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RESUMEN

El carcinoma escamoso de cabeza y cuello incluye un grupo heterogéneo de
neoplasias con origen en el epitelio escamoso del tracto aerodigestivo superior. Una de
las opciones terapéuticas cuando el tumor es irresecable y se diagnostica en estadios
localmente avanzados es la quimioterapia de induccion con platinos, taxanos y 5-FU
(régimen TPF) seguida de radioterapia. A pesar de la mejora en la supervivencia
observada en los Ultimos afios, existen subgrupos de pacientes que presentan

resistencia al tratamiento y mal prondstico.

Por este motivo, el objetivo principal de este trabajo fue caracterizar las alteraciones
moleculares asociadas al carcinoma escamoso de cabeza y cuello resistente a taxanos.
Se emplearon tres lineas celulares derivadas de carcinomas escamosos de lengua
(CAL33), de laringe (32860) y de orofaringe (32816) y se indujo la resistencia a paclitaxel
mediante el incremento progresivo de dosis, estableciéndose dos lineas celulares
resistentes a taxanos (CAL33-R y 32816-R). Sin embargo, la linea celular 32860 no
adquirié resistencia a paclitaxel. Esta linea celular presenta una delecién en la region
terminal del brazo cromos6mico 3p que afecta al gen ATG7 y una inhibicién del proceso
den autofagia. Con el objetivo de determinar si esta alteracion era responsable de la
ausencia de adquisicion de resistencia a paclitaxel, se inactivo el gen ATG7 en la linea
celular 32816 mediante la tecnologia CRISPR-Cas9, generando clones knockout para
ATG7. En estos clones se observé un blogueo de la autofagia, una menor sensibilidad
a paclitaxel y una adquisicion de resistencia a paclitaxel mas rapida. De este modo, la
inactivacion de ATG7 causa un bloqueo de la autofagia, pero no es la responsable del

comportamiento diferencial observado en la linea celular 32860.

Se definio el perfil gendmico de una serie de 177 carcinomas escamosos de cabeza
y cuello diagnosticados en estadios localmente avanzados y se asociaron las
alteraciones encontradas con la respuesta al régimen TPF. Los tumores de los pacientes
con toxicidad al tratamiento presentaron un mayor niumero de cambios genémicos. Las
pérdidas en 4p fueron mas frecuentes en este grupo, sugiriendo que esta alteracion
podria determinar la toxicidad a la terapia TPF. Ademas, se analizé la regién 3p25.3,
donde se encuentra el gen ATG7, y se identificaron deleciones en un 64,4% de los casos
en la serie global, de modo que esta es una alteracion recurrente en el carcinoma

escamoso de cabeza y cuello.

Por otra parte, en las lineas celulares CAL33-R y 32816-R se identifico la

sobreexpresion de ABCB1, que codifica MDR1, una bomba de expulsiéon de farmacos,



y la infraexpresion de DNAJC15, que codifica MCJ, un regulador negativo de la
respiracién mitocondrial. Se demostré que estas alteraciones son esenciales para la
resistencia a taxanos en estas lineas celulares, identificando asi un posible biomarcador
de respuesta conjunto. La caracterizacion del fenotipo de las lineas celulares CAL33-R
y 32816-R reveld una disminucién de la proliferacion y un aumento de la capacidad
migratoria. Ademas, se analiz6 el papel de las vesiculas extracelulares en la resistencia
a taxanos. Se identificaron diferencias en el contenido proteico de las vesiculas
liberadas por las lineas celulares CAL33 y CAL33-R, que ponen de manifiesto la posible

transferencia de la resistencia a otras células tumorales mediante este mecanismo.

Finalmente, se estudio la respuesta de las lineas celulares resistentes a taxanos a
otras terapias. Estas lineas celulares mantuvieron la respuesta a 5-FU y mostraron un
incremento de sensibilidad a agentes inductores de dafio en el DNA, incluyendo el
cisplatino y la radiacién. El motivo de esta sensibilidad cruzada es un aumento en los
niveles de dafio en el DNA junto con alteraciones en las vias de reparacién de este
dafio. Teniendo en cuenta esto, se estudié la respuesta a olaparib, un inhibidor de la
reparacion del dafio en el DNA y se observé que las células resistentes a taxanos

también mostraban una mayor sensibilidad a este farmaco.

Los resultados obtenidos sugieren que ATG7 podria condicionar la respuesta a
taxanos en carcinoma escamoso de cabeza y cuello. Ademas, la sobreexpresion de
ABCBL1 junto con la infraexpresion de DNAJC15 podria ser un biomarcador predictivo
de la respuesta a taxanos, determinando la existencia de resistencia al tratamiento. El
mecanismo subyacente a esta resistencia podria basarse en un aumento de la
produccion de ATP mitocondrial, debido a la pérdida de expresion de DNAJC15, que
podria ser empleado por la bomba de eflujp MDR1, capaz de expulsar el farmaco
reduciendo la concentracion intracelular y el efecto del mismo. La combinacion de
agentes inductores de dafio en el DNA con inhibidores de la reparacién es una estrategia

terapéutica prometedora en el CECC resistente a taxanos.



SUMMARY

Squamous cell carcinoma of the head and neck includes a heterogeneous group of
neoplasms originated in the squamous epithelium of the upper aerodigestive tract. One
of the therapeutic options for unresectable tumours diagnosed in locally advanced stages
is induction chemotherapy with taxanes, platinums and 5-fluorouracil (TPF regimen)
followed by radiotherapy. Despite the improvement in survival observed in recent years,
there are subgroups of patients who present resistance to treatment and poor prognosis.

For this reason, the main objective of this work was to characterize the molecular
alterations associated with taxane-resistant head and neck squamous cell carcinoma.
Paclitaxel resistance was induced in three cell lines derived from squamous carcinomas
of the tongue (CAL33), larynx (32860) and oropharynx (32816) by step-wise dose
increase, establishing two taxane-resistant cell lines (CAL33-R and 32816-R). However,
the 32860 cell line did not acquire resistance to paclitaxel. This cell line presents a
deletion in the terminal region of chromosome arm 3p that affects the ATG7 gene and
causes an inhibition of autophagy. In order to determine whether this alteration was
responsible for the lack of acquisition of paclitaxel resistance, the ATG7 gene was
inactivated in the 32816 cell line using CRISPR-Cas9 technology, generating ATG7
knockout clones. In these clones, autophagy blockade, decreased sensitivity to
paclitaxel and faster acquisition of paclitaxel resistance were observed. Thus,
inactivation of ATG7 inhibits autophagy, but is not responsible for the differential

behaviour observed in the 32860 cell line.

The genomic profile of a series of 177 head and neck squamous cell carcinomas
diagnosed at locally advanced stages was defined and the alterations found were
associated with the response to the TPF regimen. Tumours from patients with toxicity to
treatment presented a greater number of genomic changes. Losses in 4p were more
frequent in this group, suggesting that this alteration could determine toxicity to TPF
therapy. In addition, the region where ATG7 is located was analyzed and deletions were
identified in 64.4% of the cases in the overall series, so this is a recurrent alteration in

head and neck squamous cell carcinoma.

Moreover, overexpression of ABCB1, encoding MDR1, a drug efflux pump, and
underexpression of DNAJC15, encoding MCJ, a negative regulator of mitochondrial
respiration, were identified in CAL33-R and 32816-R cell lines. These alterations were
shown to be essential for taxane resistance in these cell lines and taken together could

constitute a potential response biomarker. Phenotype characterization of CAL33-R and



32816-R cell lines revealed decreased proliferation and increased migratory capacity
probably due to dysregulation of key signalling pathways in these processes. In addition,
the role of extracellular vesicles in taxane resistance was analyzed. Differences in the
protein content of vesicles released by the CAL33 and CAL33-R cell lines were identified,
highlighting the possible transfer of resistance to other tumour cells using this

mechanism.

Finally, the response of taxane-resistant cell lines to other therapies was studied.
These cell lines retained the response to 5-FU and showed increased sensitivity to DNA-
damaging agents, including cisplatin and radiation. The reason for this cross-sensitivity
is an increase in the levels of DNA damage together with alterations in DNA repair
pathways. The response to olaparib, an inhibitor of DNA damage repair, was studied and
it was observed that taxane-resistant cells also showed increased sensitivity to this drug,

that should be considered as a therapeutic alternative.

The results obtained suggest that ATG7 could condition taxane response in head
and neck squamous cell carcinoma. Furthermore, ABCB1 overexpression together with
DNAJC15 underexpression could be a biomarker of taxane response, determining the
existence of resistance to treatment. The mechanism underlying this resistance could be
based on an increase in mitochondrial ATP, production due to the loss of DNAJC15
expression, used by the efflux pump MDR1 to expel the drug, reducing its intracellular
concentration and effect. The combination of DNA-damaging agents with DNA repair
inhibidors could constitute an effective therapeutic alternative in taxane-resistant head

and neck squamous cell carcinoma.
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INTRODUCCION

1. El carcinomaescamoso de cabezay cuello

El cancer de cabeza y cuello engloba un conjunto de neoplasias localizadas en el
tracto aerodigestivo superior que, en su mayor parte (mas del 90% de los casos), se
originan en el epitelio escamoso y se conocen, de manera conjunta, como carcinoma
escamoso de cabeza y cuello (CECC). De este modo, el término CECC se basa en la
clasificacion histopatoldgica e incluye tumores localizados, principalmente, en la cavidad
oral, la faringe (hipofaringe, orofaringe y nasofaringe) y la laringe (Figura 1)*-3.
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Figura 1. Localizaciones anatdmicas en las que se desarrolla el CECC. Obtenido de Johnson et al.,
2020

A pesar de su origen comun en el epitelio de la mucosa, el CECC agrupa un
conjunto de tumores con un elevado grado de heterogeneidad, a nivel genético, clinico-
patolégico y molecular, lo que dificulta su consideracién como una Unica entidad*®. Esto
puede ser debido a que el CECC puede afectar a distintas estructuras anatémicas, con
distinto drenaje linfatico y sanguineo. Ademas, existen distintos factores etioldgicos
asociados al desarrollo del CECC que repercuten en el perfil molecular del tumor y, en
consecuencia, en la respuesta terapéutica y en el prondstico. Por otra parte, existen

casos de CECC sin ningun factor de riesgo conocido asociado, que carecen de una
caracterizacion molecular precisa®.



1.1. Epidemiologia

Actualmente, segun las estimaciones de la Agencia Internacional para la
Investigacién del Cancer (IARC), el CECC es el séptimo cancer mas comun a nivel
mundial, con un nimero estimado de 890000 nuevos casos por afio, lo que constituye
aproximadamente un 4,5% de todos los diagnoésticos de cancer a nivel mundial, siendo
mas frecuente el cancer de labio y cavidad oral, con 380000 casos anuales, seguido de
la laringe, con 185000 casos, cuando se consideran de manera independiente la
nasofaringe (133000 casos), la orofaringe (98000 casos) y la hipofaringe (84000 casos)

y, en Ultimo lugar, las glandulas salivares, con 54000 casos anuales a nivel global®.

La tasa de incidencia del CECC varia considerablemente en funcién de la region
geografica y de las caracteristicas demogréficas, tal y como se puede observar en la

Figura 25,
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Figura 2. Tasas de incidencia estimadas ajustadas por edad del CECC, para hombres y mujeres, a
nivel global. Los datos proceden de la estimacion del Observatorio Global del Cancer (GLOBOCAN) para
2022. El mapa se genero con una herramienta online de GLOBOCAN, seleccionando, de manera conjunta,
las siguientes localizaciones tumorales: labio y cavidad oral, laringe, nasofaringe, orofaringe, hipofaringe y

glandulas salivares’.

El CECC es més frecuente en hombres que en mujeres, en una proporcion 2:1 a
nivel global y la edad al diagnostico mayoritaria esta por encima de los 50 afios. Sin
embargo, la incidencia del CECC est4 aumentando en muchos paises, especialmente
entre la poblacién joven, con una prediccion de un aumento del 30% en la incidencia
anual para el aflo 2030. Esta tendencia puede deberse al cambio en factores
relacionados con el estilo de vida, como a un incremento en el consumo de alcohol y

una creciente prevalencia del cAncer orofaringeo asociado al virus del papiloma humano



(VPH). De hecho, se ha estimado que el VPH sustituira al tabaco como principal factor

de riesgo asociado al CECC?*®,

En Espafa, los ultimos datos publicados por la Red Espafiola de Registros de
Céancer (REDECAN) y por la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM), indican
gue, en el afio 2023, se han diagnosticado 12500 casos de CECC, siendo también el
séptimo tipo de cancer mas frecuente en nuestro entorno (Figura 3)%°. De manera
andloga a lo descrito a nivel mundial, se aprecia un incremento progresivo de los

tumores relacionados con el VPH?®.
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Figura 3. Niumero estimado de casos incidentes de cancer en Espafia por tipo tumoral para el afio
2023, teniendo en cuenta ambos sexos de manera conjunta. Los casos de CECC se recogen en dos

categorias separadas, cavidad oral y faringe y laringe. Datos publicados por REDECAN en 20238,

En cuanto a mortalidad, la IARC estima que el CECC causa 450000 muertes anuales
a nivel global, siendo responsable de un 4,6% de las muertes asociadas a cancer. Del
mismo modo que la incidencia, la mortalidad asociada a CECC varia de manera
considerable en funcidn del area geografica y de las caracteristicas de la poblacion, que
se asocian a grandes diferencias en la etiologia (Figura 4). Asimismo, las diferencias
en el estilo de vida y en el acceso a la asistencia sanitaria pueden explicar la mayor
incidencia y la menor supervivencia del CECC observada en las comunidades de nivel

socioeconémico mas bajo en los paises desarrollados®.



En Espafia, segun los ultimos datos publicados por la SEOM, en el afio 2022 ha
habido 3624 fallecimientos asociados a CECC, 2454 causados por tumores malignos

en el labio, la cavidad oral y la faringe y 1170 causados por tumores malignos en la
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Figura 4. Tasas de mortalidad estimadas ajustadas por edad del CECC, para hombres y mujeres, a
nivel global. Los datos proceden de la estimacién GLOBOCAN para 2022. El mapa se generd con una
herramienta online de GLOBOCAN, seleccionando, de manera conjunta, las siguientes localizaciones
tumorales: labio y cavidad oral, laringe, nasofaringe, orofaringe, hipofaringe y glandulas salivares.

1.2. Etiologia

Los principales factores de riesgo asociados al CECC son el tabaco, el alcohol, la
nuez de areca y determinadas infecciones viricas, como el VPH (en el caso del cancer
orofaringeo) y el virus de Epstein-Barr (VEB) (en el caso del cancer nasofaringeo)®.
Ademas, diversos estudios epidemiolégicos han descrito otros agentes ambientales y
genéticos importantes en la etiologia de este tumor'*!2, La interaccién de diversos
factores etiologicos aumenta considerablemente el riesgo de padecer CECC, siendo
preciso sefialar el efecto sinérgico del tabaco y el alcohol. De hecho, entre el 70 y el
80% de los casos de CECC se asocian a la combinacion del consumo de tabaco y

alcohol®3.
1.2.1. Tabaco

El tabaco y el humo derivado del consumo de tabaco contienen una compleja mezcla
de mas de 9500 compuestos quimicos, muchos de los cuales han sido reconocidos

como peligrosos para la salud humana por las agencias reguladoras. Entre estos



compuestos se han identificado 83 agentes carcinogénicos como hidrocarburos
arométicos policiclicos, nitrosaminas, aminas aromaticas y aldehidos que se liberan
durante la combustion a alta temperatura y que causan dafio en el DNA de las células,

favoreciendo el desarrollo del cancer®4,

Actualmente, el tabaco continta siendo el principal factor de riesgo en el CECC, con
un efecto dosis-dependiente relacionado con la frecuencia y duraciéon del consumo®>7.
Se ha estimado que los fumadores habituales de cigarrillos de tabaco tienen un riesgo
de padecer CECC entre 5 y 25 veces mayor que los no fumadores?®. Los fumadores de
pipa y puros, asi como los consumidores habituales de tabaco de mascar, tienen un
riesgo menor, pero también importante, de desarrollar CECC, estando el tabaco de
mascar especialmente relacionado con el cancer de cavidad oral®. Por otra parte, en los
ultimos afios, se ha disparado el consumo de cigarrillos electrénicos que también
confieren cierta predisposicién al cancer, aunque, los estudios mas recientes, lo asocian
con un menor riesgo a desarrollar CECC que el consumo de tabaco?®. Sin embargo, es
necesaria la realizacion de mas estudios a largo plazo para poder obtener conclusiones

consistentes®*°,

La exposicion a tabaco se asocia en mayor medida con el cancer de laringe, seguido
de los tumores de oro e hipofaringe, posiblemente debido al elevado grado de
exposicion de estos 6rganos al humo inhalado a través del consumo de tabaco?*?t, En
los paises desarrollados, de manera general existe una tendencia a la disminucion del
consumo de tabaco. Sin embargo, en ciertos grupos poblacionales, como en las
mujeres, este consumo esta aumentando. Los cambios en el estilo de vida asociados a

factores demogréficos estan alterando progresivamente los datos epidemioldgicos®.
1.2.2. Alcohol

Se ha estimado que el consumo de alcohol, entre no fumadores, es responsable de
un 4% de los casos de CECC. El riesgo de desarrollar CECC aumenta de manera dosis-

dependiente en funcién de la frecuencia y de la cantidad de alcohol consumido??.

Las propiedades del alcohol como disolvente aumentan la susceptibilidad del tejido
mucoso a agentes carcinogénicos, como el humo del tabaco u otros carcinbgenos
ambientales. Probablemente, por este motivo, la interaccion del consumo de alcohol y
tabaco es la causa mas frecuente del CECC, con un efecto sinérgico muy importante?.
Ademas, el acetaldehido, producido a partir del etanol por la enzima alcohol
deshidrogenasa durante la metabolizacion del mismo, también ha demostrado ser

mutagénico®.



1.2.3. Nuez de areca

La nuez de areca, también conocida como la nuez de betel, es el fruto de la palmera
de areca (Areca catechu), muy frecuente en el sur y el sureste asiatico y en la Polinesia,
donde las tasas de incidencia del CECC son de las mas elevadas del mundo. En estas
regiones, es responsable de més del 50% de los casos de CECC localizados en la

cavidad oral o en la orofaringe®24.

La prevalencia del consumo de nuez de areca varia entre un 30 y un 80% en funcion
de la regiéon geogréfica dentro de las zonas donde se encuentra la palmera de areca®.
Constituye el quinto agente psicoactivo mas frecuentemente consumido, después del
alcohol, la nicotina, la cafeina y el cannabis. La nuez de areca se mastica junto con otras
hierbas como parte de algunos rituales y también con fines recreativos, debido a sus
efectos psicoactivos, entre los que se encuentran la euforia y la supresion del apetito y
que se deben a que actlla como antagonista de los receptores GABA®. A menudo, se
prepara con tabaco, lo que probablemente incremente de manera sinérgica su

asociacion con el desarrollo de CECCL6:24,
1.2.4. Infecciones viricas

En los ultimos afios, las infecciones viricas se han consolidado como uno de los

principales factores etiolégicos del CECC, principalmente por VPH y VEB®%,

El VPH se transmite principalmente a través del sexo oral, especialmente en
poblaciones no vacunadas frente al VPH?. Por este motivo, tener un elevado nimero de
parejas sexuales y practicar sexo oral sin proteccién son factores de riesgo para el
CECC asociado a VPH. Asimismo, se ha descrito una correlacion entre padecer algin
tipo de inmunodeficiencia y desarrollar CECC asociado a infecciones viricas. La
infeccion por VPH se asocia principalmente con cancer de orofaringe, cuya incidencia
esta en aumento, especialmente entre la poblacion joven, debido probablemente al

cambio en las practicas sexuales?’2,

En algunos paises, como en Estados Unidos, el CECC ya ha superado al cancer
cervical como el principal cancer asociado a infeccion por VPH. Se han identificado mas
de 20 serotipos de alto riesgo de VPH, que se diferencian por las proteinas de la capside
del virus. El serotipo 16 (VPH16) es responsable del 85-90% de los casos de cancer de
orofaringe asociado a VPH. Esto difiere de lo observado en el cancer cervical, en el que

tanto el VPH16 como el VPH18 son responsables del 50% de los casos®27:29:30,

El cancer orofaringeo asociado a VPH constituye una entidad diferente desde el

punto de vista clinicopatolégico y molecular, con mucho mejor prondéstico que el CECC

8



negativo para VPH. De hecho, la supervivencia media es mucho mayor en este
subgrupo de pacientes, siendo 130 meses, en comparacién con los 20 meses del
subgrupo de CECC negativo para VPH3!32, Los mecanismos moleculares subyacentes
en el CECC asociado a VPH difieren del relacionado con otros factores etioldgicos. Se
ha descrito que presentan una mayor infiltracion de células B en el microambiente
tumoral, menos mutaciones genéticas y mantienen intacta la respuesta apoptética.
Estas caracteristicas pueden ser responsables de la mejor respuesta terapéutica de
estos pacientes y, por todo ello, cada vez resulta mas evidente que el carcinoma
escamoso de orofaringe asociado a VPH debe ser considerado como una entidad

diferente, con las consecuentes implicaciones terapéuticas3*3*,

El carcinoma nasofaringeo es poco frecuente en la mayoria de las poblaciones. Sin
embargo, en ciertas regiones, como en algunos paises asiaticos, presenta altas tasas
de incidencia. La infeccion por VEB es el principal factor etioldgico asociado al cancer
de nasofaringe®. El VEB, que pertenece a la familia de los herpesvirus, es una infeccion
frecuente en la infancia, donde habitualmente no causa sintomas graves. La IARC
considera al VEB como causa establecida de distintas neoplasias malignas, como el
carcinoma nhasofaringeo, distintos tipos de linfomas y algunos subgrupos de cancer
gastrico. La edad de infeccién, la variante de VEB, el sistema inmune del portador y la
presencia de otros factores de predisposicion pueden influir en el riesgo de carcinoma

nasofaringeo asociado a VEB®®.

El establecimiento de una infeccién estable de VEB en el epitelio supone un estadio
temprano en el desarrollo del carcinoma nasofaringeo. Tanto los genes latentes como
liticos parecen estar involucrados en la transformacién maligna de este epitelio,
mediante diferentes vias. Los genes liticos pueden inducir la inestabilidad genémica y
estimular la liberacion de citocinas inmunosupresoras. Por otro lado, la expresion de
genes latentes contribuye a la tumorigénesis y a la indiferenciacién celular. Ademas, se
ha descrito que la infeccion por VEB promueve un fenotipo hipermetilador que lleva a la
inactivacion de genes supresores de tumores. Uno de los genes viricos del VEB mas
descritos es LMP1 que induce la transformacion tumoral principalmente mediante la

activacion de NF-kB*’.
1.2.5. Factores ambientales y ocupacionales

A pesar de que los factores ambientales y ocupacionales parecen ocupar un papel
menor dentro de la etiologia del CECC, se ha descrito la asociacion de la exposicion
continuada a ciertos agentes ambientales, muchos de ellos, relacionados con sectores

profesionales concretos, con el riesgo a desarrollar cancer de cabeza y cuello. Entre



estos agentes se encuentran carcinbgenos como los asbestos, ciertos humos,
pesticidas y fertilizantes. Se ha observado una mayor incidencia de CECC en los
trabajadores de la metalurgia, la construccién y el sector agricola, entre otros. La
interaccion de este con otros factores etioldgicos podria tener un efecto importante en

el riesgo a desarrollar CECC3%%,
1.2.6. Susceptibilidad genética

Existen diversos factores genéticos que contribuyen al riesgo de CECC, lo que
concuerda con la aparicion de agregaciones familiares*®4!. Diversos estudios han
permitido relacionar ciertos polimorfismos en genes que participan en el metabolismo
de carcin6genos y en la inmunidad con una mayor predisposicién al CECC. Algunos de
estos genes son ERCC1, ERCC2, CTLA4, IL2, IL6, IL10, NFE2L2, TP53, MDM2, BCL2,
CYP1A1l y GSTM1, que estan relacionados con distintos procesos celulares como la
reparacion del dafio en el DNA, la apoptosis, la oxidacién y la inflamacion. De este modo,
esta establecido que una menor capacidad para metabolizar agentes carcinogénicos,
un sistema inmune debilitado o una peor respuesta ante el dafio celular puede contribuir

al desarrollo de este tipo de cancer*?-,

Por otra parte, se ha descrito que los individuos con anemia de Fanconi, que es una
enfermedad hereditaria poco frecuente, causada por mutaciones en hasta 22 genes
diferentes de la familia FANC, que se caracteriza por una menor capacidad de reparar
el dafio del DNA tienen un mayor riesgo a padecer CECC, especialmente de cavidad
oral y aparicibn temprana. Los mecanismos moleculares responsables de esta
asociacion no estan bien descritos, pero es probable que las vias de sefializacion
mediadas por los genes que pueden estar alterados en la anemia de Fanconi tengan un
papel relevantel*’. Las personas con este diagnéstico también tienen una mayor
probabilidad de desarrollar otros tipos de cancer, como el sindrome mielodisplasico o la

leucemia mielocitica®.

Asimismo, hay que tener en cuenta que ciertos habitos asociados con el CECC,
como el consumo alcohdlico o tabaquico, también se pueden ver influenciados por

factores genéticos.
1.2.7. Otros factores de riesgo

Ademas de los mencionados anteriormente, se han descrito otros factores de riesgo
asociados al CECC. Los factores dietéticos tienen un papel dual en la probabilidad de
desarrollar cancer. Existen alimentos, como las frutas y los vegetales, cuya ingesta tiene

un efecto protector que parece estar causado por las propiedades anticarcinogénicas y
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antioxidantes de muchos de los compuestos que contienen, como carotenoides, acido
folico, acido fendlico, esteroles, flavonoides o vitaminas*®. Por otra parte, diversos
estudios de caso-control confirman que el consumo frecuente de carnes procesadas con

altos niveles de nitritos puede aumentar el riesgo de padecer CECC*°,

Ademas, se han relacionado con el CECC otros factores como una escasa higiene
bucal y la inflamacion e infecciéon crénica de la cavidad oral (como la periodontitis
cronica)®®. Estudios recientes ponen de manifiesto de la importancia del microbioma
oral en el desarrollo del CECC, una cuestion con gran potencial clinico, pero que todavia

no se ha investigado en profundidad®®.

Por ultimo, es preciso sefalar que el nivel socioeconémico y educacional tiene un

efecto importante sobre el riesgo a padecer cancer®2%2,

1.3. Carcinogénesis

El CECC surge debido a la acumulacién de alteraciones genéticas y epigenéticas
en genes que codifican proteinas implicadas en distintas vias de sefializacion, dando
lugar a fenotipos diferentes asociados al cancer. En este proceso tienen especial
relevancia las lesiones precancerosas derivadas de células que acumulan alteraciones
genéticas y que pueden progresar y dar lugar al desarrollo del cancer. En el caso del
CECC, principalmente en la cavidad oral, existen lesiones precancerosas visibles que
tienen lugar en el revestimiento de la mucosa y que pueden ser blancas (leucoplasia) o
rojas (eritroplasia), cuyo estudio es necesario para establecer el proceso carcinogénico
en el cancer de cabeza y cuello. Ademas, existen otras lesiones premalignas en la

mucosa que no son clinicamente visibles y que también pueden dar lugar al cancer*54°,

Desde que se han establecido los primeros modelos de progresion tumoral en CECC
ha tenido mucha importancia el proceso de cancerizacion de campo, que explica el
desarrollo de mdaltiples tumores primarios y de recurrencias locales. La cancerizacion de
campo hace referencia a los cambios preneoplésicos y a las alteraciones genéticas del
area adyacente al tumor, que puede haber sido expuesta a agentes carcinogénicos,

aunque no permanezcan clinicamente ocultos®’,

Estudios recientes han determinado que los cambios genéticos en los brazos
cromosomicos 3p, 17p y 9p, asi como las mutaciones en los genes CDKN2A y TP53,
son los mejores predictores de malignizacion, siendo eventos tempranos en el proceso
carcinogénico que dan lugar a células hiperplasicas y displasicas en el epitelio de la

mucosal®®. La hiperplasia hace referencia al aumento de la proliferacién celular y la
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displasia a la presencia de células anormales, no cancerosas. Por otro lado, las
alteraciones en los brazos cromosémicos 11q, 13q, 14q, 6p, 8p, 109y 4p son frecuentes
en el paso de células displasicas a carcinoma in situ, pudiendo derivar en carcinoma
invasivo y apareciendo en la fase tardia de la carcinogénesis. En la Figura 5 se recoge,
de manera esquematica, el proceso carcinogénico del CECC con los principales eventos
genéticos descritos hasta el momento. Sin embargo, no ha sido posible definir con
precision la secuencia temporal de los eventos genéticos, debido en gran parte a que la
gran mayor parte de diagnosticos de CECC ocurren en estadios localmente

avanzados!*.
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Figura 5. Modelo de desarrollo tumoral en CECC. En el esquema se muestra la secuencialidad de las
principales alteraciones genéticas. Obtenido de Johnson et al., 20201,

A lo largo de los ultimos afios, con el uso mas extensivo de técnicas masivas, se han
podido identificar diversos genes y vias de sefializacion celular implicadas en el CECC.
De manera analoga, ha sido posible subclasificar esta entidad tan heterogénea. Sin
embargo, sigue siendo necesario profundizar en esta cuestion y caracterizar a nivel
molecular de manera mas completa el CECC. Posiblemente, se puedan diferenciar
nuevos subtipos de CECC en funcion del perfil molecular y de los mecanismos
responsables del desarrollo y de la progresion tumoral, ya que continda habiendo un
elevado grado de heterogeneidad a nivel clinicopatolégico. La primera clasificacién de
dos entidades moleculares diferentes se baso en la presencia o ausencia de VPH, pero
actualmente se pueden distinguir distintos tipos de tumores dentro de los CECC no

asociados a VPH>.

En la Figura 6 se resume el modelo carcinogénico de los tres principales subgrupos
genéticos de CECC, establecidos en funcién de los factores etiolégicos asociados. Los
tumores de cabeza y cuello que contienen VPH transcripcionalmente activo constituyen
el primer subtipo de CECC y se caracterizan por originarse principalmente en la
orofaringe y por tener un mejor pronéstico*. En estos tumores, los oncogenes viricos E6

y E7 son los responsables de la carcinogénesis, ya que codifican proteinas capaces de
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secuestrar y degradar proteinas celulares supresoras de tumores con un papel muy

importante en el ciclo celular, como p53 y pRb35°,

Por otra parte, dentro de los CECC no asociados a VPH, se distinguen dos
subgrupos principales en funcion de las alteraciones en el nimero de copias (CNA),
pudiendo distinguir los tumores VPH-negativo con un gran numero de CNA (CNA-high),
de los tumores VPH-negativo sin CNA (CNA-silent). Los tumores VPH-negativo CNA-
high se asocian principalmente con el consumo de tabaco, mientras que los tumores
VPH-negativo CNA-silent parecen estar relacionados con la edad, aunque este punto
no esta claro. Las alteraciones genéticas y moleculares conocidas que median la
progresion tumoral son diferentes para cada uno de estos subgrupos. Los tumores VPH-
negativo CNA-high han sido més estudiados y, dentro de estos, se han identificado a su
vez varios subtipos en funcién del perfil de expresioén génica. Sin embargo, es necesaria

la realizacién de mas estudios que permitan completar esta caracterizacion0-1,
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Figura 6. Modelos de carcinogénesis descritos en CECC. Para cada uno de los subgrupos establecido
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Mesenchymal

se muestra el factor etiolégico asociado, el origen del proceso de desarrollo tumoral y las principales

alteraciones genéticas conocidas. Obtenido de Leemans et al., 20184,

1.3.1. Tumores asociados a VPH

El VPH es un virus sin envoltura cuyo genoma esta constituido por DNA circular de
doble cadena de 8000 pares de bases (bp). Todos los tipos de VPH que se han

identificado (mas de 200) pueden infectar el epitelio mucoso o el cutdneo y completar
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en él su ciclo de vida productivo. De todos ellos, la Organizacion Mundial de la Salud ha
establecido 14 serotipos de alto riesgo que pueden infectar el epitelio mucoso, dada la
evidencia cientifica de su implicaciébn en el desarrollo del cancer, entre los que se
encuentra el VPH-16, responsable de al menos el 85% de los carcinomas orofaringeos
positivos para VPH#*30:59,

Asi, la infeccion con VPH es un evento temprano en el proceso carcinogénico del
CECC VPH-positivo y, en la mayor parte de los casos, surge en el epitelio de las criptas

de las amigdalas palatinas y linguales, tal y como se describe en la Figura 72.
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Figura 7. Modelo de desarrollo tumoral en carcinoma escamoso de orofaringe VPH-positivo. En la
imagen se muestra una cripta de la amigdala en estado normal y el proceso de infeccién del virus y de la

subsecuente transformacion maligna mediada por VPH. Obtenido de Johnson et al., 2020

En el epitelio de la amigdala, los queratinocitos basales constituyen la capa celular
adyacente a la membrana basal. Se trata de un epitelio estratificado, en el que la
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diferenciacion progresiva de estas células provoca su desprendimiento de la membrana
basal y su migracion hacia la parte superior, deteniéndose entonces su proliferacion. El
tejido de las amigdalas palatinas y linguales tiene numerosas invaginaciones, conocidas
comunmente como criptas, que se caracterizan por un enriguecimiento de células madre
en su base. La estructura de las criptas esta cubierta por un epitelio escamoso reticulado
y se pueden observar huecos o fisuras en su membrana basal. Estas fisuras permiten
la entrada de los linfocitos en las criptas y su interaccion con antigenos externos

extrafios, como los virus3%:34,

Cuando tiene lugar la infeccién por VPH, las caracteristicas del epitelio escamoso
de esta cripta permiten el acceso de los virus a las células madre, a los queratinocitos
basales que estan proliferando y a la membrana basal. Las células del sistema inmune
también pueden entrar en contacto con las particulas viricas. Si tiene lugar una infeccién
productiva, los genes y las proteinas virales se expresan en células epiteliales en
distintos estados de diferenciacion, permitiendo la produccion vy liberacion de nuevas

particulas virales®.

Se ha descrito que, probablemente, el CECC VPH-positivo se origine en las células
madre o las células epiteliales basales. La carcinogénesis ocurre en el contexto de una
infeccion persistente en el microambiente de las células de la cripta, donde las células
del sistema inmune tienen un papel importante. Para que esto ocurra los virus cesan su
ciclo de vida productivo. La integracion estable del genoma viral en el genoma de la
célula hospedadora junto con la actuacion de las oncoproteinas codificadas por el
genoma viral promueven la transformacion celular, que tiene lugar cuando se acumulan

diversas alteraciones genéticas!=%62,

El genoma del VPH consta de siete genes tempranos (E1-E7) y dos genes tardios
(L1yL2). Los genes L1y L2 codifican proteinas de la capside del propio virus, mientras
que los genes E1-E5 codifican proteinas necesarias para la replicacion y transcripcion
del genoma del virus. Por otra parte, los genes E6 y E7 son necesarios para la

transformacion oncogénica de la célula huésped*®.

Concretamente, la proteina E6 forma un complejo con la ubiquitina ligasa E6-AP y
la proteina supresora de tumores p53, promoviendo la ubiquitinacion y degradacion en
el proteasoma de p53, una proteina fundamental en el control del ciclo celular, dando
lugar a inestabilidad genémica y favoreciendo el desarrollo tumoral®®®. El gen que
codifica la proteina p53, denominado TP53, esta mutado en la mayor parte de los CECC
no asociados a VPH. Sin embargo, este gen rara vez esta alterado en los tumores

positivos para VPH, ya que esta proteina se degrada como consecuencia de su

15



interaccion con la proteina virica E6%. Posiblemente, la expresion de la proteina virica
E6 tenga otras implicaciones en el proceso carcinogénico, pero estas estan menos

caracterizadas®.

En cuanto a la proteina E7, su efecto principal es la accién inhibitoria ejercida sobre
pRb, una proteina implicada en el control del ciclo celular mediante la inactivacion de
factores de transcripcion de la familia E2F, que cuando estan activados promueven la
expresion de genes que participan en la progresion de la fase G1 a la fase S del ciclo
celular. La interaccion de E7 y pRb causa la degradacion proteolitica de pRb y la
disociacién del complejo formado por pRb y proteinas E2F, con la consecuente
liberacion y activacion de estos factores de transcripcion, la alteracion del ciclo celular y
la induccion de la proliferacion celular. La proteina E7 interacciona con culina 2, una
proteina que forma parte del complejo ubiquitin-ligasa, promoviendo la ubiquitinacién y
degradacién en el proteasoma tanto de pRb como de otras proteinas de la familia del
retinoblastoma. El cese de actividad de la proteina pRb debido a la accién de E7 conlleva
a la sobreexpresion de p16'™K4a otra proteina supresora de tumores que participa en el
control del ciclo celular. La proteina p16™<4 inhibe las quinasas 4 y 6 dependientes de
ciclina D1, cuya funcién es regular la actividad de pRb mediante la fosforilacion y
activacion de la mismat3°_ Por este motivo, la deteccion de p16™K4a es uno de los
marcadores moleculares mas frecuentemente usados para clasificar los carcinomas
orofaringeos como VPH-positivos, que rara vez tienen mutaciones en el gen que codifica
esta proteina, CDKN2A, a diferencia de los tumores VPH-negativos. Ademas, se conoce
que la proteina E7 interacciona con otras proteinas que participan en la regulacién del

ciclo celular®®.

Por otro lado, la proteina E5 podria tener también un papel relevante en el proceso
carcinogénico, principalmente contribuyendo a la progresién del ciclo celular!. Ademas,
se ha correlacionado la expresion de esta proteina con un incremento en los niveles de
expresion del receptor de superficie celular EGFR, sin embargo, no son muy
concluyentes, por lo que se necesita investigar en mayor profundidad la funcion de E5
en el desarrollo tumoral®’. Ademas, hay estudios que sugieren que las proteinas E2, E4
y E5 podrian participar en una via de carcinogénesis alternativa en los tumores VPH-

positivo®e.

De este modo, los CECC asociados a VPH presentan un perfil molecular diferencial
respecto a los VPH-negativos, con un menor nimero de mutaciones y alteraciones
genéticas, ya que la carcinogénesis en estos tumores esta mediada principalmente por

las oncoproteinas virales E6 y E7+#530,
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1.3.2. Tumores asociados a carcindgenos

La mayor parte de los CECC VPH-negativos estan asociados a la exposicion a algin
agente carcinogénico, principalmente a aquellos derivados del tabaco. La activacion
metabdlica de los carcin6genos da lugar a la formacion de metabolitos reactivos, que,
si no se excretan, pueden causar dafio en el DNA generando aductos de DNA. Cuando
este dafo no puede ser reparado de manera adecuada, se convierte en dafio
permanente en forma de alteraciones genéticas como mutaciones, deleciones o
amplificaciones. Son frecuentes las mutaciones en genes supresores de tumores como
TP53 y CDKN2A. La acumulacién de alteraciones genéticas en determinadas vias de
sefializacion, fundamentales para el normal funcionamiento de las células, inicia el
desarrollo tumoral, contribuye a su progresion y es responsable del mal prondstico del
CECC no asociado a VPH. La probabilidad de que los carcinégenos den lugar a estos
cambios genéticos y a la transformacion neoplasica depende del balance existente entre
su activacion metabdlica y su excrecién y la reparacion del DNA (Figura 8)*.
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Figura 8. Proceso de desarrollo tumoral en CECC VPH-negativo asociado a carcindégenos. Obtenido
de Johnson et al., 2020%.

El consumo excesivo de alcohol es otro factor de riesgo importante, cuya relacién
con el tabaco en la promocion de la carcinogénesis es sinérgica. Esto es asi porque el

alcohol es un solvente para los carcinégenos, aumentando la exposicién de las células
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epiteliales a estos. Ademas, el alcohol se metaboliza a acetaldehido, un compuesto que
forma aductos de DNA370,

1.4. Alteraciones moleculares

El uso extensivo de técnicas de secuenciacidbn de nueva generacion y de otras
técnicas masivas ha permitido identificar las principales vias de sefalizacién implicadas
en el desarrollo de CECC, que se detallan a continuacién. Sin embargo, hay que tener
en cuenta que todavia existen mecanismos moleculares no conocidos que podrian
contribuir a una clasificacion mas precisa con implicaciones clinicas de esta entidad tan

heterogénea* .
1.4.1. Laviade sefalizacion de EGFR

EGFR es una glicoproteina transmembrana que actia como receptor de la superficie
de la célula y pertenece a la subfamilia de receptores HER/ErbB. Se ha descrito que
EGFR estd mutado o amplificado en el 80% de los casos de CECC. Ademas, su
alteracion se ha asociado a un peor prondstico. La via de sefalizacion de EGFR activa
otras muchas vias de sefializacion que también estan implicadas en el desarrollo del

cancer’.

EGFR se puede unir a distintos ligandos de la familia HER, como el factor de
crecimiento epidérmico (EGF), la anfiregulina y el factor de crecimiento transformante-
alfa (TGF-a), entre otros, induciendo una cascada de transduccién de sefales que lleva
a la proliferacién tumoral, asi como a la invasion, a la angiogénesis y a la metastasis,
determinando en gran medida la progresion de la enfermedad. En CECC se han descrito
diversas aproximaciones para activar este receptor. Por ejemplo, las células aumentan

la produccién de anfiregulina y TGF-a en respuesta al humo de tabaco”.

Por otra parte, EGFR puede translocarse al nucleo celular, presentando otras
funciones en este compartimento, actuando como factor de transcripcion a través de la
union a diversos promotores y cofactores de transcripcion. Esta translocacion puede
potenciar la oncogénesis y la invasion, estando asociada con un peor pronostico y con
resistencia terapéutica. Se ha descrito que puede estar mediada por diversos factores,
como el VEB, la radiacion, la accion de algunos ligandos de EGFR y de quinasas de la
familia Src y por algunos anticuerpos monoclonales dirigidos a EGFR como

cetuximab™74,
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1.4.2. Laviade sefalizacion de PI3BK/AKT/mTOR

La via de sefalizacion de PI3K/AKT/mTOR esta activada en mas del 90% de los
casos de CECC. El gen PISKCA, que codifica la proteina PISK presenta mutaciones de
ganancia de funcion en el 16-25% de los casos, con mayor frecuencia en los tumores
asociados a VPH, que rara vez presentan mutaciones en TP53, el gen mas
frecuentemente mutado en CECC’#+"’. Estas mutaciones conducen a la activacién de
esta via de sefalizacion a través de la accion de la serina/treonina quinasa mTOR,
formada por mTORC1 y mTORC2, y de la proteina AKT fosforilada. Ademas, la

activacion de PI3K puede estar mediada por EGFR™.

La activacién de esta cascada de sefializacion celular promueve el crecimiento, la
proliferacién y la supervivencia celular, asi como la reorganizacion del citoesqueleto, y
se asocia con una mayor resistencia al tratamiento, mediada por una potenciacién en

los mecanismos de reparacion del DNA™78,

Por otra parte, esta via de sefializacion tiene un papel relevante en el CECC

asociado a VEB, pudiendo ser activada por proteinas de membrana de este virus’®.
1.4.3. Laviade sefalizaciéon de MAPK

La via de sefializacion de MAPK tiene mucha importancia en la proliferacion de las
células tumorales, en la diferenciacién, en la angiogénesis y en la metastasis y su
activacion se ha asociado a una mayor resistencia al tratamiento. Algunas proteinas
relevantes en esta via de sefializacion son RAS, RAF, MEK y ERK, siendo todas ellas

proteinas de tipo quinasa®®s,

Esta via de sefializacion estd mutada en aproximadamente el 18% de los CECC,
siendo los genes mas frecuentemente mutados BRAF, HRAS, KRAS y ERK. Las

mutaciones en estos genes llevan a una activacién constitutiva de las proteinas’*#2,
1.4.4. Via de sefializacion JAK/STAT

La via de sefalizacion de JAK/STAT ha sido asociada a proliferacion celular,
angiogénesis, evasion del sistema inmune, resistencia terapéutica y mal pronostico en
CECC. Sin embargo, las mutaciones en los genes que participan en esta cascada de

sefializacién son raras’*8s,

Las proteinas de la familia STAT, en respuesta a ciertas citoquinas y factores de
crecimiento, son fosforiladas, forman homo o heterodimeros y se translocan al nucleo
celular donde actian como factores de transcripcion. STAT3 tiene una accion

inmunosupresora a través del incremento de la produccion de citoquinas como TGF-1,
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IL-6, IL-10 y VEGF, ademas de un papel en la proliferacion y en la angiogénesis mediado
por ciclina D1, survivina y Bcl-xL. Esta sefalizacion puede ser activada mediante
diferentes mecanismos, incluyendo receptores tirosina quinasa como EGFR8®48,
Ademas, STATS se relaciona con un incremento de la expresion de ciertos checkpoints

del sistema inmune, incluyendo PD-L1 y CTLA-4, que son dianas terapéuticas®®.
1.4.5. Via de sefializacion HGF/MET

La via de sefalizacion HGF/MET es muy importante para la proliferacion de las
células tumorales, la angiogénesis, la invasion y la metastasis en CECC?®, Las
mutaciones en los genes que codifican las proteinas que participan son poco frecuentes,
pero un aumento en el numero de copias del gen c-MET y una sobreexpresion de HGF
son alteraciones comunes en CECC®,. EIl receptor HGF activa el receptor tirosina
quinasa c-MET, que promueve la morfogénesis celular, la transiciébn epitelio-
mesénquima y la metastasis tumoral. Esta via de sefalizacion interacciona con la de
PI3K/AKT, MEK/ERK y STAT para promover la progresion tumoral. Asimismo, se ha
descrito que la interaccion de la sefializacion mediada por HGF/MET con la mediada por

EGFR y VEGFR contribuye a la resistencia terapéutica’.

En la Figura 9 se muestra la interaccién entre las distintas vias de sefializacion

mencionadas hasta el momento en CECC.
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CECC. Obtenido de Li et al., 202372,
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1.4.6. Laviade sefalizacion p53/pRb

El gen supresor de tumores TP53 es el mas recurrentemente mutado en CECC y su
alteracion se ha asociado con progresion tumoral, recurrencia y resistencia al
tratamiento. Los tumores asociados a VPH se asocian con la degradacion de p53 por la
oncoproteina virica E6, la inactivacion de pRb por la oncoproteina virica E7 y un
aumento de la expresion de p16™<4@ como efecto compensatorio. Por este motivo, TP53
no suele estar mutado en este tipo de tumores. Sin embargo, los tumores no asociados
a VPH presentan de manera frecuente mutaciones en TP53 y una expresion disminuida
del CDKN2A, que codifica p16'™%4265 Se ha descrito que la mutacion de TP53 es en un
evento temprano en la carcinogénesis del CECC VPH-negativo®. La proteina p53 es un
factor de transcripcion que mantienen la estabilidad gendmica y controla el ciclo celular
y la reparacion del DNA, asi como la senescencia y la apoptosis. También son
importantes para el desarrollo tumoral otros genes de la misma familia que TP53, como
TP63y TP73%,

Por otra parte, el gen supresor tumoral RB, tiene un papel muy relevante en la
carcinogénesis del CECC, debido a su funcién reguladora del ciclo celular. La proteina
pRB se une a la oncoproteina virica E7, permitiendo la liberacion del factor de
transcripcion E2F y dando lugar a una proliferacion celular descontrolada. Cuando se
activa p53 ante una infeccion virica o la induccién de dafio en el DNA, aumenta la
expresion de p21, que da lugar a la formacion del complejo pRB-E2F y a el consecuente
arresto del ciclo celular. Cuando este mecanismo falla, debido a alteraciones genéticas
o la accion de oncoproteinas viricas, se pierde el control del ciclo celular dando lugar a

un incremento de la proliferacién y al desarrollo tumoral”°,
1.4.7. Laviade sefalizacién de NF-kB

Los factores de transcripcion de la familia NF-kB tienen un papel importante en la
respuesta inmune innata y adaptativa, en el desarrollo y también en la tumorigénesis®.
Ha sido descrito que algunos agentes carcinogénicos, como el tabaco, el alcohol o la
radiacion activan la sefalizacion mediada por NF-kB. Esta activacion también se ha
asociado con la infecciobn por VEB y parece tener importancia en el desarrollo del
carcinoma nasofaringeo asociado a VEB, mediante la inmunosupresion del
microambiente tumoral, el mantenimiento de las caracteristicas de las células madre y
la reprogramacion metabdlica®°1°2, También se ha asociado la presencia de algunos

polimorfismos con el riesgo a desarrollar CECC®,

La via de sefializacion candnica de NF-kB depende de receptores de citoquinas
como TNFR, IL-1R o TLR4%. Los dimeros de NF-kB se unen a proteinas inhibitorias 1kB

21



en estado de reposo, pero son activados mediante la fosforilacion del complejo IKK,
formado por las quinasas IKKa e IKKB y por la subunidad regulatoria IKKY (NEMO),
permitiendo la translocaciéon nuclear®®. La via de sefializacién no canoénica se activa
mediante los ligandos CD40 y LT-B y esta mediada por la formaciéon del complejo p52-
RelB mediante la accion de IKKa y p100. Los genes activados por NF-kB participan en
la proliferacion, la supervivencia, la apoptosis, la migracion, la angiogénesis y el control

del ciclo celular™98.

