX 265 tiene unos
niveles mas elevados de TAGs que el del PDX 185. Asi pues, ello podria indicar que fueran las
propias esferas las que produjeran TAGs y los expulsaran al medio. De hecho, en la figura 11
se puede observar que el nivel basal de TAGs en las esferas solas de ADP es ligeramente mas
alto que en la propia condicion de adipocitos. No obstante, se ha de tener en cuenta que
dicho incremento en TAGs también se puede observar en la condicion hMSC sin esferas de
ADP. Por tanto, no se puede considerar que las esferas sean las responsables del mayor
aumento de TAGs en el PDX 265.
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Figura 11. Cuantificacion del contenido de TAGs presentes en el sobrenadante de cocultivos de adipocitos y
esferas de PDXs de ADP durante 48h. Absorbancia medida a 630 nm. *vs control (DMEM-F12 + 5% FBS). n=7-8.

4.4.1 EFECTOS FENOTIPICOS EN ADIPOCITOS EN RESPUESTA AL COCULTIVO
A continuacién, se estudiaron los cambios fenotipicos que el cocultivo induce sobre
los adipocitos en relacién al acimulo de lipidos, lo que permite ver si las células tumorales
modifican las caracteristicas de los adipocitos. Sin embargo, no se ha estudiado que factores
lipoliticos secretados por las células de ADP son los responsables de realizar cambios
morfoldgicos/fenotipicos en adipocitos.

En la figura 12A se refleja el contenido de TAGs presentes en los adipocitos. Se puede
observar un incremento significativo de los TAGs presentes en los adipocitos en
comparacion con las hMSC, como era de esperar. Sin embargo, los resultados muestran un
menor incremento del contenido de TAGs cuando los adipocitos son cocultivados con las
esferas en comparacion con los adipocitos solos. Ello puede deberse a que las esferas han
inducido lipdlisis en los adipocitos y estos han reducido su contenido intracelular de TAGs,
tal y como se ha evidenciado en cocultivos de adipocitos con células de cancer de mama
(50,92), melanoma (57) y cancer de pancreas (88). En conjunto, estos resultados demuestran
que las células de ADP estimulan parcialmente la movilizacién de AGs de las reservas de
TAGs de los adipocitos, lo que coincide con estudios previos (24,85).
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Por otro lado, la figura 12B muestra una imagen representativa de la tincién de los
adipocitos con ORO. En la figura 12C se observa un incremento significativo de la
acumulacién lipidica en los adipocitos y los adipocitos cocultivados con las esferas de ADP,
respecto a las hMSC. No obstante, no se obtiene la disminucidn observada en los TAGs en el
caso de los adipocitos cocultivados con esferas de ADP. Sin embargo, ello puede deberse a
que la técnica de cuantificaciéon de TAGs es mas sensible que la tincion ORO.

Estudios recientes han determinado que los adipocitos cocultivados con células de
cancer de pancreas mostraron una notable reduccién del tamafio de las GLs en comparacion
con los adipocitos solos (50,88,93). En cambio, en el presente trabajo no se obtuvieron
diferencias del tamafio de las GLs entre ambas condiciones (datos no mostrados), lo que se
puede atribuir al tiempo del cocultivo. Dichos estudios mantuvieron el cocultivo durante 5 o
8 dias en comparacion con nuestras 48h, por ello, se trata de una cuestién a tener en cuenta
para futuros ensayos de cocultivo.
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Figura 12. Efectos observados en adipocitos en respuesta al cocultivo con esferas de PDXs de ADP. A.
Cuantificacion del contenido de TAGs presentes en los adipocitos de cocultivos durante 48h.
Absorbancia medida a 630 nm. B. Imagen representativa delos adipocitos tefiidos con ORO (4X),
magnificacion de 20X. Barra de escala, 33um. C. Cuantificacién de los lipidos acumulados tras la tincion
con ORO. Absorbancia medida a 500 nm. *vs hMSC. n=7-8.

4.4.2 EFECTOS FENOTIPICOS Y FUNCIONALES EN ESFERAS DE ADP EN RESPUESTA AL
COCULTIVO

Del mismo modo, también se estudiaron los efectos fenotipicos y funcionales que el
cocultivo induce sobre las esferas de ADP, es decir, sobre las CSCs. Para ello, se analizd
mediante FACS y RT-qPCR los cambios producidos en esta subpoblaciéon celular.

