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Introduccion

1. LOS RECEPTORES ERBB/HER

Los receptores ERBB/HER pertenecen a la superfamilia de receptores tirosina
quinasa (RTKs). Los RTKs son proteinas transmembrana de tipo | que actlan
fosforilando residuos de tirosina en sus proteinas diana conduciendo a un cambio en
sus capacidades de sefializacion (Ocana y Pandiella, 2013). Estos receptores tienen un
papel esencial tanto en la embriogénesis como en el desarrollo (Olayioye et al., 2000)
y en la fisiologia de los organismos adultos (Heldin, 1995; Olayioye et al., 2000). La
familia de receptores tirosina quinasa ErbB/HER est4 formada por 4 miembros: el
receptor del factor de crecimiento epidérmico humano (EGFR), HER1 o ErbB1,
HER2 o ErbB2, HER3 o ErbB3 y HER4 o ErbB4. Estos receptores estan implicados
en el desarrollo y mantenimiento de distintos tumores solidos (Arteaga y Engelman,
2014; Heldin, 1995). Alteraciones en los receptores HER son indicativos de
agresividad, mal prondstico, resistencia a terapias y metastasis (Wang, 2017a). Por

ello, se han desarrollado terapias especificas contra los receptores HER.

EGFR fue el primer receptor de la familia en ser secuenciado en el afio 1984.
Presentaba una secuencia muy similar a la del oncogen v-erb-B, del virus de la
eritoblatosis aviar (Downward et al., 1984). Mas tarde, se comprob6 que este Ultimo
es un EGFR truncado (Coussens et al., 1985; Downward et al., 1984). Un afio
después, en 1985, se descubrio HER2, un receptor con actividad tirosina quinasa cuya
secuencia era homologa al oncogén Neu de rata y muy similar a la de EGFR. Por
tanto, este receptor también es conocido como Neu. Afios mas tarde se purificaron los
dos ultimos miembros de la familia, HER3 en 1989 (Kraus et al., 1989) y HER4 en
1993 (Plowman et al., 1993), caracterizados por presentar una secuencia similar a los

anteriores.

1.1. Estructuray activacion de los receptores HER

Los receptores HER son glicoproteinas que presentan una regién extracelular
con dominios de unién a ligando (Coussens et al., 1985), una region transmembrana

hidrofébica y una region intracelular que presenta un dominio tirosina quinasa y una
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Introduccion

cola carboxiterminal con sitios de autofosforilacion (Burgess et al., 2003; Marmor et
al., 2004; Yarden y Sliwkowski, 2001) (Figura 1). La region extracelular esta
formada por 4 subdominios (I-1V) (Figura 1).

Conformacioén Conformacién

. Homodimerizacién Heterodimerizacion
cerrada abierta

Brazo de dimerizaciéon

Dominio
extracelular

.. — QP
Dominio &:
transmembrana ¢
Dominio
intracelular
L Dominio
T quinasa
Cola
C-terminal

Figura 1. Estructura y activacion de los receptores ERBB/HER. Los receptores
ERBB/HER se caracterizan por estar formados por un dominio extracelular, un dominio
transmembrana y un dominio intracelular. EI dominio extracelular esta formado, a su vez, por
cuatro subdominios (I-1V) y el dominio intracelular presenta un dominio con actividad
tirosina quinasa y una cola C-terminal con lugares de fosforilacion. La activacion del receptor
tiene lugar cuando se une el ligando a través de los subdominios | y 11, induciendo un cambio
conformacional en el dominio extracelular, quedando el brazo de dimerizacion expuesto. Asi,
los receptores pueden dimerizar con otros receptores en conformacion abierta a través del
brazo de dimerizacién. La dimerizacién puede ser entre receptores idénticos
(homodimerizacion) o diferentes (heterodimerizacion).

Los receptores se activan tras la union del ligando de forma bivalente, a través
de los subdominios 1y Il (Burgess et al., 2003; Marmor et al., 2004) (Figura 1). La
unién del ligando causa un cambio conformacional que consiste en un
reordenamiento de los subdominios resultando en una conformacion abierta o activa,
en la que los receptores son capaces de dimerizar con otro receptor en conformacion
activa (Burgess et al., 2003; Marmor et al., 2004) (Figura 1). El contacto entre ellos
tiene lugar a través del brazo de dimerizacion, localizado en el subdominio I, que
queda expuesto en la conformacion abierta (Burgess et al., 2003) (Figura 1). Ademas
del brazo de dimerizacion, otras zonas de la region transmembrana y al dominio

tirosina quinasa también estan implicados en la dimerizacion y pueden estabilizar los
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Introduccion

dimeros de receptores (Marmor et al., 2004). La capacidad de los receptores no solo
para homodimerizar (miembros idénticos) sino también para heterodimerizar
(miembros diferentes de la misma familia) (Figura 1), amplifica y diversifica mucho
la sefalizacion a traves de ellos (Olayioye et al., 2000).

La dimerizacion desencadena la activacion del dominio con actividad tirosina
quinasa, de tal forma que los receptores se transfosforilan en residuos especificos de
tirosina presentes en la region intracelular (Heldin, 1995; Olayioye et al., 2000).
Efectores intracelulares son capaces de unirse a los residuos de tirosina fosforilados,
activando cascadas de sefializacion aguas abajo (Olayioye et al., 2000). Los sitios de
fosforilacion y las proteinas de sefializacion reclutadas en estos sitios dependen de la
identidad del ligando y los receptores que forman el dimero (Hynes y Lane, 2005;
Marmor et al., 2004; Olayioye et al., 2000; Yarden y Sliwkowski, 2001).

Existen algunas peculiaridades de los receptores HER2 y HER3. El receptor
HER?2 es el Unico miembro de la familia que no presenta ligando conocido (Burgess
et al., 2003; Coussens et al., 1985; Graus-Porta et al., 1997; Marmor et al., 2004). Sin
embargo, su estructura difiere de la del resto de receptores en que se presenta en una
conformacion abierta de forma basal favoreciendo asi la dimerizacion con otros
receptores (Burgess et al., 2003; Marmor et al., 2004). De hecho, es el receptor
preferido de los otros receptores HER para heterodimerizar (Burgess et al., 2003;
Coussens et al., 1985; Graus-Porta et al., 1997; Marmor et al., 2004). El dominio
tirosina quinasa del receptor HER3 es cataliticamente poco activo. Este receptor
dimeriza con otros receptores con actividad quinasa eficiente, teniendo lugar la
activacién de cascadas de sefializacion que no podrian ser estimuladas si el receptor
HER3 no hubiese sido activado tras la union de su ligando (Burgess et al., 2003; GuY
et al., 1994; Marmor et al., 2004).

-11-
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1.2. Sefializacion a través de los receptores HER

Los residuos fosforilados en las colas citoplasmaticas de los receptores HER
activados tras la dimerizacion, son los lugares de acoplamiento de proteinas
adaptadoras que se encargan de reclutar otras proteinas, activando asi vias de
sefializacion. Las principales vias de sefializacion activadas por los receptores HER
son la de las proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAPKs) y la de la
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)/AKT (Hynes y Lane, 2005; Olayioye et al., 2000;
Wang, 2017a; Yarden y Sliwkowski, 2001) (Figura 2).

- ~
—————
e ~

Tl
\4

srRC | |
mTOR : 5
] ¢ v

=

& RN PRSI S

Adhesién || Proliferacion || Apoptosis

Supervivencia .| Migracion Diferenciacion |-

i

Figura 2. Sefializacion a través de los receptores HER. La fosforilacién de residuos en las
colas citoplasmaticas de los receptores desencadena la sefializacion a través de distintas vias
que activan programas transcripcionales responsables de la induccién de respuestas
bioldgicas. Se muestran las principales vias de sefializacién y respuestas bioldgicas activadas
por los receptores HER.

Otras rutas importantes en la sefializacion son las proteinas transductoras de
sefiales y activadoras de la transcripcion (STATS), la tirosina quinasa SRC y la via de
la fosfolipasa C gamma (PLCy) (Hynes y Lane, 2005; Olayioye et al., 2000; Wang,
2017a; Yarden y Sliwkowski, 2001) (Figura 2). Ademaés, como efectores aguas abajo
de la mayoria de los dimeros formados por los receptores HER encontramos a la
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diana de rapamicina en mamiferos (MTOR) (Figura 2) y a la quinasa p70S6K, entre
otros (Hynes y Lane, 2005; Olayioye et al., 2000; Wang, 2017a; Yarden y
Sliwkowski, 2001). En dltimo lugar, en el ndcleo se activan programas
transcripcionales que conducen a la induccién de respuestas bioldgicas entre las que
se incluyen la proliferacion, la supervivencia, la diferenciacion, la adhesion y la
migracion celular y la apoptosis (Marmor et al., 2004; Wang, 2017a; Yarden y
Sliwkowski, 2001) (Figura 2).

1.3. Ligandos de los receptores HER

Los ligandos de los receptores HER son de la familia del factor de
crecimiento epidérmico (EGF). La mayoria se sintetizan como precursores
transmembrana que son procesados por proteasas y liberados en su forma soluble
(Massagué y Pandiella, 1993). Pueden funcionar también anclados a membrana en
sefializacion yuxtacrina. Todos ellos poseen un dominio EGF formado por unos 50
aminoacidos que contiene 6 residuos de cisteina espaciados formando 3 puentes
disulfuro definiendo una estructura secundaria que es necesaria y suficiente para la

union a los receptores HER (Riese y Stern, 1998).

Los ligandos se clasifican en tres grupos de acuerdo a su especificidad para
unirse a distintos receptores. El primer grupo estd formado por el propio EGF, el
factor de crecimiento y transformacion de tipo a (TGFa), la anfiregulina (AREG) y el
epigen (EPG) que se unen exclusivamente a EGFR (Figura 3). El segundo grupo esta
formado por neuregulinas (NRGs) que se unen a HER3 y HERA4. Dentro de este
grupo, tenemos dos subgrupos: las NRG1 y NRG2 que son capaces de unirse tanto a
HER3 como a HER4 y las NRG3 y NRG4 que solo presentan afinidad por HER4
(Figura 3). Por daltimo, el tercer grupo estd formado por betacelulina (BTC),
epiregulina (EPR) y el factor de crecimiento epidérmico que se une a heparina (HB-
EGF), que se unen tanto a EGFR como a HER4 (Heldin, 1995; Hynes y Lane, 2005;
Hynes y MacDonald, 2009; Riese y Stern, 1998) (Figura 3).
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Grupo 1 Grupo 3 Grupo 2
EGF
TGFa BTC
AREG EPR NRG1 | NRG3
EPG HB-EGF NRG2 | NRG4
VN a

EGFR HER2 HER3 HER4

Figura 3. Familia de receptores HER y sus ligandos. La familia de los receptores HER esta
formada por cuatro miembros. Los ligandos de los receptores pertenecen a la familia del EGF
y se unen de forma especifica a los distintos receptores, clasificandose asi en tres grupos. El
grupo 1 esta formado por ligandos que se unen exclusivamente a EGFR, el grupo 2 esta
formado por neuregulinas que se unen a HER3 y HER4 y el grupo 3 estd formado por
ligandos que se unen tanto a EGFR como a HERA4. El receptor HER2 no presenta ligando
conocido y el receptor HER3 carece de actividad tirosina quinasa eficiente.

2. RECEPTORES HER Y CANCER

En las células cancerigenas de distintos tipos de tumores, la via de
sefializacion a través de los receptores HER se encuentra hiperactivada por varios
mecanismos, entre los que se incluyen la sobreproduccion de ligandos, la
sobreproduccién de receptores o la activacion constitutiva de los receptores (Hynes y
MacDonald, 2009; Ocana y Pandiella, 2013; Yarden y Sliwkowski, 2001) (Figura 4).
Es importante conocer el mecanismo responsable de la sobreactivacion de la via de
sefializacion en cada tumor, que puede ser desencadenado por mutaciones,
deleciones, sobreexpresion o amplificacion de alguno de sus componentes (Hynes y
MacDonald, 2009; Yarden y Sliwkowski, 2001), asi como por una actividad fosfatasa
aberrante (Ocana y Pandiella, 2013) (Figura 4). Esto aporta informacién acerca del

prondstico y el tratamiento de cada paciente (Yarden y Sliwkowski, 2001).
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Figura 4. Mecanismos de activacion de los receptores HER en céncer. En células
tumorales, la sefializacién a través de los receptores HER se encuentra hiperactivada por
distintos mecanismos desencadenando una respuesta fisiol6gica aberrante.

2.1. EGFR

La amplificacion en EGFR ha sido encontrada en numerosos tipos de cancer
entre los que se encuentran mama, pulmén, cabeza y cuello, colorrectal, es6fago y
carcinoma de pulmon no microcitico (Arteaga y Engelman, 2014; Wang, 2017a;
Yarden y Pines, 2012). Una delecion de los exones 2-7 que codifican el dominio
extracelular de EGFR, llamada EGFRVIII, esta presente en un 40% de glioblastomas
con amplificacion en EGFR (Sugawa et al., 1990). EGFRvIIl se encuentra en
dimerizacién constitutiva presentando una actividad tirosina quinasa aberrante que
resulta en un aumento de la tumorogenicidad. Esta mutacion también fue encontrada
en algunos tipos cancer de mama, cabeza y cuello, ovario y préstata (Moscatello et
al., 1995).
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En carcinoma de pulmdn no microcitico se encontraron mutaciones somaticas
activantes en EGFR (Lynch et al., 2004; Paez et al., 2004). Las mutaciones en EGFR
se suelen localizar en dos puntos calientes del dominio quinasa: deleciones solapantes
en el exon 19 y una sustitucion de leucina por arginina en la posicion 858 (L858R)
(Lynch et al., 2004; Paez et al., 2004). Estos carcinomas de pulmon suelen ser
adenocarcinomas y son caracteristicos de pacientes no fumadores (Arteaga Yy
Engelman, 2014). EGFR es importante en el crecimiento de cancer colorrectal y de
cabeza y cuello. Sin embargo, no se han encontrado alteraciones moleculares en ellos

(Arteaga y Engelman, 2014).

2.2. HER2

HER2 estad amplificado en varios tipos de tumores como los de mama,
gastrico y de esdfago (Arteaga y Engelman, 2014; Hynes y Lane, 2005; Wang,
2017a). La sobreexpresion de HER2 fue descrita por primera vez en cancer de mama
y es indicativa de mal prondstico (Slamon et al., 1987). Ademas, se han encontrado
mutaciones en HER2 en distintos tipos de tumores solidos (Cocco et al., 2019;
Hyman et al., 2018; Subramanian et al., 2019).

2.3. HER3y HER4

El papel que juega HER3 en cancer se asocia a su heterodimerizacion con
HER2 y EGFR (Arteaga y Engelman, 2014). HER3 estd sobreexpresado en
numerosos tipos de cancer entre los que se encuentran mamay vejiga (Wang, 2017a).
Sergina et al. demostraron que existia una asociacion entre la expresion de HER3 y la
resistencia a inhibidores tirosina quinasa en lineas celulares de cancer de mama HER2
positivo (HER2+). Este hecho se debia a la transfosforilacion de HER3 por
heterodimerizacion por otros miembros de la familia que resultaba en la activacion de
la sefializacion a través de PIBK/AKT (Sergina et al., 2007). Se han encontrado
mutaciones somaticas en ERBB3 en tumores de mama y géastricos (Jaiswal et al.,
2013). La mayoria estan localizadas en el dominio extracelular, parecen ser

oncogénicas y la sefializacion tiene lugar a través de la heterodimerizacion con
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HER2. Su activacion suele ser independiente de la union del ligando (Jaiswal et al.,
2013).

En cuanto a ERBB4, se han identificado mutaciones en melanoma (NISC
Comparative Sequencing Program et al., 2009), adenocarcinoma de pulmoén (Ding et
al., 2009) y meduloblastoma (Gilbertson et al., 2001).

2.4. Ligandos de los receptores HER

La sobreproduccion de ligandos es una forma de activacion aberrante de los
receptores HER (Arteaga y Engelman, 2014). La relacion entre la expresion de
ligandos de los receptores HER vy el cancer es compleja, ya que la produccién de los
ligandos puede estar inducida por los propios oncogenes (Yarden y Sliwkowski,
2001). Estos ligandos pueden ser producidos tanto por las células tumorales como por
el estroma (Arteaga y Engelman, 2014; Yarden y Sliwkowski, 2001). Ademas, el
ligando se puede expresar pero puede no ser procesado o ser secuestrado en su forma
inactiva (Yarden y Sliwkowski, 2001). EI procesamiento de los ligandos es una forma
de regulacion de su disponibilidad y por consiguiente, de la activacion de los

receptores (Hynes y Lane, 2005).

El papel que desempefia TGFa en cancer es el més caracterizado de todos los
ligandos de la familia (Yarden y Sliwkowski, 2001). La co-expresion de TGFa y
EGFR en pulmoén, colon, ovario y cabeza y cuello ha sido asociada con mal
pronostico en pacientes (Arteaga y Engelman, 2014; Salomon et al., 1995; Yarden y
Sliwkowski, 2001).

En algunos tipos de cancer se ha demostrado que puede existir una asociacion
entre la sobreexpresion de ligandos y la respuesta a tratamientos (Arteaga y
Engelman, 2014). En células y tumores de ovario que sobreexpresaban NRG1 y
HERS3, fue descrito un bucle autocrino que promovia la proliferacion celular y dicho
crecimiento tumoral se inhibié con un anticuerpo contra HER3 (Sheng et al., 2010).
Ademas, células de cancer de cabeza y cuello con sobreexpresion de NRG1 y

activacion de HER3 (sin amplificacion de HER2) son sensibles a algunas terapias
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como lapatinib (Wilson et al., 2011). Por ultimo, en células de cancer de pulmén no
microcitico, la expresion de altos niveles de NRG1 y HER4 hacia que las células

fuesen mas resistentes a la quimioterapia (Hegde et al., 2013).

3. TERAPIAS CONTRA HER?2

La implicacion de los receptores HER en el desarrollo, progresion y
pronostico de distintos tipos de cancer, ha conducido al desarrollo de terapias
dirigidas contra dichos receptores. Entre las terapias anti-HER2 que han sido
aprobadas para su uso en clinica encontramos los anticuerpos monoclonales contra el

dominio extracelular del receptor y los inhibidores tirosina quinasa (TKIs) (Figura 5).

3.1. Anticuerpos monoclonales

El mecanismo de accién de los anticuerpos contra los receptores HER engloba
varios procesos (Ocana y Pandiella, 2013). Entre ellos se incluyen la induccion de la
degradacion del receptor, reduciendo asi la sefializacion, la interferencia en el proceso
de activacién y dimerizacion, el arresto del ciclo celular, la inhibicion de la
angiogénesis y los mecanismos de reparacion del DNA, asi como la atraccion de
células inmunes efectoras a través de su union con la region Fc del anticuerpo
(Carvalho et al., 2016; Ocana y Pandiella, 2013).

HER2

] Mertuzumab
‘i

Trastuzumab [ ? T-DM1
Margetuximab &2 Trastuzumab-deruxtecan
FRrdarey

Lapatinib
Neratinib
Tucatinib

Figura 5. Terapias dirigidas contra el receptor HER2 aprobadas en la practica clinica y
diana sobre la que actan.
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3.1.1. Trastuzumab

Trastuzumab es una inmunoglobulina G1 humanizada que interacciona con el
subdominio IV de HER2 (Carter et al., 1992; Cho et al., 2003; Pegram et al., 2000)
(Figura 5). Fue aprobado en 1998 por la U.S. Food and Drug Administration (FDA)
para el tratamiento de pacientes con cancer de mama HER2+ metastasico. En
comparacion con la quimioterapia, el tratamiento con quimioterapia mas trastuzumab
aumento la tasa y la duracion de la respuesta global, asi como la supervivencia libre
de progresion (Slamon et al., 2001). La supervivencia global aumentd en un valor
medio de 5 meses. Ademas, se redujo el riesgo de muerte (Slamon et al., 2001). Otros
estudios posteriores también han demostrado la importante eficacia clinica de
trastuzumab (Perez et al., 2014; Piccart-Gebhart et al., 2005; Robert et al., 2006), de
tal forma que su uso se ha extendido a terapia neoadyuvante y adyuvante en pacientes
con cancer de mama. Actualmente, las terapias basadas en trastuzumab son el
tratamiento estandar para pacientes con cancer de mama HER2+ localizado, ya sea
combinado con quimioterapia o a través de un doble bloqueo de HER2 en
combinacion con pertuzumab (von Minckwitz et al., 2017). Las pacientes con
enfermedad avanzada, son tratadas en primera linea con trastuzumab mas pertuzumab

en combinacion con quimioterapia (Bachelot et al., 2019; Baselga et al., 2012).

La actividad antitumoral conseguida con el tratamiento con trastuzumab se
debe a una combinacién de varios mecanismos, como la internalizacién del receptor
HER2 (Cuello et al., 2001; Scaltriti et al., 2007), causando tanto una disminucion del
nivel total como de su fosforilacion (Cuello et al., 2001; Scaltriti et al., 2007), que
desencadena una inhibicion de la sefializacion a traves de PI3BK/AKT (Yakes et al.,
2002). También se ha descrito que el tratamiento con trastuzumab aumenta la
actividad del supresor tumoral PTEN, que actta defosforilando rapidamente AKT y
resulta en el blogueo de la actividad de PI3K, contribuyendo a la inhibicion de la
proliferacion celular (Nagata et al., 2004). Ademas, trastuzumab induce el arresto del
ciclo celular en G1 a través del aumento de la expresion de p27, que inactiva la
quinasa dependiente de ciclina 2 (CDK2) (Shin et al., 2002; Yakes et al., 2002). Por

altimo, trastuzumab desencadena la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
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(ADCC) (Clynes et al., 2000). Las células tumorales sobreexpresoras de HER2
quedan rodeadas por trastuzumab en su superficie, esto genera la aparicion de zonas

3

que son identificadas por el sistema inmune como “zonas conflictivas” (Ocana y
Pandiella, 2013). Las células inmunes citotoxicas interaccionan a traves de sus
receptores Fcy con los anticuerpos localizados en la superficie de la célula tumoral,
elimindndola (Ocana y Pandiella, 2013). La relevancia de la respuesta inmune en el
mecanismo de accion de trastuzumab fue demostrada en modelos animales. El
tratamiento con trastuzumab en ratones cuyas células inmunes eran deficientes en el
receptor FcyRIIL, no redujo el crecimiento tumoral en comparacion con los que
ratones que si expresaban el receptor (Clynes et al., 2000). Asi, se demostr6 que el
receptor Fc es imprescindible para que se desencadene la ADCC causada por

trastuzumab (Clynes et al., 2000).

3.1.2. Pertuzumab

Pertuzumab es un anticuerpo monoclonal humanizado que se une al
subdominio Il de HER2 (Figura 5) impidiendo tanto la homodimerizacion como la
heterodimerizacion con otros receptores (Baselga et al., 2017; Ocana y Pandiella,
2013; Pernas y Tolaney, 2019). Asi, bloquea la formacion de uno de los
heterodimeros mas potentes y relevantes en cancer de mama HER2+, el formado por
HER2/HER3, inhibiendo la sefializacion a través de PI3K y MAPK (Pernas y
Tolaney, 2019). Fue aprobado por la FDA en 2012 en combinacién con trastuzumab
y docetaxel para el tratamiento en primera linea de pacientes con cancer de mama
HER2+ metastasico (Baselga et al., 2012). Actualmente, se utiliza en primera linea
junto con trastuzumab como terapia neoadyuvante (Gianni et al., 2016) y adyuvante
en pacientes con cancer de mama HER2+ localizado avanzado (von Minckwitz et al.,
2017).

3.1.3. Margetuximab

Margetuximab es un anticuerpo monoclonal contra HER2 derivado de
trastuzumab que se une al mismo epitopo de HER2 con afinidad similar a la de
trastuzumab (Kreutzfeldt et al., 2020; Tarantino et al., 2021) (Figura 5). Se

sustituyeron 5 aminoacidos de la regién Fc para aumentar su afinidad por el receptor

-20-



Introduccion

estimulador FcyRIIIA de celulas Natural Killer (NK) y macréfagos y disminuir su
afinidad por el receptor inhibitorio FcyRIIB (Kreutzfeldt et al., 2020; Markham,
2021; Tarantino et al., 2021), con el fin de aumentar la ADCC y conseguir un efecto
antitumoral superior al de trastuzumab (Cesca et al., 2020). En base a los resultados
de la fase 11l del ensayo clinico SOPHIA (Rugo et al., 2021), margetuximab ha sido
aprobado en Estados Unidos en diciembre de 2020 en combinacion con quimioterapia
para el tratamiento de pacientes con cancer de mama HER2+ metastésico que hayan
recibido previamente dos o mas terapias contra HER2, al menos una de ellas para

enfermedad metastatica (Markham, 2021).

3.1.4. Anticuerpos conjugados a drogas

Los anticuerpos conjugados a drogas (ADCs) estan formados por un
anticuerpo monoclonal contra una diana especifica (que idealmente se expresa mas en
tejido tumoral que en tejido sano), un agente citotdxico quimioterapico, que suele ser
una molécula pequefia que se libera en el interior de la célula diana y un enlace
quimico que une covalentemente el anticuerpo con el citotoxico. El objetivo de los
ADCs consiste en eliminar de forma especifica las células que expresan el antigeno
diana, disminuyendo asi la exposicion sistémica al agente citotdxico y optimizando la
relacion beneficio/riesgo (Vezina et al., 2017). Una vez se une el ADC a su diana en
la superficie celular, las células lo internalizan via endocitosis y el ADC es finalmente
conducido hasta los lisosomas (Kovtun y Goldmacher, 2007). En el interior del
lisosoma, el agente citotdxico es liberado tras una digestion enzimatica (Vezina et al.,
2017). La mayoria de agentes citotoxicos suelen causar dafio al DNA o a los
microtUbulos (Beck et al. 2017), induciendo muerte celular (Kovtun y Goldmacher,
2007).

3.14.1. T-DM1

El primer ADC aprobado para el tratamiento de tumores sélidos fue ado-
trastuzumab emtansina (T-DM1) (Figura 5). Estd compuesto por trastuzumab unido
covalentemente a DM1, un derivado de la maitansina que inhibe la polimerizacion de
los microtibulos a través de un enlace no procesable (Garcia-Alonso et al., 2020;
Lewis Phillips et al., 2008). T-DM1 fue aprobado en 2013 por la FDA para el
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tratamiento de pacientes con cancer de mama HER2+ metastasico (Verma et al.,
2012). En 2019, T-DM1 fue aprobado para tratar pacientes con cancer de mama
localizado que presentaban enfermedad residual invasiva tras ser tratados en primera

linea con una terapia basada en trastuzumab (von Minckwitz et al., 2019).

3.1.4.2. Trastuzumab-deruxtecan (DS-8201)

Trastuzumab-deruxtecan es un nuevo ADC que esta formado por trastuzumab
unido por un enlace covalente hidrolizable a un derivado del exatecan, un inhibidor
de la topoisomerasa | (Keam, 2020; Modi et al., 2020) (Figura 5). Debido a que el
citotoxico estd unido por un enlace escindible, produce un efecto bystander citotoxico
en las células tumorales vecinas que no tengan sobreexpresion de HER2. Ademas, el
derivado del exatecan es mucho mas permeable que la maitansina, liberandose al
espacio intercelular, contribuyendo al efecto bystander (Ogitani et al., 2016). Este
farmaco fue aprobado en diciembre de 2019 por la FDA, para el tratamiento de
pacientes con cancer de mama HER2+ avanzado que ya hayan recibido con
anterioridad dos 0 mas terapias anti-HER2 (Modi et al., 2020).

3.2. Inhibidores tirosina quinasa

Los TKIs son moléculas pequefias que inactivan la actividad quinasa de los
receptores HER tras su unién a su dominio quinasa (Zhang et al., 2009). Estos
bloquean la actividad de los receptores que presentan alteraciones moleculares en el
dominio extracelular que impiden la accion de los anticuerpos monoclonales (Ocana
y Pandiella, 2013). En general, actdan uniéndose al sitio de unién a ATP en el domino

quinasa, desplazandolo por presentar mayor afinidad (Arora y Scholar, 2005).

Los TKIs pueden clasificar en 2 grupos: reversibles e irreversibles (Wu, 2015;
Zhang et al., 2009). Los reversibles se unen al sitio de union a ATP y posteriormente,
son liberados mientras que los irreversibles, se unen covalentemente al sitio de unién
a ATP en el dominio quinasa del receptor e impiden su funcién incluso tras lavar la
droga (Ocana y Pandiella, 2013; Wu, 2015). Los TKIs aprobados para el tratamiento
de pacientes con cancer de mama HER2+ son lapatinib, neratinib y tucatinib (Deeks,

2017; Lee, 2020; Ryan et al., 2008). Lapatinib y tucatinib son reversibles, mientras
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que neratinib se une de forma irreversible al sitio de union a ATP (Conlon et al.,
2021).

3.2.1. Lapatinib

Lapatinib es un TKI que se une reversiblemente tanto a EGFR como a HER2
(Conlon et al., 2021; Pernas y Tolaney, 2019) (Figura 5). Fue aprobado por la FDA
en 2007 en combinacion con capecitabina para el tratamiento de cancer de mama
HER2+ metastasico que ha progresado tras ser tratado en primera y segunda linea
(Geyer et al., 2006; Saura et al., 2019). Como inhibidor dual de los heterodimeros
formados por EGFR/HERZ2, disminuye la sefializacion aguas abajo de las vias
PISBK/AKT, MAPK, PLCy y STAT (Kreutzfeldt et al., 2020). El efecto de lapatinib
parece ser independiente de la sobreexpresion de EGFR y es efectivo en tumores
HER2+ resistentes a trastuzumab que expresan la forma truncada p95-HER?2
(Kreutzfeldt et al., 2020). Sin embargo, efectos secundarios como diarrea hacen que

su uso sea limitado en la clinica.

3.2.2. Neratinib

Neratinib es un TKI que se une de forma irreversible a varios miembros de la
familia de receptores HER, entre los que se incluyen EGFR, HER2 y HER4 (Figura
5). Fue aprobado en 2017 para el tratamiento adyuvante de pacientes con cancer de
mama HER2+ que habian sido tratados previamente con trastuzumab (Chan et al.,
2016; Martin et al., 2017). Actla inhibiendo la sefializacion a través de las vias de
PISK/AKT y MAPK (Kreutzfeldt et al., 2020).

3.2.3. Tucatinib

Tucatinib es un TKI potente y reversible que se une especificamente a HER2
(Conlon et al., 2021; Lee, 2020) (Figura 5). Bloquea la sefalizacion de HER2,
incluyendo los heterodimeros HER2/HER3 (Lee, 2020). Fue aprobado por la FDA en
abril de 2020 en combinacion con trastuzumab y capecitabina para el tratamiento de
pacientes con cancer de mama HER2+ avanzado inoperable o metastasico,
incluyendo las pacientes con metastasis cerebrales que hayan recibido una 0 mas

terapias basadas en HER2 en base a los resultados del ensayo clinico HER2CLIMB
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(Murthy et al., 2020; Shah et al., 2021). En diciembre de 2020 ha sido aprobado por
la Agencia Europea del Medicamento (Corti y Criscitiello, 2021).

4. CANCER DE MAMA

El cancer de mama es la enfermedad tumoral mas frecuente en mujeres.
Segun los ultimos datos publicados por la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica,
32.953 mujeres fueron diagnosticadas con cancer de mama en 2020, mientras que el
nimero de mujeres que murieron a causa de esta enfermedad fue de 6.606 (SEOM,
2021). En los ultimos afios, la mortalidad por cancer de mama ha descendido gracias
a los programas de deteccion precoz y a la mejora de los tratamientos. Sin embargo,
sigue siendo la primera causa de muerte por cancer en mujeres. La edad de maxima
incidencia esta por encima de los 50 afios pero aproximadamente un 10% de los casos
se diagnostican en mujeres menores de 40 afios (AECC, 2020). La prevalencia del
cancer de mama en Espafa a 5 afios fue de 144.233 casos en 2020 (SEOM, 2021). El
estadio en el que se diagnostica influye en el pronodstico de la paciente. La
supervivencia en estadio | es de mas del 98% y en cambio, en estadio Il la
supervivencia disminuye a un 24% (AECC, 2020). A nivel mundial, segun los datos
publicados por The Global Cancer Observatory, se diagnosticaron 2.261.419 mujeres
con cancer de mama en 2020. Ademas, 684.996 murieron a causa de esta enfermedad.
La incidencia global de cancer de mama estd aumentando anualmente en tasas de

3,1% y esta previsto que esta tendencia continte (GCO, 2021).

Desde el punto de vista molecular, los tumores de mama son muy
heterogéneos (Harbeck et al., 2019; Parker et al., 2009; Sgrlie, 2004) y existen
subtipos que presentan apariencia histoldgica de las células tumorales, asi como una
manifestacién clinica y pronoéstico diferentes (Serlie, 2004). Ademas, las pacientes
responden de forma muy diversa a los tratamientos (Sgrlie, 2004). Esta diversidad
desencadeno el reto de desarrollar clasificaciones tumorales que sean clinicamente
Gtiles para predecir prondstico y respuesta a tratamiento (Parker et al., 2009). En los
altimos 20 afos, los tratamientos han evolucionado hasta tener en cuenta esta

heterogeneidad. Se han desarrollado terapias dirigidas que permiten una desescalada
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en los tratamientos que minimizan los efectos adversos (Harbeck et al., 2019) y

reducen los costes derivados de los mismos (Baselga et al., 2017).

4.1. Clasificacion del cancer de mama

La emergencia del campo de la gendmica y los avances en las técnicas de
perfiles moleculares han revolucionado la genética del cancer y como resultado, la
préctica clinica (Serlie, 2004). La tecnologia de los microarrays empleada en el
estudio de perfiles de DNA, RNA vy proteinas, asi como de cambios epigenéticos, se
utilizé para detallar los fenotipos tumorales (Sgrlie, 2004). La caracterizacion de los
tumores desde un punto de vista genémico puede ser relacionada con informacion
clinica para poder entender las causas de la aparicion y la progresion tumoral, asi
como descubrir nuevos biomarcadores moleculares y nuevas opciones terapéuticas,
mas alla de las clasificaciones utilizadas de forma clésica (Parker et al., 2009; Sgrlie,
2004). Estos avances han contribuido a la mejora y a la personalizacién de los

tratamientos.