Ademas, la cascada de sefalizacion de NF-kB interacciona con otras vias de
sefializaciéon mencionadas anteriormente® -, En la Figura 10 se recoge un esquema

de las vias de sefializacion de p53/pRB y NF-kB en CECC.
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Figura 10. Las vias de sefializacion de p53/pRB y NF-kB en CECC. Obtenido de Li et al., 202372,

1.4.8. Las vias de sefalizacion Wnt/B-catenina y Notch

La via de sefalizacion Wnt/B-catenina promueve la proliferacion de las células
tumorales, mantiene el fenotipo de indiferenciacion de las células madre y aumenta la
capacidad invasiva del tumor en CECC!®, En esta via de sefializacién participan
ligandos extracelulares, receptores transmembrana, compuestos intracelulares y
factores de transcripcion. El ligando Wnt se une a receptores de la membrana celular,
regulando la senalizacion celular mediada por la proteina intracelular B-catenina, que

cuando esta activada se transloca al niicleo y actia como factor de transcripcion®®.



La sefializacion de Wnt/B-catenina esta estrechamente relacionada con la
sefalizacibn mediada por Notch, en la que participan cuatro receptores Notch y cinco
ligandos diferentes. 3-catenina activa la sefializacion de Notch a través de la induccién

de la expresion de estos ligandos?21%, Esta interaccion se muestra en la Figura 11.

Se ha descrito que Notchl tiene un papel importante en la recurrencia tumoral y en
la metéstasis. El gen que codifica esta proteina presenta mutaciones inactivantes en el
17-26% de los casos de CECC, tanto en tumores VPH-positivos como VPH-negativos!®,
También se ha descrito una sobreexpresion de los receptores Notch en este tipo de
cancer, lo que sugiere que la alteracion de esta sefializacion, en cualquier sentido,
puede contribuir al desarrollo tumoral. De este modo, NOTCH1 juega un papel dual

como oncongen o gen supresor de tumores en CECC105,
1.4.9. Otras vias de sefializacion

Ademas de las vias de sefializacidbn mencionada previamente, existen otras que
estan alteradas con cierta frecuencia en CECC y que pueden tener un papel importante
en el desarrollo tumoral. Entre estas esté la sefializacion mediada por VEGF, un factor
angiogénico; por RET, una proteina tirosina quinasa; NRF2; Hippo o Sonic-Hedgehog.
Todas estas vias de sefalizacién controlan procesos fundamentales para las células y
su alteracion lleva al desarrollo y progresion del cancer. Ademas, existen muchas

interacciones entre estas vias de sefializacion y otras descritas previamente©-110,
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A pesar de los avances que se han conseguido en la caracterizacion de las
alteraciones moleculares implicadas en CECC todavia no ha sido posible establecer
subgrupos moleculares que se correlacionen con un perfil clinico, por lo que es

necesaria la realizaciéon de mas estudios.

1.5. Alteraciones citogenéticas

Las alteraciones citogenéticas causan muchas de las aberraciones genéticas
asociadas a CECC, debido a que interrumpen el correcto funcionamiento de numerosas
vias de sefializacion. Es necesario tener en cuenta estas vias de sefializacién que se
ven afectadas por las alteraciones citogenéticas para poder entender mejor sus efectos
en el desarrollo tumoral, la respuesta a terapia y el pronéstico!!. Actualmente, el niUmero
de CNA se emplea para subclasificar el CECC no asociado a VPH, lo cual remarca la

importancia de este tipo de alteraciones en esta entidad**¢°.

Actualmente se han descrito las siguientes alteraciones citogenéticas como aquellas
mas frecuentes en CECC, aunque su caracterizacién no es muy completa: ganancias
en 5p14-15, 8pl1-14 y 20q12-13; ganancias o amplificaciones en 3926, 7pl11, 8924 y
11913 y pérdidas en 3p, 4935, 5q12, 8p23, 9p21-24, 11q14-23, 13q12-14, 18g23 y
21q22M11,

Por otra parte, los estudios del modelo de desarrollo tumoral que se han realizado
hasta el momento, principalmente en el CECC localizado en la cavidad oral, han
permitido establecer la secuencialidad de algunas alteraciones citogenéticas,
concluyendo que las CNA en los brazos cromosémicos 3p, 17p y 9p son eventos
tempranos, mientras que las CNA en 11q, 13q, 14q, 6p, 8p, 10q y 4p son eventos tardios
en el proceso carcinogénico. Esto sugiere que los eventos tempranos podrian ser
tenidos en cuenta para predecir la malignizacion de células hiperplasicas o
displasicas!**8. Diversos estudios han analizado el papel de la pérdida de 3p en CECC,
concluyendo que los tumores con esta alteracion son una entidad biol6gica diferente

dentro del CECC VPH-negativo, con peor pronéstico*?113,

A nivel de cariotipo, los CECC son bastante complejos, presentando de manera
frecuente triploidia o tetraploidia y estando formados por distintos clones celulares con

distintas anomalias cromosdmicas tanto a nivel numérico como a nivel estructural'*.

Es necesaria una mayor profundizacion en la caracterizacién del papel de las
alteraciones citogenéticas en CECC, ya que podrian ser empleadas como

biomarcadores diagndsticos, pronésticos o de respuesta a determinados tratamientos,
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lo que podria tener una repercusion importante en la morbilidad y mortalidad y llevar a
cabo una medicina de precisiébn en CECC. Actualmente, no son tenidas en cuenta para

establecer el diagnéstico o decidir el tratamiento de los pacientes®11,

1.6. Diagnostico y estadiaje

Los pacientes con CECC en estadios tempranos son asintomaticos o presentan
sintomas leves, mientras que en estadios mas avanzados presentan un abanico de
manifestaciones clinicas que depende de la localizacion tumoral. En los tumores
localizados en la cavidad oral o en el labio es habitual la presencia de masas y Ulceras
que causan dolor, sangrado, disfagia y pérdida de peso. En el caso de los tumores de
laringe, la sintomatologia de los pacientes varia en funcion de su sublocalizacion,
estando entre ellos la disnea, la disfagia, la odinofagia y la otalgia refleja. Los tumores
en la glotis se diagnostican habitualmente en estadios tempranos ya que estos pacientes
presentan disfonia y tos persistente, mientras que los tumores supragloticos se
diagnostican en estadios muy avanzados, presentando de manera frecuente
adenopatias cervicales. En cuanto a las neoplasias originadas en la orofaringe las
manifestaciones clinicas mas comunes incluyen disfagia, odinofagia, otalgia y trismus.
Por otra parte, las localizadas en la hipofaringe causan frecuentemente disfagia, otalgia,
disfonia y adenopatias. En el caso de los tumores de la nasofaringe, los pacientes
refieren mayoritariamente otitis, obstruccion nasal, epistaxis y paralisis del nervio
craneal. Por ultimo, los tumores de la cavidad nasal o senos paranasales se asocian

con sinusitis, rinorrea, obstruccién nasal unilateral y epistaxis!*1>-118,

Existen diversos sistemas de clasificacion para el CECC, que dependen de distintos
parametros. Por un lado, el grado histol6gico permite establecer el grado de semejanza
del tejido tumoral con el tejido normal, teniendo en cuenta la morfologia y la organizacion
celular. Los tumores se clasifican en grados del 1 al 4, siendo el grado 1 el que define
tumores de mayor diferenciacién y mayor parecido con el tejido normal y el grado 4 el
gue define un tejido tumoral indiferenciado no estructurado, con células con morfologia

anormalt®-122,

Por otra parte, existen distintos sistemas de estadiaje basados en las caracteristicas
del tumor y el nivel de diseminacién. La clasificacion TNM es el método establecido por
el International American Joint Committee on Cancer y la International Union Against
Cancer y se emplea habitualmente en la préactica clinica para evaluar el tumor en el
momento del diagndstico. Se basa en el andlisis de tres pardmetros: el tamafio y

extension de la masa tumoral primaria (T), el grado de afectacion glanglionar (N) y la
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presencia o ausencia de metéstasis (M) y establece cinco categorias (estadio 0-estadio
IV). Los valores establecidos para cada categoria de los parametros T, N y M dependen
del tipo de tumor, habiendo diferencias entre las distintas localizaciones del CECC.
Ademas, desde hace pocos afios, se hace una distincion entre la evaluacion de estos
parametros desde un punto de vista clinico y desde un punto de vista patoldgico.
Actualmente, desde la Ultima actualizacion, correspondiente con la octava edicién, la
clasificacion TNM tiene en cuenta la distincion entre los carcinomas escamosos
orofaringeos VPH-positivo (Tabla 1) y los carcinomas escamosos de causa
desconocida asociados a nddulos cervicales. Los sarcomas de tejidos blandos de
cabeza y cuello se consideran también una entidad independiente. De este modo, el
sistema se va revisando y actualizando en funcion de la informacion conocida sobre

cada tipo de cancer y su repercusion clinicalt®121.123,

Tabla 1. La clasificacién TNM clinica y patolégica para el carcinoma escamoso de orofaringe
asociado a VPH (octava edicion). Obtenido de Huang S.H. et al., 2017.

HPV+ OPC Clinical stage Pathologic stage
Category T N M T N M
Stage I T1, T2 NO: no regional LNs MO T1, T2 NO: no regional LNs MO
N1: ipsilateral LNs N1: 1-4 LNs
Stage II T1, T2 N2: bilateral or contralateral LNs MO T1, T2 N2: =2 5 LNs Mo
T3 NO: no regional LNs MO 13, T4 NO: no regional LNs MO
N1: ipsilateral LNs N1: 1-4 LNs
N2: bilateral or contralateral LNs
Stage III T4 Any N MO 13, T4 N2: 2 5 LNs Mo
Any T N3: >6.0 cm LN(s) Mo
Stage IV Any T Any N M1 Any T Any N M1
Stage grid for non-metastatic (M0) HPV+ OPC
Clinical stage group Pathologic stage group
cTeN Tl T2 T3 T4 pTpN T T2 T3 T4
NO I I II I1I NO I I IT I
N1 I I II III N1 I I II II
N2 IT II II III N2 I I III III
N3 III I 111 I1I Not applicable

LN lymph node

La dltima actualizacién de este sistema de estadiaje ha traido también otras
novedades. Se han cambiado las clasificaciones T y M del carcinoma nasofaringeo v,
en el caso del CECC de cavidad oral, se ha incluido el parametro “profundidad de
invasion (DOI)” en la categoria T. Para el CECC no asociado a VPH se ha incorporado
la “extension extranodal (ENE)” como variable a tener en cuenta en la categoria N.
Todos estos cambios pretenden aumentar la precision en el estadiaje realizado en el
momento del diagnodstico con el fin Ultimo de optimizar el manejo clinico y, en

consecuencia, el prondstico de este tipo de cancer'.

26



En el caso del CECC, la mayor parte de los pacientes son diagnosticados en
estadios localmente avanzados, que se corresponden con los estadios Ill y IV no

metastasicos (IVA y IVB) de la clasificacion TNM24125,

2. Tratamiento del carcinoma escamoso de cabezay cuello

El tratamiento del CECC ha evolucionado de forma muy importante en las dltimas
décadas, a medida que se haido avanzando en su caracterizacion molecular y, al mismo
tiempo, en las opciones terapéuticas disponibles’®°, En la Figura 12 se recoge una
linea temporal con los hitos mas significativos en lo referido al CECC, siendo preciso
sefalar la relevancia de la inmunoterapia y de la terapia dirigida, ya que hasta hace poco
tiempo las opciones de tratamiento de este tipo de cancer estaban limitadas a la
radioterapia y a la quimioterapia. Asimismo, el microbioma y la hipoxia estan cobrando
mucha importancia en el CECC y se espera que esto tenga repercusiones terapéuticas

en los afos venideros.

Sin embargo, a pesar de todos estos avances, continla habiendo subgrupos de
pacientes que presentan fallo terapéutico precoz y mal pronostico debido,
principalmente, a la resistencia del tumor al tratamiento!?®. Por este motivo, es muy
importante seguir ampliando el abanico de opciones terapéuticas disponibles para
manejar el CECC y conseguir establecer biomarcadores de respuesta que permitan la

aplicaciéon de una medicina de precision.

Asimismo, es preciso optimizar la combinacion, la dosis y la secuencialidad de las
terapias que se han probado eficaces en CECC hasta el momento, para que la tasa de
respuesta sea 6ptima con una toxicidad minima. Actualmente, se estén llevando a cabo
diversos ensayos clinicos que comparan distintas estrategias terapéuticas, con distintas
combinaciones de los tratamientos actuales y distinta secuencialidad, asi como con
nuevas opciones terapéuticas para el CECC, por lo que se esperan avances y

actualizaciones en los préximos afios.
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Figura 12. Linea temporal de los avances en la caracterizacién molecular y en las estrategias
terapéuticas del CECC. Obtenido de Alsahafi et al., 2019,

2.1. Terapias estandarizadas

El abordaje del CECC es multidisciplinar y depende tanto de la localizacién del tumor
primario como del nivel de avance de la enfermedad determinado a través del estadiaje®.
A continuacién, se abordara el tratamiento del carcinoma escamoso de cavidad oral,
orofaringe, hipofaringe y laringe, excluyendo los tumores de las fosas nasales, glandulas

salivares y nasofaringe, que presentan un enfoque terapéutico diferente.
2.1.1. Enfermedad temprana: estadios clinicos | y I

En el caso de un diagnéstico temprano de una enfermedad local, que se da en
aproximadamente el 30% de los casos, el tratamiento se basa en la cirugia y/o en la
radioterapia (RT)'?. La cirugia, la radioterapia conformada tridimensional y la
braquiterapia han demostrado una efectividad parecida, con un control locorregional
semejante y tasas de supervivencia asociadas parecidas. De este modo, la estrategia
terapéutica debe ser consensuada por un equipo multidisciplinar, teniendo en cuenta las
caracteristicas del tumor concreto, los deseos del paciente y las posibles consecuencias
del tratamiento a nivel funcional. En cuanto a la cirugia, en funcion de la localizacion se
puede optar por cirugia abierta o por cirugia transoral minimamente invasiva. En los
tumores de cavidad oral y de orofaringe se deben tratar los ganglios linfaticos cervicales
con radiacioén profilactica o diseccion electiva del cuello. En general, el pronéstico de

estos pacientes es bueno®'?’.

28



2.1.2. Enfermedad localmente avanzada: estadios clinicos Ill, IVay IVb

Mas del 60% de los pacientes con CECC son diagnosticados en estadios localmente
avanzados!?®, Este grupo es el mas heterogéneo, ya que incluye tumores tanto
resecables como irresecables, de tal modo que se pueden distinguir dos enfoques
terapéuticos principales, basados en la cirugia o en la RT. La resecabilidad tumoral la
debe determinar un equipo multidisciplinar atendiendo a criterios anatémicos, las
posibilidades de conseguir margenes adecuados, las secuelas funcionales y estéticas,

las comorbilidades del paciente y las posibilidades de curacion?®.

El tratamiento basado en la cirugia de los pacientes con CECC localmente avanzado
puede ir seguido de distintos tratamientos adyuvantes, incluyendo la radioterapia de
intensidad modulada (RTIM), la radioterapia convencional y la quimiorradioterapia
concomitante con cisplatino (QRTC). Sin duda alguna, la introduccion de la QRTC ha
supuesto uno de los mayores avances en el CECC localmente avanzado, demostrando
mas beneficios que los tratamientos por separado o la administracion secuencial de los

mismos3128,

En el caso de los CECC considerados irresecables el tratamiento se basa en la
radioterapia. Una de las opciones terapéuticas es la QRTC, siendo preferible la RTIM
con una dosis de entre 44 y 50 Gy en caso de radiacion electiva de sitios de riesgo y de
entre 66 y 70 Gy para el tumor primario y los nddulos linfaticos implicados. El agente
guimioterapico estandar es el cisplatino, pero en pacientes con algin tipo de
contraindicacion (como neuropatia, nefropatia, enfermedad cardiaca o hipoacusia)
puede administrarse como tratamiento alternativo el cetuximab, un anticuerpo

monoclonal frente a EGFR, que también ha demostrado buenos resultados?.

Otra opcion de tratamiento habitual en la practica clinica para el CECC localmente
avanzado es la terapia secuencial con quimioterapia de induccion (QTI) seguida de
QRTC o radioterapia. La eleccidon de esta opcién puede verse influenciada por la
presencia de comorbilidades del paciente, un gran volumen tumoral o una elevada tasa
de crecimiento tumoral®*'®. La QTI mas recomendada es el régimen TPF, que incluye
cisplatino, docetaxel y 5-fluorouracilo (5-FU). Este tratamiento ha supuesto una mejora
en la tasa de respuesta, estando entre sus mayores limitaciones la toxicidad potencial,
gue puede comprometer el tratamiento posterior, y la existencia o desarrollo de
resistencia en algunos subgrupos de pacientes que actualmente no se pueden identificar
antes de definir la estrategia terapéutica'*®*!, Estudios recientes sugieren la
incorporacion del cetuximab a la QTI en CECC para reducir la toxicidad del

tratamiento32133,
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En el caso de los CECC VPH-positivos hay diversos ensayos clinicos de
desescalada y desintensificacion terapéutica, ya que estan asociados a un mejor
prondstico y podria no ser necesario mantener los regimenes terapéuticos
estandarizados, con su correspondiente toxicidad y repercusion en la calidad de vida,
para obtener la misma eficacia. Sin embargo, esta todavia es una cuestion abierta y se
debe mantener el estandar terapéutico hasta que se analicen detenidamente los
resultados de estos ensayos clinicos® 34137 Por otro lado, en los tumores originados
en la laringe o en la hipofaringe se debe considerar la cirugia con preservacion del
organo junto con QRTC, RT o QTlI, estando siempre la opcién de un resecado quirdrgico

total en caso de que sea necesario*®.
2.1.2.1. Régimen terapéutico TPF

El régimen terapéutico TPF, basado en la combinaciéon de cisplatino, 5-FU y
docetaxel, administrado como QT]I, ha supuesto un gran avance terapéutico en el CECC
localmente avanzado y se ha convertido en una opcién de tratamiento ampliamente
empleada. Inicialmente, se demostré el efecto beneficioso de la combinacion del
tratamiento con cisplatino y 5-FU pero, la incorporacién de un taxano, como el docetaxel,
resulté presentar una mejoria importante en la supervivencia global y en el periodo libre
de enfermedad en pacientes con CECC irresecable localmente avanzado'®. De este
modo, la combinacion de tres agentes quimioterapicos con efectos celulares diferentes
consigue una mejor tasa de respuesta. El mecanismo de accion de estos tres farmacos

se resume en la Figura 13.

El cisplatino induce la citotoxicidad de las células tumorales a través de su unién al
DNA, a través de las bases puricas, tanto nuclear como mitocondrial, causando dafio e
impidiendo su adecuada reparacion. El cisplatino puede entrar en las células a través
de transportadores de cobre de la membrana. Las bajas concentraciones de cloruro en
el citosol celular permiten que el cisplatino actte. El dafio en el DNA inducido por este
farmaco lleva a la permeabilizacién de la membrana exterior de la mitocondria, siendo
posible la liberacion del citocromo ¢, una proteina mitocondrial, al citosol. El citocromo ¢
activa una sefializacion celular que lleva a la induccién de la apoptosis y la consecuente
muerte de la célula tumoral. Ademads, el cisplatino se puede unir a moléculas
citoplasmaticas, como GSH y MT, dando lugar a la generacién de especies reactivas
del oxigeno (ROS), que también causan dafio en el DNA y contribuyen a la

permeabilizaciéon de la membrana mitocondrial externa3014°,

El 5-FU es un fa&rmaco antimetabolito que se usa de manera habitual para tratar

distintos tipos de cancer. El 5-FU puede entrar en las células a través de los mecanismos
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de transporte del uracilo, debido a la analogia en su estructura, y, una vez en el
citoplasma, se convierte en tres metabolitos primarios activos: monofosfato de
fluorodesoxiuridina (FAUMP), trifosfato de fluorodesoxiuridina (FAUTP) y trifosfato de
fluorouridina (FUTP). EI FAUMP puede inhibir la timidilato sintasa, una enzima
metiltransferasa necesaria para sintetizar timidilato, formar desoxitimidina 5’-trifosfato y,
en consecuencia, sintetizar las bases del DNA y reparar esta molécula. Por otro lado, el
FAUTP se puede incorporar de manera errénea al DNA, causando dafio. Por ultimo, el
FUTP se incorpora al RNA, causando dafio y alterando su procesamiento y su funcion.

Todo esto conlleva a la apoptosis y a la posterior muerte de la célula tumoral*4*-142,

Finalmente, los taxanos son agentes antimitéticos que presentan un efecto
antineoplasico y que se emplean en el tratamiento de distintos tipos de cancer. El
paclitaxel fue el primer taxano aprobado para su uso clinico. Su mecanismo de accion
se basa en su unién a la subunidad 3 de los microtdbulos, promoviendo el ensamblaje
de la tubulina y suprimiendo la dinamica de los microtibulos, impidiendo su
despolimerizacién. Esto produce el bloqueo de la mitosis y de la segregacion

cromosoOmica, limitando asi la divisién celular y promoviendo la apoptosis®.

Ademas, se conoce que el paclitaxel induce apoptosis tanto a través de la via
extrinseca como de la via intrinseca mediante la producciéon de ROS, la modulacion de
la funcién mitocondrial, la activacion de la inmunidad antitumoral y de su bien definido
efecto sobre el ciclo celular'®®. Por otra parte, se ha demostrado que presenta mas

efectos celulares, como una induccion del proceso de autofagia4®-145,

El docetaxel es un analogo del paclitaxel que también inhibe la despolimerizacion
de los microtUbulos. La estructura de ambos farmacos es muy similar, al igual que su
mecanismo de accién, aungue presentan algunas diferencias. El docetaxel presenta una
mayor afinidad de unién a la tubulina. Sin embargo, a nivel clinico, las tasas de respuesta
a paclitaxel y docetaxel en CECC son muy semejantes, habiendo sido publicado un 43%
y un 44%, respectivamente!*®, En el régimen TPF, empleado en CECC, se administra
docetaxel, aunque hay diversos estudios que prueban la eficiencia del régimen PPF,

con paclitaxel en lugar de docetaxel>*°,
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Figura 13. Mecanismo de accion de los agentes quimioterapicos incluidos en el régimen TPF. A)
Cisplatino; B) 5-FU; C) Taxanos (docetaxel y paclitaxel). Obtenido de Kanno et al., 20211,

2.1.3. Enfermedad metastasica: estadio clinico IVc

Las opciones terapéuticas para el CECC metastasico son limitadas. El prondstico
de estos pacientes es malo y mantener la calidad de vida de los pacientes es un objetivo
prioritario, pudiendo priorizar la finalidad paliativa a la curativa en funcién del caso. Un
equipo multidisciplinar debe evaluar el caso concreto para definir la estrategia
terapéutica, considerando la inclusién del paciente en un ensayo clinico®. Sin embargo,
hay que tener en cuenta que la llegada de la inmunoterapia ha permitido ampliar el
abanico de opciones de tratamiento y mejorar considerablemente la respuesta y el
pronostico de este grupo de pacientes!4’. Asimismo, la existencia de terapias dirigidas,

como el cetuximab, que se une a EGFR, también han supuesto un gran avance.

Desde que se identific6 la sobreexpresion de PDL1, un ligando que se une al
receptor PD1, presente en las células T, para bloquear su activacion, en CECC se ha
evaluado el tratamiento con distintos anticuerpos monoclonales dirigidos a impedir esta
interaccion, como pembrolizumab y nivolumab. Este enfoque terapéutico se basa en
evitar que las células tumorales evadan al sistema inmune, ya que evitando la unién
entre PDL1 y PD1 las células T son capaces de reconocer las células tumorales. Esta
opcién terapéutica comenz6 consiguiendo buenos resultados en CECC refractario a
platinos. Posteriormente, el pembrolizumab en monoterapia o combinado con
quimioterapia ha demostrado una mejora significativa en la supervivencia global como
primera linea de tratamiento en el CECC metastésico, estableciéndose asi un nuevo
estandar de tratamiento y suponiendo un hito en los avances terapéuticos del CECC. La
combinacion de pembrolizumab con quimioterapia mejora la respuesta, pero aumenta

la toxicidad, por lo que debe realizarse una evaluacion del balance riesgo/beneficio en
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cada caso concreto. Cuando el tumor no expresa PDL1, una de las terapias de uso mas
estandarizado es el régimen EXTREME, formado por platinos, 5-FU y cetuximahb47148,
Publicaciones recientes han permitido identificar un potencial biomarcador de respuesta
para los inhibidores del checkpoint inmune PDL1-PD1 en CECC, que consiste en un
indice de prondstico basado en genes del sistema inmune, con resultados prometedores

hasta el momento*°.
2.1.4. Enfermedad recurrente

Como ya se ha mencionado previamente, la mayor parte de los casos de CECC se
diagnostican en estadios localmente avanzados. El tratamiento en esta situacion tiene
una finalidad curativa, pero existen subgrupos de paciente que presentan fallo
terapéutico precoz y progresion de la enfermedad o recurrencias, conllevando todo ello
a un mal pronéstico. Al menos la mitad de los pacientes presentan recidivas
locorregionales o a distancia que suelen detectarse en los primeros dos afios de
tratamiento. Actualmente, la caracterizacion molecular del tumor, mas alla de la
presencia o ausencia de VPH, no se tiene en cuenta para las decisiones terapéuticas,
ya gue no existen biomarcadores de respuesta que puedan predecir el resultado del
tratamiento. De este modo, muchos pacientes son sometidos a tratamientos agresivos,
con su toxicidad asociada e importantes efectos secundarios, cuando no pueden
beneficiarse de ellos. Este es uno de los principales problemas actuales en el manejo
del CECC1’3’130’147.

En el caso del CECC recurrente, un equipo multidisciplinar debe valorar la mejor
estrategia terapéutica, considerando la resecabilidad cuando es posible, asi como la RT,
la quimioterapia o el uso de terapias dirigidas con EGFR como diana terapéutica (como
cetuximab u inhibidores tirosina quinasa como erlotinib o geftinib). En los dltimos afios,
gracias al desarrollo de la inmunoterapia y a la realizacidon de multiples ensayos clinicos,
los inhibidores del checkpoint inmune como pembrolizumab se han convertido en
muchos casos en el tratamiento de eleccion en CECC recurrente, en solitario o en
combinacién con quimioterapia, al igual que en el CECC metastasico. Esta nueva opcion
terapéutica ha conseguido mejorar considerablemente el prondstico del CECC
recurrentel4’148150.151 " Se espera que el uso de nuevas terapias dirigidas llegue a la
clinica del CECC a lo largo de los afios venideros, teniendo especial importancia la

hipoxia y el microambiente tumoral®®.
2.1.5. Toxicidad al tratamiento

La toxicidad al tratamiento es uno de los principales problemas en el manejo clinico

del CECC. El hecho de que en la mayor parte de los casos el diagnostico no se realice
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en los primeros estadios del desarrollo tumoral ha llevado a la intensificacion de los
tratamientos y al aumento de regimenes concomitantes, con el fin de mejorar la tasa de
respuesta, el pronéstico y la supervivencia de los pacientes con CECC. Esto ha
conducido a un aumento de la toxicidad, especialmente preocupante en aquellos
pacientes que no responden a la terapia, viendo disminuida su calidad de vida de

manera considerablel152,

En cuanto a los efectos adversos observados, la quimioterapia puede causar
nauseas y vomitos, inmunosupresion, mielosupresion, nefrotoxicidad, neurotoxicidad y
ototoxicidad®2%3, En cuanto a la radioterapia, la mucositis es el efecto secundario mas
frecuente, estando presente en aproximadamente la mitad de los pacientes. También
puede causar disfagia, ageusia, disfonia, incremento en las secreciones, dermatitis y
mas a largo plazo, osteorradionecrosis, caries dental, fibrosis subcutanea, trismus,
disfuncion tiroidea, hipoacusia, estenosis faringea o0 esofagica, mielitis y
xerostomial®21%4155 E| cetuximab presenta menos toxicidad que la quimioterapia,
causando principalmente toxicidad dérmica®®!®¢. En el caso de los inhibidores del
checkpoint inmune, se ha descrito que los efectos secundarios principales son
dermatolégicos, endocrinos y gastrointestinales!®’. Hay que tener en cuenta el
incremento importante de la toxicidad que deriva del uso de tratamientos

concomitantes!®®,

Con el fin de reducir la toxicidad, desde que se establecié la consideracion del CECC
asociado a VPH como una entidad independiente, se han llevado a cabo ensayos
clinicos para desescalar o desintensificar el tratamiento estandar, aunque los resultados
obtenidos hasta el momento no son lo suficientemente positivos como para su

implantacion rutinariat34-136,

Desarrollar estrategias para disminuir la toxicidad de los estandares terapéuticos en
CECC contintia siendo un objetivo importante. En esta linea, seria muy interesante la
identificacion de biomarcadores con relevancia clinica que permitan discernir entre los
distintos subgrupos de pacientes que se observan en funciéon de la respuesta al
tratamiento para poder llevar a cabo una medicina de precision, minimizando la toxicidad

y optimizando el resultado terapéutico®.

2.2.  Quimiorresistencia en carcinoma escamoso de cabezay cuello

La quimiorresistencia es uno de los grandes problemas en el manejo del CECC, ya

gue muchas estrategias terapéuticas incluyen agentes quimioterapéuticos, teniendo
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estos farmacos especial relevancia en el manejo del CECC localmente avanzado
irresecable, donde las opciones de tratamiento electivas son la QRTC y la QTI (régimen
TPF) seguida de QRTC o radioterapia. La combinacién de quimioterapia y radioterapia
ha demostrado ser una estrategia terapéutica prometedora, controlando el crecimiento
tumoral y mejorando las tasas de supervivencia especialmente en estadios clinicos I,
IVa y IVb. La combinacion de cisplatino, 5-FU y taxanos, como el docetaxel o el
paclitaxel, ha permitido aumentar las tasas de respuesta completa y mejorar,
consecuentemente, el prondstico, convirtiéndose en un estandar terapéutico del CECC
localmente avanzado y ofreciendo buenos resultados en algunos casos de enfermedad

recurrente o metastasical30132.139.159,160,

Sin embargo, el panorama global continta sin ser 6ptimo. El nimero de muertes
asociadas al CECC est4 aumentando. Esto se debe, principalmente, a que a pesar de
los avances terapéuticos de los Ultimos afios continda habiendo pacientes que no se
benefician de las estrategias terapéuticas actuales. La resistencia a la quimioterapia
lleva al fallo terapéutico y a un mal prondstico. Por este motivo, comprender los
mecanismos moleculares responsables de la quimiorresistencia es esencial para
mejorar el prondstico del CECC. Actualmente, se conocen muchas vias de sefializacion
celulares implicadas en este complejo proceso, pero es necesario establecer qué
alteraciones son esenciales para la resistencia a distintos farmacos quimioterapicos
para poder determinar su potencial como biomarcadores y poder explorar alternativas

terapéuticas!®161,
2.2.1. Mecanismos de quimiorresistencia

Se han descrito cuatro mecanismos moleculares principales involucrados en la
resistencia a distintos agentes citotéxicos en CECC, incluyendo cisplatino, 5-FU y

taxanos (Figura 14). Estos mecanismos son:
2.2.1.1. Reparaciéon del dafio en el DNA y el RNA

El dafio a los acidos nucleicos se repara a través de cuatro mecanismos principales,
incluyendo la reparacion de roturas de doble cadena (DSBR) mediante recombinacion
homdloga o la recombinacion no homologa, la reparacion por escision de bases (BER),
la reparacion por escision de nucleétidos (NER) y la reparacion de bases mal
emparejadas (MMR). La activacion de alguno de estos mecanismos de reparacion
puede constituir una de las estrategias de las células tumorales para tolerar el dafio al

DNA inducido por los agentes citotoxicos°.
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Uno de los principales mecanismos de resistencia a cisplatino es la activacién de la
via de NER. Hay diversos estudios que demuestran que una expresion elevada de la
proteina EERC1, que participa en la reparacion del DNA via NER, se asocia a

resistencia a cisplatino en CECC62:163,

En el caso del 5-FU, la reparacion del dafio al DNA y al RNA mediante MMR y BER
parece estar involucrada en la resistencia al tratamiento. Los metabolitos activos
derivados del 5-FU pueden incorporarse a los &cidos nucleicos de manera erronea y
esto puede ser reparado por la uracil-DNA-glicosilasa (UDG), que participa en la via de
BER%4,

Por ultimo, la activacion de mecanismos de reparacion del dafio en el DNA y el RNA

parece tener una menor implicacion en la resistencia a taxanos*.
2.2.1.2. Expulsién de farmacos

El eflujo de farmacos permite a las células tumorales resistir a agentes citotéxicos al
reducir los niveles intracelulares del farmaco. Los transportadores dependientes de ATP
o transportadores ABC son un grupo de proteinas transportadoras de membrana que
necesitan ATP para su correcto funcionamiento. Algunas de estas proteinas funcionan
como bombas de eflujo que pueden expulsar distintos farmacos antineoplasicos,
estando asociadas a resistencia a multiples drogas o multidrug resistance (MDR), como
MDR1 (también conocida como P-glicoproteina o P-gp), MRP1, MRP2, MRP3 y
MRP5%5,  Ademas, existen otros transportadores con un papel importante en
quimiorresistencia como las ATPasas transportadoras de cobre, estando entre ellas
CTR1, ATP7A y ATP7B¥6167 Es preciso tener en consideraciéon que no todas las
bombas de eflujo son capaces de expulsar todos los farmacos y que hay farmacos que

pueden ser transportados por distintas bombas.

Este mecanismo juega un papel critico en la resistencia a los taxanos. Asimismo, la
alteracion del metabolismo celular también esta implicada en quimiorresistencia, ya que
estas bombas de eflujo precisan grandes cantidades de ATP para poder llevar a cabo
su funcion. Se conoce que las células resistentes a docetaxel y paclitaxel sobreexpresan
proteinas transportadoras como MDR1 y MRP5, que evitan que las células tumorales
estén expuestas a la citotoxicidad inducida por estos farmacos!®. También se ha
demostrado que tanto el paclitaxel como el docetaxel son sustratos de MDR1%°,
Recientemente se ha descrito que el eje FOXM1 y MRD1/MRP5 podria ser un nuevo
mecanismo de eflujo de farmacos en CECC. Es necesaria la realizacion de mas estudios
gue permitan descifrar en detalle este proceso molecular, pero lo descrito hasta el

momento en células madre de glioma parece indicar que FOXM1 podria promover la
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expresion de estas bombas de eflujo a través de la via de sefializacion Wnt/B-
cateninal’®. Esto es interesante, ya que la activacion de la via Wnt/B-catenina se ha

asociado a quimiorresistencia en CECC"%,
2.2.1.3. Inhibicion de la apoptosis

Los farmacos antineoplasicos conducen a la apoptosis de las células tumorales
mediante distintos mecanismos. La capacidad de estas células para inhibir este proceso
puede llevar al fracaso terapéutico debido a la adquisicion de resistencia. Se ha descrito
que las proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAP) pueden evitar la activacion de la via

de sefializacién apoptética mediante el bloqueo de las caspasas!’>173,

Este mecanismo parece estar implicado en la resistencia a cisplatino, 5-FU y taxanos
y se ha asociado con mal prondstico y menor supervivencia de los pacientes de
CECC™®, En el caso del cisplatino, algunas proteinas anti-apoptéticas que parecen tener
un papel relevante en este proceso son clAP1, XIAP y BIRC6'41"", En la resistencia al
5-FU la sobreexpresion de clAP2 parece tener un efecto importante'’®. En el caso del
paclitaxel, se ha demostrado que RSF1 puede inhibir la apoptosis celular promoviendo
la sefializacion mediada por NFkB, que lleva a la expresién de la survivina, una proteina

gue puede inhibir la actividad de la caspasa-9, bloqueando la apoptosis!’®-182,
2.2.1.4. Activacién de la sefializacion de EGFR, FAK y NFkB

La sefializacion mediada por EGFR/FAK/NFKB parece tener un papel relevante tanto
en la progresion tumoral como en quimiorresistencia. Se ha descrito que la cinasa de
adhesion focal, FAK, puede inducir el eflujo de farmacos mediado por MDR1 a través
de la sefializacién via SRC/ERK/ETS-1/B-catenina, promover la proliferacion celular
induciendo la sefializacién via PI3K/Akt/mTOR/NFkB e inhibir la apoptosis mediada por

p53 de manera directas3-186,

Por otra parte, la sefializacion de EGFR también puede inducir la expresion de
bombas de eflujo y promover la proliferacion celular activando las mismas vias de
sefalizacibn que FAK. Estos mecanismos se han descrito principalmente en la

resistencia al cisplatino30-187,
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de farmacos; C) Inhibicion de la apoptosis; D) Sefializacion de EGFR/FAK/NFkB. Obtenido de Kanno et al.,
202110,

De este modo, hay cuatro mecanismos principales de quimiorresistencia descritos
en CECC, que estan interrelacionados entre si, presentando diferencias importantes en
la respuesta a cisplatino, 5-FU y taxanos'®. Ademas, hay otras muchas alteraciones
moleculares que han sido asociadas a fallo terapéutico, que también pueden jugar un
papel importante. Procesos celulares importantes, como la autofagia, el metabolismo de
farmacos o la regulacion epigenética también parecen estar involucrados?®. Asimismo,
varios de los mecanismos descritos pueden darse simultaneamente, derivando en
resistencia cruzada a varios farmacos que, en principio, estdn asociados con distintas
vias de resistencial®®. Entre todas estas alteraciones, es necesario determinar los
eventos esenciales para que las células tumorales sobrevivan al tratamiento, asi como

evaluar su potencial como biomarcadores de respuesta.
2.2.2. Resistencia a taxanos

Ademas de los mecanismos de quimiorresistencia generales mencionados

previamente, se han descrito otras alteraciones que podrian ser consideradas como
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potenciales biomarcadores de respuesta a taxanos, ya que hay evidencia de su
implicacion en la resistencia a este tratamiento. Los taxanos se han usado para tratar
una gran variedad de tumores, destacando los de origen epitelial, y contindan siendo la
primera linea de tratamiento para algunos tipos de céncer. Sin embargo, muchos
pacientes presentan o adquieren tras la exposicion repetida a los taxanos, resistencia a
esta terapia. Se conoce que esta resistencia es multifactorial y las alteraciones
diferenciales entre estos tumores y los tumores sensibles a taxanos son muy

numerosas.

En la Figura 15 se muestran algunos de los mecanismos de resistencia a taxanos
mejor definidos, pero todavia es necesario dilucidar el panorama global e identificar
aguellas alteraciones clave para que se de esta resistencia, para asi poder anticiparla.
De este modo, se podran establecer alternativas terapéuticas que sustituyan a los
taxanos o se puedan administrar de manera concomitante junto a ellos, mejorando la
respuesta de los pacientes y evitando su exposicion a una elevada toxicidad sin

beneficio terapéutico?®®.
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Figura 15. Mecanismos conocidos de resistencia a taxanos en cancer. Obtenido de Maloney S. M. et
al., 202019,

Dado que los taxanos se unen a la subunidad 8 de los microtubulos y ejercen su
principal efecto inhibiendo la despolimerizacién de los mismos, es coherente que
alteraciones que afecten a los microtibulos estén implicadas en el desarrollo de
resistencia a este tratamiento. De este modo, los cambios en el ensamblaje de los
microtubulos pueden llevar a una unién incorrecta del taxanos a distintos isotipos de la
B-tubulina. Se ha descrito que un aumento en los niveles del isotipo Blll-tubulina,

codificada por el gen TUBB3, causa resistencia a paclitaxel, haciendo que los
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microtUbulos sean menos sensibles a sus efectos'®. Estudios realizados con muestras
de CECC, han demostrado que la proteina TUBB3 se encuentra sobreexpresada en la
mayor parte de los casos (90%) pero no se correlaciona con la respuesta terapéutica o
el pronéstico. Por este motivo, es necesario profundizar mas en el papel de esta

alteracion®°.

Por otra parte, el DNA mitocondrial podria tener un papel relevante en la resistencia
a docetaxel inhibiendo la generacién de ROS en la cadena respiratoria mitocondrial. Sin

embargo, el mecanismo por el que esto ocurre no esta claro®:,

Ademas, se conoce que la alteraciéon de enzimas de la superfamilia del citocromo
P450, capaces de metabolizar y degradar los taxanos, tiene una correlaciéon con la
quimiorresistencia, posiblemente debido a la limitacion de la concentracién intracelular
de farmaco. Estas enzimas se expresan tanto en el tejido sano como en el tumoral, pero
su sobreexpresion podria determinar la ineficacia del tratamiento. Se conoce que el
docetaxel es metabolizado principalmente por CYP35A y el paclitaxel por CYPCS,

aunque ambos agentes pueden ser metabolizados por CYP3A4169192,

La hipoxia, que puede inducir sefializacion relacionada con la supervivencia, la
proliferacién, la indiferenciacion y la autofagia, también puede contribuir a la resistencia
a taxanos?!®®, El factor de transcripcion HIF1-a, es clave en este proceso, ayudando a
reducir la eficacia del efecto de los taxanos sobre el ciclo celular y la apoptosis. Esto es
posible a través de la activacion de distintas vias de sefalizacién, como la de TGF-§, la
induccién de la transicion epitelio-mesénquima y la inhibicion de factores pro-
apoptoticos, mecanismos que permiten que las células sobrevivan con bajos niveles de
oxigeno y que interfieren en el efecto de los taxanos. A pesar de esto, no parece que la
hipoxia sea el mecanismo principal de resistencia a taxanos, pero si que puede regular
muchas vias de sefalizacibn y procesos celulares que se conoce que estan

implicados!9419,

Finalmente, los RNA no codificantes han sido asociados con la activacion o
inhibicion de vias de sefializacién clave que participan en supervivencia y apoptosis, de

tal modo que podrian ser responsables también de la resistencia a taxanos!®:,

Es preciso tener en cuenta que muchos de estos mecanismos de resistencia han
sido descritos y caracterizados solo en algunos tipos de cancer y el CECC no ha sido
muy estudiado. Es posible que no todos ellos sean tan relevantes en CECC y que pueda
haber otros mecanismos implicados en este tipo concreto de cancer, por lo que es
necesaria la realizacion de estudios tanto in vitro como in vivo especificos para CECC.

Lo que parece estar claro es que las bombas de expulsion de farmacos, como MDR1,
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tienen un papel muy relevante en resistencia a taxanos en cancer de manera
general®%1%° En el caso del CECC, se ha descrito que un aumento de la expresion de
Notchl conlleva a un aumento de la resistencia a paclitaxel y docetaxel, por lo que es

otra alteracion que podria ser clavel®.
2.2.3. El papel de las vesiculas extracelulares en guimiorresistencia

Las vesiculas extracelulares (EVs) son pequefias particulas secretadas por una gran
diversidad de tipos celulares al espacio extracelular. Estan rodeadas por una bicapa
lipidica, que protege de la degradacion a las moléculas que contienen, y no tienen la
capacidad de replicarse. Pueden contener distintos tipos de moléculas, como proteinas,
lipidos, DNA y RNA. Se conoce que median la comunicacion intercelular tanto en
condiciones fisioldgicas como patoldgicas. La clasificacion mas habitual es en funcion
de su biogénesis, de tal modo que las EVs se pueden dividir en tres subpoblaciones:
exosomas (30-120 nm de diametro), microvesiculas (100-1000 nm) y cuerpos
apoptoticos (800-5000 nm). Sin embargo, en investigacion, cuando se trabaja con EVs
es complicado confirmar su proceso de biogénesis y la International Society for
Extracellular Vesicles (ISEV) recomienda referirse a ellas por sus caracteristicas fisicas,

su composicion bioquimica o la descripcién de la célula de origen en estos casos®719,

Las EVs liberadas por células tumorales tienen la capacidad de educar a las células
receptoras hacia un fenotipo tumoral, estando implicadas en distintos pasos del
desarrollo y de la progresiéon tumoral e interviniendo en distintos hallmarks del cancer
(Figura 16). El microambiente tumoral puede verse alterado por las EVs para contribuir
al crecimiento y a la supervivencia del tumor, a la angiogénesis tumoral, a la invasion y
a la metéastasis, a la resistencia a la muerte celular, a la evasion del sistema inmune, a
la reprogramacién del metabolismo celular y a la resistencia a farmacos. También estan

involucradas en el desarrollo de metastasis a distancia.

Debido a todo esto, se ha propuesto que la biopsia liquida basada en EVs podria
tener un potencial uso clinico para el diagnéstico precoz, la monitorizacion de la
enfermedad y la respuesta terapéutica, el establecimiento del prondstico y la deteccion
de biomarcadores. Se trata de una técnica muy prometedora, pero que requiere mayor

estandarizacion para su implantacién clinica®®”:199-201,
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Figura 16. El papel de las EVs derivadas del tumor en la adquisicién y mantenimiento de distintos
hallmarks o caracteristicas del cancer. Desde la iniciacion del proceso tumoral las EVs contribuyen a la
progresion tumoral, a la metastasis y a la resistencia terapéutica. Obtenido de Xavier C. P. R. et al., 2020%7,

Esta bien establecido que las EVs pueden promover la resistencia a la quimioterapia,
incluyendo la resistencia a mudltiples drogas. Estas particulas pueden transferir
moléculas involucradas en la resistencia a farmacos de las células resistentes a las
células sensibles, favoreciendo la adquisicion de resistencia de estas Ultimas tras
incorporar EVs procedentes de células resistentes. Se ha descrito la transferencia de
bombas de expulsién de farmacos, moduladores de la apoptosis y otras proteinas que
participan en diversos procesos celulares, asi como distintos tipos de RNA (miRNA,
MRNA y IncRNA) o lipidos. Hay numerosos estudios que identifican MDR1 en las EVs
procedentes de células que presentan resistencia a multiples drogas. Asimismo, se ha
descrito que las células resistentes presentan alteraciones en el metabolismo celular
gue permiten el correcto funcionamiento de bombas de eflujo como MDR1. Las células
resistentes también pueden inducir cambios en el metabolismo de las células sensibles
a través del contenido transferido por EVs. También ha sido descrito que las células
quimiorresistentes presentan alteraciones en el nimero de vesiculas liberadas y no solo
en su carga. De este modo, esté bien establecido que las células tumorales resistentes

pueden empaquetar contenido de manera selectiva y emplear las EVs como medio de
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comunicacion intercelular, confiriendo la adquisicion de resistencia a células tumorales

receptoras sensibles al tratamiento?®7:202-206,

El papel de las EVs en quimiorresistencia se ha investigado en distintos tipos de
cancer, aunque no hay demasiados estudios en CECC. Estudios llevados a cabo en
lineas celulares concluyen que las células resistentes liberan mas EVs que las
sensibles®®’. Ademas, las EVs enriquecidas en miRNA-196a y miRNA-21 parecen
mediar la resistencia a cisplatino en CECC de cavidad oral mediante su union a
PTEN/PDCD4 y CDKN1B/ING5, respectivamente?82%, Ademds, también las EVs
también parecen tener un papel importante en la resistencia frente a otros tratamientos,

como las terapias dirigidas frente a EGFR o la radioterapia?®.