En primer lugar, en la figura 13A no se observan diferencias significativas en el
contenido de CD133" entre las esferas solas o cocultivadas con hMSC o adipocitos, a
diferencia de lo observado con los medios condicionados. En cuanto al contenido lipidico
(Figura 13B) tampoco se observaron diferencias significativas, aunque se mostré un ligero
incremento en la subpoblacién CD133" en los adipocitos cocultivados con esferas de ADP.
Este incremento en el contenido lipidico de las esferas de ADP se puede relacionar con el
observado en la figura 8B al incubar los PDXs con MCA derivado de la linea 74SC. No
obstante, no existe una correlacion entre que el mayor incremento del contenido lipidico sea
en el PDX 185 con medios condicionados y en el PDX 265 tras el cocultivo con adipocitos.

Cabe destacar que en otros estudios de cocultivos de adipocitos con células
tumorales si que se ha obtenido una correlacién evidente entre los resultados de las células

cancerosas cultivadas con MCA y células cancerosas en cocultivo indirecto con adipocitos
(24,57,93).
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Figura 13. Efectos sobre el fenotipo en esferas de ADP, es decir CSCs, en respuesta al cocultivo. A. Contenido
de CD133" tras cocultivo de adipocitos con esferas de PDXs de ADP durante 48h. B. Contenido lipidico en las
subpoblaciones €CD133"y CD133" tras cocultivo de adipocitos con esferas de PDXs durante 48h. n=6.

32



A partir de las esferas de ADP provenientes del cocultivo se realizé un estudio de la
expresion génica de dichas células. En primer lugar, se estudiaron los genes relacionados con
la pluripotencia. La figura 14A indica que no existen cambios en la expresion de dichos genes
en ninguna de las condiciones de estudio, lo que confirma los resultados obtenidos en el
contenido de CD133" en esferas de ADP.

Por otro lado, se estudiaron aquellos genes de EMT que formaban parte de la firma
genética estudiada en los datos bioinformaticos. En la figura 14B se muestra un incremento
significativo en dos de los genes estudiados, SLUG y ZEB1 en la condicion del cocultivo de
adipocitos con esferas de ADP. La expresién de ZEB1 también incrementa con el cocultivo de
hMSC con esferas de ADP. De hecho, diferentes estudios han evidenciado que células de
cancer cocultivadas con adipocitos habian aumentado la expresion de genes asociados al
estado de EMT (83,88,89), lo que indica un cambio hacia fenotipos CSC mas mesenquimales
(88,94). Este cambio fenotipico da lugar a una mayor migracién, capacidad de invasién y
resistencia a la apoptosis en otros tipos de cancer (89), facilitando de este modo la
progresién hacia un fenotipo metastdsico (31,95,96). Por tanto, se podria considerar
estudiar en un futuro estas propiedades asociadas al fenotipo CSC.

Finalmente, se estudid la expresion de los genes relacionados con el metabolismo
lipidico en las esferas de ADP, en concreto transportadores de AGs y dos enzimas
metabdlicos importantes evaluados en el ensayo bioinformatico. Tal y como se observa en la
figura 14C, se obtuvo un incremento significativo en los niveles de expresién de CD36 en las
esferas de ADP cocultivadas con adipocitos. Debido al destacado papel del transportador
CD36 en la importacion de AGs a las células cancerosas y en la regulacion de procesos como
la B-oxidacién (53,89), no es de extrafiar su incremento de expresidon en esferas de ADP. Esta
sobre-expresidon del transportador CD36 se ha observado en cocultivos de células de
diversos canceres con adipocitos, los cuales lo relacionan con el metabolismo, la progresion
y agresividad tumoral, todo ello asociado con el fenotipo CSC (50,53,89).

Sin embargo, en el ensayo bioinformatico (Figura 7) fue el Unico gen en el que no se
obtuvieron diferencias significativas en el tejido de ADP. Por tanto, estos resultados indican
gue los adipocitos son capaces de inducir cambios metabdlicos en las CSCs pancreaticas, ya
que las esferas de ADP cocultivadas con adipocitos muestran un incremento de la expresién
del transportador CD36, relacionado con la captacion y transporte de AGs. Este
comportamiento observado en nuestro estudio, del mismo modo se determind en células
cancerosas de proéstata cocultivadas con adipocitos (87). En conjunto, estas observaciones
apoyan un modelo en el que las células cancerosas adaptan su metabolismo en respuesta a
la disponibilidad de lipidos en el microambiente, procedentes de adipocitos adyacentes. Por
otro lado, debido al importante papel del transportador CD36 en la importacién de AGs en
células tumorales, la inhibicién del mismo con sulfo-N-succinil oleato (SSO), inhibidor de
CD36, podria utilizarse como estrategia terapéutica contra las CSCs pancreaticas. De hecho,
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Okumura. T et al (24) observaron una reduccién del numero de GLs en las células cancerosas
pancreaticas tras tratarlas con SSO.