4.1.1. Clasificacion por subtipo intrinseco

Los microarrays de expresion genica permitieron llevar a cabo el analisis de
expresion de miles de genes de forma simultanea en un Unico experimento con el fin
de generar el perfil molecular de un tumor. La informacion cuantitativa de la
expresion de multiples genes es mas precisa para la caracterizacién bioldgica que la
ofrecida por los estudios histopatoldgicos que se utilizan para el diagnéstico. En el
afio 2000, Perou et al. publicaron la primera clasificacion de cuatro subtipos
intrinsecos (basal-like, HER2+, normal breast-like, luminal epitelial/ER+) de
tumores de mama basados en perfiles de expresion génica (Perou et al., 2000). Estos
“retratos moleculares” de los tumores, revelaron similitudes o diferencias en
expresion génica que ademas, fueron asociadas a interpretaciones biologicas como
variaciones en la tasa de proliferacion, sefializacion por determinadas vias y
composicion celular (Perou et al., 2000). No todos los genes utilizados en esta

primera clasificacion eran necesarios para establecer el subtipo molecular, por lo que
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se reordenaron los grupos de genes para conseguir el grupo 6ptimo que permitiese
clasificar los tumores en base a su perfil de expresion génica (Perou et al., 2000).

En 2001, Sorlie et al. publicaron que existia una correlacion entre los perfiles
de expresion génica de los tumores y parametros clinicos, de manera que la
clasificacion por subtipo intrinseco podia ser utilizada como marcador de prondstico
de supervivencia global y supervivencia libre de recaidas (RFS). También se dividio
el subtipo luminal en dos subgrupos con expresion génica y pronostico diferentes
(Sorlie et al., 2001).

Estos primeros datos junto con las numerosas contribuciones de otros autores
durante los dltimos 20 afios han cambiado la forma de entender, clasificar,
diagnosticar, tratar y estudiar el cAncer de mama. Se han caracterizado cinco subtipos:
Luminal A, Luminal B, HER2-enriched, Basal-like y Claudin-low, ademas de un

grupo normal breast-like.

e Subtipo Luminal: Luminal Ay Luminal B

Estos tumores se caracterizan por una expresion elevada del receptor de
estrégenos (ER) (Hoadley et al., 2014; Perou et al., 2000) y de otros genes luminales
como GATA3, XBP1 y FOXAL (Hoadley et al., 2014; Serlie, 2004). Mas tarde se
dividieron en dos subgrupos: Luminal A y Luminal B (Sorlie et al., 2001). Los
tumores luminal A son de bajo grado con gran diferenciacion morfologica (Hoadley
et al., 2014). Se caracterizan por una mayor expresion de ER, asi como del resto de
genes luminales, una tasa de proliferacion baja y prondéstico favorable (Hoadley et al.,
2014; Seorlie, 2004). Estos tumores presentan mutaciones recurrentes en muchos
genes como PIK3CA, CDH1, MAP3K1, GATA3, MAP2K4, FOXA1, TP53, RUNX1,
CBFB, NBL1, CTCF, NCOR1, PTEN, CDKN1B, AKT1, TBX3, ARID1A y NF1
(Hoadley et al., 2014). Sin embargo, el numero total tanto de mutaciones como
alteraciones en el nimero de copias por tumor es el méas bajo en comparacion con
otros subtipos, de manera que estas alteraciones suelen ser driver (Hoadley et al.,
2014).

Por el contrario, en los tumores luminal B, tanto la expresion de ER como la

de otros genes luminales es mas moderada y son mas proliferativos que los anteriores
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ya que expresan genes relacionados con la proliferacion celular, como Ki67 (Hoadley
et al., 2014; Sgrlie, 2004). En cuanto a prondstico, son de peor prondstico y presentan
mutaciones recurrentes en PIK3CA, GATA3, PTEN y TP53 (Hoadley et al., 2014). Un
24% de los tumores luminal B son HER2+ (Hoadley et al., 2014).

e Subtipo HER2-enriched (HER2-E)

Estos tumores se caracterizan por la sobreexpresion de HER2 y otros genes
que se encuentran dentro del mismo amplicon en el 17922.24 como GRB7 (Harbeck
et al., 2019; Serlie, 2004). Ademaés, también pueden expresar genes luminales. La
expresion de HER2 es un factor pronostico en si mismo y estd asociado con baja
supervivencia en cancer de mama (Slamon et al., 1987). Son tumores de alto grado,
presentan la mayor tasa de mutaciones puntuales y mutaciones recurrentes en TP53 y
PIK3CA (Harbeck et al., 2019; Hoadley et al., 2014).

e Subtipo Basal-like

Estos tumores se caracterizan por la expresion de genes basales como
KRT5/6A, ID4 y FOXC1 (Hoadley et al., 2014) y son negativos para ER (ER-) y otros
genes luminales (Serlie, 2004). Son de alto grado (Harbeck et al., 2019) y mal
prondstico (Hoadley et al., 2014; Serlie, 2004), con alta tasa de metéstasis y estan
asociados a mujeres jovenes con mutaciones germinales en BRCA1 (Harbeck et al.,
2019; Hoadley et al., 2014; Sarlie, 2004). Ademas, presentan mutaciones recurrentes
en TP53 (Harbeck et al., 2019; Hoadley et al., 2014).

e Subtipo Claudin low

Fue el Gltimo subtipo en ser identificado (Herschkowitz et al., 2007). La
mayoria de estos tumores no expresan ER, receptor de progesterona (PR) ni HER2 y
tienen mal pronostico. Son mas parecidos a los tumores de tipo basal-like, con baja
expresion de genes luminales y del amplicon de HER2. Algunos expresan receptores
hormonales (HR) (Prat y Perou, 2011). Suelen ser de alto grado (Prat y Perou, 2011).
Tienen caracteristicas de células iniciadoras de tumores, expresan genes relacionados

con transicion epitelio mesénquima, la respuesta inmune y la matriz extracelular
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(Herschkowitz et al., 2007; Prat y Perou, 2011). Este subtipo se caracteriza por baja
expresion de genes relacionados con uniones estrechas y uniones celula-celula e

implicados en proliferacion (Herschkowitz et al., 2007; Prat y Perou, 2011).

e Subtipo normal breast-like

Estos tumores expresan los mismos genes que los componentes normales de
la mama debido a que presentan un nimero bajo de células tumorales (Harbeck et al.,
2019). Se caracterizan por una expresion de genes caracteristicos de las células del
tejido adiposo y de otros tipos celulares no epiteliales (Serlie, 2004). También tienen
expresion elevada de genes basales pero baja de genes luminales (Perou et al., 2000;
Sarlie, 2004). Estos tumores son negativos para la expresion de genes relacionados

con la proliferacion celular (Sgrlie, 2004).

4.1.2. Clasificacion utilizada en la practica clinica

La clasificacion utilizada de forma rutinaria en la practica clinica (Tabla 1)
para estratificar las pacientes y seleccionar el tratamiento, se basa en la expresion
histolégica e inmunohistoquimica de proteinas clave: ER, PR, HER2 y el marcador de
proliferacion, Ki67. Los tumores que expresan ER y/o PR son los tumores
hormonales, los que expresan HER2, los llamados HER2+ y los que no expresan ni
ER, ni PR ni HER2 son conocidos como triple negativos (TNBC) (Harbeck et al.,
2019; Hoadley et al., 2014). Existe una correlacion entre estos marcadores y los
subtipos intrinsecos. Sin embargo, aunque existe esta correlacion, los subtipos
intrinsecos no pueden ser identificados utilizando solo los marcadores empleados en

la practica clinica (Hoadley et al., 2014).
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Tabla 1. Clasificacion del cancer de mama utilizada en la clinica.

. Expresion de Proliferacion o .
Subtipo . o . Pronostico Terapia
proteinas clave (indice Ki67)
Luminal A )
ER+, PR+, HER2- Bajo Bueno Hormonal
(60-70%)
Luminal B )
ER+, PR+, HER2- Alto Intermedio Hormonal
(10-20%)
1.HER2-E no
HER2+ luminales ] Dirigida contra
Alto Intermedio
(13-15%)  (ER-, PR-, HER2+) HER2
2.Luminal B HER2+
TNBC o )
ER-, PR-, HER2+ Alto Malo Quimioterapia
(10-15%)

5. RESISTENCIA A TRASTUZUMAB

Las terapias basadas en trastuzumab son el tratamiento estandar de pacientes
con céncer de mama HER2+. Sin embargo, existen pacientes que presentan
resistencia primaria o adquirida a dicho anticuerpo. La resistencia primaria hace
referencia a tumores que no responden al tratamiento desde el inicio, mientras que la
adquirida se desarrolla después de una respuesta clinica inicial que suele ser duradera
(Arteaga y Engelman, 2014). En la figura 6 se representan los mecanismos de

resistencia a trastuzumab que se han descrito.

5.1. Mecanismos de resistencia a trastuzumab

5.1.1. Activacién constitutiva de la via de PI3K

La activacion mutacional de la via de PI3K ha sido asociada a resistencias a
terapias contra los receptores HER, como trastuzumab (Arteaga y Engelman, 2014).
La activacion constitutiva de PI3K ocurre por dos mecanismos: mutaciones activantes
en el gen que codifica para la subunidad catalitica de PI3K (PIK3CA) y pérdida de
funcion de PTEN (Hennessy et al., 2005). Se han encontrado mutaciones de ganancia
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de funcion en PIK3CA en tumores HER2+ resistentes a trastuzumab (Berns et al.,
2007; Esteva et al., 2010). Ademas, la pérdida de expresion de la fosfatasa PTEN, un
regulador negativo de la via de PI3K conduce a la sefializacion constitutiva a través
de dicha via y previene del arresto en la proliferacion celular mediado por
trastuzumab (Gajria y Chandarlapaty, 2011). Lineas celulares de cancer de mama
HER2+ con expresion de PTEN silenciada presentaron resistencia a trastuzumab tanto
in vitro como al ser inyectadas en modelos animales (Nagata et al. 2004). Ademas,
pacientes con tumores deficientes en PTEN presentaron tasas de respuesta a terapias
basadas en trastuzumab inferiores que las de pacientes cuyos tumores expresaban
PTEN (Nagata et al., 2004).

5.1.2. Alteraciones moleculares en HER2

Algunos mecanismos de resistencia a trastuzumab se basan en alteraciones en la
capacidad de unién del farmaco al propio receptor (Arteaga y Engelman, 2014). La
acumulacién de formas truncadas de HER2 puede conducir a la resistencia a
trastuzumab (Ocana y Pandiella, 2013). Estas formas truncadas pueden carecer de
subdominio 1V, impidiendo la unién de trastuzumab, como es el caso de la forma
truncada del receptor p95-HER2. La forma p95 es una quinasa constitutivamente
activa que dimeriza con otros miembros de la familia HER y activa vias de
sefializacion aguas abajo (Anido et al., 2006). La tasa de respuesta a trastuzumab de
pacientes con cancer de mama avanzado que expresaban la forma p95-HER2 fue muy
baja en comparacion con los pacientes que no la expresaban (Scaltriti et al., 2007).
Otra forma de HER2 que carece del exdn 16 en el dominio extracelular por splicing
alterativo también ha sido asociada a resistencia a trastuzumab en lineas celulares. En
este caso no se elimind el sitio de unién a trastuzumab pero se estabilizaron los
homodimeros de HER2 y no tuvo lugar su disrupcion tras la unién del anticuerpo
(Mitra et al., 2009). Sin embargo, no hay evidencias clinicas de la asociacion entre
HER2-A16 y resistencia a trastuzumab. Otro mecanismo que puede conducir al
mismo efecto y que esta relacionado con una menor respuesta a trastuzumab es la
pérdida de expresion de HER2 (Ocana y Pandiella, 2013). En una cohorte de

pacientes HER2+ que recibieron trastuzumab combinado con quimioterapia como
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neoadyuvante, se reanalizo la expresion de HER2 en las pacientes que presentaban
enfermedad residual despues del tratamiento. Un tercio de estas pacientes habian
perdido la expresion de HER2. Las pacientes que si retuvieron la expresion tenian una
tasa de RFS significativamente superior que las pacientes que la habian perdido
(Mittendorf et al., 2009). Ademas, mutaciones en HER2 también se han relacionado
con la resistencia a trastuzumab. Se evalud la viabilidad celular en presencia de
trastuzumab en células Ba/F3 que expresaban 54 mutaciones diferentes en HER2. La
mayoria de las mutaciones en el dominio extracelular, transmembrana y en la cola C-
terminal de HER2 respondieron al tratamiento con trastuzumab mientras que las
mutaciones en el dominio tirosina quinasa de HER2 no respondieron al tratamiento
con el anticuerpo. Entre las mutaciones en HER2 que promovieron resistencia a
trastuzumab  se  encontraban  L755P/S, D769Y, E770 _A771linsAYVM,
AT775_G776insYVMA, G766S/V, V777L, L841V, V8421, N857S, T862A y D962N
(Nagano et al.,, 2018). Ademas, la presencia de mutaciones en HER2 limit6 la
sensibilidad a trastuzumab y lapatinib en pacientes con cancer de mama HER2+
(Cocco et al., 2019). En pacientes HER2+ que habian sido tratadas con trastuzumab
en primera linea, la supervivencia libre de progresién se redujo en una media de 6,3
meses en las que ademas de sobreexpresar HER2, el receptor estaba mutado (Yi et
al., 2020).

5.1.3. Activacion de la sefializacion por otros receptores

La sefalizacion a través de otros receptores pertenecientes o no a la familia
HER ha sido relacionada con resistencia a trastuzumab (Arteaga y Engelman, 2014).
Como se ha descrito anteriormente, trastuzumab no es capaz de interrumpir los
heterodimeros de HER2 formados tras la union de ligandos a los receptores HER
(Agus et al., 2002). Por tanto, la formacién de heterodimeros HER2/HER3 y
HER2/EGFR, desencadenados por alta expresion tanto de los receptores como de los
ligandos, han sido identificados como mecanismos de resistencia a trastuzumab
(Huang et al., 2010; Ritter et al., 2007; Sergina et al., 2007; Xia et al., 2004). Ademas
de los receptores de la familia HER, otros receptores como IGF-1R, MET, EphA2 y

el receptor del factor de crecimiento y transformacioén de tipo B (TGFB) también han
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sido relacionados con la resistencia a trastuzumab. Una expresion elevada de IGF-1R
en lineas celulares sobreexpresoras de HER2 fue relacionada con una respuesta a
trastuzumab limitada (Lu et al., 2001). De hecho, la formacion de heterodimeros IGF-
1R/HER2 activé la sefializacion a través de PI3K confiriendo resistencia a
trastuzumab en modelos celulares (Huang et al., 2010). Ademas, la inhibicion de la
sefializacion a través de IGF-1R bloque0 la fosforilacion de HER2, recuperandose asi
la sensibilidad a trastuzumab (Nahta et al., 2005). En cuanto a MET, se ha
demostrado que la sefializacion inducida por el factor de crecimiento de hepatocitos
(HGF) a través de MET escapaba de la accion de trastuzumab (Shattuck et al., 2008).
Ademas, pacientes HER2+ con amplificacion de MET y HGF no respondieron a
terapias basadas en trastuzumab (Minuti et al., 2012). Por otro lado, se ha demostrado
que la expresion del receptor EphA2 conferia resistencia a trastuzumab en lineas
celulares y era indicativo de mal prondstico en pacientes con cancer de mama HER2+
(Zhuang et al., 2010). Por ultimo, la activacion de receptores de TGFp aument6 la
produccion de ligandos de los receptores HER conduciendo a la activacion de HER3
y desencadenando resistencia a trastuzumab (Wang et al., 2008). Por tanto, una firma
génica ligada a la actividad de TGF se relaciond con resistencia a trastuzumab y mal

pronostico en pacientes (Wang et al., 2008).

5.1.4. Defectos en el control del ciclo celular y la apoptosis

Uno de los mecanismos de accion de trastuzumab consiste en el arresto del
ciclo celular (Shin et al., 2002; Yakes et al., 2002). Por tanto, alteraciones en este
proceso puede resultar en resistencias a trastuzumab. Un aumento en el nimero de
copias del gen que codifica para la ciclina E (CCNE1) fue encontrado en lineas
celulares resistentes a trastuzumab. Se demostré que dicha amplificacion era la
responsable de la resistencia a trastuzumab tanto in vitro como en Xxenoinjertos
(Scaltriti et al., 2011). Ademas, la amplificacibn de CCNE1 en una cohorte de
pacientes tratadas con terapias basadas en trastuzumab fue asociada a menor beneficio
clinico y menor tasa de supervivencia libre de enfermedad cuando se comparé con las
pacientes que no presentaban dicha amplificacion (Scaltriti et al., 2011). Por otro

lado, se ha asociado la infraexpresion de p27 con resistencia a trastuzumab. Se ha
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demostrado que lineas celulares resistentes a trastuzumab presentaban bajos niveles
de p27 y dicha infraexpresion estaba ligada a un aumento de la actividad de CDK2,
conduciendo a un aumento en la tasa de proliferacion celular (Nahta et al., 2004a).

Recientemente, se ha descrito un mecanismo responsable de la resistencia a
trastuzumab mediado por la sobreexpresion de ciclina E (Decker et al., 2020).
Durante la regulacion del ciclo celular, se forma un complejo entre ciclina E y CDK2
para inducir la transicion de fase G1 a S. En este punto, la fosforilacion no canonica
de SMAD3 mediada por ciclina E/CDK2 ha sido asociada a la progresion en el ciclo
celular, a la migracion celular y ademas, contribuye a la resistencia a trastuzumab en
células de cancer de mama HER2+. Dicha resistencia podria ser abordada

terapéuticamente con inhibidores de CDK2 (Decker et al., 2020).

Por otro lado, la survivina, un miembro de la familia de las proteinas
inhibidoras de la apoptosis (IAP) que inhibe la actividad de caspasas, es el punto
donde convergen distintas vias de sefializacion que conducen a la resistencia a
terapias contra HER2 (Arteaga y Engelman, 2014). En lineas celulares HER2+, el
tratamiento con trastuzumab inhibia la expresion de survivina, efecto que no se
encontrd en lineas resistentes a trastuzumab (Chakrabarty et al., 2013). Ademas, el
andlisis de tumores de pacientes antes y después del tratamiento con trastuzumab y
quimioterapia en neoadyuvancia, demostrd que los niveles de survivina se reducian.
Ademas, las pacientes que no respondieron al tratamiento presentaban niveles de

survivina superiores (Dave et al., 2011).

5.1.5. Induccién respuesta inmune

Algunos factores intrinsecos del tumor pueden afectar a la accion
inmunomoduladora de trastuzumab, desencadenando resistencia. En ratones que no
expresaban FcyRIII y, por lo tanto, eran deficientes en células NK y macrofagos
capaces de unirse a la region Fc de trastuzumab, el efecto del anticuerpo fue muy
reducido (Clynes et al., 2000). Ademas, polimorfismos en el gen que codifica FcyRIII
fueron asociados a resistencia a trastuzumab en pacientes con cancer de mama
HER2+ metastasico (Musolino et al., 2008).
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Figura 6. Mecanismos de resistencia a trastuzumab. Esquema que resume los mecanismos
implicados en la resitencia a trastuzumab que se describen en los apartados 5.1. y 5.2. Las
flechas con la punta hacia arriba indican aumento de la expresion; las flechas con la punta
hacia abajo indican disminucion de la expresion. La estrella en verde indica mutacion
activante en PI3K; las estrellas en rojo indican mutacién o deficiencia en la expresion del
receptor Fcy.

5.2. Otros mecanismos de resistencia a trastuzumab

Los mecanismos que se han descrito anteriormente como responsables de la
resistencia a trastuzumab en cancer de mama HER2+ son los que han sido
reconocidos clasicamente (Figura 6). Sin embargo, en los Gltimos afios se han descrito
una gran cantidad de genes y mecanismos responsables de la resistencia a
trastuzumab (Figura 6), que podrian ser potencialmente utilizados como

biomarcadores de prondstico y de respuesta a trastuzumab en cancer de mama
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HER2+. Ademaés, podrian ser nuevas dianas contra las que actuar para abordar la

resistencia a trastuzumab.

En un modelo celular de SKBR3 con resistencia adquirida a trastuzumab, se
describié que la via de HIF-1a/STAT3 promovia la resistencia a trastuzumab
(Aghazadeh y Yazdanparast, 2017). Dicho modelo presentd un aumento de la
fosforilacion de STAT3 que inducia la expresion de HIF-1a, provocando asi una
bajada en los niveles de PTEN (Aghazadeh y Yazdanparast, 2017). Del mismo modo,
otros grupos han descrito un aumento de la expresion de CD44 y LMO4 en lineas
SKBR3 y BT474 con resistencia adquirida a trastuzumab (Boulbes et al., 2015; Ding
et al., 2018). El silenciamiento de CD44 revirti¢ tanto las propiedades invasivas como
la resistencia al anticuerpo en estas lineas (Boulbes et al., 2015). Por su parte, el
silenciamiento de LMO4 condujo a la recuperacion de la sensibilidad a trastuzumab,
asi como su sobreexpresion aumentd la resistencia a trastuzumab de la linea parental
in vitro e in vivo (Ding et al., 2018). En 2014, Du et al. demostraron que la
sobreexpresion de MTDH en una linea SKBR3 con resistencia a trastuzumab, era la
responsable de mediar la resistencia a dicho farmaco a través de la inhibicion de
PTEN por la via NF«f (Du et al., 2014). El silenciamiento de MTDH en dichas
celulas revirtio la resistencia a trastuzumab tanto in vivo como in vitro, asi como el
silenciamiento de PTEN (Du et al., 2014). Recientemente, se ha descrito que células
BT474 con resistencia adquirida a trastuzumab presentaban alteraciones en la via de
sefializacion Hippo, como la defosforilacion de YAPL y sobreexpresion de TEADL y
TEAD2 (Gonzalez-Alonso et al., 2020). Se demostrd que estas alteraciones eran
responsables de la resistencia a trastuzumab y que podian abordarse con una nueva
estrategia terapéutica que consistia en el doble bloqueo de HER2 y de los efectores de
la via Hippo (Gonzélez-Alonso et al., 2020). Se ha descrito la implicacion de la
AREG en el prondstico de las pacientes con cancer de mama HER2+ metastasico
tratadas con trastuzumab y taxanos (Kim et al., 2016). Altos niveles de AREG en el
suero de las pacientes se correlacionaron con una tasa de supervivencia libre de
progresion baja, ya que la AREG promovia la resistencia a trastuzumab a través de
AKT/ERK en células de cancer de mama HER2+ (Kim et al., 2016).
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La citoquina CCL5, la proteina tirosina quinasa YES1 de la familia SRC y
POU4F1 estaban sobreexpresadas en distintos modelos celulares de resistencia
adquirida a trastuzumab (Takeda et al., 2017; Wu et al., 2020a; Zazo et al., 2020). En
todos los casos, el silenciamiento de forma genética o farmacoldgica aumentd la
sensibilidad a trastuzumab en los modelos celulares. En pacientes con cancer de
mama HER2+ localizado, baja expresion de CCL5 era indicativo de respuesta a
trastuzumab (Zazo et al., 2020). La expresion de POU4F1 en los tumores de pacientes
se relaciond con resistencia a trastuzumab y por tanto, mal prondstico (Wu et al.,
2020a).

En 2020, Jiang et al. encontraron que la proteina NCAPG estaba
sobreexpresada significativamente en tumores resistentes a trastuzumab y se asocio a
baja supervivencia y mayor riesgo de recaida (Jiang et al., 2020a). En lineas
celulares, la sobreexpresion de NCAPG aumento la proliferacion celular en presencia
de trastuzumab a través de la via de SRC/STAT3, mientras que su silenciamiento re-
sensibilizd las células a dicho anticuerpo (Jiang et al.,, 2020a). Otra proteina
implicada en la resistencia a trastuzumab fue el factor de necrosis tumoral de tipo o
(TNFa) cuya sobreexpresion transformé lineas celulares y tumores sensibles a
trastuzumab en resistentes (Mercogliano et al., 2017). TNFa desencadend la
sobreexpresion de MUC4 y se formaron focos de mucina en los tumores. Esto redujo
la capacidad de union de trastuzumab a HER2 impidiendo que tuviese lugar la
ADCC. El silenciamiento de MUC4, aument6 la unién de trastuzumab y por tanto, su
accion antiproliferativa. Anticuerpos contra TNFa, disminuyeron la expresion de
MUC4 y resensibilizaron las células y los tumores a trastuzumab (Mercogliano et al.,
2017).

En 2011, se demostré que la fosforilacion de HER2 mediada por GDF15
reducia la sensibilidad de las lineas celulares HER2+ a trastuzumab (Joshi et al.,
2011). Lo que sucedia es que GDF15 activaba el receptor de TGFp, que desencadeno
la activacion de SRC y esta ultima, indujo la fosforilacién de HER2, inhibiendo asi
los efectos antiproliferativos de trastuzumab en las lineas resistentes sobreexpresoras

de GDF15. Con la accion de un TKI como lapatinib, se bloqued la sefializacion a
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traves de HER2 devolviendo asi la sensibilidad a trastuzumab (Joshi et al., 2011).
Afos mas tarde, este mismo grupo describio que la sobreexpresion de GDF15
estimulaba la fosforilacion de p38 y ésta era la responsable del fenotipo pro-invasivo
y la resistencia a trastuzumab causada por GDF15 (Donnelly et al., 2013). Li et al.
demostraron que una deficiencia en la expresion de EPHAS mediaba la resistencia a
trastuzumab en pacientes HER2+ (Li et al., 2019). La inhibicion de EPHAS5 promovio
un fenotipo tipico de las células madre del cancer (CSCs) que condujo a la activacién
de NOTCHL1 vy la sefalizacion a través de PISK/AKT, consiguiendo que los tumores
fuesen mas malignos y no respondiesen a trastuzumab (Li et al., 2019). Estudios en
los que se ha investigado FOXM1 como una diana aguas abajo en la sefializacion de
HER2, demostraron que existia una correlacién entre los niveles de FOXM1 y HER2
en pacientes HER2+ (Peake y Nahta, 2014). La sobreexpresion de FOXM1 en lineas
celulares con amplificacion en HER2, disminuyd su sensibilidad a trastuzumab
mientras que su silenciamiento aumentd la respuesta a dicho anticuerpo, demostrando

que FOXML1 estaba implicado en la resistencia a trastuzumab (Peake y Nahta, 2014).

La proteina HSP27 regula la funcién de distintas proteinas implicadas en la
resistencia a trastuzumab (Hwang et al., 2020). Se comprobd que la fosforilacion en
S15 de la HSP27 promovia la fosforilacion en S78. Esta modificacion estimulaba la
interaccion entre otros mediadores que incrementaron la estabilidad de HER2, la
activacion de AKT y la expresion de ciclina D1, desencadenando la resistencia a
trastuzumab. La administracion conjunta de trastuzumab con un inhibidor funcional
de HSP27 redujo la fosforilacion de HSP27 en S15/78, que disminuyo la sefializacion

a través de HER2, sensibilizando las células a trastuzumab (Hwang et al., 2020).

Una expresion elevada de CDK12 inducida por la amplificacion conjunta de
CDK12 y HER2 ha sido asociada a mal prondstico y recurrencia en pacientes (Choi et
al., 2019). CDK12 promovia la renovacion de CSCs, aumentaba la capacidad de
iniciar tumores y reducia la susceptibilidad a trastuzumab ya que la actividad
catalitica de CDK12 era necesaria para la expresion de genes que participan en la via
de HER2 y su sefalizacion a través de PIBK/AKT o WNT. El uso de inhibidores de
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CDK12 podria ser una terapia efectiva contra la resistencia a trastuzumab (Choi et al.,
2019).

La ADCC vy la citotoxicidad dependiente del Complemento (CDC) son
mecanismos de respuesta inmune innata que participan en la destruccion de las
células tumorales y median los efectos terapéuticos de los anticuerpos monoclonales
en el tratamiento del cancer (Scott et al., 2012). Algunas pacientes HER2+ no
experimentaron respuesta al tratamiento a trastuzumab debido a la falta de activacion
de la CDC. Las proteinas CD55 y CD59 fueron implicadas en el bloqueo de la CDC
inducida por trastuzumab y por tanto, promovieron la resistencia a trastuzumab
(Wang et al., 2017b). Ademas, en modelos de ratones inmunocompetentes de cancer
de mama HER2+, la expresion de CD73 por las células tumorales suprimio6 la
respuesta inmune mediada por el tratamiento con trastuzumab y aumentd la
formacion espontanea de otros tumores, asi como el desarrollo de metéstasis
(Turcotte et al., 2017).

En células resistentes a trastuzumab sobreexpresoras de HER2, se han
encontrado niveles muy elevados del transcrito MALAT1 (Wu et al., 2020b). Su
silenciamiento revirtié el fenotipo mesenquimal, la invasividad de las células y

aumento la respuesta a trastuzumab (Wu et al., 2020b).

6. SENSIBILIDAD A TRASTUZUMAB

A menudo, los tratamientos solo producen respuestas significativas en
pequenios grupos de pacientes, los llamados “respondedores excepcionales”. Sin
embargo, las bases moleculares que estdn detrds de este suceso no han sido
investigadas de forma sistematica. Estudios realizados recientemente han indicado
que el analisis genético de los tumores conduce a la obtencién de informacion acerca
de los procesos oncoldgicos que influyen en la respuesta al tratamiento (Wheeler et
al., 2021).

En céancer, los respondedores excepcionales son raros y por tanto, las

alteraciones geneéticas que desencadenan las respuestas también se espera que sean
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raras. Los eventos genéticos que confieren respuesta terapéutica se agrupan en dos
categorias: adiccion oncogénica (Weinstein, 2002) y letalidad sintética (Hartwell et
al. 1997).

En un estudio publicado recientemente por el National Cancer Institute, se
analizaron 111 tumores de pacientes que habian respondido de forma excepcional a
los tratamientos, con el objetivo de encontrar las bases moleculares que
desencadenaron dichas respuestas (Wheeler et al., 2021). En el andlisis se incluyeron
multiples técnicas genomicas para detectar mutaciones, alteraciones en el numero de
copias, reordenamientos genicos, metilaciones aberrantes, valores atipicos en
expresion génica y poblaciones celulares del microambiente tumoral. El analisis
conjunto de todos los datos condujo a la propuesta de mecanismos de “nivel 17 que
podrian estar detrds de las respuestas en 26 tumores. Los mecanismos propuestos se
dividieron en cuatro categorias: respuesta al dafio al DNA, via de sefalizacion
intracelular, genética de prondstico y compromiso inmunolégico. En la mayoria de
los casos, dos 0 mas mecanismos estaban implicados en la respuesta al tratamiento
(Wheeler 2021). Una paciente con cancer de mama HER2+ metastatico con respuesta
patoldgica completa (RPC) a la combinacién de trastuzumab, carboplatino y
docetaxel durante los Gltimos 7 afios presentaba una delecién en homocigosis en
BRCAL, asi como mutaciones somaticas inactivantes en BRCA2 y BRIP1 y
amplificacion y sobreexpresion de HER2. La proteina BRIP1 interacciona fisicamente
con BRCA1 y ambas, junto con BRCA2 promueven la recombinacion homéloga y la
resolucion de las horquillas de replicacion retenidas durante el estrés replicativo. La
respuesta excepcional de este tumor se debia a la deficiencia triple en la via de BRCA
tratada con carboplatino y a la amplificacion de HER2 abordada con trastuzumab
(Wheeler 2021).

En 2020, se identificaron un grupo de proteinas entre las que se incluyen
PERP, GNAS2, GNA13, ITB1 y RAB10 cuya expresion se asocid con respuesta a
trastuzumab, tanto en lineas celulares como en pacientes con cancer de mama HER2+
metastasico (Drucker et al., 2020). Se evalué la expresion de estas proteinas en las

vesiculas extracelulares presentes en la sangre de una cohorte de pacientes con cancer
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de mama HER2+ metastasico. Estas proteinas estaban aumentadas en pacientes que
se beneficiaban de la terapia pero no en las que no respondieron (Drucker et al.,
2020).

