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V. RESULTADOS

4. GENERACION DE UN MODELO ANIMAL ORTOTOPICO
TRANSMIOMETRIAL DE CANCER DE ENDOMETRIO A
PARTIR DE TEJIDO TUMORAL HUMANO

4.1 SELECCION DEL TEJIDO

Se testaron diferentes tejidos de origen endometrial humano en el modelo murino. Todos los
tipos histoldgicos presentaron desarrollo ortotépico en el animal.

e Carcinosarcoma IB G3, tumor de crecimiento muy rapido en el animal, generando
grandes volumenes de tumor ortotépico en pocos dias. Infiltracién local agresiva, sin
presentar patron de diseminacién por la afectacion répida que produce en el animal.

e Célula clara 1IB G2, tumor de crecimiento muy lento a nivel ortotdpico, genera
tumores de contenido quistico en el Utero y no presenta diseminacion a distancia.

e Endometrioide, se utilizan 8 muestras de diferentes pacientes, se seleccionan las
muestras de la PACIENTE A (Estadio IA FIGO, G2) y PACIENTE B (Estadio Il FIGO,
G2) por ser las que presentan un perfil de crecimiento ortotépico mas adecuado y
por ser el tipo histolégico mas frecuente en la clinica.

4.2 ESTUDIO PILOTO DE GENERACION TRANSVAGINAL

Después de los buenos resultados obtenidos con el modelo de células Hec1A-Fluc utilizando
la via transmiometrial, se decide testar la inoculacién transvaginal para decidir si este
abordaje se debe también descartar en el modelo derivado de tejido tumoral humano.

Inoculamos 5 ratones por via transvaginal, cuatro de ellos con tumor endometrioide y uno
con tumor célula clara. Sélo uno de los animales, de histologia endometrioide, desarrollo
tumor ortotépico endometrial infiltrante, sin afectaciéon local ni evidencia de metéastasis a

distancia. Los otros cuatro animales no generaron tumor endometrial (Tabla 23).

Se decide proseguir el desarrollo del modelo mediante la técnica de inoculacién

transmiometrial.
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V. RESULTADOS

N RATONES 5
TECNICA TRANSVAGINAL

Tumor endometrial 1
INCIDENCIA TUMORAL 20%
INCIDENCIA DE METASTASIS 0

Tabla 23: Resultados del experimento piloto de generacién de un modelo
ortotopico transvaginal a partir de tejido tumoral humano.

4.3 ESTUDIO DE VALIDACION DE INOCULACION
TRANSMIOMETRIAL

e Inoculamos 10 ratones por via transmiometrial con dos muestras de tejido
endometrioide humano (provenientes de PACIENTE A (Estadio IA FIGO,
GH2) y PACIENTE B (Estadio Il FIGO, GH2), 5 animales por muestra, tras un

tiempo de crecimiento subcutaneo

e El seguimiento se realiza mediante palpacién abdominal y control de peso. Se
realizan pruebas con el objetivo de mejorar el seguimiento con Resonancia

Magnética y Ecografia transabdominal

e Los animales son sacrificados cuando presentan gran masa abdominal,

pérdida de peso importante o ascitis severa.
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V. RESULTADOS

e El tiempo medio previo a la necropsia fue de 62.7 dias (rango 58-66). Los

organos fueron fijados y tefidos con hematoxilina-eosina

e EI90% de los animales generados desarrollaron tumor ortotépico endometrial
de histologia endometrioide. El 77% de los animales presenté ademas

diseminacion en la cavidad pélvica, y el 66% implantes abdominales

Evaluacion del seguimiento mediante Resonancia Magnética (RM)

Se somete a uno de los animales a estudio mediante RM. El animal es sedado y se toman
imagenes del mismo durante un periodo de tiempo de unos 20-30 min.Las imagenes
obtenidas se presentan en la figura 49.

La RM permite objetivar el tumor pélvico, localizarlo y medir su tamafo, asi como la
presencia de implantes extra-pélvicos en caso de que los hubiera.