De este modo, los hallazgos realizados hasta el momento sugieren que las EVs
tienen una funcion relevante en la resistencia terapéutica en CECC y que deben ser

consideradas como potenciales biomarcadores o estrategias terapéuticas?°,

3. El proceso de autofagia celular

La autofagia es un proceso catabodlico de degradacion lisosomal de proteinas y
organulos citoplasméaticos dafiados. En este proceso tienen especial importancia los
genes relacionados con la autofagia (ATG), aunque también participan otras moléculas.
Dependiendo del tipo de transporte de los componentes intracelulares al lisosoma se
pueden distinguir tres subtipos principales de autofagia: macroautofagia, microautofagia
y autofagia mediada por chaperonas. La macroautofagia, habitualmente denominada
autofagia, es la via de degradacién lisosomal principal y se caracteriza por la formacion
de una estructura con doble membrana llamada fago6foro, dando lugar al autofagosoma,
gue actia como intermediario en el transporte de los componentes citosoélicos al
lisosoma. La fusion del autofagosoma con el lisosoma da lugar al autolisosoma, donde
las enzimas hidroliticas degradan los componentes celulares que se hayan internalizado
gracias a la acidez de este ambiente. Por otra parte, en la microautofagia, los
componentes citosolicos se incorporan al lisosoma a través de invaginaciones en su
membrana. Por ultimo, en la autofagia mediada por chaperonas se produce la
degradacion selectiva de proteinas, que acceden al lisosoma por translocacion en un
complejo de membrana formado por proteinas chaperonas, que reconocen estas

proteinas?1-213,

La autofagia es un proceso dinamico que mantiene la homeostasis y la viabilidad

celular, con mucha relevancia tanto en condiciones fisiolégicas como patoldgicas. Es
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especialmente importante en la respuesta al estrés, la hipoxia, la falta de nutrientes o la
acumulacién de ROS. En concreto, la macroautofagia juega un papel relevante en
cancer, habiendo sido descrito un efecto dual en el desarrollo y en la progresion tumoral

y también en la resistencia terapéutical®®214,

3.1. Bases moleculares de la autofagia

Se han descrito aproximadamente 30 genes ATG que participan en el complejo
proceso de macroautofagia celular (que sera referido como autofagia), en el que hay
numerosas vias de sefalizacion implicadas. Se pueden distinguir al menos cuatro fases
principales en este proceso autodegradativo: activacion de la autofagia y elongacién del
fag6foro, maduracién del autofagosoma, fusion con el lisosoma para dar lugar al

autolisosoma y, finalmente, degradacion y reciclaje (Figura 17)2'2,
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Figura 17. Fases del proceso de autofagia. Obtenido de Li F. et al., 2019212,

La formacion del fagéforo (doble membrana que al ensamblarse dara lugar al
autofagosoma) es el primer paso tras la induccion de la autofagia. El origen de estas
membranas no esta claro, pudiendo derivar del reticulo endoplasmatico o de otras
estructuras membranosas o formarse de novo a partir de lipidos que se encuentren en
el citosol, teniendo un papel importante la proteina ATG9, actuando como reservorio. A
nivel molecular, ante condiciones de estrés o como consecuencia de la regulacién
mediada por distintas vias de sefalizacion, la inhibicion del complejo mTORC1 lleva a
su disociacion del complejo ULK1, formado por las proteinas ULK1 (ATG1), ATG13 y
FIP200 (ATG17). La activacion consecuente del complejo ULK1, que implica la
fragmentacion del mismo en sus componentes desfosforilados, junto con la activacion

del complejo PI3K, conduce a la formacién del fag6foro completando la induccion de la

44



autofagia. De este modo, el complejo mTORC1, inhibidor del complejo ULK1 en
condiciones basales, desempefia un papel fundamental en la regulacion de la autofagia.
En cuanto al complejo PI3K, esta formado por la proteina PI3K-Ill, que tiene una funcién
muy importante en la nucleacibn membranosa, BECLIN1, Vps34, p150 y ATG14. Uno
de los reguladores mas importantes de este complejo, a través de su interaccion con
BECLIN1, es la proteina anti-apoptética Bcl2, que en condiciones basales secuestra
BECLIN1, inhibiendo el complejo PI3K, pero en condiciones de estrés, se disocia
llevando a la induccién de la via. Esto permite la interaccién de BECLIN1 con Vps34,
promoviendo su actividad catalitica y aumentando los niveles de fosfatidilinositol 3-

fosfato, necesario para el crecimiento de la membrana (Figura 18)188212.213.215,
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Figura 18. Principales vias de sefializacidon que intervienen en el proceso de la autofagia. Obtenido
de Li F. et al., 2019212,

Posteriormente, la elongacion y la maduracion del fagoforo depende de dos
sistemas de conjugacion similares a la ubiquitina, los sistemas ATG12 y ATGS, en los

gue estan involucradas muchas proteinas autofagicas?'2.

Por un lado, el sistema de conjugacion ATG12 permite la conjugacién de ATG5 y
ATG12, asi como su interaccion con ATG16L1 y la multimerizacién en el fagoforo. La
proteina ATG7 actia como una enzima ubiquitina E1, que activa ATG12 de forma
dependiente de ATP, uniéndose a su residuo de glicina carboxiterminal. Entonces,

ATG12 se transfiere a ATG10, que actia como una enzima ubiquitina E2, que potencia
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la unién covalente de ATG12 a la lisina 130 de ATG5. El complejo conjugado ATG12-
ATG5 se empareja con dimeros de ATG16L1, formando un complejo multimérico
ATG12-ATG5-ATG16L1, que se asocia al fagoforo en extension. Una vez que se forma
el autofagosoma, el complejo ATG12-ATG5-ATG16L1 se disocia de la

membrana188’212'213'215’216.

Por otra parte, el otro sistema de conjugacion implicado en la formacion del
autofagosoma se encarga del procesamiento de la proteina LC3B (ATG8). Cuando se
induce la autofagia esta proteina es procesada por la cisteina proteasa ATG4, dando
lugar a LC3B-I. Entonces, actua la proteina ATG7, activando LC3B-I y transfiriéndolo a
ATG3, que es otra proteina que actlia como ubiquitina E2, causando su conjugacion con
fosfatidiletanolamina, dando lugar a LC3B-II. De este modo, la proteina ATG7 tiene un
papel fundamental en los dos sistemas de conjugacion implicados en la elongaciéon y
maduracion del fagoforo. A continuacion, LC3B-Il se recluta y se incorpora al fagoforo
en expansion, de manera dependiente a ATG5-ATG12-ATG16L1. LC3B-Il se encuentra
tanto en la superficie interna como externa del fagosoma y tiene un papel crucial tanto
en la fusibn de membranas como en la seleccibn de la carga a degradar. El
reclutamiento asimétrico de LC3B-Il por parte del complejo ATG5-ATG12-ATG16L1

induce la curvatura del fagoéforo. Todo este proceso se describe en la Figura

18188,212,213,215—217

En general, la autofagia se considera un proceso con un componente importante de
aleatoriedad, ya que parece que degrada componentes citosolicos de manera
indiscriminada. Sin embargo, cada vez existe una mayor evidencia de que la membrana
del fagoforo puede interactuar de manera selectiva con agregados proteicos y
organulos. En este proceso podria tener importancia LC3B-Il, actuando como receptor
capaz de promover un marcaje selectivo del contenido a degradar. La proteina mas
descrita con esta funcion es p62, codificada por el gen SQSTM1, una molécula
adaptadora multifuncional que promueve el recambio de agregados proteicos
poliubiquitinados y que interacciona con LC3B, degradandose con ellos. Tanto la
conversion de LC3B-I a LC3B-Il como la acumulacion de p62 son considerados

marcadores del proceso de autofagia. 21"-?%,

Una vez que se ha formado el autofagosoma tiene lugar un proceso de maduracion,
previo a la fusion de este con el lisosoma, durante el que el autofagosoma se fusiona
con los endosomas tempranos y tardios, aunque este paso no esta muy bien definido?®3.
Cuando se completa esta maduracion, durante la fusion con el lisosoma, la proteina

LC3B-Il localizada en la membrana exterior es escindida por ATG4 y devuelta al citosol,
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mientras que la localizada en la membrana interna es degradada por proteasas
lisosomales junto con la carga del autofagosoma?®. Finalmente, se forma el
autolisosoma, un proceso en el que tiene mucha importancia el citoesqueleto. Ademas,
las catepsinas B y D son necesarias para el reciclaje del autofagosoma y la maduracion
del autolisosoma. LAMP-1 y LAMP-2 son otras dos proteinas lisosomales
fundamentales para que se complete el proceso de autofagia. Las moléculas resultantes
de la degradacion (aminoacidos, acidos grasos y nucleétidos) son transportadas al
citosol para participar en rutas de biosintesis y mantener las funciones celulares en

condiciones de estrés celular?3215,

De este modo, la autofagia es un proceso crucial para la supervivencia celular que
se activa en respuesta a distintos estimulos e interacciona con numerosas vias de
sefializacion. Se ha descrito también un proceso de autofagia alternativo, independiente
de ATG7 y ATG5, que podria tener relevancia tanto en condiciones fisioldgicas como
patoldgicas, pero tanto los mecanismos moleculares implicados como las funciones de

este proceso estan comenzando a ser estudiados y no se conocen en profundidad???223,

Por otra parte, se conoce que las proteinas ATG tienen mas funciones,
independientes de la autofagia, que también pueden tener relevancia en el papel de su
alteracion en cancer. En concreto, se ha descrito que ATG7 regula el ciclo celular a

través de su unién a p53214:224,

3.2. El papel de la autofagia en cancer

La autofagia contribuye al mantenimiento de la homeostasis celular, que requiere de
la existencia de un balance entre los procesos anabdlicos y catabdlicos. Su alteracién
ha sido asociada con distintas enfermedades, entre las que se encuentra el

Céncer216’225’226.

La autofagia desempefia un papel dual en cancer, pudiendo contribuir tanto a la
supresion como a la progresion tumoral. Tanto la inhibicion de la autofagia como la
induccién de este proceso se han asociado al desarrollo del cancer. En términos
generales, parece que la autofagia inhibe la iniciacion tumoral, pero contribuye al
mantenimiento del tumor cuando este esta establecido promoviendo el crecimiento
celular descontrolado y aumentando la actividad metabdlica. Asimismo, en estadios muy
avanzados, la inhibicion de la autofagia puede tener un efecto protumoral. En términos
generales, la autofagia es un proceso vital para el correcto funcionamiento de las células

y cualquier descontrol del mismo puede tener un efecto en el desarrollo tumoral.
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Ademas, los efectos de la autofagia dependen del estadio tumoral, del tejido, de las
mutaciones oncogénicas y del contexto celular. Por este motivo, la autofagia es un
proceso que continla investigacion, con el fin de establecer tanto su contribucion a la

patogénesis tumoral como su potencial como estrategia terapéutica?42?7,
3.2.1. Laautofagia en la supresion tumoral

En células sanas, la autofagia promueve la supervivencia celular, siendo un
mecanismo de adaptacion metabdlica ante la falta de nutrientes y contribuyendo a la
integridad celular, a la estabilidad gendémica, al mantenimiento del balance redox y a la
proteostasis. Por este motivo, no es sorprendente que este proceso tenga un papel en
la supresion tumoral. Ante el estrés oncogénico, la autofagia puede tener una funcién

protectora para la célula®’,

El primer hallazgo relacionado con el papel supresor tumoral de la autofagia fue la
alteracion del gen BECNL1, que codifica la proteina BECLIN1, que forma parte del
complejo PI3K necesario para la formacion del fagéforo, en tejido tumoral??®-231,
Posteriormente, se describid la alteracién de otros muchos genes que participan en la
autofagia en la tumorigénesis temprana. Sin embargo, la realizaciébn de estudios
funcionales permitié determinar que las consecuencias de estas alteraciones dependen
del tejido donde se produzcan y son especificas para cada uno de los genes implicados
en la autofagia?*232, Por ejemplo, la delecién de ATG7, sin estar acompafiada por otras
alteraciones genéticas, conduce a la formacién de tumores solo en el higado?®. En otros
tejidos, puede alterar el fenotipo y contribuir al desarrollo tumoral, pero se ha
demostrado gque se necesitan otras alteraciones genéticas para la iniciacion del tumor?*4,

Esto confirma que la relacion entre la autofagia y el desarrollo del cancer es compleja.

A pesar de la complejidad de este proceso, hay cada vez méas evidencia del papel
supresor de la autofagia. Hay que tener en cuenta que el proceso de autofagia esta
regulado por vias de sefializacion supresoras de tumores. En concreto, p53 tiene un
papel importante en la modulacion de la autofagia. Existe cierta reciprocidad en la
relacion entre p53 y la autofagia, ya que proteinas como ATG7 pueden a su vez
interactuar con p53 y regular algunas de sus funciones?!4216.234 por otra parte, se ha
descrito que un defecto en la autofagia se puede asociar con un mayor dafio al DNA, lo
gue también puede contribuir a la tumorigénesis?*>2%¢, Asimismo, la autofagia es un
mecanismo efector de la senescencia, constituyendo un mecanismo alternativo de
supresion tumoral. La inhibicion de la autofagia favorece que las células con alteraciones
oncogénicas no entren en senescencia y proliferen, permitiendo el desarrollo

tumoral?37:238,
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Se han identificado mutaciones inactivantes y deleciones, asi como una disminucion
de la expresion, de numerosos genes importantes en el proceso de autofagia en
distintos tipos de cancer. De este modo, aunque no estén bien descritos los mecanismos
gue subyacen al vinculo entre la autofagia y la supresién tumoral, la existencia de una

asociacion parece estar clara®*#2,
3.2.2. Laautofagia en la progresion tumoral

El papel de la autofagia en el mantenimiento de los tumores ya establecidos y en la
progresion de los mismos comenzé a estudiarse tras la identificacién de altos niveles de
la isoforma activada de LC3B (LC3B-ll) en el tejido tumoral, que sugerian una
acumulacién de autofagosomas. A pesar de que es complicado analizar la sefializacion
autofagica en los tumores, mas alla del estudio de determinadas proteinas o
marcadores, desde entonces ha aumentado la evidencia de que la autofagia puede

contribuir al crecimiento y al metabolismo de tumores en estadios avanzados?#42%°,

Se ha demostrado que la autofagia promueve el desarrollo tumoral como
consecuencia de una activacion oncogénica. La mutacion de oncogenes, que actian
como drivers en la carcinogénesis, como los genes de la familia RAS, promueve la
proliferaciéon y supervivencia de las células tumorales, pero esto genera una importante
demanda energética. De este modo, la obtencién de precursores anabdlicos derivada
de la autofagia contribuye a solventar la disponibilidad limitada de nutrientes externos,
lo que permite el desarrollo del tumor. En algunos casos, esta dependencia de la
autofagia puede ser suplida por la inactivacion de genes supresores de tumores, aunque
depende del tipo de cancer. Asi, las alteraciones responsables de la transformacion
oncogénica pueden condicionar el papel y la relevancia de la autofagia en la progresion

tumoral?40-242,

Una de las principales diferencias entre las células sanas y las tumorales radica en
el metabolismo. Se ha descrito que en muchos tumores aumenta la glicélisis en
detrimento de la fosforilacion oxidativa mitocondrial, ya que se trata de un proceso
mucho mas rapido aunque la tasa de generacién de ATP es menor. Sin embargo, la
funcion mitocondrial continla siendo necesaria para ciertas reacciones metabdlicas y la
autofagia se encarga de preservar la integridad mitocondrial. De este modo, la autofagia
contribuye a la progresion tumoral®*®. A pesar de ello, esto es un arma de doble filo, ya
que la inhibicién de la autofagia en este punto puede llevar a alteraciones metabdlicas
y redox que se ha descrito que pueden aumentar el crecimiento metastasico. Este es
otro ejemplo de la complejidad de la autofagia y de su regulacién, que confirma que su

efecto depende del contexto celular y de las alteraciones moleculares de las células?'.
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3.2.3. El papel dual de la autofagia en la metastasis

El papel de la autofagia en la metastasis, la principal causa de muerte de los
pacientes de cancer, sigue siendo controvertido. Por un lado, se ha descrito que la
autofagia promueve la activacion de vias de sefializacion cruciales para el desarrollo de
metastasis, como la migracion y la invasion, la transicion epitelio-mesénquima, la
supervivencia y la adaptacion a situaciones de estrés como la hipoxia o la privaciéon de

nutrientes?4.244,

Por otra parte, estudios mas recientes han demostrado que la autofagia restringe
pasos clave en la cascada metastasica. Muchos tipos de cancer, como el melanoma y
distintos carcinomas, diseminan células tumorales que permanecen latentes y
clinicamente indetectables en el 6rgano metastasico durante largos periodos de tiempo,
hasta que experimentan un aumento de proliferacion y dan lugar a una metastasis
activa. Se ha descrito que la autofagia es clave en el control de la salida de este estado
latente y en la supresion de la colonizacién del nicho metastasico, aunque no se
conozcan los mecanismos exactos a través de los cuales esto sucede. Diversos
estudios preclinicos han demostrado que la inhibicibn de la autofagia, mediante la
inactivacion de proteinas clave, causa una salida del estado latente y la proliferacion de

las células metastasicas, dando lugar a un aumento de la agresividad del cancer?44-247,

Ademas, se han llevado a cabo diversos estudios sobre la acumulacion de p62 en
el tejido tumoral, que refleja una inhibicién de la autofagia, que coinciden en que este
evento promueve la progresién tumoral, la metastasis y la resistencia terapéutica, a
través de la mediacion de distintas vias de sefializacion, como la de NFkB248:249 De este
modo, aunque parece estar claro que la autofagia tiene un papel supresor tumoral en el
inicio del proceso carcinogénico, tanto la induccién como la inhibicién de este proceso
pueden contribuir a la progresion tumoral y al desarrollo de metastasis en funcién del

contexto tumoral.
3.2.4. Laautofagia en el carcinoma escamoso de cabezay cuello

El papel de la autofagia en CECC ha sido estudiado principalmente en el cancer de
cavidad oral. En estos tumores se ha relacionado tanto un aumento en los niveles de
p62, como una disminucion de los niveles de BECLIN1, alteraciones asociadas con una
inhibicion de la autofagia, con una mayor agresividad tumoral y una menor supervivencia
de los pacientes. Sin embargo, paradojicamente, un incremento en la expresion de la
isoforma activada de LC3B (LC3B-1l) en CECC de cavidad oral también se ha asociado
con un peor prondstico?>°-2%3, Esto concuerda con lo observado en otros tipos de cancer

y con el papel dual de la autofagia descrito previamente. Asimismo, hay que tener en
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cuenta que la autofagia es un proceso dinamico y que la deteccion de un marcador en
un momento determinado puede no estar reflejando con fidelidad lo que esta ocurriendo

en las células.

Por otra parte, también se han identificado alteraciones en la autofagia en tumores
nasofaringeos, asociados habitualmente a VEB. En este caso, se ha asociado un
aumento de los niveles de expresion de BECLIN1 con una menor supervivencia global,
sugiriendo que en este caso la autofagia actia como un mecanismo de supervivencia
tumoral®°24, En el resto de localizaciones del CECC, el nimero de estudios realizados

en este campo es muy limitado.

Ademads, algunas vias de sefializacion alteradas de manera muy frecuente en
CECC, como la de EGFR o PI3K, regulan la autofagia, de manera directa o a través de
otras rutas. Por este motivo, es légico que este proceso esté involucrado de algiin modo
en el CECC. Hay que tener en cuenta que el CECC es una entidad altamente
heterogénea que incluye multiples localizaciones y numerosos factores etioldgicos, por
lo que es légico que el papel de la autofagia en el desarrollo tumoral del CECC sea
variable. De hecho, se ha descrito que la exposicion al tabaco y alcohol puede inducir

la autofagia celular??’,

Ademas, ha sido descrito que algunos de los tratamientos empleados de manera
habitual en el tratamiento del CECC, como la radiacion o los taxanos, inducen la
autofagia. En este sentido, es interesante tratar de correlacionar la respuesta a estos
tratamientos con las alteraciones de la autofagia encontradas en los tumores, para
determinar si estas pueden condicionar de algin modo la respuesta terapéutica. Por
otro lado, el uso de moduladores de autofagia es una estrategia de tratamiento muy
prometedora, pero es necesaria la realizacion de mas estudios para determinar los
subgrupos de pacientes que se podrian beneficiar de esta, bien en solitario bien en

regimenes concomitantes con los tratamientos actuales?.

Una de las principales limitaciones del estudio de la autofagia en CECC es que la
mayor parte de los diagndésticos se realizan en estadios localmente avanzados, de modo
gue resulta complicado determinar la sucesién temporal de las alteraciones tumorales®.
Esto es especialmente importante en el estudio de la autofagia ya que parece estar claro

que su efecto en el desarrollo tumoral cambia a lo largo del proceso carcinogénico?®,
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3.3. El papel de la autofagia en gquimiorresistencia

Existe cada vez una mayor evidencia de que la autofagia también estd implicada en
la resistencia a la quimioterapia. Al igual que en el desarrollo tumoral, la autofagia juega
un papel dual en la respuesta terapéutica, pudiendo actuar como mecanismo de
supervivencia de las células tumorales expuestas a agentes quimioterapéuticos o

promoviendo la muerte celular (Figura 19)227:255256,

Cancer cells Cancer cells
° ) ° ()
Chemotherapeutic agents
Autophagic ® vo . p DO . hagi
i 0. < 0 & Autc;p agic
I - ux
0 0
Stress l Cytotoxicity
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A major protective mechanism:

the acquired resistance phenotype Autophapic

cell death

Figura 19. Papel dual de la autofagia en la respuesta a la quimioterapia. Obtenido de Sui X., et al.,
20132%,

En el caso de los agentes que causan dafio en el DNA, como el cisplatino o el 5-FU,
gue se emplean habitualmente en la clinica para tratar el CECC, la induccion de la
autofagia parece estar implicada en quimiorresistencia. Esto sugiere que la combinacion
de estos agentes con inhibidores de la autofagia podria ser una aproximacién

terapéutica efectiva para vencer la resistencia y mejorar el resultado terapéutico??”:2%5,

Por otra parte, los taxanos causan una induccién de la autofagia que, junto con la
apoptosis, lleva a la muerte celular. En estos casos, parece que tanto la inhibicién como
la induccion de la autofagia puede dar lugar a la resistencia al tratamiento. Sin embargo,
los estudios realizados hasta el momento no son muy concluyentes y ponen de
manifiesto la necesidad de continuar la investigacion en este campo. Comprender mejor

este proceso es fundamental para que se convierta en una solucién clinica®’.
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HIPOTESIS

El carcinoma escamoso de cabeza y cuello (CECC) es una entidad que agrupa
tumores heterogéneos desde un punto de vista tanto clinicopatolégico como molecular,
con distintas localizaciones y factores etiol6gicos asociados. En el momento actual, el
carcinoma de orofaringe asociado a VPH constituye un subgrupo de CECC que presenta

un mecanismo carcinogénico diferencial y un mejor prondstico.

La mayor parte de los casos de CECC se diagnostican en estadios localmente
avanzados y, en los Ultimos afios, se han introducido nuevas estrategias terapéuticas
que han supuesto una mejoria en el pronéstico de este tipo de cancer. Uno de los
tratamientos estandarizados en el CECC localmente avanzado es la quimioterapia de
induccién con cisplatino, 5-FU y taxanos previa a la administracion de radioterapia o
quimiorradioterapia concomitante. La combinacion de estos tres farmacos ha logrado
una mayor tasa de respuesta. Sin embargo, existen subgrupos de pacientes que
presentan fallo terapéutico precoz y mal pronostico. De este modo, la resistencia al
tratamiento es un problema de primer orden en el manejo del CECC. Actualmente, no
existen biomarcadores que permitan identificar de antemano a estos pacientes, que se

exponen a una elevada toxicidad sin lograr ningun beneficio terapéutico.

Por todo ello, es necesario caracterizar los mecanismos moleculares que subyacen
al desarrollo de resistencia al tratamiento, para asi poder identificar biomarcadores de
respuesta con potencial uso clinico y, paralelamente, buscar alternativas terapéuticas
efectivas. En este sentido, es preciso profundizar mas en el funcionamiento de los
mecanismos de resistencia ya establecidos y caracterizar también otros mecanismos
menos estudiados que puedan ser igualmente importantes. De este modo, se podra

avanzar hacia una medicina de precisién en CECC.

Teniendo en cuenta todo esto, la hipétesis de este trabajo es que profundizar en la
caracterizacion de las alteraciones moleculares responsables de la resistencia a los
taxanos en CECC permitira identificar biomarcadores de respuesta y alternativas

terapéuticas.
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OBJETIVOS

Para abordar la hipétesis del trabajo, se estableci6 como objetivo principal

caracterizar a nivel molecular el carcinoma escamoso de cabeza y cuello (CECC)

resistente a taxanos e identificar tanto potenciales biomarcadores como alternativas

terapéuticas para esta entidad. En consonancia con esto, se establecieron los siguientes

objetivos especificos:

1.
2.

Generar lineas celulares de CECC resistentes a taxanos.

Caracterizar el papel de la pérdida de ATG7 en el proceso de autofagia y en la
resistencia a taxanos, empleando una linea celular de CECC editada
genéticamente mediante la tecnologia CRISPR-Cas9 para inactivar este gen.
Identificar alteraciones en el nimero de copias asociadas al fracaso terapéutico
de la quimioterapia de induccion en una cohorte representativa de la poblacién
espafola de pacientes diagnosticados con CECC localmente avanzado,
incluidos en un ensayo clinico y tratados de manera homogénea.

Caracterizar los mecanismos moleculares responsables de la resistencia a
taxanos e identificar alteraciones candidatas a constituir biomarcadores de
respuesta en lineas celulares de CECC resistentes a taxanos.

Analizar la capacidad migratoria y proliferativa de las lineas celulares de CECC
resistentes a taxanos.

Establecer el papel de las vesiculas extracelulares en el desarrollo de resistencia
empleando lineas celulares de CECC resistentes a taxanos.

Analizar la respuesta a los tratamientos que forman parte de la terapia
combinada TPF de las lineas celulares de CECC resistentes a taxanos,
incluyendo cisplatino, 5-fluororacilo y radiacion.

Analizar el dafio en el DNA de las lineas celulares de CECC parentales y
resistentes a taxanos tanto a nivel basal como tras el tratamiento con un agente
inductor de dafio.

Identificar alternativas terapéuticas efectivas en lineas celulares de CECC

resistente a taxanos.
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MATERIALES Y METODOS

1. Pacientes incluidos en el estudio

Se seleccionaron un total de 177 pacientes que formaron parte del ensayo clinico
en fase Il, aleatorizado, abierto y multicéntrico TTCC-2007-01 (NCT0071639122),
coordinado desde el servicio de Oncologia Médica del Hospital Universitario de
Salamanca en el que participaron 20 hospitales espafioles, todos ellos pertenecientes
al Grupo Espafiol de Tumores de Cabeza y Cuello (TTCC). Todos los pacientes fueron
diagnosticados con CECC localmente avanzado e irresecable, correspondiente a los
estadios clinicos Ill, IVa y IVb. Las muestras de tejido tumoral se obtuvieron en el

momento del diagnéstico y se conservaron en parafina.

Los pacientes fueron tratados de manera homogénea, recibiendo inicialmente tres
ciclos de quimioterapia de induccién con el régimen TPF (docetaxel, cisplatino y 5-FU
concomitante) seguido de cisplatino y radioterapia (cis + RT) o cetuximab y radioterapia
(cet + RT). En este trabajo se tuvo en cuenta la respuesta al régimen TPF, estableciendo
tres subgrupos de respuesta: estabilizacion de la enfermedad (EE), respuesta completa
o parcial (RC/RP) y toxicidad al tratamiento (TOX). Ninguno de los pacientes incluidos

en el estudio present6 progresion de la enfermedad.

La informacion clinicopatolégica y de seguimiento fue cumplimentada por los
investigadores de cada centro segun los criterios incluidos en el ensayo. Todos los datos
recogidos para el estudio fueron tratados con las medidas de seguridad establecidas en
cumplimiento de la Ley Organica 15/1999, del 13 de diciembre, de Proteccion de Datos
de Caracter Personal y custodiados por el Hospital Universitario de Salamanca. En la
Tabla 2 se recogen las caracteristicas clinicopatolégicas de los 177 pacientes incluidos

en este trabajo en funcién de los subgrupos de respuesta establecidos.

Por otra parte, se realiz6 un estudio con 15 muestras de tejido tumoral conservado
en parafina con diagndstico de CECC realizado en el Hospital Universitario de

Salamanca, pertenecientes a otra serie de pacientes.
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Tabla 2. Caracteristicas clinicopatolégicas generales de los pacientes incluidos en el estudio.

Caracteristica

Sexo, n (%)

Hombre 160 (90,39) 30 (88,23) 111 (91) 19 (90,5)
Mujer 17 (9,6) 4 (11,76) 11 (9) 2(9,5)
Edad: mediana (intervalo), afios 57 (29-73) 56 (41-70) 58 (41-70) 60 (42-71)

Localizacion tumoral, n (%)
Cavidad oral 31(17,5) 5(14,71) 22 (18,03) 4 (19,04)
Orofaringe 69 (39,1) 19 (55,88) 45 (36,89) 5(23,81)
Laringe 30 (16,9) 2 (5,88) 27 (22,13) 1(4,76)
Hipofaringe 47 (26,5) 8 (23,53) 28 (22,95) 11 (52,39)
Categoria tumoral (T), n (%)
T1-3 52 (29,38) 7 (20,59) 42 (34,43) 3 (14,29)
T4 124 (70,06) 27 (79,41) 79 (64,75) 18 (85,71)
Desconocida 1 (0,56) 0 (0) 1(0,82) 0 (0)
Afectacion ganglionar (N), n (%)
NO/1 41 (23,2) 7 (20,59) 29 (23,77) 5(23,81)
N2 113 (63,8) 19 (55,88) 80 (65,57) 14 (66,67)
N3 22 (12,5) 8 (23,53) 12 (9,84) 2(9,52)
Desconocida 1(0,5) 0 (0) 1(0,82) 0 (0)
Grado, n (%)
Grado 1 17 (9,61) 3(8,82) 13 (10,66) 1(4,76)
Grado 2 61 (34,46) 15 (44,12) 41 (33,6) 5(23,81)
Grado 3/4 97 (54,8) 16 (47,06) 66 (54,1) 15 (71,43)
Desconocido 2(1,13) 0 (0) 2 (1,64) 0 (0)
Estadio, n (%)
I 15 (8,5) 1(2,94) 12 (9,84) 2(9,52)
IVa 126 (71,2) 24 (70,59) 87 (71,31) 15 (71,43)
IVb 35 (19,8) 9 (26,47) 22 (18,03) 4 (19,04)
Desconocido 1(0,5) 0 (0) 1(0,82) 0 (0)
VPH, n (%)
Positivo 23 (13) 3(8,83) 21 (17,21) 0 (0)
Negativo 139 (78,5) 29 (85,29) 90 (73,77) 20 (95,24)
Desconocido 14 (0,5) 2 (5,88) 11 (9,02) 1(4,76)
No fumador, n (%) 22 (12,43) 7 (20,59) 14 (11,48) 5 (23,81)
No bebedor, n (%) 38 (21,47) 9 (26,47) 23 (18,85) 8(38,1)

2. Cultivos celulares

2.1. Lineas celulares

Se emplearon tres lineas celulares diferentes derivadas de CECC, cuyas
caracteristicas se detallan en la Tabla 3. Dos de ellas fueron establecidas en la Unidad
de Medicina Molecular de la Universidad de Salamanca de manera previa al desarrollo
de este proyecto a partir de biopsias tumorales de pacientes con CECC localmente
avanzado con origen en la orofaringe y la laringe y distinto estatus de infeccion por VPH.

La otra es una linea celular comercial, CAL33, con origen tumoral en la lengua.
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Las tres lineas celulares se cultivaron con medio Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) 1640 1X con L-glutamina (Gibco™, Life Technologies) suplementado con un
10% de suero fetal bovino (FBS) inactivado (Gibco™, Life Technologies) y un 1% del
céctel de antibidticos penicilina/estreptomicina (P/S) (Gibco™, Life Technologies). Se
mantuvieron en un incubador (Cultek S.L.U.) a 37°C, con un 5% de CO2 y 98% de
humedad relativa. Todas ellas crecen en monocapa adheridas a las placas de cultivo.
Se emplearon placas de distintos tamafos para realizar diferentes ensayos, incluyendo
placas de 60 (P60), 100 (P100) y 150 (P150) mm de diametro, flasks T25, T75y T175y
placas de 6, 12, 24 y 96 pocillos (Thermo Fisher Scientific). Ademas, se comprobé la
ausencia de micoplasma en los cultivos celulares de manera regular empleando el kit

comercial MycoAlert kit (Lonza), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Tabla 3. Caracteristicas de las lineas celulares de CECC empleadas.

Linea celular Fuente Tumor de origen VPH
CAL33 DSMZ: ACC 447 Carcinoma escamoso de lengua
32816 Establecida en el laboratorio | Carcinoma escamoso de orofaringe +
32860 Establecida en el laboratorio Carcinoma escamoso de laringe

Asimismo, se empled la linea celular no tumoral HEK-293T (#CRL-3216, ATCC®),
derivada de tejido embrionario de rifibn, que contiene el antigeno T SV40, para la
produccién de virus y la posterior realizacién de ensayos funcionales. Esta linea celular
se cultivd con medio Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (Gibco™, Life
Technologies) con glucosa (4,5 g/L), L-glutamina y L-piruvato, suplementado con un
10% de FBS inactivado y un 1% de penicilina/estreptomicina. Se mantuvo en cultivo en
las mismas condiciones que las lineas celulares de CECC y en este caso también se

testo la presencia de micoplasma de manera regular.

2.2. Congelacion, descongelacion y mantenimiento

Las lineas celulares se preservaron en tanques de nitrégeno liquido a -196°C,
resuspendidas en FBS con un 10% de dimetilsulféxido (DMSO) y almacenadas en
crioviales. El proceso de descongelacion de las mismas es un proceso rapido. Los
crioviales se retiraron de los tanques de nitrodgeno liquido en hielo seco y se introdujeron
en un bafio humedo a 37°C. Tras esta descongelacion rapida, se sembro el contenido

del criovial gota a gota en placas de cultivo de 10 cm de didmetro con el medio
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correspondiente previamente precalentado a 37°C. Se introdujeron en un incubador y
16 horas después, tras la adhesion de las células, se realizaron dos lavados con tampén
fosfato salino (PBS) 1X Na/K y el cambio de medio por medio fresco, para eliminar los
restos de DMSO.

Por otra parte, a lo largo de este trabajo, se congelaron tanto las lineas celulares de
origen como las generadas mediante distintos procedimientos. Para ello, se parti6 de
placas de 10 cm de didmetro y se despegaron las células empleando 1 ml del agente
de disociacion TrypLE Express 1X (Gibco™). Tras una incubacion de 5 minutos a 37°C,
se recogieron las células con el medio de cultivo correspondiente y se pasaron a un tubo
Falcon™ con una capacidad de 15 ml. Se realiz6 una centrifugacion a 800 rpm durante
3 minutos y se retiré el sobrenadante. El botén celular se resuspendié en medio de
congelacién (FBS con un 10% de DMSO) y se pas6 a un criovial. Este se introdujo en
el recipiente de congelacién Mr. Frosty™ (Thermo Fisher Scientific), que permite que la
congelacién se produzca paulatinamente, con una bajada de temperatura de 1°C por
minuto, y se guardd en un congelador a -80°C. Tras al menos 4 horas, se retiraron los
crioviales del recipiente de congelacién y se bajaron a los tanques de nitrégeno liquido

para su conservacion a -196°C a largo plazo.

Para el mantenimiento de las células en cultivo, se realizaron pases dos veces por
semana, cuando las células habian alcanzado una confluencia del 80-90%. Tanto para
las lineas celulares de CECC como para la linea celular HEK 293T, se realizaron pases
1:20. De manera general, se intentd evitar trabajar con células que llevasen mucho
tiempo en cultivo, ya que esto puede inducir la alteracion de las caracteristicas de la

linea celular.

2.3. Contaje de células

Para sembrar las células para los distintos experimentos, previamente se realiz6 un
contaje con camara de Neubauer, un portaobjetos con dos pequefias depresiones que
tienen una cuadricula de dimensiones conocidas marcadas. Aqui se afiadié una muestra
de células resuspendidas en medio de cultivo y diluidas azul de tripan, un colorante que
permite determinar la viabilidad celular, ya que las células vivas no se tifien, al tener la
membrana celular intacta, pero las células muertas si lo hacen. Después, se cubri6 la
camara con un cubreobjetos, que se adhirié por tension superficial. En cada una de las
partes de la camara se pudieron visualizar 4 cuadrantes sobre los que se depositan las
células. Se contaron las células de cada cuadrante a través de su observacion en un

microscopio 6ptico y se hizo la media aritmética. El factor de dilucién de la camara de
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Neubauer es de 1:10000, de tal forma que la media de células por cuadrante se
multiplicé por 10000 para determinar asi el nUmero de células por ml de muestra. De
este modo, se pudo calcular el volumen necesario para sembrar las células requeridas

para cada experimento.

3. Generacion de lineas celulares resistentes a taxanos

Para establecer lineas celulares de CECC resistentes a taxanos se partié de las
lineas celulares CAL33, 32816 y 32860 y se siguié un protocolo descrito previamente,

basado en el incremento progresivo de dosis del agente citotoxico?®e,

En primer lugar, se determind la respuesta a paclitaxel de las tres lineas celulares a
24, 48 y 72 horas mediante el ensayo de viabilidad celular MTT y se determiné la
concentracion inhibitoria media (IC50), que se corresponde con la concentracién que
inhibe la actividad biolégica al 50% respecto a un control, para cada tiempo, empleando
el software Graphpad Prism 9.4.1. Finalmente, se seleccioné la IC50 a 24 horas porque

el paclitaxel causaba un efecto importante en la viabilidad celular desde este tiempo.

Las células se sembraron en placas de 10 cm de didmetro para conseguir una
confluencia del 20% tras 24 horas, correspondiente con un pase 1:10 a partir de una
placa al 80% de confluencia. Las células con una confluencia del 20% se trataron
inicialmente con una dosis de paclitaxel correspondiente al 10% de la IC50. Tras 24
horas se cambi6 el medio de cultivo por medio fresco sin farmaco y comenzé un periodo
de recuperacién. Cuando las células proliferaron hasta un 80% de confluencia, se realizé
un pase para conseguir de nuevo una confluencia del 20% tras 24 horas, y el resto de
células se congelaron para poder volver a ese punto en el caso de que las células no se
recuperasen tras un ciclo de tratamiento. Entonces, se llevo a cabo un nuevo ciclo de
tratamiento, incrementando la dosis en un 10%. Siguiendo este procedimiento se
administraron un total de 25 ciclos de tratamiento a lo largo de 3 meses hasta alcanzar
una dosis de paclitaxel de 50 nM, que inicialmente causaba una inhibicion total de la

viabilidad celular. El proceso llevado a cabo se resume en la Figura 20.
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Figura 20. Proceso de generacién de lineas celulares de CECC resistentes a paclitaxel. Elaborado

con imagenes de www.biorender.com.

Tras la finalizacion de este proceso se comprobd la adquisicion de resistencia tanto
a paclitaxel como a docetaxel mediante un ensayo de viabilidad MTT y un ensayo de
apoptosis, confirmando de este modo la generacion exitosa de dos lineas celulares de
CECC resistentes a taxanos, llamadas CAL33-R y 32816-R.

Este proceso de induccién de resistencia a taxanos también se llevé a cabo con tres
lineas celulares derivadas de la linea celular 32816 knockout para ATG7 y tres lineas
celulares transfectadas con un vector vacio como control. Con el objetivo de monitorizar
de un modo mas preciso el proceso de adquisicién de resistencia se contaron las células
antes de cada ciclo de tratamiento, sembrando 1 millén de células en cada placa de 10
cm de didmetro para ser tratadas 24 horas después. Ademas, en estas lineas celulares
se realizaron 12 ciclos de tratamiento, partiendo del 10% de la IC50 a 24 horas y hasta

alcanzar una dosis de 10 nM de paclitaxel.

4. Determinacion del cariotipo de las lineas celulares

En este trabajo, se recurri6 a la citogenética convencional para determinar el
cariotipo de las tres lineas celulares de CECC empleadas, asi como de las lineas
celulares resistentes a taxanos, CAL33-R y 32816-R, con el objetivo de identificar
posibles alteraciones diferenciales respecto a las lineas celulares parentales de las que

derivan.

La determinacion del cariotipo se realizé mediante bandeo G, un procedimiento que
se basa en la tincion Wright-Giemsa de los cromosomas, dando lugar a un patron de

bandas oscuras y claras caracteristicos que permite su identificacion. De esta manera,
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se pueden detectar aneuploidias (ganancias y/o pérdidas cromosomicas) Yy

aberraciones estructurales.

Se partié de las distintas células en cultivo en placas P100 a un 80% de confluencia
(para lo que se hizo un pase 1:5 a partir de una placa confluente 24 horas antes). A
estas células se les afiadieron 100 pl de KaryoMAX® COLCEMID® a 10 upg/ml (Life
Technologies) y se volvieron a introducir en el incubador durante 1 hora y 30 minutos.
De este modo, se sincronizaron en metafase. Tras la incubacion, se despegaron las
células, se resuspendieron en medio, se transfirieron a un tubo de 15 ml y se

centrifugaron a 1500 rpm durante 10 minutos.

El botdn celular se resuspendi6 en 1,5 ml de una solucién hipotdénica compuesta por
KCI 20 mM vy citrato sédico 10 mM en proporcién 1:1 y se incubé a 37°C durante 20
minutos. Posteriormente, se afadieron 10 gotas de fijador Carnoy (metanol: acido
acético glacial en proporcion 1:1) para romper las membranas celulares y fijar los
cromosomas. Después, se centrifugaron los tubos a 1500 rpm durante 5 minutos. Se
elimind el sobrenadante y se incubaron a 4°C durante 20 minutos. Este paso se repitid

al menos 3 veces. Finalmente, se volvié a afiadir fijador Carnoy a las células.

Tras la fijacion, se procedié a la tincién de los cromosomas. Para ello, se usaron
portaobjetos que se introdujeron en una mezcla de etanol: éter en proporcion 1:1y se
dejaron secar. Después, se afiadieron dos gotas de la suspension de células que se
extendieron sobre el portaobjetos y se introdujeron en una camara con un 60% de
humedad, tras lo cual se incubaron a 60°C durante toda la noche. Al dia siguiente, se
introdujeron los portaobjetos en una solucién de HCI 0,2 N en ddH-0, se lavaron con
ddH,0 a 4°C y se dejaron secar. A continuacién, se sumergieron en una soluciéon de
SCC 1X a 60°C durante 15 minutos, en una estufa con ambiente himedo. Finalmente,
para realizar una tincién, se prepard una solucién compuesta por 49 ml de una solucién
de 10,68 g de (NazHPQO4)2H-0 en 1l de ddH»O y 51 ml de una solucién compuesta por
8,1 g de KH2PO, en 1 | de ddH20O. Se mezclaron 3 ml de esta solucién con 1 ml de
colorante Wright (Laboquimia). Esta solucion final se afiadié a los portaobjetos y se
tuvieron en contacto durante el tiempo necesario para la tincion correcta de las bandas
(observada mediante microscopia 6ptica). Tras la tincién, se realiz6 un lavado con

ddH-0 a 4°C y se dejaron secar los portaobjetos.

Se capturaron imagenes de los cromosomas empleando un microscopio 6ptico y los
cariotipos fueron descritos segun el sistema ISCN 2020 (An International System for

Human Cytogenomic Nomenclature 2020)%°.
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5. Estudio de proliferacion celular mediante ensayo de viabilidad celular MTT

El ensayo MTT se utiliza para medir la actividad metabdlica celular, que se emplea
como indicador de la viabilidad, la proliferacién o la citotoxicidad celular. En este caso,
se recurrid a esta técnica para comparar la tasa proliferativa de las lineas celulares
resistentes a taxanos (CAL33-R y 32816-R) con la de las lineas celulares parentales
(CAL33 y 32816). Se trata de un ensayo colorimétrico basado en la reduccién de una
sal de tetrazolio de color amarillo, el 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT),
a cristales de formazéan, de color morado, por la enzima succinato deshidrogenasa en
células metabdlicamente activas. El formazan es un compuesto hidrofébico que se
puede solubilizar en DMSO. La absorbancia a 570 nm de esta solucion se correlaciona
de forma directa con la cantidad de células en cultivo metabdlicamente activas que, de

forma indirecta, reflejan la tasa de proliferacion.

Para llevar a cabo este experimento, se sembraron en placas de 96 pocillos 2000
células en 100 pl de medio de cultivo por pocillo. Para cada linea celular se sembraron
6 pocillos para 3 tiempos diferentes: 0, 24 y 48 horas. Ademas, para cada tiempo se
afadié solo medio de cultivo a 6 pocillos, a modo de blanco. Tras la siembra, las placas
se mantuvieron en el incubador para permitir la adherencia de las células. El dia
siguiente se considero el tiempo de referencia 0 horas y se procedio al revelado de esta
placa. A partir de este punto temporal, las otras placas se dejaron en incubacion 24 o

48 horas mas.

Para realizar la medicion a cada uno de los tiempos, en primer lugar se afiadio el
reactivo MTT disuelto en PBS 1X Na/K (Sigma-Aldrich) a una concentracion de 1 mg/ml.
Después, incubd a 37°C durante 1 hora. Pasado este tiempo, se retir6é el medio de cultivo
y se afadieron 100 ul de DMSO por pocillo para disolver los cristales de formazan que
se habian formado. Para ello, se realizé una incubacién a temperatura ambiente y en
agitacion durante 5 minutos. Durante este proceso, las placas se mantuvieron en
oscuridad en la medida de lo posible. Finalmente, se midi6 la absorbancia a 570 nm de
cada uno de los pocillos, tomando la absorbancia a 630 nm como referencia y realizando
25 medidas por pocillo. Para esto se empled el espectrofotometro y lector de

microplacas Infinite M200 (Tecan®).

Los resultados se analizaron realizando una normalizacion respecto a los valores
obtenidos a 0 horas para cada una de las lineas celulares. Se realizaron 3 réplicas

independientes de este experimento. El procedimiento se resume en la Figura 21.
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Figura 21. Procedimiento seguido en el ensayo de viabilidad MTT. Elaborado con imagenes de

www.biorender.com.

6. Estudio de migracion celular mediante el ensayo de cierre de herida

Con el objetivo de determinar los cambios en la capacidad migratoria de las lineas
celulares resistentes a taxanos se llevé a cabo un ensayo de cierre de herida, también
llamado ensayo de scratch. Este ensayo se basa en la realizacion de una herida en una
placa de cultivo con una capa confluente de células y en la monitorizacion posterior del
proceso de migracion de las células hasta cerrar esa herida, lo que permite calcular la

velocidad de migracion.

En primer lugar, se sembraron las lineas celulares CAL33, CAL33-R, 32816y 32816-
R en una placa de 6 pocillos. Concretamente, se sembraron 300000 células por pocillo
48 horas antes de realizar el ensayo, para garantizar una monocapa confluente en este
momento. Antes de afiadir las células, en cada uno de los pocillos se colocaron dos
moldes (Ibidi), que se adhieren a la placa y, cuando se retiran, dan lugar a heridas de
dimensiones conocidas. El dia previo al ensayo, el medio de cultivo fue sustituido por
un medio sin FBS y con un 1% de P/S para detener la proliferacion celular. En estas
lineas celulares, el uso de un medio sin FBS no compromete la viabilidad celular. Asi, el
mismo dia del ensayo, se retiraron los moldes con cuidado y se cambi6 el medio de

cultivo por medio fresco sin FBS con un 1% de P/S.

La monitorizacion del proceso de cierre de herida se realiz6 a través de la toma de
imagenes con una camara acoplada a un microscopio de contraste de fases NIKON
ECLIPSE TE-2000-E. Se establecieron las coordenadas de posicion de las regiones de
las distintas heridas y se tomaron fotos en esos puntos cada 30 minutos durante 24
horas. Este microscopio permite mantener las células en una atmésfera a 37°C y 5% de

CO:.. Se realizaron tres réplicas independientes de este ensayo.
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Para el andlisis de las imagenes se us6 el programa Fiji (Fiji Is Just ImageJ) en su
version 2.9.0. Este software incluye la herramienta MRl Wound Healing Tool que permite
medir el area libre de células de la herida en cada uno de los puntos temporales
establecidos. A partir de este parametro se puede calcular el porcentaje del area de la
herida ocupado a cada tiempo, lo que representa una medida indirecta de la velocidad

de migracion.

7. Aislamiento y caracterizacion de vesiculas extracelulares

El papel de las EVs en resistencia a quimioterapia esta bien establecido, aunque no
esta caracterizado por completo. Con el objetivo de establecer las diferencias en la
cantidad, el tamafio y el contenido de las EVs liberadas por células resistentes y
sensibles a taxanos, se aislaron dos fracciones de EVs de distinto tamafio (10K y de
100K) por ultracentrifugacion y, posteriormente, se caracterizaron empleando distintas
técnicas. En este estudio se emplearon Unicamente la linea celular parental CAL33 y su

correspondiente linea celular resistente a taxanos, CAL33-R.

7.1. Aislamiento de vesiculas extracelulares por ultracentrifugacion

El primer paso para el aislamiento de EVs por ultracentrifugacion fue la expansion
de las células en cultivo hasta tener 24 placas P150 durante 72 horas en el incubador,
con medio de cultivo RPMI con L-glutamina suplementado con 10% de FBS depletado
y un 1% de penicilina/estreptomicina. Pasado este tiempo, se recogi6 el medio de todas
las placas y se procedié al aislamiento de EVs. El proceso de expansion de células se
resume en la Figura 22. Es necesario depletar el FBS para suplementar el medio en el
ultimo paso de la expansion para evitar el aislamiento de EVs del propio FBS. Este
proceso se realiz6 mediante ultracentrifugaciéon a 100000 rcf, durante 18 horas y a 4°C,
en el equipo Beckman Coulter Optima XPN-100 Ultracentrifuge (Life Sciences), con un

rotor tipo 70Ti y tubos tipo 26,9 ml Quickseal.