En los altimos afios, se han publicado ensayos clinicos y otros estudios en los
que se demostro que las pacientes HER2+ con tumores HER2-E eran mas sensibles al
tratamiento con terapias basadas en trastuzumab (Carey et al., 2016; Llombart-Cussac
et al., 2017; Prat et al., 2014, 2020). Prat et al. observaron que las pacientes del
ensayo clinico NOAH con tumores HER2-E mostraron una mayor tasa de RPC al
tratamiento con trastuzumab combinado con quimioterapia que las que tenian tumores
con otros subtipos (Prat et al., 2014). Lo mismo sucedio en el ensayo clinico CALGB
40601, en el que la tasa de RPC fue mayor en pacientes HER2-E en las tres
combinaciones de tratamiento evaluadas: paclitaxel con trastuzumab y lapatinib;
paclitaxel con trastuzumab; paclitaxel con lapatinib, independientemente de la
expresion de HR. Por el contrario, los tumores de las pacientes con enfermedad
residual tenian subtipo luminal A (Carey et al.,, 2016). En el ensayo clinico
PAMELA, se demostré que PAM50 predecia sensibilidad al doble bloqueo de HER2
con trastuzumab y lapatinib (sin quimioterapia) en pacientes HER2+ (Llombart-
Cussac et al., 2017). Una mayor tasa de RPC fue observada en los tumores HER2-E
en comparacion a los pertenecientes a otros subtipos (Llombart-Cussac et al., 2017).
En 2020, se publicé un trabajo en el que se analiz6 la capacidad combinada de dos
biomarcadores: subtipo intrinseco HER2-E y alta expresion de HER2 para predecir
respuesta a terapias anti-HER2 sin quimioterapia en pacientes con cancer de mama
HER2+ (Prat et al., 2020). Ambos biomarcadores proporcionaban informacion
complementaria, ya que dentro de los tumores HER2+ se encontraron distintos
subtipos moleculares y un 35% de los tumores HER2-E no expresaban HER2 (segln
el criterio de la Sociedad Americana de Oncologia Clinica). Un perfil molecular
HER2-E proporciona informacion sobre la activacion de las vias de sefalizacion
aguas abajo de HER2 y/o EGFR, mientras que el nivel de expresion de HER2
determina la cantidad de diana presente en las células tumorales. En ese trabajo se
demostré que los tumores que cumplian ambos requisitos HER2-E/HER2%®¥2% eran

maés adictos a HER2 y por tanto, presentaban mayor sensibilidad a terapias anti-HER2
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(Prat et al., 2020). Por ultimo, Pernas et al. analizaron la relacion entre la expresion
de PAM50 y otros 105 genes relacionados con cancer y la RPC en una cohorte de 150
pacientes HER2+ tratadas con trastuzumab y quimioterapia en neoadyuvancia en el
Instituto Catalan de Oncologia. La expresion de 14 genes fue asociada
significativamente con RPC. Entre ellos se incluyen HER2, CCNEL, genes
implicados en invasion, supervivencia y migracion celular (FGFR4 y GRB7), y genes
relacionados con reparacion del DNA y replicacion (EXO1, ORC6L y RRM2) (Pernas
etal., 2019).
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Objetivos

El receptor tirosina quinasa HER2 estd sobreexpresado en un 15-25% de las
pacientes con cancer de mama y su expresion se correlacioné con un crecimiento
tumoral agresivo y mal pronostico. Este hecho impulsé el desarrollo de agentes contra
HER2 con fines terapéuticos. El primer farmaco que fue aprobado para su uso en el
ambito clinico fue trastuzumab, un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido
contra el dominio extracelular de HER2. Actualmente, las terapias basadas en
trastuzumab son el tratamiento estandar para pacientes con cancer de mama HER2+.
La sobreexpresion de HER2 es el Unico criterio que se utiliza para elegir a las
pacientes que van a ser tratadas con trastuzumab y otras terapias contra HER2. Sin
embargo, dichas pacientes experimentan tasas de respuesta a trastuzumab variables,
siendo algunas de ellas resistentes al farmaco. Este hecho sugiere que deben existir
factores adicionales, ademas de la amplificacion de HER2 que dicten sensibilidad a

las terapias basadas a trastuzumab.

OBJETIVOS

Teniendo en cuenta estos precedentes, la presente Tesis Doctoral se desarrolld

en base a los siguientes objetivos:

1. Generacion y caracterizacion de modelos celulares resistentes e hipersensibles
a trastuzumab.
2. ldentificacion de genes que pudieran predecir pronostico y respuesta a

trastuzumab en pacientes con cancer de mama HER2+.
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Materiales y métodos

1. MATERIALES, REACTIVOS Y ANTICUERPOS

Los medios de cultivo, el suero bovino fetal (FBS), la tripsina-EDTA, los
antibidticos, el material plastico de cultivos celulares, la sulfo-NHS-Biotina, la
estreptavidina-HRP y los oligonucleétidos fueron comprados a Thermo Fisher
Scientific (Waltham, Estados Unidos). El dimetilsulfoxido (DMSO), el glicerol, el
NaCl, el Tris, el HCI, el docecilsulfato de sodio (SDS), el cloroformo, el etanol, los
filtros Amicon® Ultra de 3 6 10K, los filtros de 0,45 pum y la membrana Inmobilon®-
P de PVDF de 0,45 um de tamafio de poro fueron comprados a Merck (Darmstardt,
Alemania). El bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), el
Nonidet™ P-40, el B-glicerolfosfato, el fluoruro sddico, el ortovanado sédico, el azul
de bromofenol, el B-mercaptoetanol, la albimina de suero bovino (BSA), el Tween®
20, el luminol, el p-iodofenol, el H20,, el imidazol, el NaBO3-H;O, el
paraformaldehido, el triton X100, el DAPI, la sacarosa, el CHAPS, el HEPES, la
RNasa libre de DNasa, la fibronectina, el cristal violeta, la mitomicina C, el bromuro
de etidio, el polibreno y la puromicina son de Sigma-Aldrich (San Luis, Estados
Unidos). El isopropanol fue comprado a Honeywell (Morris Plains, Estados Unidos)
y el BlueSafe a NZYTech (Lisboa, Portugal).

Los farmacos utilizados fueron adquiridos a través de una farmacia local,
donados por hospitales o comprados a la propia casa comercial. El trastuzumab, el T-
DML1 y el pertuzumab son de Roche (Basilea, Suiza). El lapatinib y el neratinib son

de Selleckchem (Houston, Estados Unidos).

La proteina A-Sefarosa® CL4B es de GE Healthcare (Chicago, Estados
Unidos). La leupeptina, la aprotinina, la pepstatina, el PMSF y el EDTA fueron
comprados a USB (Cleveland, Estados Unidos). El matrigel es de Corning (Corning,
Estados Unidos). La anexina V-FITC vy el sustrato fluorogénico Ac-DEVD-AFC son
de BD Biosciences (Palo Alto, Estados Unidos). EI SYBR Green Master Mix y las
placas de 96 pocillos iCycler® iQ™ son de Bio-Rad Laboratories (Hercules, Estados
Unidos). ElI PTZ-343 es de BOC Sciences (Nueva York, Estados Unidos). Las
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peliculas Agfa CP-BU NEW son de Agfa-Gevaert (Mortsel, Bélgica). EI mowiol fue

comprado a Hoechst (Frankfurt, Alemania).

El JetPEI® y el NaCl proporcionado junto con el JetPEI® son de Polyplus-
transfection (Illkirch, Francia) y los plasmidos utilizados en el silenciamiento génico
fueron comprados a GE Dharmacon (Lafayette, Estados Unidos). El inserto de
silicona utilizado en los ensayos de cierre de herida es de Ibidi (Munich, Alemania).
El ISOTON® es de Beckman Coulter Life Sciences (Idianapolis, Estados Unidos).

El TRIZOL™, la retrotranscriptasa M-MLV junto con su tampon de reaccion
5X, los oligonucledtidos de politimidinas (oligo-dT), el DTT, la enzima Taq
polimerasa y su tampon de PCR 10X fueron comprados a Invitrogen (Carlsbad,
Estados Unidos). Los desoxinucleotidos trifosfato (ANTPs) son de Biotools (Madrid,
Espafia), el inhibidor de RNasas RNasin® es de Promega (Madison, Estados Unidos)
y la agarosa de Laboratorios Conda (Madrid, Espafia).

Los anticuerpos utilizados en este trabajo y su procedencia se especifican en la
tabla 2.

Tabla 2. Anticuerpos utilizados en inmunodeteccidn.

Anticuerpo Aplicacion  Dilucion  Especie Procedencia y referencia

Stressgen Bioreagents
Corporation (British Columbia,
Canada)

SPA-860

Anti-calnexina WB 1:40.000 Conejo

Santa Cruz Biotechnology (Santa

Anti-calnexina WB 1:40.000 Raton Cruz, Estados Unidos) sc-46669

BD Biosci
Anti-caspasa 3 WB 1:10.000  Ratén l0sCIences

610323
Anti-caspasa 3 WEB 1:1.000  Conejo Cell Signaling Technologies
procesada #9664
. . . Cell Signaling Technologies
Anti-caspasa 7 WB 1:1.000 Conejo 49492
. _ , Cell Signaling Technologies
Anti-caspasa 8 WB 1:1.000 Raton 49746
Anti-caspasa 9 WB 1:1.000  Conejo cell Slgnal;tr;g5g)l'2e chnologies

-50-



Materiales y métodos

Santa Cruz Biotechnology

Anti-GAPDH wWB 1:10.000  Ratén 5c-166574
Anti-GAPDH ~ WB  1:20.000  Conejo Santa Cruz Biotechnology
sc-25778
Anti-HER2 ) Calbiochem (La Joya, Estados
WB 1:10.000  Rat .
(Ab3) aon Unidos) OP15
Anti-HER2 . Cell Signaling Technologies
IF 1:1.
(29D8) 000 Conejo #2165
Anti-HER2 , Santa Cruz Biotechnology
IF 1:1. Rat
(3B5) 000 Raton sc-33684
. ] . Cell Signaling Technologies
Anti-LAMP1 IF 1:100 Conejo 49001
. . . Cell Signaling Technologies
Anti-LCN2 WB 1:10.000 Conejo 444058
Anti-MCL1 WB 1:2.000  Conejo Santa Cruz Biotechnology
sc-819
Anti-PARP WB 1:5000  Ratén Santa Cruz Biotechnology
sc-8007
. , ] Santa Cruz Biotechnology
Anti-PIP WB 1:1.000 Raton SC-59545
Anti-pTyr- . ) L
HRP PY20 WB 1:10.000 Raton BD Biosciences 610012
Anti-pTyr _ , Santa Cruz Biotechnology
PY99 wWB 1:10.000  Ratén $6-7020
. . . Cell Signaling Technologies
Anti-p21 WB 1:2000 Conejo 49947
. . . Cell Signaling Technologies
Anti-p27 WB 1:5.000 Conejo 43686
Anti-Serpina . . Cell Signaling Technologies
£1 wB 1:10.000 Conejo 411907
Trastuzumab IP/Cit 2 o/ AcM Roche
10 nM
. . . Cell Signaling Technologies
Anti-uPAR WB 1:2.000 Conejo 412863
. Jackson Immunoresearch (West
gr;t;_—(l)gg (:j; IF 1:1.000  Alpaca Grove, Estados Unidos)
Jo-Y 611-165-215
Anti-1gG de Bio-Rad Laboratories
WB 1:20.
conejo-HRP 0000 Cabra 170-6515
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Anti-lgG Jackson Immunoresearch
humana-Alexa IF 1:500 Alpaca 609-545-213
Fluor™ 488*
Anti-1gG . _ Jackson Immunoresearch
humana-Cy3 cit 180 Cabra 109-165-003
Anti-1gG _ Jackson Immunoresearch
humana-HRp VB 150000 Cabra 109-035-088
Anti-1gG de _ Jackson Immunoresearch
raton-Cy5 IF 12000 Cabra 115-175-166
Anti-1gG de _ . GE Healthcare
ratén-HRP WB 1:10.000 Oveja NAG3L

WB: Western Blot; IP: inmunoprecipitacion; Cit; citometria de flujo; AcM: anticuerpo

monoclonal; *Reaccién cruzada minima

2. CULTIVOS CELULARES

2.1. Lineas celulares

Las lineas celulares utilizadas en este trabajo son de origen humano y se
detallan en la tabla 3. La linea celular BT474-RH, a la que nos referimos como
BTRH, fue generada previamente en el laboratorio a partir de la linea parental BT474
mediante exposicion continuada a trastuzumab (Diaz-Rodriguez et al. 2019). En un
intento de aislar células muy sensibles a trastuzumab, se utilizaron dos estrategias. En
primer lugar, se aislaron clones de la linea BT474 y se analizO su respuesta a
trastuzumab 50 nM. En este proceso se aislé un clon hipersensible a trastuzumab, el
BT474-SH, al que nos referimos como BTSH. Por otro lado, las células BT474
fueron sembradas a baja densidad en placas de 150 mm y se trataron con trastuzumab
50 nM durante dos meses. Se aislaron un total de 54 clones y se analiz6 su
proliferacion en presencia de trastuzumab 50 nM. Se seleccionaron tres clones muy
resistentes: BT474-RT#1, BT474-RT#5 y BT474-RT#10, nombrados en este trabajo
como RT#1, RT#5 y RT#10, respectivamente y un clon muy sensible a trastuzumab,
el BT474-ST#35, al que llamaremos ST#35.
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Tabla 3. Lineas celulares.

. . Expresion Sensibilidad a
Linea celular Tejido
de HER2 trastuzumab
BT474 Carcinoma ductal de mama + Sensible
BT474-RH ] ) ) o
Carcinoma ductal de mama + Resistencia adquirida
(BTRH)
BT474-RT#1  Carcinoma ductal de mama + Resistencia adquirida
BT474-RT#5  Carcinoma ductal de mama + Resistencia adquirida
BT474-RT#10 Carcinoma ductal de mama + Resistencia adquirida
BT474-SH . ) )
Carcinoma ductal de mama + Hipersensible
(BTSH)
BT474-ST#35  Carcinoma ductal de mama + Hipersensible
SKBR3 Adenocarcinoma de mama + Sensible
HCC1419 Carcinoma ductal de mama + Resistencia primaria
HCC1569 Carcinoma de mama + Resistencia primaria
HCC1954 Carcinoma ductal de mama + Resistencia primaria
HCC2218 Carcinoma ductal de mama + Resistencia primaria
HEK293T Rifion embrionario - -

2.2. Mantenimiento de lineas celulares

Las lineas celulares se cultivaron en placas de cultivo estériles en un
incubador a 37°C con atmodsfera himeda al 5% de COz Los medios de cultivo
utilizados fueron Medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con D-Glucosa
4,5 g/L, L-Glutamina 4 mM vy piruvato sédico 5 mM o medio Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 1610 con L-Glutamina 2 mM, ambos suplementados con FBS 10%
y antibioticos (penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml). Las células BT474
(y las generadas a partir de ella), SKBR3 y HEK293T se cultivaron en DMEM
mientras que las HCCs en RPMI. Cuando las células alcanzaron una confluencia del
80-90% se procedid a su subcultivo. Para ello, se lavaron con PBS (NaCl 137 mM;
NazHPOs 7,98 mM; KCI 2,68 mM; KH2PO4 1,47 mM) esteril y se incubaron a
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temperatura ambiente durante 2-5 minutos con 0,25% de tripsina-EDTA en PBS. Una
vez despegadas, se neutralizd la accion de la tripsina con medio fresco suplementado
con FBS y se hizo una dilucion acorde con la tasa de proliferacion de cada linea

celular en una placa de cultivo nueva.

2.3. Preservacion de lineas celulares

Las células fueron congeladas a partir de cultivos celulares en fase
exponencial. Para ello, las células fueron despegadas de la placa siguiendo el
protoloco descrito previamente y se transfirieron a un tubo de 15 ml. Se centrifugaron
a 1.200 rpm (revoluciones por minuto) durante 3 minutos a temperatura ambiente en
una centrifuga Eppendorf 5810 R (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). El pellet de
células se resuspendi6 en 1,2 ml de medio de congelacion (DMEM o RPMI con FBS
10% antibidticos 5% y DMSO 10% y fue transferido a un criovial. Los crioviales se
mantuvieron a -80°C durante 24 horas, y posteriormente se pasaron a un tanque de

nitrégeno liquido donde las células permanecieron almacenadas.

2.4. Descongelacion de lineas celulares

Se descongelaron los crioviales de células procedentes del nitrogeno liquido
en un bafo termoestatico Grant SUB14 (Grant Instruments, Shepreth, Inglaterra) a
37°C. Se transfirio el contenido a un tubo de 15 ml con medio de cultivo fresco y se
centrifugd como se ha descrito en el apartado anterior. El precipitado de células se

resuspendio en medio de cultivo y se transfirié a una placa de cultivo estéril.

3. ANALISIS DE LA RESISTENCIA A TRASTUZUMAB IN
VIVO

Se analiz6 la respuesta a trastuzumab in vivo en tumores generados por los
modelos celulares resistentes a trastuzumab, BTRH, RT#1, RT#5 y RT#10, asi como
de la linea parental BT474 como control. Se inyectaron 5 millones de células por
tumor en un volumen de 100 pl: 50 ul de matrigel y 50 pl de medio de cultivo. La
inyeccion fue subcutanea haciéndola coincidir con la linea mamaria del raton. En

cada raton se realizaron dos inyecciones, una en el lado derecho y otra en el
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izquierdo. Cuando los tumores alcanzaron un volumen de 500 mm?®, fueron tratados
con trastuzumab 30 mg/kg semanalmente. Se monitorizé el crecimiento de los
tumores dos veces a la semana. El volumen del tumor se calculé utilizando la
formula: volumen = ancho? x longitud/2.

El experimento se realiz6 en la zona libre de patdgenos del Animalario de la
Universidad de Salamanca. Se utilizaron hembras de raton BALB/c nu/nu de unas
siete semanas de edad y peso en torno a 20 gramos de Charles River Laboratories

(Wilmington, Estados Unidos).

4. ENSAYOS DE PROLIFERACION CELULAR

4.1. Contajes celulares

Las células se sembraron en placas de cultivo de 6 pocillos. La densidad
celular de siembra varié desde 30.000 hasta 250.000 células por pocillo dependiendo
de las condiciones experimentales (la linea celular, el farmaco y el nimero de dias de
tratamiento). Las células se incubaron durante 24 horas y una vez adheridas, se
trataron con el farmaco correspondiente. Una vez finalizado el tratamiento, se
tripsinizaron, se resuspendieron y se disgregaron en medio de cultivo suplementado
con FBS. Las células se diluyeron (1:10) en ISOTON® vy se realizé el recuento
celular en un contador de particulas Z1 Coulter Particle Counter (Beckman Coulter)
utilizando los vasos que proporciona el propio equipo. El contador detectd las
particulas con un tamafio comprendido entre 8 y 24 um. Se hicieron 3 réplicas de
cada condicion de tratamiento en cada experimento y se calculo el nimero de células

como la media de los triplicados multiplicada por el factor de dilucion.

4.2. Metabolizacion de MTT

Las células BT474, BTRH y BTSH se sembraron en placas de 24 pocillos a
una densidad de 30.000 ceélulas. Tras 72 horas de incubacion, se determind la
proliferacion celular mediante metabolizacion de MMT. EI MTT es un compuesto
amarillo y soluble en agua que es metabolizado y reducido por las mitocondrias de las

celulas vivas transformandolo en formazan, un compuesto insoluble en agua y de
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color violeta (Mosmann 1983). Se adicion6 MTT al medio de cultivo a una
concentracion final de 500 pg/ml y se incubd durante 1 hora a 37°C. Posteriormente,
se aspird el medio y se disolvieron los cristales de formazan afiadiendo 500 pl de
DMSO por pocillo. Las placas se incubaron en agitacion y oscuridad durante 10
minutos y se leyo la absorbancia a 570 nm en el lector de placas automatico Ultra
Evolution 1536 (Tecan, Mannedorf, Suiza).

5. DETECCION DE PROTEINAS
5.1. Western Blot (WB)
5.1.1. Extraccion y cuantificacion de proteinas

El proceso de extraccion de proteinas se realizo sobre hielo. Se descarto el
sobrenadante y se lavaron las células adheridas con PBS frio dos veces. Se retir6 el
exceso de PBS y se afiadid el tampon de lisis frio (1 % de Nonidet™ P-40; 10 % de
glicerol; EDTA 5 mM; NaCl 140 mM; Tris-HCI 20 mM, pH 7,0; aprotinina 1 pg/ml;
leupeptina 1 pg/ml; pepstatina 1 uM; PMSF 1 mM; B-glicerofosfato 25 mM; fluoruro
sodico 10 mM; ortovanadato sédico 1 mM). Las células se incubaron durante unos 15
minutos con el tampon de lisis y se disgregaron mecanicamente de la placa con la
ayuda de un raspador de células. El lisado se recogi6 en tubos de microcentrifuga y se
centrifugaron a 13.000 rpm a 4°C durante 10 minutos en una centrifuga accuSpin
Micro 17R (Thermo Fisher Scientific). EI sobrenadante se recogio en un tubo nuevo y
se cuantific la concentracion de proteinas utilizando el Pierce™ BCA Protein Assay
Kit (Thermo Fisher Scientific). Este kit se basa en la reduccion del cobre (Cu?" a
Cu'*) por reaccion con las proteinas con la posterior deteccion colorimétrica de Cu'*
por el acido bicinconinico (BCA) (Smith et al., 1985). Se detectd la absorbancia a
570 nm en el lector de placas Ultra Evolution 1536 y se calcul6 la concentracion de
proteinas extrapolando los valores medios de absorbancia a los obtenidos con una

recta patron de BSA.
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Para el analisis de proteinas implicadas en la apoptosis o ciclo celular, se
recogieron las células no adheridas que se encontraban en el sobrenadante celular y

fueron lisadas junto a las adheridas a la placa.

5.1.2. Inmunoprecipitacion (IP)

Las proteinas fueron inmunoprecipitadas utilizando distintas cantidades de
extracto, desde 50 pg hasta 1 mg, dependiendo de las condiciones experimentales. El
extracto se llevé a un volumen final de 1 ml con tampdn de lisis frio, al que se
afiadieron 60 pl de proteina A-Sefarosa® CL4B junto con el anticuerpo
correspondiente. Esta mezcla se mantuvo en agitacién a 4°C durante al menos 2 horas
para favorecer la formacion de los inmunocomplejos. Posteriormente, los complejos
se precipitaron mediante centrifugacion en accuSpin Micro 17 (Thermo Fisher
Scientific) durante 15 segundos y se lavaron tres veces con tampon de lisis frio.
Finalmente, los inmunocomplejos se resuspendieron en 30 pl de tampon de carga 2X
(azul de bromofenol 0,05%; SDS 4%, glicerol 20%; B-mercaptoetanol 2%; Tris-HCI
100 mM, pH 6,8).

5.1.2.1. Inmunoprecipitacién de HER2 de superficie

Las lineas BT474, BTRH y BTSH se sembraron en placas de 100 mm. Una
vez adheridas, se trataron con trastuzumab 10 nM durante 1 hora a 4°C en tampon
Krebs-Ringer-HEPES (KRH; NaCl 140 mM; KCI 5 mM; MgSO4 5 mM; KH,PO4 1,2
mM; glucosa 6 mM; HEPES 50 mM, pH 7,4). Trascurrido el tiempo de incubacion,
las placas fueron lavadas dos veces con PBS frio y las células se lisaron siguiendo el
protocolo estandar. Se inmunoprecipitaron 100 pg de extracto con proteina A-
sefarosa® y se detecté HER2 total y HER2 fosforilado mediante WB.

5.1.3. Deteccion y concentracion de proteinas secretadas al medio de
cultivo

La cantidad de LCNZ2, serpina E1, uPAR y PIP secretada en el sobrenadante
celular fue analizada mediante WB. Para ello, las células fueron serodeprivadas
durante 24 horas. Se recogid el sobrenadante y se centrifugd a 1.200 rpm en una

Eppendorf 5810 R durante 3 minutos para precipitar y descartar los restos celulares.
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Ademas, las células fueron lisadas y el extracto celular se cuantificd siguiendo el
protocolo descrito anteriormente. Una vez conocida la concentracion de proteinas en
el lisado, se utilizo este dato para calcular la cantidad de sobrenadante necesario para
que fuese proporcional a la cantidad de células que lo habian secretado (la cantidad de
celulas se determind como concentracion de proteinas en el extracto). La deteccion de
las proteinas secretadas se realizé directamente en el medio condicionado (MC) si la
proteina era muy abundante. Sin embargo, para proteinas menos abundantes fue
necesario concentrar el medio condicionado de una o varias placas de células. Para
ello, se utilizaron filtros Amicon® Ultra de 3 6 10K hasta dejar las proteinas
secretadas en un volumen final entre 250 y 500 pl, dependiendo del experimento. El
volumen de MC o medio condicionado concentrado (MCC) de interés se mezcld con
el mismo volumen de tampdn de carga 2X y se cargaron en geles de poliacrilamida,

siguiendo el mismo protocolo que en el caso de los extractos de proteinas.

5.1.4. Electroforesisy WB

La separacion de proteinas se realiz6 en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), siguiendo el protocolo descrito por
Laemmli (Laemmli, 1970). El porcentaje de poliacrilamida de los geles se eligio de
acuerdo al peso molecular de la proteina a detectar. Las muestras se desnaturalizaron
durante 7 minutos a 100°C en un termobloque. Los geles de poliacrilamida se
montaron en una cubeta de electroforesis pequefia Mini-PROTEAN® 3 Cell (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, Estados Unidos) o en una grande de tipo Sturdier. Las
proteinas fueron separadas con un tampon de electroforesis (SDS 0,1%; glicina 192
mM; Tris 25 mM) y se sometieron a un voltaje de 100-150 V en caso de los geles

pequefios o de 150-200 V en los geles grandes.

Una vez finalizada la electroforesis, la transferencia de las proteinas se realizo

de dos formas:

1. Transferencia himeda. Se utiliz6 una membrana Inmobilon®-P de PVDF de
0,45 um de tamafio de poro con el sistema de transferencia Trans-Blot® Cell

(Bio-Rad Laboratories). La transferencia tuvo lugar a 500 mA durante un
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tiempo de acuerdo al porcentaje de poliacrilamida y las dimensiones del gel o
a un voltaje constante de 20 V durante 14 horas utilizando el tampon de
transferencia (Glicina 192 mM; Tris 25 mM).

2. Transferencia semiseca. Se utilizo el sistema de transferencia rapida
TransBlot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad Laboratories) y los kits Trans
Blot Turbo Mini 0,2 um PVDF Transfer Packs (Bio-Rad Laboratories),
siguiendo las instrucciones de voltaje, amperaje y tiempo indicadas por el

fabricante de acuerdo al porcentaje de poliacrilamida del gel.

A continuacion, las membranas se bloquearon con tampdén de bloqueo (BSA
1% en TBS-T (Tween® 20 0,1%; NaCl 150 mM; Tris-HCI 20 mM, pH 7,5)) durante
al menos 1 hora a temperatura ambiente. Una vez bloqueadas las uniones
inespecificas, se incubd el anticuerpo primario diluido en TBS-T, tampdn de blogueo
0 leche al 5% en TBS-T (dependiendo del anticuerpo) durante al menos 2 horas a
temperatura ambiente o durante toda la noche a 4°C. Las membranas se lavaron tres
veces con TBS-T durante 7 minutos en un agitador Orbital Boeco OS-20 y se incub6
el anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa de rabano (HRP) diluido en TBS-T
0 en leche al 5% durante 30 minutos a temperatura ambiente. De nuevo, se realizaron
tres lavados con TBS-T. Las incubaciones del tampon de blogueo como de los
anticuerpos se realizaron en un balancin Boekel Rocker Il (Boekel Scientific,
Feasterville-Trevose, Estados Unidos). Las membranas se incubaron durante 1
minuto en solucién de revelado convencional (luminol 0,08%; p-iodofenol 0,02%;
Tris-HCI 0,1 M, pH 9,35) a la que se le afiadié H20. 0,44M o durante 5 minutos en
solucién de revelado més sensible, afiadiendo el mismo volumen de la solucion A
(Tris-HCI 0,3 M pH 8,9; luminol 10 mM; PTZ-343 6 mM; Imidazol 1mM) vy la
solucion B (Tampdn acetato 50 mM pH 5; NaBO3z-H,O 8 mM).

La deteccion de proteinas se realizo con peliculas Agfa CP-BU NEW o en el
equipo ChemiDoc MP System (Bio-Rad Laboratories). La cuantificacion de bandas

se realizo con los softwares ImageJ o Image Lab (Bio-Rad Laboratories).
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5.1.5. Arrays de proteinas

5.1.5.1. Array de citoquinas y array de proteasas e inhibidores de
proteasas

Un total de 105 proteinas solubles (citoquinas, quimioquinas y factores de
crecimiento) secretadas por las células BT474, BTRH y BTSH fue determinada de
forma simultanea utilizando el array de anticuerpos Proteome Profiler Human XL
Cytokine Array Kit (R&D Systems, Mineapolis, Estados Unidos). Las celulas fueron
sembradas en placas de 100 mm y crecidas hasta llegar a confluencia. En este
momento, las células fueron serodeprivadas y tras 24 horas, se recogieron los
sobrenadantes celulares y se lisaron las células siguiendo el protocolo previamente
descrito. Se determind la concentracion de proteinas en el extracto e incubamos en el
array de anticuerpos la cantidad de medio condicionado proporcional a la
concentracion de proteinas en el extracto. Con esto se consiguio incubar la misma
cantidad total de proteinas secretadas al medio. El experimento se desarrolld
siguiendo los pasos indicados por el fabricante. De la misma manera, se determiné la
cantidad de proteasas e inhibidores de proteasas secretados por las células BT474 y
BTRH utilizando el array de anticuerpos Proteome Profiler Human Protease/Protease
Inhibitor Array Kit (R&D Systems). Los sobrenadantes celulares fueron recogidos de
forma independiente en ambos experimentos, La cuantificacion de los dotblots se
realiz6 con el programa Image Studio Lite 3 (LI-COR Biosciences, Lincoln, Estados
Unidos).

La caracterizacion funcional de los genes que codifican las proteinas solubles
diferencialmente expresadas entre BT474, BTRH y BTSH fue realizado con la
herramienta web Enrichr (Chen 2013, Kuleshov 2016). Los procesos bioldgicos en

los que participaban los genes se obtuvieron con los datos recogidos en Reactome.

5.1.5.2. Array de apoptosis

Las células fueron sembradas en placas de 100 mm e incubadas en ausencia
(control) o presencia de trastuzumab 50 nM durante 6 dias. Transcurrido este tiempo,

se recogieron los sobrenadantes celulares y se centrifugaron para bajar las células no
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adheridas y lisarlas de forma convencional junto con las adheridas a la placa de
cultivo. Los extractos de proteinas fueron cuantificados y se detectd la expresion de
35 proteinas relacionadas con la apoptosis utilizando el array Proteome Profiler
Human Apoptosis Array Kit (R&D Systems), siguiendo las instrucciones del

fabricante. La cuantificacion de los dotblots se realizd con el programa Image Lab.

5.1.6. Anélisis de la vida media de HER?2 tras el tratamiento con
trastuzumab

Las células BT474, BTRH y BTSH fueron sembradas a una densidad de un
millon de células en placas de 60 mm. Una vez adheridas, se lavaron dos veces con
PBS suplementado con 1 mM CaCl; y 0,5 mM MgCl, (PBS++) frio y se marcaron
con sulfo-NHS-biotina a 0,25 mg/ml durante 30 minutos a 4°C. A continuacion, se
realizaron dos lavados con PBS++ y se incubaron durante 10 minutos con NH4Cl 50
mM a 4°C para neutralizar la biotina no unida. Se realizaron otros dos lavados con
PBS++ y las células fueron incubadas con medio fresco con o sin trastuzumab 50 nM
a 37 °C durante 24 y 48 horas, respectivamente. Una vez transcurridos los tiempos de
incubacion indicados, las células se lisaron y se precipitaron 50 pg de extracto con 30
pl de pertuzumab-Affi-Gel10. Se detect6 HER2 biotinilado con estreptavidina-HRP
(1:50.000).

5.1.7. Deteccion de HER2 en superficie tras el tratamiento con
trastuzumab

Las células BT474, BTRH y BTSH fueron sembradas en placas de 60 mmy
una vez adheridas fueron incubadas en ausencia o presencia de trastuzumab 50 nM
durante 48 horas. Una vez finalizado el tratamiento, las células se marcaron con
sulfo-NHS-biotina como se describe en el apartado anterior. Asi, las proteinas que se
encontraban en la superficie celular fueron biotiniladas. Las células se lisaron de
forma convencional y se precipitaron 50 pg de extracto con 30 pl estreptavidina-
sefarosa. Se detect6 HER2 con el anticuerpo anti-HER2 (Ab3) y el anticuerpo

secundario anti-1gG de raton-HRP.
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5.2. Inmunofluorescencia (IF)

La deteccion de proteinas mediante IF se realizo siguiendo el protocolo que se
describe a continuacion con pequefias modificaciones de acuerdo con el experimento.
Las células se sembraron sobre cubres en placas de cultivo y se incubaron a 37°C.
Posteriormente, fueron lavadas con PBS++ y fijadas con paraformaldehido al 2%
durante 30 minutos. A continuacion, las células fueron lavadas dos veces con PBS++
para retirar el exceso de paraformaldehido y se realizé una neutralizacion con NH4CI
50 mM durante 10 minutos. Seguidamente, las células fueron permeabilizadas con
tritdbn X100 al 0,1% en PBS++ mediante tres incubaciones de 10 minutos. Las
uniones inespecificas fueron blogueadas mediante dos lavados de 15 minutos con
BSA al 0,2% en PBS++. Se incubd el anticuerpo primario diluido en tampo6n de
bloqueo durante al menos 1 hora a temperatura ambiente o durante toda la noche a
4°C. A continuacion, se hicieron tres lavados de 10 minutos con tampon de bloqueo
para retirar el exceso de anticuerpo primario y las células se incubaron con el
anticuerpo secundario diluido en tampén de bloqueo durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Se retird el exceso de anticuerpo secundario mediante tres
lavados con tampdn de blogueo y los ndcleos fueron tefiidos con DAPI 1 pg/ml
durante 10 segundos. Finalmente, los cubres se montaron sobre los portaobjetos con
gelvatol (mowiol 12%; glicerol 30%; Tris 0,12 M pH 8,5).

Las imagenes fueron adquiridas en el microscopio confocal Leica TCS SP5

(Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania).

5.2.1. Deteccion de HER2 en superficie
Las lineas celulares BT474, BTRH y BTSH fueron sembradas en cubres. Una

vez adheridas, se trataron con trastuzumab 10 nM durante 1 hora a 4°C en KRH y se
siguio el protocolo de IF estandar. En este caso, el tratamiento con el anticuerpo
primario tuvo lugar in vivo y se utilizo el anticuerpo secundario anti-lgG humana-
Alexa Fluor™ 488.
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5.2.2. Deteccion de trastuzumab, HER2 y marcaje de lisosomas

Las células BT474, BTRH, BTSH, RT#10 y ST#35 fueron sembradas sobre
cubres y una vez adheridas fueron tratadas con trastuzumab 10 nM durante 15
minutos a 37°C. Se retir6 el exceso de trastuzumab, las células fueron lavadas dos
veces con PBS y se afiadié medio de cultivo fresco atemperado. Las células fueron
incubadas durante 1, 3, 6, 24 y 48 horas a 37°C para permitir la internalizacion de
trastuzumab. EIl tiempo cero de internalizacion se realiz6 incubando trastuzumab a
4°C durante 1h en KRH. A continuacion, se siguio el protocolo estandar de IF.
Trastuzumab se detectd con anti-lgG humana-Alexa Fluor™ 488, HER2 con anti-
HER2 (3B5) y anti-IgG de rat6n-Cy5 y los lisosomas con anti-LAMP1 y anti-1gG de
conejo-Cya3.