Dado que el CD36 se une a multiples ligandos, depende en gran medida de
cotransportadores para mediar el transporte especifico de AGs al interior de las células, que
suelen ser miembros de la familia FATP/SLC27A (56,97).

En el resto de genes de transportadores de AGs (SLC27A1, SLC27A3 y SLC27A4)
estudiados no se observaron diferencias significativas en el cocultivo de adipocitos y esferas
de ADP (Figura 14C), de forma contraria a lo que ocurre en otros tipos de cancer (57). No
obstante, se tendria que realizar un estudio a nivel proteico o de su actividad para confirmar
los resultados observados. En efecto, en el ensayo bioinformatico (Figura 7) se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas entre tejido de ADP y normal, sin embargo, se ha
de tener en cuenta que son datos de tejidos de ADP derivados de pacientes con un valor de
n muy grande. Ademas, nuestro estudio se centra en esferas de ADP provenientes de
cocultivos, mientras que el ensayo bioinformatico analiza muestras de tejidos. No obstante,
se necesita un mayor numero de replicados para obtener unas conclusiones decisivas.

En cuanto a la expresion del gen FASN tampoco se observaron diferencias
significativas (Figura 14C). EI FASN es la enzima lipogénica mas ampliamente estudiada en las
células de ADP. De hecho, se ha determinado una expresion elevada del gen que codifica
FASN en cdncer de pdancreas, y un nivel elevado de esta proteina se asocia con un mal
prondstico (66,98,99).

Sin embargo, lo que se podria esperar seria una disminucién de su expresién, ya que
varios estudios han evidenciado que las células no dependen tanto de la lipogénesis de novo
cuando tienen una fuente exdgena de lipidos (57,88). De hecho, otro estudio ha demostrado
qgue la inhibicién del transportador CD36 produjo un incremento de la expresion proteina
FASN, necesaria para la sintesis de AGs (50).

Las células cancerosas muestran con frecuencia cambios en las enzimas implicadas en
la B-oxidacion de AGs. El paso que limita la velocidad de este proceso es la translocacion de
AGs a través de la membrana mitocondrial externa mediante el enzima CPT1 (42,49). Debido
a las diferencias significativas observadas en el ensayo bioinformatico (Figura 7), se estudio
la expresién del enzima CPT1A, isoforma altamente expresada en tumores pancreaticos (70).
Sin embargo, la figura 14C muestra que no se observaron diferencias significativas en el
estudio de la expresién del gen CPT1A.

En efecto, se podria esperar un incremento de la expresiéon de CPT1A en caso de que
las células cocultivadas utilizaran los lipidos derivados de los adipocitos para la B-oxidacién
de AGs. De hecho, se ha determinado que una expresion alta de la enzima CPT1A, indica una
elevada produccién de energia mediante la B-oxidacién, es decir, ATP (57). No obstante, no
se corresponde con nuestros resultados. Del mismo modo que en los transportadores de
AGs, los resultados obtenidos se tendrian que confirmar a nivel proteico o de su actividad.
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Figura 14. Expresion génica relativa de las esferas de ADP provenientes de cocultivo durante 48h. A. Genes
de pluripotencia (NANOG, KLF4, SOX2 y OCT4). B. Genes de EMT (SNAIL, SLUG y ZEB1). C. Genes de
transportadores de AGs (SLC27A1, SLC27A3 y SLC27A4) y dos enzimas del metabolismo lipidico (FASN y CPT1A).
*vs ADP. n=5-6.
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5. CONCLUSIONES
Las conclusiones obtenidas a partir del estudio realizado son las siguientes:

- Los genes estudiados del metabolismo lipidico se sobre-expresan en el tejido de ADP
y se correlacionan positivamente con las firmas genéticas de pluripotencia y EMT.