Medio con
FBS depletado

1xT25 2XxT75 3XxT175 24xP150

Recogidade
° = Q‘ = ‘}‘ = ‘ = medio de cultivo

72h 72h 72h 72h

Figura 22. Proceso de expansion de las células en cultivo para el aislamiento de EVs.
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El protocolo de aislamiento de EVs se basé en lo descrito en la literatura®?. Se
recogié el medio de cultivo a partir de 24 P150 que llevaban 72 horas en cultivo,
pasandolo a tubos de 50 ml y se mantuvo en hielo. Se realizé una centrifugacién a 4°C
y 2000 rcf durante 10 min. Se pasoé el medio a nuevos tubos y se descarto el pellet, con
células muertas y restos celulares. A continuacion, se transfirio el medio a tubos de
plastico apropiados para realizar una centrifugacién de alta velocidad. Se tararon los
tubos empleando una balanza analitica y se completé el volumen con PBS 1X Na/K
estéril. Después, se realizé una centrifugacion a alta velocidad a 4°C y a 10000 rcf
durante 30 minutos en el equipo Beckman Coulter Avanti J-26S (Life Sciences) usando
el rotor JA-25.50.

Al finalizar esta centrifugaciéon, se pasé el medio a los tubos de ultracentrifuga
Quickseal de 26,9 ml y se mantuvo en hielo. Por otra parte, se resuspendieron todos los
pellets resultantes en PBS 1X Na/K estéril, para hacer un lavado, y se juntaron en un
anico tubo. Se repitid6 la centrifugacién de alta velocidad anterior, en las mismas
condiciones. Después, se descartd el sobrenadante y se disolvié el pellet resultante en
100 pl de PBS 1X Na/K estéril y filtrado con filtros de 0,2 um. Asi, se completé el
aislamiento de la fraccion de EVs de 10k, que tienen mayor tamafio. Las EVs se

conservaron a -80°C.

Por otro lado, los tubos de ultracentrifuga con medio, mantenidos en hielo, se
tararon, permitiendo un error maximo de + 0,020 g entre todos los tubos y un error
méaximo de + 0,010 g entre los tubos enfrentados en la ultracentrifuga. Después, se llevé
a cabo una ultracentrifugacion a 4°C y 100000 rcf durante 70 minutos empleando el
equipo Beckman Coulter Optima XPN-100 Ultracentrifuge (Life Sciences), con un rotor
tipo 70Ti. Tras la centrifugacion, se descart6 el sobrenadante, se resuspendieron todos
los pellets en PBS 1X Na/K estéril y se juntaron en un Unico tubo. Tras tarar este tubo y
un balance, se repiti6 la ultracentrifugacion anterior. Por ultimo, se descarté el
sobrenadante y se disolvié el pellet resultante en 100 ul de PBS 1X Na/K estéril y filtrado
con filtros de 0,2 um. De este modo, se completé el aislamiento de la fraccion de EVs

de 100k, de menor tamafo. Las EVs de 100k también se conservaron a -80°C.

Este proceso se realiz6 por triplicado para cada una de las lineas celulares, CAL33

y CAL33-R. El procedimiento se resume de forma esquematica en la Figura 23.
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Figura 23. Procedimiento seguido para el aislamiento de EVs a partir de la linea celular parental
CAL33 Yy resistente a taxanos CAL33-R.

Ademas, en cada aislamiento de EVs se despegaron las células de tres de las placas
P150y se contaron en una camara de Neubauer, estimando el nUmero de células totales
para poder establecer el nUmero de EVs por célula. También se realiz6 una extracciéon
de proteinas de 1 placa por condicién y se guardaron los pellets celulares de 3 placas

por condicion. Todas estas muestras se guardaron a -80°C.

Esta parte del trabajo se llevo a cabo durante una estancia internacional en el grupo
Cancer Drug Resistance del Instituto de Investigacdo e Inovagdo em Saude da

Universidade do Porto (i3s) en Oporto (Portugal).

7.2. Caracterizaciéon de vesiculas extracelulares por analisis de rastreo de

nanoparticulas

El analisis de rastreo de nanoparticulas, en inglés nanoparticle tracking analysis
(NTA), permite visualizar y analizar particulas en una suspension liquida, empleando las
propiedades de dispersion de la luz y del movimiento browniano. Con esta técnica fue
posible determinar el tamafio y la concentracion de las EVs aisladas a partir de las lineas
celulares CAL33 y CAL33-R para cada una de las réplicas del ensayo. Se empleé el

equipo NanoSight NS300 con el software NTA 3.2 Dev Build 3.2.16. Para la captura, se
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utilizé la camara sCMOS, con un nivel de camara de 12-13 para las EVs de 10K (que
se diluyeron 1:10 en PBS 1X Na/K) y de 15 para las EVs de 100k (que se diluyeron
1:100 en PBS 1X Na/K).

7.3. Visualizacion de vesiculas extracelulares mediante microscopia

electronica de transmisién

Para comprobar el correcto aislamiento de las EVs y completar su caracterizacion,
se capturaron imagenes de microscopia electrénica de transmision (TEM). Esto fue
realizado en la plataforma de Histologia y Microscopia Electronica del Instituto de
Investigacdo e Inovagdo em Saude da Universidade do Porto (i3s) durante una estancia
de investigacion. Se empleo el equipo Transmission Electron Microscope Jeol JEM 1400
para capturar imagenes a 25000, 50000, 80000 y 100000 aumentos. Para TEM, las
muestras se diluyeron 1:2 en el tampon HEPES/sacarosa. Las imagenes se analizaron

con el software Fiji (Fiji Is Just ImageJ) en su version 2.9.0.

8. Edicién génica con latecnologia CRISPR/Cas9

En la actualidad, la edicién génica es una herramienta muy importante tanto en el
area de biologia molecular como en el desarrollo de la terapia génica. Existen diversas
técnicas, como el uso de meganucleasas, nucleasas con dedos de zinc, la tecnologia
TALEN (Transcription activator-like effector nuclease) y la tecnologia CRISPR (clustered
regularly interspaced short palindromic repeat), que permiten escindir una secuencia de
DNA concreta mediante su actividad endonucleasa. La tecnologia CRIPSR, basada en
un mecanismo natural de defensa adaptativo en el sistema inmune de bacterias y
arqueas ante la infeccion por patégenos, se ha convertido en los dltimos afios en una
herramienta eficiente y precisa para editar el genoma de manera dirigida con multiples
aplicaciones en numerosas disciplinas. Existen tres sistemas CRISPR en funcién de la
enzima encargada de realizar el corte en el DNA, siendo la Cas9 en el sistema CRISPR-
Il. De este modo, dos de los componentes esenciales de este sistema son la proteina
Cas9 y el RNA guia (gRNA). EI mecanismo se basa en el reconocimiento de la
secuencia diana en el gen de interés mediado por el gRNA, la escision llevada a cabo
por la nucleasa Cas9 y, finalmente, la reparacion de la rotura de doble cadena
producida. La reparacion de roturas de doble cadena (DSBR) se puede producir
mediante reparacion directa por homologia (HDR) o unién de extremos no homélogos,

en inglés non-homologous end joining (NHEJ). La reparacion mediante HDR precisa de
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una secuencia donadora que ejerza de molde y se emplea habitualmente para introducir
alteraciones en la secuencia concretas. Por otra parte, la reparacion del DNA por NHEJ
puede dar lugar a alteraciones de la secuencia, como inserciones, deleciones o
alteraciones en el marco de lectura que pueden causar la inactivacion de un gen

determinado, generando un knockout (Figura 24)%1-263,

gRNA
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Cas9:gRNA complex
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Figura 24. Proceso de generacion de un knockout usando la tecnologia CRISPR/Cas9. Obtenido de

www.addgene.org?%4.

En este trabajo, se empled la tecnologia CRISPR-Cas9 para inactivar el gen ATG7
en la linea celular de CECC 32816. Para ello, se disefiaron 3 gRNA especificos, se
generaron las construcciones necesarias, se transfectaron las células 32816 y se realiz6

un single cell sorting, para obtener varios clones knockout para ATG7.
8.1. Disefio de gRNA

ATG7 es un gen que se encuentra localizado en la regiéon 3p25.3 y cuenta con 32
exones. Su secuencia de referencia del National Center for Biotechnology Information
(NCBI) tiene la siguiente identificacién: NC_000003.12. Se emple0 la base de datos del
NCBI para obtener la secuencia y seleccionar la region diana frente a la cual dirigir los
gRNA. Ademas, se tuvo en cuenta que existen 10 variantes transcripcionales de este
gen. Para garantizar la inactivacion de ATG7 se selecciond el primer exdbn comun a

todas las variantes transcripcionales, que se corresponde con el exén 10 de la variante
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1, con secuencia de referencia NM_006395.3. Se eligi6 el primer exén comun para que
existiese una secuencia larga posterior a lo largo de la cual se pudiese generar un codén
de parada prematuro tras la generacién de inserciones o deleciones en la region diana,

dando lugar a una proteina truncada no funcional y a la efectividad del disefio.

El disefio de los gRNA se realiz6 con la herramienta bioinformatica Custom Alt-R™
CRISPR-Cas9 guide RNA de Integrated DNA Technologies (IDT). En esta herramienta
online, se puede introducir cualquier secuencia de DNA en formato FASTA para
identificar posibles gRNA, que deben ser adyacentes a una secuencia PAM (NGG), que
permite la union y el corte de la Cas9. Estos se muestran en una matriz que indica en el
eje de abscisas el potencial de que tenga el efecto deseado (on-target) y en el eje de
ordenadas el riesgo de que tenga un efecto no deseado, es decir, el potencial de corte

en regiones de DNA distintas a la secuencia diana (off-target).

En este caso, se introdujo la secuencia correspondiente al exén 10 de la variante 1
de ATG7 junto con las regiones intronicas adyacentes. Se obtuvieron 8 gRNA
candidatos y 3 de ellos se descartaron bien por tener un riesgo de presentar efectos no
deseados elevado, bien por que podian no funcionar debido a un bajo potencial de
generar el efecto deseado (Figura 25). De los 5 restantes, se seleccionaron 3 gRNA,
muy proximos entre si, para ser clonados en un vector de manera individual y ser co-
transfectados en distintas combinaciones para favorecer la eficacia de la técnica. Los 3

gRNA seleccionados se muestran en la Figura 26.
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Figura 25. Matriz obtenida con los gRNA candidatos dirigidos al exdn 10 de la variante 1 del gen
ATGY7. Se obtuvo con la herramienta Custom Alt-R™ CRISPR-Cas9 guide RNA de IDT.
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Figura 26. gRNA seleccionados para reconocer la secuencia diana localizada en el ex6n 10 de la

variante 1 del gen ATG7.

Para la construccién de cada uno de los gRNA fue necesario disefiar dos secuencias
de oligonucledtidos (denominados up y low) que presentan una cola que permite su

integracion en el vector seleccionado. Esta informacion se recoge en la Tabla 4.

Tabla 4. Secuencias de oligonucleétidos disefiadas para la construccion de los gRNA.

gRNA Oligonucleotido up Oligonucleétido low

gRNA-1 | 5 caccgTCACTGAGGTTCACCATCCT 3' | 5’ aaacAGGATGGTGAACCTCAGTGAc 3'

gRNA-2 | 5 caccgTAGGGTCCATACATTCACTG 3' | 5’ aaacCAGTGAATGTATGGACCCTAC 3'

gRNA-3 | 5" caccgGTGAATGTATGGACCCTAAA 3’ | 5 aaacTTTAGGGTCCATACATTCACc 3

8.2. Clonacion de gRNA en el vector PX458

Para transfectar las células con los componentes del sistema CRISPR/Cas9 fue
necesario clonar los gRNA en un vector plasmidico. Se selecciond el plasmido
pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458), cuya estructura se encuentra en el repositorio de
addgene con la referencia #48138. Esta se muestra en la Figura 27. Este vector tiene,
bajo el control del promotor CMV, las secuencias de los genes hSpCas9 y EGFP. Esto
permite, por un lado, la escisiébn del DNA mediada por la proteina Cas9 y, por otro,
seleccionar las células transfectadas mediante la expresion de la proteina verde
fluorescente (GFP). Cada gRNA previamente disefiado fue clonado individualmente en
el plasmido, mediante la ligacién con la secuencia gRNA scaffold, que se encuentra en
el vector bajo el control del promotor U6. Esta ligacion fue posible gracias a la presencia
de un sitio de corte para la enzima Bbsl. De este modo, empleando esta enzima, se

puede digerir el plasmido y llevar a cabo la ligacién insertando cada uno de los gRNA.
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Figura 27. Esquema del vector PX458 empleado para la clonacidon de los gRNA. Se muestran los sitios
de corte de la enzima Bbsl. Elaborado con SnapGene® Viewer v.5.2.

Para clonar los gRNA en el vector, en primer lugar, se llevé a cabo la hibridacion por
complementariedad de bases de las dos secuencias de oligonucleoétidos disefiadas para
cada gRNA (up y low). Después, se fosforilaron los extremos cohesivos de esta
secuencia de DNA de doble cadena generada para cada uno de los gRNA con la enzima
polinucleétido quinasa T4 (PNKT4), que cataliza la transferencia de grupos fosfato a los
extremos cohesivo. A continuacion, se digirio el vector con la enzima Bbsl y se llevo a
cabo la ligacion de los insertos en el vector. Por ultimo, se fortalecié la reaccién con la
exonucleasa PlasmidSafe, que elimina DNA cromosémico bacteriano contaminante y
digiere DNA lineal contaminante de modo que, en definitiva, permite la purificacion final
del plasmido protegiendo el DNA circular de doble cadena. Todos estos pasos, asi como

los reactivos empleados en cada uno de ellos, se resumen en la Tabla 5.
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Tabla 5. Etapas de la clonacion de los gRNA en el vector PX458 y reactivos empleados.

Paso ‘ Reactivo ‘ Volumen (ul)
Oligo up 100 uM 1
Oligo low 100 uM 1
Hibridacion y fosforilacién de Buffer enzima T4 10X 1
extremos cohesivos PNK T4 0,5
ddH20 6.5
Volumen total 10
Vector PX450 100 ng/pl 1
Producto anterior 1:250 2
Fast digest buffer 2
DTT 10 mM 1
Digestion y ligacion ATP 10 mM 1
Enzima Bsbl (fast digest Bpil) 1
DNA ligasa T7 0,5
ddH20 11,5
Volumen total 20
Producto anterior 11
Buffer PlasmidSafe 10X 15
Purificacion y fortalecimiento
de la ligacion ATP 10mM Lo
Exonucleasa PlasmidSafe 1
Volumen total 15

Las condiciones de tiempo y temperatura para cada una de las reacciones

anteriores, que se llevaron a cabo en un termociclador, se recogen en la Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de temperatura y tiempo para los distintos pasos de la clonacion de gRNA en

el vector PX458.

Paso ‘ Temperatura Tiempo Ciclos
Hibridacion y srec 30
fosforilacién de 95°C 5 1
LTSS EHURET0S -5°C/minuto hasta 25°C 14’
37°C 5
6
Digestion y ligacion 23°C 5
4 Hold 1
Purificacion y
fortalecimiento 37°C 30’ 1
de la ligacion
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8.3. Transformacidn de bacterias competentes

Tras completar la clonacién individual de los distintos gRNA en el vector PX458, se
realizé la transformacioén de bacterias competentes de la cepa DH5a de Escherichia coli.
Estas bacterias incorporan el DNA plasmidico y este se duplica al igual que el DNA
bacteriano de modo que, cuando se dividen, pasa a las células hijas. Asi, es un modo
de obtener multiples copias del plasmido que, tras el crecimiento de las bacterias, se

puede purificar.

Para ello, se trabajé en todo momento en un ambiente estéril. En primer lugar, se
descongelaron las bacterias competentes, conservadas a -80°C, en hielo. A
continuacién, se mezclaron 2 pl de cada uno de los vectores clonados anteriormente
con 50 ul de células DH5a. En paralelo, como control, se mezclaron también 2 ul del
vector PX458 sin gRNA con 50 ul de células DH5a. Se realizdé una incubaciéon de 30
minutos en hielo. Posteriormente, las células se sometieron a un choque térmico, a 42°C
durante 30 segundos exactos, realizando una incubacion posterior de 5 minutos en
hielo. Después, para la recuperacion de las células, se afiadieron 250 pl de medio 2XTY
sin ampicilina por condicién y se llevé a cabo una incubacién a 37°C durante 60 minutos
en una estufa con agitacion. Tras esta incubacion, se realizé una centrifugacion a
méxima velocidad durante 10 segundos y se descart6 el sobrenadante. Cada pellet
bacteriano se resuspendié en 100 pl de medio 2XTY y se sembré en una placa con
medio TYE-agar y 100 pg/ml de ampicilina previamente atemperada con un asa de
Digralsky estéril. Se dejaron secar durante 15 minutos y finalmente se incubaron durante

toda la noche en una estufa a 37°C en posicion invertida.

El vector PX458 contiene en su estructura el gen de resistencia a ampicilina. Por
este motivo, tras 16 horas se observo la formacién de colonias en las placas. Se picaron
tres colonias con un palillo estéril para cada una de las condiciones y se introdujeron en
un tubo con 2 ml de medio 2XTY con 100 pg/ml de ampicilina. Los tubos se incubaron
a 37°C, en una estufa con agitacion, durante 24 horas, para permitir el crecimiento de
las bacterias. Después, se procedio a la extraccion y purificacion del DNA plasmidico.
Ademas, antes de introducirlas en el tubo, se sembr6 una estria de cada una de ellas
en una nueva placa con medio TYE-agar y 100 pg/ml de ampicilina. Se dejé esta placa
en una estufa a 37°C durante 16 horas y después se conservé a 4°C hasta su uso

posterior.
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8.4. Extracciony purificacion de DNA plasmidico

8.4.1. Extraccion y purificacién de DNA plasmidico mediante minipreps

Para extraer el DNA plasmidico de las células bacterianas transformadas se emple6
el kit comercial GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific). Se partié de
los cultivos bacterianos preparados anteriormente, tras 24 horas de incubacion a 37°C.
El primer paso fue una centrifugacién a 8000 rpm durante 2 minutos. Se descarto el
sobrenadante y al pellet de células bacterianas se le afiadieron 250 pl de la solucién de
resuspension, se mezcl6 mediante vértex y se pasé a un tubo apto para una
microcentrifuga. Después, se afiadieron 250 ul de solucion de lisis y se homogenizé por
inversion. A continuacién, se incorporaron 350 ul de solucién de neutralizacion y se
mezclé de nuevo por inversién. Se realiz6 una centrifugacion a 14000 rpm durante 5

minutos para precipitar el debris celular y el DNA del cromosoma bacteriano.

El sobrenadante se pasé mediante pipeteo a una columna propia del kit comercial.
Se realizé una nueva centrifugacion a 14000 rpm durante 1 minuto para permitir la union
del DNA plasmidico a la membrana de la columna. Posteriormente se realizaron dos
lavados afiadiendo 500 pul de la solucion de lavado y centrifugando a 14000 rpm durante

1 minuto. Se realiz6é una centrifugacion adicional para secar la columna.

Por ultimo, se transfirié la columna a un nuevo tuvo y se afiadieron 50 pl de buffer
de elucion. Se realiz6 una incubacion de dos minutos y se centrifugaron los tubos a
14000 rpm durante 2 minutos para eluir el DNA plasmidico. La concentracion de DNA
se cuantific6 mediante espectrofotometria con el equipo NanoDrop® 2000 y las

muestras se conservaron a -20°C.

8.4.2. Extraccién y purificacién de DNA plasmidico mediante maxipreps

Para obtener mayor cantidad de los plasmidos PX458, PX458-gRNA-1, PX458-
gRNA-2 y PX458-gRNA-3, tras la comprobacion mediante secuenciacion Sanger la
correcta insercion de los distintos gRNA con el DNA plasmidico extraido mediante
minipreps, se realizaron maxipreps empleando el kit comercial GeneJET Plasmid
Maxiprep Kit (Thermo Fisher Scientific). En este caso, se partio de las estrias sembradas
previamente. Se pic6 una de ellas por condicién con un palillo estéril y se introdujo en
matraz con 250 ml de medio 2XTY con 100 pug/ml de ampicilina. Se dejo crecer durante
24 horas vy, tras este tiempo, se procedi6 a la extraccién y purificacion del DNA

plasmidico con el kit comercial anteriormente mencionado.
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En primer lugar, se realiz6 una centrifugacion a 5000 rcf durante 10 minutos y se
descartd el sobrenadante, conservando el pellet de células bacterianas. A este se le
afiadieron 6 ml de solucién de resuspension y se mezcld mediante vortex. A
continuacién, se afiadieron 6 ml de solucién de lisis y se homogenizé la mezcla por
inversion. Se dej6 incubar durante 3 minutos a temperatura ambiente. Después, se
incorporaron 6 ml de solucién de neutralizacién, volviendo a mezclar por inversion. Se
afadieron 0,8 ml de reactivo de unién a endotoxinas, volviendo a invertir. Se realiz6 una
centrifugacion a 48000 rcf durante 20 minutos para precipitar el debris celular y el DNA
cromosdémico bacteriano, empleando la centrifuga de alta velocidad Beckman Coulter
Avanti J-26S con un rotor JA-25.50.

A continuacién, se pasé el sobrenadante a un nuevo tubo por decantacion y se
afadio 1 volumen de etanol al 96%, mezclando por inversion. Se transfirié parte de la
muestra a una columna incluida en el kit comercial y se centrifug6 a 2000 rcf durante 3
minutos, para permitir la unién del DNA plasmidico a la membrana de la columna.
Posteriormente, se transfirio la parte restante y se procedié del mismo modo. Después
se realizaron dos lavados, afladiendo en cada uno de ellos una solucion de lavado
diferente incluidas en el kit (I y IlI) y centrifugando a 3000 rcf durante 2 minutos.
Finalmente, se afadieron 700 pl de buffer de elucion a la columnay, tras una incubacion
de 2 minutos, se realizé una centrifugacion a 3000 rcf durante 5 minutos que permitié la
elucion del DNA plasmidico. La concentracion de DNA se cuantific6 mediante
espectrofotometria con el NanoDrop® 2000, se preparé una alicuota a 1 pg/ul y las

muestras se conservaron a -20°C.

8.5. Confirmacién de lainsercidon de los gRNA en el vector PX458 mediante

secuenciacion Sanger

Para comprobar la correcta inserciéon de los gRNA en el vector PX458 se procedio a
la secuenciacion automatica por el método de Sanger a partir del promotor U6, en
sentido directo o forward. Esto se llevé a cabo en el Servicio de Secuenciacion del ADN
de la Universidad de Salamanca, donde se emple6 un secuenciador automatico ABI
PRISM 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific). Se
prepararon para secuenciar 300 ng de cada una de las construcciones (del DNA extraido
mediante miniprep), con 2 ul de oligonucleétido U6F (3 pmol), cuya secuencia es 5
GAGGGCCTATTTCCCATGATT 3, en un volumen total de 8 ul, completado con ddH-0.

En la Figura 28 se muestran las secuencias de cada una de las construcciones,

correspondientes al vector PX458 con los distintos gRNA. De este modo, se comprob6
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que se habian insertado correctamente y se pudo proceder con el experimento de

edicion génica al validar todos los vectores empleados.

gRNA-1
A | |
gRNA-2
[ |
B. .
gRNA-3
c | |

Figura 28. Secuencias de los plasmidos PX458-gRNA-1 (A), PX458-gRNA-2 (B) y PX458-gRNA-3 (C).
Comprobacién de la correcta insercion de los distintos gRNA en el vector PX458 empleando el
oligonucleétido U6F para secuenciar.

8.6. Transfeccién de lalinea celular 32816 mediante electroporacion

El siguiente paso en el proceso de edicion génica mediante CRISPR/Cas9 fue la
transfeccion de la linea celular de CECC 32816. Se usaron distintas combinaciones de
los vectores con diferentes guias para favorecer la eficiencia en la inactivacion del gen
ATG7. Ademaés, las células también se transfectaron con el PX458 vacio, sin gRNA,

como control.

Tras una puesta a punto, se selecciond la electroporacion como método de
transfeccion, por presentar una mayor eficacia en esta linea celular. La electroporacion
modifica la permeabilidad de las membranas de las células mediante la aplicacion de un
pulso eléctrico que aumenta la conductividad eléctrica, permitiendo la entrada del

plasmido de interés en las células.

De este modo, se contaron las células 32816 en cultivo con una camara de
Neubauer y se prepararon para electroporar 1x10° células por condicién, resuspendidas
en 100 pl de buffer de transfeccion casero (5 mM KCI, 15 mM MgCl,, 120 mM
NaHPO4/NaH,PO4 pH 7,2, 25 mM succinato de sodio y 25 mM manitol) con 1 pg de

cada plasmido. Las combinaciones de vectores transfectadas fueron las siguientes:
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e PX458 vacio

o PX458-gRNA-1 + PX458-gRNA-2

o PX458-gRNA-1 + PX458-gRNA-3

o PX458-gRNA-2 + PX458-gRNA-3

o PX458-gRNA-1 + PX458-gRNA-2 + PX458-gRNA-3

De este modo, se electroporaron 5 condiciones diferentes. Para ello, se empleo el
equipo Nucleofector Amaxa (Lonza) con el programa T-020. Tras la electroporacion, se
recogieron las células con 1 ml de medio de cultivo RPMI suplementado con un 10% de
FBS y un 1% de P/S y se sembraron en placas de cultivo P100 con otros 9 ml de medio

de cultivo.

Las células transfectadas se mantuvieron en cultivo durante 48 horas y después se
procedié a separar de manera individual las células GFP+ (que habian incorporado el

plasmido) por citometria de flujo (single cell sorting).

8.7. Single cell sorting mediante citometria de flujo

48 horas después de la transfeccion, se llevé a cabo la separacion individual de
células que expresaban GFP, es decir, que habian incorporado al menos uno de los
plasmidos transfectados, lo que se conoce como single cell sorting. Se utilizé el
citometro de flujo FACSAria™ IIl (BD Biosciences). Para preparar las células para la
citometria, se lavaron con PBS 1X Na/K, se despegaron las células con TrypLE Express
1X, se resuspendieron con medio de cultivo y se centrifugaron a 800 rpm 3 minutos para
obtener el pellet celular. Este se resuspendidé en 250 pl de PBS 1x Na/K con EDTA a
una concentracion de 5 mM, estéril. Se procesaron de este modo también, ademas de
las células transfectadas, las células 32816 sin editar, para ser usadas como control

negativo de fluorescencia.

En primer lugar, se pasaron por el citbmetro las células 32816 sin transfectar y asi
se determind el umbral de fluorescencia verde. Después, se fueron pasando las células
transfectadas con las distintas combinaciones de vectores. En todos los casos, la
eficiencia de transfeccion fue de un 15-20%. Se separaron 3 placas de 96 pocillos por
condicion en las que se sembr6 una Unica célula GFP+ por pocillo. A estas placas de
96 pocillos se les habian afiadido previamente 150 ul de medio RPMI suplementado con
un 20% de FBS y un 1% de P/S.

Todas las placas se mantuvieron en cultivo durante 2-3 semanas, momento en el

gue se comenz6 a observar proliferacion clonal en algunos pocillos. Estos clones se
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expandieron y se fueron pasando a placas de 24, 12 y 6 pocillos sucesivamente, hasta
ser cultivados en placas P100. En este momento, para determinar en qué clones se
habia conseguido inactivar el gen ATG7, se extrajo proteina. Finalmente, se
seleccionaron 3 clones knockout para ATG7 y 3 clones que habian sido transfectados
con el plasmido vacio para proceder con su caracterizacién y realizar distintos
experimentos. En estos clones, también se extrajo DNA y RNA y se comprobd la edicion

génica por secuenciacién Sanger y PCR cuantitativa comparativa.

9. Andlisis de larespuesta a farmacos

En este trabajo se estudi6 la respuesta de las distintas lineas celulares a varios
farmacos. Se realizaron ensayos de respuesta a farmacos en las lineas celulares de
CECC (CAL33, 32816 y 32860), en las lineas celulares de CECC resistentes a taxanos
(CAL33-R y 32816-R) y, tanto en los clones de la linea celular 32816 knockout para
ATG7 (32816-ATG7-KO1, 32816-ATG7-KO2 y 32816-ATG7-KO3) como en los clones
de esta misma linea celular transfectados con el plasmido px458 vacio (32816-PX1,
32816-PX2 y 32816-PX3).

Se emplearon distintas técnicas para analizar la respuesta a los distintos farmacos,
incluyendo el ensayo de viabilidad celular MTT, el ensayo de apoptosis y el andlisis de

ciclo celular.

9.1. Farmacos

En este trabajo se emplearon distintos farmacos para la realizacién de ensayos en
lineas celulares, incluyendo tanto farmacos empleados actualmente en la clinica como
un nuevo agente antimitético desarrollado en el Departamento de Ciencias
Farmacéuticas de la Universidad de Salamanca cuyo potencial antitumoral se esta
testando actualmente en modelos celulares (Tabla 7). Asimismo, el verapamilo se
empled para inhibir la funcién transportadora de la bomba de eflujo MDR1, no para

evaluar su efecto citotdxico.
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Tabla 7. Farmacos empleados, mecanismo de accion y efecto celular. Se indica también la

concentracion del stock y la procedencia del farmaco.

Farmaco Mecanismo de accion Efecto celular Stock Procedencia
Estabilizacion de la 6 mg/ml )
. o o Teva Genéricos
Paclitaxel polimerizacion Antimitético (7026 pM)
) . . Espafiola S.L.
de los microttbulos Suero fisiologico
Estabilizacion de la
T o 20 mg/ml . .
Docetaxel polimerizacién Antimitético L Aurovitas Spain S.A.U.
) Suero fisiologico
de los microttbulos
Inhibicion de la enzima timidilato . ) 50 mg/ml Accord Healthcare
5-FU Antimetabolito
sintasa Suero fisiolégico S.L.U.
1 mg/ml
) ) » Pharmacia Nostrum
Cisplatino Union al DNA Dafio en el DNA (3330 uM) SA
Suero fisiolégico o
Inhibicion de la .
) ) y Pastillas 150 mg Lynparza
Olaparib Blogueo de la enzima PARP reparacion de
- 34,5 mM DMSO (AstraZeneca)
dafio en el DNA
_ Inhibicion de la funcién Bloqueo de 100 mM Thermo Fisher
Verapamilo ) o
transportadora de MDR1 canales de calcio ddH,O Scientific
9.2. Ensayo de viabilidad celular MTT

El ensayo de viabilidad celular MTT, técnica descrita previamente para el analisis de
la proliferacion celular, también se emple6 para determinar la respuesta a distintos

farmacos.

En este caso, se sembraron 2000 células en 100 pl de medio de cultivo por pocillo
en placas de 96 pocillos. La respuesta a los distintos farmacos se analiz6 a 24, 48y 72
horas. Al dia siguiente del contaje y siembra de células, se adicionaron los distintos
tratamientos. Se seleccionaron 6 dosis diferentes de cada farmaco en funcion de lo
descrito en la literatura y experimentos previos del laboratorio (Tabla 8). En el caso del
verapamilo, este farmaco se empled para inhibir la funcién transportadora de MDR1, a
una concentracion constante que no afecta a la viabilidad celular, descrita en la
literatura®®®, en combinacién con distintas dosis paclitaxel y docetaxel. De este modo,
se pudo determinar si, en las células resistentes CAL33-R y 32816-R, se producia una
reversion de la resistencia a taxanos al inhibir el funcionamiento la bomba de eflujo
MDR1. Ademéds, a cada tiempo, se mantuvieron células sin tratar, como control, y
pocillos con medio a los que se les adicioné el volumen maximo de vehiculo para cada
farmaco, como blanco. El revelado y medicion de la absorbancia se llevé a cabo tal y

como esta descrito en el apartado 5 de la seccion “Materiales y Métodos”.
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Una vez que se obtuvieron los valores de absorbancia, a cada uno de ellos se les
resto el valor del blanco y se realiz6 una normalizacion respecto a los valores obtenidos
para las células control sin tratar a cada tiempo. Se realizaron 3 réplicas independientes
de este experimento. Se determind la IC50 a los distintos tiempos de tratamiento

empleando el software Graphpad Prism 9.4.1.

Tabla 8. Dosis empleadas en los ensayos de viabilidad celular de respuesta a distintos farmacos.

Farmaco

D4

D6

D5

D1

D3

Paclitaxel 2,5nM 5nM 10 nM 15 nM 30 nM 50 nM

Docetaxel 0,1 ng/ml 1 ng/ml 5ng/ml | 10 ng/ml | 25 ng/ml | 50 ng/ml

5-FU 0,625 pg/ml | 2,5 pg/ml | 10 pg/ml | 20 pg/ml | 40 pg/ml | 80 pg/mi

Cisplatino 2 uM 5 uM 10 uM 20 uM 30 uM 50 uM

Olaparib 0,05 mM 0lmM | 025mM | 05mM | 0,75 mM 1mM

Verapamilo 10 uM

9.3. Ensayo de apoptosis

En algunos casos, se realizaron ensayos de apoptosis mediante citometria de flujo
para determinar el efecto de los farmacos en la muerte celular. Estos ensayos se basan
en el marcaje de las células con anexina V, que se une a la fosfatidilserina presente en
la membrana celular en células apoptoéticas, y con yoduro de propidio (PI), que penetra
en las células necréticas que han perdido la integridad de sus membranas. De este
modo, se puede identificar la poblacién de células vivas, apoptéticas, necro-apoptoticas

y necréticas (Figura 29).
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Figura 29. Representacion gréafica de las poblaciones celulares identificadas mediante citometria de
flujo mediante el ensayo de apoptosis. En el eje de abscisas se muestra la deteccion de FITC (Anexina
V) y en el eje de ordenadas la deteccién de PE (PI).

Para realizar este ensayo, se sembraron 60000 células por pocillo en placas de 6
pocillos. 24 horas tras la siembra, se adicion6 el farmaco a los distintos pocillos. Las
concentraciones empleadas se recogen en la Tabla 9. Al igual que en el ensayo de
viabilidad celular, en el caso del verapamilo se mantuvo una concentracién constante
de farmaco que no afecta a la viabilidad celular, y se combiné con distintas dosis de
paclitaxel y docetaxel. Se mantuvieron también las células sin tratamiento como control.
48 horas después, se realizé el ensayo de apoptosis. Para ello, se emple6 el kit

comercial Anexina V FITC Apoptosis detection kit (Immunostep S.L).

En primer lugar, se recogi6é el sobrenadante de los distintos pocillos y se afiadié a
tubos de citébmetro. Las células adheridas se lavaron con 500 ul de PBS 1X Na/K, que
también se afadi6 a los tubos de citobmetro. Después, se despegaron con el agente de
disociacién TrypLE Express 1X, se resuspendieron con medio y este se afiadié a los
tubos correspondientes. A continuacion, se realizé una centrifugaciéon a 1000 rpm
durante 5 minutos. Se retird el sobrenadante, se realizé un lavado con PBS 1X Na/K y

se repitid la centrifugacion.

Finalmente, el botén celular se resuspendié en 100 pL de la reaccion de marcaje,
segun las instrucciones del kit comercial (98 uL de Binding Buffer, 1 pL de Anexina V, 1
UL de PI). Se prepararon también células sin tratamiento y sin marcaje, para determinar
los umbrales de fluorescencia, y células sin tratamiento marcadas con cada uno de los
reactivos de manera individual, para realizar la compensacion del citbmetro. La mezcla
se incubd durante 15 minutos en oscuridad, tiempo tras el cual se procedi6 a la

adquisicion de las muestras en el citometro de flujo BD Accuri™ C6 Plus Flow
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Cytometer. Se recogieron datos de como minimo 30000 células por condicion y cada
condicién se analizé por duplicado. El andlisis se realiz6 con el software asociado al
citbmetro y se representaron graficamente los porcentajes de células vivas en las
distintas condiciones del ensayo. Ademas, se hicieron tres réplicas independientes de

este experimento.

Tabla 9. Dosis empleadas en los ensayos de apoptosis de respuesta a distintos farmacos.

Farmaco

D1

D2

Paclitaxel 4 nM 30 nM
Docetaxel 4 ng/ml 25 ng/ml
Verapamilo 10 uM

9.4. Analisis de ciclo celular

Para la determinacion del efecto de farmacos en el ciclo celular se cuantificé el
contenido de DNA de las células tratadas y sin tratar mediante citometria de flujo,
pudiendo establecer el porcentaje de células en las distintas fases del ciclo celular: sub-
GO (muertas), GO/G1, S y G2/M. En este ensayo se emplearon las lineas celulares de
CECC parentales y resistentes a taxanos: CAL33, 32816, CAL33-Ry 32816-R.

Para ello, se sembraron 60000 células por pocillo en placas de 6 pocillos. Al dia
siguiente, se adicion6 el farmaco a los distintos pocillos, por duplicado, y se mantuvo
durante 48 horas. También se mantuvieron las células sin tratamiento como control. 48
horas después, se recogio el sobrenadante de los distintos pocillos y se transfirié a tubos
de 15 ml. Las células adheridas se lavaron con 500 ul de PBS 1X Na/K, que también se
afiadi6 a los tubos de citobmetro. Después, se despegaron con el agente de disociaciéon
TrypLE Express 1X, se resuspendieron con medio y este se afiadi6 a los tubos
correspondientes. A continuacion, se realizé una centrifugacién a 1000 rpm durante 5
minutos. Se retird el sobrenadante, se realizé un lavado con PBS 1X Na/K y se repitio

la centrifugacion.

Las células se fijaron con etanol al 70% en PBS 1X Na/K y se realiz6 una incubacion
de al menos 1 hora a 4°C. Después, se realizaron una serie de lavados con PBS 1X
Na/K vy, finalmente, las células se marcaron con 50 ug/ml de Pl (Sigma-Aldrich) y se

trataron con 100 pg/ml RNasa A (Roche). Tras una incubacion de 1 hora, en oscuridad
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y a temperatura ambiente, las muestras se adquirieron con el citbmetro de flujo BD
Accuri™ C6 Plus Flow Cytometer. Se prepararon duplicados de cada condicion,
analizando 50000 células en cada caso. Los perfiles de ciclo celular se obtuvieron con
el software asociado al citometro. Ademas, se hicieron tres réplicas independientes de

este experimento.

10. Andlisis de larespuesta a radiacion

Dado que el régimen TPF se administra de manera habitual en la clinica como
gquimioterapia de induccion previa a la radioterapia, se decidié analizar la respuesta de
las lineas celulares de CECC a la radiacién, para determinar si la resistencia a taxanos
afectaba a la sensibilidad a este tratamiento. Para ello, se emplearon las lineas celulares
de CECC parentales y resistentes a taxanos: CAL33, 32816, CAL33-R y 32816-R.

Para ello, se sembraron 50000 células en placas de 60 mm de didmetro y, al dia
siguiente, se irradiaron con tres dosis diferentes por duplicado: 5 Gy, 7,5 Gy y 10 Gy.
Ademas, se mantuvieron en cultivo las células sin tratar como control. 7 dias después,
las células se procesaron para realizar un ensayo de apoptosis, tal y como se ha descrito
previamente, y se adquirieron mediante citometria de flujo, analizando al menos 30000
células por condicién. De este modo, se determiné el porcentaje de células vivas para
cada linea celular y dosis, realizando una comparacion entre las lineas celulares
parentales y sus correspondientes lineas celulares resistentes a taxanos. Se realizaron

tres réplicas independientes de este experimento.

11. Ensayo COMET para la determinacién del dafio celular

Con el objetivo de comparar el nivel de dafio en el DNA tanto basal como tras el
tratamiento con un agente inductor de dafio, como el cisplatino, de las lineas celulares

de CECC parentales y resistentes a taxanos, se realizé un ensayo COMET.

Para ello, se sembraron 250000 células por pocillo en una placa de 6 pocillos. Al dia
siguiente, tras la adhesion de las células a las placas, se trataron con dos dosis
diferentes de cisplatino. Ademas, se realiz6 un tratamiento con sus respectivos
vehiculos y se mantuvieron en cultivo células sin tratar como controles. En este caso,
para cada par de lineas celulares (parental y su correspondiente resistente a taxanos),
se usaron dos concentraciones de cisplatino diferentes, correspondientes con la IC50 a

24 horas de cada una de las dos lineas celulares en cuestién (Tabla 10). El tratamiento
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se dejo durante 2 horas, ya que para este ensayo la viabilidad celular tiene que ser

superior al 80%.

Tabla 10. Dosis de cisplatino empleadas en el ensayo COMET. Se muestra también el volumen de
vehiculo afiadido como control de cada uno de los tratamientos. Para cada par de lineas celulares (parental-

Linea celular

CAL33 | CAL33-R | 32816 | 32816-R

resistente a taxanos) se usaron las dos IC50.

IC50 24 h cisplatino (uM) | 24,23 20,61 17,46 7,78

Vehiculo (ul/pocillo) 14,55 12,38 20,49 4,67

Tras las 2 horas de tratamiento, las células se despegaron y se contaron para cada
una de las condiciones. Se transfirieron 15000 células por condicién a un tubo de 1,5
ml, que se mantuvo en hielo. De las células control se separaron dos tubos, uno de ellos
para ser usado como control positivo posteriormente. Se realiz6 una centrifugacién a
4°C y 5000 rpm durante 1 minuto y se retiré el sobrenadante. Por otro lado, se prepar6
una disolucién al 0,5% de agarosa de punto de fusién bajo (LMP) en PBS a 37°C.
Entonces, se resuspendié el botdn celular con 200 pl de la solucién de agarosa LMP y
se afadieron dos gotas (de aproximadamente 75 pl cada una), correspondientes a
duplicados de la misma condicién, a un portaobjetos pretratado. Rapidamente, se
cubrieron cada una de ellas con un cubreobjetos de 22 x 22 mm. De manera previa al
desarrollo del ensayo, se pretrataron los portaobjetos a utilizar sumergiéndolos en una
solucién al 1% de agarosa con punto de fusibn normal (NMP) en ddH.O. Los
portaobjetos con las células se dejaron a 4°C durante 45 minutos o hasta que la solucion
de agarosa dejé de ser liquida. A partir de aqui, todos los pasos se realizaron en una

camara fria a 4°C.

A continuacion, se retiraron los cubreobjetos y uno de los portaobjetos con células
sin tratar se sumergié en una solucion de perédxido de hidrégeno (H.02) 5 uM en PBS
durante 5 minutos, para dafiar el DNA y tener un control positivo del ensayo. Después,
se realizaron 3 lavados de 5 minutos con ddH,O. Seguidamente, se sumergieron todos
los portaobjetos en una solucion de lisis (NaCl 2,5M, Na:EDTA 100 mM, Tris Base 10
mM, NaOH 7g/l, 1% Triton X-100 en ddH-O, pH 10) en oscuridad durante 2 horas. Tras
esta incubacion, se realizé un lavado en ddH.O durante 5 minutos, seguido de un
tratamiento alcalino con buffer de electroforesis (3 M NaOH, 200 mM NaxEDTA en
ddH;0, pH = 13) durante 5 minutos. Posteriormente, se transfirieron todos los

portaobjetos a una cubeta de electroforesis horizontal lleno de buffer de electroforesis,
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colocando el lado marcado hacia el anodo y asegurando una correcta alineacion y se
realizé una incubacion de 40 minutos. Después, se llevo a cabo la electroforesis durante
20 minutos. El voltaje se calculd a través de la medicidén de la distancia entre los dos
electrodos de la cubeta, considerando 1 V/cm. Cuando finalizd, se retiraron los
portaobjetos de la cubeta y se realizaron 3 lavados de 5 minutos con ddH»0. Finalmente,
se deshidrataron en etanol 100% durante 10 minutos dos veces. Los portaobjetos se

dejaron secar durante toda la noche, en este punto ya a temperatura ambiente.

De manera previa al andlisis, se marcaron las muestras con SYBR Gold Nucleic acid
gel stain (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific), una tincion fluorescente que permite la
deteccién del DNA. Para ello, se prepard una solucion de trabajo al 0,8X en buffer Tris-
EDTA (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA en ddH-O, pH 7,5). Se realiz6 una incubacién de
30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad con esta solucion, seguida de dos

lavados de 5 minutos con ddH»0. Las muestras se dejaron secar en oscuridad.

La deteccion de fluorescencia y la captura de imagenes se llevé a cabo con el
microscopio THUNDER (Leica Microsystems), con un objetivo de 10X y manteniendo
fijas las condiciones de captura (tiempo de exposicién y FIM) para todas las condiciones
del mismo experimento. Se capturaron al menos 80 campos para cada uno de los

duplicados de cada condicién.

El andlisis de datos se realizé con el software CometScore 2.0, que identifica los
cometas resultantes de la migraciéon del DNA durante la electroforesis y calcula el
porcentaje de DNA en la cola (medida que refleja el porcentaje de dafio). En aquellas
células que no presentan dafio en el DNA se observa una elevada compactacion, de tal
manera que casi la totalidad del DNA se encuentra en la cabeza. Sin embargo, cuanto
mayor es el dafio, mayor sera el porcentaje de DNA en la cola. Para el control positivo,
este porcentaje oscil6 siempre entre el 70 y el 90%. Se analizaron al menos 200 cometas

por condicion. Se realizaron tres réplicas independientes de este experimento.

12. Técnicas de manipulacion de los acidos nucleicos

A continuacion, se describen las técnicas de manipulacion de DNA y RNA

empleadas en este trabajo.

12.1. Extraccién de DNA a partir de tejido tumoral parafinado
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Para extraer DNA a partir de muestras de tejido tumoral
procedente de biopsias de pacientes, se realizaron 3-4 cortes
de 10 um de los bloques de tejido fijado en formalina e
impregnado en parafina (FFPE). A continuacion, se realiz6 el RO el
aislamiento de DNA gendmico empleando el kit comercial
QIAamp DNA FFPE Tissue kit (Qiagen). Los pasos principales

se resumen en la Figura 30. Lyse

En primer lugar, para eliminar la parafina, se afiadié 1 ml de
xileno por muestra y se incubaron durante 30 minutos a 70°C,
agitando las muestras cada 10 minutos con un vortex. o
Después, se realiz6 una centrifugacion a 10000 rpm durante 5

minutos y se descartd el sobrenadante. A continuacion, se
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realizaron al menos tres lavados con etanol absoluto para

Bind DNA
eliminar los restos de xileno.

Posteriormente, se siguieron los pasos del kit comercial. Se
afiadieron 180 pl de tampdn ATL y 20 ul de proteinasa K por
muestra y se realiz6 una incubaciéon a 90°C durante 1 hora. pe
Tras este tiempo, se afiadieron 200 pl de tampén AL y 200 pl

de etanol absoluto por muestra y se transfirié la mezcla a la
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columna QIAamp MinElute. Elute

Se realizd una centrifugacién a 6000 rcf durante 1 minuto
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para que el DNA se uniese a la columna. Se realizaron dos
, .. Ready-t DNA
lavados con 500 pl del tamp6n AW1 y otro lavado adicional con eadviouse

500 pl de tampén AW2. Finalmente, se afiadieron 40 pl de  Figura 30. Procedimiento de
aislamiento de DNA gendmico a

ddH,0 (agua bidestilada estéril) para eluir la muestra mediante partir de tejido tumoral parafinado.

centrifugacion.

12.2. Extraccién de DNA a partir de lineas celulares

Para extraer DNA a partir de lineas celulares de CECC se parti6 células en cultivo
creciendo en monocapa en placas de 10 cm de diametro al 80% de confluencia
(aproximadamente 8 millones de células). Para ello, tras realizar dos lavados con PBS
1X Na/K, se despegaron las células de la placa afiadiendo con el agente de disociacion
TrypLE Express 1X. Tras 5 minutos de incubacion a 37°C, se recogieron las células

anadiendo medio de cultivo RPMI 1640 1X con L-glutamina suplementado con un 10%
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de FBS inactivado y un 1% de penicilina/estreptomicina y se pasaron a un tubo de 15
ml. Se realiz6 una centrifugacién a 800 rpm durante 5 minutos y el botdén celular se lavo
de nuevo con PBS 1X Na/K. Posteriormente, el boton celular se resuspendioé en tampdn
Fornace (0,25 M sacarosa, 5 OmM Tris-HCI pH 7,5, 25 mM KCI, 5 mM MgCl,) y se
centrifugd a 1500 rpm y 4°C durante 10 minutos.