Los estudios de colocalizacion de trastuzumab con LAMP1, trastuzumab con
HER2 y HER2 con LAMPL se realizaron con el programa Fiji-ImageJ, utilizando
Coloc 2 y se determino el coeficiente de correlacion de Pearson.

6. CITOMETRIA DE FLUJO

6.1. Entrada de células en fase S

Para analizar el efecto de trastuzumab sobre la entrada de las células en fase
S, se sembraron 80.000 células BTRH y SKBR3 y 100.000 células BT474 y BTSH en
placas de 60 mm y fueron incubadas durante 120 horas a 37°C en ausencia (control) o
presencia de trastuzumab 50 nM. Se afiadi6 un pulso de bromodesoxiuridina (BrdU)
10 pM 12 horas antes de la finalizacion del tratamiento. Las células fueron
tripsinizadas y procesadas utilizando el FITC-BrdU Flow Kit (BD Biosciences),
siguiendo las instrucciones indicadas por el fabricante. Durante este proceso, las
células se fijaron y permeabilizaron y fueron tratadas con DNasa 300 pg/ml para
exponer la BrdU incorporada. A continuacion, se incubaron con el anticuerpo anti-
BrdU-FITC y 7-aminoactinomicina D. Finalmente, las células fueron resuspendidas
en PBS con FBS 3% y se adquirieron 50.000 eventos en el citometro Accuri™ C6
(BD Biosciences). Se analizo el porcentaje de células en fase S utilizando el programa

del propio equipo C6 Analysis software (BD Biosciences).
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6.2. Ciclo celular

El analisis del efecto de trastuzumab sobre la progresion en el ciclo celular se
realizé mediante una tincion convencional con yoduro de propidio (PI), un agente que
se intercala en el DNA. Las células BT474, BTRH y BTSH fueron sembradas en
placas de 60 mm e incubadas en ausencia o presencia de trastuzumab 50 nM durante
6 dias a 37°C. Una vez finalizado el tratamiento, se recogieron los sobrenadantes
celulares con las células no adheridas y se tripsinizaron las células adheridas. Se
realizaron dos lavados con PBS frio para retirar los restos de medio de cultivo y
posteriormente, las células fueron fijadas y permeabilizadas, resuspendiéndolas en 1
ml de etanol 70% frio con la ayuda de un vortex en agitacion suave. Se almacenaron a
-20°C durante 24 horas. Al dia siguiente, se retiraron los restos de etanol y las células
se lavaron dos veces con PBS. Las células se resuspendieron en 400 pl de PBS con
500 pg/mL de RNasa libre de DNasa y se incubaron durante 1 hora a 37 °C. A
continuacion, se afiadio Pl (5 pg/ml) y se incubaron durante 15 minutos a temperatura
ambiente en oscuridad. Se adquirieron 50.000 eventos de cada muestra en el
citdmetro BD Accuri™ C6 y se utilizd el mismo software para el analisis de los
datos. Se determinaron los porcentajes de células en las fases GO/Gly S + G2/M del

ciclo celular. El experimento fue repetido en tres ocasiones.

6.3. Apoptosis

El anélisis de la muerte celular por apoptosis se realizé marcando a las células
con Pl y Anexina V conjugada a FITC. Las células BT474 y SKBR3 fueron
sembradas en placas de 60 mm. Una vez adheridas, se incubaron en ausencia
(control) o presencia de trastuzumab 50 nM durante 96 horas a 37°C. Una vez
trascurrido el tiempo de tratamiento, se recogieron los sobrenadantes celulares y se
tripsinizaron las células adheridas. Se realizaron dos lavados con PBS para eliminar
los restos de medio de cultivo y las células se resuspendieron en 200 pl de tamp6n de
unién frio (CaCl, 2,5 mM; NaCl 140 mM; HEPES 10 mM, pH 7,4). Las células se
marcaron con 5 pl de Pl (50 mg/ml) y 5 ul de Anexina V-FITC. Las muestras se
mezclaron suavemente y se incubaron durante 15 minutos en oscuridad a temperatura

ambiente. Pasado este tiempo, se adquirieron 50.000 eventos de cada muestra en el
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citometro BD Accuri™ C6. El andlisis de datos se realiz con el programa C6
Analysis Software y se calculd el porcentaje de células viables y no viables para cada
condicion. Se incluyeron controles de células sin marcar y células marcadas solo con

Pl o Anexina V.

El analisis de apoptosis en las células hipersensibles BTSH y ST#35 se realizd
de forma similar a lo descrito anteriormente. En este caso, las células fueron
sembradas en placas de 100 mm e incubadas durante 6 dias a 37°C en ausencia
(control) o presencia de trastuzumab 50 nM. En estos experimentos también fueron
incluidas las células BT474 y BTRH.

6.4. Marcaje de HER2 en superficie

Las células BT474, BTRH y BTSH fueron sembradas en placas de 100 mm.
En este caso, las células se lavaron con PBS y se tripsinizaron con tripsina-EDTA al
0,05% para evitar dafiar las proteinas de membrana. Se resuspendieron en medio de
cultivo para bloguear la accion de la tripsina y se centrifugaron durante 3 minutos a
1.200 rpm en una Eppendorf 5810 R.

A continuacidn, se resuspendieron en PBS suplementado con FBS al 1% y se
incubaron con trastuzumab 10 nM durante 1 hora en agitacién a temperatura
ambiente. Las células se centrifugaron para retirar el anticuerpo primario y se lavaron
dos veces con PBS con FBS al 1%. Las células se incubaron con el anticuerpo
secundario anti-lgG humana-Cy3 durante 30 minutos en agitacion y oscuridad.
Seguidamente, se repitieron los pasos de centrifugacién y lavado del anticuerpo
secundario. Finalmente, las células se resuspendieron en PBS y se detectaron los
niveles de HER2 en superficie en el citometro BD Accuri™ C6. El procesamiento de
los datos se realizd con el mismo software. Este experimento fue repetido dos veces.
Para cada linea celular, se utiliz6 un control sin marcar y un control al que solo se le

afiadio el anticuerpo secundario.
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6.5. Deteccién de trastuzumab acoplado a pHrodo™

Para analizar la internalizacion de trastuzumab y su llegada a los lisosomas, se
conjugd dicho anticuerpo al reactivo pHrodo™ utilizando el pHrodo™ Red
Microscale Labeling Kit (Thermo Fisher Scientific). EI pHrodo es un colorante
fluorogénico que no emite fluorescencia cuando el pH es neutro pero si cuando el pH
es acido (Nath et al., 2016). De esta manera, podemos saber si trastuzumab
internaliza y llega a compartimentos acidos en el interior de la célula como son los
lisosomas, donde tiene lugar su degradacion. El acoplamiento de trastuzumab a
pHrodo™ se realizo siguiendo las instrucciones indicadas en el kit. Se conjugaron
100 pg de trastuzumab con 0,65 pl de pHrodo™ que habian sido resuspendidos en 10
pl de DMSO justo antes de su uso. La reaccién de conjugacion tuvo lugar durante 30
minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se separ0 el trastuzumab conjugado
a pHrodo™ del exceso de reactivo no conjugado utilizando columnas de
centrifugacién que contenian una resina. La mezcla de reaccién se precipitd sobre el
centro del lecho de la resina y se centrifug6 a 1.000 g durante 5 minutos. El exceso de
reactivo que no se unié a trastuzumab quedd retenido en la resina y el conjugado
purificado qued6 en el tubo colector. Para cuantificar la concentracion del conjugado
se cargaron concentraciones conocidas de trastuzumab (100 ng, 1 pg) vy
concentraciones equivalentes del conjugado en un gel de poliacrilamida al 12%. Una
vez finalizada la electroforesis, el gel fue tefiido con BlueSafe y las bandas fueron
detectas por colorimetria con el equipo ChemiDoc. Las bandas fueron cuantificadas
con Image Lab y se extrapol6 la concentracién de trastuzumab para determinar la del

conjugado.

Se sembraron 200.000 células BT474, BTRH, BTSH, RT#10 y ST#35 en
placas de 35 mm y fueron tratadas con trastuzumab-pHrodo 10 nM durante 6, 12, 24
y 48 horas a 37°C. Trascurridos los tiempos de incubacion, las células se tripsinizaron
y se analizo el porcentaje de células marcadas (FL2+) mediante el citometro Accuri
C6. Los datos fueron analizados en el software del propio citometro. Como control se

utilizaron células correspondientes a cada linea celular que no habian sido tratadas.
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7. ENSAYOS DE ACTIVIDAD CASPASA 3

Los lisados celulares correspondientes a las células BT474, BTRH y BTSH se
obtuvieron como se describe en el array de apoptosis (apartado 5.1.5.2.). Para medir
la actividad caspasa 3 se utilizo el sustrato fluorogenico Ac-DEVD-AFC. En una
placa de 96 pocillos opaca con fondo plano, se afiadieron 50 pg de extracto proteico
que se llevaron hasta un volumen de 200 pl con el tampdn de actividad caspasa
(EDTA 1 mM; NaCl 150 mM; sacarosa 10%; CHAPS 0,1%; HEPES 25 mM, pH 7,4)
suplementado con ditiotreitol 20 mM y con el sustrato Ac-DEVD-AFC 10 mM. La
placa se agitd lentamente en un agitador orbital y se incubé durante 1 hora a 37°C. La
lectura de fluorescencia se realizd en un lector de placas Synergy™ 4 (BioTek
Instruments, Winooski, Estados Unidos) que contiene el programa Gene5 Data
Analysis de la misma casa comercial. La longitud de onda de excitacion fue 400 nmy
la de emision de 505 nm.

Se incluy6é un control negativo de la reaccion que no contenia extracto de
proteinas, solo 200 ul del tampoén de actividad caspasa. La actividad caspasa 3 fue
determinada restando a cada muestra la actividad del control negativo. Cada reaccion

se llevé a cabo por triplicado.

8. SILENCIAMIENTO GENICO EN LINEAS CELULARES

Los experimentos de silenciamiento génico se realizaron mediante la
transduccion con lentivirus de las células diana: BT474, BTRH y BTSH en el caso de
HER2 y BT474, BTRH y HCC1569 en el de LCN2. Para la produccion de lentivirus
se utilizaron las células HEK293T que fueron sembradas a una densidad de 2,5
millones en placas de 100 mm. Tras 24 horas, las celulas HEK293T fueron

transfectadas con 4 plasmidos:

1) Plasmido lentiviral (4 pg). Plasmido pLKO.1 con resistencia a puromicina
que contiene un shRNA (short hairpin RNA) no codificante (shControl) o un
SshRNA contra el gen de interés (ShHER2 o0 shLCN2).

-67-



Materiales y métodos

2) pMD2.G-VSV-G (8 pg). Contiene el gen vsv-g, para la formacion de la
envuelta del virus.

3) pMDL-RRE (8 nug). Contiene los genes gag y pol, que codifican proteinas
estructurales y enzimas para empaquetar el RNA y la region RRE, sitio de
union de la proteina Rev.

4) pRSV-Rev (8 pg). Contiene el gen rev, que codifica la proteina que permite la
exportacion del nucleo al citoplasma de RNA que contienen RRE.

La co-transfeccion de estos plasmidos se realizd utilizando JetPEI®,
siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. Se mezclaron los cuatro plasmidos
en un tubo y se llevaron a un volumen final de 250 pl de NaCl 150 mM. En otro tubo,
se mezclaron 40 pl de JetPEI® con 210 pl de NaCl 150 mM. A continuacion, se
afiadio el contenido del segundo tubo al que contenia los plasmidos. La mezcla se
incubo durante 25-30 minutos a temperatura ambiente, para favorecer la formacion de
los complejos. Transcurrido el tiempo de incubacion, se afiadieron los 500 pl sobre
las células HEK293T, gota a gota con una pipeta. A las 24 horas de la transfeccion, se
reemplazé el medio de cultivo por medio fresco. Pasadas 48 horas desde la
transfeccion, se recogio el sobrenadante de las células HEK293T que contenia los
lentivirus producidos y se filtro con filtros de 0,45 pm de tamafio de poro para retener
las células. A este sobrenadante se le afiadi6 polibreno a 6 pg/ml para aumentar la
eficiencia de la transduccion y se infectaron las células diana con los lentivirus. El
proceso de transduccion celular se repitié pasadas 8-9 horas. Transcurridas 24 horas
de la primera transduccién, se retird el medio con los lentivirus y se cambid por
medio de cultivo fresco. Transcurridas 48-72 horas, las células que habian sido
infectadas se seleccionaron con puromicina 3 pg/ml durante 48 horas, ya que el
plasmido pLKO.1 contiene el gen de resistencia a puromicina. Una vez seleccionadas,
las células fueron lisadas y se analiz6 por WB la eficiencia del silenciamiento génico.

Ademas, las células se plaquearon para realizar los ensayos de proliferacion celular.

Se probaron cinco secuencias diferentes de shRNA contra HER2 0 LCN2 y se

seleccionaron las dos que produjeron un mayor silenciamiento génico.
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9. ENSAYOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

9.1. Adhesion al sustrato

El ensayo de adhesion a sustrato se realizo utilizando la proteina fibronectina
(FN). En primer lugar, las placas de 35 mm fueron tratadas con FN 20 ug/ml en PBS
durante 1 hora a 37°C. Se retiro6 el exceso de FN y se realizaron dos lavados con PBS.
Las placas se dejaron en hielo hasta que las células fueron sembradas. Durante el
pretratamiento de la placa, se prepar6 una suspension celular para plaquear un total de
250.000 células BT474, BTRH y BTSH en cada placa. Las células fueron sembradas
e incubadas durante 30 minutos, 1 y 2 horas a 37°C. Transcurridos los tiempos de
incubacidn, el medio de cultivo fue retirado y se realizaron dos lavados con PBS para
retirar las células no adheridas. Las células adheridas fueron fijadas con
paraformaldehido al 2% durante 10-15 minutos a temperatura ambiente. Las placas
fueron lavadas dos veces con PBS para retirar el exceso de paraformaldehido y las
células fijadas se tifieron con cristal violeta 5 mg/ml en agua durante 10 minutos.
Pasado este tiempo, se retird el cristal violeta y se lavo el exceso del colorante con

abundante agua.

Para cuantificar el numero de células adheridas se hicieron fotos de varios
campos representativos de cada placa con el microscopio EVOS Floid Cell Imaging
Station (Life Technologies, Carlsbad, Estados Unidos). Se calculé finalmente la
media del nimero de células adheridas por area. Las células fueron contadas con

ayuda del programa ImageJ.

9.2. Migracién celular

La capacidad migratoria de las células fue evaluada mediante experimentos de
cierre de herida en placa. Las células fueron sembradas en placas de 6 pocillos que
contenian un inserto de silicona que contiene 3 areas separadas por una herida de 500
um. Se sembraron 5 millones de células BT474, 4,5 millones de BTRH y 6 millones
de BTSH. Pasadas 24 horas, cuando las células llegaron a confluencia, la silicona fue
retirada con la ayuda de unas pinzas estériles y se afiadio medio fresco con

mitomicina C a 2,5 ug/ml. El cierre de la herida fue monitorizado a través de la
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captura de imégenes cada 2 horas de distintas heridas durante 48 horas. Se utilizé el
microscopio Nikon Eclipse TE2000-E con un objetivo 10X. Se utiliz6 el programa
MetaMorph® Microscopy Automation and Image Analysis Software (Molecular
Devices, Sunnyvale, Estados Unidos) para la toma de imagenes. El area de la herida a
tiempo cero y a tiempo final fue calculada utilizando el programa ImageJ. Los datos
se representaron como el area de la herida respecto al area inicial al que se le asigno
el valor de 100%.

10. ANALISIS DE EXPRESION GENICA MEDIANTE
MICROARRAYS

10.1. Extraccion y purificacion de RNA

Las células BT474, BTRH y BTSH fueron sembradas en placas de 100 mm
hasta que llegaron a una confluencia del 80%. Se retird el sobrenadante y se lavaron
las células dos veces con PBS frio. A continuacién, se retird el exceso de PBS y se
afiadié 1 ml de TRIZOL™, Las células se recogieron con la ayuda de un raspador.
Tras el lisado de las células con TRIZOL™, se afiadieron 200 pl de cloroformo por
muestra, se agité manualmente con fuerza durante 15 segundos y se incubaron
durante 3 minutos. Las muestras se centrifugaron a 12.000 rpm en una centrifuga
Eppendorf 5417R a 4°C durante 15 minutos. El resultado de esta centrifugacion fue la
obtencion de 3 fases: 1) fase superior acuosa que contenia el RNA,; 2) fase intermedia
blanca que contenia el DNA; 3) fase inferior de color rosa que contenia las proteinas.
Se recogio la fase superior, a la que se afiadieron 500 pl de isopropanol con el
objetivo de precipitar el RNA. Se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente
y se centrifugd durante 10 minutos a 12.000 rpm a 4°C. EI RNA precipitado se lavo
con 1 ml de etanol al 75% Yy se centrifugd a 7.500 rpm durante 5 minutos a 4°C. Se
retird el exceso de etanol y se dejé secar durante 10 minutos. Finalmente, el RNA se
resuspendio en agua libre de RNasas. EI RNA se purifico utilizando el RNeasy mini
Kit de Qiagen (Hilden, Alemania), siguiendo el protocolo indicado en el propio kit. El
RNA se conservo a -80°C hasta su uso. Cada muestra se obtuvo por triplicado en dias

diferentes.
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10.2. Cuantificacion, analisis de pureza e hibridacion

La cuantificacion y el analisis de pureza del RNA se hicieron en un equipo
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, Estados Unidos). Se
sintetizo el cDNA y se hibrido en los microarrays HuGene 2.0. ST de Affymetrix
(Santa Clara, Estados Unidos). Esta metodologia fue realizada en el Servicio de
Gendmica del Centro de Investigacion del Cancer.

10.3. Andlisis de datos

Los datos de la hibridacion se obtuvieron como archivos raw.CEL que se
normalizaron utilizando el programa Expression Console 1.4 (Affymetrix).
Seguidamente, el analisis de genes diferencialmente expresados (GDESs) entre las
lineas BT474, BTRH y BTSH vy el andlisis de componentes principales se realizaron
con el programa Transcription Analysis Console 4.0 (Affymetrix). Los genes se
identificaron como GDEs cuando su tasa de cambio era>2 6 < -2y p-valor < 0,05.

10.4. Identificacion de genes diferencialmente expresados con “signo
opuesto”

Se identificaron los genes significativos cuya tasa de cambio tenia “signo
opuesto” entre las células BTRH y BTSH respecto a la linea parental BT474. Es
decir, los genes que estaban sobreexpresados en BTRH e infraexpresados, a su vez,
en BTSH respecto a la linea parental y al contrario (sobreexpresados en BTSH e
infraexpresados en BTRH).

10.4.1. Analisis de prondstico con Kaplan Meier Plotter

Se evalud la capacidad de los genes seleccionados para predecir prondstico
utilizando la herramienta bioinformatica Kaplan Meier Plotter (KM plotter) (Gyorffy
et al., 2010). Las pacientes se divieron en expresién alta y baja por los cuartiles uno y
cuatro y se analizo el valor prondstico de los genes utilizando la RFS, restringiendo el
analisis a pacientes HER2+. Se seleccionaron los genes significativos (logrank p <
0,05) y que, en nuestro caso particular, su sobreexpresion o infraexpresion fuese

coherente con los datos de expresion génica de nuestros modelos celulares. Es decir,
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que genes sobreexpresados en la linea BTSH fuesen indicativos de mejor prondstico
en pacientes y al contrario con los que estaban altamente expresados en BTRH. En el
caso de la firma génica, se selecciond la herramienta de clasificacion multigénica para

analizar la expresion génica combinada de los cuatro genes indicados.

10.4.2. Analisis predictivos con ROC plotter

Se evalud si los genes seleccionados podian predecir respuesta a trastuzumab
utilizando la herramienta ROC plotter (Fekete y Gyoérffy, 2019). Se analizo si la
expresion de los genes predecia respuesta patoldgica completa en pacientes con
cancer de mama HER2+ que hubiesen sido tratadas con trastuzumab. Se
seleccionaron los genes cuya area bajo la curva (AUC) fuese mayor a 0,6, ya que por
debajo de este valor su efecto es pequefio para que pueda ser utilizado como
biomarcador en la clinica, p-valor de la curva ROC < 0,05. El p-valor del test U de
Mann Whitney < 0,05 indicaba que las diferencias en expresion génica entre
respondedoras y no respondedoras eran significativas. En el caso de las firmas

génicas, se selecciono la opcion “Signature”.

10.4.3. Caracterizacion funcional con GSEA

Se realizd un analisis funcional de enriquecimiento génico con los datos de
expresion génica de los microarrays con el programa GSEA (Mootha et al., 2003;
Subramanian et al., 2005). Este programa permite identificar conjuntos de genes
pertenecientes a una categoria funcional que presentan diferencias de expresion
significativas entre dos lineas celulares. En el programa se introdujeron los datos de
microarrays normalizados en formato TXT. Se seleccionaron firmas moleculares
relacionadas con los procesos de adhesion, transicion epitelio mesénquima y
migracion celular y el nimero de permutaciones realizadas fue de 1.000. El analisis
reporta una puntuacion de enriquecimiento normalizada (NES), que era positiva si la
firma estaba enriquecida en BTRH o BTSH y negativa si estaba enriquecida en
BT474. Se seleccionaron como significativas las firmas cuyo FDR g-valor < 25% ya

que la propia herramienta indica que estos datos generan hipdtesis interesantes.
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10.5. Andlisis predictivos con datos de pacientes del ensayo clinico

PAMELA

Se evalud si los GDEs entre BTRH o BTSH respecto a la linea parental
predecian respuesta a trastuzumab utilizando los datos de expresion génica de
tumores de pacientes con cancer de mama HER2+ pertenecientes al ensayo clinico
PAMELA (Llombart-Cussac et al., 2017). Con este fin, se gener6 una firma génica de
resistencia y otra de hipersensibilidad a trastuzumab, solapando los GDEs en las
células BTRH y BTSH respecto a la linea parental que habian sido identificados en
los microarrays, con el panel de 560 genes obtenidos con la plataforma nCounter
utilizada para obtener los datos de expresion génica de los tumores de las pacientes
(Braso-Maristany et al., 2020; Llombart-Cussac et al., 2017).

En el ensayo clinico PAMELA, 151 pacientes con cancer de mama HER2+
fueron tratadas con lapatinib y trastuzumab. Las muestras tumorales se recogieron en
el inicio del tratamiento, a dia 14 y en la cirugia. Los resultados principales del

ensayo clinico PAMELA se describen en (Llombart-Cussac et al., 2017).

Las firmas génicas de resistencia e hipersensibilidad a trastuzumab fueron
evaluadas en las muestras tumorales del ensayo clinico PAMELA como la suma de la
media de los genes sobreexpresados o infraexpresados. Las firmas de expresion
génica fueron evaluadas en las muestras tumorales al inicio del tratamiento y se
determind su asociacién con el subtipo normal-like (determinado con PAM50) a dia
14, RPC y carga tumoral residual (CTR) en la cirugia. El analisis se realiz6 en todas

las muestras tumorales al inicio del tratamiento (n=151).

11. ANALISIS DE EXPRESION GENICA MEDIANTE PCR

11.1. Extraccion y cuantificacion de RNA

Las células BT474, BTRH y BTSH se sembraron en placas de 100 mm y se
dejaron crecer hasta llegar a una fase de crecimiento exponencial, momento en el que
se procedio a la extraccion de RNA. Se retird el sobrenadante celular y las células se

lavaron dos veces con PBS frio. La extraccion de RNA se realizd con el kit

-73-



Materiales y métodos

PureLink™ RNA Mini Kit (Life Technologies), siguiendo el protocolo indicado en el
mismo. La cantidad y la pureza del RNA se midi6é en un Nanodrop 1000 (Thermo

Fisher Scientific). EI RNA se almacend a -80°C hasta su uso.

11.2. Retrotranscripcion

La sintesis de cDNA se realizo utilizando la transcriptasa reversa M-MLV.
Para retrotranscribir 2 pg de RNA total, se utilizaron 0,5 pl de oligo-dT como
cebadores y 1 pl de una mezcla de dNTPs 10 mM que se llevaron a un volumen de 12
pl con agua milli-Q®. A continuacion, las muestras se incubaron a 65°C durante 5
minutos y seguidamente, se dio un choque térmico en hielo. Se afiadié 4 pl de tampdn
de reaccion 5X especifico de la enzima, 2 ul de DTT 0,1 M y 1 pl de inhibidor de
RNAsas RNasin® y se incub6 la mezcla a 37°C durante 2 minutos. Por ultimo, se
afiadio 1 ul de la enzima M-MLV (200 unidades). La reaccién transcurrié a 37°C
durante 50 minutos y posteriormente, se elevd la temperatura a 70°C durante 15
minutos mas para que tuviese lugar la inactivacion de la retrotranscriptasa. La
reaccion se realizd en el termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer,

Waltham, Estados Unidos). EI cDNA se almacend a -20°C hasta su uso.

11.3. PCR semicuantitativa

Los oligonucleétidos que posteriormente se utilizaron para realizar la qRT-
PCR se disefiaron mediante el programa Primer3 Input version 0.4.0. Se realizd una
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con transcriptasa inversa para comprobar
el correcto funcionamiento de los oligonucleotidos seleccionados (Tabla 4), siguiendo
el protocolo que se describe a continuacion. Se realizo una mezcla que contenia 5 pl
de tampén de PCR 10X, 1 pl de dNTPs 10 mM, 1,5 pl de oligonucleotido sentido 10
uM, 1,5 pl de oligonucledtido antisentido 10 pM, 2 pl de cDNA sin diluir (0,1 pg), 38
ul de agua Milli-Q® y 1 pl de la DNA polimerasa Taq (1 unidad). La reaccion tuvo
lugar en el mismo termociclador que la retrotranscripcién. El programa de PCR
constaba de las siguientes etapas: 1) desnaturalizacion a 94°C durante 5 minutos; 2)

30 ciclos que consisten en desnaturalizacion a 94°C durante 1 minuto, anillamiento de
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los oligonucledtidos a 56°C durante 1 minuto y extension a 72°C durante 30

segundos; 3) extension adicional a 72°C durante 7 minutos.

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2% en TAE (EDTA 1 mM,; &cido acético 20 mM; Tris-HCI 40 mM pH 8,0)
con bromuro de etidio 2 pg/ml. Utilizamos el marcador de peso molecular de 100
pares de bases. Las bandas correspondientes a los genes amplificados se visualizaron

en el transiluminador de luz ultravioleta GelDoc 2000 (Bio-Rad Laboratories).

11.4. gqRT-PCR

La cuantificacion de la expresion de los genes de interés se realizd mediante
PCR cuantitativa con transcriptasa inversa (qQRT-PCR). Se realizd una mezcla en un
volumen final de 25 pl que contenia 5 pl de cDNA diluido 1:25 (0,02 pg), 12,5 pl de
SYBR Green Master Mix y cada oligonucle6tido (sentido y antisentido) a 160 nM. Se
utilizaron placas de 96 pocillos iCycler® 1Q™ y la reaccion se llevo a cabo en un
termociclador iCycler® iQ™S5 Multicolor Real Time PCR Detection System (Bio-
Rad Laboratories). La amplificacion tuvo lugar en un programa con las siguientes
etapas: 1) desnaturalizacion a 95°C durante 5 minutos; 2) 40 ciclos que consisten en
desnaturalizacion a 95°C durante 30 segundos, anillamiento de los oligonucle6tidos a
60°C durante 30 segundos y extension a 72°C durante 30 segundos; 3) extension

adicional a 72°C durante 1 minuto.

Mediante esta técnica se cuantifico la expresion de los genes que se indican en
la tabla 4 en las células BT474, BTRH y BTSH. Cada reaccion se realizé por
duplicado y los experimentos fueron repetidos tres veces. Ademas, para cada gen
analizado se incluyd un control negativo en el que la mezcla contenia todos los

componentes excepto cDNA, que se sustituyé por agua Milli-Q®.

La expresion relativa de cada gen en las lineas BTRH y BTSH se normaliz6
con respecto a los valores de expresion de GAPDH vy se relativizO respecto a la

expresion del gen en la linea parental BT474 utilizando la formula 2-(AACY).
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Tabla 4. Oligonucle6tidos utilizados para la gRT-PCR.

Gen Cebador Secuencia
sTC1 Sentido 5’- CTCAGGGAAAAGCATTCGTC -3’
Antisentido  5’-AGCTGGACGACCTCAGTGAT-3’
SCGB2A? Sentido 5’-GCTGCCCCTTATTGGAGAAT-3’
Antisentido ~ 5°-TGCTCAGAGTTTCATCCGTTT-3’
BRINP2 Sentido 5’-GGCTGCAGCAACTATGACAA-3’
Antisentido 5-TTGCACCAGCAGTCATTCTC-3’
STPRM Sentido 5’-GGCAAGTCAAGTCCAAGAGC-3’
Antisentido ~ 5’-CTGTTTGCACCATGTTCACC-3’
GRIK3 Sentido 5’-CACCACAGATGACCGTGAAC-3’
Antisentido 5> TTTCAGGCTGATGATGTCCA-3’
OTNA Sentido 5’-GTTCCCAGATCAGCCTGAGA-3’
Antisentido 5. GGACTTCCTGAGGAGGGAAC-3’
L RPLE Sentido 5’-TGGATATGCGATGGTCAGAA-3’
Antisentido  5-TATGGCACCACAAATGCTGT-3’
POETE Sentido 5’-TTGCCAAAGGAAATGACACA-3’
Antisentido  5>.CACACTTCAAGGCGATCTGA-3’
L20RA Sentido 5’-CTGTTGTCCTGACAGCTCCA-3’
Antisentido 5’-AGTCCTGGCACACTGCTTCT-3’
BXL7 Sentido 5’-TGTGTCTCATGCTGGAAACC-3’
Antisentido  5’-CAGATTAGGGCAGAGGGACA-3’
TXNIP Sentido 5’-GCCACACTTACCTTGCCAAT-3’
Antisentido  5>-GTTGCAGCCCAGGATAGAAG-3’
ATXNG Sentido 5’-ATTGCGAAGCTGACCAACTC-3’
Antisentido 5-ATTCCTGAGCCATCATTTGC-3’
oxXCLLT Sentido 5’-GCCAAGAATGTGAGTGCAAA-3’
Antisentido 5-TGCTTGTTTGGCTTTCTGTG-3’
El6 Sentido 5’-GGTGGAGGCAGGTAAGAAAA-3’
Antisentido 5’-ATCGCAGACCAGCTCATCA-3’
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NPNT Sentido 5>-TACACCAAAGCCAACACCAA-3’
Antisentido 5’-TGGGTTTCTGAGGGTCTGTC-3’
ELMOL Sentido 5’>-GGAGAAACGCAAGTCCATGT-3’
Antisentido 5’-CAATCCGGATGTAGGCATCT-3’
GRIK? Sentido 5’>-TCAGACGTGGTGGAAAACAA-3’
Antisentido 5> ACTGTCAGAAAGGCGGCTAA-3’
UPKIA Sentido 5’-TGGTAGCCAGTTTTGGTGTG-3’
Antisentido 5’-AAGGTCAGCATCTGCTTGGT-3’
Sentido 5-ACCATGCTAATGGGCAAGTC-3’

PPP1R3C —
Antisentido 5> AGGAGACGTCTGGTGGAATG-3’
Sentido 5-CCAGCAGTGACACACAAACC-3’

HMGCS?2 I
Antisentido 5’-CCCATTGTGAGTGGAGAGGT-3’
Sentido 5’-GAACCCTGCTGATCCAGAAC-3’

CEACAM7 I
Antisentido 5-CTCCACCGGATTGAAGTTGT-3’
- Sentido 5’>-CGTCCAAATGACGAAGTCAC-3’
Antisentido 5’-GGGGATTACAGCAGCATCAT-3’
LUzZP? Sentido 5-TTGAGAGTCACAGGCAGTGG-3’
Antisentido 5" TTGAGAGTCACAGGCAGTGG-3’
IL1R1 Sentido 5-TGTGATTGTGAGCCCAGCTA-3’
Antisentido 5-TGTTTGCAGGATTTTCCACA-3’
Sentido 5-TATTACCGTCCAGGGGTGAA-3’

CEACAMS5 -
Antisentido 5’-TTGGCCTGGCAGGTATAGAG-3’
Sentido -GGA TGTTCTCGACATA-3’
ABCAS i 5>-GGACCCCTGTTCTCGAC 3
Antisentido 5’-CCGATCCCCCATTTACTTTT-3’
SCaN Sentido 5-TTTGCACAAGGTGAAACAGC-3’
Antisentido 5’-GCGCCAAATCTGCATAAACT-3’
SPINKS Sentido 5’>-GACGCCATCCTTGTTCTAGC-3’
Antisentido 5-TAACCTGGTCACTGCCACAA-3’
Sentido TGA T TTTTTAGTC-3’
CYSLTRL i 5’-TGACCGCTGCC GTC-3
Antisentido 5> ATGCAGCCAGAGACAAGGTT-3’
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Sentido 5’-GAGTCAACGGATTTGGTCGT-3’
Antisentido 5’-GATCTCGCTCCTGGAAGATG-3’

GAPDH

12. SECUENCIACION DE RNA (RNAseq)

La extraccion de RNA total en las células BT474, BTRH, BTSH, RT#10 y
ST#35 se realizd por triplicado en tres dias distintos, siguiendo el procedimiento
descrito en el apartado 11.1. Los RNAs se enviaron a Macrogen (Seul, Corea del
Sur), donde se realizd la secuenciacion del RNA. La integridad del RNA se determino
en base al valor del nimero de integridad del RNA (RIN). La integridad se analiz6
con el equipo Agilent 2100, en todas las muestras el valor RIN > 8,8 (a partir de 7 se
considera valido). Las librerias de cDNA se prepararon con TruSeq Stranded LT
Sample Prep Kit (Illumina, San Diego, Estados Unidos). La secuenciacion del mMRNA
se realizo con el sistema Novaseq 6000 (Illumina), generando 40 millones de lecturas
por muestra (2x150 pares de bases, lectura tipo paired-end).