Este método de seguimiento es adecuado para la evaluacion in vivo del volumen y
localizacién tumoral, aunque nosotros no lo realizamos durante el seguimiento de forma
habitual por ser una técnica costosa y agresiva para nuestros animales. Se trata de ratones
inmunodeprimidos, y la RM les somete a una sedacién duradera, en una camara fria, y sin
condiciones libres de patdgenos, por lo que se considera que esta técnica se puede utilizar

de forma puntual pero no como método de seguimiento de eleccién en nuestro modelo.
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V. RESULTADOS

Figura 49. Imagenes de seguimiento mediante Resonancia Magnética. Corte
coronal y frontal de la pelvis de un ratén portador de tumor endometrial
endometrioide humano. Se observa una lesién redondeada homogénea, de
aspecto quistico por imagen, que corresponde al tumor endometrial generado.

Evaluacién del seguimiento mediante Ecografia Transabdominal

Previamente a la necropsia se realizé un estudio ecogréfico transbdominal con sonda para
animal pequefio con el objetivo de determinar el diametro maximo de tumor endometrial y
compararlo con el tumor medido en la pieza de la necropsia. Como se observa en la tabla
24, no existe una buena correlacién entre el diametro maximo medido por ecografia y el
tamafo real del tumor (correlacién rho de Spearman no significativa, p=0.92), y la correlacién
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empeora en tumores de mayor tamano. Por tanto, el método de seguimiento mediante
ecografia transabdominal podria ser util al inicio del desarrollo del tumor, cuando presenta
pequefos volumenes, pero la calidad de las medidas disminuye a medida que el tumor
aumenta su tamafio (Figura 50).

RATON 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Diametro mayor

por eco 046 0 0O | 16 | 069 06 053 091 | 11 |078
(cm)

Diametro mayor
por necropsia 0,97 | 0,435 | 0,87 | 3,05 | 0,8 | 0,65 - 1,09 | 1,72 | 0,13
(cm)

Tabla 24. Resultados del diametro mayor del tumor ortotdpico endometrial
medido por ecografia o en la pieza de necropsia. El valor de significacién del
indice de correlacién rho de Spearman no es estadisticamente significativo
(p=0.92), por lo que se concluye que los valores no poseen una correlacién
entre ellos.
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Figura 50. Imagenes de seguimiento mediante ecografia transabdominal. Se
observa que cuando el tumor alcanza gran tamano la sonda de animal pequefio
no puede medirlo adecuadamente, por lo que los mayores sesgos en las
medidas se producen en los tumores de mayor tamaro.

Necropsia. Analisis de resultados.

Nueve ratones (90%) desarrollaron tumor endometrial, éstos mantenian el patrén histol6gico
de un adenocarcinoma endometrioide. La infiltracion miometrial se observo en todos estos
animales, y ésta se desarrollé desde dentro del Utero hacia afuera, del mismo modo que

ocurre en la paciente.

El 77% de los animales presentd diseminaciéon en la cavidad pélvica con afectacion de la
grasa pélvica, y el 66% presenté ademas implantes abdominales distribuidos en peritoneo
parietal, pancreas e higado. Las metastasis ganglionares se observaron en un solo ratén, y
no se detectd ningun caso de metastasis por via hematégena en esta serie. Todos los
animales que presentaron diseminacién extrauterina del tumor desarrollaron una ascitis
hemorragica muy caracteristica, que no se habia observado en los animales generados a
partir de células Hec1A-Fluc (Tabla 25).
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INOCULACION 10
nN=
TRANSMIOMETRIAL
Tumor endometrial 9
Eficiencia 90%

Implantes pélvicos
7/9 (77.7%)

(Grasa Pélvica)

Metastasis ganglionar
o 1/9 (11.1%)
(G. Para-aorticos)

Implantes abdominales

(Peritoneo, Pancreas e 6/9 (66.6%)
Higado)
Metastasis pulmonares 0/9 (0%)

Tabla 25. Resultados de la generacion de un modelo ortotdépico de cancer de
endometrio a partir de tejido tumoral humano endometrioide por via
transmiometrial.