A continuacion, se resuspendieron las células en una solucion compuesta por:
tampdn Fornace, EDTA (&cido etilendiaminotetraacético) 10 mM pH 8,0 para posibilitar
la inactivacion de nucleasas, 50 pug/mL de proteinasa K (ApliChem) para la degradacion
de las proteinas y SDS (dodecilsulfato sédico) al 1%, para romper la membrana celular.
Esta mezcla se incubd durante 16 horas a 55°C. Tras este paso, se procedi6 a purificar
el DNA. Para ello, se afiadido una solucion de fenol tamponado a pH 8,0 y CIAA
(cloroformo: alcohol isoamilico 24:1) en proporcion 1:1 en volumen y se realizé una
centrifugacion a 1800 rpm durante 10 minutos. Esto permitié separar la fase organica
de la fase acuosa. Se recogio la fase acuosa, donde se encuentra el DNA, y se afiadio
CIAA en proporcion 1:1 en volumen. Se repitid la centrifugacién anterior y se recogi6 de
nuevo la fase acuosa. Se afiadié etanol absoluto frio para precipitar el DNA, se recogio
y se realizé un lavado con etanol al 70% para eliminar sales y restos proteicos.
Finalmente, se resuspendié el DNA en 100 pl de ddH20 estéril. Las muestras de DNA

se conservaron a -20°C.

12.3. Extraccién de RNA a partir de lineas celulares

Para extraer RNA a partir de lineas celulares se procedi6é del mismo modo que para
la extraccién de DNA hasta la obtencion del boton celular. En este caso, también se
parti6 de células en cultivo en placas de 10 cm de diametro al 80% de confluencia.
Después de lavar el botdn celular con PBS 1X Na/K, este se resuspendié en 1 ml de
reactivo TRIzol™ (Life Technologies), una solucién monofasica de isotiocianato de fenol
y guanidina que permite el aislamiento de RNA total de alta calidad. Se dej6 incubar 5
minutos a temperatura ambiente para permitir la disociacion completa del complejo
nucleoproteico. Posteriormente, se afiadieron 200 pl de cloroformo, se homogenizé la
mezcla con vortex y se incubd durante 3 minutos a temperatura ambiente. Tras esta
incubacién, se centrifugé la muestra durante 15 minutos a 12000 rcf y 4°C. Se separo la
fase acuosa a un nuevo tubo para proceder a aislar el RNA. Se afiadieron 500 pl de
isopropanol y se realizé una incubacion de 10 minutos a 4°C. A continuacion, se
centrifugaron las muestras durante 10 minutos a 12000 rcf y 4°C para precipitar el RNA

total. Se realiz6 un lavado con 1 ml de etanol al 70% vy, finalmente, se resuspendio el
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pellet de RNA en 30 pl de agua libre de enzimas RNasas. Las muestras de RNA se

conservaron a -80°C.

12.4. Cuantificacién de acidos nucleicos

La concentracion de DNA y RNA aislado a partir de lineas celulares se determiné
por espectrofotometria con el aparato NanoDrop® 2000 (Thermo Fisher Scientific)
midiendo la absorbancia de la muestra a 260 nm. Ademas, se determiné el grado de
pureza de las muestras mediante los ratios de absorbancia A260/A280 y A260/A230.
En el caso del cociente A260/A280, se considerd aceptable el rango 1,7-2,0 para el DNA
y el rango 1,9-2,2 para el RNA. En el caso del cociente A260/A230, que indica la
presencia de compuestos organicos, se consideraron aceptables valores del rango 2,0-
2,2 tanto para DNA como para RNA.

En cuanto a la concentracion del DNA extraido a partir de tejido tumoral parafinado,
esta se midio por fluorimetria con el aparato Qubit® 3.0 (Life Technologies). Este método
presenta una mayor especificidad que la espectrofotometria, especialmente importante
al manipular muestras que, por su origen, tienen mas probabilidad de contener DNA o

RNA fragmentado.

12.5. Sintesis de DNA complementario mediante transcripcién reversa

Para poder realizar estudios de expresion génica, dada la inestabilidad de la
molécula del RNA, se realiz6 un paso previo de sintesis del DNA complementario
(cDNA). Para ello, se partié del RNA mensajero (mMRNA), que se puede retro-transcribir
a cDNA, una molécula mucho mas estable, mediante una reacciéon de transcripcion
reversa (RT) llevada a cabo por la enzima transcriptasa reversa, también conocida como

retrotranscriptasa.

Para sintetizar el cDNA se emple6 el kit comercial High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems™). En primer lugar, se diluy6 1 pg de RNA total
en H»O libre de nucleasas en un volumen final de 10 pl. A esta muestra se le afiadio una
mezcla de volumen final de 10 pl compuesta por: 2 pl de 10X RT Buffer, 0,8 pl de 25X
dNTP Mix (100 mM), 2 pl de 10X RT Random Primers, 1 pl de MultiScribe™ Reverse
Transcriptase, 1 pl de RNase Inhibitor y 3,2 pl de H-O libre de nucleasas. La reaccién
se prepar6 en hielo y, después, se program6 un termociclador para llevar a cabo la

reaccion de sintesis de cDNA en las condiciones que se resumen en la Tabla 11. El
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cDNA obtenido se cuantific6 por espectrofotometria en el aparato NanoDrop® 2000 tal
y como ha sido descrito previamente.

Tabla 11. Pasos de la sintesis de cDNA mediante RT.

Paso 1 ‘ 2 3 4
Temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C
Tiempo 10’ 120 5 Mantener

12.6. Amplificacion de fragmentos de DNA mediante PCR

A partir del DNA extraido a partir de distintas lineas celulares se amplificaron
fragmentos de interés mediante PCR (polymerase chain reaction). En concreto se
amplifico el exén 10 de la variante 1 de del gen ATG7 (NM_006395.3). Para preparar la
reaccion de PCR se emplearon los siguientes reactivos y cantidades: 7,5 ul del reactivo
comercial PCR Master Mix 2X (Promega) (compuesto por 22 mM Tris-HCI a PH 8,4, 55
mM KCI, 1,65 mM de MgCI2, 220 uM de dNTP y 22 unidades de Taq DNA polimerasa),
1 uL de cada uno de los oligonucle6tidos a 10 uM (en sentido directo o forward y en
sentido inverso reverse), 4,5 ul de H2O libre de nucleasas y 1 ul de muestra de DNA
gendmico total a una de concentracion de 50 ng/ul. Ademas, se prepard un control

negativo con todos los componentes de la reaccion a excepcion del DNA.

Los oligonucle6tidos empleados se disefiaron para hibridar de manera especifica
con la region de interés empleando la herramienta virtual Primer-BLAST (National
Institutes of Health, NIH) (Tabla 12).

Tabla 12. Oligonucleotidos empleados en la amplificacion del fragmento de interés del gen ATG7
mediante PCR.

_ - _ - Tamafio del
Oligonucleoétido forward Oligonucleodtido reverse

amplicén

ATG7

i Al 5' AACCAGAAAGGAGGCATGGG 3 5' GTAACACACGGCAGCATGAC 3' 189 pb
xon

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un termociclador
(Invitrogen™, Life Technologies) utilizando un programa de PCR convencional con una
temperatura de anillamiento de 58°C, que se optimizd para los oligonucle6tidos

empleados. De este modo, las muestras se desnaturalizaron durante 5 minutos a 95°C
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y seguidamente se programaron 40 ciclos de amplificacion con una desnaturalizacion a
95°C 30 segundos, el anillamiento de los oligonucle6tidos a 58°C 30 segundos y la
extension y sintesis de nuevos fragmentos a 72°C 30 segundos, tras los que se llevé a

cabo un paso de extension adicional a 72°C 10 minutos.

12.7. Electroforesis en gel de agarosa

Tras la amplificacion de los fragmentos de DNA de interés, estos se separaron por
su tamafio molecular mediante una electroforesis horizontal en un gel al 2% de agarosa
en tampoén TBE 0,5X X (Tris 0,045 M, acido bérico 0,045 M, EDTA 1,0 mM, pH 8,0). Al
gel de agarosa se incorporé el reactivo SYBR® Safe DNA Gel Stain en una
concentracion 1:10000 (Invitrogen™, Life Technologies). Este es un agente que se
intercala entre las bases nitrogenadas del DNA y emite fluorescencia tras la exposiciéon

a luz ultravioleta (254 nm), por lo que permite la visualizacion del DNA.

Para comprobar que el tamafio de los fragmentos amplificados era el esperado, se
empled un marcador de peso molecular derivado del DNA del fago ®X-174 cortado con
la endonucleasa Haelll, que genera amplicones con los siguientes tamafios: 1353, 1078,
872, 603, 310, 281, 271, 234, 194, 118 y 72 pb (pares de bases). Antes de cargar las
muestras en el gel, se les afladié un tampon de carga que contiene glicerol, que aporta
densidad, azul de bromofenol, que actia como marcador del frente de la electroforesis,
y un tampén para estabilizar el pH. La electroforesis se llev6 a cabo a un voltaje
constante de 120 V durante 40 minutos. Finalmente, se visualizaron los fragmentos de

DNA amplificado y se comprobd el correcto funcionamiento de la reaccién de PCR.

12.8. Purificacion de productos de PCR

La purificacion de los fragmentos de DNA amplificados mediante PCR, para eliminar
impurezas y restos de otros componentes empleados en la reaccion, se realizé con el
kit comercial GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific). Para ello, se
procedié mezclando el producto de PCR con un binding buffer en proporcién 1:1. Este
tampén permite la unién del DNA a la membrana de las columnas comerciales que
incluye el kit. De este modo, el siguiente paso fue pasar la mezcla a estas columnas y
realizar una centrifugacion a 14000 rpm durante 2 minutos. Después, se afadieron 500
pl a cada muestra de la solucion wash buffer, un tampén de lavado y se repitié la

centrifugacion anterior. Antes de proseguir, se realizé una centrifugacion adicional para
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secar la columna. Por ultimo, el DNA adherido a la membrana se eluyé en 20 ul de la

solucion elution buffer tras centrifugar de nuevo en las mismas condiciones.

12.9. Secuenciacién automéatica por el método de Sanger

Para la secuenciacion automatica, se emplearon un total de 5-10 ng de DNA
purificado con 3 pmol del oligonucledtido “forward” o “reverse” correspondiente en un
volumen final de 8 pl, completado con ddH-O estéril. Para la reaccién de secuenciacion
Sanger se utilizé el kit comercial BigDye Terminator® v.3.1. Este procedimiento se llevo
a cabo en el Servicio de Secuenciacion del ADN de la Universidad de Salamanca, donde
se empled un secuenciador automatico ABlI PRISM 377 DNA Sequencer (Applied

Biosystems, Thermo Fisher Scientific).

La lectura de secuencias se realiz6 empleando los programas Chromas lite 2.01 y
SnapGene® Viewer v.5.2. La determinacion del grado de homologia con las secuencias
de referencia, obtenidas desde la herramienta en linea Genome Browser de la

Universidad de California?®, se realizd con el programa Serial Cloner.

12.10. PCR cuantitativa comparativa

La PCR cuantitativa (g-PCR) es un tipo de PCR gque permite amplificar y cuantificar
de manera simultanea y a tiempo real un determinado fragmento de DNA o de cDNA,
refiiéndonos a RT-gPCR en este Ultimo caso. Esta técnica se fundamenta en el
acoplamiento de un termociclador y un fluorimetro, que permite detectar la fluorescencia
emitida por sondas fluorescentes o por componentes intercalantes unidos al DNA. De
este modo, la monitorizacion de la fluorescencia a lo largo de la reaccion de PCR permite
identificar tanto ganancias y pérdidas de material genético como alteraciones en la

expresion, a través de la comparacion con una muestra de referencia.

La cuantificacion se realiza a través de distintos pardmetros. El ciclo umbral (Ct)
indica el numero de ciclos de amplificacibn necesarios para que se produzca un
aumento de fluorescencia diferencial (ARn) respecto a la sefial base de emision y que
es directamente proporcional a la cantidad inicial de DNA molde de partida. A partir de
este ciclo, comienza a detectarse la amplificacion de nuestro fragmento de interés,
generandose una curva de amplificacién que se estabiliza conforme avanzan los ciclos,

indicando la finalizacién de la reaccion (Figura 31).
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Figura 31. Curva de amplificaciéon de DNA en la que se representa el aumento de fluorescencia
diferencial a lo largo de los distintos ciclos de la reaccién de PCR. Cada color representa la
amplificacion de un gen determinado en una muestra concreta con cuatro réplicas. Se pueden observar

diferencias en el Ct entre las distintas reacciones de amplificacion.

Por otra parte, la temperatura de fusién (Tm) es otro parametro importante, que
refleja la especificidad de la reaccion. La Tm es la temperatura a la cual se ha
desnaturalizado el 50% del DNA gendémico y se representa en una curva de
temperaturas, llamada melt curve o curva de fusion. Esta se genera al finalizar la etapa
de extension de la gPCR y permite determinar si se ha generado un Unico amplicon,
especifico, o varios, lo cual es indicativo de que los oligonucle6tidos han anillado de
manera inespecifica en otros fragmentos del DNA vy el resultado no es fiable. De este
modo, en la curva de fusion se debe distinguir un Unico pico, tal y como se muestra en

la Figura 32.

Para obtener un resultado comparativo, es necesario emplear una muestra control.
En el caso de la gPCR basada en DNA, esta se trata de una muestra con un nimero
conocido de copias del gen de interés. En el caso de la RT-gPCR basada en RNA, en
la que el material de partida es cDNA, esta es una muestra de referencia respecto a la
cual queremos analizar variaciones en los niveles de expresion génica. Asi, es necesario
amplificar de manera simultanea y en el mismo equipo las muestras de interés y la

muestra control. Asimismo, ademas de amplificar fragmentos de genes de interés, es
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necesario amplificar un fragmento de un gen que funciona como un control endégeno,
que no presenta cambios en las condiciones del estudio y que se emplea para
normalizar la cantidad de DNA o cDNA de partida. En el caso de la amplificacion de
DNA se empleé como control enddégeno el gen LEMD3 y en el caso de la amplificacion
de cDNA el gen GAPDH. El uso de estos genes como controles enddgenos esta

estandarizado.
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Figura 32. Curvade fusién de los productos de amplificacién de los controles endégenos empleados
en la PCR cuantitativa comparativa, LEMD3 y GAPDH.

Para obtener un resultado comparativo, es necesario emplear una muestra control.
En el caso de la gPCR basada en DNA, esta se trata de una muestra con un nimero
conocido de copias del gen de interés. En el caso de la RT-qPCR basada en RNA, en
la que el material de partida es cDNA, esta es una muestra de referencia respecto a la
cual queremos analizar variaciones en los niveles de expresion génica. Asi, es necesario
amplificar de manera simultdnea y en el mismo equipo las muestras de interés y la
muestra control. Asimismo, ademas de amplificar fragmentos de genes de interés, es
necesario amplificar un fragmento de un gen que funciona como un control endégeno,
que no presenta cambios en las condiciones del estudio y que se emplea para
normalizar la cantidad de DNA o cDNA de partida. En el caso de la amplificacion de
DNA se emple6 como control endégeno el gen LEMD3 y en el caso de la amplificacion
de cDNA el gen GAPDH. El uso de estos genes como controles enddgenos esta

estandarizado.
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De este modo, se emple6 el método de cuantificacion relativa que se basa en el
parametro AACt, mediante la cual se determina la proporcion de expresion o abundancia
del gen especifico en la muestra, en comparacion con un gen control, y se normaliza

con la proporciéon de expresion de un gen de referencia.

Se disefiaron distintos oligonucle6tidos para hibridar de manera especifica con
distintos genes de interés empleando la herramienta virtual Primer-BLAST, cuya

secuencia y caracteristicas se recogen en la Tabla 13.

Tabla 13. Oligonucle6tidos empleados para la amplificacion de fragmentos de genes de interés
mediante qPCR o RT-qPCR.

. . . . Tamaiio del
Oligonucleotido forward Oligonucleotido reverse .
amplicon
LEMD3
g 5 GCGGCTGCCGGGAGTCTAGACAG ¥ 5 GGTAGGTATGATTGGAGCCCG 3’ 343 pb
xon
ATG7
Exén 10 5 AAACAGGATGGTGAACCTCAGTGAC 3' 5' GTAACACACGGCAGCATGAC 3' 165 pb
xon
GAPDH
SV 5 GAGAAGGCTGGGGCTCATTT 3’ 5 TGAGTCCTTCCACGATACCA 3’ 208 pb
c
ABCB1
DNA 5 CACAGAGGGGATGGTCAGTG 3’ 5 GCATTGGCTTCCTTGACAGC 3 189 pb
c
DNAJC15
DNA 5 AGCTGTAGGACTGGGTGTTG 3 5 CCAGCAGATGGGCTTACACC 3 201 pb
c
CYCS
DNA 5 GCCACACCGTTGAAAAGGGA 3 5 TTGGCGGCTGTGTAAGAGTAT 3’ 106 pb
c
TUBB3
S 5 GTGGATCCCCAACAACGTGA & 5 GTCTTCGTACATCTCGCCCTC 3 289 pb
c
ATG7
DNA 5 GTCATCAATGCTGCTTTGGGAT ¥ 5 CAGCCAAGCTTGTAACCAGG 3 167 pb
c
SQSTM1
DNA 5' CCGAGTGTGAATTTCCTGAAG 3' 5' GATGGGTCCAGTCATCATCTC 3' 328 pb
c
NFkB1
DNA 5 AAGGACCCTGAAGGTTGTGA & 5" CCTGAACTCCAGCACTCTCTTC & 172 pb
c

Como paso previo a la realizacion de la PCR cuantitativa comparativa se
cuantificaron las muestras de DNA y cDNA por espectrofotometria y se prepararon
alicuotas a una concentracion de 20 ng/ul. Para cada reacciéon de PCR se mezclaron
los siguientes componentes: 5 uL de SYBR® Green PCR Master Mix (Roche), que

contiene, ademas de los reactivos necesarios para la amplificacion (dNTPs, DNA
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polimerasa termoestable y un tampon adecuado) un agente intercalante fluorescente,
0,5 ul de cada oligonucledtido (forward y reverse) a 10 uM, 2 pl de H20 libre de
nucleasas y 2 pl de DNA o cDNA a 20 ng/ul de la muestra correspondiente. Se preparé
también un control negativo para cada gen a amplificar al que no se le afiadi6 DNA.
Todas las reacciones de PCR cuantitativa comparativa se llevaron a cabo en placas
Opticas de 96 pocillos MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode 0.1
ml (Invitrogen™, Life Technologies) cubiertas con laminas O&pticas transparentes
MicroAmp® Optical Adhesive Film (Invitrogen™, Life Technologies). Se prepararon 4

réplicas para cada condicion con el fin de garantizar la fiabilidad del resultado.

Para realizar la qPCR o RT-gPCR se utilizo el equipo StepOnePlus™ Real-Time
PCR System (Invitrogen™, Life Technologies), compuesto por un termociclador
acoplado a un fluorimetro y conectado a un ordenador con el programa StepOne
software v.2.1 (Invitrogen™, Life Technologies), desde el que se configurd el
experimento y se analizaron los resultados. Las condiciones del programa de

amplificacion se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Programa de amplificacién empleado para llevar a cabo la PCR cuantitativa comparativa.

Paso Temperatura Tiempo Ciclos

Holding stage 95°C 10’ 1
95 15”

Cycling stage 40
60 1
95°C 15”7
60 1

Melt curve stage 1

+ 0,3°C -

95 15

12.11. Arrays de hibridacion genémica comparada

Para identificar pérdidas y ganancias de material gendmico tanto en lineas celulares
como en muestras tumorales procedentes de pacientes se emplearon los arrays de
hibridacion genémica comparada (aCGH). Estos estudios se realizaron en la Unidad de
Genomica del Centro de Investigacion del Cancer-IBMCC de Salamanca. Los arrays
gendmicos estan compuestos por una coleccion de sondas de DNA dispuestas sobre
un soporte soélido que permiten detectar alteraciones en el genoma. En concreto, los

aCGH se basan en la comparacion de la hibridacion con estas sondas de una muestra
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de DNA control y la muestra en estudio. Se trata de una buena herramienta para
caracterizar alteraciones citogenéticas. La muestra primaria empleada puede tener
diversos origenes y los avances de la técnica en los ultimos afios han permitido reducir

tanto la cantidad de DNA necesaria como el coste del procedimiento.

En la Figura 33 se resume el procedimiento en el que se basa la técnica de aCGH.
De forma resumida, consiste en marcar las muestras de DNA genoémico con distintos
fluoroforos, la hibridacion de las muestras de DNA con las sondas en el array, realizar

una serie de lavados y, finalmente, analizar los datos de fluorescencia.

The region of interest Tumor DNA Normal DNA Digital measurement
= Green-to-red ratio
&) 05 1 15
3 .
. O .
i
1
Fluorescent ‘ E L
microscopy :
Hybridization O 1
o
000000Db :
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Figura 33. Fundamento de latécnica de aCGH para la deteccién de ganancias y pérdidas de material
gendmico. Obtenido de Lee J. et al., 2022267,

En el caso de las muestras de pacientes, se emplearon 80 ng de DNA gendmico,
extraido a partir de tejido tumoral parafinado y cuantificado por fluorimetria. Se llevo a
cabo el OncoScan™ CNV FFPE Assay (Affymetrix, Thermo Fisher Scientific) y se
siguieron las instrucciones del fabricante. Este ensayo se basa en la tecnologia de
sonda de inversion molecular (MIP) y permite la deteccion de CNA y pérdida de
heterocigosidad (LOH) a lo largo de todo el genoma en tumores sélidos a partir
pequefias cantidades de DNA y cierto grado de degradacion, habitual en los bloques
FFPE. Ademas, cuenta con una buena resolucién para el nimero de copias, 50-100 kb
en 900 genes asociados a cancer y 300 kb en el resto del genoma. Se analizaron

mediante este procedimiento 177 muestras de tejido tumoral.

En el caso de la caracterizacion mediante aCGH de lineas celulares se empleé el
CytoScan™ HD Assay (Thermo Fisher Scientific), siguiendo el protocolo del fabricante.
Este ensayo proporciona una cobertura muy amplia y un alto rendimiento para detectar

aberraciones cromosomicas. La sensibilidad es superior al 99% y es posible detectar
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con una elevada fiabilidad CNA de 25-50 kb en todo el genoma, con una especificidad
muy alta. El material empleado fue: CytoScan™ Reagent kit (Thermo Fisher Scientific),
CytoScan™ Amplification kit (Thermo Fisher Scientific) y CytoScan™ HD Array (Thermo
Fisher Scientific). En cuanto al equipo empleado, consistié en el sistema integrado de
analisis de microarrays de GeneChip® de Affymetrix, incluyendo GeneChip®
Hybridization Oven 645, GeneChip® Fluidics Station 450 y GeneChip® Scanner 3000
7G System.

En ambos casos, el software de analisis fue Chromosome Analysis Suite 3.3 (ChAS).
Ademas, se empleo el algoritmo Identification of Significant Targets in Cancer (GISTIC)

para identificar las CNA con significado biolégico en las muestras estudiadas.

12.12. Estudio del transcriptoma mediante microarrays de expresion

El andlisis del transcriptoma se llevé a cabo mediante microarrays de expresioén con
el Clariom™ S Assay (Thermo Fisher Scientific) en la Unidad de Gendmica del Centro
de Investigacién del Cancer-IBMCC de Salamanca. Se realizé a partir de RNA de
distintas lineas celulares para detectar cambios en los perfiles de expresion génica. La

base de la técnica es muy similar a la de los aCGH.

Para llevar a cabo este estudio, las muestras de RNA extraidas se purificaron con el
kit RNeasy® Mini Kit (Qiagen) siguiendo el protocolo del fabricante. Después, se realizo
la cuantificacion de la concentracion de las muestras por espectrofotometria para

preparar posteriormente alicuotas de al menos 100 ng.

A continuacion, se evalué la integridad del RNA utilizando el bioanalizador Agilent
2100 (Agilent Technologies). Posteriormente, se llevé a cabo el Clariom™ S Assay
siguiendo las instrucciones del fabricante. El primer paso fue la preparacién de las
muestras de RNA en el que se llevé a cabo la transcripcion reversa, la amplificacion, la
fragmentacion y el marcaje con el GeneChip® WT PLUS Reagent Kit (Applied
Biosystems). Después, las moléculas de cDNA marcadas se hibridaron con las sondas
en los Clariom™ S Arrays. Para el lavado y escaneo de las muestras, al igual que en el
caso de los aCGH, se utilizé el sistema integrado de analisis de microarrays de
GeneChip® de Affymetrix (GeneChip® Hybridization Oven 645, GeneChip® Fluidics
Station 450 y GeneChip® Scanner 7G). La cantidad de sefial fluorescente detectada en
el escaneado refleja el nivel de hibridacion a una sonda determinada, que es
proporcional al nimero de fragmentos de acidos nucleicos complementarios en las

muestras. Finalmente, se llevd a cabo el andlisis de los resultados obtenidos. Se realizé
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una normalizacion de los datos por cuantiles, una correccion del fondo y una
transformacion en log2 mediante el procedimiento Robust Multiarray Average (RMA).
Las diferencias de expresion entre las distintas muestras se determinaron con el
paquete limma (v.3.46.0) de Bioconductor. Se empled el parametro fold change (FC)
para establecer las alteraciones diferenciales significativas, considerando un FC igual o

superior a 1,5 como sobreexpresion y un FC igual o inferior a -1,5 como infraexpresion.

13. Técnicas de manipulacion y andlisis de proteinas

Alo largo de este trabajo, se realiz6 el analisis de la expresion de proteinas mediante
distintas técnicas: western blot, inmunofluorescencia y estudio del proteoma mediante
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-IMS/MS). Para ello, se
realizo extraccion y cuantificacién de proteinas a partir de las distintas lineas celulares

de CECC y de la fraccion de EVs de 100K, por presentar una mayor abundancia.

13.1. Extraccion de proteinas a partir de lineas celulares

Para llevar a cabo la extraccién de proteina total a partir de lineas celulares, se partié
de células en cultivo en placas P100 con un 80% de confluencia. Estas células se
lavaron con PBS 1X Na/K y, posteriormente, se afiadieron 500 pl de buffer de lisis por
placa, compuesto por Tris-HCI 50 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, 1% Triton X-
100, un coctel de inhibidores de proteasas (cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail,
Roche) y un cdéctel de inhibidores de proteasas (PhosSTOP™, Roche), diluidos segun
las indicaciones del fabricante. Las células se recogieron con un scraper o rascador y
se transfirieron a un tubo de 1,5 ml, que se mantuvo a 4°C y en agitacion durante 45
minutos. Pasado este tiempo, se realizé una centrifugacién a 13000 rpm y 4°C durante
15 minutos, para precipitar los restos celulares. El sobrenadante, con las proteinas, se
transfiri6 a un nuevo tuvo. Se realizé la cuantificacion proteica y las muestras se
conservaron a -80°C. La extraccion de proteinas para cada linea celular se realizé por

triplicado.

13.2. Cuantificacién proteica por el método de Bradford

Para cuantificar la concentracion proteica tanto de las muestras procedentes de
lineas celulares como de las muestras de EVs se emple6 el método de Bradford, una

técnica colorimétrica que se basa en el cambio diferencial de color del colorante azul
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brillante G-250 Coomassie ante distintas concentraciones de proteina. En el caso de las
EVs no fue necesario realizar un paso previo de extraccion. Para la cuantificacion se
empled el reactivo comercial Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad) y se realizé una curva
patrén con concentraciones conocidas y crecientes de albumina sérica bovina (BSA) (0-
750 pg/ml). Se realiz6 una dilucion 1:10 de los extractos proteicos de interés.
Finalmente, se midi6 la absorbancia a 595 nm empleando el lector de microplacas
Infinite M200 (Tecan®), que presenta una relacion directa con la cantidad de proteina

presente en la muestra.
13.3. Western blot

Una de las técnicas empleadas para comparar los niveles de expresion de
determinadas proteinas entre las distintas lineas celulares y también entre las EVs
aisladas a partir de las células CAL33 y CAL33-R fue el western blot. En el caso de las
EVs, ademas de utilizar esta técnica para analizar la expresion de proteinas de interés,
se empleé para detectar marcadores proteicos establecidos por las guias
internacionales, Minimal information for studies of extracellular vesicles (MISEV) 2023,

para completar su caracterizacion (Tabla 15).

En primer lugar, se prepararon muestras de todos los extractos proteicos con 30 g
de proteina en un volumen final de 30 pl con 5 pl de tampon de carga 6X (Tris-HCI 100
mM pH 6,8, 20% glicerol, 4% SDS, 0,05% azul de bromofenol y 2% (-mercaptoetanol).
Después, se desnaturalizaron a 95°C durante 5 minutos en un termobloque, para que

las proteinas perdiesen su estructura terciaria y cuaternaria.

Tras la preparacion de las muestras, se realizé una electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE). Para ello, se prepararon los
geles, que estan compuestos por dos fases. El gel separador, en la parte inferior, se
preparé con distinto porcentaje de acrilamida en funcion del tamafio de las proteinas de
interés (8-12% de una solucién de acrilamida: bis-acrilamida 29:1 al 30%) en un buffer
con Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 y SDS al 10%. Sin embargo, el gel concentrador, en la parte
superior, se preparé con un porcentaje de acrilamida constante al 4% en un buffer con
Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 y SDS al 10%. Para la polimerizacion de los geles se incorpor6
tetrametiletilendiamina (TEMED) y persulfato de amonio (APS). Junto con las muestras,
en cada uno de los geles se cargé el marcador de peso molecular PageRuler™
Prestained Protein Ladder Plus (Thermo Fisher Scientific), una mezcla de proteinas
marcadas en azul, rojo y verde, de los siguientes tamafios: 250, 130, 100, 70, 55, 35,

25, 15, 10 kDa. La electroforesis vertical se realizé a voltaje constante, a 75V los
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primeros 30 minutos y a 150V durante aproximadamente 1 hora, empleando un buffer
compuesto por Tris 20 mM, glicina 192 mM y SDS al 1%.

Tabla 15. Criterios para la caracterizacion de EVs basada en el contenido proteico (MISEV 2023).
Obtenida de Welsh et. al, 202418,

Category

1- Transmembrane (or
GPl-anchored) proteins
associated with plasma
membrane and/or endosomes

AllEVs

Mon-exhaustive examples,
categorized a, b, ¢ by decreasing

strength of membrane association.

la: multi-pass transmembrane
proteins.

Tetraspanins (CD9, CD&3, CD8L,
CD82); other multi-pass
membrane proteins (CD47;
heterotrimeric G proteins GNA®,
TSAP6)

1b: single-pass transmembrane
proteins.

Major Histocompatibility Class I or
I, Integrins (ITGA*/ITGBE"),
transferrin receptor (TFR2);

2- Cytosolic proteins in EVs
AlLEVs

3- Major comp of

brane,

4- T

non-EV co-isolated
structures (NVEPs)
All EV's as purity control

3a: 13

2a: with lipid or memb
protein-binding ability.

ESCRT-I/IIIII (TSG101,
CHMP*) and accessory
proteins: ALIX (PDCD6IP),
VPS4A/B; ARRDCE;
Flotillins (FLOTL/2);
caveoling
(CAV™); syntenin (SDCEP)

2b: promiscuous
incorporation into EVs
(and possibly NVEPs)

Heat shock proteins HSC70
(HSPAS), and HSP84

R

Produced mostly by
liver, abundant in
plasma, serum.
Apolipoproteins

3b: protein and
protein/nucleic acid
aggregates.
Immunoglobulins
(blood);

lipid-bound and
soluble proteins
associated with
intracellular
compartments other
than PM/endosomes
Subtypes of EVs and/or
pathologic/atypical
state, and/or novel

separation method

4a: nucleus.

Histones (HISTIH*");
Lamin A/C
(LMNA/C)

4b: mitochondria.
VDAC, cytochrome C
(CYCL); TOMM20

5- Secreted proteins
recovered with EVs

Corona or functional
component of EVs

5a: blood-derived
corona proteins.

Partially overlapping
with 3a/3b:
apolipoproteins,
complement,
fibrinogen

5b: cytokines and
growth factors. e.g.,
TGFBUZ; IFNG,
VEGEA, FGF1/2,
PDGF*, EGE,

LAMPL/%

heparan sulphate proteoglycans
including synde-
cans (SDC*); EMMPRIN (BSG);
ADAMIO0

(HSP90OABIL) note that both
are abundant also in NVEPs;
cytoskeleton: actin (ACT"),
tubulin (TUB"); enzymes
(GAPDH)

Tamm-Horsfall interleukins (IL*)
protein

(Uremodulin/UMOD;

urine); albumin.

WAH" (14-3-3%) and

AGO* (can be present

in EVs but generally

more abundant in

-

NVEPs).
lc: GPI- or lipid-anchored proteins. 3c: exomere or 4 secretory pathway. 5¢: adhesion and
Glypicans (GPCL), 5'nucleotidase super iched  Endoplasmic reticulum, extracellular matrix
CD73 (NT5E), components. Golgi apparatus: proteins.
complement-binding protein HSP90AASB, TGFBI, calnexin (CANX); Fibronectin (FN1),
CD59 HSPAL3, LDHA/B Grp94 (HSPI0B1); Collagens (COL**),
BIP (HSPAS5), GM130 MFGES;
[GOLGAZ) galectin3-binding
protein (LGALS3BF),
CD5L; fetuin-A
(AHSG)
4d: others.
Autophagosomes,
cytoskeleton. ..

L3 (MAPILC3A),
Actininl/4 (ACTNY/4)

At least one protein of categories 1. 2 and 3 should be analy
as they may be present in some subtypes of EVs, or under cert

EV hallmarks and to assess the presence of NVEPs in an EV preparation. Analysis of proteins of category 4 is optional,
n conditions, with no general rule. Proteins of category 5 may bind to EVs after their release be part of the
recently described EV 'corona’ Please note that this table provides a limited number of examples only for proteins commonly found in mammealian cell
that fall into the given categories may be equally valid, particularly for analysis of EV's from prokaryotic (bacteria) or non-mammalian eukaryotic sources {including parasites and
plants). For most proteins of interest, their subcellular location in intracellular compartments (for categories 1and 4), or their transmembrane or lipid-anchored nature (for categories |
and 2), is provided in the Uniprot dat e (www.uniprot.org). XX = human gene names. XX* or XX** used for families of multiple proteins, for example, for integrins: ITGA® indicates
any integrin alpha chain

erived EVs. Other proteins

A continuacion, las proteinas separadas por tamafio se transfirieron a membranas
de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (Merck Milipore), previamente activadas con
metanol y lavadas con ddH,O. Para ello, se realizé una transferencia semi-seca con el
equipo Trans-Blot Turbo Transfer System (BioRad), con un voltaje constante de 25V
durante 30 minutos. Se empled un buffer de transferencia compuesto por Tris-HCI 25
mM pH 8,5, glicina 192 mM y 20% de metanol.

Posteriormente, como paso previo a la incubacion con los distintos anticuerpos, se
realiz6 un bloqueo con un 5% de leche o albumina de suero bovino (BSA) en TBS-T

(0,1% de Tween-20 en TBS), durante 1 hora, a temperatura ambiente, con las
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membranas en rotacion. Se emple6 leche o BSA, tanto en el bloqueo como en la
incubacioén con el anticuerpo primario, en funcién de la proteina a detectar, teniendo en
cuenta las recomendaciones del fabricante para cada uno de los anticuerpos

empleados.

El siguiente paso fue la incubacién con los anticuerpos primarios, que se unen a las
proteinas de interés, preparados a distintas concentraciones en TBS-T con un 5% m/v
de leche o BSA, a 4°C durante toda la noche, con las membranas en rotacion (Tabla
16). Tras esta incubacion, se realizaron tres lavados de 10 minutos con TBS-T, a
temperatura ambiente y con las membranas en rotacion. Después, se realizd la
incubacién con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado con peroxidasa de
rabano (HRP), durante 1 hora, a temperatura ambiente y en rotacion. El anticuerpo
secundario se une al anticuerpo primario y permite la visualizacién de la proteina. A

continuacién, se repitieron los 3 lavados.

Finalmente, se procedié al revelado de las membranas por quimioluminiscencia.
Este se basa en la oxidacién del luminol catalizada por la peroxidasa del anticuerpo
secundario en presencia de peréxido de hidrégeno y en la exposicién posterior durante
un tiempo variable de las membranas a peliculas fotosensibles de autorradiografia (Fulji
Medical X-Ray Film, Fujifilm), en las que se visualizan las proteinas. Se emple6 una
solucion de revelado casera compuesta por 100 ml de Tris-HCI 1 M pH 9,35, 0,39 g de
luminol (Sigma-Aldrich) y 0,475 g de 4-yodofenol (Sigma-Aldrich). A esta se le afiadio

H.0- al 30% en ddH:O en proporcién 1:1000 en el momento del revelado.

Las mismas membranas se emplearon para la deteccion de distintas proteinas. En
todos los casos, se empled la B-Actina como control de carga. Para ello, fueron tratadas
con una solucién de stripping (10% de metanol y 10% de acido acético en ddH;0), que
elimina los restos de anticuerpos. Se incubaron con esta solucién durante 15 minutos a
temperatura ambiente y en agitacion y, posteriormente, se realizaron 3 lavados de 10
minutos con TBS-T. Después, se procedié al bloqueo y a la reincubaciéon con otros
anticuerpos, tal y como ha sido descrito. Las membranas se conservaron a 4°C entre
sus usos. Las peliculas fueron escaneadas para mostrar los resultados. Todas las
proteinas fueron analizadas en los tres extractos proteicos procedentes de cada linea

celular.
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Tabla 16. Anticuerpos primarios y secundarios empleados para el analisis de la expresién proteica

mediante western blot.

Anticuerpo Origen | Dilucién Tamafio (kDa) Casa comercial

L . Cell Signaling Technology
MDR1 Primario Rabbit 1:1000 130-180
12683S
o ) ABCAM
DNAJC15 Primario Rabbit 1:1000 16
ab179820
o ) ABCAM
ATG7 Primario Rabbit | 1:10000 78
ab52472
Cell Signaling Technology
ATGY9A Primario Rabbit 1:1000 100-110
13509S
Cell Signaling Technology
ATG5-ATG12 Primario Rabbit 1:1000 55
2630S
o ) Cell Signaling Technology
ATG16L1 Primario Rabbit 1:1000 66
8089S
. ABCAM
p62 Primario Mouse 1:2000 62
ab56416
. ) Cell Signaling Technology
BECLIN1 Primario Rabbit 1:1000 52
3738S
ABCAM
LC3C Primario Rabbit 1:1000 17
ab168813
. ) 19 (LC3B-I) Novus Biologicals
LC3B Primario Rabbit 1:1000
17 (LC3B-II) NB600-1384
GeneTex
a-Actinina-4 Primario Rabbit 1:500 105
GTX113116
o Santa Cruz Biotechnology
ALIX Primario Mouse 1:200 95
sc-53540
o GeneTex
TSG101 Primario Mouse 1:500 45
GTX70255
o ) System Biosciences
CD9 Primario Rabbit 1:1000 24
EXOAB-CD9A-1
. o Sigma-Aldrich
B-Actina Primario Mouse | 1:10000 42
A5441
) ABCAM
Anti-Rabbit Secundario Goat 1:10000 N/A
ab205718
) ABCAM
Anti-Mouse | Secundario Goat 1:10000 N/A
ab205719

En algunos casos, se realiz6 una cuantificacion relativa de los resultados empleando
el programa Fiji (Fiji Is Just ImageJ) en su version 2.9.0. Esta basa en la comparacién
por densitometria de las bandas observadas, realizando una normalizacion respecto a
la proteina constitutiva B-Actina, que funciona como control de carga. Esta cuantificacion

permite el tratamiento estadistico de los datos.
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13.4. Inmunofluorescencia

Para analizar la distribucion celular y la expresion de proteinas de interés en las
lineas celulares knockout para ATG7 derivadas de la linea celular 32816 y en las lineas
celulares control correspondientes, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia. Con
este fin, se sembraron 300000 células por pocillo sobre cubreobjetos redondos de cristal
de 12 mm de didmetro en placas de 6 pocillos. Al dia siguiente, tras la adhesion de las

células a los cristales, se comenzo el procesamiento de los mismos.

Tras lavar las células con PBS 1X Na/K, estas se fijaron a los cubreobjetos con una
solucion de paraformaldehido al 4% durante 10 minutos en hielo. Después, se realizaron
tres lavados con PBS 1X Na/K de 5 minutos cada uno y, a continuacion, se
permeabilizaron las membranas celulares con Triton X-100 al 0,5% en PBS 1X Na/K,
durante 10 minutos en hielo, para permitir la penetracién de los anticuerpos en las

células.

Posteriormente, se realizoé un bloqueo con una solucién de BSA al 10% en PBS 1X
Na/K durante 90 minutos. Tras este tiempo, los cubreobjetos se colocaron en camaras
huimedas y se realizé la incubacion simultanea de dos anticuerpos primarios en cada
uno de ellos, diluidos en una solucién de BSA al 3% en PBS 1X Na/K en un volumen
final de 30 ul por cristal, durante 90 minutos a temperatura ambiente (Tabla 17). Siempre
se combind un anticuerpo producido en ratén con un anticuerpo producido en conejo.
Después de una serie de lavados, se realiz6 la incubaciéon con los anticuerpos
secundarios diluidos en una solucion de BSA al 1% en PBS 1X Na/K, durante 1 hora a
temperatura ambiente y en oscuridad. Al finalizar esta incubacion, se repitieron los
lavados y se tifieron los ndcleos con una solucién 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)
(Roche) a una concentracion de 0,5 ug/ml en ddH,O, con una incubacion de 5 minutos
en oscuridad. El dltimo paso fue el montaje de los cubreobjetos sobre portaobjetos

empleando mowiol (Calbiochem). Los portaobjetos se conservaron a 4°C en oscuridad.

La visualizacion de las células y la captura de las imagenes se realiz6 mediante
microscopia confocal con el equipo LEICA SP5 DMI-6000V (Leica Microsystems),
acoplado a un ordenador con el software LEICA LAS AF, con un aumento de 63x. Las
condiciones de captura se mantuvieron fijas para cada combinaciéon de anticuerpos

entre las distintas lineas celulares a comparar.
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Tabla 17. Anticuerpos primarios y secundarios empleados para la visualizacion y analisis de

proteinas mediante inmunofluorescencia.

Anticuerpo Origen Dilucién Fluorescencia Casa comercial
L ABCAM
p62 Primario Mouse 1:500 N/A
ab56416
. . ABCAM
p62 Primario Rabbit 1:500 N/A
ab109012
o ) Cell Signaling Technology
ATG7 Primario Rabbit 1:500 N/A
13509S
Novus Biologicals
LC3B Primario Rabbit 1:500 N/A
NB600-1384
Biolegend
LAMP-1 Primario Mouse 1:100 N/A
328601
Anti-Mouse 1gG (H+L) ) Invitrogen
Secundario Goat 1:1000 Verde
Alexa Fluor 488 A21202
Anti-Rabbit IgG (H+L) ) . Invitrogen
Secundario | Donkey 1:400 Rojo
Alexa Fluor 594 A11037

13.5. Estudio del proteoma mediante cromatografia liquida acoplada

espectrometria de masas

La comparacion del contenido proteico de las células y de las EVs 100K de las lineas
celulares CAL33 y CAL33-R se llevd a cabo mediante un andlisis de cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de masas (LC-IMS/MS). Esta parte del trabajo se
realizé en colaboracién con la Unidad de Protedémica incluida en el Servicio de
Citometria del Centro de Investigacion del Cancer de Salamanca. En este estudio se
partio de tres réplicas independientes de cada una de las muestras analizar. En el caso
de las células, se partio de pellets celulares obtenidos en paralelo al aislamiento de EVs
y conservados a -80°C, mientras que en el caso de las EVs se partié de una suspensiéon
liquida de EVs en PBS 1X Na/K.

En primer lugar, las muestras se procesaron con el kit comercial iIST Sample
Preparation Kit (PreOmics®), que permite tanto la lisis y digestién celular para la
extraccion peptidica como la preparaciéon de muestras para el equipo de LC-IMS/MS.
Las muestras de EVs se procesaron del mismo modo para garantizar la fiabilidad del

resultado comparativo.

Todas las muestras se lisaron afiadiendo 50 ul de solucion de lisis e incubando a
95°C durante 10 minutos en un termobloque con agitacion (1000 rpm). Después, se

afadieron 10 pl de solucion de digestion por muestra y se realizé una incubacion a 37°C
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durante 90 minutos en un termobloque con agitacion (500 rpm). Pasado este tiempo, se
afiadieron 100 ul de una solucion para parar la reaccion, incubando 1 minuto con una
agitacion de 500 rpm. A continuacién, se transfirieron las muestras a cartuchos
proporcionados por el kit y se centrifugaron a 3800 rcf durante 3 minutos. Se realizaron
dos lavados, afiadiendo 200 pl de las soluciones correspondientes y repitiendo las
centrifugaciones. Tras esto, se afiadieron 100 pl de solucion de eluciéon y se
centrifugaron las muestras, recogiendo el volumen eluido en un nuevo tubo. Este paso
se repitid, obteniendo un volumen final de 200 ul. Las muestras se colocaron en un
evaporador de vacio a 45°C hasta que se secaron por completo. Finalmente, se
afiadieron 100 pl de buffer de carga para LC y se homogeniz6 la muestra mediante

agitacion a 500 rpm durante 5 minutos.

La concentracion proteica se determiné mediante un ensayo de acido bicinconinico
(BCA) empleando el kit comercial Pierce™ BCA Protein Assay Kits (Thermo Fisher
Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se realiz6 una curva patrén con
concentraciones conocidas y crecientes de BSA. Por ultimo, se midié la absorbancia a
70 nm empleando el lector de microplacas Infinite M200 (Tecan®), que presenta una

relacion directa con la cantidad de proteina presente en la muestra.

Para cargar las muestras en el equipo de LC-IMS/MS se uso el sistema Evotip Pure
(Evosep), compuesto por columnas desechables de purificacién y carga y adaptado al
sistema robotico del equipo. Se partié de 200 ng de proteina y se siguio el protocolo del
fabricante. Finalmente, se determiné el contenido proteico de las muestras con el equipo
Evosep One-timsTOF Pro 2 (Bruker).

14. Andlisis de enriquecimiento funcional

Tras la obtencién de los genes y proteinas diferencialmente expresados entre las
distintas lineas celulares o condiciones a comparar mediante microarrays de expresion
y estudio del proteoma por LC-IMS/MS se realizaron varios analisis de enriquecimiento
funcional empleando la herramienta WebGestalt (WEB-based GEne SeT AnalLysis
Toolkit). Esta herramienta incorpora tres métodos complementarios: analisis de
sobrerrepresentacion (ORA), el analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes
(GSEA) y el andlisis basado en topologia de red (NTA). Utiliza como fuentes bases de
datos como KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), Reactome o
Wikipathway, que contienen datos de rutas biolégicas que describen la funcionalidad de
los genes. De este modo, permite la identificacion de rutas de sefalizacion

sobrerrepresentadas en un conjunto de genes. Esta herramienta proporciona tanto el
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namero de genes de la lista que estan involucrados en una determinada via de

sefializaciébn como un valor de significacion estadistica de la sobrerrepresentacion.

Para el uso de WebGestalt, se seleccioné el organismo de estudio (Homo sapiens),
el tipo de analisis (ORA o0 GSEA) y la base de datos de interés. Se introdujo el listado
de genes diferencialmente expresados en cada caso utilizando los identificadores Gene
symbol (para los datos de los microarrays de expresion), y UniProt ID (para los datos

del proteoma).

Después, se seleccién “genome protein-coding” como conjunto de datos de
referencia y se establecié varios parametros para el analisis y la visualizacion de los
datos: numero minimo y maximo de genes por categoria, el ajuste para testeo multiple
y el nivel de significancia (segun FDR o segun las vias mas sobrerrepresentadas aun
sin significacién estadistica). Asi, se obtuvo una lista de las rutas de sefializacion con

alteraciones diferenciales entre las distintas condiciones a comparar.

15. Restauracion de la expresion de DNAJC15 en la linea celular 32816-R

En este trabajo, se identific6 una disminucién de la expresién de DNAJC15 en las
lineas celulares resistentes a taxanos, siendo especialmente acusada en la linea celular
32816-R, en la que no se detecto la expresion de MCJ, la proteina codificada por este
gen. Para comprobar si esta alteracion es esencial para el mantenimiento de la
resistencia, se decidi6 restablecer la expresiéon de DNAJC15 en la linea celular 32816-
R. Para ello, se clon6 el cDNA de este gen en el vector lentiviral pLVX-puro, que
presenta el gen de la resistencia a la puromicina. Posteriormente, se transfectaron las
células HEK 293T para la produccion de virus y se infectaron las células 32816-R. Las
células que incorporaron la construccion se seleccionaron con puromicina. Después, se
analizé la respuesta a paclitaxel para determinar si este restablecimiento de la expresion
causaba una reversion de la resistencia. El procedimiento se describe en detalle a

continuacion.