El procesamiento de los datos se realizd con la plataforma Galaxy (Afgan et
al., 2018). Se realizo un control de calidad de los datos crudos con fastQC (Andrews,
2021). A continuacion, se elimind el contenido de secuencias técnicas presentes en las
lecturas con Trimmomatic (Bolger et al., 2014) y se identificaron las lecturas
duplicadas con MarkDuplicates (http://broadinstitute.github.io/picard/). Las lecturas
se alinearon contra el genoma de referencia humano (hg38) con HISAT2 (Kim et al.,
2015). La expresion génica se midié con featureCounts (Liao et al., 2014) y el
andlisis de expresion diferencial se realizd6 con DESeq2 (Love et al., 2014).
Finalmente, se utiliz6 Ensembl GRCH37 (http://grch37.ensembl.org/downloads.html)
para la anotacién funcional. El andlisis de componentes principales (PCA) fue
generado con Babelomics 5.0 (Alonso et al., 2015). Los genes se identificaron como

GDEs cuando su tasa de cambio era>2 6 < -2 y su FDR p-valor ajustado < 0,05.
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12.1. Caracterizaciéon funcional

Se realiz6 una anotacion funcional de los GDEs entre los modelos celulares
con distinta sensibilidad a trastuzumab y BT474 respecto a una base de datos de
referencia. Los listados de genes significativamente sobreexpresados o
infraexpresados fueron introducidos en las bases de datos pablicas DAVID (Huang et
al., 2009a, 2009b) y la funciéon ToppFun de ToppGene Suite (Chen et al., 2009). Se
introdujo el listado de genes en DAVID, se selecciond la especie Homo sapiens y la
herramienta “Functional Anotation Clustering”. Se seleccionaron los clUsteres con
mayor puntuacién de enriquecimiento (ES) formados por categorias de anotacion con
p-valor < 0,05. En ToppFun, se evaluaron categorias de ontologia génica (funcion
molecular, proceso biolégico y compartimento celular) y la via de sefializacion. Se

aplico una tasa de corte de FDR p-valor ajustado < 0,05.

13. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

El analisis estadistico de los datos experimentales de este trabajo se realiz6
con el programa GraphPad Prism 8 (San Diego, Estados Unidos). La comparacién de
las variables continuas entre dos grupos se realiz6 utilizando el test t de Student de
dos colas. Las comparaciones entre firmas de resistencia e hipersensibilidad y los
valores clinicos y bioldgicos de los datos del ensayo PAMELA se realizaron en R
4.0.3. Se utilizaron el test t de Student de dos colas 0 ANOVA de una via. Las

diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas con un p-valor < 0,05.

Los andlisis estadisticos de los datos de KM plotter, ROC plotter y GSEA

fueron proporcionados por las propias herramientas.
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1. EFECTO DE TRASTUZUMAB EN LINEAS CELULARES
HER2+

La estrategia para identificar genes que pudiesen ser usados para predecir
respuesta a trastuzumab en cancer de mama HER2+ comenzd por crear modelos de
sensibilidad y resistencia utilizando la linea celular BT474. Esta linea ha sido muy
utilizada como modelo para el analisis del papel fisiopatoldgico de HER2 en cancer
de mama incluyendo estudios del efecto antitumoral de farmacos como trastuzumab
(Baselga y Albanell, 2001; Brockhoff et al., 2007; Nahta et al.,, 2004b). En
experimentos de proliferacion celular, el tratamiento de las células BT474 con
trastuzumab result6é en una reduccion en el nimero de células en comparacion con
células no tratadas (Figura 7A). Estos datos sugirieron la presencia de una poblacion
de células sensibles que estaban afectadas por trastuzumab, asi como una poblacién

de células a las que el anticuerpo afecté menos o que incluso eran resistentes.

Se realizaron experimentos para determinar si la reduccion en el nimero de
células causada por trastuzumab se debia principalmente a la induccion de la muerte
celular, al arresto del ciclo celular o una combinacion de ambos efectos. La
evaluacion por citometria de flujo de la muerte celular con tincion con Anexina V'y
Pl, mostr6 un aumento pequefio pero reproducible en una poblacion de células no
viables tratadas con trastuzumab (Figura 7B y 7C). Por otro lado, se analiz6 la
incorporacion de BrdU para analizar la entrada de células en fase S. Estos analisis
demostraron que trastuzumab reducia la incorporacion de BrdU en células BT474
(Figura 7D).
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Figura 7. Estudio de la de accion de trastuzumab en la linea celular BT474. (A) Las
células BT474 fueron tratadas con trastuzumab durante 7 dias y se determind el nimero de
células mediante contaje. Los datos se representan como la media £+ SD, relativo al control de
dos experimentos. C: Control; T: Trastuzumab 50 nM; S: sensibles; R: resistentes. (B) y (C)
Las células BT474 se trataron con trastuzumab durante 96 horas. (B) Los datos muestran el
porcentaje de células en los cuadrantes indicados. Se muestra un experimento representativo
que se repitio dos veces. (C) Los datos muestran el porcentaje de células no viables
(ANN+/P1-, ANN+/Pl+ y ANN-/PI+) y viables (ANN-/PI-). Los datos han sido representados
como la media £ SD de dos experimentos independientes (D). Las células BT474 fueron
tratadas con trastuzumab durante 120 horas y recibieron un pulso de BrdU de 12 horas. Los
resultados muestran el porcentaje de células en fase S. Se muestra un experimento
representativo que fue repetido en dos ocasiones.

Para verificar si trastuzumab inducia estos efectos en otras lineas de cancer de
mama HER2+, se utiliz6 la linea celular SKBR3 como un segundo modelo. Estas
células fueron sensibles a trastuzumab de forma anéloga a las BT474 (Figura 8A).
Ademas, se observaron efectos similares en SKBR3 tanto en muerte celular como en

entrada de células en fase S tras el tratamiento con trastuzumab (Figura 8B-D).
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Figura 8. Estudio de la accién de trastuzumab en la linea celular SKBR3. Estos
experimentos se realizaron de forma analoga a lo descrito en la figura 7, utilizando la linea
SKBR3. Se determiné la proliferacién celular (A), la apoptosis (B) y (C) vy el porcentaje de
células en fase S (D) en presencia de trastuzumab. Los datos se representan como la media +
SD, relativo al control de dos experimentos (A) y (B). Se muestra un experimento
representativo que fue repetido en dos ocasiones (B) y (D).

2. GENERACION Y CARACTERIZACION DE MODELOS
CELULARES DE CANCER DE MAMA HER2+,
RESISTENTES E HIPERSENSIBLES A TRASTUZUMAB

En un intento de aislar células muy sensibles a trastuzumab se utilizaron dos
estrategias en paralelo. En la primera, se picaron clones de células BT474 y se testo
su sensibilidad a trastuzumab. Este analisis resulté en el aislamiento de un clon
llamado BTSH (células BT474 Sensibles a Herceptina™) que mostrd una respuesta a

trastuzumab muy elevada en comparacion con la linea parental BT474 (Figura 9).

En paralelo también se utiliz6 un modelo celular de resistencia a trastuzumab,
las células BTRH (células BT474 Resistentes a Herceptina™), que consiste en un

pool de células que habian sido generadas previamente tratando las células BT474
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con trastuzumab 50 nM durante seis meses (Diaz-Rodriguez et al., 2019). El efecto de
trastuzumab en la proliferacion celular era sustancialmente menor que en caso de la

linea parental (Figura 9).
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Figura 9. Andlisis de dosis-respuesta a trastuzumab en los modelos celulares BT474,
BTRH y BTSH. Las células fueron tratadas con concentraciones crecientes de trastuzumab
(1-100 nM) durante 7 dias y se determiné el nimero de células mediante contaje. Los datos se
representan como el porcentaje de la media = SD respecto al control. Se muestra un
experimento representativo que fue repetido dos veces.

En la segunda estrategia, las células BT474 fueron sembradas a baja densidad
y tratadas con trastuzumab 50 nM durante dos meses para aislar colonias
individualizadas (Figura 10A). Se esperaron dos escenarios diferentes: uno
representando las células resistentes a trastuzumab, caracterizadas por clones que
proliferaban a una tasa similar a las células que no habian sido tratadas y una segunda
situacion en la que los clones muy sensibles proliferaban mucho menos y generasen

colonias con menor nimero de células.
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Figura 10. Generacién de clones hipersensibles y resistentes a trastuzumab. (A)
Representacion esquematica del proceso de generacién de clones. Las células BT474 fueron
sembradas a densidad baja y se trataron durante 2 meses con trastuzumab. Las células que
proliferaron correctamente en presencia de trastuzumab se aislaron como clones resistentes y
las que apenas proliferaron se aislaron como clones sensibles. (B) Se analiz6 la proliferacion
celular de los 54 clones aislados en presencia de trastuzumab durante 7 dias mediante contaje.
El grafico muestra la media del nimero de células tras el tratamiento con trastuzumab
normalizado al control sin tratar. EI cuadro azul indica el rango de respuesta a trastuzumab en
las células BT474. Clones cuya proliferacion fue superior al 70% (respecto al control) fueron
considerados resistentes a trastuzumab (flecha roja) mientras que clones cuya proliferacién
estaba por debajo de 30% fueron considerados hipersensibles (flecha verde).

Se aislaron un total de 54 clones y se analizd su respuesta a una dosis
saturante de trastuzumab (Figura 10B y Figura 11). Veinte de los clones aislados
presentaron una sensibilidad a trastuzumab similar a la linea parental (Figura 10 y
Figura 11). Diecinueve clones fueron maés resistentes a trastuzumab que la linea
parental BT474, mientras que solo obtuvimos un clon hipersensible a trastuzumab,
llamado ST#35 (Figura 10 y Figura 11). Estos resultados demostraron que la
respuesta a trastuzumab en un cultivo de células BT474 era heterogénea, debido a la

presencia de clones con distinta sensibilidad a trastuzumab.
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Figura 11. Respuesta a trastuzumab en los 54 clones aislados. El experimento fue
realizado como se describe en la figura 10B. El grafico muestra la media = SD del nimero de
células tras el tratamiento con trastuzumab relativo al control sin tratar. El cuadro azul el
rango de respuesta a trastuzumab en la linea parental BT474.
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3. EFECTO DE TRASTUZUMAB IN VIVO EN LOS CLONES
RESISTENTES RT#1, RT#5 Y RT#10

Experimentos que habian sido desarrollados en el laboratorio demostraron que
la linea BTRH no generaba tumores resistentes a trastuzumab in vivo. Por lo tanto, se
evalud la capacidad de los clones resistentes a trastuzumab para generar tumores
resistentes a trastuzumab. Se inyectaron células de los clones RT#1, RT#5 y RT#10
en ratones desnudos. Se monitorizo el crecimiento del tumor y los ratones fueron
tratados semanalmente con trastuzumab una vez habian alcanzado un volumen de 500
mm?. En el caso del clon RT#1, los tumores R1TD, R2TD, R3TD y R3TI (Raton 1
(R1), 2 (R2) y 3 (R3); tumor derecho (TD) y tumor izquierdo (TI)) respondieron
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inicialmente al tratamiento, aunque el tamafio del tumor no disminuyo
sustancialmente. Sin embargo, tras unos dos meses de tratamiento, su tamafio volvié a

aumentar, siendo resistentes a trastuzumab (Figura 12).
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Figura 12. Efecto de trastuzumab en tumores generados por los clones resistentes RT#1,
RT#5 y RT#10 en ratones desnudos. El volumen tumoral fue medido dos veces por semana
y cuando alcanzaron los 500 mm3, se administré trastuzumab semanalmente. Las gréficas
muestran las curvas de crecimiento de los tumores generados por las células RT#1, RT#5 y
RT#10, respectivamente. Se trata de un experimento preliminar. El punto rojo hace referencia
al momento de inicio del tratamiento. R1: ratén 1, R2: Rat6n 2, R3: Rat6n 3; TD: tumor
derecho, TI: tumor izquierdo.
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En cuanto a los tumores RT#5, tres de los cuatro tumores que crecieron
respondieron inicialmente al tratamiento: R2TD, R2TI y R3TD. Dos tumores, R2TD
y R2TI pertenecientes al mismo raton, volvieron a crecer tras 9 meses de tratamiento
(Figura 12), pudiendo tratarse de una resistencia adquirida. Ademas, el tumor R1TD
no respondi6 al tratamiento hasta pasado un mes. Su tamafio disminuy0, pero no
desaparecidé y volvio a crecer (Figura 12). Por ultimo, el otro tumor que tenia este
altimo ratén, R1TI, creci6 durante el tratamiento con trastuzumab (Figura 12).
Finalmente, no hubo ningun tumor RT#10 que respondiera al tratamiento con
trastuzumab (Figura 12), sugiriendo que éste era un buen modelo de resistencia a

trastuzumab in vivo.
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Figura 13. Efecto de trastuzumab en tumores generados por las células BT474 y BTRH
en ratones desnudos. El experimento fue realizado como se describe en la figura 12. Las
graficas muestran las curvas de crecimiento de los tumores generados por las células BT474 y
BTRH.
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Como control del experimento anterior, también se analiz6 en paralelo la
respuesta a trastuzumab en los tumores generados por las lineas BT474 y BTRH. En
estos casos, el tamafio de los tumores disminuyo tras el tratamiento con trastuzumab
(Figura 13). Sin embargo, los tumores R1TD, R1TI, R2TD y R3TD en BT474 y el
R2TD en BTRH, desarrollaron resistencia a trastuzumab tras la exposicion

continuada a dicho anticuerpo (Figura 13).

4. EFECTO DE OTRAS TERAPIAS ANTI-HER2 EN LOS
MODELOS CELULARES CON DISTINTA SENSIBILIDAD A
TRASTUZUMAB

Para explorar la relacion que existe entre la respuesta a trastuzumab y la
sensibilidad a otras terapias anti-HER2 se realizaron ensayos dosis-respuesta. Estos
estudios mostraron que T-DML1 tenia un efecto similar en BT474 y BTRH pero
reducia drasticamente el numero de células BTSH (Figura 14A). Por tanto, la
hipersensibilidad a trastuzumab de las células BTSH es compartida con su derivado
T-DML1. Los TKis, lapatinib y neratinib, afectaron a la supervivencia de las células
BTSH y BT474 de forma similar. Sin embargo, las células BTRH fueron maés
resistentes a la accion de dichos farmacos (Figura 14C y 14D), de acuerdo a lo que
habia sido previamente publicado por nuestro grupo (Rios-Luci et al., 2020). No se
observo ningun efecto sobre la proliferacion celular cuando las células fueron tratadas
con pertuzumab (Figura 14B), a pesar de ser tratamiento en primera linea junto con

trastuzumab en pacientes con cancer de mama HER2+.
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Figura 14. Accion de otras terapias anti-HER2 en los modelos celulares con distinta
sensibilidad a trastuzumab. Las células fueron sembradas y tratadas con concentraciones
crecientes de los respectivos farmacos. ElI nimero de células fue determinado mediante
contaje. Los resultados representan el porcentaje de la media = SD respecto al control. Se
muestra un experimento representativo que fue repetido dos veces. (A) Dosis-respuesta a T-
DM1 (desde 0,1 nM hasta 50 nM) durante 72 horas. (B) Dosis-respuesta a pertuzumab (desde
1 hasta 100 nM) durante 7 dias. (C) Dosis-respuesta a lapatinib (desde 1 nM hasta 1 uM)
durante 72 horas. (D) Dosis-respuesta a neratinib (desde 0,1 hasta 50 nM) durante 72 horas.

5. PAPEL DE HER2 EN LOS MODELOS CELULARES CON
DISTINTA SENSIBILIDAD A TRASTUZUMAB

5.1. Expresién y la activacién de HER? total y en superficie

Como se ha descrito anteriormente, las alteraciones moleculares, asi como la
pérdida de expresion de HER2, son mecanismos implicados en la resistencia a
trastuzumab (Arteaga and Engelman, 2014; Mitra et al., 2009; Mittendorf et al.,
2009; Ocana y Pandiella, 2013; Scaltriti et al., 2007). Por ello, se realizaron

experimentos para comprobar si la diferencia en la respuesta a trastuzumab se debia a
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la pérdida de expresion o activacion de HER2. Se analiz6 la expresion de HER2 total

mediante WB e IF. El analisis por IF mostr6 que los niveles y la distribucion de

HER? total eran similares en las las tres lineas (Figura 15A).
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Figura 15. Analisis de la expresién de HER2 total y en superficie y su activacion basal en
las lineas BT474, BTRH y BTSH. (A) Deteccion de HER2 total por IF. Las células fueron
fijadas, permeabilizadas y marcadas con anti-HER2. (B) Expresion de HER2 total o su
activacion mediante WB. Los extractos celulares fueron IP con trastuzumab. Se detectd HER2
con un anti-HER2 y su activacion con anti-pTyr. (C), (D) y (E) Expresion de HER2 en
superficie. Las células fueron tratadas con trastuzumab 10 nM durante 1 hora en frio y se
detect6 HER2 mediante WB con un anticuerpo anti-HER2 y su activacion con anti-pTyr (C),
por IF con el anticuerpo anti-lgG humana-Alexa Fluor™ 488 (D) y por citometria con anti-
IgG humana-Cy3 como anticuerpo secundario. Los resultados muestran la intensidad de
fluorescencia en unidades arbitrarias (u.a.). Escala: 10 um en (A) y (D); DAPI: marcaje de

DNA.
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La deteccion de HER2 total mediante WB confirmé que no existian
diferencias apreciables en la expresion de HER2 entre las células BT474, BTRH y
BTSH (Figura 15B). Ademas, se evalud la expresion de HER2 en superficie mediante
WB, IF y citometria de flujo. De la misma forma, las tres lineas celulares expresaron
niveles indistinguibles de HER2 en superficie (Figura 15C, 15D y 15E). Por ultimo,
la activacion de HER2 evaluada por la cantidad de receptor fosforilado por WB era
similar en los modelos de distinta sensibilidad a trastuzumab (Figura 15B y 15C).
Estos datos sugirieron que las diferencias de sensibilidad a trastuzumab entre BT474,
BTRH y BTSH no se debian a cambios en la cantidad total o en superficie de HER2 o

a su activacion basal.

5.2. Efecto de la pérdida de HER2 en la supervivencia

Sabiendo que todos los modelos celulares presentaban niveles similares en
cuanto a la activacién y a la expresion de HER2, se decidi6 evaluar el papel que juega
este receptor en la supervivencia de la linea parental y de los modelos BTRH y BTSH
con el fin de esclarecer si la diferencia en la respuesta a trastuzumab se debia a
diferencias en la adiccion de las células a la sefializacion a través de HER2. Para ello,
se silencié HER?2 utilizando secuencias de sShRNA (Figura 16A) y se analiz6 su efecto
sobre la proliferacion celular mediante MTT. Los resultados mostraron que una
disminucién en la expresion del receptor afectaba drasticamente a la proliferacion
celular en las tres lineas celulares (Figura 16B). En el caso de BT474 y BTSH, la
expresion de HER2 era imprescindible para su proliferacion y supervivencia. Sin
embargo, las células BTRH continuaban dividiéndose aunque su tasa de proliferacion

era muy reducida respecto al control.
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Figura 16. Efecto del silenciamiento de HER2 en las lineas BT474, BTRH, BTSH. (A)
Anédlisis de la expresion de HER2 mediante WB en las lineas transducidas con shRNA contra
HER2. La calnexina se utiliz6 como control de carga. shC: shControl, no codificante. (B)
Efecto del silenciamiento de HER2 sobre la proliferacion celular de las lineas transducidas.
Las células fueron sembradas y se determind la proliferacion celular mediante MTT a las 72
horas. Los resultados muestran el porcentaje de la media £ SD relativo al shControl. Se
muestra un experimento representativo que se repitio dos veces.

6. MECANISMO DE ACCION DE TRASTUZUMAB EN LOS
MODELOS CELULARES CON DISTINTA SENSIBILIDAD

Entre los mecanismos de accion de trastuzumab previamente descritos se
encuentra el arresto del ciclo celular en fase G1, provocando un aumento de la
proteina p27 (Shin et al., 2002; Yakes et al., 2002). Por ello, se evalué como afectaba
el tratamiento con trastuzumab a la progresion en el ciclo celular en nuestros modelos
celulares con distinta sensibilidad mediante tincion con PI. El analisis del ciclo
mostré que trastuzumab aumentaba el nimero de células BT474 y BTSH en fase G1
(Figura 17A), asi como la expresion de p27 (Figura 17B). Por el contrario, el nmero
de células en G1 y la expresion de p27 en las células BTRH no se vieron modificados

tras la accion de trastuzumab.

-95-



Resultados

A G0/G1 S+G2/M
- BT474
e Control Trastuzumab
x 6 6 B
n 60,3% 69,8%
s Sh vro, ok 5 X X
3 o 39,7%| 4 30,2% S (™ ox®
: C TCTCT
T 24 24 -
e P21 — |-
(]
~g 0 0 T p27— — - - —
Z 1054 108 107 1054 106 107
— | ———— o — —
_ Pl BTRH PI GAPDH
= Control Trastuzumab
x 6 6
] 63,9% 63,7% C
3 4 36,1%| 4 36,3% eBT474 «BTRH «BTSH
§ 120 — p=0,4331
o 7 27 © —100—] pa oa o8 pe
] w O
~§ 0-54 6 7 0-54 6 7 : “g‘ 80_
Z 105 10P| 107 105 10P| 10 32 60— +
c O
= BTSH 53 40— &
= Control Trastuzumab o< -
% 6 6 o 20
0, 0,
8 i e i A S S I R
S 44 31,6% 4- 23,9% cCT CT cCT
8
[}]
T 24 24
o
(1]
Eo 0 .
= 1054 108 107 1054 106 107

Figura 17. Efecto de trastuzumab sobre la progresion en el ciclo celular de las células
BT474, BTRH y BTSH. (A) Distribucién de células (en porcentaje) en las fases GO/G1 (en
rojo) y S + G2/M (en azul) del ciclo celular en la situacion control y tras el tratamiento con
trastuzumab. Las células fueron tratadas con trastuzumab durante 6 dias, tefiidas con Pl y
analizadas por citometria de flujo. Se muestran los datos de un experimento representativo
que se repitid tres veces. (B) Expresion de p21 y p27 mediante WB. Los niveles de GAPDH
se utilizaron como control de carga. (C) Analisis de la entrada en fase S tras el tratamiento
con trastuzumab. Las células fueron tratadas con trastuzumab durante 120 horas y recibieron
un pulso de BrdU durante 12 horas y la incorporacion de BrdU fue determinada por citometria
de flujo. Los datos se representan como la media + SD, normalizada al control sin tratar de
dos experimentos independientes

Ademas, trastuzumab disminuyo la expresion de p21 en BT474 y BTSH. En
las células BTRH, los niveles de p21 eran inferiores y no se veian modificados por la
accion de trastuzumab. El andlisis de la incorporacion de BrdU demostrd que el

tratamiento provocaba una disminucion del namero de células en fase S de forma
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similar en BT474 y BTSH (Figura 17C). De acuerdo con los datos de tincion con PI,
no se observaron diferencias en la incorporacion de BrdU en las células BTRH

tratadas con trastuzumab.

Debido a que los andlisis de ciclo celular no explicaron las diferencias en la
respuesta a trastuzumab entre las células BT474 y BTSH, sumados al hecho de que
experimentos previos demostraron que trastuzumab inducia un ligero aumento en el
nimero de células no viables en las células BT474 (Figura 7B y 7C), se decidid
analizar la muerte celular tanto en el modelo hipersensible como en el resistente a
trastuzumab. El analisis de la apoptosis mediante doble tincién con anexina V y Pl
demostré que trastuzumab causaba una importante disminucion de la viabilidad

celular en las células BTSH (Figura 18A).

La apoptosis fue acompafiada de un aumento de la actividad de la proteina
caspasa 3, involucrada en la activacion de la cascada de caspasas que ejecutan la
apoptosis (Jiang et al., 2020b) (Figura 18B). En el caso de la linea BT474, el pequefio
aumento en el nimero de células no viables (Figura 18A) no caus6 activacion de
caspasa 3 (Figura 18B). Por ultimo, trastuzumab no causé ningun efecto en las células
BTRH (Figura 18A y 18B).

La induccion de la apoptosis causada por trastuzumab no era exclusiva de las
células BTSH, también se observo dicho efecto en el otro clon hipersensible a
trastuzumab (ST#35) que habiamos aislado durante el proceso de generaciéon de

clones (Figura 18C).
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Figura 18. Efecto de trastuzumab sobre la muerte celular y la activacion de caspasa 3 en
celulas con distinta sensibilidad. Las células fueron tratadas con trastuzumab durante 6 dias
y se determind la apoptosis (A) y (C) o se lisaron para determinar la actividad caspasa 3 (B).
(A) y (C) Las células se tifieron con anexina V-FITC y Pl y fueron analizadas mediante
citometria de flujo. Los datos muestran el porcentaje £ SD de células viables y no viables de
dos experimentos independientes. (B) 50 pg de extracto celular correspondientes a cada
condicion fueron tratados con el sustrato fluorogénico Ac-DEVD-AFC durante 1 hora a 37°C.
La gréafica representa la actividad media = SD de un experimento representativo que se repitio
tres veces.

A continuacion, se analizO mediante WB la expresion de proteinas que
participaban en el proceso de muerte celular por apoptosis. Los resultados mostraron
procesamiento de caspasa 3, caspasa 7 y PARP en las células BTSH tratadas con
trastuzumab (Figura 19).
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Figura 19. Analisis del efecto de trastuzumab sobre la expresion y el procesamiento de
proteinas implicadas en la activacion de la muerte celular. Las células se trataron como se
describe en la figura 18 y la expresién de las proteinas se analizé mediante WB.

Estos resultados sugirieron que el aumento de la sensibilidad en las células
BT474 y BTSH se debia a una mayor sensibilidad al efecto proapoptético inducido

por trastuzumab.

Con el fin de profundizar en la induccion de apoptosis, se decidi6 analizar la
expresion de un nimero mayor de proteinas implicadas en este proceso. Para ello se
utilizé el Proteome Profiler Human Apoptosis Array Kit. Se analizo la expresion de
proteinas en los lisados de las células BT474, BTRH, BTSH y ST#35 en estado basal
y tras el tratamiento con trastuzumab. Los resultados demostraron que todas las lineas
expresaban niveles similares de la gran mayoria de las proteinas en estado basal (sin

tratamiento) (Figura 20).
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Figura 20. Analisis de la expresion de proteinas apoptéticas en las células BT474, BTRH,
BTSH y ST#35. Los lisados celulares correspondientes a la condicién control (sin tratar)
fueron incubados con membranas de anticuerpos siguiendo el protocolo indicado en el Kit.
Cada circulo representa la media de la sefial obtenida en los duplicados para cada proteina del
array (en unidades arbitrarias). La intensidad de la sefial aumenta a medida que el circulo se
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acerca hacia los rétulos de las proteinas, siendo el centro del grafico sefial nula.

En primer lugar, la expresion de pro-caspasa 3 era ligeramente superior en la
linea BT474, seguida de BTRH y los clones hipersensibles (Figura 20). Los niveles
de citocromo C fueron ligeramente més elevados en las células BT474 y ST#35, asi
como la proteina claspin estaba méas expresada en las células BTRH (Figura 20). Por
altimo, las células BT474 expresaban mayores niveles de la proteina SMAC/Diablo
que el resto de lineas celulares, especialmente que BTRH. Los niveles de
SMAC/Diablo en BTSH y ST#35 eran iguales e intermedios entre BT474 y BTRH
(Figura 20).

A continuacion, se compar6 la expresion de las proteinas en la condicion
control y tras el tratamiento con trastuzumab en cada linea celular (Figura 21). En
rasgos generales, no se encontraron diferencias importantes en la expresion de
proteinas en ninguna linea celular. La proteina pro-caspasa-3 disminuy6 ligeramente
su expresion en las células resistentes tras el tratamiento con trastuzumab, al igual que
claspin (Figura 21B). En las células BTSH, el tratamiento con trastuzumab aumento

la expresion de caspasa 3 procesada, como habiamos visto mediante WB (Figura 19)
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y provoco una pequefia disminucion de los niveles de citocromo C y Bcl-x (Figura
21C). Por altimo, el tratamiento con trastuzumab desencadend una bajada en los
niveles de pro-caspasa-3, HIF-1a y claspin en el clon hipersensible ST#35 (Figura
21D). Por el contrario, la expresion de caspasa-3 procesada y HSP60 se encontrd

ligeramente aumentada tras el tratamiento con trastuzumab (Figura 21D).
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Figura 21. Andlisis de la expresion de proteinas apoptéticas en las células BT474, BTRH,
BTSH y ST#35 tras el tratamiento con trastuzumab. Las células BT474 (A), BTRH (B),
BTSH (C) y ST#35 (D), fueron tratadas con trastuzumab durante 6 dias y el experimento se
realiz6 como se describe en la figura 20. En cada grafico se muestra la expresion de las

proteinas implicadas en apoptosis en la condicion control y tras el tratamiento con
trastuzumab de las respectivas lineas celulares.
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7. INTERNALIZACION DE TRASTUZUMAB EN LOS
DISTINTOS MODELOS CELULARES

7.1. Internalizacion de trastuzumab por IF

Se estudi6 la internalizacion de trastuzumab en las células BT474, BTRH,
BTSH, RT#10 y ST#35. Las células recibieron un pulso de trastuzumab y se permitio
su internalizacion durante distintos tiempos. A tiempo cero, trastuzumab se encontrd
en la membrana plasmatica en todas las lineas celulares (Figura 22). Tras 3 y 6 horas
de incubacion, aunque el farmaco continuaba estando mayoritariamente en la
superficie celular, se observaron algunas acumulaciones intracelulares de trastuzumab
en todas las lineas celulares. Tras 24 horas, la acumulacion intracelular de
trastuzumab aumenté mientras que la tincion de membrana no desaparecio, pero se
hizo menos intensa. En BT474 y BTSH se observd una mayor cantidad de
trastuzumab internalizado que en el resto de los modelos celulares. A las 48 horas de
incubacidn, la acumulacién intracelular de trastuzumab aumento en el caso del clon
ST#35, que ademas mantenia la tincion de membrana. En el caso de BT474 y BTSH,
trastuzumab habia desaparecido de la membrana y todavia se observaron
acumulaciones intracelulares. Estos resultados sugirieron que la internalizacion de
trastuzumab era mayor en las células BT474, BTSH y ST#35 en comparacion con los
modelos celulares resistentes. En el caso de ST#35, el proceso de internalizacion
parecia ser mas lento que en BT474 y BTSH.
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Figura 22. Internalizacién de trastuzumab en las células BT474, BTRH, BTSH, RT#10y
ST#35 por IF. Las células fueron tratadas con un pulso de trastuzumab 10 nM durante 15
minutos y fueron incubadas durante los tiempos indicados a 37°C. Para el tiempo cero, las
células recibieron el pulso de trastuzumab en KRH a 4°C. A continuacion, se fijaron y se
marc trastuzumab en verde. Escala: 9 pm.

7.2. Internalizacion de trastuzumab acoplado a pHrodo

En linea con los experimentos anteriores, se analizé la llegada de trastuzumab
a los lisosomas. Con este fin, trastuzumab fue acoplado a pHrodo rojo, un
fluorocromo que es capaz de emitir fluorescencia en ambientes acidos como los

lisosomas, pero que no es fluorescente a pH neutro (Nath et al., 2016) (Figura 23).
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Figura 23. Esquema que representa el macj de trastuzumab con pHrodo y su
internalizacién hasta llegar al lisosoma, donde emite fluorescencia al alcanzar un pH
acido.

Se trataron los modelos celulares BT474, BTRH, BTSH, RT#10 y ST#35 con
trastuzumab acoplado a pHrodo durante 6, 12, 24 y 48 horas. Se queria determinar si
existian diferencias en la llegada de trastuzumab a los lisosomas y, por ende, en el
proceso de internalizacion o degradacion, que pudiesen explicar las diferencias de
sensibilidad entre los modelos celulares.
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Figura 24. Marcaje de los modelos celulares con distinta sensibilidad a trastuzumab con
trastuzumab-pHrodo. Las lineas celulares se incubaron con trastuzumab acoplado a pHrodo
durante los tiempos indicados a 37°C y se determiné el porcentaje de células positivas
mediante citometria de flujo. Los resultados muestran un experimento representativo que se
repitié dos veces.
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Se analizo6 el nimero de células fluorescentes mediante citometria de flujo.
Los resultados mostraron que el numero de células positivas incrementaba a lo largo
del tiempo de incubacion con trastuzumab-pHrodo con un perfil similar en todas las
lineas, excepto en el caso del clon hipersensible a trastuzumab ST#35 cuyo numero

de células positivas fue mucho menor en todos los tiempos (Figura 24).