- Laincubacién de los PDXs con MCA redujo el contenido de CD133" e incrementd el
contenido lipidico (solo en la linea 74SC) en la subpoblacién CD133". Ademas, existen
indicios de un comportamiento diferencial entre PDXs.

- No hubo diferencias entre cocultivos directos e indirectos de esferas de ADP con
adipocitos. Por tanto, se optd por el cocultivo indirecto debido a su facil manejo en
medio DMEM-F12 + 5% FBS.

- El contenido de TAGs incremento en el sobrenadante de cocultivos. No obstante, en
los adipocitos cocultivados con esferas de ADP se obtuvo una menor acumulacién de
TAGs. Ademas, en las esferas de ADP provenientes de cocultivo hubo un ligero
incremento en el contenido lipidico de las CD133", relacionado con el del MCA. Esto
podria indicar que las esferas han inducido la liberacién de AGs de los adipocitos,
parte de los cuales han sido captados por las células CD133".

- Las esferas de ADP provenientes de cocultivo con adipocitos no mostraron
diferencias en el contenido de CD133", confirmado por la expresidn estable de los
genes de pluripotencia. Por otro lado, se sobre-expresaron los genes ZEB1 y SLUG,
asociados a un fenotipo CSC mds mesenquimal e invasivo.

- Por ultimo, los lipidos derivados de los adipocitos podrian ser captados por el
transportador CD36, sobre-expresado en esferas de ADP. Por tanto, considerando el
analisis bioinformatico, los adipocitos son capaces de inducir cambios metabélicos en
las CSCs pancreaticas.

En general, esta puesta a punto ha demostrado que existe una comunicacién entre
los adipocitos y las CSCs de ADP.
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6. CONCLUSIONS
The conclusions obtained from the study are as follows:

- The studied lipid metabolism genes are overexpressed in PDAC tissue and correlate
positively with pluripotency and EMT gene signatures.

- Incubation of PDXs with MCA reduced CD133" content and increased lipid content
(only in line 74SC) on CD133" subpopulation. In addition, there are indications of
differential behaviour between PDXs.

- There was no difference between direct and indirect cocultures of PDAC spheres with
adipocytes. Therefore, indirect coculture was chosen due to its ease of handling in
DMEM-F12 + 5% FBS medium.

- The content of TAGs increased in the coculture supernatant. However, in adipocytes
cocultured with PDAC spheres, a lower accumulation of TAGs was obtained.
Furthermore, there was a slight increase in the lipid content of CD133" in PDAC
spheres from coculture, related with MCA content. This could indicate that the
spheres induced the release of AGs from adipocytes, some of which were taken up by
CD133" cells.

- PDAC spheres from coculture with adipocytes showed no difference in CD133"
content, confirmed by stable expression of pluripotency genes. Moreover, ZEB1 and
SLUG genes, associated with a more mesenchymal and invasive CSC phenotype, were
overexpressed.

- Finally, adipocyte-derived lipids could be taken up by the CD36 transporter, over-
expressed in PDAC spheres. Therefore, considering the bioinformatics analysis,
adipocytes are able to induce metabolic changes in pancreatic CSCs.

Overall, this set-up has demonstrated that there is a communication between
adipocytes and PDAC CSCs.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS
Cabe destacar que este proyecto forma parte de una nueva linea de investigacion del
laboratorio, y que con el presente trabajo se pretendia realizar una puesta a punto de un
sistema de cocultivo. Por ello, este proyecto tiene una continuidad con la finalidad de seguir
estudiando la interaccién entre el metabolismo lipidico y las CSCs pancredticas. Se pretende:

- Estudiar la interaccién adipocitos-CSCs pancreaticas de forma bidireccional, de qué
manera influyen las CSCs en los adipocitos. Ademads, estudiar los factores de
sefializacion procedentes de adipocitos como adipoquinas y citoquinas.

- Estudiar la expresidn génica de PDXs incubados con MCA.

- Realizar diferentes ensayos de funcionalidad como de proliferacion, invasion vy
migracion en esferas de ADP cocultivadas con adipocitos, para estudiar otros efectos
relacionados con el fenotipo de las CSCs.

- Estudiar a nivel proteico las diferentes proteinas involucradas en el metabolismo
lipidico en esferas de ADP cocultivadas con adipocitos.

- Examinar la produccién de ATP en las esferas de ADP provenientes de cocultivo para
determinar en qué medida afecta una fuente exdgena de lipidos a la produccién de
energia celular.