15.1. Clonacién del cDNA de DNAJC15 en el vector pLVX-puro

En primer lugar, se disefiaron oligonucleétidos para amplificar del cDNA de
DNAJC15 con los sitios de corte de las enzimas EcoRI y BamHI, cuyos sitios de corte
se encuentran también en el vector pLVX-puro, para poder emplear estas enzimas para

digerir el plasmido e insertar el cDNA. El disefio se hizo empleando el programa

114



SnapGene® Viewer v.5.2 (Figura 34). La secuencia de los oligonucleottidos disefiados
se recoge en la Tabla 18.

DNAJC15 cDNAF-EcoRI
ccgaattc
ccatggctgcccgtggtgtcat

ccgggccgccttgccatggectgeccgtggtgtcatcgectccagtt ccaccaaacattgatgcttaaggaccacactgaaggaaaaa
1 1 1 1 1 1 1 1 1 ' 1 1 L ! 1 i 1
T T T T T T T t T t T t 1 $ 1 + t
ggcccggcggaacggtaccgacgggcaccacagtagcgaggtcaa 400 pb ggtggtttgtaactacgaattcctggtgtgacttccttttt
[ 2 T cps ]
EcoRI (gaattc) BamHI (ggatcc)

J

t tttgt t tt t t tt

ggtgg g aa_:c acgaattcct ——gtgac ccl
DNAIC15 cDNAR-BamHI 12991

Figura 34. Disefio de los oligonucle6tidos para amplificar el cDNA de DNAJC15. El oligonucleétido en
sentido forward se encuentra al inicio de la secuencia de cDNA, mientras que el oligonucleétido en sentido
reverse se encuentra al final de la secuencia de cDNA. Se ha incorporado el sitio de corte de las enzimas
EcoRI y BamHI a los oligonucledtidos forward y reverse, respectivamente, que no hibrida de forma exacta
con la secuencia adyacente al cDNA de DNAJC15, pero si que presenta un grado de complementariedad
bastante elevado.

Tabla 18. Secuencias de oligonucledtidos disefiadas para la amplificacion del cDNA de DNAJC15.

: " ) " Tamafio del
Oligonucleoétido forward Oligonucledtido reverse o
amplicon
DNAJC15
cDNA 5' CCGAATTCCCATGGCTGCCCGTGGTGTCAT 3' 5' CCTTCAGTGGGATCCTTAAGCATCAATGTTTGGTGG 3' 453 pb
completo

El siguiente paso fue la amplificacion del cDNA de DNAJC15 a partir de cDNA total,
a su vez sintetizado a partir del RNA total extraido de las células 32816 parentales en
cultivo, que expresan este gen. Para ello, se llevd a cabo una PCR, siguiendo el
protocolo descrito previamente, con temperatura de anillamiento de 60°C. Se emple6 1
pl de cDNA a 100 ng/ul para la reaccion. La correcta amplificacion de este fragmento de
453 pb se comprob6 mediante electroforesis horizontal en un gel con un 2% de agarosa
en buffer TBE 0,5X. El producto de PCR se purific6 empleando el kit comercial GeneJET
PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific), obteniendo asi el inserto de interés y

cuantificando la concentracion de DNA por espectrofotometria con el NanoDrop® 2000.

Para la insercion del cDNA del DNAJC15 en el vector pLVX-puro se emplearon las
enzimas EcoRI y BamHI. En la Figura 35 se muestran la estructura de este vector

lentiviral con los sitios de corte de las enzimas.
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Figura 35. Esquema del vector pLVX-puro empleado para la clonacion del cDNA de DNAJC15. Se

sefialan los sitos de corte de las enzimas EcoRIl y BamHI. Elaborado con SnapGene® Viewer v.5.2.

El siguiente paso fue la digestidon simultdnea con las enzimas EcoRI y BamHI tanto

del vector como del inserto. Para determinar las condiciones de la digestién doble se

usé la herramienta online DoubleDigestCalculator (Thermo Fisher Scientific). Se dejaron

a 37°C durante 16 horas, periodo tras el cual se realiz6 una inactivacion térmica durante

20 minutos a 80 grados. La composicion de la mezcla de digestion se recoge en la Tabla
19.

Tabla 19. Reaccion de digestion doble con las enzimas EcoRl 'y BamHI.

Reactivo Volumen (ul)
EcoRI 10 U/ul 1
BamHI 10 U/pl 2

Buffer Tango 10X 4
DNA 0,5 pg/ul 1
ddH20 12
Volumen total 20
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A continuacion, se prepar6 un gel al 1,5% de agarosa en buffer TAE 1X. Se realizo
una electroforesis horizontal usando el vector sin digerir como control. Se cortaron los
fragmentos de interés y se purificaron a partir del gel empleando el kit comercial
PureLink™ Quick Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific).

Para ello, se peso la porcion de gel con el fragmento de interés y, en funcién de eso,
se afiadié un volumen determinado de buffer de solubilizacion del gel (proporcién 3:1
volumen de buffer: mg del fragmento de gel). Después, se realizé una incubacién a 50°C
en un termobloque durante 10 minutos, invirtiendo el tubo cada 2 minutos para asegurar
la disolucion total del gel. A continuacion, se llevo a cabo una purificacion del DNA en
columnas. Para ello, se paso6 la solucion a la columna y se centrifugé a >12000 rcf
durante 1 minuto. Después, se afadieron 500 pl del buffer de lavadoy se repitié la
centrifugacion. Se realizé una centrifugacion adicional para eliminar los restos de etanol.
Finalmente, se afiadieron 50 pl de buffer de elucién a la columna y se realizé una ultima
centrifugacion. Asi, se obtuvo, por un lado, el vector pLVX-puro y, por otro, el inserto de
interés, digeridos con EcoRI y BamHI y purificados. Se determiné la concentracion de
DNA mediante espectrofotometria con el NanoDrop® 2000 y las muestras se

conservaron a -20°C.

El siguiente paso fue la ligacion del vector y el inserto, siguiendo el protocolo de la
enzima T4 DNA ligasa (Thermo Fisher Scientific). La mezcla de reaccion se describe en
la Tabla 20. Se emplearon 50 ng de vector y, para el calculo de los ng de inserto, se

empled la siguiente formula:
ng inserto = (50 ng vector * tamafio inserto) / (tamafio vector) * 3/1

La ligacion se llevo a cabo mediante una incubacion de 10 minutos a 22°C, usando

un termobloque.

Tabla 20. Reaccién de ligacidon del plasmido pLVX-puro y el inserto de interés, correspondiente al
cDNA de DNAJC15.

Reactivo Volumen (ul)

Vector pLVX-puro 100 ng/pl 0,5
Inserto de interés (cDNA DNAJC15) 10 ng/ul 0,8
Buffer T4 ligasa 10X 2
Enzima T4 ligasa 5 Weiss U/pl 0,2
ddH20 16,5
Volumen total 20
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Posteriormente, se emplearon 5 pl del producto de ligacion para transformar 50 pl
de bacterias competentes DH5a tal y como se ha descrito previamente. Se picaron 15
colonias y se dejaron crecer en 2 ml de medio 2XTY con 100 pug/ml de ampicilina a 37°C,
en una estufa con agitacién, durante 24 horas. Después se extrajo y purificd el DNA
plasmidico siguiendo las instrucciones del kit comercial GeneJET Plasmid Miniprep Kit.
La concentracion del DNA plasmidico obtenido se midié mediante espectrofotometria

con el NanoDrop® 2000 y las muestras se conservaron a -20°C.

Para comprobar la correcta ligacién del inserto en el vector, se realiz6 una digestion
con la enzima Hincll y después se realizé una electroforesis horizontal en un gel al 1%
de agarosa en buffer TBE al 0,5%. La reaccion de digestion se muestra en la Tabla 21.
Se dej6 a 37°C durante 16 horas.

Tabla 21. Reaccion de digestion con la enzima Hincll.

Reactivo Volumen (pl)
Hinc 11 10 U/ul 1
Buffer Tango 10X 2
DNA 0,5 pg/ul 1
ddH20 16
Volumen total 20

Esta enzima presenta tres sitios de corte distintos en el vector pLVX-puro de modo
que, tras la digestion, se generaron tres fragmentos de DNA plasmidico linealizado de
los siguientes tamanos: 3208 pb, 2706 pb y 2188 pb. En aquellos casos en los que la
ligacion se habia producido de manera eficiente, los fragmentos obtenidos presentaban
distinto tamafo: 3296 pb, 3055 pb y 2188 pb, siendo los fragmentos de 3296 pb y 3055
pb indistinguibles en un gel al 1% de agarosa. De este modo, se pudo identificar aquellos
casos en los que se habia obtenido la construccion pLVX-DNAJC15-puro, 12 de 15
(Figura 36).

Figura 36. Digestion con la enzima Hincll del vector pLVX-puro tras la ligacién con el inserto
correspondiente al cDNA de DNAJC15.
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Tras esta comprobacién, se secuenciaron aquellos plasmidos que parecian haber
incorporado el inserto a partir del promotor CMV, en sentido forward. Se prepararon para
secuenciar 300 ng de cada una de las construcciones, con 2 pl de oligonucleétido CMVF
(3 pmol), cuya secuencia es 5 CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG 3, en un volumen total
de 8 pl, completado con ddH20. La secuenciacion se realizé por el método de Sanger
en el Servicio de Secuenciacion del ADN de la Universidad de Salamanca, donde se
empled un secuenciador automatico ABlI PRISM 377 DNA Sequencer (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific). En la Figura 37 se muestra una la secuencia del
vector pLVX-DNAJC15-puro.

pLVX-puro cDNA DNAJC15

o A A A A

Figura 37. Secuencia del vector pLVX-DNAJC15-puro. Comprobacién de la insercién del cDNA del gen
DNAJC15.

Una vez identificadas las colonias que habian insertado correctamente las guias en
el plasmido, se repiti6 la extraccion de DNA empleando el kit GeneJET Plasmid
Maxiprep Kit (Thermo Fisher Scientific) para obtener mayores cantidades del material
gendémico. La concentracion del DNA plasmidico obtenido se midi6 mediante
espectrofotometria con el NanoDrop® 2000. Se prepard una alicuota a 1 pg/ul y las

muestras se conservaron a -20°C.

15.2. Transfeccion de las células HEK 293T

Tras la construccién del vector lentiviral pLVX-DNAJC15-puro, se procedié a la
transfeccion de las células productoras de virus HEK 293T tanto con este plasmido como
con el plasmido sin inserto, como control. Para ello, se sigui6 el método de transfeccion
del fosfato célcico, que se basa en la formacion de un co-precipitado de fosfato calcico
y DNA que permite su union a la superficie celular y la entrada del DNA en la célula por

endocitosis.

Para seguir este procedimiento, en primer lugar, se contaron las células con la
camara de Neubauer y se sembraron 1x10° células HEK 293T por condicién en placas
P100 con medio DMEM suplementado con un 10% de FBS y un 1% de P/S. 24 horas

después, se cambié el medio de cultivo por medio fresco y, dos horas mas tarde, se
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realizé la transfeccion tanto de los vectores de interés, como el plasmido empaquetador
PAX2y el plasmido de envuelta pMD2-G. Para ello, se prepar6 la mezcla de transfeccion
que se recoge en la Tabla 22. EI HBS 2X se incorpor6 al resto de la mezcla gota a gota
mientras se generaban burbujas en la mezcla con la ayuda de un pipeteador y una pipeta
Pasteur de vidrio. La mezcla se dejo6 incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente
y después se afiadié gota a gota sobre la placa HEK 293T. Tras 24 horas, se cambio el
medio de las placas por medio fresco. Se hizo en paralelo para el vector pLVX-puro sin

inserto y para el vector pLVX-DNAJC15-puro.

Tabla 22. Mezcla para la transfeccion mediante fosfato calcico de las células HEK 293T con los
vectores pLVX-puro y pLVX-DNAJC15-puro.

Reactivo Volumen (ul)

Vector pLVX-puro o pLVX-DNAJC15-puro 1 pg/pl 10
Vector PAX2 1 pg/ul 7,5
Vector pMD2-G 1 pg/ul 2,5
ddH20 415,38
CaClz2M 64,32
HBS 2X 500
Volumen total 1000

15.3. Infeccion de las células 32816-R

El altimo paso para el restablecimiento de la expresién del gen DNAJC15 en la linea
celular resistente a taxanos 32816-R fue la infeccion de estas células con los virus
producidos por las células HEK293T transfectadas con los vectores de interés, el

plasmido pLVX-DNAJC15-puro y el plasmido pLVX-puro como control.

Para ello, 24 horas tras la transfeccion de las células HEK 293T, se despegaron las
células 32816-R en cultivo, se realizé el contaje de las mismas con la camara de
Neubauer y se sembraron 1x10° células por placa en 3 placas P100, una de ellas para
ser infectada con la construccion de interés, otra con la construccion como control y la

tercera para ser empleada como control de seleccion.

A continuacion, 24 horas tras la siembra de las células 32816-R y 48 horas tras la
transfeccion de las células HEK 293T se recogi6é el medio de cultivo de estas ultimas y
se centrifugé a 2000 rpm durante 5 minutos para descartar las células muertas o

despegadas. Se afadio medio de cultivo fresco a las células HEK 293T. A continuacion,
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el sobrenadante se filtr6 empleando un filtro de 0,45 um. A este se le afiadio polibreno
a una concentracion de 8 pg/ml. Se retird el medio de las células 32816-R, se realizé un
lavado y se afiadid el medio procedente de las células HEK 293T, filtrado y con
polibreno. 24 horas después, es decir, 72 horas tras la transfeccidn de las células HEK
293T, se repitid este procedimiento. Al dia siguiente de esta segunda infeccion de las
células 32816-R, se les cambi6 el medio de cultivo por medio fresco y otro dia después

comenzo la seleccion de las células que habian incorporado las construcciones.

Dado que el plasmido pLVX-puro contiene el gen de resistencia a puromicina, se
uso el tratamiento con puromicina para seleccionar las células que habian incorporado
la construccion. En paralelo, se traté una placa sin infectar, como control de seleccion,
hasta que la muerte celular fue total. En ese momento, se consideré que las células
vivas presentes en las placas infectadas habian incorporado el vector. Para esto, de
manera previa al desarrollo de este experimento, se probaron distintas concentraciones
de puromicina en la linea celular 32816-R y se selecciond la de 10 pg/ml, que causaba

una muerte celular total en menos de 1 semana.

El proceso seguido para el restablecimiento de la expresion de DNAJC15 en las

células 32816-R se resume en la Figura 38.
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Figura 38. Procedimiento para restablecer la expresién de DNAJC15 en la linea celular HEK 293T

empleando vectores lentivirales. Elaborado con imagenes de www.biorender.com.

Tras finalizar el proceso de seleccion de las células, se confirmé que aquellas
infectadas con la construccion pLVX-DNAJC15-puro expresaban el gen DNAJC15

mediante western blot, siguiendo el procedimiento descrito previamente.
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15.4. Estudio de la respuesta a paclitaxel de las células 32816-R tras el

restablecimiento de la expresion de DNAJC15

Para determinar si la disminucién pronunciada de la expresion del gen DNAJC15 es
una alteracion esencial para el desarrollo de la resistencia a taxanos, se decidié analizar
la respuesta a paclitaxel tras restablecer su expresion y determinar si se producia una
reversion de la resistencia. Para ello, se realizé un ensayo de viabilidad MTT tratando
las células con seis dosis de paclitaxel (2, 5, 5, 10, 15, 30, 50 nM) a 3 tiempos diferentes
(24, 48 y 72 horas), tal y como se ha descrito previamente. Los valores de absorbancia
obtenidos se normalizaron respecto a un control sin tratar. Se realizaron tres réplicas

independientes de este experimento.

16. Tratamiento estadistico de los datos

El analisis estadistico de los datos se realiz6 con el programa informatico
IBM/SPSS® Statistics v.29.0.

En los ensayos en lineas celulares las variables cuantitativas se describieron
mediante la media, como parametro de tendencia central, y la desviacion estandar,
como medida de dispersion. Se tuvieron en cuenta todas las réplicas de los distintos
experimentos, incluyendo aquellas de las que no se muestra el resultado cualitativo. Las
diferencias entre los grupos comparados se analizaron mediante la prueba t de Student
cuando tenian una distribucibn normal validada mediante la prueba Kolmogorov-
Smirnov. Se consider6 la existencia de significacion estadistica cuando el p-valor inferior
fue a 0,05. Esto aplica a los ensayos de viabilidad celular, apoptosis, migracién celular,
COMET y western blot. En cuanto al estudio de microarrays de expresion, se considerd
un fold change inferior a -2 o superior a 2 y un p-valor inferior a 0,05 para establecer los

cambios de expresion significativos.

En el estudio de aCGH realizado con muestras de pacientes se compard la
frecuencia de las alteraciones genodmicas entre los subgrupos de respuesta mediante el

test exacto de Fisher, considerando significativo un p-valor inferior a 0,05.
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RESULTADOS

CAPITULO I. Generacion de lineas celulares de carcinoma escamoso de cabezay

cuello resistentes a taxanos.

1. Induccion de resistencia a paclitaxel en lineas celulares de carcinoma

escamoso de cabezay cuello

La induccion de resistencia a paclitaxel se llevé a cabo en lineas celulares de CECC
(CAL33, 32816 y 32860) mediante incremento progresivo de dosis de agente citotdxico
durante 25 ciclos. Posteriormente, se comparé el efecto del paclitaxel entre las lineas
celulares de CECC generadas y las parentales de las que proceden mediante el ensayo

de viabilidad MTT, empleando 6 dosis diferentes de farmaco y 3 tiempos (Figura 39).
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Figura 39. Respuesta a paclitaxel determinada mediante ensayo de viabilidad celular MTT de las
lineas celulares de CECC antes y después de la induccién de resistencia. A. CAL33; B. 32816; C.
32860.
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Se determinaron los valores de IC50 de las lineas celulares parentales y generadas
tras la induccion de resistencia a los distintos tiempos (Tabla 23). La linea celular
parental 32860 presentd una menor sensibilidad a paclitaxel que las otras dos lineas
celulares, tal y como queda reflejado en la comparacién de los valores de IC50. Tras el
proceso de induccion de resistencia a paclitaxel, las lineas celulares CAL33 y 32816
presentaron una viabilidad celular superior al 70% con todas las dosis y tiempos
empleados en el ensayo, de modo que se puede considerar que se han establecido dos
lineas celulares de CECC resistentes a paclitaxel, denominadas CAL33-R y 32816-R.
Sin embargo, la linea celular 32860 presentd un incremento en la sensibilidad a
paclitaxel tras el proceso de induccion de resistencia, de modo que no fue posible
establecer una linea celular resistente a paclitaxel a partir de esta linea celular. En todas
las lineas celulares sensibles al paclitaxel se observé una respuesta dependiente del

tiempo y de la dosis de farmaco.

Tabla 23. Valores de la IC50 de paclitaxel en las lineas celulares de CECC, tanto las parentales como
las obtenidas tras la induccion de resistencia a paclitaxel.

Linea celular
24 h 3,225 - 4,144 - 18,40 7,071
[eONGIY)N 48h | 1,225 - 1,736 - 5,090 2,664
72 h | 0,6596 - 0,4571 - 2,517 0,5639

La resistencia a paclitaxel de las lineas celulares CAL33-R y 32816-R también se
confirmd mediante un ensayo de apoptosis por citometria de flujo (Figura 40). En el
cuadrante inferior izquierdo se muestra el porcentaje de células vivas en cada caso,
pudiendo observar una reduccién importante del mismo en el caso de las lineas
celulares parentales CAL33 y 32816 tras el tratamiento con una dosis de 30 nM de
paclitaxel durante 72 horas, que presentaron un 30-40% de supervivencia. Por el
contrario, en las células CAL33-R y 32816-R no se observé una reduccion significativa
en el porcentaje de células vivas tras el tratamiento. De este modo, se confirmo6
mediante otra técnica la generacién de dos lineas celulares resistentes a paclitaxel,
CAL33-Ry 32816-R.
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Figura 40. Respuesta a paclitaxel de las lineas celulares parentales y resistentes a paclitaxel
determinada mediante un ensayo de apoptosis por citometria de flujo. A. Representacién grafica de
las células vivas, necréticas, apoptéticas y necro-apoptéticas tras la exposicién a una dosis de 30 nM de
paclitaxel durante 72 horas en las lineas celulares parentales y resistentes a taxanos. B. Porcentaje de
células vivas tras el tratamiento con paclitaxel de las lineas celulares parentales y resistentes a taxanos. Se
representa el valor promedio y la desviacién estandar de tres réplicas bioldgicas. Se compar6 el pocentaje
de células vivas de cada una de las lineas celulares parentales con los de las respectivas lineas celulares
resistentes a taxanos: CAL33 frente a CAL33-R y 32816 frente a 32816-R (**: p-valor < 0,01).

Con el fin de determinar si las lineas celulares resistentes a paclitaxel presentaban
resistencia cruzada a otros taxanos, se realiz6 un ensayo de viabilidad MTT comparando
la respuesta a docetaxel de estas lineas celulares con la de las parentales, confirmando
gue las lineas celulares generadas eran también resistentes a docetaxel y no solo a
paclitaxel (Figura 41). Las lineas celulares parentales, sensibles a docetaxel, mostraron

una respuesta dependiente del tiempo y de la dosis de farmaco.
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Figura 41. Respuesta a docetaxel determinada mediante ensayo de viabilidad celular MTT de las
lineas celulares parentales y resistentes a paclitaxel. A. CAL33 y CAL33-R; B. 32816 y 32816-R.

2. Determinacion del cariotipo de las lineas celulares

Con el fin de caracterizar las alteraciones asociadas con la resistencia a taxanos en
las lineas celulares de CECC se determiné el cariotipo de las lineas celulares parentales
(CAL33, 32816y 32860) y resistentes (CAL33-R y 32816-R), asi como de la linea celular
32860 tras el proceso de induccién de resistencia (Figura 42). En todos los casos se

identificaron varias poblaciones clonales con diferencias en cuanto a cariotipo.

En el caso de la linea celular 32816 parental, el cariotipo principal es hiperdiploide
proximo a la diploidia (2n), con un nimero de cromosomas entre 47 y 49 y con diversas
alteraciones cromosOmicas, como un cromosoma 12 derivativo por traslocacion no
balanceada de material del cromosoma 3. Ademas, se han identificado otros clones con
un isocromosoma 8, la ganancia de un cromosoma derivativo 1 y la ganancia de un
cromosoma derivativo 5. La linea celular 32816-R presenta un cariotipo hiperdiploide

proximo a la diploidia, con un nimero de cromosomas entre 47 y 49, muy similar al
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cariotipo de la linea celular parental, pero con algunas alteraciones como la ganancia

de un cromosoma 1 y un cromosoma 14.

En cuanto a la linea celular parental CAL33, se identificaron dos cariotipos
principales, uno hiperdiploide cercano a la triploidia (3n) con un nimero de cromosomas
entre 63 y 73 y otro hiperdiploide cercano a la tetraploidia (4n) con un nimero modal
entre 92 y102, siendo este ultimo el cariotipo mayoritario. En el caso de la linea celular
resistente, se detectd un enriquecimiento de la poblacion con el cariotipo tetraploide,

con pérdida de un cromosoma 4.
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Figura 42. Cariotipos representativos de las distintas lineas celulares de CECC. A. 32816 y 32816-R;
B. CAL33y CAL33-R; C. 32860 y 32860 tras la induccion de resistencia a paclitaxel.
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Por ultimo, la linea celular parental 32860 presenta un cariotipo hiperdiploide
préximo a la diploidia con un ndmero de cromosomas entre 47 y 49 y diversas
alteraciones. También se identificaron poblaciones clonales adicionales con ganancias
de los cromosomas 1 y 21. La linea celular obtenida tras el proceso de induccion de
resistencia a paclitaxel presenta grandes cambios en el cariotipo, a pesar de que estas
células no adquirieron resistencia estable a taxanos. En este caso, el cariotipo
identificado fue tetraploide. Ademas, cabe destacar que en estas metafases se observd

el fenémeno de endorreduplicacién (Figura 43).
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Figura 43. Endorreduplicaciones observadas en las metafases de las células 32860 tras completar

el proceso de induccion de resistencia a paclitaxel.

3. Caracterizacion genéticay molecular de lalinea celular 32860

La linea celular parental 32860 presenté una mayor resistencia a paclitaxel que las
otras lineas celulares de CECC incluidas en este trabajo, CAL33 y 32816. Sin embargo,
no adquirié resistencia a paclitaxel, sino que mostré un incremento de sensibilidad tras
le exposicion a este farmaco. Por ese motivo, se profundizé en el estudio molecular de

la misma.

3.1. Caracterizacion de las alteraciones en el nimero de copias de las lineas
celulares 32860y 32816

En primer lugar, se analizaron las CNA presentes en la linea celular 32860 y se

compararon con las identificadas en la linea celular 32816 (Figura 44).
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Figura 44. Ganancias y pérdidas de material genético detectadas en cada uno de los cromosomas
de las lineas celulares 32816 y 32860 mediante aCGH. La linea celular 32860 se representa enrosa y la
linea celular 32816 en azul. Las ganancias de material genético se representan en azul y las pérdidas en
rojo.

La mayor parte de alteraciones de gran tamafio que se identificaron estaban
presentes en ambas lineas celulares, como ganancias en 3q, 7p, 9p, 99, 16p, 20p, 20q,
Yp e Yqy pérdidas en 3p y 18q, asi como la presencia de un isocromosoma 8. También
se identificaron alteraciones en regiones de menor tamafio, muchas de ellas comunes

para las dos lineas celulares.

Entre las alteraciones diferenciales entre las lineas celulares 32816 y 32860 destacé
la pérdida del extremo terminal del brazo cromosémico 3p (regién 3p26.3-3p21.1)
identificada en la linea celular 32860. Las dos lineas celulares presentan pérdidas de
material genético en el brazo cromosémico 3p, pero la region distal solo presenta
alteracion en la linea celular 32860, siendo esta la region de mayor tamafio con

alteracion diferencial entre las dos lineas celulares (Tabla 24).
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Tabla 24. Alteraciones diferenciales identificadas en la linea celular 32860 con respecto a la linea

celular 32816 mediante aCGH.

Ganancias Pérdidas
Inicio Fin

18 pll.21 | p11.21 3 p26.3 | pll.l
18 g12.3 | g12.3 4 g22.1 | g22.1
21 q21.2 q21.2 5 p15.33 | p15.33
22 q11.21 | q11.21 5 ql4.3 | q14.3
22 g13.33 | 913.33 14 g21.1 g21.1
p21.2 p21.2 18 gql2.1 gql2.1

p21.3 p21.3 18 gql2.2 ql2.3

g22.3 | g22.3 18 gl2.3 g23

19 pl13.2 | p13.2
21 022.12 | g22.12
21 022.13 | g22.13
21 022.13 | g22.13

3.2. Andlisis de los genes con expresion diferencial entre las lineas

celulares 32816 y 32860 mediante microarrays de expresion

Tras la identificacion de las regiones gendmica diferencialmente alteradas en la linea

celular 32860, se realiz6 un estudio del transcriptoma mediante microarrays de

expresion. En total, se identificaron 1313 genes con expresion diferencial significativa,

767 sobreexpresados y 546 infraexpresados en la linea celular 32860 con respecto a la

linea celular 32816, 22 de los cuales se localizaban en la regién 3p26.3-3p21.1, perdida
en la linea celular 32860 (Tabla 25). El andlisis de enriquecimiento funcional con el

método ORA mediante la herramienta WebGestalt permitié identificar las vias de

sefializacibn mas sobrerrepresentadas en este conjunto de 22 genes, entre las que se

encuentra la autofagia (Figura 45). Entre los genes infraexpresados en la linea celular

32860 e implicados en autofagia nos centramos en el estudio del gen ATGY.
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Tabla 25. Genes expresion diferencial estadisticamente significativa entre las lineas celulares 32816
y 32860 localizados en laregién 3p26.3-3p21.1, perdida en la linea celular 32860. En rojo se muestran
los genes infraexpresados en la linea celular 32860 con respecto a la linea celular 32816. Los genes se

encuentran ordenados de mayor a menor significacion estadistica.

: Intensidad de Intensidad de
Regién
fluorescencia fluorescencia
cromos6mica
32816 (log2) 32860 (log2)
RAF1 3p25 2,34E-05 9,21 7,05
HACL1 3p25.1 2,83E-05 10,24 8,55
ATG7 3p25.3 4,64E-05 10,38 8,23
TRANK1 3p22.2 5,51E-05 7,74 5,38
SETD5 3p25.3 6,01E-05 8,77 7,40
STT3B 3p23 1,00E-04 13,96 11,87
THUMPD3 3p25.3 1,00E-04 9,28 8,09
ZNF35 3p21.32 1,00E-04 8,43 6,60
WDR48 3p21.33 2,00E-04 7,93 6,47
CHCHD4 3p25.1 3,00E-04 8,66 7,19
SLC25A38 3p22.1 3,00E-04 11,01 9,56
TMPPE 3p21.3-3p22.3 3,00E-04 11,17 9,84
DYNC1LI1 3p22.3 4,00E-04 11,75 10,37
GORASP1 | 3p22-3p21-33 4,00E-04 7,39 5,88
RPSA 3p22.2-3p22.1 6,00E-04 17,33 16,11
TMEM43 3p25.1 6,00E-04 13,22 11,69
CNOT10 3p22.3 9,00E-04 8,74 7,21
THRB 3p24.2 9,00E-04 7,70 5,48
TAMM41 3p25.2 1,10E-03 6,81 5,72
CRTAP 3p22.3 1,30E-03 14,82 13,89
SEC13 3p25-3p24 1,70E-02 11,22 9,02
CMTM6 3p22.3 6,40E-03 11,82 9,35
Macroautophagy |
Ferroptosis |
Bladder cancer
v N-Glycan biosynthesis |
Fanconi anemia pathway |
Thyroid hormene signaling pathway |
Autophagy |
mTOR signaling pathway |
Protein pi ing in |
g : : : ; o & 7 s wé p? z P
Enrichment ratio
B FDR<0.05

FDR>0,05

Figura 45. Vias de sefializacion asociadas a los genes desregulados entre las lineas celulares 32816
y 32860 localizados en la region 3p26.3-3p21.1. Se representan las 10 vias de sefializacion con una

mayor asociacion empleando la base de datos KEGG.
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3.3.  Estudio del proceso de autofagia en la linea celular 32860

El estudio de expresion de ATG7 mediante western blot mostré una disminucién muy
pronunciada de la expresion de esta proteina en la linea celular 32860 en comparacion
con la linea celular 32816 (Figura 46). De este modo, se confirmé que la delecion en la
region gendmica en la que se localiza el gen ATG7 conduce a la infraexpresion de este

geny de la proteina que codifica.

Con el fin de determinar si la autofagia se encontraba alterada en esta linea celular,
también se analizé la expresion de otras proteinas implicadas en autofagia mediante
western blot (Figura 46). Se observdé una acumulacion de p62 y un ratio de LC3
citosélico muy bajo debido a unos niveles de expresién muy reducidos de la isoforma
activada de LC3B (LC3B-Il) en la linea celular 32860, asociado a un bloqueo de la
autofagia. También se detectd una reduccion de la expresion de BECLIN1 en la linea

celular 32860 con respecto a la linea celular 32816.
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Figura 46. Deteccion de proteinas implicadas en el proceso de autofagia en las lineas celulares 32816
y 32860. A. Niveles de expresion proteica detectados mediante western blot. B. Cuantificacion relativa de
los niveles de expresion proteica detectados mediante western blot, normalizados frente a la 3-actina como
control endégeno y frente a la linea celular 32816 como muestra de referencia. Se representa el valor
promedio y la desviacion estandar de tres réplicas bioldgicas. Se realizo el test estadistico de la t de Student
para comparar los niveles de expresion entre las células, entre las EVs y entre células y EVs de la misma
linea celular. Se sefialan las diferencias de expresion con significacién estadistica (*: p-valor < 0,05; **: p-
valor < 0,01).
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CAPITULO II. Caracterizacion de la pérdida de ATG7 en la resistencia a taxanos

en lalinea celular 32816.

Con el objetivo de estudiar el posible papel de la pérdida de ATG7 en la resistencia
a taxanos, se inactivé este gen en la linea celular 32816 empleando el sistema CRISPR-

Cas9 y se llevd a cabo una caracterizacion molecular y fenotipica.

1. Inactivacién del gen ATG7 en la linea celular 32816 mediante la techologia
CRISPR-Cas9

Se seleccionaron tres clones knockout para ATG7 cuya edicidn génica se validé
mediante diferentes técnicas. En primer lugar, se amplific6 el exén 10 de la variante 1
de ATG7 y se secuencié mediante el método de Sanger, comparando las secuencias
obtenidas para cada clon con la secuencia de la linea celular parental, 32816, y la

secuencia de referencia (Figura 47).

En los clones 32816-ATG7-KO1 y 32816-ATG7-KO2 se identificé una insercién de
1 nucledétido, distinto en cada caso, que da lugar a un codén de parada prematuro en
homaocigosis. En el clon 32816-ATG7-KO3 se detectd una delecion de 7 nucledtidos en
uno de los alelos y una insercion de 1 nucleétido en el otro alelo; ambas alteraciones
dan lugar a un codén de parada prematuro. En todos los casos las alteraciones

identificadas se localizaban en la secuencia diana de los gRNA.

A continuacion, se comprobd la pérdida de expresién génica de ATG7 en los
distintos clones knockout mediante RT-gPCR cuantitativa comparativa, empleando
siempre uno de los utilizado para sintetizar los gRNA (Figura 48A). Tal y como se
esperaba, los clones control 32816-PX, transfectados con el vector PX458 vacio
presentaron unos niveles de expresion semejantes a los de la linea celular parental,
mientras en los clones knockout para ATG7 Unicamente se observé una amplificaciéon
residual. Por ultimo, se comprobé mediante western blot la pérdida de expresion de la

proteina ATG7 en los clones knockout (Figura 48B).
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Figura 47. Secuencias de nucleétidos del exdn 10 de la variante 1 de ATG7 con las modificaciones
identificadas en los diferentes clones knockout para ATG7 generados a partir de la linea celular
32816. A: KO1; B: KO2; C: KO3. Se muestra la secuencia de la linea celular parental, coincidente con la

secuencia de referencia. Todas las secuencias se leyeron en sentido reverse. Se nombran las alteraciones

detectadas (NM_006395.3).
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Figura 48. Comprobacion de la pérdida de expresion del gen ATG7 en la linea celular 32816. A.
Comparacion de los niveles de expresion a nivel de mRNA del gen ATG7 entre la linea celular parental
32816, los clones 32816-ATG7-PX transfectados con el vector PX458 vacio como control, (PX1, PX2 y
PX3) y los clones 32816-ATG7-KO, knockout para ATG7, (KO1, KO2 y KO3). Se ha realizado una
normalizacion respecto a los niveles de expresion de la linea celular 32816. B. Deteccion de la proteina
ATGY7 en la linea celular 32816, en los clones 32816-ATG7-PX y en los clones 32816-ATG7-KO, mediante

western blot.

2. Estudio de la via de sefializacion de la autofagia

Se estudié la via de sefializacién de autofagia para determinar si la inactivacion de
ATG7 causaba algun efecto en este proceso. Para ello, se analiz6 la expresion de otras
proteinas de la familia ATG (ATG9, ATG16L1 y ATG5-ATG12) y de proteinas con un
papel importante del proceso de autofagia (p62, BECLIN1, LC3C y LC3B) mediante
western blot (Figura 49).

Se identificd una disminucién pronunciada de la expresion de ATG16L1 y ATG5-
ATG12 en los clones knockout para ATG7. Ademas, se observo un incremento de p62
y una disminucién practicamente total de la activacion de LC3B detectada mediante la
ausencia de expresion de la isoforma activada LC3B-11 y un incremento de expresion de
la isoforma no activada, LC3B-I, dando lugar a un descenso significativo en el ratio de
LC3B citosolico (LC3B-1I/LC3B-I). Estos marcadores indican un bloqueo de la autofagia

en los clones knockout para ATG?7.
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Figura 49. Deteccion de proteinas implicadas en el proceso de autofagia en la linea celular 32816, en
los clones controly en los clones knockout para ATG7, mediante western blot. A: Niveles de expresion
de proteinas de la familia ATG; B: Niveles de expresion de proteinas implicadas en autofagia. En rojo se
sefialan los cambios de expresion mas significativos entre las condiciones control y los knockout para ATG7.
En la parte inferior se muestra la cuantificacion relativa de los niveles de expresién proteica detectados
mediante western blot, normalizados frente a la B-actina como control enddgeno y frente a la linea celular
32816 como muestra de referencia. Se representa el valor promedio y la desviacion estandar de tres
réplicas biologicas para cada una de las condiciones de cada grupo (PX: PX1, PX2 y PX3; KO ATG7: KO1,
KO2 y KO3). Se sefialan las diferencias de expresion con significacion estadistica determinadas mediante

el test estadistico de la t de Student (*: p-valor < 0,05; **: p-valor < 0,01; ns: no significativo).

Para completar el estudio de la via de sefalizacién de la autofagia, se llevaron a
cabo distintos ensayos de co-inmunofluorescencia y se compard la distribucion y el nivel
de expresion de distintas proteinas entre los clones 32816-PX (PX1, PX2 y PX3) y los
clones 32816-ATG7-KO (KO1, KO2 y KO3).

En primer lugar, se analizaron las proteinas ATG7y p62, confirmando que los clones
32816-ATG7-KO no expresaban la proteina ATG7 (Figura 50). En los clones 32816-PX,
si se detectO esta proteina con una distribucion homogénea por todo el citoplasma v,
adicionalmente, en el nucleoplasma. También se confirmé el incremento de expresion

de la proteina p62.
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Figura 50. Deteccion de las proteinas p62 y ATG7 mediante coinmunofluorescencia en los clones
32816-PX (PX1, PX2y PX3) y los clones 32816-ATG7-KO (KO1, KO2 y KO3). Los nucleos se tifieron con

DAPI. Se muestra una imagen representativa de cada uno de los clones.

La proteina LC3B se detecto en las vesiculas citoplasméticas y en el nucleoplasma
tanto en los clones 32816-PX como en los 32816-ATG7-KO (Figura 51). Se observé
cierto grado de colocalizacion entre las proteinas p62 y LC3B, especialmente en los

clones 32816-PX. En los clones 32816-ATG7-KO se detecté un mayor numero de

acumulos de p62.
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Figura 51. Deteccion de las proteinas p62 y LC3B mediante coinmunofluorescencia en los clones
32816-PX (PX1, PX2y PX3)y los clones 32816-ATG7-KO (KO1, KO2 y KO3). Los nlcleos se tifieron con

DAPI. Se muestra una imagen representativa de cada uno de los clones.

Finalmente, se analizaron las proteinas p62 y LAMP-1, una proteina de la membrana
lisosomal (Figura 52). LAMP-1 mostré una expresion citoplasmatica granular,
aumentada en los clones knockout para ATG7. En todos los casos se observo cierto

grado de colocalizacion entre ambas de proteinas, pero no una colocalizacion total.
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Figura 52. Deteccion de las proteinas LAMP-1y p62 mediante coinmunofluorescencia en los clones
32816-PX (PX1, PX2y PX3) y los clones 32816-ATG7-KO (KO1, KO2 y KO3). Los nucleos se tifieron con
DAPI. Se muestra una imagen representativa de cada uno de los clones.

3. Estudio de la respuesta a paclitaxel

La comparacion de la respuesta a paclitaxel mediante un ensayo MTT de los clones

32816-ATG7-KO y los clones 32816-PX revel6 una disminucién en la sensibilidad a
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paclitaxel asociada a la inactivacion de ATG7 en la linea celular 32816 (Figura 53). Esta
tendencia en la respuesta se observo a todos los tiempos y dosis empleados, si bien no
en todos los casos se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos 32816-PX y 32816-ATG7-KO.

A. Paclitaxel 24 h B. Paclitaxel 48 h

Viabilidad (%)
Viabilidad (%)
2

0nM 25nM 5nM 10nM 15nM 30nM 50 nM OnM 25nM 5nM 10nM 15nM 30nM 50 nM
mPX ®KOATG7 EPX mKO ATG7
C. Paclitaxel 72 h

Viabilidad (%)
[=]
o

oOnM 25nM 5nM 0nM 15nM 30nM 50nM
mPX mKOATG7

Figura 53. Respuesta a paclitaxel determinada mediante ensayo de viabilidad celular MTT de los
clones 32816-PX y 32816-ATG7-KO. A. 24 h; B. 48 h; C. 72 h. Se representa el valor promedio y la
desviacion estandar de tres réplicas bioldgicas para cada uno de los clones 32816-PX (PX1, PX2 y PX3)y
32816-ATG7-KO (KO1, KO2 y KO3). Se realiz6 una normalizacion frente el control sin tratamiento de cada
linea celular a cada tiempo. Se compararon los porcentajes de viabilidad a las distintas dosis y tiempo entre

los dos grupos (*: p-valor < 0,05; **: p-valor < 0,01; ns: no significativo).

4. Induccién de resistencia a paclitaxel en los clones 32816-ATG7-KO

Se indujo la adquisicion de resistencia a taxanos mediante el incremento progresivo
de dosis de paclitaxel en los clones 32816-PX y 32816-ATG7-KO, llegando a una
concentracion méaxima de 10 nM. Después, se analizé la respuesta a paclitaxel mediante

ensayo de viabilidad celular MTT (Figura 54).
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Figura 54. Respuesta a paclitaxel determinada mediante ensayo de viabilidad celular MTT de los

clones 32816-PX y 32816-ATG7-KO tras la induccién de resistencia a taxanos. A. 24 h; B. 48 h; C. 72

h. Se realiz6 una normalizacidn frente el control sin tratamiento de cada linea celular a cada tiempo. En la
parte izquierda, se representa la respuesta a paclitaxel de cada clon de manera individual, considerando el
valor promedio y la desviacion estandar de tres réplicas biolégicas. En la parte derecha, se representa el
valor promedio y la desviacion estandar de los clones 32816-PX (PX1, PX2y PX3)y 32816-ATG7-KO (KO1,
KO2 y KO3). Se compararon los porcentajes de viabilidad a las distintas dosis y tiempo entre los dos grupos
(*: p-valor < 0,05; **: p-valor < 0,01; ns: no significativo).

Como se muestra en la Figura 54, los clones 32816-ATG7-KO mostraron un

incremento en la resistencia a paclitaxel significativamente mayor que los clones control
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tras la induccién de resistencia. De hecho, mostraron una disminucion de la viabilidad
muy reducida incluso en dosis de 50 nM tras la exposicidon en ciclos sucesivos de
tratamiento a un maximo de 10 nM de paclitaxel. De este modo, se generaron tres clones
knockout para ATG?7 resistentes a paclitaxel a partir de la linea celular 32816. Por otro
lado, los clones 32816-PX mostraron una disminucién de sensibilidad tras la induccién
de resistencia a paclitaxel, pero menos pronunciada que los clones 32816-ATG7-KO
(Figuras 53 y 54). De este modo, la pérdida de ATG7 modifica la sensibilidad a

paclitaxel y la adquisicion de resistencia a este farmaco.
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CAPITULO IlI. Identificacion de las alteraciones gendmicas en muestras tumorales

de carcinomas escamosos de cabezay cuello.

Con el objetivo de caracterizar el perfil de las alteraciones genémicas presentes en
los tumores de pacientes con CECC y establecer su relacion con la respuesta al
tratamiento, se realizd un estudio de aCGH en 177 muestras tumorales de pacientes
homogéneamente tratados con el régimen TPF de QTI. Este estudio de permitio
determinar las CNA en la serie global y en los distintos subgrupos de respuesta a la
terapia TPF. Asimismo, se analizé la region en la que se localiza el gen ATG7, para

analizar su estado en muestras tumorales.

1. Perfil de alteraciones gendmicas en las muestras de CECC

El andlisis del perfil genémico mediante aCGH en la serie global mostro la presencia

de alteraciones a nivel de los brazos cromosdmicos en el 95% de los casos (Figura 55).
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Figura 55. CNA identificadas en la serie global de 177 muestras de CECC procedentes de pacientes
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incluidos en el ensayo clinico TTCC-2007-01.

Las ganancias mas frecuentes se detectaron en los brazos cromosomicos 3q (55%),
89 (51%), 5p (45%), 20p (42%) y 209 (42%) mientras que las pérdidas mas recurrentes
se localizaron en 3p (51%), 21p (55%), 11q (45%), 9p (44%),18q (43%) y 4p (42%).

Ademas, en la serie global se identificaron alteraciones en 101 regiones focales
(focal minimal common regions o FMCR), 63 de ellas con deleciones significativas y 38
con amplificaciones significativas. Las alteraciones mas frecuentes detectadas fueron
ganancias en 3928, 8923.3, 8924.21, 11913.3y 7p11.2 y tanto ganancias como pérdidas
en las regiones 3p12.1, 3p12.3, 3p14.2 y 9p21.3.
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2. Asociacion de las alteraciones gendmicas con larespuesta al régimen TPF

Se analizaron los cambios gendmicos en funcidén de tres subgrupos de respuesta a
TPF: estabilizacion de la enfermedad (EE), respuesta completa o parcial (RC/RP) y
toxicidad al tratamiento (TOX). Todos los casos con EE presentaban alteraciones
gendmicas, siendo los cambios més recurrentes observados las ganancias en 3q (47%),
5p (38%) y 209 (38%) y pérdidas en 9p (56%), 18q (53%), 11q (47%), 21q (44,1%) y 3p

(41,2%), similares a los encontrados en la serie global.

En cuanto al subgrupo TOX, el 91% de los casos presenta alteraciones, destacando
ganancias en 3q (67%), 20q (52%), 89 (48%) y 7p (43%) y pérdidas en 4p (67%), 3p
(62%) 9p (57%) y 119 (52%).

Por ultimo, un 95% de los tumores procedentes de pacientes que respondieron de
manera total o parcial al régimen TPF presentaron cambios, siendo los més recurrentes
las ganancias en 3q (56%), 8q (56%) y 5p (45%) y las pérdidas en 3p (52%), 9p (48%)
y 4p (44%) (Figura 56, Tabla 26).
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Figura 56. CNA identificadas en los CECC de cada uno de los grupos de respuesta a TPF. A. Grupo
EE; B. Grupo TOX; C. Grupo RC/RP.
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Tabla 26. Comparacién de las frecuencias en las alteraciones a nivel de brazos cromosémicos entre

los distintos subgrupos de respuesta a TPF (EE, RC/RP y TOX).

Brazo ; TOX
CITIEE TS Ganancias Pérdidas % Ganancias Pérdidas % Ganancias REIGIES % ‘
1q 8 23,5 2 59 38 31,1 7 57 8 38,1 3 14,3
2p 9 26,5 1 2,9 38 31,1 6 4,9 7 33,3 1 4,8
2q 5 14,7 - - 25 20,5 7 57 7 33,3 2 9,5
3p 3 8,8 14 41,2 14 115 63 51,6 2 9,5 13 61,9
3q 16 47,1 2 59 68 55,7 21 17,2 14 66,7 3 14,3
4p - - 7 20,6 6 4,9 54 443 - - 14 66,7
4q 3 88 6 17,6 19 15,6 30 24,6 1 4.8 6 28,6
5p 13 38,2 4 11,8 55 45,1 18 14,8 6 28,6 4 19
5q 2 59 8 235 18 14,8 42 34,4 1 4,8 9 42,9
6p 5 14,7 2 59 28 23 16 13,1 3 14,3 4 19
6q 1 29 5 14,7 23 18,9 15 12,3 3 14,3 3 14,3
7p 59 29,4 2 10 46 37,7 8 6,6 9 42,9 2 9,5
7q 6 17,6 4 11,8 25 20,5 14 11,5 5 23,8 1 4,8
8p 6 17,6 11 32,4 30 24,6 36 29,5 3 14,3 7 33,3
8q 12 35,3 2 59 68 55,7 6 4,9 10 47,6 2 9,5
9p 1 29 19 55,9 12 9,8 59 48,4 2 9,5 12 57,1
9q 3 8.8 11 32,4 22 18 30 24,6 3 14,3 8 38,1
10p 2 59 10 29,4 11 9 31 25,4 1 4,8 9 42,9
10q 2 59 8 235 6 4,9 25 20,5 - - 7 33,3
11p 1 2,9 13 38,2 3 25 43 35,2 - - 8 38,1
11q 3 8,8 16 47,1 6 4,9 52 42,6 - - 11 52,4
12p 11 32,4 1 2,9 42 34,4 8 6,6 7 33,3 4 19
12q 5 14,7 2 59 25 20,5 10 8,2 1 4,8 3 14,3
13q 1 2,9 14 41,2 9 7.4 45 36,9 1 4.8 7 33,3
14q 7 20,6 4 11,8 40 32,8 11 9 7 33,3 5 23,8
15q 7 20,6 4 11,8 12 9,8 21 17,2 2 9,5 7 33,3
16p 5 14,7 4 11,8 20 16,4 19 15,6 4 19 5 23,8
16q 6 17,6 1 2,9 23 18,9 17 13,9 6 28,6 2 9,5
17p 4 11,8 9 26,5 18 14,8 28 23 2 9,5 6 28,6
17q 5 14,7 - - 25 20,5 10 8,2 3 14,3 3 14,3
18p 10 29,4 8 235 33 27 27 22,1 6 28,6 4 19
18q 2 59 18 52,9 8 6,6 50 41 1 4.8 8 38,1
19p 1 2,9 13 38,2 8 6,6 40 32,8 1 4.8 9 42,9
19q 2 59 11 32,4 10 8,2 35 28,7 1 4.8 6 28,6
20p 17,6 235 6 8 45 36,9 10 8,2 10 47,6 1 4,8
20q 13 38,2 1 2,9 45 36,9 12 9,8 11 52,4 -
21q 2 59 15 44,1 9 74 47 385 5 23,8 9 42,9
22q 10 29,4 4 11,8 23 18,9 9 7.4 7 33,3 1 4,8
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La comparacién de las alteraciones entre los distintos subgrupos de respuesta a
TPF mediante el test exacto de Fisher revel6 que las pérdidas en 4p presentaban una
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos (p<0,05). Esta alteracién esta
presente en el 67% de los tumores incluidos en el grupo TOX. De este modo, las
pérdidas en 4p podrian tener una implicacion en la toxicidad al régimen de QTI, TPF,
siendo interesante su valoraciéon como biomarcador. Ademas, se observo una tendencia
a un mayor numero de alteraciones gendémicas de gran tamafo en el grupo TOX, sin

llegar a presentar significacion estadistica.