8. DEGRADACION DE TRASTUZUMAB Y HER2

8.1. Colocalizacion de trastuzumab, HER2 y lisosomas

Una vez analizada la internalizacion de trastuzumab en los modelos celulares
con distinta sensibilidad a dicho farmaco, se evalu6 su degradacion, asi como la de
HER2 mediante IF, analizando la colocalizacion de trastuzumab y HER2 con el
marcador de lisosomas LAMPL. Las células BT474, BTRH, BTSH, RT#10 y ST#35
recibieron un pulso de trastuzumab y se incubaron durante 1, 3, 6, 24 y 48 horas para
permitir su internalizacion. Los resultados mostraron que la colocalizacién entre
trastuzumab y LAMP1 aumentaba progresivamente en todos los modelos celulares de
acuerdo al tiempo de incubacion (Figura 25). En el caso de BT474 y BTSH, el
porcentaje de colocalizacién era mas elevado que en el resto de los modelos celulares
tras 24 y 48 horas de tratamiento, de acuerdo con la mayor acumulacion intracelular
de trastuzumab que se habia observado anteriormente. En cuanto a HER2, no se
observo una tendencia que indicase que HER2 se estuviese degradando en el lisosoma
junto con trastuzumab, ya que la colocalizacion entre HER2 y LAMP1 no aumentaba
de forma clara (Figura 25). En el caso del clon ST#35, el porcentaje de colocalizacién
entre trastuzumab y HER2 parecia aumentar ligeramente de acuerdo al tiempo de

tratamiento.
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Figura 25. Colocalizacién de trastuzumab y LAMP1, HER2 y LAMP1 y trastuzumab y
HER2 en las células BT474, BTRH, BTSH, RT#10 y ST#35 tras el tratamiento con
trastuzumab. El experimento se realiz6 como se describe en la figura 22. En este caso, se
marcaron trastuzumab, HER2 y los lisosomas. La colocalizacién se determind mediante el
coeficiente de correlacion (R) de Pearson, utilizando la herramienta Coloc 2 de FlJI-Imagel.
Cada punto representa el valor de R en un campo. Los datos se muestran como la media + SD
de 10 campos representativos.

8.2. Vida media de HER2 tras el tratamiento con trastuzumab

Para determinar si el tratamiento con trastuzumab causaba la degradacion de

HER2, se analiz6 la vida media de HER2 en superficie tras el tratamiento con
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trastuzumab. Para ello, las células BT474, BTRH y BTSH fueron tratadas con sulfo-
NHS-biotina para biotinilar las proteinas de superficie y se incubaron durante 24 y 48
horas para permitir la internalizacion de trastuzumab y HER2. Los resultados
mostraron que el tratamiento con trastuzumab provocaba la degradacion de HER2 en
los tres modelos celulares con distinta sensibilidad a trastuzumab (Figura 26A). Por
otro lado, a pesar de que trastuzumab causaba la degradacion de HER2, el nivel de
HER2 en superficie quedaba practicamente inalterado (Figura 26B), lo que puede

explicarse por su continua sintesis y degradacion.
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Figura 26. Degradacion de HER2 tras el tratamiento con trastuzumab en BT474, BTRH y
BTSH. (A) Las proteinas de membrana fueron marcadas con sulfo-NHS-biotina y las células
se incubaron durante 24 y 48 horas en presencia 0 ausencia de trastuzumab. HER2 fue
inmunoprecipitado con pertuzumab-affi-Gell0 y se detectd HER2 biotinilado con
estreptavidina-HRP. (B) Las células fueron incubadas en presencia o ausencia de trastuzumab
durante 48 horas, y posteriormente fueron biotiniladas con sulfo-NHS-biotina. Se
inmunoprecipitaron las proteinas de la superficie que habian sido biotiniladas con
estreptavidina-sefarosa y se detecté HER2 con un anti-HER2.
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9. EXPRESION DE PROTEINAS SOLUBLES EN LOS
MODELOS CELULARES CON DISTINTA SENSIBILIDAD A
TRASTUZUMAB

En experimentos rutinarios desarrollados en el laboratorio se observd que
existian diferencias en el tiempo que tardaban las células BT474, BTRH y BTSH en
adherirse a la placa de cultivo. Este hecho nos condujo a analizar la expresion de

proteinas solubles que pudiesen ser las responsables de dicho efecto.

9.1. Citoquinas y quimioquinas

Se evalud la expresion de 105 proteinas solubles en los sobrenadantes de las
lineas BT474, BTRH y BTSH utilizando el array de anticuerpos Proteome Profiler
Human XL Cytokine Array Kit. Los resultados mostraron que todas las lineas
expresaban una cantidad muy elevada de angiogenina, cistatina C, Dkk-1, emmprina
(CD147), GDF-15, IGFBP-2, IL-8, MIF, PDGF-AA, TFF3, trombospondina-1
(THBS1) y VEGF (Figura 27A, 27B y 27C). En cuanto a las diferencias de expresion
entre las lineas, se encontr6 que la proteina 1 similar a la quitinasa 3 (CHI3L1)
(Figura 27A), el antagonista del receptor de IL-1 (IL-1ra) (Figura 27B), la lipocalina-
2 (LCN2) (Figura 27B), la serpina E1 (Figura 27C) y el receptor de plasmindgeno
tipo uroquinasa (UPAR) (Figura 27C) estaban méas expresados en el MC de las
células BTRH. Por su parte, GROa (Figura 27A) y MIP-3a (Figura 27C) estaban
sobreexpresadas en las células hipersensibles a trastuzumab. Mientras que los niveles
de GROu estaban a su vez mas expresados en la linea parental que en la resistente, la
expresion de MIP-3a era similar en las células BT474 y BTRH. Por ultimo, la
cantidad de PDGF-AA/AB liberada al medio fue superior en los dos modelos
celulares sensibles a trastuzumab, BT474 y BTSH (Figura 27C). Los niveles del
resto de quimioquinas y citoquinas estudiadas en los respectivos sobrenadantes de las
lineas no fueron muy elevados ni se encontraron diferencias que pudiesen llegar a ser

relevantes entre ellas.
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Figura 27. Analisis de la expresion de proteinas solubles liberadas por las células BT474,
BTRH y BTSH. Las células fueron privadas de suero durante 24 horas y el medio
condicionado se incubd con las membranas de anticuerpos siguiendo el protocolo indicado en
el kit. El grafico muestra la cuantificacion de la expresion de las proteinas del array. Los
datos se muestran como la sefial media de los duplicados en unidades arbitrarias. Los

resultados han sido divididos en tres graficos de arafia (A), (B) y (C).
9.2. Proteasas e inhibidores de proteasas.

Para complementar los resultados del array de citoquinas, se evalud la
expresion de proteasas e inhibidores de proteasas entre las lineas BT474 y BTRH. En
este caso, se decidié no incluir la linea hipersensible ya que las diferencias de
expresion mas sustanciales habian sido encontradas en el modelo resistente, mientras
que la expresion de proteinas entre BT474 y BTSH era mas parecida. Se detectd la
expresion de proteasas e inhibidores de proteasas en el MC de las lineas BT474 y
BTRH utilizando el array de anticuerpos Proteome Profiler Human Protease /
Protease Inhibitor Array Kit. Los resultados indicaron niveles muy elevados de las

proteasas catepsina A, catepsina D y catepsina X/Z/P (CTSA, CTSD y CTSX,
respectivamente) en BT474 y BTRH (Figura 28). En cuanto a los inhibidores de
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proteasas, se encontraron niveles similares y muy elevados en las proteinas APP,
cistatina B (CSTB) y cistatina C (CSTC), emmprina, HAI-1 y HAI-2 y el inhibidor
tisular de metaloproteasas 2 (TIMP-2) (Figura 29).
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Figura 28. Analisis de la expresién de proteasas liberadas por las células BT474 y
BTRH. El experimento se realiz6 como se indica en la figura 27. El grafico muestra la
cuantificacion de la expresion de las proteinas del array. Los datos se muestran como la sefial
media de los duplicados en unidades arbitrarias.

En cuanto a las diferencias de expresion, los resultados demostraron que las
kalikreinas 5 (KLK5) y 6 (KLK6) y la metaloproteasa 13 (MMP-13) estaban
sobreexpresadas en BTRH, mientras las células parentales secretaron una mayor
cantidad de ADAMTS1 y del activador del plasminégeno tipo uroquinasa (UPA) en
comparacion con las células resistentes a trastuzumab (Figura 28). Entre los
inhibidores de proteasas con mayor expresion en las células BTRH se encontraron la
cistatina A (CSTA), HE4, latexina, LCN2, serpina A5, B5 y serpina E1, los
inhibidores de la via del factor tisular (TFPI) y por ultimo, del inhibidor tisular de
metaloproteasas 1 (TIMP-1) (Figura 29). Por el contrario, el TFPI-2 estaba maés

expresado en el sobrenadante de las células BT474 (Figura 29).
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Figura 29. Analisis de la expresion de inhibidores de proteasas liberadas por las células
BT474 y BTRH. El experimento se realizé como se indica en la figura 27. El gréfico muestra
la cuantificacion de la expresion de las proteinas del array. Los datos se muestran como la

sefial media de los duplicados en unidades arbitrarias.

10. ANALISIS DE ENRIQUECIMIENTO FUNCIONAL EN LOS
MODELOS CELULARES CON DISTINTA SENSIBILIDAD A

TRASTUZUMAB

10.1. Andlisis de las proteinas solubles en los modelos celulares BT474,

BTRHyBTSH

Con la herramienta web Enrichr (Chen et al., 2013; Kuleshov et al., 2016), se
estudiaron las vias en las que estaban implicadas las proteinas solubles que se
expresaban de forma diferencial en las distintas lineas celulares. Enrichr mostr6 que
dichas proteinas participaban en procesos relacionados con la organizacion y
degradacion de la matriz extracelular (ECM), la formacion y disolucion de coagulos
de fibrina, la activacion de metaloproteasas de matriz (MMPS) y la interaccion entre

proteinas de membrana no integrinas con la ECM (Figura 30).
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Figura 30. Analisis de enriquecimiento funcional de las proteinas solubles desreguladas
entre BT474, BTRH y BTSH. Los genes que codifican las proteinas cuya expresion se
encontro alterada en los arrays de las figuras 27, 28 y 29 fueron introducidos en la plataforma
Enrichr. El resultado se muestra como la puntuacion combinada (p-valor ajustado < 0,05 en
todos los casos).

10.2. Andlisis de enriquecimiento funcional entre las lineas BT474,

BTRH y BTSH mediante GSEA

Las vias que habian sido identificadas con Enrichr estaban relacionadas
directamente con procesos de adhesion, transicion epitelio mesénquima (EMT) y
migracion. Por lo tanto, se decidié estudiar dichos procesos en los modelos celulares
BT474, BTRH y BTSH utilizando los datos de expresion génica obtenidos de los
microarrays (que seran descritos en el apartado 14) utilizando el programa GSEA
(Mootha et al., 2003; Subramanian et al., 2005). Este programa identifica si existen
diferencias de expresion significativas de grupos de genes que estan relacionados
entre si, entre dos condiciones experimentales. En nuestro caso, dos lineas celulares
con distinta sensibilidad a trastuzumab. Los resultados demostraron que los procesos
de adhesion celular, EMT y migracién estaban enriquecidos significativamente en las
celulas BTRH en comparacion con la linea parental (Figura 31). Por el contrario, no
se encontraron diferencias significativas entre las células hipersensibles y la linea

parental.
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Figura 31. Andlisis de enriquecimiento funcional con GSEA. Se estudiaron los perfiles de
enriquecimiento de los procesos bioldgicos indicados en las células BT474 y BTRH. Cada
linea del codigo de barras representa un gen del conjunto analizado. Los genes que se
encuentran en el extremo rojo estan sobreexpresados en BTRH mientras que los del extremo
en azul en BT474. La linea verde representa la puntuacién de enriquecimiento. Las
comparaciones entre los dos grupos se realizaron con el test estadistico de GSEA. Valores de
FDR g-valor < 0,25 se consideran significativos. NES: puntuacién de enriquecimiento
normalizada.

11. ADHESION Y MIGRACION CELULAR EN LOS
MODELOS CELULARES CON DISTINTA SENSIBILIDAD A
TRASTUZUMAB

Con el fin de validar funcionalmente los datos proporcionados por GSEA, se
estudiaron los procesos de adhesién y migracién celular en las lineas BT474, BTRH y
BTSH. Para ello, las placas fueron previamente tratadas con FN y se cuantifico el
nimero de células adheridas a los 30 minutos, 1 y 2 horas de incubacién. Los
resultados validaron los datos de enriquecimiento génico, encontrando que las células
BTRH se adherian mas rapidamente que BT474 y BTSH (Figura 32). Ademas, se
observo que no existian diferencias en la adhesion entre la linea parental y el modelo

hipersensible (Figura 32).
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Figura 32. Anélisis del proceso de
adhesién al sustrato en las células
BT474, BTRH y BTSH. Las células
se sembraron en placas pretratadas con
FN durante los tiempos indicados Los
datos se presentan como la media del
nimero de células adheridas por
campo * SD de un experimento
representativo que se repitié en tres
ocasiones

Por altimo, se estudio el proceso de migracion mediante ensayos de cierre de

herida en placa. Se monitoriz6 la migracion celular durante 48 horas.

A BT474 BTRH

0h

48h i

o)

120

100 -

=]
o
1

-
o
1

Area de la herida
(% del area inicial)
(2]

o

N
o
1

BTSH

mBT474
EBTRH
oBTSH

e |

o
!

Oh

48 h

Figura 33. Analisis del proceso de migracion celular en las células BT474, BTRH y
BTSH. Las células fueron sembradas y tratadas con mitomicina C. Se monitorizé el cierre de
la herida durante 48 horas. (A) Imagenes representativas correspondientes a una herida de
cada linea celular en inicio y tras 48 horas. (B) Cuantificacién del area de la herida respecto al
area de inicio (al que se le asigno el valor 100 %). Los datos se muestran como la media £ SD
de tres réplicas de un experimento independiente que fue repetido tres veces.
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Es importante destacar que las células BT474 no son un modelo con gran
capacidad migratoria. Sin embargo, se observaron diferencias entre las lineas con
distinta sensibilidad a trastuzumab. Las células resistentes migraban mas que las
BT474 y éstas a su vez, tenian mas habilidad para migrar que el modelo hipersensible
(Figura 33A y 33B). Asi, se validaron las diferencias encontradas en migracion entre
BT474 y BTRH en los datos de expresion génica.

12. VALIDACION DE LA EXPRESION DE LAS PROTEINAS
SOLUBLES DESREGULADAS EN LOS ARRAYS DE
ANTICUERPOS

Cuando se analizaron las diferencias de expresion de proteinas solubles en el
apartado 9, los resultados demostraron la existencia de varias proteinas alteradas
(Serpina E1, Serpina A5, uPA y uPAR) que participan en el sistema de activacion del
plasmindgeno. La expresion de estas cuatro proteinas se encontro alterada entre las
células BT474 y BTRH. Mientras que el uPA estaba sobreexpresado en la linea
parental y el resto lo estaban en las células resistentes (Figuras 27C, 28 y 29). Una
vez se interpretaron estos datos, se decidié profundizar en el estudio de esta via y se
evalud la cantidad de Serpina E1 y uPAR en el MC de las lineas BT474, BTRH y
BTSH mediante WB. Los resultados demostraron que las células BTRH secretaban
mas cantidad de ambas proteinas (Figura 34).

MC
S % B
BB B Figura 34. Expresion de las proteinas serpina E1,

figura 27. MC: medio condicionado; *: indica una
banda inespecifica reconocida por el anticuerpo anti-

uPAR [ Serpina E1.

) UPAR y LCN2 en el medio condicionado de las
SerpinaE1—| i lineas celulares BT474, BTRH y BTSH. Los
sobrenadantes se obtuvieron como se indica en la

-

LCN2 —
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También se decidio trabajar con la proteina LCN2 ya que los resultados de los
arrays de proteinas indicaron que era la mas diferencialmente expresada entre las
celulas BT474 y las BTRH. Los resultados mostraron que las células BTRH
secretaban méas cantidad de LCN2 que las células parentales y las hipersensibles

(Figura 34), concordando con los datos del array de anticuerpos.

13. ESTUDIO DE LCN2 EN LA PROLIFERACION CELULAR
Y LA RESPUESTA A TRASTUZUMAB EN LINEAS DE
CANCER DE MAMA HER2+

13.1. Analisis de la expresion de LCN2 en lineas celulares de cancer de

mama HER2+

Cuando se valido la expresion de Serpina E1, uPAR y LCN2 mediante WB
(Figura 34), se observo que la proteina que se detectaba con mayor facilidad tanto en
los extractos como en los sobrenadantes celulares era la LCN2. La LCN2 es una
glicoproteina secretada que se ha encontrado sobreexpresada en tumores de mama
(Leng et al., 2009). Se decidid evaluar la expresién de LCN2 mediante WB en otras
lineas celulares de cancer de mama HER2+ tanto sensibles (BT474 y SKBR3) como
resistentes (BTRH, RT#1, RT#5, RT#10, HCC1419, HCC1569, HCC1954 vy
HCC2218) a trastuzumab. Queriamos saber si la sobreexpresion de LCN2 era un

patron comun de las lineas con resistencia primaria o secundaria a trastuzumab.
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Figura 35. Andlisis de la expresion de LCN2 en modelos celulares de cancer de mama
HER2+ sensibles y resistentes a trastuzumab.

Los resultados mostraron que la expresion de LCN2 no era similar en las

lineas resistentes a trastuzumab. Las células SKBR3, a pesar de ser sensibles,
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expresaban la proteina mientras que entre los clones generados en el laboratorio con
resistencia adquirida solo la expresaba RT#1 (Figura 35). Por su parte, tres de las
cuatro lineas HCC con resistencia primaria al anticuerpo expresaron grandes
cantidades de LCN2 (Figura 35).

13.2. Efecto del silenciamiento de LCN2 sobre la proliferacién celular y

la sensibilidad a trastuzumab en células BTRH

Para profundizar en el estudio de la LCN2 se realizaron ensayos de pérdida de
funcion en las células BTRH. Se silencio la expresion de LCN2 en las células
resistentes con distintas secuencias de shRNA contra LCN2. Se comprobd que se
habia conseguido un buen silenciamiento analizando los niveles de LCN2 tanto en el
extracto como en el MC de las células (Figura 36A). Los ensayos de proliferacion
demostraron que el silenciamiento de LCN2 disminuia la proliferacion celular pero no
afectaba a la respuesta a trastuzumab en las células BTRH (Figura 36B).
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Figura 36. Efecto del silenciamiento de LCN2 sobre la proliferacion celular y la
respuesta a trastuzumab en BTRH. Las células BTRH fueron infectadas con lentivirus que
contenian distintas secuencias de shRNA contra LCN2 o shRNA no codificante (pLKO). (A)
Expresion de LCN2 en el extracto y el medio condicionado de las células transducidas
determinada por WB. (B) Las células fueron sembradas y tratadas con trastuzumab durante 5
dias. La proliferacion celular se analiz6 mediante contaje. Los resultados muestran la media
del numero de células + SD de un experimento representativo que se repitio tres veces.

13.2.1. Efecto del silenciamiento de LCN2 en la proliferacion celular y
la respuesta a trastuzumab en BT474 y HCC1569

Para descartar que la disminucion en la tasa de proliferacion celular como

consecuencia del silenciamiento de LCN2 en las células BTRH no era exclusivo de
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estas células, se decidio silenciar la proteina en otras lineas que expresaban distintas
cantidades de LCN2: BT474 y HCC1569.
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Figura 37. Efecto del silenciamiento de LCN2 sobre la proliferacién celular y la
respuesta a trastuzumab en células BT474 y HCC1569. (A) y (B) Los experimentos se
realizaron como se describe en la figura 36. MCC: medio condicionado concentrado.

En la linea BT474, no se consiguio detectar la expresion de LCN2 ni en el
extracto ni en su MC. Sin embargo, al concentrar las proteinas del sobrenadante para
determinar la expresion de LCN2 en una mayor cantidad de muestra se detectd6 LCN2
(Figura 37A), aunque en comparacion con otras lineas, su expresion en BT474 era
despreciable. Se consiguié un buen silenciamiento de LCN2 con las secuencias de
shRNA #89 y #90, pero no con la #88 tanto en células BT474 como en celulas
HCC1569 (Figura 37A). Se evalud la proliferacion celular en ausencia y presencia de

trastuzumab, observando los mismos resultados que en BTRH (Figura 36B), el

-120-



Resultados

silenciamiento de LCN2 disminuy6 la proliferacion celular de las lineas BT474 y

HCC1569 pero su sensiblidad a trastuzumab no se vio modificada (Figura 37B).

14. PERFILES TRANSCRIPTOMICOS EN LAS LINEAS
BT474, BTRH y BTSH MEDIANTE ARRAYS DE EXPRESION
GENICA

Una vez realizada la caracterizacion celular y bioquimica de los modelos
celulares con distinta sensibilidad a trastuzumab, se estudiaron las diferencias en
cuanto a expresion génica entre BT474, BTRH y BTSH mediante microarrays. El
objetivo era la identificacion de genes que pudiesen explicar las diferencias que
existian en la respuesta al tratamiento con trastuzumab. Dichos genes podrian ser
utilizados posteriormente para predecir respuesta a trastuzumab en cancer de mama
HER2+.

El PCA mostrd que las células BT474, BTRH y BTSH tenian patrones de
expresion génica diferentes y la asociacion entre las réplicas de cada linea celular
(Figura 38A). Los volcano plots muestran las diferencias de expresion génica entre
las células BT474, BTRH y BTSH (Figura 38B, 38C y 38D). Se determiné el numero
de GDEs entre BTRH respecto a la linea parental y BTSH respecto a la linea parental,
asi como entre el modelo resistente y el hipersensible. Se encontraron 425 genes
desregulados entre BTRH y BT474. De ellos, 240 genes estaban infraexpresados y
185 sobreexpresados en BTRH respecto a BT474 (Figura 38B). Las diferencias en
expresion génica encontradas entre las células hipersensibles y la linea parental
fueron inferiores, con un total de 160 genes expresados diferencialmente. De ellos, 59
estaban infraexpresados en BTSH respecto a la linea parental mientras que 101 genes
estaban sobreexpresados (Figura 38C). Por ultimo, el nimero de genes desregulados
entre las lineas BTRH y BTSH se elevo hasta 828, como se esperaba. Entre ellos, 505
estaban infraexpresados en BTRH respecto a BTSH y 323 sobreexpresados (Figura
38D).
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Figura 38. Andlisis de perfiles de expresion génica en las células BT474, BTRH y BTSH
con microarrays. (A) PCA de los datos obtenidos de los microarrays. Se muestran las tres
réplicas de cada linea celular. Volcano plots en los que se representan los GDEs entre BTRH
y BT474 (B), BTSH y BT474 (C) y BTRH y BTSH (D). Se establecié un corte de tasa de
cambio de 2 y p-valor < 0,05. Los genes que cumplen dichos criterios se muestran en amarillo
si estan infraexpresados y en rosa si estan sobreexpresados.

A continuacion, para ir un paso mas alla en la busqueda de genes, se razond
que aquellos que estuviesen expresados de forma inversa podrian correlacionarse
mejor con la sensibilidad o la resistencia a trastuzumab. Se buscaron aquellos genes
que estuviesen diferencialmente expresados respecto a la linea parental y que ademas
tuviesen “signo opuesto” en BTRH y BTSH. Es decir, se solaparon los genes que
estaban sobreexpresados en BTRH respecto a la linea parental (185) con los genes
que estaban infraexpresados en BTSH respecto a la linea parental (59) y viceversa
(sobreexpresados en BTSH (101) e infraexpresados en BTRH (240)). Se identificaron
6 genes sobreexpresados en BTRH e infraexpresados en BTSH al mismo tiempo y 23
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genes sobreexpresados en BTSH e infraexpresados en BTRH (Figura 39A). En la
figura 39B, se muestran los 29 genes identificados con los valores de la tasa de
cambio en BTRH y BTSH respecto a BT474.
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Figura 39. ldentificacion de GDEs y con “signo opuesto” en las células resistentes e
hipersensibles a trastuzumab. (A) Los diagramas de Venn muestran el solapamiento de
genes identificados en la figura 38 que tienen expresion contraria en las lineas BTRH y BTSH
respecto a la linea parental. (B) La grafica muestra la tasa de cambio respecto a la linea
BT474 de los 29 genes con “signo opuesto”.

Posteriormente, se analizd la expresion de los 29 genes seleccionados
mediante gRT-PCR. La expresion de un total de 22 genes (4 sobreexpresados en
BTRH y 18 sobreexpresados en BTSH) fue validada al coincidir su tendencia con los
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datos de los microarrays (Figura 40). La expresion de los 7 genes restantes no fue

validada porque su expresion no coincidio con los datos de los microarrays.
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Figura 40. Validacion de la expresion de los GDEs y con “signo opuesto” mediante qRT-
PCR. Se analiz6 la expresion de los 29 genes identificados en la figura 39 mediante qRT-
PCR. Los datos muestran los 22 GDEs cuya expresion fue validada ya que concordaba con
los datos obtenidos en los microarrays. La grafica muestra los niveles de mRNA de cada gen
que se normalizaron con la expresion de GAPDH vy se relativizaron con su expresion en la
linea BT474. Los resultados se muestran como de la tasa de cambio + SD respecto a la linea
BT474 de tres experimentos independientes.

15. GENES CON VALOR PRONOSTICO Y PREDICTIVO EN
LOS MODELOS CELULARES CON DISTINTA
SENSIBILIDAD A TRASTUZUMAB

15.1. Anélisis de pronostico con KM plotter

Una vez confirmada la expresion de los genes, se decidié analizar su papel
como potenciales indicadores de pronostico en una cohorte de pacientes con cancer
de mama HER2+ utilizando la herramienta bioinformatica KM plotter (Gyorffy et al.,
2010). Los andlisis demostraron que una expresion elevada de PDE7B, ELMO1,
UPK1A y GRIK2, que estaban sobreexpresados en células BTSH e infraexpresados en
BTRH, era indicativa de pronostico favorable en las pacientes (Figura 41 y Figura
45).
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Figura 41. Identificacién de genes biomarcadores de prondstico en pacientes HER2+.
Los genes que habian sido previamente validados por gRT-PCR fueron introducidos en el KM
plotter y se evalud su correlacion con la supervivencia libre de recaida (RFS) en una cohorte
de pacientes con cancer de mama HER2+. El punto de corte que se utilizé para dividir a las
pacientes en expresion alta o baja fueron el primer y el cuarto cuartil. Las graficas muestran
los genes que eran indicativos de buen pronostico de forma significativa (p < 0,05) y estaban
sobreexpresados en las células BTSH. HR: Hazard ratio.

Seguidamente, se analizé si los cuatro genes identificados podian predecir
prondstico actuando como firma génica en pacientes con cancer de mama HER2+. Se
encontr6 que una expresion elevada de la combinacion de dichos genes se
correlacionaba con mejor pronostico de forma significativa (Figura 42 y Figura 45).
Asi, tenemos varios genes y un grupo de genes que podrian ser potencialmente
utilizados como biomarcadores de buen prondstico en pacientes con cancer de mama
HER2+. Sin embargo, se confirmé que ninguno de los genes sobreexpresados en las
células resistentes, ya sea de forma individual o como firma génica, era indicativo de

mal prondstico en pacientes con cancer de mama HER2+ (Figura 45).
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Figura 42. Identificacion de una firma génica que predice buen prondstico en pacientes
HER2+. Los genes que habia sido identificados como biomarcadores de buen prondstico
fueron introducidos de forma conjunta en KM plotter y se analiz6 su correlacion con la RFS
en una cohorte de pacientes con cancer de mama HER2+. Se utiliz6 la herramienta de
clasificacion multigénica para analizar la expresion génica combinada de los cuatro genes
indicados. Las pacientes fueron divididas en alta o baja expresion por los cuartiles uno y
cuatro. La grafica muestra un grupo de genes sobreexpresados en BTSH cuya expresion
elevada es indicativa de buen pronoéstico de forma significativa (p < 0,05).

15.2. Andlisis de respuesta a trastuzumab con ROC plotter

A continuacidn, se evaluo si los 22 GDEs con “signo opuesto” que habian
sido validados por qRT-PCR predecian respuesta a trastuzumab en una cohorte de
pacientes con cancer de mama HER2+ que habian sido tratadas con trastuzumab. Se
utilizé la herramienta ROC plotter, que permite identificar biomarcadores predictivos
de respuesta a tratamiento utilizando datos transcriptémicos de un nimero elevado de
pacientes (Fekete y Gyo6rffy, 2019). Se encontrd que la expresion de ELMO1, UPK1A
y GRIK2, genes sobreexpresados en las células BTSH e infraexpresados en BTRH,
era significativamente mayor en las pacientes HER2+ que respondieron a trastuzumab
(Figura 43 y Figura 45).
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Figura 43. Identificacion de genes predictivos de respuesta a trastuzumab en pacientes
HER2+. Los genes cuya expresion habia sido validada mediante gRT-PCR fueron
introducidos en el ROC plotter para analizar su correlacion con la respuesta patoldgica
completa en pacientes con cancer de mama HER2+ tratadas con trastuzumab. Las graficas
muestran los genes que predecian buena respuesta a trastuzumab de forma significativa y
estaban sobreexpresados en las células BTSH. Se seleccionaron los genes cuya AUC > 0,6
con p-valor < 0,05. Un valor de AUC = 0,6-0,7 indica que se trata de un biomarcador con
potencial utilidad en clinica. Ademas, las diferencias de expresién entre los grupos de
pacientes tenian eran significativas, con p-valor < 0,05 para el test de Mann-Whitney. NR: no
respondedoras; R: respondedoras.

De forma anéloga a los resultados de KM plotter, se analizo si los genes
presentados en la figura 40 funcionaban como firma génica predictiva de respuesta a
trastuzumab. Para ello, los genes fueron combinados primero en parejas, Yy
posteriormente los tres juntos. En todos los casos, estos genes fueron identificados a

través de ROC plotter como biomarcadores predictivos de buena respuesta a
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trastuzumab con uso potencial en clinica, ya sea individualmente o como firma génica
(Figura 44A y Figura 45). Ademas, se amplié la firma génica con el gen PDE7B que
habia sido relacionado con buen prondstico en KM plotter pero no jugaba un papel
significativo a la hora de predecir respuesta a trastuzumab individualmente. Los
resultados mostraron que PDE7B predecia buena respuesta a trastuzumab de forma

significativa formado parte de la firma génica (Figura 44B y Figura 45).
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Figura 44. Identificacion de firmas génicas predictivas de buena respuesta a
trastuzumab en pacientes HER2+. Los biomarcadores identificados en la figura 43 (A), asi
como el gen PDE7B que habia sido identificado como biomarcadores de prondstico en la
figura 41 (B), se agruparon con la opcion firma y se evalud su correlacion con la respuesta
patolégica completa en pacientes con cancer de mama HER2+ tratadas con trastuzumab
mediante ROC plotter. Las graficas muestran las firmas génicas que predecian buena
respuesta a trastuzumab de forma significativa en pacientes HER2+ y estaban
sobreexpresadas en células BTSH.

Por tanto, ELMO1, UPK1A y GRIK2 son biomarcadores predictivos de
respuesta a trastuzumab que podrian ser potencialmente utilizados en la clinica. De
esta manera, se confirmé que las células BTSH eran un buen modelo para predecir

sensibilidad a trastuzumab. Por el contrario, ninguno de los genes sobreexpresados en
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las células resistentes fue significativo a la hora de predecir respuesta a trastuzumab

en pacientes (Figura 45).
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Figura 45. Representacion esquematica de los valores de expresion diferencial de los
microarrays, la validacion mediante qRT-PCR y el papel como biomarcadores de
pronodstico y respuesta a trastuzumab de los GDEs “con signo opuesto” identificados en
las células BTRH y BTSH respecto a la linea parental BT474.
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16. GENES PREDICTIVOS DE RESPUESTA A
TRASTUZUMAB EN PACIENTES DEL ENSAYO PAMELA

Una vez realizados los analisis anteriores con las herramientas KM plotter y
ROC plotter, para explorar mas a fondo la capacidad de predecir respuesta a
trastuzumab basada en los datos de expresion génica obtenidos mediante
microarrays, se realizo un tercer estudio adicional con los datos genomicos de los
tumores de pacientes con cancer de mama del ensayo PAMELA (Llombart-Cussac et

al., 2017).
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Figura 46. Firmas génicas de hipersensibilidad y de resistencia a trastuzumab. Las
firmas se generaron solapando los GDEs en las células BTRH y BTSH respecto a la linea
parental identificados en los microarrays con los genes presentes en el analisis de los tumores
de las pacientes del ensayo PAMELA. Los datos muestran la tasa de cambio de cada gen
respecto a la linea BT474.

Los GDEs en BTRH y BTSH respecto a la linea parental que habian sido

identificados en el andlisis de los microarrays (Figura 38) se compararon con los
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datos de expresion génica de los tumores de las pacientes que habian sido obtenidos
mediante la plataforma nCounter (Figura 47). Se gener0 una firma génica de
resistencia y otra de hipersensibilidad con los GDEs en BTRH y BTSH que ademés
estaban presentes en los analisis de expresion genica de las pacientes (Figura 46). La
firma de hipersensibilidad estaba formada por 8 genes, 3 sobreexpresados en BTSH
respecto a BT474 y 5 infraexpresados (Figura 46), mientras que la firma de
resistencia estaba formada por 26 genes, 12 sobreexpresados y 14 infraexpresados en
BTRH respecto a la linea parental (Figura 46).

Las pacientes del ensayo clinico PAMELA fueron tratadas con doble blogueo
de HER2 con trastuzumab y lapatinib sin quimioterapia. El subtipo intrinseco del
tumor fue determinado mediante PAMS50 antes del inicio del tratamiento y tras 14
dias en las muestras tumorales y la RPC y la CTR fueron evaluadas en la cirugia
(Llombart-Cussac et al., 2017).
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Figura 47. Respuesta al doble bloqueo de HER2 mediante subtipo PAM50 a dia 14 de
tratamiento. Las firmas génicas de hipersensibilidad y resistencia se evaluaron en las
muestras de los pacientes del ensayo PAMELA como la suma de la media de los genes
sobreexpresados o los genes infraexpresados. Los box plots muestran la puntuacion de la
firma génica de hipersensibilidad (izquierda) o de resistencia (derecha) en las pacientes con
subtipo normal-like u otros subtipos tras 14 dias de tratamiento con trastuzumab y lapatinib.
Cada paciente se representa con el simbolo +.
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El cambio de subtipo HER2-E a normal-like a dia 14 de tratamiento indicaba
respuesta tumoral temprana (Llombart-Cussac et al., 2017). Los resultados del
analisis mostraron que la firma de hipersensibilidad estaba sobreexpresada en las
pacientes que respondieron al tratamiento ya que la puntuacion de la firma de BTSH
era significativamente mayor en las pacientes con subtipo normal-like a dia 14 tras el
tratamiento (Figura 47), en las pacientes que experimentaron RPC en el momento de
la cirugia (Figura 48) y en las que tenian CTR baja (entre 0-1) (Figura 49).