- Llevar a cabo experimentos para ver el efecto de inhibidores de transportadores y/o
enzimas implicadas en alguin proceso del metabolismo lipidico. Por ejemplo: SSO,
inhibidor del transportador CD36 que esta implicado en la reduccién de aciumulos
lipidicos en las células cancerosas pancreaticas (24); Etomoxir, inhibidor de la enzima
CPT1A que resulta en la inhibicidn de la B-oxidacién (42,70).

- Examinar como afecta la presencia de lipidos y/o adipocitos en el fenotipo
quimioresistente de las CSCs. Ademas, estudiar el efecto del agente
quimioterapéutico gemcitabina en esferas de ADP cocultivadas con adipocitos.
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ANEXO |
Tabla 6. Listado de primers utilizados para realizar las RT-qPCRs

HPRT-reverse

HPRT-forward
KLF4-reverse

KLF4-forward

SOX2-reverse
SOX2-forward
NANOG-
reverse
NANOG-
forward
OCT4-reverse

OCT4-forward

SNAIL-reverse
SNAIL-forward

SLUG-reverse

SLUG-forward
VIM-reverse

VIM-forward
ZEB1-reverse
ZEB1-forward
CD36-reverse

CD36-forward

SLC27A1-
reverse
SLC27A1-
forward
SLC27A3-
reverse
SLC27A3-
forward
SLC27A4-
reverse
SLC27A4-
forward

CGA GCA AGA CGTTCAGTCCT
TAGSA CCT TAGSATTT ATT TTAGS CAT
ACC
ATAGS TAGST AAG GCG AGG TAGSG
TC

ACC CACACA GGT GAGAAA CC

CGG GGCCGG TATTTATAATC
AGA ACC CCA AGA TAGSC ACA AC
TAGSC CACCTCTTA GATTTC ATT CTC
T

AGA ACT CTC CAA CAT CCT GAA CCT

CTAGS CAG TAGST GGG TTT CGG GCA
CTT GCT GCA GAA GTAGS GGT GGA
GGAA
TAGSA CAT CTAGS AGT GGG TCT GG
GCTCCTTCG TCCTTCTCCTC

TTC TCC CCC GTAGS TAGSA GTT CT

GTAGS TTT GCA AGA TCT GCG GC

TCCTCCGCCTCCTAGSCAGG TTCTT
GAC AAT GCG TCT CTAGS GCA CGT
CTT

CTAGS GTCCTCTTC AGG TAGSC C

GAT GAT GAA TAGSC GAG TCA GAT GC

CAG CGT CCT GGG TTACATTTTC

TAGSA TAGSA ACA GCA GCAACATTC
A

CCC CAG CAG CCACAACAG

CTCTCT GCT TCC CCA GGA TAGS

CTAGS TAC CGG GCA GTT GTAGS AG

GTT CGG ATAGS GCA AAT GAG GG

ACA GAT GAG GCG GGT CAATAGS

GGCTCA GGG GCC AAT AAACT

Sigma-Aldrich, EEUU
Sigma-Aldrich, EEUU

InvitrogenwI , ThermoFisher
Scientific, EEUU
InvitrogenwI , ThermoFisher
Scientific, EEUU
Sigma-Aldrich, EEUU
Sigma-Aldrich, EEUU

Sigma-Aldrich, EEUU

Sigma-Aldrich, EEUU
Sigma-Aldrich, EEUU
Sigma-Aldrich, EEUU

Sigma-Aldrich, EEUU
Sigma-Aldrich, EEUU
InvitrogenwI , ThermoFisher
Scientific, EEUU
InvitrogenwI , ThermoFisher
Scientific, EEUU
Sigma-Aldrich, EEUU

Sigma-Aldrich, EEUU

InvitrogenmI , ThermoFisher
Scientific, EEUU
InvitrogenmI , ThermoFisher
Scientific, EEUU
Invitrogen™ , ThermoFisher
Scientific, USA
Invitrogen™ , ThermoFisher
Scientific, EEUU
Invi’crogenwI , ThermoFisher
Scientific, USA
Invi’crogenwI , ThermoFisher
Scientific, EEUU
Invi’crogenwI , ThermoFisher
Scientific, EEUU
Invi’crogenwI , ThermoFisher
Scientific, EEUU
Invi’crogenwI , ThermoFisher
Scientific, EEUU
Invi’crogenwI , ThermoFisher
Scientific, EEUU
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