3. Asociacion de los cambios focales con larespuesta al régimen TPF

En analisis de cambios focales por subgrupos de respuesta permitio identificar un
mayor numero de alteraciones focales en el subgrupo TOX. Por el contrario, el subgrupo
EE presenté menos cambios gendémicos a este nivel. En el grupo TOX los cambios
focales mas recurrentes fueron ganancias en las regiones 328, 8923.3, 8g24.21,
11g13.3 y 20g11.23, asi como pérdidas en 3p12.3, 4p15.32, 3pl4.2, 3pl12.1y 8p23.2.
Por otra parte, en el grupo EE, las alteraciones observadas con una mayor frecuencia
fueron ganancias en 3928 y 11q13.3 y pérdidas en 9p21.3 y 11g25. En los casos con
RC/RP, se identificaron con elevada recurrencia ganancias en 3928, 8g24.1y 8g23.3,
asi como pérdidas en 3p12.1 y 3p12.3. La frecuencia de los distintos cambios focales
detectados se presenta, tanto para la serie global como para los distintos subgrupos de

respuesta, en la Tabla 27.

La comparacién de la frecuencia en los cambios focales entre los distintos
subgrupos de respuesta mediante el test exacto de Fisher permitié identificar
alteraciones con diferencias estadisticamente significativas entre ellos (p<0,05). Estas
fueron las ganancias en 6921, 7921.3, 7931.2, 8924.21, 14913.3, 150926.3 y 20p12.2 y
las pérdidas en 4p15.32, 4p15.31, 5q15.3, 6p24.3, 15922.31, 2p23.3, 2922.1, 4922.1 y
1921.2 (Tabla 27).

Dado que el andlisis de cambios focales reveld la existencia de regiones en 4p con
pérdidas diferenciales entre los subgrupos, se realizé un andlisis a nivel génico en este
brazo cromosomico. Se identificaron 142 genes alterados de manera estadisticamente
significativa, en cuanto a frecuencia, entre los distintos subgrupos de respuesta,

aplicando el test exacto de Fisher (p<0,05).
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Tabla 27. Cambios focales significativos identificados tanto en la serie global como en los distintos

subgrupos (TOX, EE y RC/RP). Se sefialan aquellas regiones con diferencias significativas en la

frecuencia al comparar los subgrupos de respuesta.

Amplificacién

Delecion

1921.3 0,000037169 66,67 47,06 60,66 59,09
3028 5,4631E-33 85,71 79,41 94,26 90,91
5p13.1 0,015312 61,90 44,12 60,66 57,95
6q21 0,023366 57,14 17,65 40,16 38,07 p<0.05
7p1l1.2 1,667E-43 71,43 55,88 65,57 64,77
7921.3 1,3049E-09 61,90 32,35 41,80 42,61 p<0.05
7931.2 5,5345E-09 76,19 35,29 52,46 52,27 p<0.05
8023.3 7,1228E-07 85,71 61,76 78,69 76,70
8924.21 3,0631E-15 85,71 58,82 79,51 76,70 p<0.05
10911.22 2,7187E-08 52,38 29,41 38,52 38,64
11913.3 9,7164E-180 85,71 79,41 72,13 75,57
12p11.22 0,0044327 52,38 61,76 54,92 56,25
12921.33 0,051674 52,38 38,24 52,46 50,00
14913.3 7,8486E-07 57,14 29,41 42,62 42,05 p<0.05
15926.3 0,01584 61,90 55,88 36,89 43,75 p<0.05
17922 0,035692 52,38 47,06 52,46 51,70
18p11.31 1,7288E-08 52,38 50,00 40,98 44,32
20pl12.2 0,028111 71,43 32,35 44,26 45,45 p<0.05
20911.23 0,092245 80,95 58,82 57,38 60,80
3p26.3 0,000027708 71,43 58,82 68,03 67,05
3p14.2 7,0764E-17 85,71 61,76 76,23 75,00
3p12.3 8,5779E-16 90,48 64,71 78,69 77,84
3pl2.1 5,6998E-17 85,71 67,65 84,43 81,82
4p15.32 0,00045947 90,48 32,35 59,02 57,95 p<0.05
4p15.31 0,0011669 76,19 32,35 59,84 56,82 p<0.05
5q13.3 0,0056318 57,14 26,47 52,46 48,30 p<0.05
5q31.3 0,042195 57,14 41,18 45,08 46,02
6p24.3 0,000007208 52,38 29,41 22,95 27,84 p<0.05
8p23.2 2,3777E-26 80,95 61,76 58,20 61,93
8p11.22 4,3723E-28 66,67 38,24 38,52 42,05
9p21.3 4,5361E-137 76,19 73,53 64,75 68,18
10p11.21 0,0019803 52,38 38,24 31,97 35,80
11922.1 5,5057E-06 61,90 58,82 49,18 52,84
11925 1,1016E-06 66,67 70,59 57,38 61,36
13g11 1,7465E-13 57,14 44,12 55,74 53,98
15q12 1,8303E-06 52,38 26,47 38,52 38,07
15¢22.31 0,000008632 52,38 26,47 45,08 42,61 p<0.05
17p13.1 0,0053059 47,62 55,88 43,44 46,59
18g21.31 0,000019583 42,86 58,82 47,54 49,43
18923 0,0085411 47,62 58,82 49,18 51,14
21922.2 6,4974E-06 42,86 52,94 45,90 47,16
2p23.3 0,0014545 38,10 8,82 27,05 25,00 p<0.05
2q22.1 0,000033908 42,86 2,94 21,31 20,45 p<0.05
4922.1 0,10237 33,33 8,82 20,49 19,89 p<0.05
1g921.2 9,0832E-06 19,05 2,94 20,49 17,05 p<0.05
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Con el objetivo de identificar los procesos celulares afectados por estos 142 genes
afectados por ganancias y pérdidas gendmicas de manera diferencial entre los
subgrupos de respuesta, se realizé un andlisis de enriquecimiento funcional con la
herramienta WebGestalt, seleccionando la base de datos de referencia KEGG. Asi, se
pudieron identificar las vias de sefializacién sobrerrepresentadas en este conjunto de

genes de manera significativa (FDR<0,05) (Figura 57).

La mayor parte de estas vias de sefializacion participan en el metabolismo celular,
que parece ser determinante en la respuesta al régimen TPF. Algunos de los genes
implicados en estos procesos que se han identificado con alteraciones diferenciales son
EVC y EVC2, asociados con la via de sefializacion de Sonic-Hedgehog y CTBP1 y
RBPJ, implicados en la via de sefializacion de Notch. Ademds, también se detectaron
entre los diferencialmente alterados algunos genes que participan en la respiracion
mitocondrial, asi como genes que participan en la glicélisis, lo que sugiere que el
mecanismo por el que las células generan energia (ATP) puede ser clave en la

respuesta al tratamiento.

Por otro lado, realizando un analisis de enriguecimiento funcional con estos 142
genes y seleccionando la categoria de componentes celulares, se determiné que la
membrana celular estaba enriquecida (FDR<0,05). Asi, los receptores que regulan la
entrada de moléculas en las células también parecen tener un papel relevante en la

respuesta al régimen TPF.
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Drug metabolism
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Chemical carcinogenesis
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Figura 57. Andlisis de enriquecimiento funcional de los genes afectados por cambios focales de
manera estadisticamente significativa entre los subgrupos de respuesta. El analisis se realiz6 con
WebGestalt, seleccionando la base de datos de vias de sefializacion KEGG y mostrando aquellos procesos

celulares sobrerrepresentados de manera significativa (FDR<0,05).

Finalmente, se analiz6 la regién en la que se encuentran el gen ATG7 (3p25.3), en
cada uno de los subgrupos de respuesta, a pesar de no existir diferencias
estadisticamente significativas en el porcentaje de casos con alteracién al comparar los

3 subgrupos entre si (Tabla 28).
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Un 64,41% de los tumores estudiados presentan pérdidas en la regién donde se
encuentra ATG7, la gran mayoria (62,71%) en heterocigosis. Esta alteracion es mas
frecuente en los casos que responden al tratamiento o presentan toxicidad ante él frente
a los casos con estabilizacion de la enfermedad. Por otra parte, el porcentaje de tumores

con ganancias en esta region es muy pequefo en todos los casos.

Tabla 28. Alteraciones gendmicas identificadas en laregion donde se localiza ATG7 en la serie global
y en los distintos subgrupos (TOX, EE y RC/RP). Hom: homocigosis; het: heterocigosis.

Alteraciones en laregion 3p25.3

Total | RC/RP
%

Alteracion

Ganancias
Hom 111 | 62,71 17 50,00 80 65,57 14 66,67
EIGIGERE Het 3 1,69 0 0,00 2 1,64 1 4,76

Total | 114 | 64,41 17 50,00 82 67,21 15 71,43

4. Determinacion del estado del gen ATG7 mediante PCR cuantitativa

comparativa

Con el objetivo de continuar con el andlisis de las alteraciones genémicas que
afectan al gen ATG7 en muestras de CECC se llevé a cabo un estudio mediante gPCR
en 15 muestras tumorales procedentes de otra cohorte de pacientes, partiendo de DNA
aislado a partir de muestra tumoral conservada en parafina y amplificando el exén 10 de
la variante 1 del gen ATG7 (Figura 58).

De las muestras analizadas, tan solo una de ellas, la muestra 11, correspondiente a
un 6,7% de las muestras analizadas, presentd una delecién heterocigota en ATG7. El
resto de tumores no presentaron pérdidas que afecten al exén 10 de la variante 1 de

este gen detectables mediante esta técnica. Este se trata de un estudio preliminar.
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Figura 58. Determinacion del estado del gen ATG7 en una serie de 15 CECC mediante qPCR Se ha
realizado una normalizacion respecto a una muestra control sin alteraciones en el gen ATG7. Se representa

el valor promedio y la desviacion estandar de tres réplicas.
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CAPITULO IV. Caracterizacion molecular y fenotipica de las lineas celulares de

carcinoma escamoso y cuello resistentes a taxanos.

1. Caracterizacion de las alteraciones en el numero de copias de las lineas
celulares 32816 y 32816-R

Con el objetivo de determinar las alteraciones responsables de la resistencia y, dado
que la linea celular 32816 fue establecida en el laboratorio y no disponiamos de datos
publicados acerca de su caracterizacion molecular, se decidio realizar un estudio de

aCGH tanto en la linea celular parental como en la resistente.

Este estudio permitio la identificacion de CNA comunes en las dos lineas celulares,
como ganancias en 3q, 9p, 16p, 20p, 20q, Yp e Yq y pérdidas en 3p, 4q, 12q y 18q.
Entre las alteraciones diferenciales entre las lineas celulares 32816 y 32816-R destacan
la pérdida de una region de gran tamafio en el brazo g del cromosoma 7 asi como la
amplificacién de la regién adyacente detectada Unicamente en la linea celular 32816-R.
Ademas, en la linea celular 32816 se observé la presencia de un isocromosoma 8 que

se pierde en la linea celular 32816-R (Figura 59).

Il Pérdida | 32816
Il Ganancia |32816-R
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Figura 59. Ganancias y pérdidas de material genético detectadas en cada uno de los cromosomas
de las lineas celulares 32816 y 32816-R mediante aCGH. La linea celular 32816 se representa en rosa y

la linea celular 32816-R en azul. Las ganancias de material genético se representan en azul y las pérdidas

en rojo.
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2. Andlisis de los cambios de expresion en las lineas celulares resistentes a

taxanos

2.1. Estudio del transcriptoma mediante microarrays de expresion

La caracterizacién molecular de la linea celular 32816-R se completd con un estudio
del transcriptoma mediante microarrays de expresion. Se analizaron los genes que
presentaban cambios de expresion entre las lineas celulares 32816 y 32816-R con un
fold change (FC) mayor que 2 o menor que -2 y un p-valor < 0,05. Siguiendo estos
criterios se identificaron 2804 genes con una expresion diferencial significativa entre las
lineas celulares 32816 y 32816-R, 1333 infraexpresados y 1471 sobreexpresados en la
linea celular 32816-R.

El andlisis de enriquecimiento funcional de estos 2804 genes con la herramienta
WebGestalt permitié determinar los procesos bioldgicos, los componentes celulares y
las funciones moleculares méas desregulados entre ambas lineas celulares (Figura 60).
El proceso celular mas afectado fue el metabolismo, mientras que el componente celular
implicado con una mayor recurrencia fue la membrana celular y la funcién molecular con

mayor modificacion la unién a proteinas.
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Figura 60. Asociacion de los genes con expresion diferencial significativa entre las lineas celulares
32816 y 32816-R con A. procesos bioldgicos; B. funciones moleculares; C. componentes celulares.

Los graficos se obtuvieron con la herramienta WebGestalt.

Ademas, el analisis de estos 2804 genes con la herramienta WebGestalt permitié la
identificacion de vias de sefializacién alteradas en la linea celular 32816-R, empleando

distintas bases de datos (KEGG, Wikipathway y Wikipathway cancer) (Figura 61).

Aunque las vias de sefializacion identificadas difieren segun la base de datos de
referencia empleada, algunos procesos que parecen tener importancia en el desarrollo
de resistencia a taxanos teniendo en cuenta el conjunto de los andlisis realizados son:
la sefalizacion mediada por interleucinas, el metabolismo celular, la regulacion del
citoesqueleto por los microtubulos, la autofagia y la senescencia, la respuesta al dafio
en el DNA, el ciclo celular, las vias de sefializaciéon de Wnt y TGF- y la transicion

epitelio-mesénquima.
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Figura 61. Vias de sefializacion desreguladas asociadas a la adquisicion de resistencia a taxanos en
lalinea celular 32816-R. Se representan las 20 vias de sefializacidon con mayor asociacién con el conjunto
de genes desregulados de manera significativa segun el resultado del estudio del transcriptoma atendiendo
al andlisis GSEA con distintas bases de datos: A. KEGG; B. Wikipathway; C. Wikipathway cancer.
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Posteriormente, se procedid a seleccionar los 20 genes con una expresion
diferencial con mayor significacion estadistica en la linea celular 32816-R y realizar una
busqueda bibliografica para determinar su potencial implicacién en la resistencia a
taxanos (Tabla 29). De estos 20 genes, 17 presentaban una sobreexpresion en la linea

celular 32816-R y 3 se encontraban infraexpresados.

Tabla 29. Genes con la expresion diferencial con mayor significacién estadistica entre las lineas
celulares 32816 y 32816-R. En verde se muestran los genes sobreexpresados en la linea celular 32816

RXT vy el rojo los infraexpresados. Los genes se encuentran ordenados en funcion del tipo de alteracion en

la linea celular 32816-R (sobreexpresion o infraexpresion) y de mayor a menor significacion estadistica.

Cromosoma  p-valor Intensidad de fluorescencia Intensidad de fluorescencia
32816 (log2) 32816-R (log2)

ABCB1 7 6,63E-12 4,13 12,44
GALNT14 2 8,50E-12 4,1 11,46
SPRR2A 1 1,40E-11 6,00 12,24
SPRR2E 1 7,76E-11 5,26 13,31
CCL28 5 1,06E-10 4,81 10,65
PVRL3 3 1,98E-10 2,81 8,45
LY6D 8 5,18E-10 7,06 12,65
SPRR2D 1 5,49E-10 6,64 14,38
SPRR2B 1 6,93E-10 6,78 12,16
IGFL1 19 8,01E-10 6,30 11,66
SAA2 11 1,45E-09 8,48 14,90
ZDHHC2 8 2,26E-09 4,18 8,82
SGPP2 2 2,61E-09 3,97 9,42
ADD2 2 3,07E-09 3,84 9,30
AKAP12 6 3,11E-09 4,15 7,57
DEFB4B 8 4,24E-09 3,45 8,05
PRKD1 14 5,42E-09 3,61 7,39
13 1,48E-09 11,79 5,98
19 2,45E-09 11,27 6,95
20 2,54E-09 9,49 4,82

De estos genes, se seleccionaron los genes ABCB1 y DNAJC15 para continuar su
estudio posterior como candidatos a biomarcadores de respuesta a taxanos en CECC.
ABCBL1 codifica MDR1, una bomba de expulsion de farmacos dependiente de ATP
asociada a resistencia a multiples drogas!®®. DNAJC15 codifica MCJ, una proteina que
funciona como regulador negativo de la cadena transportadora de electrones en la

respiracion mitocondrial, que limita la produccién de ATP?%® De este modo, la

157



disminucién de su expresion conduce a la produccion de grandes cantidades de ATP,

gue puede ser usado por bombas de expulsion de farmacos como MDRL1.

Entre los 2804 genes desregulados de manera significativa en la linea celular 32816-
R se realizé una busqueda dirigida de genes asociados previamente en la literatura con
resistencia a taxanos en CECC*° (Tabla 30). Ademas de la alteracion de ABCB1, se
observé una sobreexpresion significativa de los genes BIRC5, FOXM1, NFKB1y TUBB3
y una infraexpresion significativa del gen CYCS, en la linea celular 32816-R. En el caso
de FOXML1, el FC fue de 1,88, y en el caso de BIRCS5, el FC fue de 1,62, de modo que
no se continué con la comprobacion de estas alteraciones porque el FC no se
encontraba dentro de los pardmetros establecidos (FC>2 o FC<-2). Los demés genes
presentaban una alteracion de la expresion en el sentido contrario a lo descrito en la
literatura, por lo que también se descartaron como candidatos a estar implicados en el

mecanismo de resistencia a taxanos de esta linea celular.

Tabla 30. Genes diferencialmente expresados entre las lineas celulares 32816 y 32816-R asociados
a resistencia a taxanos en la literatura. En verde se muestran los genes sobreexpresados en la linea
celular 32816 RXT y el rojo los infraexpresados. Los genes se encuentran ordenados en funcién del tipo de
alteracion en la linea celular 32816-R (sobreexpresion o infraexpresién) y de mayor a menor significacion

estadistica.
. Cromosoma | p-valor Intensidad de fluorescencia Intensidad de fluorescencia
32816 (log2) 32816-R (log2)
ABCB1 7 6,63E-12 4,13 12,44
CASP9 1 2,10E-04 6,28 7,73
TUBB3 16 3,90E-04 6,86 9,55
NFKB1 4 7,01E-04 10,63 11,87
BIRC5 17 1,26E-02 10,28 10,98
FOXM1 12 4,88E-02 11,99 12,91
7 1,73E-04 14,76 13,68
3 2,67E-03 8,56 7,20
11 8,80E-02 9,77 9,07

2.2. Andlisis de los cambios de expresion diferenciales de las lineas

celulares resistentes a taxanos

Para validar las alteraciones en la expresion identificadas en la linea celular 32816-
R mediante microarrays de expresion, se disefiaron oligonucleétidos especificos para

amplificar el cDNA de los genes de interés mediante RT-gPCR. Se compararon los
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niveles de expresion de los genes CYCS, TUBB3, NFKB1, DNAJC15 y ABCB1 entre las
lineas celulares parentales y resistentes a taxanos (Figura 62). Se confirmé la
sobreexpresion de los genes TUBB3, NFKB1 y ABCB1 y la infraexpresion de CYCS y
DNAJC15 en la linea celular 32816-R. Sin embargo, en la linea celular CAL33-R
Unicamente se detectd la sobreexpresion del gen ABCBL vy la infraexpresion del gen
DNAJC15. Ademas, se identificé una sobreexpresién del gen CYCS en la linea celular

CAL33-R a diferencia de lo observado en la linea celular 32816-R.
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Figura 62. Comprobacién de las alteraciones de expresion entre las lineas celulares parentales y
resistentes a taxanos mediante qPCR. A. Comparacion de los niveles de expresion de los genes CYCS,
TUBB3, NFKB1 y DNAJC15 entre las lineas celulares parentales y resistentes a taxanos B. Comparacion
de los niveles de expresion del gen ABCBL entre las lineas celulares parentales y resistentes a taxanos. Se
realizé una normalizacion respecto a los niveles de expresion de los genes en la linea celular parental
correspondiente en cada caso (32816 y CAL33). Se representa el valor promedio y la desviacion estandar
de tres réplicas.
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Las alteraciones identificadas en ABCB1 y DNAJC15 en las lineas celulares

resistentes a taxanos se confirmaron a nivel proteico mediante western blot (Figura 63).
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Figura 63. Niveles de expresion proteica de MDR1 y MCJ en las lineas celulares parentales y
resistentes a taxanos. A. Niveles de expresion proteica detectados mediante western blot. B.
Cuantificacion relativa de los niveles de expresion proteica detectados mediante western blot, normalizados
frente a la expresion de la B-Actina como control enddgeno y frente a las lineas celulares parentales como
muestras de referencia. Se representa el valor promedio y la desviacion estandar de tres réplicas biolégicas
(**: p-valor < 0,01).

3. Reversién de la resistencia a taxanos mediante el tratamiento con

verapamilo

Tras comprobar la sobreexpresion de MDR1 en las lineas celulares de CECC
resistentes a taxanos, se decidié determinar si esta alteraciéon era esencial para el
mantenimiento de la resistencia. Para ello, se empled una dosis no citotdéxica de
verapamilo, un inhibidor los canales de calcio, que inhibe la funcion transportadora de
la bomba de expulsion de farmacos MDR1, y se analizd la respuesta a paclitaxel y
docetaxel mediante un ensayo de apoptosis por citometria de flujo (Figura 64). A las
dos dosis empleadas de paclitaxel y docetaxel se observd una reversion de la
resistencia en las células resistentes tratadas simultaneamente con verapamilo,
recuperando los niveles de sensibilidad de las lineas celulares parentales, tanto en el

caso de las células 32816 como de las CAL33.
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Figura 64. Reversion de la resistencia a taxanos tras el tratamiento con verapamilo en las lineas
celulares 32816 (A) y CAL33 (B), determinada mediante ensayo de apoptosis por citometria de flujo.
Se emplearon dos dosis de paclitaxel y docetaxel a un tiempo de 72 horas. Se representa el valor promedio
y la desviacion estandar de tres réplicas independientes (**: p-valor < 0,01; ns: no significativo).

4. Reversién de la resistencia a taxanos mediante la restauracion de la
expresion de MCJ

Con el fin de determinar si la disminucién de la expresion de DNAJC15 era necesaria
para el mantenimiento de la resistencia a taxanos en las lineas celulares de CECC, se
restablecié su expresion en la linea celular 32816-R. Para ello, se empled el vector
pLVX-puro, al que se le inserté el cDNA de DNAJC15, dando lugar al vector pLVX-
DNAJC15. En paralelo, se infectaron las células 32816-R con el vector pLVX sin inserto,
como control. Posteriormente, se analiz6 mediante western blot la expresion de MCJ, la
proteina codificada por DNAJC15, comprobandose que la linea celular 32816-R pLVX-
DNAJC15 presentaba unos niveles de expresion de la proteina MCJ significativamente
mayores que la linea celular 32816-R pLVX y también que la linea celular parental
(Figura 65).
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Figura 65. Niveles de expresion proteicade MCJ en las lineas celulares 32816, 32816-R pLVXy 32816-
R pLVX-DNAJCI15. A. Niveles de expresion proteica detectados mediante western blot. B. Cuantificacion
relativa de los niveles de expresion proteica detectados mediante western blot, normalizados frente a la
expresion de la B-Actina como control enddgeno y frente a la linea celular 32816 como muestra de
referencia. Se representa el valor promedio y la desviacion estandar de tres réplicas biologicas (**: p-valor
<0,01).

Tras esta comprobacion, se analizé si el aumento de la expresion de DNAJC15 en
la linea celular 32816-R restablecia la sensibilidad de esta linea celular a paclitaxel y
docetaxel, mediante un ensayo de apoptosis por citometria de flujo (Figura 66).
Mediante este ensayo, se observo una reversion significativa de la resistencia en esta
linea celular. Sin embargo, la linea celular parental mostré una mayor sensibilidad, salvo
en el caso de la mayor dosis de docetaxel, en el que la linea celular parental 32816 y la

linea celular 32816-R pLVX-MCJ mostraron una respuesta muy similar.
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Figura 66. Reversion de la resistencia a taxanos en la linea celular 32816 con sobreexpresién de
DNAJC15, determinada mediante ensayo de apoptosis por citometria de flujo. Se emplearon dos dosis
de paclitaxel y docetaxel a un tiempo de 72 horas. Se representa el valor promedio y la desviacion estandar

de tres réplicas independientes (*: p-valor < 0,05; **: p-valor < 0,01; ns: no significativo).
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5. Andlisis de la capacidad proliferativa de las lineas celulares resistentes a

taxanos

Con el objetivo de caracterizar el fenotipo de las lineas celulares de CECC
resistentes a taxanos, se determiné su capacidad proliferativa mediante un ensayo de
viabilidad MTT (Figura 67). Se observé una disminucion significativa de la proliferacion
tanto a 24 como a 48 horas en las dos lineas celulares resistentes a taxanos respecto a

las respectivas lineas celulares de origen.
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Figura 67. Tasa de proliferacion de las lineas celulares parentales (CAL33 y 32816) y resistentes a
taxanos (CAL33-R y 32816-R) determinada mediante un ensayo de viabilidad celular. Se realizé una
normalizacion respecto al tiempo O h para cada linea celular. Se representa el valor promedio y la desviacién

estandar de tres réplicas independientes (*: p-valor < 0,05; **: p-valor < 0,01).

6. Identificacion de alteraciones en el niumero de copias en los genes ABCB1

y DNAJC15 en muestras tumorales

Se analizaron las regiones 7g21.12, donde se localiza el gen ABCB1, y 13q14.11,
donde se localiza el gen DNAJC15, en las 177 muestras de CECC incluidas en el estudio
de aCGH descrito previamente. Se determind la frecuencia de las alteraciones que
afectan a estos genes en la serie global y los distintos subgrupos de respuesta al
tratamiento TPF (Tabla 31).

En la region 7g21.12 se encontraron principalmente ganancias (un 35,59% en la
serie global). Cabe destacar que en el grupo de pacientes que presento toxicidad al
tratamiento se observdé una mayor frecuencia de esta alteracion, detectando asi un

52,38% de casos con ganancia en ABCBL.
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En cuanto a DNAJC15, un 41,81% de los pacientes presentaron pérdidas de
material genético en la regidn en la que se localiza este gen, mientras que el porcentaje
de casos con ganancias es minimo. En el subgrupo de pacientes con estabilizacién de
la enfermedad se observé un ligero descenso en el porcentaje de casos con esta

alteracion, en comparacion con el resto de subgrupos.

Tabla 31. Alteraciones gendmicas identificadas en la region donde se localizan los genes ABCBly
DNAJC15 en la serie global y en los distintos subgrupos de respuesta al régimen TPF (TOX, EE y
RC/RP). TOX: toxicidad; EE: estabilizacion de la enfermedad; RC/RP: respuesta completa/respuesta

parcial.

Total EE RC/RP TOX
Regién Alteracién —

Casos‘ ) Casos % Casos % Casos % ‘

Ganancias 63 35,59 9 26,47 43 35,25 11 52,38
Pérdidas
Ganancias 17 9,60 4 11,76 10 8,20 3 14,29
EEIGIGES 74 41,81 10 29,41 55 45,08 9 42,86

7921.12 ABCB1

17 9,60 4 11,76 12 9,84 1 4,76

13g14.11 DNAJC15

i

7. Anédlisis de la capacidad migratoria de las lineas celulares resistentes a

taxanos

Para comparar las alteraciones en la capacidad migratoria de las células de CECC
resistentes a taxanos se realizé un ensayo de cierre de herida. Se monitorizé el proceso
y se analizaron las imagenes obtenidas cada 5 horas hasta que la herida se cerré por
completo en todas las lineas celulares. Se definio el area libre al inicio y se calcul6 el

porcentaje de area ocupada a cada uno de los tiempos (Figura 68).

Se observdé un aumento de la capacidad migratoria significativo en las lineas
celulares resistentes a taxanos respecto a las lineas celulares parentales, siendo este
mas marcado en el caso de la linea celular 32816-R. En este caso, a 15 horas se
observé un cierre total de la herida, mientras que, en la linea celular parental, 32816,

esto no ocurrié hasta las 25 horas.
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Figura 68. Anadlisis de la capacidad migratoria de las lineas celulares de CECC parentales y
resistentes a taxanos. A. Imagenes tomadas mediante microscopia a distintos tiempos. B. Cuantificacion
del porcentaje de area ocupada para cada tiempo y linea celular. Se realizé una normalizacion respecto al
area libre a 0 h. Se representa el valor promedio y la desviacion estandar de tres réplicas independientes

(*: p-valor < 0,05; **; p-valor < 0,01; ns: no significativo).
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Dada la alteracion de la capacidad migratoria de las lineas celulares resistentes a
taxanos, se decidi6é analizar los cambios de expresidn en genes asociados a la transicién
epitelio-mesénquima identificados mediante microarrays de expresion, empleando el
conjunto de genes incluidos en el término GO (Gene Ontology) “epithelial to
mesenchymal transition” (G0O:0001837). Se identificaron 19 genes implicados en

procesos migratorios con cambios de expresion diferenciales significativos (Tabla 32).

Tabla 32. Genes diferencialmente expresados entre las lineas celulares 32816 y 32816-R implicados
en la transicién epitelio-mesénquima. En verde se muestran los genes sobreexpresados en la linea
celular 32816 RXT y el rojo los infraexpresados. Los genes se encuentran ordenados en funcion del tipo de

alteracion en la linea celular 32816-R (sobreexpresion o infraexpresion) y de mayor a menor significacion

estadistica. Se consideré un FC>2 o FC<-2 y un p-valor < 0,05

Cromosoma  p-valor Intensidad de fluorescencia Intensidad de fluorescencia
32816 (log2) 32816-R (log2)

LEF1 4 5,78E-08 6,60 9,11
OLFM1 9 4,95E-07 3,92 6,70
MSX2 5 1,06E-05 6,29 7,11
TBX3 12 6,67E-05 5,61 7,49
EPB41L5 2 1,69E-04 9,80 10,96
TGFBR3 1 2,36E-04 4,75 5,85
FAM83D 20 4,79E-04 14,41 15,81
PEF1 1 1,22E-03 7,54 8,87
EFNA1 1 3,34E-03 7,43 8,57
FGFR2 10 9,12E-07 10,07 7,72
SNAI2 8 7,92E-05 14,10 12,23
BMP2 20 1,02E-04 8,42 6,51
SLC39A10 2 2,15E-04 10,55 8,02
RTN4 2 4,65E-04 6,99 5,85
FLNA X 6,27E-04 11,33 10,21
WNT5A 3 8,29E-04 6,52 4,71
EDN1 6 1,22E-03 8,14 7,06
HMGA2 12 3,71E-03 7,05 5,86
HEY1 8 7,55E-03 7,96 5,55

8. Papel de las vesiculas extracelulares en la resistencia a taxanos

Posteriormente, se caracterizaron las EVs liberadas por las células CAL33y CAL33-

R mediante distintas técnicas.
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8.1. Caracterizacion de las vesiculas extracelulares mediante microscopia

electrénica de transmisién

Mediante TEM se comprobd el correcto aislamiento de las EVs tanto de 10K como
de 100K liberadas por las células CAL33 y CAL33-R (Figura 69).

CAL33 CAL33-R

EVs 10K

EVs 100K

Figura 69. Imagenes obtenidas mediante TEM de las EVs procedentes de las lineas celulares CAL33
y CAL33-R. El aislamiento de EVs se realiz6 por triplicado y en todos los casos se realizé la comprobacion

mediante TEM. Aqui se muestran imagenes representativas.

8.2. Caracterizacion de las vesiculas extracelulares mediante andlisis de

rastreo de nanoparticulas

Mediante NTA se determiné tanto el tamafio de las EVs como su concentracion
(Figura 70). Se observo una disminucién significativa en el nimero de EVs liberadas
por las células resistentes a taxanos, medida mediante el nUmero de particulas por
célula. En cuanto al tamafio, tal y como se esperaba, se determiné que las EVs de 10K
presentaban un tamafio mayor que las 100K y que no existian diferencias
estadisticamente significativas entre las células parentales y las resistentes a taxanos.
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Figura 70. Representacion gréfica de la concentracion (A) y del tamafio (B) de las EVs liberadas por
las lineas celulares CAL33y CAL33-R determinada mediante NTA. El nimero de particulas se normalizé
respecto al nimero de células para obtener la concentracion de particulas. Se representa el valor promedio
y la desviacion estandar de tres réplicas independientes (*: p-valor < 0,05; **: p-valor < 0,01; ns: no
significativo).

8.3. Determinacion del contenido proteico de las vesiculas extracelulares

mediante western blot

Se comprobd la presencia de distintos marcadores establecidos por las guias
internacionales MISEV 2023 en las EVs de 100K procedentes de las lineas celulares
CAL33 y CAL33-R, detectandose todos ellos en ambos casos (Figura 71),

CAL33  CAL33-R

avActinin I 100 s

Aux N © 0o
TSG101 IS 45 kDa

cos NN : «0-

Figura 71. Deteccion de marcadores de EVs mediante western blot, tanto en las EVs como en las

células de las lineas celulares CAL33y CAL33-R.
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Posteriormente, se analizo la expresion proteica de MDR1 y MCJ (Figura 72). Se
observé un incremento significativo en los niveles de expresion de MDR1 tanto en las
células como en las EVs de la linea celular CAL33-R, siendo esta proteina indetectable
en el caso de las EVs procedentes de la linea celular parental. En cuanto a MCJ, se
observé un aumento de expresion en las EVs liberadas por las células CAL33-R en

comparacion con la expresion intracelular.
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Figura 72. Deteccién de las proteinas MDR1y MCJ tanto en las EVs como en las células de las lineas
celulares CAL33 y CAL33-R. A. Niveles de expresion proteica detectados mediante western blot. B.
Cuantificacion relativa de los niveles de expresion proteica detectados mediante western blot, normalizados
frente a la B-actina como control enddgeno y frente a las células parentales CAL33 como muestra de
referencia. Se representa el valor promedio y la desviacion estandar de tres réplicas biologicas. Se realizé
el test estadistico de la t de Student para comparar los niveles de expresion entre las células, entre las EVs
y entre células y EVs de la misma linea celular. Se sefialan las diferencias de expresion con significacion

estadistica (*: p-valor < 0,05; **: p-valor < 0,01).

8.4. Determinacion del contenido proteico de las vesiculas extracelulares

mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas

Con el objetivo de determinar las diferencias en el contenido proteico de las EVs
procedentes de las células parentales y resistentes a taxanos se realizo un estudio del
proteoma mediante LC-IMS/MS. Ademas, se compar6 el contenido de las EVs con el
contenido de las respectivas células de origen, asi como las proteinas identificadas en

las dos lineas celulares.
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Se identificaron mas proteinas en la linea celular parental que en la resistente a
taxanos (4353 frente a 3484). Sin embargo, se detectaron mas proteinas en las EVs
liberadas por las células resistentes que por las células parentales (1182 frente a 778).
En la Figura 73 se recoge el nimero de proteinas comunes entre las distintas

condiciones analizadas.

células EVs
CAL33-R CAL33
(3484) (778)
células
CAL33
(4353)

\ / /659 / /

Figura 73. Representacion grafica mediante un diagrama de Venn del numero de proteinas
identificadas en las células y en las EVs de las lineas celulares CAL33 y CAL33-R. Se analizaron tres
réplicas independientes de cada condicién y se seleccionaron las proteinas identificadas en todas ellas. Se

muestras las proteinas comunes entre las distintas condiciones de estudio.

La proteina MDR1 se detect6 tanto en la fraccion intracelular como en las EVs de la
linea celular CAL33-R, estando ausente en las células y EVs procedentes de la linea
celular parental CAL33. En cuanto a MCJ, no se identificé esta proteina en ninguno de

los casos.

Asimismo, se analizé la presencia de marcadores de EVs en las EVs liberadas por
las células CAL33 y CAL33-R. Se detectaron proteinas transmembranas (categoria 1
MISEV 2023), como CD9, CD63, CD82, ITGAV, ITGA3, ITGAG, ITGB1, ITGB4, LAMP1
y LAMP2, y proteinas citosdlicas (categoria 2 MISEV 2023) con capacidad de union a
proteinas de membrana o lipidos, como ALIX, CAV1, CAVIN1 y Sintenina, asi como con

incorporacion promiscua a las EVs, como GAPDH, a-Actinina, a-Actinina-4 y Tubulina.
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También se verificd la ausencia de contaminantes procedentes de estructuras co-
aisladas distintas a las EVs (categoria 3 MISEV 2023)*%,

Ademas, mediante un analisis de enriquecimiento funcional se identificaron las vias
de sefalizacién con expresién diferencial entre las EVs liberadas por las células CAL33
y CAL33-R. Se empled el conjunto de genes que codifican las proteinas detectadas

Unicamente en las EVs procedentes de la linea celular CAL33 o CAL33-R (Figura 74).
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Figura 74. Vias de sefializacion desreguladas entre las EVs liberadas por las lineas celulares CAL33
y CAL33-R. A. Vias de sefializacion asociadas a las proteinas detectadas Unicamente en las EVs
procedentes de la linea celular CAL33. B. Vias de sefalizacién asociadas a las proteinas detectadas
Unicamente en las EVs procedentes de la linea celular CAL33-R. Se representan las 10 vias de sefializacion

con una mayor asociacion empleando las bases de datos i. KEGG vy ii. Wikipathway.

171



En ambos andlisis se identificaron vias de sefalizacion relacionadas con el
procesamiento y transporte del RNA, con la sintesis, traduccion, degradacion vy
transporte de proteinas y con el metabolismo de acidos grasos. Ademas, las proteinas
detectadas exclusivamente en las EVs de la linea celular CAL33-R se asocian con la
replicacion y reparacion del DNA y con vias de sefalizacién con fuerte implicacion en
cancer como la de EGF/EGFR y la de VEGFA/VEGFR2.
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CAPITULO V. Andlisis de larespuesta de las lineas celulares resistentes a taxanos

a otras terapias.

En primer lugar, se analizé la respuesta a los otros farmacos que forman parte del
régimen TPF, el 5-FU y el cisplatino, asi como a la radiacion, ya que se administra
frecuentemente tras esta quimioterapia de induccion con el objetivo de identificar
alteraciones en la respuesta a tratamientos asociadas a la resistencia a taxanos.
Posteriormente, se estudi6 el nivel de dafio en el DNA de las lineas celulares parentales
y resistentes y se analizaron los cambios de expresion en genes reparadores del DNA.
Finalmente, se exploraron posibles alternativas terapéuticas para el CECC resistente a

taxanos.

1. Estudio de larespuesta a 5-fluorouracilo

El estudio de la respuesta a 5-FU mediante un ensayo de viabilidad celular MTT
mostrd que las lineas celulares resistentes a taxanos mantenian la respuesta a este
farmaco (Figura 75).

La linea celular CAL33-R present6 una tendencia a una menor sensibilidad al 5-FU
que la linea celular parental, especialmente en dosis y tiempos de tratamiento puntuales.
Por el contrario, las células 32816-R muestran una mayor sensibilidad a este agente

quimioterapéutico que las células parentales 32816.

En cualquier caso, todas las lineas celulares empleadas muestran una respuesta al
5-FU dosis y tiempo dependiente, de modo que las lineas celulares resistentes a
taxanos no presentan resistencia cruzada al 5-FU. Ademas, no se puede establecer una
correlacion entre la resistencia a taxanos y una alteraciéon en la sensibilidad a 5-FU, ya
que en cada uno de los pares de lineas celulares empleados se observaron tendencias

contrarias.
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Figura 75. Respuesta a 5-FU determinada mediante ensayo de viabilidad celular MTT de las lineas
celulares parentales y resistentes a taxanos a distintos tiempos. A. 24 h; B. 48 h; C. 72 h. Se representa
el valor promedio y la desviacién estandar de tres réplicas bioldgicas. Se realiz6 una normalizacién frente
el control sin tratamiento de cada linea celular a cada tiempo. Se compararon los porcentajes de viabilidad
a las distintas dosis y tiempo de cada una de las lineas celulares parentales con los de las respectivas
lineas celulares resistentes a taxanos: CAL33 frente a CAL33-R y 32816 frente a 32816-R (*: p-valor < 0,05;
**: p-valor < 0,01; ns: no significativo).

2. Estudio de la respuesta a cisplatino

Se observé un incremento significativo de la sensibilidad a cisplatino en las lineas

celulares resistentes a taxanos, especialmente pronunciado en la linea celular 32816-R
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(Figura 76).
dependiente.
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Figura 76. Respuesta a cisplatino determinada mediante ensayo de viabilidad celular MTT de las

lineas celulares parentales y resistentes a taxanos a distintos tiempos. A. 24 h; B. 48 h; C. 72 h. Se

representa el valor promedio y la desviacién estandar de tres réplicas bioldgicas. Se realiz6 una

normalizacion frente el control sin tratamiento de cada linea celular a cada tiempo. Se compararon los

porcentajes de viabilidad a las distintas dosis y tiempo de cada una de las lineas celulares parentales con

los de las respectivas lineas celulares resistentes a taxanos: CAL33 frente a CAL33-R y 32816 frente a
32816-R (*: p-valor < 0,05; **: p-valor < 0,01; ns: no significativo).
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3. Estudio de la respuesta a radiacion

Las lineas celulares resistentes también mostraron un incremento significativo en la
sensibilidad a la radiacion con respecto a las lineas celulares parentales a las tres dosis
empleadas, 5 Gy, 7,5 Gy y 10 Gy (Figura 77).
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Figura 77. Respuesta a radiacion determinada mediante ensayo de apoptosis por citometria de flujo
de las lineas celulares parentales y resistentes a taxanos. Se representa el valor promedio y la
desviacion estandar de tres réplicas biologicas. Se realizé una normalizacion frente el control sin irradiar de
cada linea celular. Se compararon los porcentajes de supervivencia a las distintas dosis de cada una de las
lineas celulares parentales con los de las respectivas lineas celulares resistentes a taxanos: CAL33 frente
a CAL33-Ry 32816 frente a 32816-R (*: p-valor < 0,05; **: p-valor < 0,01; ns: no significativo).

4. Andlisis del dafio en el DNA

Teniendo en cuenta las diferencias en la sensibilidad a agentes que dafian el DNA
observadas entre las lineas celulares de CECC parentales y resistentes a taxanos se
decidi6é analizar el nivel de dafio en el DNA en las células mediante un ensayo COMET
(Figura 78). Se observé un mayor nivel de dafio basal en las lineas celulares resistentes
a taxanos. Asimismo, también se identific6 un mayor incremento en el nivel de dafio tras
el tratamiento con cisplatino (agente inductor de dafio en el DNA) en las lineas celulares
resistentes a taxanos. De hecho, tras el tratamiento con la dosis mas baja empleada en
cada caso, coincidente con la IC50 de la linea celular resistente a taxanos a 24 horas,
las células parentales no presentan un incremento de dafio respecto al control, mientras
gue las células resistentes a taxanos si lo hacen. En todos los casos, la linea celular
32816-R presenté un mayor nivel de dafio que las otras lineas celulares. De este modo,
la resistencia a taxanos se asocia a un incremento del dafio en el DNA en estos modelos

celulares.
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Figura 78. Nivel de dafio en el DNA basal y tras el tratamiento con cisplatino en las lineas celulares
parentales y resistentes a taxanos determinado mediante el ensayo COMET. A. Iméagenes
representativas obtenidas mediante microscopia de fluorescencia. C1=7,78 pM y C2=17,46 uM para las
lineas celulares 32816 y 32816; C1=20,61 uM y C2=24,23 uM para las lineas celulares CAL33 y CAL33-R.
C1 se corresponde con la IC50 de cisplatino para la linea celular resistente a taxanos y C2 se corresponde
con la IC50 de cisplatino para la linea celular parental a 24 horas. B. Cuantificacion del nivel de dafio en el
DNA mediante el porcentaje de DNA en la cola. Se analizaron como minimo 200 cometas por condicion y

experimento. Se representa el valor promedio y la desviacion estandar de tres réplicas bioldgicas (**: p-
valor < 0,01).
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5. Anélisis de los cambios de expresion de genes asociados a la reparacion
del DNA

Considerando tanto la respuesta diferencial de las lineas celulares resistentes a
taxanos a los agentes inductores de dafio en el DNA como la presencia de un mayor
nivel de dafio en estas lineas celulares, se decidié estudiar la expresion de genes
reparadores del DNA en las lineas celulares 32816 y 32816-R partiendo de los
resultados obtenidos mediante microarrays de expresion analizando el conjunto de
genes incluidos en el término GO “DNA repair’ (GO:0006281). Se identificaron 88 genes
desregulados de manera significativa en la linea celular 32816-R, considerando p<0,05
y FC>2 0 FC<-2. En la Tabla 33 se muestran los 25 genes involucrados en reparacion

del DNA con la expresion diferencial con mayor significacion estadistica.

Tabla 33. Genes diferencialmente expresados entre las lineas celulares 32816 y 32816-R implicados
en la reparacién del DNA. En verde se muestran los genes sobreexpresados en la linea celular 32816
RXT y el rojo los infraexpresados. Los genes se encuentran ordenados en funcion del tipo de alteracion en
la linea celular 32816-R (sobreexpresion o infraexpresion) y de mayor a menor significacion estadistica.

Intensidad de fluorescencia Intensidad de fluorescencia
Gen Cromosoma | p-valor
32816 (log2) 32816-R (log2)

KMT5C 19 9,04E-06 6,38 8,20
KIF22 16 1,06E-05 11,61 13,32
RECQL4 8 1,25E-05 6,00 7,49
MCRS1 12 1,82E-05 9,69 11,31
POLH 6 1,97E-05 8,66 9,98
RAD23A 19 3,12E-05 12,96 14,17
POLR2I 19 3,51E-05 8,08 9,63
UBE2A X 3,93E-05 12,09 13,44
HMCES 3 4,14E-05 10,81 12,21
PARP10 8 4,84E-05 6,40 7,71
XRCC2 7 4,06E-06 11,22 7,87
UBE2V2 8 8,92E-06 12,34 10,56
UBR5 8 9,36E-06 9,86 8,29
CETN2 X 1,36E-05 12,39 10,78
PAXIP1 7 1,38E-05 11,56 9,80
FBXW7 4 1,85E-05 8,58 6,84
NABP1 2 3,48E-05 11,36 8,99
TRRAP 7 4,32E-05 7,78 6,36
POGZ 1 4,37E-05 4,88 3,52
SMG1 16 5,13E-05 14,30 12,76
NBN 8 5,31E-05 9,78 8,30
CDK7 5 5,55E-05 11,82 10,26
SMG1 16 6,11E-05 13,09 11,03
XRCC5 2 7,36E-05 7,26 5,20
UBE2W 8 8,15E-05 11,41 9,00
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De este modo, se observaron alteraciones en la expresion en genes que participan
en distintas vias de reparacion del DNA, como la reparacion por escision de nucleétidos
(CETN2) y la reparacion de roturas de doble cadena mediante recombinacion homéloga
(XRCC2, NBN) y no homdloga (XRCC5). La realizacibn de un andlisis de
enriquecimiento funcional con los 88 genes confirmd la alteracion de diversas vias de
reparacion del DNA. Ademas, este analisis mostro alteraciones en otros procesos como

el metabolismo de los acidos nucleicos o la replicacion del DNA (Figura 79).