Respuesta patolégica completa en cirugia
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Figura 48. Respuesta al doble bloqueo de HER2 mediante RPC en la cirugia. El analisis
se realizd como se describe en la figura 47. Los graficos muestran la puntuacion de las firmas
de hipersensibilidad y resistencia en las muestras de las pacientes que habian experimentado
(SI) 0 no (NO) RPC en el momento de la cirugia.

Estos datos demostraron que la firma génica de las células BTSH era
indicativa de buena respuesta a trastuzumab y lapatinib en pacientes. Por el contrario,
la firma de resistencia a trastuzumab no se encontrd enriquecida en las pacientes que
no respondieron al doble blogueo de HER2 (Figura 47, 48 y 49).
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Carga tumoral residual en cirugia
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Figura 49. Respuesta al doble bloqueo de HER2 mediante CTR en la cirugia. El analisis
se realiz6 como se describe en la figura 47. Los graficos muestran la puntuacion de las firmas
de hipersensibilidad y resistencia en las muestras de las pacientes que se encuentran
agrupadas segun su CTR (desde 0 hasta I1) en la cirugia.

Una vez determinada la capacidad de la firma de hipersensibilidad a
trastuzumab para predecir buena respuesta al doble bloqueo de HER2 en las
pacientes, se analizd la correlacion entre la expresion de los genes que formaban parte
de las firmas génicas de forma individual y la respuesta al doble bloqueo de HER2.
Los resultados mostraron que CA12 y MYC estaban sobreexpresados en BTRH y en
los tumores de las pacientes que no manifestaron subtipo normal-like tras 14 dias de
tratamiento (Figura 50), mientras que la expresion de NFIB y PIP, infraexpresados en
BTRH, estaba aumentada en las pacientes que si habian respondido al doble bloqueo
de HER2 (Figura 50).
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Subtipo PAMS50 a dia 14
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Figura 50. Identificacion de genes predictivos de respuesta al doble blogqueo de HER2 en
pacientes HER2+ (1). Se evaluo la correlacién entre la expresion de los genes pertenecientes
a las firmas de hipersensiblidad y resistencia de forma individual y la respuesta al tratamiento
con trastuzumab Yy lapatinib determinada mediante subtipo PAM50 a dia 14. Se muestran los
datos que resultaron significativos (p-valor < 0,05). Los box plots muestran la expresion de
cada gen en cada muestra de pacientes. Los datos se representan como la media de la
expresion génica normalizada.

Los genes que funcionaban como predictores de RPC en la cirugia como
CA12, ERBB4 y MYC, los tres sobreexpresados en BTRH, estaban enriquecidos en
los tumores de las pacientes que no habian respondido al tratamiento (Figura 51). Los
genes AR y PIP, ambos infraexpresados en las células BTRH, eran indicativos de

RPC en las pacientes (Figura 51).
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Respuesta patolégica completa en cirugia
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Figura 51. Identificacion de genes predictivos de respuesta al doble bloqueo de HER2 en
pacientes HER2+ (I1). Se evalud la correlacion entre la expresion de los genes pertenecientes
a las firmas de hipersensiblidad y resistencia de forma individual y la respuesta al tratamiento
con trastuzumab y lapatinib determinada mediante RPC en la cirugia. Se muestran los datos
que resultaron significativos (p-valor < 0,05). Los box plots muestran la expresion de cada
gen en cada muestra de pacientes. Los datos se representan como la media de la expresion
génica normalizada.

Por altimo, la expresion de MYC era mayor en las pacientes que manifestaron
una tasa de CTR de I, Il y Ill (Figura 52), mientras que las pacientes cuya tasa de
CTR en la cirugia era 0 o I, sobreexpresaban PIP (Figura 52). Es importante destacar
que PIP formaba parte de ambas firmas genicas, estando sobreexpresado en BTSH e

infraexpresado en BTRH respecto a BT474.
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Carga tumoral residual en cirugia
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Figura 52. Identificacion de genes predictivos de respuesta al doble bloqueo de HER2 en
pacientes HER2+ (II1). Se evalué la correlacion entre la expresion de los genes
pertenecientes a las firmas de hipersensiblidad y resistencia de forma individual y la respuesta
al tratamiento con trastuzumab y lapatinib determinada mediante la CTR en la cirugia. Se
muestran los datos que resultaron significativos (p-valor < 0,05). Los box plots muestran la
expresion de cada gen en cada muestra de pacientes. Los datos se representan como la media
de la expresion génica normalizada.

En resumen, algunos genes de la firma de resistencia se correlacionaban de
forma significativa con la respuesta al doble bloqueo de HER2 de forma individual.
Sin embargo, dichos genes no funcionaban como firma génica a la hora de predecir

resistencia a trastuzumab en las pacientes.

17. PAPEL DE PIP EN LA RESPUESTA A TRASTUZUMAB

Los resultados anteriores nos mostraron que PIP era un biomarcador
predictivo de respuesta a trastuzumab. Se validd la expresion de dicho gen mediante
WB en los modelos celulares con distinta sensibilidad a trastuzumab. La cantidad de
PIP fue practicamente indetectable en los extractos celulares de las tres lineas. Sin
embargo, se detect6 en el MCC de BT474 y BTSH, observando que estaba
sobreexpresada en BTSH. En las células resistentes PIP no fue detectado (Figura
53A), de acuerdo con su infraexpresion en los datos de expresion génica. A
continuacion, se evaluo si PIP era capaz de modificar la sensibilidad a trastuzumab en

las lineas BTRH y BT474. Para ello, se analizd la proliferacion de dichas células en
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presencia de PIP soluble y/o trastuzumab. Los resultados mostraron que el
tratamiento con PIP no modifico la proliferacion ni la respuesta a trastuzumab de las
lineas BT474 y BTRH (Figura 53B).
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Figura 53. Analisis de la expresion de PIP y su implicacién en la respuesta a
trastuzumab. (A) Estudio de los niveles de PIP en el extracto y el medio condicionado
concentrado de las células BT474, BTRH y BTSH mediante WB. (B) Las células fueron
sembradas y tratadas con trastuzumab y/o PIP 10 nM durante 6 dias. Se determind la
proliferacion celular mediante contajes celulares. Los resultados muestran el porcentaje de la
media + SD respecto al control, de un experimento representativo que se repitio dos veces.

18. PERFILES DE EXPRESION GENICA EN MODELOS
CELULARES RESISTENTES E HIPERSENSIBLES A
TRASTUZUMAB MEDIANTE RNAseq

Se decidio realizar un andlisis de RNAseq de la linea parental, BT474, de dos
modelos de resistencia, BTRH y RT#10 y de dos modelos de hipersensibilidad a
trastuzumab, BTSH y ST#35, con el objetivo de estudiar las diferencias en expresion
génica de todos los modelos utilizados en este trabajo, ya que no teniamos
microarrays de RT#10 y ST#35. Ademas, el RNAseq también permite el analisis de
mutaciones, polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs), amplificaciones y

deleciones, que también podrian estar condicionando la respuesta a trastuzumab.
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El PCA representd las diferencias que existian entre todos los modelos celulares
analizados, asi como el agrupamiento de las tres réplicas de cada linea (Figura 54).
Los modelos celulares resistentes y los modelos hipersensibles a trastuzumab estan
separados, lo que indica que son muy diferentes en cuanto a su perfil de expresion
génica. Este hecho sugiere que los mecanismos responsables de la adquisicion de
resistencia o hipersensibilidad son diferentes. De hecho, los dos modelos celulares
mas parecidos en cuanto a expresion de genes son el clon RT#10 y las células BTSH.
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1,54
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Figura 54. Analisis de componentes
> 0,5 RT#10 principales en los datos de RNAseq. Se
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o ]
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3 2 A 0 1
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Se determind el numero de GDEs entre cada modelo celular respecto a la
linea BT474. En la figura 55 se muestran los volcano plots correspondientes a la
comparacion de la expresion génica de las lineas BTRH, BTSH, RT#10 y ST#35,
respecto a la linea parental. Las células BTRH eran las més diferentes en cuanto a
expresion de genes respecto a BT474 (643 GDEs), seguidas del clon ST#35 (300
GDEs) y el clon RT#10 (167 GDEs) y BTSH (130 GDEs), concordando con su

localizacion en el PCA (Figura 54).
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Figura 55. GDEs entre los modelos celulares con distinta sensibilidad a trastuzumab y la
linea BT474 determinados por RNAseq. Se establecio un corte de tasa de cambio de 2 y p-
valor ajustado < 0,05. Los genes que cumplen dichos criterios se muestran en verde si estan
infraexpresados y en rosa si estan sobreexpresados.

18.1. Caracterizacion funcional de los GDEs en los modelos celulares

con distinta sensibilidad a trastuzumab

Una vez identificados los GDEs se realizo una caracterizacion funcional para
elucidar los procesos bioldgicos en los que participan dichos genes y encontrar
alteraciones que pudiesen ser las responsables del fenotipo resistente o hipersensible a
trastuzumab. Se utilizaron bases de datos publicas como DAVID (Huang et al.,
2009a, 2009b) y ToppFun (Chen et al., 2009), que permiten realizar la anotacion
funcional de un listado de genes respecto a una base de datos de referencia.
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Figura 56. Analisis de enriguecimiento funcional de GDEs en BTRH respecto a BT474.
Los listados de GDEs sobreexpresados (A) o infraexpresados (B) se introdujeron en DAVID y
se analizaron con la funcion “Clustering de anotacion funcional”. Se muestra el nimero de
GDEs pertenecientes a cada categoria agrupados en cllsteres de anotacion funcional. ES:
puntuacion de enriquecimiento del cluster; ECM: matriz extracelular.

Los resultados encontrados en ellas eran similares. En las figuras 56, 57, 58 y
59 se muestran los analisis de anotacion funcional de BTRH, BTSH, RT#10 y ST#35,
respectivamente, obtenidos mediante la funcion “Clustering de anotacion funcional”
de DAVID. Esta funcion utiliza un algoritmo para medir las relaciones entre las
categorias de anotacién (ontologia génica, interacciones entre proteinas, dominios
funcionales de las proteinas, vias de sefializacion, etc) basandose en el grado de
asociacion de genes para agrupar los contenidos de anotacion similares y redundantes.
En el caso de las células BTRH, los genes sobreexpresados estan relacionados con el

citoesqueleto (filamentos intermedios y queratinas), que son importantes en los
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procesos de union entre células y con la ECM. Algunos GDEs son componentes de la
ECM, como el colageno, y otros participan en su organizacion y degradacion y en la
adhesion focal (Figura 56A), concordando con el analisis de los procesos de adhesion
y migracion celular en los que la ECM juega un papel fundamental. Otros genes
sobreexpresados son serpinas e inhibidores de serina proteasas (Figura 56A), como ya
habiamos visto en los arrays de proteinas solubles, en los que las células BTRH
secretaron una mayor cantidad de serpinas y otros inhibidores de proteasas en

comparacion con la linea parental (Figura 29).
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Figura 57. Analisis de enriquecimiento funcional de GDEs en BTSH respecto a BT474.
El analisis se realiz6 como se describe en la figura 56. (A) Genes sobreexpresados. (B) Genes
infraexpresados. ES: puntuacion de enriquecimiento del clister MP: membrana plasmatica;
Ca?*: calcio.
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Los genes sobreexpresados por las células BTSH y ST#35 estan implicados
en procesos de oxidacién-reduccion (Figura 57A y 59A). Ademas, las células BTSH
sobreexpresan genes relacionados con la exocitosis y la endocitosis e infraexpresan

genes relacionados con lipidos (Figura 57A y 57B).
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Figura 58. Analisis de enriquecimiento funcional de GDEs en RT#10 respecto a BT474.
El andlisis se realizd como se describe en la figura 56. (A) Genes sobreexpresados. (B) Genes
infraexpresados. ES: puntuacién de enriquecimiento del clister; ECM: matriz extracelular;
MP: membrana plasmatica.

Por su parte, el clon RT#10 sobreexpresa genes que son inhibidores de serina
proteasas y relacionados con la ECM, al igual que las células BTRH, ademas de
genes implicados en uniones célula-célula (Figura 58A). Por el contrario, genes
relacionados con el transporte de iones estan infraexpresados en el clon RT#10
respecto a las células BT474 (Figura 58B).
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Ademés de la sobreexpresion de genes relacionados con la actividad
oxidorreductasa en las células BTSH y ST#35, estas Ultimas sobreexpresan genes
implicados en el metabolismo de lipidos, como el colesterol (Figura 59A) e
infraexpresan genes relacionados con el transporte de aminodcidos y la union a DNA
(Figura 59B).
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Figura 59. Analisis de enriquecimiento funcional de GDEs en ST#35 respecto a BT474.
El analisis se realiz6 como se describe en la figura 56. (A) Genes sobreexpresados. (B) Genes
infraexpresados. ES: puntuacién de enriquecimiento del clister MP: Membrana plasmatica;
Met.: metabolismo; AA: Aminoacidos.
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18.2. Expresion diferencial de genes implicados en la EMT en las
células BTRHy BTSH
Los datos de enriquecimiento funcional de los microarrays de expresion
génica indicaron que el proceso de EMT estaba enriquecido en las células BTRH
respecto a la linea BT474 (Figura 31). Ademas, las células BTRH migraban mas que
las células BT474 y esta Gltima, a su vez mas que BTSH, como se muestra en la figura
33. La EMT es un proceso crucial en la metéstasis: las células tumorales adquieren un
fenotipo invasivo, degradan la ECM y migran hacia otros tejidos (Méndez-Garcia et
al., 2019). Se analizo6 si existian diferencias significativas en cuanto a la expresion de
factores de transcripcién inductores de EMT como TWIST1, SNAIL1, SNAIL2,
SNAIL3, ZEB1 y ZEB2 y genes marcadores del proceso de EMT como VIM, CDH1,
CDH2 y FN1 que codifican vimentina, E-cadherina, N-cadherina y fibronectina,
respectivamente, (Méndez-Garcia et al., 2019) entre las células BTRH y BTSH
respecto a la linea BT474 en los datos de RNAseq. Las células BTRH sobreexpresaban
FN1 e infraexpresaban SNAIL3 y VIM, todos ellos marcadores mesenquimales,
respecto a las células BT474 (Figura 60C). Por su parte, los genes SNAIL1, SNAIL3,
TWIST1 y VIM estaban infraexpresados por el clon RT#10 en comparacién con la linea

parental (Figura 60C), coincidiendo con su ausencia de capacidad migratoria.

18.3. Andlisis de expresion diferencial de genes implicados en la
resistencia y la sensibilidad a trastuzumab en los modelos
celulares resistentes e hipersensibles
A lo largo de este trabajo se han analizado distintos procesos implicados en

la accion antitumoral de trastuzumab y en la aparicion de resistencias. Desde la

aparicion de trastuzumab, se han descrito un gran nimero de mecanismos y expresion
de genes relacionados con aparicion de resistencias, como se ha descrito
detalladamente en la introduccion. Entre los mecanismos convencionales se
encuentran la activacion constitutiva de la via PI3K (PIK3CA, PTEN), la sefializacion

a través de otros receptores (ERBB4, IGF1R, MET, EPHA2 y TGFB2), asi como

defectos en el control del ciclo celular y la apoptosis (CCNEL y BIRC5, que codifican

ciclina E y survivina). Se decidié analizar si existian diferencias en la expresion de
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estos genes entre los modelos resistentes a trastuzumab BTRH y RT#10 y la linea

parental que fuesen responsables del fenotipo resistente.
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Figura 60. Analisis de la expresion de genes relacionados con la resistencia y la
sensibilidad a trastuzumab y la EMT en modelos celulares con distinta sensibilidad a
trastuzumab. Con los datos de RNAseq, se evalud si existia una expresion diferencial de
genes responsables de la adquisicion de resistencia a trastuzumab en las células BTRH y
RT#10 (A), genes implicados en la sensibibilidad a trastuzumab en los clones hipersensibles
BTSH y ST#35 (B) y genes implicados en la EMT en las células BTRH y BTSH (C) respecto
a la linea parental. Los mapas de calor muestran la tasa de cambio de los genes respecto a la
linea parental. El color blanco indica que no existen diferencias de expresion entre los
modelos celulares respecto a la linea parental BT474.

El analisis de GDEs mediante RNAseq demostr6 que ERBB4, TGFB2 y
CCNEZ1 estaban sobreexpresados en las células BTRH respecto a la linea parental
(Figura 60A). Sin embargo, ninguno de los genes estaba diferencialmente expresado
entre RT#10 y BT474 (Figura 60A). Ademas de los mecanismos convencionales, se

analizo la expresion de 18 genes que también habian sido implicados en la falta de
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respuesta a trastuzumab. Entre todos ellos, los resultados mostraron que AREG,
CD44, CD55, GDF15 y YES1 estaban sobreexpresados en las células BTRH mientras
que solo CD44 estaba mas expresado en RT#10 respecto a la linea parental (Figura
60A).

Por ultimo, se analizo la expresion de los genes que habian sido asociados con
buena respuesta a trastuzumab (Drucker et al., 2020; Pernas et al., 2019) en los
modelos hipersensibles BTSH y ST#35 respecto a la linea parental. Al contrario que en
los genes de resistencia, ninguno de ellos estaba significativamente expresado en

nuestros modelos hipersensibles a trastuzumab (Figura 60B).
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El cancer de mama es una enfermedad heterogénea desde el punto de vista
molecular. En los altimos afios, se han implementado nuevas estrategias terapéuticas
con el objetivo de abordar esta heterogeneidad y minimizar los efectos adversos y los
costes de los tratamientos (Baselga et al., 2017; Harbeck et al.,, 2019). La
sobreexpresion o amplificacion de HER2 ha sido encontrada en aproximadamente una
de cada cinco pacientes con cancer de mama y ha sido correlacionada con mal
prondstico (Slamon et al., 1987). Sin embargo, el desarrollo de las terapias anti-
HER2, especialmente de trastuzumab, ha mejorado de forma significativa el
pronostico de las pacientes con cancer de mama HER2+ (Perez et al., 2014; Piccart-
Gebhart et al.,, 2005; Robert et al., 2006; Slamon et al., 2001). Actualmente,
trastuzumab es utilizado en primera linea para el tratamiento de pacientes con cancer
de mama HER2+ localizado y metastésico junto con quimioterapia y/o pertuzumab
(Bachelot et al., 2019; Baselga et al., 2012; von Minckwitz et al., 2017). Sin
embargo, las pacientes presentan tasas de respuesta a terapias basadas en trastuzumab
diversas, siendo algunos tumores resistentes al tratamiento, progresando hasta
estadios mas avanzados y desencadenando la aparicion de recidivas (Dean-Colomb y
Esteva, 2008; Gajria y Chandarlapaty, 2011). Esto se debe a que existe una gran
heterogeneidad en cuanto a la expresion génica y al espectro mutacional en los
tumores de las pacientes HER2+, justificando que la respuesta a trastuzumab sea
dispar (Pogue-Geile et al., 2015). Ademas, la distribucién de la expresion de HER2
dentro de un mismo tumor también es heterogénea (Ng et al., 2015; Onsum et al.,
2013), afectando a la respuesta al tratamiento (Lee et al., 2014). El problema
principal radica en que actualmente la sobreexpresion de HER2, detectada por IHQ o
ISH, es el Unico biomarcador aprobado para seleccionar pacientes que van a ser
tratadas con terapias basadas en farmacos contra HER2 (Gutierrez y Schiff, 2011), a
pesar de que no todas ellas se beneficiaran del tratamiento. De manera que la
sobreexpresion de HER2 no es un predictor preciso de respuestas a terapias anti-
HER2 (Onsum et al., 2013) y deben existir factores adicionales mas alla de la
sobreexpresion de HER2 que dicten sensibilidad a las terapias dirigidas contra dicho

receptor.
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Estos hechos desencadenan la necesidad de encontrar nuevos biomarcadores
que predigan respuesta a trastuzumab con el objetivo de identificar mejor a las
pacientes que se van a beneficiar del tratamiento. De esta manera se mejoraria la
eleccidn de la estrategia terapéutica, resultando en una desescalada de la terapia y una

reduccion de los efectos adversos.

Desde 20009, el predictor de subtipo intrinseco PAM50 ha demostrado proveer
valor prondstico y predictivo en multiples cohortes de pacientes con cancer de mama.
Ademas de identificar los subtipos moleculares, PAMS50 proporciona informacion
sobre la tasa de proliferacion y el riesgo de recaida basado en el subtipo molecular
(Prat et al., 2014). Dentro del grupo de pacientes clasificadas en la clinica como
HER2+ pueden ser identificados todos los subtipos intrinsecos determinados por
PAMS50 en diferentes proporciones. De manera que las pacientes HER2+ abarcan un
amplio espectro de entidades moleculares, si bien la mayoria de los tumores suelen
ser HER2-E, como se ha demostrado en ensayos clinicos (Llombart-Cussac et al.,
2017; Pernas et al., 2019; Pogue-Geile et al., 2015; Prat et al., 2014, 2020; The
Cancer Genome Atlas Network, 2012). El hecho de que los tumores con subtipo
intrinseco HER2-E experimenten mayor tasa de RPC al tratamiento con trastuzumab
en combinacién con quimioterapia y otras terapias anti-HER2, como lapatinib y
pertuzumab (Carey et al., 2016; Llombart-Cussac et al., 2017; Pernas et al., 2019;
Prat et al., 2014), junto con la existencia de tumores considerados HER2- (segun el
criterio de la Sociedad Americana de Oncologia Clinica) con subtipo HER2-E,
demuestra que PAMS50 permite identificar mas pacientes que se beneficiaran con
terapias anti-HER2. Ademaés, Prat. et al. demostraron que los tumores HER2-E y con
una expresion elevada de HER2 son los que mas se benefician de dichas terapias (Prat
et al., 2020). Sin embargo, la determinacion del subtipo intrinseco de los tumores por

PAMS50 no se realiza de forma frecuente en el ambito clinico.

En este trabajo se han generado modelos celulares de resistencia e
hipersensibilidad a trastuzumab derivados de la linea BT474 con el objetivo de
analizar los determinantes que modulan la efectividad antitumoral de dicho farmaco y

abordar la necesidad de encontrar nuevos biomarcadores que puedan predecir
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respuesta a trastuzumab. Se aislaron dos modelos celulares hipersensibles, BTSH y
ST#35, asi como varios clones resistentes a trastuzumab entre los que se encuentran
RT#1, RT#5 y RT#10. Ademas, también se utiliz6 un pool de células resistentes a
trastuzumab que se habia generado previamente en el laboratorio, las células BTRH
(Diaz-Rodriguez et al., 2019). Se han analizado caracteristicas moleculares y
bioquimicas que condicionan o desencadenan tanto el efecto antitumoral de
trastuzumab como la aparicion de resistencias (Figura 61). Ademas, hemos
conseguido identificar proteinas y GDEs entre los modelos celulares con distinta
sensibilidad a trastuzumab, con el fin de elucidar nuevos biomarcadores que puedan
predecir pronostico y respuesta al tratamiento (Figura 62). Los resultados de los
experimentos han demostrado otras caracteristicas bioldgicas adquiridas por los

modelos celulares como resultado de su generacion o aislamiento.

El hecho de que existan pacientes que no responden a los sucesivos
tratamientos se puede deber a la existencia de resistencias cruzadas que conllevan a la
progresion tumoral y al desarrollo de metastasis. En el caso de no obtener beneficio
clinico tras el tratamiento con trastuzumab combinado con quimioterapia y/o
pertuzumab, las pacientes son tratadas con T-DM1 en segunda linea (von Minckwitz
et al., 2019; Perez et al., 2019; Verma et al., 2012) Si no hay respuesta, se administra
en tercera linea neratinib, trastuzumab con otros agentes quimioterapicos, lapatinib
mas capecitabina o lapatinib més trastuzumab sin quimioterapia (Burstein et al.,
2007; Martin et al., 2017; Robert et al., 2006; Saura et al., 2019). Se analiz6 la
sensibilidad de nuestros modelos celulares BT474, BTRH y BTSH a T-DM1,
lapatinib y neratinib, asi como al propio pertuzumab, para explorar la existencia de
resistencias o sensibilidades cruzadas entre dichas terapias. El efecto inhibitorio en la
proliferacion y la supervivencia celular desencadenado por T-DM1 fue muy fuerte y
afectd de forma similar a la linea parental y a las células BTRH (Barok et al., 2011).
En un experimento realizado en nuestro laboratorio se observo que T-DM1 disminuia
la proliferacién de lineas sensibles a trastuzumab como BT474 y SKBR3 y otras con
resistencia primaria a trastuzumab como HCC1569, HCC1954 y HCC1419. De
hecho, la que resultd ser “menos sensible” de todas fue BT474 (Garcia-Alonso,

2018). En el caso de las células hipersensibles a trastuzumab, T-DM1 afecto
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drasticamente a su supervivencia (Figura 61). EI mecanismo de accion de T-DM1
incluye la accion antitumoral de trastuzumab, asi como el efecto citotoxico del DM1
(Garcia-Alonso et al., 2020). Por tanto, este resultado concuerda con la apoptosis
causada por trastuzumab en células BTSH junto con la accion del DM1.

El tratamiento con pertuzumab no causo6 ningun efecto sobre la proliferacion
celular en BT474, BTRH y BTSH, incluso utilizando dosis muy altas del anticuerpo.
Sin embargo, Brockhoff et al. observaron que pertuzumab causaba un ligero arresto
del ciclo celular en células BT474 (Brockhoff et al., 2007). En cambio, el tratamiento
combinado de trastuzumab y pertuzumab inhibié de forma sinérgica la proliferacion
celular y caus6 apoptosis en células BT474 (Nahta et al., 2004b). Ademas, dicha
combinacion aumentd la actividad antitumoral en tumores generados por células
HER2+ (Scheuer et al., 2009).

En un trabajo publicado por nuestro laboratorio, se demostré que el
tratamiento previo con trastuzumab afectaba a la respuesta a los TKIs lapatinib y
neratinib. Las células BTRH no solo eran resistentes a trastuzumab sino que también
eran parcialmente resistentes a lapatinib y neratinib, ya que no inducian apoptosis
(Rios-Luci et al., 2020), demostrando la existencia de resistencias cruzadas entre
trastuzumab y ambos TKIs (Figura 61). Por el contrario, el tratamiento con lapatinib
y neratinib afectaba de forma similar a la proliferacion de las células hipersensibles a
trastuzumab y la linea parental. Otros trabajos también han demostrado la existencia
de resistencias cruzadas entre distintas terapias anti-HER2. Un ejemplo de ello es que
las células JIMT-1, aisladas de la metastasis pleural de una paciente con cancer de
mama HER2+ resistente a trastuzumab, también lo eran a lapatinib (Koninki et al.,
2010). Breslin et al. generaron modelos celulares de resistencia a neratinib y
observaron que también eran mé&s resistentes a lapatinib que la linea parental.
Ademas, comprobaron que lineas celulares resistentes a lapatinib y trastuzumab
también eran mas resistentes a la accion de neratinib que la linea parental, existiendo
una resistencia bidireccional entre neratinib y lapatinib (Breslin et al., 2017). Esta
tendencia se observo en pacientes: aquellas que no habian sido tratadas, respondieron

mejor a neratinib que las que habian recibido previamente trastuzumab (Burstein et
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al., 2010), asi como las pacientes que habian sido expuestas a lapatinib no obtuvieron
tanto beneficio de neratinib como las que no habian sido tratadas con anterioridad
(Awada et al., 2013).

El primer paso para que trastuzumab ejerza su accion antitumoral consiste en
la union a su diana, HER2. Se han descrito mecanismos de resistencia que estan
relacionados con la capacidad de uniéon de trastuzumab a HER2 (Arteaga y
Engelman, 2014), como la expresion de formas truncadas de HER2 (Gajria y
Chandarlapaty, 2011) o la disminucion de su expresion (Ocana y Pandiella, 2013). Se
realizaron experimentos para detectar la expresion y activacion (mediante
fosforilacion en tirosina) de HER2 total y en superficie en las células BT474, BTRH
y BTSH. Los resultados demostraron que no existian diferencias en cuanto a la
expresion y activacion de HER2 entre los modelos celulares, descartando que los
cambios en HER2 fuesen responsables del efecto diferencial de trastuzumab (Kute et
al., 2004, 2012) (Figura 61).

El crecimiento tumoral y la supervivencia celular en algunos tumores
dependen de forma casi exclusiva de una Unica via de sefializacion oncogénica. Este
fendmeno se conoce como adiccién oncogénica y ha sido utilizado para el desarrollo
de terapias contra el cancer (Griguolo et al., 2019; Savas et al., 2014), como es el
caso de trastuzumab. Las células tumorales sobreexpresoras de HER2 dependen
oncogénicamente de dicho receptor, es decir, la sobreexpresién de HER2 en la
membrana plasmatica es esencial en la biologia de la célula tumoral (Griguolo et al.,
2019; Savas et al., 2014). Asi, se silencié la expresion de HER2 para comprobar si los
modelos celulares seguian manteniendo la dependencia oncogénica de HER2 o ésta era la
causa de la resistencia en BTRH. Los experimentos demostraron que los tres modelos
celulares continuaban siendo oncogénicamente dependientes de HER2. Sin embargo,
mientras que para las células BT474 y BTSH, la expresion de HER2 era esencial para su
supervivencia, las células resistentes podian proliferar, aunque en menor medida, tras el

silenciamiento de HER2 (Figura 61).
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Figura 61. Caracterizacion de los modelos celulares con distinta sensibilidad a
trastuzumab.

La inhibicion de la proliferacion celular por los anticuerpos monoclonales
contra HER2 se debe principalmente a un efecto citoestatico y no citotdxico (Baselga
y Albanell, 2001; Carter et al., 1992). En este trabajo, se observé que trastuzumab
causaba arresto del ciclo celular en G1 en las lineas celulares sensibles a la accion del
anticuerpo, BT474 y BTSH (Figura 61). Consecuentemente, el nimero de células en
fase S se redujo, como habia sido descrito previamente por otros autores (Baselga y
Albanell, 2001; Brockhoff et al., 2007; Lane et al., 2000; Nahta et al., 2004b). Por el
contrario, este efecto no se observo en las células resistentes (Kute et al., 2004).
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Ademaés, experimentos de bioguimica mostraron un aumento de la expresién de p27
tras el tratamiento con trastuzumab en la linea BT474 (Lane et al., 2000; Scaltriti et
al., 2011; Yakes et al., 2002) y las células BTSH. A nivel basal, no se encontraron
diferencias en los niveles de p27 entre las distintas lineas. Esto es un hecho
destacable, ya que la infraexpresion de p27 habia sido descrita como un mecanismo
de resistencia a trastuzumab (Nahta et al., 2004a). Los niveles de p21 estaban
infraexpresados en las células resistentes a trastuzumab respecto a la linea parental, de
acuerdo con lo que habia sido descrito en modelos celulares de cancer gastrico (Shu
et al., 2020). El tratamiento con trastuzumab disminuyo la expresion de p21 en las
células BT474 y BTSH, al contrario de lo que habia sido descrito previamente
(D’Alesio et al., 2017; Darini et al., 2019; Mittendorf et al., 2010). En cuanto a las
células BTRH, la expresion de p21 no se vié modificada por el tratamiento. En lo que
respecta al efecto citotdxico, el tratamiento con trastuzumab provocd una induccion
de la muerte celular en las células BTSH (Figura 61) y desencadené la expresion de
formas procesadas de caspasa 3, caspasa 7 Y PARP en las células hipersensibles, asi
como la activacion de caspasa 3, determinada por fluorimetria. La induccién de la
apoptosis en BTSH no fue un efecto aislado, ya que también fue observada en el otro
clon hipersensible a trastuzumab, ST#35. Cuando se analiz6 el mecanismo de accion
de trastuzumab en la linea parental, se observéd una pequefia poblacion de células que
morian en presencia de trastuzumab (Milella et al., 2004). El hecho de que esta
poblacion aumentase sustancialmente en el caso de las lineas hipersensibles a
trastuzumab podria estar indicando que de alguna forma habriamos seleccionado una
subpoblacion de células que se ven mas afectadas por el anticuerpo. En cambio,
trastuzumab no causé muerte celular en las células resistentes. En otros trabajos
observaron que trastuzumab causaba una mayor induccion de la apoptosis en células
BT474 y SKBR3 que la que se describe en este trabajo (Bulut et al., 2020; Zoi et al.,
2019).

La existencia de defectos en el control del ciclo celular y la apoptosis, como el
aumento en el numero de copias del gen que codifica la ciclina E (Scaltriti et al.,
2011) y el aumento de expresion de la proteina antiapoptotica survivina (Chakrabarty

et al., 2013) habian sido identificados como mecanismos de resistencia a trastuzumab.
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Los datos de expresion diferencial obtenidos mediante RNAseq, mostraron que
CCNEL estaba sobreexpresado significativamente en células BTRH (Figura 61)
respecto a la linea parental mientras que no se encontraron diferencias en cuanto a la

expresion de survivina.

Los experimentos de IF demostraron que trastuzumab se unia rapidamente a
HER?2 en la superficie celular de forma similar en todas las lineas celulares (Figura
61). Sin embargo, el proceso de internalizacion de trastuzumab era lento. Se
observaron acumulaciones intracelulares de trastuzumab a partir de 3 y 6 horas de
incubacion. Sin embargo, hasta las 24 horas de tratamiento, trastuzumab se
encontraba mayoritariamente en membrana (Zhu et al., 2007). Se observé una mayor
acumulacion intracelular de trastuzumab en los modelos celulares sensibles a
trastuzumab, BT474, BTSH y ST#35, indicando que dichas células internalizaban una
cantidad de trastuzumab mayor que los modelos celulares resistentes (Figura 61). El
proceso de internalizacion de trastuzumab en ST#35 era mas lento, ya que tras 48
horas de tratamiento, la acumulacién intracelular alcanz6 su punto maximo. Cuando
las células fueron tratadas con trastuzumab acoplado a pHrodo, se observo que el
namero de células positivas para trastuzumab-pHrodo era sustancialmente menor en
el caso del clon ST#35. Esto puede deberse a que el proceso de internalizacion de
trastuzumab en este clon, y por tanto su llegada al lisosoma era méas lento, como
sugerian los datos de IF, o a la existencia de un defecto lisosomal que hace que los
lisosomas no sean acidos y no funcionen correctamente (Rios-Luci et al. 2017), que
impedirian el procesamiento de trastuzumab y podrian estar prolongando su accion

antitumoral.

Ademas, se analizo la degradacion de trastuzumab mediante su colocalizacion
con los lisosomas. La colocalizacion de trastuzumab con el marcador lisosomal
LAMP1 se incrementé de acuerdo al tiempo de incubacion, alcanzando su maximo
tras 24 y 48 horas de incubacion. En las células BT474 y BTSH el porcentaje de
colocalizacion entre trastuzumab y LAMP1 fue mayor que en los modelos celulares
resistentes BTRH y RT#10 (Figura 61). Esto puede deberse a que en las células

resistentes la cantidad de trastuzumab internalizado era menor que en las celulas
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sensibles. En el caso del clon hipersensible ST#35, la colocalizacién de trastuzumab
con LAMP1 fue similar a las células BTRH y RT#10. Esto coincidiria con el analisis
de la internalizacion de trastuzumab por IF y acoplado a pHrodo que sugerian que la

internalizacion era mas prolongada en el tiempo.

Originalmente se describid que trastuzumab desencadenaba su accion
antitumoral mediante la internalizacion de HER2, disminuyendo sus niveles de
expresion (Baselga y Albanell, 2001; Cuello et al., 2001; Scaltriti et al., 2007),
alejandolo de la via de reciclaje y dirigiéndolo hacia la degradacion lisosomal (Rubin
y Yarden, 2001). Sin embargo, otros estudios concluyeron que trastuzumab no
inducia la internalizacion del receptor, por lo menos en solitario (Austin et al., 2004;
Hommelgaard et al., 2004; Wymant et al., 2020; Zhu et al., 2007), demostrando que
la disminucion de HER2 no era importante en el mecanismo de accién de
trastuzumab (Austin et al., 2004; Hommelgaard et al., 2004). Ademas, algunos
estudios demostraron que HER2 internalizado junto con trastuzumab volvia a
encontrarse en membrana pasadas 4 horas desde el tratamiento inicial, mientras que
trastuzumab era degradado (Zhu et al., 2007). En otro trabajo, se utiliz un anticuerpo
biparatopico tetravalente contra HER2 (anti-HER2-Bs) que reconocia un epitopo en
el subdomino 1V, igual que trastuzumab y otro en el subdominio Il (Cheng et al.,
2020). Anti-HER2-Bs era internalizado rapidamente en comparacioén a trastuzumab y
al otro anticuerpo contra el subdominio Il por separado, cuya internalizacion era
lenta. La union simultanea de los dos epitopos era necesaria para que se internalizasen
rdpidamente. Una vez en el interior celular, el complejo formado por HER2 vy el
anticuerpo biparatopico se mantenia estable y se degradaba conjuntamente en los
lisosomas, causando una disminucion en los niveles de HER2. Por el contrario, el
complejo trastuzumab-HER?2 se separaba en el interior celular, resultado en un
reciclaje de HER2 y la degradacion de trastuzumab en los lisosomas (Cheng et al.,
2020; Zhu et al., 2007).

Cuando se analiz6 la vida media de HER2 en superficie tras el tratamiento
con trastuzumab, se observo que trastuzumab causaba la desaparicion de HER2 en las

celulas BT474, BTRH y BTSH, sugiriendo que se internalizaba junto con
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trastuzumab y era degradado en los lisosomas. Sin embargo, el tratamiento con
trastuzumab no caus6 una disminucion destacable en la expresion de HER2 en
superficie, ya que se sintetiza de forma continua. Cuando se evalu6 la colocalizacion
de HER2 y LAMP1 tras el tratamiento con trastuzumab, no se observé una tendencia
que indicase que HER2 se estuviese degradando en el lisosoma. Esto puede
explicarse porque HER2 se sintetiza y degrada continuamente y, aunque trastuzumab
provoco su degradacion, la cantidad de HER?2 total no se alter6 y su colocalizacion

con los lisosomas no se vio modificada.

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio habian demostrado que las
células BTRH no generaban tumores resistentes a trastuzumab cuando eran
inyectadas en ratones desnudos. Con el objetivo de obtener un modelo celular
resistente a trastuzumab in vivo, se evalud si alguno de los clones resistentes que
habian sido aislados podia generar tumores resistentes a trastuzumab. Se
seleccionaron los clones RT#1, RT#5 y RT#10 que eran altamente resistentes al
anticuerpo in vitro. Como control del experimento, en paralelo se analiz6 la respuesta
a trastuzumab en tumores generados por las células BTRH y la linea parental. Los
tumores generados por las células BT474 y BTRH fueron sensibles al tratamiento con
trastuzumab, como se esperaba, mientras que los generados por el clon RT#10 eran
resistentes. En cuanto a los tumores generados por RT#1, el tratamiento provoco
inicialmente una ligera disminucion de su tamafio, pero tras unas semanas
continuaron creciendo. Con estos datos no pudimos concluir si se trataba de
resistencia primaria o adquirida. En el caso de RT#5, existid6 mas variabilidad en
cuanto a la respuesta al tratamiento. Ademas, se observd que en algunos tumores
originados por BT474, RT#5 y en un tumor de BTRH, la exposicion continuada a
trastuzumab desencadend la aparicion de recidivas, ya que los tumores que habian
respondido inicialmente al farmaco, se volvieron resistentes. Esto sucede de forma
analoga en la clinica, ya que el tratamiento con terapias basadas en trastuzumab, cuya
duracion es de casi un afio (Harbeck et al., 2019), favorece la aparicién de resistencia
adquirida en las pacientes (Gajria y Chandarlapaty, 2011). Es importante destacar que

se trata de un experimento preliminar con muchas limitaciones. Seria necesario
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aumentar el tamafio muestral para obtener datos concluyentes. Estos datos

demuestran que la resistencia a trastuzumab in vitro no predice resistencia in vivo.

En un trabajo realizado de forma muy similar al nuestro (Kute et al., 2004),
seleccionaron un clon resistente a trastuzumab a partir de la linea BT474. Al igual
que nuestras células BTRH, dicho clon presentaba niveles similares de HER2, se unia
de forma eficaz a trastuzumab, y era capaz de crecer en presencia de trastuzumab con
tasas de crecimiento y ciclo celular comparables a la linea parental en ausencia de
trastuzumab. Sin embargo, cuando estas celulas resistentes in vitro se inyectaron en
ratones desnudos atimicos, trastuzumab redujo el crecimiento tumoral de forma
similar a la linea parental (Kute et al., 2009), al igual que sucede en el caso de las
celulas BTRH. En este caso, evaluaron la ADCC in vitro en el clon resistente y en la
linea parental. Utilizaron la linea celular de NK, NK-92 y células mononucleadas
aisladas de sangre periférica humana y analizaron la viabilidad celular en presencia y
ausencia de trastuzumab. Ambas lineas eran igual de susceptibles a la ADCC a pesar
de tener distinta respuesta a trastuzumab y tanto las células NK como las
mononucleadas eran mas eficientes a la hora de causar muerte celular en presencia de
trastuzumab. Estos resultados sugirieron que el efecto antitumoral causado por
trastuzumab in vivo se basaba en la ADCC desencadenada por la fraccion
mononuclear de las células inmunes innatas (Kute et al., 2009). Otros estudios
demostraron que los tumores generados en ratones desnudos con la linea JIMT-1,
resistente a trastuzumab, eran también resistentes a la accion del farmaco in vivo. En
este caso se sugirio que el mecanismo responsable de la resistencia era la
sobreexpresion de MUC4 (Nagy et al., 2005). Sin embargo, otros trabajos posteriores
con JIMT-1 demostraron que la capacidad de trastuzumab para mediar la ADCC e
inhibir el crecimiento tumoral dependia de la carga celular tumoral y de la
accesibilidad de los efectores del sistema inmune innato a las células tumorales.
Cuando los tumores eran muy pequefios 0 no estaban establecidos, trastuzumab
reducia parcialmente el crecimiento del tumor. Sin embargo, los tumores de gran
tamafio eran insensibles a la accién de trastuzumab (Barok et al., 2007). En el caso de
las células RT#10, podemos decir que la expresion de MUCA4 no era la responsable de

la resistencia in vivo, ya que no sobreexpresaban MUC4 en comparacion con la linea
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parental. En un estudio realizado por Kute et al. observaron que la ADCC dependia
del ratio entre células efectoras del sistema inmune y células tumorales diana debido a
que el nimero de células tumorales se reducia de forma proporcional al aumento del
ratio célula efectora/célula diana en presencia de trastuzumab. Ademas, observaron
que las células inmunes que desencadenaban la ADCC in vitro con mayor eficacia

eran las NK, seguidas de monocitos, células By T (Kute et al., 2012).

Entre los mecanismos de resistencia a trastuzumab descritos se encuentra la
activacion de la sefializacion por otros receptores pertenecientes o no a la familia. La
formacion de dimeros formados por HER2/HER3 y HER2/EGFR inducidos por la
sobreexpresion de ligandos o de los propios receptores ha sido relacionada con una
disminucién de la respuesta a trastuzumab (Huang et al., 2010; Ritter et al., 2007;
Sergina et al., 2007; Xia et al., 2004). Las células BT474 ademas de sobreexpresar
HER2, también expresan EGFR y HER3 (Rios-Luci et al., 2020). La expresion de
estos miembros de la familia HER se mantiene en las células resistentes BTRH, que
ademas sobreexpresan ERBB4 de forma muy significativa respecto a BT474. De
acuerdo con este dato, en los analisis de identificacion de genes que predicen
respuesta a trastuzumab se encontrd6 que ERBB4 estaba sobreexpresado de forma
significativa en las pacientes del ensayo PAMELA que no respondieron al
tratamiento neoadyuvante con trastuzumab y lapatinib, ya que no presentaban RPC en

la cirugia.

El papel que desempefia el receptor HER4 en cancer de mama es
controvertido.  Algunos trabajos sugirieron que HER4 ejercia efectos
antiproliferativos (Sartor et al., 2001) y pro-apoptéticos (Naresh et al., 2006) en
lineas con cancer de mama HER2+, indicando que podia estar antagonizando la
actividad de HER2 (Naresh et al., 2006; Sartor et al., 2001; Suo et al., 2002). Existen
bastantes estudios que apoyan que la expresién de HER4 se correlacionaba con un
prondstico favorable en pacientes con cancer de mama (Koutras et al., 2008; Suo et
al., 2002; Witton et al., 2003), mientras que otros autores sugirieron que HER4 era un
biomarcador de mal pronédstico (Bieche et al., 2003; Koutras et al., 2010), en linea

con nuestros resultados. En un trabajo publicado por Barros et al. demostraron que la
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incidencia de la heterodimerizacion de HER2/HER4 no se asociaba a peor prondstico
y que no existia una correlacion entre la formacion de dimeros HER2/HER4 vy la
respuesta a trastuzumab (Barros et al., 2014). En cuanto al resto de los receptores
cuya sobreexpresion ha sido implicada en la resistencia al tratamiento con
trastuzumab, como IGF-1R (Huang et al., 2010; Lu et al., 2001; Nahta et al., 2005),
MET (Minuti et al., 2012; Shattuck et al., 2008), EphA2 (Zhuang et al., 2010)y el
receptor de TGFP (Wang et al., 2008), no se encontraron diferencias significativas en
la expresion de dichos receptores entre las células BTRH o el clon RT#10 respecto a
la linea parental en los datos de RNAseq que puedan explicar la resistencia a

trastuzumab.

Numerosos estudios realizados con modelos celulares céncer de mama
HER2+ con resistencia adquirida a trastuzumab, que habian sido generados de forma
similar a los nuestros, demostraron la implicacion de distintas proteinas como las
responsables de causar el fenotipo resistente. De todos ellos, GDF15 (Donnelly et al.,
2013; Joshi et al., 2011), YES1 (Takeda et al., 2017), AREG (Kim et al., 2016) y
CD44 (Boulbes et al., 2015) también estaban sobreexpresados significativamente en
las células BTRH respecto a la linea parental (Figura 61), como demostraron los datos
de RNAseq. En el caso de CD44, también estaba mas expresado en el clon RT#10,
sin embargo, las células hipersensibles BTSH y ST#35 también presentaron niveles
superiores en comparacion con BT474. Por ultimo, la expresion de CD55 se encontrd
aumentada en pacientes HER2+ que no respondieron a trastuzumab (Wang et al.,
2017b) y se observé que se encontraba sobreexpresada en células BTRH respecto a la
linea parental (Figura 61). El hecho de que existan distintos mecanismos implicados
en la resistencia a trastuzumab, incluso generados a partir de la misma linea parental,

indica que la resistencia a farmacos es un fendmeno complejo.

Como parte del proceso de busqueda de genes que pudiesen ser responsables
de la respuesta diferencial a trastuzumab en los modelos celulares utilizados en este
trabajo, se estudid la expresion de proteinas solubles como citoquinas, quimioquinas
y factores de crecimiento y otras que tenian actividad proteasa o funcionaban como

inhibidoras de proteasas. Los resultados demostraron que las proteinas cuya expresion
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estaba alterada entre los distintos modelos participaban en procesos relacionados con
la organizacion y degradacion de la ECM, asi como la interaccion entre proteinas de

membrana con componentes de la matriz y la activacion de MMPs.

El andlisis de enriquecimiento funcional de los datos de expresién génica
obtenidos por los microarrays y el RNAseq demostro que los GDEs en las células
BTRH respecto a la linea parental BT474 estaban relacionados con la expresion de
queratinas y filamentos intermedios, asi como componentes de la ECM como
colageno y fibronectina. Dichos GDEs participaban en la organizacion de la ECM, en
la interaccion entre la ECM vy los receptores y en los procesos de adhesién focal, la
EMT y migracion celular, enriquecidos en las células BTRH.

Cuando se analizé el proceso de adhesion a sustrato en placas pretratadas con
FN en las células BT474, BTRH y BTSH, se determind que las células BTRH se
adherian méas rapidamente que la linea parental y las hipersensibles a trastuzumab
(Figura 61). Estas diferencias podian deberse a que las células BTRH sobreeexpresan
componentes de la ECM que median la adhesion, asi como la propia FN, que fue el
sustrato utilizado para realizar estos experimentos. La FN es una proteina que media
la interaccion de las células tumorales con la ECM y estimula la adhesion y la
migracion celular y la transformacion oncogénica (Pankov, 2002). Mediante su union
a integrinas, la FN participa en procesos biolégicos como la supervivencia celular, la

angiogénesis y la resistencia a terapias (Jeon et al., 2015).

Un estudio realizado por Rybinska et al. demostré que el pronostico de un
grupo de pacientes HER2+ con alta expresion de genes que codifican proteinas
estructurales de la ECM, implicadas en EMT, adhesion celular, metéstasis e hipoxia,
mejoraba cuando eran tratadas con trastuzumab y quimioterapia, en lugar de
guimioterapia como monoterapia (Rybinska et al., 2020). En un modelo animal de
cancer de mama HER2+ transgénico, mutado en PIK3CA y con resistencia a
trastuzumab, pertuzumab y buparlisib (inhibidor de PI3K), encontraron que proteinas
que formaban la ECM vy participaban en la adhesion celular como colagenos,

laminina, vitronectina, trombospondina y tenascina, estaban sobreexpresados en los
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tumores (Hanker et al., 2017). Algunos componentes, como los colagenos, inducian
la resistencia in vitro y ésta era revertida mediante la inhibicion de su secrecion
(Hanker et al., 2017). La sobreexpresion de colageno Il también se correlacion6 con
una respuesta a terapias anti-HER2 reducida en pacientes HER2+ (Hanker et al.,
2017). Zazo et al. demostraron que la sobreexpresion de la quimioquina CCL5
(RANTES) estaba implicada en la adquisicion de resistencia a trastuzumab ya que su
silenciamiento génico o farmacoldgico revertia dicha resistencia. Sin embargo, la
adicion de CCL5 sobre células BT474 parentales no inducia resistencia a
trastuzumab, sugiriendo que la adquisicion de resistencia era un proceso complejo
que requeria otras alteraciones, ademas de la sobreexpresion de CCL5 (Zazo et al.,
2020). En los modelos celulares con distinta sensibilidad a trastuzumab BT474,
BTRH y BTSH el nivel de CCL5 detectado en el MC fue muy bajo en todas las
lineas. Sin embargo, la cantidad de CCL5 secretada por las células BTRH era
aproximadamente el doble que la linea parental, concordando con los datos

anteriores.

Algunas proteinas que habian sido implicadas en la resistencia a trastuzumab
también regulan las propiedades invasivas y migratorias de las células. Este es el caso
de GDF15. Las células BT474 transfectadas con GDF15 eran mas invasivas que las
que llevaban el vector vacio (Donnelly et al., 2013). Otro estudio demostré que la
expresion de POUA4F1 conferia resistencia a trastuzumab en modelos celulares de
cancer de mama HER2+ con resistencia adquirida y que su silenciamiento entorpecia

la invasion y migracion de dichas células (Wu et al., 2020a).

La metastasis es un fendbmeno complejo que engloba varios procesos por los
que las células tumorales se transportan desde el tumor primario a un organo distante
(Méndez-Garcia et al., 2019). Este proceso consta de tres estadios: la invasion local,
la migracion y la colonizacién. Durante la invasion local, las células tumorales sufren
cambios fenotipicos que hacen que adquieran mas movilidad. Este proceso se conoce
como EMT (Méndez-Garcia et al., 2019). Las células epiteliales adheridas a la
membrana basal se transforman en celulas moviles con capacidad de secretar

componentes de la ECM y migrar a otros tejidos. Entre los cambios que sufren se

-163-



Discusion

incluyen cambios morfol6gicos, desregulacion de marcadores epiteliales (E-cadherina
y citoqueratinas 8 y 18), aumento de la expresion de marcadores mesenquimales (N-
cadherina, vimentina, FN) y secrecion enzimas que degradan la ECM, facilitando la
invasion y la metastasis (Méndez-Garcia et al., 2019).

En un trabajo publicado por Oliveras-Ferraros et al., demostraron que existia
una relacion entre el fenotipo mesenquimal y la resistencia a trastuzumab. Las células
JIMT-1, resistentes a trastuzumab y enriquecidas en una subpoblacion con fenotipo
mesenquimal CD44*CD2473? expresaban los factores de transcripcion inductores de
EMT: SNAIL2, TWIST1 y ZEB1. El silenciamiento de SNAIL2, TWIST1 y ZEB1
suprimié el fenotipo mesenquimal y sensibilizd las células al tratamiento con
trastuzumab. El efecto méas destacado en la respuesta a trastuzumab fue el conseguido
por el silenciamiento de SNAIL2. Se demostré que la subpoblacion con fenotipo
mesenquimal CD44'CD24™%2 era insensible a trastuzumab, mientras que la
subpoblacién epitelial CD44*CD24" era sensible. Ademas, en tumores generados por
dichas células se observo que el silenciamiento de SNAIL2 reducia el crecimiento
tumoral y sensibilizaba al tratamiento con trastuzumab (Oliveras-Ferraros et al.,
2012). Se analiz6 si existia una expresion diferencial en factores de transcripcion
inductores de EMT vy otras proteinas marcadoras del proceso como en los modelos
con distinta sensibilidad a trastuzumab mediante RNAseq. TWIST1, SNAIL1 y
SNAIL3 estaban infraexpresados en BTSH respecto a la linea BT474, sugiriendo una
desregulacion en la EMT en las células hipersensibles a trastuzumab. En cambio, la
FN, marcador mesenquimal, estaba sobreexpresada en células BTRH mientras que
SNAIL3 y VIM estaban infraexpresados respecto a la linea parental. No se
encontraron diferencias significativas en el resto de marcadores que se analizaron

entre las células BTRH y BTSH vy la linea parental.

La progresion desde un tumor localizado a un crecimiento invasivo demostro
que estaba asociada a la expresion de MMPs (MMP-11, MMP-2, MMP-14 y MMP-
13), implicadas en la invasion y remodelacion de la ECM (Giussani et al., 2015). Los
resultados del array de proteasas demostraron que las células BTRH secretaban una

mayor cantidad de MMP-13 que las células BT474 (Figura 61). En un trabajo
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desarrollado por nuestro grupo se demostré que la activacion de los receptores HER
mediante el tratamiento con NRG desencadenaba el aumento de MMP-13 que inducia
la diseminacién metastatica en tumores de mama (Seoane et al., 2016). En células
BT474, NRG aumentaba la expresion de MMP-13 y a su vez, inducia la invasion y la
migracion celular (Orive-Ramos et al., 2017). El tratamiento con dasatinib inhibio la
produccion de MMP-13 y a su vez, la migracion e invasion inducida por NRG
(Orive-Ramos et al., 2017).

Cuando se analizd la capacidad migratoria de las lineas celulares BT474,
BTRH y BTSH, se observaron diferencias entre ellas. A pesar de que las células
BT474 tienen una capacidad migratoria muy reducida, se encontré que las células
BTRH, resistentes a trastuzumab, migraban mas que BT474, y ésta Ultima a su vez,
mas que las células BTSH, que no se desplazaban (Figura 61).

La ausencia de expresiobn de LCN2 fue asociada a un retraso en la
tumorogénesis y en la aparicion de metéstasis en tumores de mama HER2+, ademas
su silenciamiento provocé la disminucion de la capacidad invasiva y migratoria de las
células SKBR3 (Leng et al., 2009). Sin embargo, la asociacion entre la expresion de
LCN2 y la respuesta a trastuzumab no habia sido estudiada. En este trabajo, se
observo que las células BTRH secretaban mayor cantidad de LCN2 respecto a la linea
parental (Figura 61). Cuando se analizé la expresion de LCN2 en un panel de lineas
celulares HER2+ sensibles y resistentes a trastuzumab, se observé que la
sobreexpresion de LCN2 no era una caracteristica exclusiva y comun de las células
resistentes. Los resultados demostraron que el silenciamiento de LCN2 en las células
BTRH no aumentaba su sensibilidad a trastuzumab, pero si reducia la proliferacion
celular, como se habia descrito en lineas celulares de cancer de prostata y de cancer
gastrico (Koh y Lee, 2015; Tung et al., 2013). Un efecto similar al ocasionado en
BTRH por el silenciamiento de LCN2 sobre la proliferacién celular y la respuesta a
trastuzumab también fue demostrado en las células HCC1569 sobreexpresoras de
LCN2 y con resistencia primaria a trastuzumab, asi como en células BT474. En esta
Gltima, a pesar de secretar niveles particularmente bajos, eran suficientes para verse

afectadas por el silenciamiento de LCN2. Estos datos indicaron que la resistencia a
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trastuzumab de las células BTRH no se debia a la sobreexpresion de LCN2, o por lo

menos no de manera exclusiva.

Como se ha demostrado en ensayos clinicos y se observa de forma rutinaria
en la préctica clinica, la heterogeneidad bioldgica dentro de las pacientes con cancer
de mama HER2+ determina la respuesta a los tratamientos y el prondstico (Pernas et
al., 2019). Esta variabilidad se puede ilustrar con los modelos celulares de resistencia
e hipersensibilidad a trastuzumab generados en este trabajo. Los datos de RNAseq
demostraron que las células BT474, BTRH, RT#10, BTSH y ST#35 son muy
diferentes en cuanto a expresion génica, sugiriendo que los mecanismos responsables

de la adquisicién de resistencia o hipersensibilidad a trastuzumab son diversos.

Una vez caracterizados los modelos celulares con distinta sensibilidad a
trastuzumab, se analizaron sus perfiles transcriptomicos con los datos obtenidos
mediante microarrays de expresion génica. Se identificaron los GDEs entre las
células BTRH y BTSH respecto a la linea parental con el fin de identificar genes que
pudiesen predecir la respuesta a trastuzumab. Para ganar fortaleza, se siguié una
estrategia que consistid en seleccionar aquellos GDEs que tuviesen “signo opuesto”,
con expresion inversa entre BTRH y BTSH respecto a la linea BT474, identificando
un total de 29 genes. Se analizo el valor prondstico y predictivo de 22 de los 29 GDEs
cuya expresion habia sido validada por qRT-PCR. El analisis con KM plotter
(Gyorffy et al., 2010) mostré que una expresion elevada de PDE7B, ELMO1, GRIK2
y UPKI1A, ya sea de forma individual o agrupados como firma génica, indicaba
pronostico favorable en pacientes con cancer de mama HER2+ (Figura 62). La
correlacion que existe entre la expresion de dichos genes y el prondstico en pacientes

con cancer de mama no habia sido descrita con anterioridad.
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Figura 62. Biomarcadores de prondstico y respuesta a trastuzumab. Los GDEs en BTSH
y BTRH respecto a la linea parental BT474 se identificaron mediante microarrays. Para
identificar biomarcadores de pronoéstico y respuesta a trastuzumab se siguieron dos
estrategias. En primer lugar, el papel de los GDEs con “signo opuesto” en pronostico y
respuesta a trastuzumab en pacientes con cancer de mama HER2+ se evalué mediante KM
plotter y ROC plotter, respectivamente. Los resultados demostraron que algunos genes
sobreexpresados en las células BTSH indicaban pronostico favorable y buena respuesta a
trastuzumab, de forma individual o como firma génica. Por otro lado, los GDEs se solaparon
con los datos transcriptomicos de los tumores de las pacientes del ensayo clinico PAMELA y
se evaluo la respuesta al doble blogqueo de HER2. Los resultados mostraron que la firma de
hipersensibilidad estaba enriquecida en pacientes que respondieron a las terapias contra
HER2. Ademas, algunos genes pertenecientes a la firma de resistencia se correlacionaron con
baja respuesta al doble bloqueo de HER?2 de forma individual.

La herramienta ROC plotter (Fekete y Gyoérffy, 2019) permitio la
identificacion de tres genes ELMO1, UPK1A y GRIK2, todos sobreexpresados en

celulas BTSH, que predecian mayor tasa de RPC al tratamiento con trastuzumab en
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pacientes con cancer de mama HER2+ (Figura 62). Es importante destacar el hecho
de que los genes que predecian respuesta a trastuzumab también indicaban buen
pronostico en las pacientes. Conjuntamente, estos estudios han conducido a la
identificacion de genes y grupos de genes que estaban méas expresados en las células
BTSH con potencial utilidad en clinica como biomarcadores de respuesta a
trastuzumab y buen pronéstico en pacientes con cancer de mama HER2+. Sin
embargo, tiene sus limitaciones, ya que la expresion genica que causa un fenotipo
resistente no tiene porqué ser totalmente inversa a la del fenotipo hipersensible a una

terapia.

Con el objetivo de facilitar la traslacion de nuestros resultados al dmbito
clinico, los GDEs en BTRH y BTSH respecto a la linea parental se compararon con
datos de expresion génica de los tumores de una cohorte de 151 pacientes con cancer
de mama HER2+ pertenecientes al ensayo PAMELA que habian sido tratadas con
doble bloqueo de HER2 con trastuzumab y lapatinib (LIombart-Cussac et al., 2017)
(Figura 62). Siguiendo esta estrategia, se gener6 una firma génica de
hipersensibilidad y otra de resistencia que eran expresadas por los tumores de las
pacientes antes del tratamiento. Los resultados del andlisis mostraron que la firma
génica de hipersensibilidad estaba enriquecida significativamente en pacientes que
respondieron al doble bloqueo de HER2. Estos datos concordaban con el hecho de
que las células BTSH son muy sensibles al tratamiento con trastuzumab o lapatinib.
Estos datos sugirieron que algunos genes expresados por las células BTSH podian
predecir respuesta a trastuzumab. Por el contrario, no existia una asociacion entre la
expresion de la firma de resistencia y la ausencia de respuesta al doble bloqueo de
HER?2. Este dato podia deberse al hecho de que la firma génica de resistencia estaba
formada por un grupo mas numeroso de genes que la de hipersensibilidad y por tanto,
la asociacion con la respuesta al doble bloqueo de HER?2 estaba condicionada por mas
variables. Se realizaron otros analisis para evaluar la correlacion entre la expresion de
los genes que formaban parte de las firmas génicas de forma individual y la respuesta
a la combinacion de trastuzumab y lapatinib. Los resultados mostraron que algunos
genes que pertenecian a la firma génica de resistencia podian predecir respuesta a

trastuzumab de forma significativa. Por un lado, CA12 y MYC estaban mas

-168-



Discusion

expresados en las pacientes que no respondieron al tratamiento y en las células
BTRH. En términos de RPC, CA12, ERBB4 y MYC estaban sobreexpresados en las
células BTRH y en las pacientes que no mostraron RPC en la cirugia. Ademas, AR y
PIP estaban infraexpresados en pacientes que no alcanzaron la RPC de acuerdo con
su infraexpresion en las células BTRH. Al ser PIP el unico gen que formaba parte
tanto de la firma de hipersensibilidad (sobreexpresado en BTSH) como de la firma de
resistencia (infraexpresado en BTRH) y tener “signo opuesto”, se seleccion6 como
gen candidato. Sin embargo, se observo que la adiciéon de PIP exdgeno no modificaba
la respuesta a trastuzumab, sugiriendo que la hipersensibilidad de las células BTSH y
la resistencia de las BTRH no se debia a la expresion diferencial de PIP o por lo

menos no de forma exclusiva.

Existen multitud de investigaciones acerca de genes implicados en la
adquisicion de resistencia a trastuzumab y otras terapias anti-HER2. Sin embargo,
apenas existen trabajos en los que se analice la sensibilidad a trastuzumab (Drucker et
al., 2020; Pernas et al., 2019; Wheeler et al., 2021). En estos trabajos se demostrd que
los genes PERP, GNAS2, GNA13, ITB1, RAB10, HER2, CCNE1, FGFR4, GRB7,
EXO1, ORC6L y RRM2 predecian respuesta a trastuzumab en lineas celulares y/o
pacientes con cancer de mama HER2+ (Drucker et al., 2020; Pernas et al., 2019). No
obstante, ninguno de ellos estaba expresado de forma diferencial los modelos

celulares BTSH y ST#35 respecto a la linea parental.

Las firmas génicas de hipersensibilidad generadas con las células BTSH han
indicado prondstico favorable y respuesta a terapias basadas en trastuzumab en
pacientes HER2+, sugiriendo que BTSH es un modelo celular util para realizar

estudios preclinicos.

En este trabajo se han generado y caracterizado modelos celulares de
hipersensibilidad y resistencia a trastuzumab. Se ha elucidado que el mecanismo
bioldgico responsable del efecto diferencial de trastuzumab entre las células
hipersensibles y la linea parental consistia en una fuerte induccion de la apoptosis. Se

han identificado varios genes y firmas génicas que predicen pronostico y respuesta a
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trastuzumab en pacientes con cancer de mama HER2+. Estos hallazgos representan
un paso importante hacia la implementacion de nuevos biomarcadores de respuesta a
tratuzumab en cancer de mama y abren la posibilidad de validacion de los mismos en

ensayos clinicos.
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10.

11.

12.

Se han generado y caracterizado modelos celulares hipersensibles y
resistentes a trastuzumab a partir de la linea parental BT474.

Las diferencias en la respuesta a trastuzumab entre las células BT474,
BTRH y BTSH no se deben a cambios en la expresion o activacion de
HER2.

Las células BTSH son mas sensibles a T-DM1 que la linea parental
mientras que las células BTRH son maés resistentes a los TKIs lapatinib y
neratinib.

Las células BT474, BTRH y BTSH siguen siendo oncogénicamente
dependientes de HER2.

Trastuzumab provoca un arresto del ciclo celular en G1 similar en las
células BT474 y BTSH, pero no en BTRH. El efecto diferencial de
trastuzumab en BTSH se debe a la fuerte induccion de la apoptosis en
estas celulas.

La internalizacion de trastuzumab es mayor en los modelos celulares
sensibles a la accion de trastuzumab.

Las células BTRH sobreexpresan LCN2. EIl silenciamiento de LCN2
reduce la proliferacion celular pero no revierte la resistencia a
trastuzumab.

Las células BTRH se adhieren més rdpidamente y migran mas que la linea
parental. Ademas, los estudios transcriptdbmicos indicaron que los
procesos de adhesién y migracidn estan enriquecidos en las células BTRH
respecto a BT474.

La estrategia de busqueda de genes con “signo opuesto” ha conducido a la
identificacion de genes y grupos de genes correlacionados con prondstico
y respuesta a trastuzumab en pacientes con cancer de mama HER2+.

La expresion individual o conjunta de PDE7B, GRIK2, ELMO1 y UPK1A
es indicativa de pronostico favorable en pacientes con céncer de mama
HER2+.

La expresion individual o conjunta de GRIK2, ELMO1 y UPK1A predice
buena respuesta a trastuzumab en pacientes con cancer de mama HER2+.

La firma génica de hipersensibilidad generada a partir de los datos de
expresion génica de las muestras tumorales de las pacientes del ensayo
PAMELA y de BTSH estd enriquecida en aquellas pacientes que
respondieron al tratamiento con terapias anti-HER2.
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13. Se ha identificado un grupo de genes (CA12, MYC, ERBB4, NFIB, AR y
PIP) que individualmente predicen respuesta al doble bloqueo de HER2.
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