Non-homologous end joining
Nucleotide-excision repair
Pathways of nucleic acid metabolism
Base Excision Repair

DNA IR-damage and cellular response via ATR
DNA IR-DSB and cellular response via ATM

DNA replication

ATM Signaling Network in Development and Disease
DNA damage response

miRNA Regulation of DNA Damage Response

Retinoblastoma Gene in Cancer

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Enrichment ratio

Figura 79. Vias de sefializaciéon en las que participan los genes asociados con reparacion de dafio
en el DNA que presentan una expresion diferencial en la linea celular 32816-R. Se empled la
herramienta WebGestalt con el método ORA y la base de datos Wikipathway. Se muestran las vias de
sefializacion con cambios de expresion estadisticamente significativos (FDR < 0,05).

6. Estudio de larespuesta a olaparib

Dada la alteracion en la expresion de genes reparadores del DNA observada en la
linea celular 32816-R, la presencia de mas dafio en el DNA en las dos lineas celulares
resistentes a taxanos y la mayor sensibilidad de estas células a agentes que dafian el
DNA, se decidio analizar la respuesta de las distintas lineas celulares a un agente

inhibidor de la reparacion del DNA, el olaparib (Figura 80).

Todas las lineas celulares mostraron una respuesta dosis y tiempo dependiente. Las
lineas celulares de CECC resistentes a taxanos también mostraron una mayor

sensibilidad a olaparib, siendo esta mas notoria en la linea celular 32816-R.
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Olaparib (24 h)
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Figura 80. Respuesta a olaparib determinada mediante ensayo de viabilidad celular MTT de las lineas
celulares parentales y resistentes a taxanos a distintos tiempos. A. 24 h; B. 48 h; C. 72 h. Se representa
el valor promedio y la desviacidn estandar de tres réplicas biolégicas. Se realizdé una normalizacion frente
el control sin tratamiento de cada linea celular a cada tiempo. Se compararon los porcentajes de viabilidad
a las distintas dosis y tiempo de cada una de las lineas celulares parentales con los de las respectivas
lineas celulares resistentes a taxanos: CAL33 frente a CAL33-R y 32816 frente a 32816-R (*: p-valor < 0,05;
**: p-valor < 0,01; ns: no significativo).
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DISCUSION

El carcinoma escamoso de cabeza y cuello (CECC) agrupa tumores heterogéneos
con un origen comun en el epitelio escamoso del tracto aerodigestivo superior. Esta
entidad constituye el séptimo cancer mas comun globalmente y presenta
aproximadamente un 50% de mortalidad. La mayor parte de los casos se diagnostican
en estadios localmente avanzados y los principales tratamientos cuando los tumores
son irresecables se basan en la combinacién de distintos regimenes de quimioterapia

con radioterapia®.

Una de las opciones terapéuticas que ofrece buenos resultados es el régimen TPF,
tratamiento basado en la combinacién de docetaxel, cisplatino y 5-FU, seguido de
radioterapia. Sin embargo, existen subgrupos de pacientes que presentan fallo
terapéutico temprano y mal pronéstico, en muchos casos porque el tumor presenta o
adquiere resistencia al tratamiento. Dado que actualmente no existen biomarcadores
que permitan identificar estos tumores, se tratan de manera homogénea tumores con
diferentes grados de sensibilidad a farmacos, siendo necesario caracterizar los
mecanismos que modifican la respuesta al tratamiento para optimizar la estrategia
terapéutica y ofrecer una medicina de precision!3®13113  En este trabajo hemos

analizado la resistencia a taxanos en muestras tumorales y modelos celulares de CECC.

1. Induccién de resistencia a taxanos en lineas celulares de carcinoma

escamoso de cabezay cuello

Hemos establecido dos lineas celulares resistentes a paclitaxel y docetaxel, 32816-
R y CAL33-R, a partir de dos lineas celulares, derivadas de un carcinoma orofaringeo
32816 (VPH+) y de un carcinoma de lengua CAL33 (VPH-), incrementando
progresivamente la dosis del farmaco paclitaxel. Estos dos farmacos son los inhibidores
de microtibulos mas empleados en la practica clinica y ejercen su accion mediante la
estabilizacion de microtubulos, aunque se han identificado ciertas diferencias entre
ellos. Otros grupos han descrito la existencia de resistencia cruzada a estos dos
farmacos en distintos tipos de tumores, como el cancer de prostata o el cancer
gastricol46269-271  También se han descrito mecanismos moleculares comunes
implicados en la resistencia a estos dos farmacos en CECC™, Nuestros resultados

confirman estas observaciones de otros grupos.
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En el caso de la linea celular 32860, derivada de un carcinoma de laringe VPH-,
aungue presentd una mayor sensibilidad basal al placlitaxel en relacién con las otras
dos lineas celulares incluidas en el estudio, no fue posible generar resistencia mediante
el incremento progresivo de dosis; es mas, al completar este proceso aumentd su

sensibilidad al farmaco.

Con el objeto de analizar los cambios genéticos asociados al proceso de generacion
de resistencia al paclitaxel, se analizaron los cambios en el cariotipo en las tres lineas
celulares (32860, 32816 y CAL-33). Nuestros resultados muestran cambios en el
cariotipo de las células resistentes a paclitaxel (32816-R y CAL-33-R) en relacién con
las lineas celulares parentales (32816 y CAL-33), lo que sugiere que la exposicion
reiterada a este farmaco podria inducir cambios cromosémicos. Dado que los
microtubulos desempefian un papel central en la segregaciéon cromosémica durante la
mitosis, el tratamiento con paclitaxel, al inhibir la polimerizacién de los mismos, podria
afectar a este proceso y explicar la aparicién de cambios citogenéticos?’2. No obstante,
no podemos descartar que los cambios en el cariotipo sean el resultado de la seleccién

de clones resistentes a paclitaxel ya existentes en las lineas celulares parentales.

En el caso de la linea celular CAL33-R se observo un enriquecimiento del cariotipo
tetraploide. Se ha descrito previamente que la tetraploidia genera inestabilidad
cromosdémica y se asocia con fallo terapéutico 273, Por otra parte, la linea celular 32816-
R presenté cambios, como la ganancia de los cromosomas 1 y 14, que podrian estar
implicados en la resistencia a paclitaxel, si bien no existen estudios al respecto. Las
ganancias o amplificaciones en 1q son cambios estructurales frecuentes en mieloma
multiple, cancer de mama y cancer de endometrio?’*2?’". Se ha descrito la
sobreexpresion de genes localizados en esta regiéon relacionados con proliferacion,
como PIP5K1A, MAPBPIP, RAB25A, PCTK3, RAB4 y MPZL1; regulacion
transcripcional y remodelacion de la cromatina, como USF1, JARID1B, TBX19 y CROC4
y metabolismo celular, como CA14 y ALDH9AL1l. RAB25A pertenece a la familia de
oncogenes RAS y también ha sido asociado con la supervivencia y la migracion
celular?’. Por otra parte, un estudio en el que se establece una linea celular de cancer
de ovario a partir de una muestra tumoral, asocia las amplificaciones en el brazo
cromosomico 1g con una mayor resistencia a algunos farmacos, aunque el paclitaxel no
esta entre ellos?’®. Las ganancias en el cromosoma 14 no son muy frecuentes en cancer,
si bien han sido descritas en el tumor carcinoide ileal?”®; de hecho, la alteracién mas
frecuente en este cromosoma es la pérdida de material genético que ha sido descrita,

entre otros, en el carcinoma nasofaringeo?®.
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La linea celular 32860, que no adquirid resistencia tras el tratamiento con dosis
progresivamente mayores de paclitaxel, presenté un aumento de células poliploides y
de células con endorreduplicacién (replicacion del DNA nuclear no asociada a division
celular). Se ha descrito que el dafio de los microtibulos puede inducir endomitosis por
pérdida de eficiencia de los puntos de control del ciclo celular, lo que condicionaria la
respuesta a agentes quimioterapicos y podria dar lugar a el aumento de sensibilidad a
farmacos inhibidores de microtiibulos?3281, Por otra parte, la aneuploidia se asocia con
un incremento de la resistencia a farmacos?®2. Sin embargo, en este caso, no ha sido

suficiente para adquirir resistencia a paclitaxel.

Debido al comportamiento diferencial de las lineas celulares 32816 y 32860, se
compararon las alteraciones genéticas y moleculares de cada una de ellas. Ambas
lineas celulares presentaron alteraciones citogenéticas comunes frecuentes en CECC,
como ganancias en 3q, 7p, 89, 9q y 20q y pérdidas en 3p y 18qg2%. Ademas, en ambos
casos se identificd la presencia de un isocromosoma 8 (un cromosoma anormal en el
que uno de los brazos cromosémicos se duplica de forma especular y el otro se
pierde)?84285 | as aberraciones estructurales en este cromosoma son frecuentes en
CECC y afectan principalmente a la regidén centromérica, dando lugar a la formacion de
isocromosoma con ganancias en 8q. En la regidon 8g24.21 se encuentra el oncogén
MYC, implicado en la progresién del ciclo celular, la apoptosis y la transformacién
celular?™, Las pérdidas en 3p, encontradas en las dos lineas celulares, se han descrito

como un evento temprano en el proceso carcinogénico del CECC.

Los primeros estudios moleculares en CECC identificaron pérdidas frecuentes de
material genético en las regiones 3pl4.2, 3p21.3 y 3p25. Posteriormente, la
secuenciacion de nueva generacion permitio identificar pérdidas de mayor tamafio en
este brazo cromosémico. La correlacion entre la pérdida de 3p en CECC y el prondstico
clinico se ha descrito en diversas cohortes de pacientes. Las deleciones en las regiones
3p12.1y 3pl4.2, observadas en las dos lineas celulares, se han asociado con estadios
tumorales tempranos, mientras que las pérdidas que afectan a la regién terminal se han
identificado principalmente con estadios avanzados y se han asociado con
caracteristicas clinico-patolégicas adversas, una mayor agresividad del tumor y un peor
prondstico!?113.28 | 3 pérdida de la region distal 3p21.1-3p26.3 se encontrd sélo en la
linea celular 32860. Si bien las pérdidas en 3p son frecuentes en CECC VPH+ y VPH-,
las pérdidas del extremo terminal se detectan principalmente en tumores VPH-13, |o
cual es coherente con que solo hayamos detectado esta anomalia de la region terminal

del brazo 3p en la linea celular 32860. Por otra parte, las pérdidas en 11q se han
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asociado principalmente con CECC VPH+28" y nosotros la hemos encontrado sélo en la

linea celular 32816.

El estudio de aCGH se completd con un analisis del perfil transcriptdmico mediante
microarrays de expresion. El andlisis del transcriptoma centrado en la region 3p26.3-
3p21.1 permitié identificar 22 genes infraexpresados en la linea celular 32860 en
relacion con la linea 32816. Aunque entre los genes ubicados en esta region se
encuentran los genes supresores tumorales ROBO1, FHIT y VHL!?; ninguno de ellos
se encontrd infraexpresado en la linea celular 32860. El andlisis de enriquecimiento
funcional realizado con los genes infraexpresados revel6 su asociacién con el proceso
de autofagia, proceso que interviene en la degradacion de proteinas y organulos para
el mantenimiento de la homeostasis metabdlica de las células?. Entre los 22 genes
infraexpresados se encontraba ATG7, localizado en la region 3p25.3. La alteracion
diferencial de este gen en la linea celular 32860 se confirmé al demostrar, por western
blot, la falta de expresion de la proteina. Hasta el momento, solo se ha descrito la pérdida
de ATG7 en una linea celular de cancer de pulmén y se ha asociado con la inactivacion

de la autofagia?®.

ATG7 desempefia un papel esencial para la iniciacion del proceso candnico de
autofagia, proceso que presenta un papel dual en cancer dependiendo del tipo tumoral,
el estadio y el contexto genético?’®. En términos generales, se ha descrito que la
autofagia desempefia un papel supresor en la iniciacion tumoral, pero favorece la
progresion y supervivencia de los tumores ya establecidos. ATG7 es un gen cuya
pérdida heterocigota afecta a las caracteristicas tumorales y la respuesta al tratamiento
en modelos de adenocarcinoma ductal de pancreas, sugiriendo que la haploinsuficiencia
(pérdida de expresion de un alelo) de este gen podria ser patogénica®®®. Ademas, se ha
asociado la pérdida de ATG7 con una reduccion de la sensibilidad a los taxanos en

lineas celulares de cancer de pulmén?%.

A la vista de este resultado, se estudié, mediante western blot, la via de sefializacion
de la autofagia en las lineas celulares 32860 (con pérdida de ATG7) y 32816 (sin
alteracion en ATG7), observando en la linea celular 32860 un aumento significativo de
la expresién de p62 y una disminucion de la activacion de LC3B, lo que sugiere un
blogueo de la autofagia, consistente con el papel esencial de ATG7 en este proceso?“.
Tanto los niveles de expresién de p62 como la conversion de LC3B-I en su isoforma

activa LC3B-Il son marcadores establecidos de autofagia activa?®®.

Con el objetivo de determinar si la incapacidad de generar resistencia a paclitaxel

en la linea celular 32860 se debia a la pérdida de ATG7 y la consecuente inhibicion de
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la autofagia candnica, se decidid delecionar este gen y estudiar los efectos de dicha
pérdida en linea celular 32816. Para ello, se caracterizaron clones knockout para ATG7

generados mediante la tecnologia CRISPR/Cas9.

2. El papel de la pérdida ATG7 en lalinea celular 32816

El sistema CRISPR/Cas9 habia demostrado previamente su eficiencia y utilidad en
el estudio de la autofagia, ya que permite una inhibiciébn completa y especifica de esta
via de sefializacion mediante la inactivacion de genes clave para este proceso, como
ATG5y ATG7%%2, Por este motivo, se disefi6 un sistema para establecer clones knockout
de ATG7 en la linea celular 32816 (32816-ATG7-KO).

El andlisis del estado de la autofagia en los tres clones 32816-ATG7-KO puso de
manifiesto la acumulacion de p62 y la falta de activacion de LC3B en estas células,
observada también en la linea celular 32860 y asociada con un bloqueo de la
autofagia?®. La proteina ATG7 media la conversion de LC3B-I a su isoforma activada
LC3B-Il a través de su participacion del sistema ATG82'2, por lo que la inactivacion de

ATG7 disminuye la expresion de LC3B-II al no producirse la transformaciéon de LC3B-I.

ATGY7 participa también en el ensamblaje del complejo formado por ATG5, ATG12
y ATG16L1%2 | por lo que la inactivacién de ATG7 causa una disminucién pronunciada
en los niveles de expresion del complejo ATG5-ATG12 y de la proteina asociada
ATG16L1. El estudio, mediante western blot, de la expresion de estas proteinas en los
clones 32816-ATG7-KO confirmé que la pérdida de expresion de ATG7 altera la

formacion de este complejo.

La realizacién de estudios de inmunofluorescencia confirmé la acumulacién de p62
y mostré una ligera disminucién de la expresién de LC3B en los clones 32816-ATG7-
KO, aungue se debe de tener en consideracion que esta técnica no permite distinguir
las dos isoformas de esta proteina. También se analizé la localizacién de la proteina
LAMP-1, que esta presente en la membrana lisosomal y colocaliza con p62 en los
autofagolisosomas. En los clones 32816-ATG7-KO se observé un incremento de
expresion de LAMP-1 indicativo de un mayor nimero de lisosomas, con escasa
colocalizacion con p62, lo que indica que en la pérdida de expresion de ATG7 impide la
fusion de los autofagosomas con los lisosomas?!?2°12%3 Todo esto, en su conjunto,
apoya el papel esencial de ATG7 en la autofagia canénica descrito en otros tipos de

cancer hasta el momento?“.
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El analisis de la respuesta a paclitaxel en los clones 32816-ATG7-KO mostro una
reduccién de la sensibilidad a este farmaco. Aunque el efecto principal del paclitaxel
consiste en la estabilizacion de la polimerizacion de los microtibulos, este farmaco
también afecta a la apoptosis y a la autofagia, incrementando la expresion de LC3B-II,
ATGS5, PI3K de clase Il y BECLIN1 y disminuyendo los niveles de p62. Esta induccién
de la autofagia mediada por paclitaxel contribuye al efecto citotoxico de este
farmaco!**144, La imposibilidad de inducir la autofagia en las células carentes de ATG7
podria ser la responsable de la reduccion del efecto del paclitaxel en los clones 32816-
ATG7-KO. Ademas, ATG7 tiene otras funciones independientes de la autofagia, como
la regulacién del ciclo celular, que también podrian condicionar la respuesta a paclitaxel.
La pérdida de este gen se ha asociado previamente a una reduccion de la sensibilidad

a algunos farmacos, incluidos los taxanos, en otros tipos de cancer?®°,

La induccidn de resistencia a paclitaxel mediante el incremento progresivo de dosis
en los clones 32816-ATG7-KO y 32816-PX (transfectados con un plasmido vacio a
modo de control) mostré que los clones 32816-ATG7-KO adquirien una mayor tolerancia
al paclitaxel tras un menor nimero de ciclos de tratamiento. Una posible explicacion a
este efecto podria ser que estos clones ya presentaban una menor sensibilidad de
manera basal. La mayor facilidad de los clones 32816-ATG7-KO para adquirir
resistencia a paclitaxel podria explicar la asociacién entre la pérdida de la region
gendmica en 3p, donde se localiza ATG7, con el fallo terapéutico y mal prondstico de

estos casos!t?113,

Estos resultados descartan que la dificultad para adquirir resistencia a paclitaxel
observada en la linea celular 32860 sea consecuencia de la pérdida de ATG7 asociada
a la delecién de la region 3p, por lo que podrian ser otros genes localizados en esta
region o en otras zonas del genoma, los responsables de dicha observacion. Ademas,
es preciso tener en consideracion el papel dual de la autofagia en cancer, que depende
de muchos factores, como el origen tumoral o el resto de alteraciones genéticas del

tumor®', distintos entre las lineas celulares 32816 y 32860.

3. Alteraciones gendmicas en muestras tumorales de CECC

En este trabajo se ha estudiado, mediante aCGH, DNA obtenido de tejido parafinado
derivado de 177 CECC diagnosticados en estadios localmente avanzados, identificando
las alteraciones genomicas mas frecuentes. En la serie global, las pérdidas en 3p, 21p,
11q, 9p, 18 y 4p y las ganancias en 3q, 8q, 5p, 20p y 20q, alteraciones descritas

previamente en CECC, fueron los cambios gendmicos detectados con mayor
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frecuencial?4283284 Muchos de estos cambios genémicos son coincidentes con los
detectados en las lineas celulares 32816 y 32860, incluyendo las pérdidas en 3p y 18q
y las ganancias en 3q, 8q, 20p y 20g. Se conoce que las alteraciones en el nimero de
copias desempefan un papel importante en la progresion del cancer y que el perfil
genodmico puede tener implicaciones en la etiologia, la evolucién y el prondstico del
cancer, ya que en muchos casos esto no depende de alteraciones de un solo gen sino
de la combinacién de varios cambios genémicos?®. Hasta el momento, no se han
realizado estudios de aCGH en series de pacientes con CECC de este tamafio con
tumores diagnosticados en el mismo estadio y tratados de manera homogénea. Por este
motivo, nuestros resultados pueden contribuir a definir mejor el perfil genémico de estos

tumores y su asociacion con la respuesta al tratamiento.

Posteriormente, se comparo la recurrencia de las alteraciones genéticas en funcién
de los subgrupos de respuesta al régimen TPF: estabilizacion de la enfermedad,
respuesta parcial o completa, y toxicidad al tratamiento. Las pérdidas en 4p mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre los subgrupos, estando presentes en
un 20,6% de los casos con estabilizacion de la enfermedad, un 44,3% de los casos con
respuesta completa o parcial y un 66,7% del grupo con toxicidad. No se identificaron
genes localizados en esta regién cromosémica cuya delecidn o infraexpresion se asocie
con la resistencia a farmacos?®®, por lo que resulta de interés profundizar en el estudio

de esta region.

El andlisis de los cambios focales revel6 que las pérdidas en las regiones 4p15.31y
4p15.32 son mucho mas frecuentes en el grupo con toxicidad (76,19% y 90,48%,
respectivamente) que en el de respuesta completa o parcial (59,84% y 59,02%) y en el
de estabilizacion de la enfermedad (32,35% en ambos casos). Este resultado refuerza
la hipétesis de que los genes localizados en 4p desempefian un papel en la respuesta
al tratamiento TPF. El andlisis de enriquecimiento funcional realizado con los genes
localizados en 4p identificé una asociacion con las vias de sefializacion de Notch y
Sonic-Hedgehog. El papel de estas vias de sefializacion en la respuesta terapéutica en
CECC no esté bien descrito, pero su alteracion se ha asociado con quimiorresistencia
en cancer de mama, de ovario y de pancreas!®®2°6-2%, Por otra parte, se ha descrito un
papel dual de la sefializacién mediada por los receptores Notch en CECC!%. Seria
interesante completar este estudio analizando el estado de los genes de esta region
mediante otra técnica y caracterizando su alteracion en CECC para confirmar su papel

en la respuesta al tratamiento.
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El nimero de alteraciones en el numero de copias, medido a través del porcentaje
del genoma afectado, ha demostrado ser un factor prondéstico en algunos tipos de
cancer, como el carcinoma renal de células claras, el cancer de tiroides, de colon, de
préstata, de endometrio y de mama?®°2®, En nuestro trabajo, hemos observado un
elevado porcentaje de tumores con alteraciones genémicas, detectadas por aCGH, en
el grupo de pacientes con CECC que presentaron toxicidad al tratamiento con TPF,
mientras que los casos con estabilizacién de la enfermedad presentaban menos
cambios gendmicos. Dado que el estudio se realiz6 en muestras obtenidas antes del
inicio de la terapia TPF, estos datos sugieren que la determinacién del nimero total de
alteraciones detectadas por aCGH podria ser utilizado como biomarcador para predecir

la toxicidad del tratamiento TPF en los pacientes con CECC.

El analisis de la region 3p25.3, donde se encuentra el gen ATG7, permitio identificar
ganancias en esta regién en un 4,82% de los casos y pérdidas, principalmente
heterocigotas, en un 64,41%, de modo que la pérdida del gen ATG7 es un evento
frecuente en CECC. Se ha descrito que la haploinsuficiencia del gen ATG7 desempefia
un papel en la supresion de la progresiéon tumoral en el adenocarcinoma ductal de
pancreas, por lo que la pérdida en heterocigosis de este gen también podria tener
importancia en el desarrollo de CECC?°, Al estudiar la pérdida de esta region
cromosémica de acuerdo con los subgrupos de evolucion clinica, no se encontraron
diferencias significativas; si bien los casos con estabilizacion de la enfermedad
presentaron un menor porcentaje de deleciones (50%). Finalmente, se analizé el estado
de ATG7 en 15 muestras de CECC, procedentes de otra serie de pacientes, mediante
gPCR y Unicamente se identificé un caso con delecién de este gen. Es preciso tener en
cuenta que la serie de pacientes estudiada por gPCR tiene un tamafio muy reducido y,
ademas, solo se estudié un exoén, con lo cual, podria haber alteraciones en ATG7 que
no se estén teniendo en consideracién. Por otra parte, al no pertenecer estos pacientes
a la serie estudiada por aCGH, pueden presentar diferencias clinicas que expliquen la

disparidad de este resultado.

Una de las limitaciones de nuestro estudio es que solo se analizaron muestras
obtenidas en el momento del diagnéstico, por lo que no se han podido tener en cuenta
las alteraciones genéticas adquiridas por exposicion al tratamiento, que podrian
desempefiar un papel importante en la respuesta al tratamiento. Ademas, los datos de
respuesta se determinaron tras el tratamiento a TPF, que incluye docetaxel, cisplatino y
5-FU, por lo que no es posible saber si la respuesta observada se debe al tratamiento

conjunto o Unicamente a alguno de los farmacos empleados.
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4. Estudio molecular y fenotipico de la resistencia a taxanos

Con el objetivo de determinar los cambios gendmicos inducidos por el tratamiento
con dosis incrementadas de paclitaxel, llevamos a cabo un estudio de aCGH en las
lineas celulares 32816 y 32816-R. En el andlisis de los resultados destacaron las
alteraciones observadas en 7q, pues, mientras que la linea celular 32816 no presentaba
cambios en esta regién, la linea celular 32816-R presentaba una delecion de gran
tamafio seguida de una ganancia de material genético, descrita previamente por otros
grupos y asociada con mal prondstico. En CECC, las pérdidas en 7q se consideran un
evento tardio en la carcinogénesis®. Ademas, en otros tipos de cancer, especialmente
en las neoplasias mieloides, la pérdida de heterocigosidad en 7gq es muy frecuente,
aunque su papel en el desarrollo tumoral no esté claro®22°3, En cancer de mama esta
alteracion se ha asociado con mayor riesgo de metastasis y peor pronostico®®*. Nuestro
estudio sugiere que la pérdida de 7g también podria estar relacionada con la resistencia
a los taxanos en CECC. Entre los genes localizados en 7q se encuentra TRAPPC14,
que codifica una proteina implicada en la regulacién de microtibulos, aungue no se ha
estudiado en cancer hasta el momento®®. La pérdida del gen SUMF2, también
localizado en esta region, se ha relacionado con la adquisiciébn de resistencia al

bortezomib en casos de mieloma mdltiple3®.

El estudio del transcriptoma mediante microarrays de expresion revelo la alteraciéon
de vias de sefializacion en la linea celular 32816-R que participan en procesos clave en
la respuesta terapéutica y el desarrollo tumoral, como el metabolismo celular, la
respuesta al dafio en el DNA, la regulacion del ciclo celular o la transicion epitelio-
mesénquima. El gen con un mayor aumento de expresion en la linea celular 32816-R
fue ABCB1, que codifica la proteina MDR1, una bomba de expulsién de farmacos
dependiente de ATP asociada a resistencia a mdultiples farmacos, incluyendo los
taxanos, en distintos tipos de cancer31692% E| gen ABCB1 se localiza en la region
7021.12, que se encuentra en la regién del brazo cromosoémico 7q que esta amplificada
en la linea celular 32816-R. En algunos tipos de leucemia mieloide aguda se ha descrito
una sobreexpresion transcripcional de ABCB1 en aquellos casos que presentan
monosomia parcial o total del cromosoma 7, aunque se desconoce el mecanismo
subyacente®"’. Esto sugiere que las aberraciones estructurales en este cromosoma que
implican pérdidas y ganancias de material genético pueden favorecer la ganancia a nivel
focal de la region donde esta ABCB1 y su consecuente sobreexpresion, no solo en

leucemias, sino también en tumores sélidos como el CECC.
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Por otra parte, el gen con una disminucion de la expresion mas pronunciada en la
linea celular 32816-R fue DNAJCL15, que codifica la proteina MCJ, un regulador negativo
del Complejo | de la cadena transportadora de electrones y, consecuentemente, de la
produccion de ATP mitocondrial®®®. La pérdida de expresion de este gen, habitualmente
secundaria a metilacion de la region promotora del mismo, conduce a un incremento de
la produccion de ATP, que podria ser empleado por bombas de expulsion de farmacos
como MDRL1. A pesar de los escasos estudios existentes sobre el papel de DNAJC15
en cancer, la disminucién de su expresion ha sido asociada a un aumento de resistencia
a multiples farmacos en cancer de mama y ovario, estando también presente en estos
casos la sobreexpresion de ABCB13%83%°  Concretamente, se ha descrito que la
sobreexpresion del gen ETV7 causa la represion de DNAJC15 dando lugar a la
resistencia a doxorrubicina en cancer de mama3® y, ademas, se ha sugerido que MCJ
(DNAJC15) promueve la degradacion de c-Jun para prevenir la expresion de ABCBL1.
De este modo, la disminucion de la expresibn de DNAJC15 contribuiria a la

sobreexpresion de ABCB1 a través de ¢c-Jun®®®,

También hemos estudiado otros genes, como BIRC5, CYCS, NFKB1 y TUBB3, que
presentaban expresién diferencial significativa en la linea celular 32816-R y cuya
alteracion se habia asociado previamente a resistencia a taxanos en CECC°, En
cuanto al gen CYCS, que cadifica el citocromo ¢, se ha descrito que su liberacion de la
mitocondria al citoplasma puede producir la activacion de las caspasas y a la inducciéon
de la apoptosis celular. Este mecanismo tiene una mayor importancia en la resistencia
a cisplatino, pero también se ha asociado con la resistencia a paclitaxel. Ademas, el
citocromo c participa en la cadena transportadora de electrones mitocondrial,
contribuyendo a la produccién de ATP y la disminucion de su expresion se ha asociado
a un incremento de resistencia a distintos farmacos, incluyendo los taxanos, en tumores
con un metabolismo energético glicolitico'**1°, Por otro lado, se ha descrito que la
activacion de NF-kB media la expresion de la survivina (codificada por BIRCS),
contribuyendo a la resistencia a taxanos. La survivina puede inhibir la caspasa-9,
blogueando la apoptosis. A pesar de que se identific6 un aumento de expresion
significativo en NFKB1, la diferencia de expresion en BIRC5 entre 32816 y 32816-R
presenté un FC<2 y no se identificaron cambios de expresion significativos en la
caspasa-9%18l Ademds, dado que los taxanos interfieren en el ensamblaje de los
microtubulos, es coherente que las alteraciones que afecten a este proceso condicionen
la sensibilidad a este tratamiento. Se ha descrito que un incremento en los niveles de
tubulina-Blll (codificada por TUBB3) provoca un incremento de resistencia a paclitaxel.

Sin embargo, en estudios basados en el andlisis de biopsias de CECC no se encontro
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una correlacién significativa entre los niveles de expresion de TUBB3 y la respuesta al

tratamiento u otras implicaciones clinicas3189:1%,

Tanto la sobreexpresion de NFKB1 y TUBB3 como la infraexpresion de CYCS en la
linea celular 32816-R respecto a la linea celular parental 32816 se comprob6 mediante
RT-gPCR. Sin embargo, en la linea celular CAL33-R no se observaron estos cambios
cuando se compararon los niveles de expresién de estos genes con los de la linea
celular parental CAL33. De hecho, se observé un incremento en la expresion de CYCS,
al contrario que en la linea celular 32816-R, que podria estar relacionado con un
incremento del ATP mitocondrial. De este modo, estos cambios no fueron comunes en
las dos lineas celulares resistentes a taxanos. Ademas, a pesar de que se ha descrito
su papel en la resistencia, no se ha demostrado que sean mecanismos esenciales para
el desarrollo de la misma. Por todo ello, se decidié centrar el estudio en las alteraciones
identificadas en ABCB1 y DNAJC15.

Tras confirmar las alteraciones de ABCB1y DNAJC15 en las lineas celulares 32816-
R y CAL33-R mediante western blot, se demostr6 que ambas alteraciones son
esenciales en la resistencia a taxanos en las lineas celulares de CECC. Para probar la
esencialidad de MDR1, se emple6 el tratamiento con verapamilo, un inhibidor de los
canales de calcio, que inhibe la funcién transportadora de esta bomba de eflujo®?.
Trabajos previos de otros grupos ya habian puesto de manifiesto la reversion de la
resistencia a taxanos tras tratamiento con verapamilo, si bien se ha sugerido que esta
alteracion no es suficiente para generar la resistencia y que, por si sola, no constituye
un biomarcador de resistencia efectivo3'?-34, Nuestros resultados confirman la reversion
de la resistencia con verapamilo. En nuestro estudio, la sobreexpresion de MDR se
asocia con infraexpresion de DNAJC15 en la linea celular 32816-R. La sobreexpresion
de DNAJC15 en la linea celular 32816-R tras su transfeccion con un vector retroviral
permitié revertir la resistencia a paclitaxel, poniendo de manifiesto la relevancia de esta
alteracion y la existencia de un mecanismo conjunto en el que tanto ABCB1 como

DNAJC15 desempefian un papel necesario.

Los transportadores ABC necesitan cantidades importantes de ATP para transportar
sustratos y, algunos de ellos, como ABCB1, son capaces de expulsar farmacos. De
hecho, estudios bioquimicos han probado que se necesitan hasta dos moléculas de ATP
para expulsar una molécula de sustrato®®®. Por este motivo, las alteraciones metabdlicas
tienen un papel importante en la resistencia mediada por estos transportadores. A pesar
de que la respiracion mitocondrial es la principal via de obtencién de ATP en la mayoria

de las células, se ha demostrado que las células tumorales emplean la glicélisis aerobia
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en detrimento de la fosforilacion oxidativa para generar lactato en lugar de ATP, de
manera que adquiere una mayor relevancia la generacién de ATP mitocondrial
independiente de la glicdlisis. Este fenbmeno, denominado efecto Warburg, forma parte
de los hallmarks del cancer y se ha asociado con la quimiorresistencia, si bien los

mecanismos subyacentes no han sido bien caracterizados31¢-318,

Estudios recientes han demostrado que los transportadores ABC usan ATP
mitocondrial como la principal fuente de ATP para la expulsion de farmacos en células
tumorales quimiorresistentes®®, Ademas, se ha probado que el incremento de la
produccion de ATP mitocondrial puede estar mediado por la pérdida de expresion de
DNAJC15202:268319  Nyestros resultados sugieren que el estudio conjunto de DNAJC15

y ABCB1 podria utilizarse como biomarcador de respuesta a taxanos.

La ausencia de cambios de expresion en los genes DNAJC15 y ABCBL1 en la linea
celular parental 32860 obtenida tras la exposicidn a dosis crecientes de paclitaxel podria
explicar que esta linea celular no adquiera resistencia estable a taxanos. El aumento de
expresion de ABCB1 y la disminucién de la expresion de DNAJC15 en los clones 32816-
ATG7-KO-R podria neutralizar el efecto de la pérdida de ATG7 y explicar la aparicién

de resistencia en esta linea celular.

Teniendo en cuenta todo esto, es preciso considerar MDR1 y MCJ (DNAJC15) como
posibles dianas terapéuticas para revertir la resistencia a taxanos. El verapamilo
bloguea los canales de calcio y la actividad transportadora de MDR1. Por este motivo,
su administracion en combinacién con los taxanos en CECC resistente parece una
alternativa terapéutica interesante para resensibilizar el tumor. Esta estrategia
terapéutica se comenzé a estudiar hace mas de 30 afios y existen muchos articulos
publicados que valoran el potencial del verapamilo en la reversién de la resistencia,
llegando a conclusiones contradictorias. Los ensayos clinicos que se han realizado
demuestran que el uso de verapamilo en tumores resistentes a taxanos no mejora la
respuesta obtenida con otras lineas de tratamiento31320-326_ Ser{a interesante explorar
otras opciones terapéuticas dirigidas a inhibir la sobreexpresién de MDRL1. Por otro lado,
se ha descrito que la combinacién de miméticos de MCJ (DNAJC15) con los taxanos
puede revertir la resistencia mediada por MDR1, mediante ensayos preclinicos in vitro
e in vivo®!®, Se trata de un estudio preliminar, pero que abre una puerta al desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas para hacer frente a la probleméatica de la resistencia a

taxanos.

La caracterizacion fenotipica de las lineas celulares resistentes a taxanos mostr6 un

aumento de la capacidad migratoria en las células 32816-R y CAL33-R con respecto a
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las lineas celulares parentales. En nuestro conocimiento, no se han establecido y
caracterizado lineas celulares de CECC resistentes a taxanos hasta el momento, pero
si se han realizado estudios en otros tipos de cancer que demuestran que las lineas
celulares resistentes a taxanos presentan un fenotipo asociado a la transicién epitelio-
mesénquima®?’. Algunos de los genes que se han visto implicados en este fenotipo en
otros tipos de cancer son ST3GAL1, TGFB1, VIM, CDH1, CDH2, NEAT1 y KRT17°3%8-
31 que no hemos encontrado alterados significativamente en la linea celular 32816-R.
Sin embargo, hemos identificado cambios de expresidon en otros genes implicados en la
transicion epitelio-mesénquima, como LEF1, lo que sugiere que la regulacion de este
proceso es compleja. Se ha caracterizado el papel en la migracién de la sobreexpresion
de LEF1 en carcinoma hepatocelular y se ha sugerido su potencial como diana
terapéutica para revertir la resistencia a lenvatinib en este tipo de cancer®?. Seria
interesante profundizar en los mecanismos moleculares subyacentes a este incremento

de la capacidad migratoria observado en las lineas celulares resistentes a taxanos.

5. Estudio del papel de las vesiculas extracelulares en laresistencia ataxanos

Se ha descrito que las vesiculas extracelulares (EVs) desempefian un papel
importante en quimiorresistencia, ya que las células tumorales resistentes pueden
emplear estas particulas para transferir contenido de manera selectiva a otras células,
habiéndose descrito la transferencia de proteinas importantes para la resistencia, como
las bombas de eflujo, pero también de proteinas con una funcién contraria que no
interesan a las células para el mantenimiento de la resistencial®2032% | g
caracterizacion de las EVs liberadas por las células CAL33 y CAL33-R, demostréd que,
al contrario de lo descrito en la literatura, la linea celular CAL33-R liberaba un menor
namero de EVs de 10K y 100K en comparacion con la linea celular parental. Esta es
una cuestiéon compleja, ya que tanto el tipo de EVs, que en muchos estudios no se
especifica, como el contenido de las mismas, parece ser mas relevante que la
concentracion de particulas en si misma3®3. Ademas, el hecho de que las EVs de 100K
procedentes de la linea celular CAL33-R presentasen un mayor contenido proteico
concuerda con la importancia de este mecanismo de comunicacion intercelular en la

resistencia a taxanos.

Aungue la importancia de las EVs en cancer esta clara, apenas hay estudios en
CECC. Entre las vias de sefializacion con expresion diferencial entre las EVs de 100K
procedentes de las lineas celulares CAL33 y CAL33-R se encuentra la de VEGF-

VEGFR, que ha sido identificada previamente en EVs liberadas por células tumorales
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resistentes a multiples farmacos, por lo que parece tener importancia en la transferencia
de este fenotipo?®. Asimismo, se ha descrito las EVs pueden tener un papel importante
en la metastasis, lo cual puede explicar la desregulacion de vias de sefializacion como

EGF-EGFR en las células CAL33-R, con mayor capacidad migratoria®.

Por otra parte, la proteina MDR1 se detect6 Unicamente en las EVs procedentes de
las células CAL33-R. La presencia de bombas de eflujo en EVs liberadas por células
resistentes ha sido descrita previamente y es considerado un método de transferencia
de la resistencia a otras células tumorales?°3294206_ Esto confirma la liberacién selectiva
de contenido en las EVs por parte de las células. En el caso de MCJ (DNAJCL15), se
identificé un aumento en los niveles de expresion de esta proteina en las EVs liberadas
por las células CAL33-R con respecto a la expresion intracelular, lo que podria ser
debido al uso de EVs para la liberacién de contenido proteico que no contribuye al
fenotipo resistente a través del empaquetamiento selectivo, garantizando el

establecimiento y mantenimiento de la resistencia.

Como perspectivas futuras, seria interesante cultivar células sensibles con EVs
procedentes de las células resistentes a taxanos para comprobar si realmente se
produce la transferencia del fenotipo resistente Unicamente a través de las EVs.
Caracterizar en profundidad las EVs en CECC y su papel en la resistencia a taxanos es
fundamental para posteriormente evaluar su potencial como biomarcadores y dianas

terapéuticas.

6. Alternativas terapéuticas en CECC resistente a taxanos

Tras determinar las alteraciones responsables de la resistencia a taxanos en las
lineas celulares 32816-R y CAL33-R, se decidi6 analizar la respuesta a distintos agentes
terapéuticos para detectar posibles resistencias cruzadas e identificar alternativas
terapéuticas. En primer lugar, se estudié la sensibilidad de las células a los otros

farmacos que componen la terapia TPF (5-FU y cisplatino) y a la radiacion.

Nuestros resultados muestran que las lineas celulares resistentes a taxanos no
presentan resistencia cruzada a 5-FU, a pesar de que en otros tumores si ha sido
descrita®*3%, El 5-FU no es sustrato de MDR1 y los mecanismos que median la
resistencia a este farmaco son diferentes y se basan principalmente en la inhibicion de

la apoptosis®®°.

Por otra parte, en nuestro trabajo, las lineas celulares resistentes a taxanos

presentaron una mayor sensibilidad a cisplatino. Aunque en algunos estudios se ha

196



relacionado la sobreexpresion de MDR1 con resistencia a platinos'®, también se ha
descrito un aumento de la sensibilidad a cisplatino en lineas celulares con
sobreexpresion de ABCBL1 y los estudios que lo reportan sugieren que podria estar
mediado por alteraciones en los transportadores de cobre y el metabolismo del
glutation®*’. Por otra parte, algunos ensayos funcionales ponen de manifiesto que la
resistencia a cisplatino no depende de la actividad de esta bomba de eflujo3°33,
Ademads, se ha descrito que las lineas celulares de cancer de ovario resistentes a
cisplatino presentan un incremento de la sensibilidad a los taxanos®°. Esto confirma que
los mecanismos que median la resistencia a platinos y taxanos son diferentes, siendo
necesario profundizar en ellos para esclarecer las alteraciones que median la

sensibilidad colateral.

Nuestro trabajo muestra como las lineas celulares resistentes a taxanos también
presentan una mayor sensibilidad a radiacion, aspecto que, en nuestro conocimiento,
no ha sido descrito hasta el momento. Dado que ambas terapias se basan en la
induccién del dafio en el DNA, se realiz6 un ensayo COMET que probé que las células
resistentes a taxanos presentaban un mayor nivel de dafio basal y también una mayor
induccién de este dafio tras el tratamiento con cisplatino, lo que podria explicar el
aumento de sensibilidad a agentes inductores de dafio en el DNA observado en las
lineas celulares 32816-R y CAL33-R.

Se ha descrito que los defectos en la reparacion del DNA causan un incremento de
la muerte celular mediada por agentes inductores de dafio3*°34; por ello, se analizaron
los cambios transcriptomicos en genes reparadores en la linea celular 32816-R con
respecto a la 32816. Se observaron alteraciones en genes importantes en este proceso,
como la disminucion de la expresiéon de XRCC2 o NBN, que estan implicados en la
reparacion del DNA a través de distintas vias, tanto de reparacion de doble cadena como
de cadena unica, lo cual probablemente incremente el defecto en los mecanismos de
reparacion. De este modo, el desarrollo de resistencia a paclitaxel causa un defecto en
la reparacion del dafio en el DNA gue sensibiliza estas células a agentes inductores de
dafio, por lo que el cisplatino puede ser considerado un tratamiento de rescate en CECC
resistente a taxanos. Hasta el momento, los estudios que asociaban el aumento de
sensibilidad a cisplatino con la resistencia a taxanos se centraban en el estudio de otras
alteraciones moleculares®®’. Seria interesante analizar esta sensibilidad cruzada a
cisplatino en otros tipos de cancer, ya que los taxanos se emplean en el tratamiento de
muchos tumores y la adquisicion de resistencia es un evento frecuente, por lo que son

necesarias alternativas terapéuticas y terapias de rescate®¥?,
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Debido al defecto en la reparacion del DNA de las células resistentes a taxanos, se
valoroé si el olaparib podria ser una alternativa terapéutica en el CECC resistente. Este
farmaco inhibe la reparacion del dafio a través del bloqueo de la enzima PARP. La linea
celular 32816-R presenta alteraciones en diversos genes con funcién reparadora, pero
PARP1 no se encuentra entre ellos. Se observé un incremento de la respuesta a este
farmaco en las lineas celulares resistentes a taxanos, que podria deberse al dafio
acumulado en el DNA que presentan estas células a nivel basal y a los otros defectos
de reparacion identificados. La combinacion de olaparib y cisplatino ha sido estudiada
en distintos tipos de céancer, incluyendo el CECC resecable, con resultados
prometedores®*. Los resultados obtenidos sugieren que esta podria ser una

aproximacion terapéutica especialmente interesante en el CECC resistente a taxanos.

En resumen, en el presente trabajo hemos identificado dos alteraciones esenciales
para el desarrollo de resistencia a taxanos en modelos celulares de CECC, la
sobreexpresion de ABCB1 y la pérdida de expresiéon de DNAJC15, y proponerlos como
potenciales biomarcadores de respuesta. Ademas, hemos asociado la resistencia a
taxanos con un aumento de sensibilidad a agentes que causan dafio en el DNA,
abriendo la puerta al disefio de nuevas estrategias terapéuticas en CECC resistente a
taxanos, como el tratamiento combinado con agentes que inhiben la reparacién del dafio
en el DNA como el olaparib. Asimismo, la caracterizacion molecular de la resistencia a
taxanos en CECC llevada a cabo en este trabajo ha permitido identificar potenciales
dianas terapéuticas que necesitan ser estudiadas con mayor profundidad pero que
podrian mejorar el prondstico del CECC resistente a taxanos. Nuestro estudio, en su
conjunto, ha permitido profundizar en el conocimiento de los mecanismos que subyacen
a la resistencia a taxanos en CECC y valorar distintas opciones terapéuticas de cara a
optimizar el disefio de nuevas estrategias que favorezcan la medicina de precision, si

bien es necesaria la realizacion de ensayos in vivo.
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CONCLUSIONES

1. La pérdida de ATG7 es una alteracion frecuente en el carcinoma escamoso de
cabeza y cuello, causa un blogueo de la autofagia celular y modifica la
sensibilidad a paclitaxel de las células tumorales, pero no es determinante para
la adquisicion de resistencia al tratamiento.

2. Los tumores de pacientes que presentaron toxicidad al regimen TPF tienen mas
alteraciones en el numero de copias y una mayor incidencia de pérdidas en el
brazo cromosémico 4p, por lo que estos dos eventos podrian ser utilizados como
posibles biomarcadores predictores de respuesta en carcinoma escamoso de
cabezay cuello.

3. Tanto la sobreexpresion de ABCB1 (MDR1) como la reduccion de los niveles de
expresion de DNAJC15 (MCJ) son alteraciones esenciales para la adquisicion
de resistencia a paclitaxel en lineas celulares de carcinoma escamoso de cabeza
y cuello.

4. Las lineas celulares resistentes a taxanos liberan un menor niumero de vesiculas
extracelulares en relacién con las lineas celulares parentales, pero presentan un
mayor contenido proteico. La presencia de MDR1 en estas vesiculas confirma
que las células resistentes a taxanos pueden usar este mecanismo para
transferir resistencia a farmacos a las células sensibles. Ademas, la expulsion
selectiva de MCJ en las vesiculas extracelulares de las células resistentes a
taxanos podria ser otro factor importante para el establecimiento de la
resistencia.

5. Las lineas celulares resistentes a taxanos mantienen la sensibilidad al 5-FU,
probablemente al no ser dependiente de la bomba de eflujo MDR1.

6. La generacion de resistencia a paclitaxel se asocia con un defecto en los
mecanismos de reparacion del DNA que aumenta la sensibilidad a tratamientos
como el cisplatino y la radiacion, y abre la puerta al empleo de inhibidores de la
reparacion, como el olaparib, en el tratamiento del carcinoma escamoso de

cabeza y cuello resistente a taxanos.
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CONCLUSIONS

1. Loss of ATG7, a frequent alteration in head and neck squamous cell carcinoma,
causes a blockade of cellular autophagy and modifies the paclitaxel sensitivity of
tumour cells, but is not a determinant alteration for the acquisition of taxane
resistance.

2. Tumours from patients who presented toxicity to the TPF regimen showed an
increase of copy humber alterations and a higher incidence of chromosome arm
4p losses, so these two events could be used as predictive biomarkers of
response in head and neck squamous carcinoma.

3. Both the increase of ABCB1 (MDR1) and decrease of DNAJC15 (MCJ)
expression levels are essential alterations for the acquisition of paclitaxel
resistance in head and neck squamous cell carcinoma cell lines.

4. Taxane-resistant cell lines release a lower number of extracellular vesicles when
compared with the parental cell lines, but these vesicles have a higher protein
content. The presence of MDRL1 in these vesicles confirms that taxane-resistant
cells can use this mechanism to transfer drug resistance to sensitive cells. In
addition, the selective release of MCJ in the extracellular vesicles of taxane-
resistant cells could be another important factor in the establishment of
resistance.

5. Taxane-resistant cell lines maintain sensitivity to 5-FU, probably because it is not
dependent on the MDR1 efflux pump.

6. The generation of paclitaxel resistance is associated with a defect in DNA repair
mechanisms that increases sensitivity to DNA-damaging treatments such as
cisplatin and radiation and opens the door to the use of repair inhibitors such as
olaparib in the treatment of taxane-resistant head and neck squamous cell

carcinoma.
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