Figura 51. Imagenes de la necropsia de los animales generados por via
transmiometrial a partir de tejido tumoral humano. Se observa: A, distensién
abdominal por ascitis hemorragica, B, gran volumen tumoral a nivel pélvico y en
hemiabdomen superior izquierdo del animal, C, nédulos de tumor en la grasa
pélvica, D, ganglios para-aérticos aumentados de tamafo, E, nédulo en
peritoneo parietal, y F, ascitis hemorragica caracteristica de este modelo en un
animal con diseminacién intra-abdominal.
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5. ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO DE AMBOS
MODELOS

Se estudia la expresién de varias proteinas relacionadas con el cancer de endometrio tipo | y
tipo 1l mediante inmunohistoquimica. Globalmente, las proteinas p53, ER, PR, Ki67, MSH®6,
MSH2 y MLH1 mostraron expresion nuclear. E-cadherina se expresaba en membrana y $3-
catenina en membrana y débilmente en citoplasma. La intensidad de la tincion fue

homogénea en todas las células tumorales de cada muestra (Tabla 26).

146



V. RESULTADOS

p53 RE RP B-catenina Ki67 E-cadherina MSH2 MLH1 MSH6
P ——
TUMOR,PRIMARIO 100% - - 100% 100% 100% 100% 100% 100%
(utero)
METASTASIS
HEC1A-Fluc s 100% - - 100% 100% 50% 100% 100% 100%
METASTASIS
(ganglio 100% - - 80% 90% 50% 100% 100% 100%
paraadrtico)
TUMOR, PRIMARIO - 40% 40% 100% 50% 100% - - 5%
(utero)
< .
=4 PACIENTE R METASTASIS
Z 0 (implante - 40% 40% 80% 50% 100% - - 5%
&’ 5 peritoneal)
3s
(o)e] TUMOR,PRIMARIO - - 50% 100% 2% - - - 80%
E % (utero)
o w ]
< PACIZNTE = METASTASIS
(implante - - 60% 80% 2% - - - 80%
peritoneal)

Tabla 26: Resultados de la inmunohistoquimica el tejido tumoral ortot6pico (primario) y en las metastasis desarrolladas en el animal.

Se expresa el % de células del tumor que expresa un determinado marcador.
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El perfil molecular del tumor derivado de células Hec1A-Fluc fue representativo de un
tumor indiferenciado y agresivo, presentando tincién para p53 intensamente positivo,
receptores hormonales negativos, alto porcentaje de células Ki67 positivas, similar al tipo |l
de cancer de endometrio (Figura 52). El perfil de tincién fue similar en las células
metastésicas, como se observa en las imagenes de la metastasis ganglionar y pulmonar.

Figura 52. Imégenes de tincién IHQ de tejidos derivados del modelo animal
ortotdpico a partir de células Hec1A-Fluc.

El perfil molecular del tumor de origen endometrioide era representativo de un tumor
mejor diferenciado, presentando tincién para p53 negativa y presencia de receptores
hormonales. Los receptores hormonales variaron en funcién de la muestra original. En la
muestra del paciente A (estadio FIGO IA, GH2), ambos receptores (RE, receptores de
estrogenos y RP, receptores de progesterona) se expresaban, mientras que en la muestra
del paciente B (estadio FIGO IlI, GH2) solo se observaron RP. También fue diferente la
tincion de Ki67, que era superior en el tejido derivado de la paciente A y en el implante
peritoneal generado a partir de este tejido que en el implante B. El tejido de la paciente A
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presentaba también positividad para E-cadherina, hecho diferencial con el tumor derivado de
la paciente B. Este hecho demuestra una correlacion en el comportamiento molecular entre
el tejido original y el tejido tras el crecimiento en el animal. El patron molecular era ademas
similar entre el tumor primario y las metastasis (Figuras 53 y 54).

UTERO
B-catenina

UTERO pA = " | UTEROpB
E-cadherina s 2 E-cadherina

UTERO
Ki67

Figura 53. Imagenes de tincion inmunohistoquimica de tejidos derivados del
modelo animal ortotépico generado a partir tejido tumoral humano
endometrioide. Se observan imagenes de la tincion con p53 (negativa), p-
catenina (positiva), E-cadherina (positiva en la muestra de la paciente A y
negativa en la muestra de la paciente B), y Ki-67 (positiva en la muestra de la
paciente A y negativa en la muestra de la paciente B).
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UTERO pA | s UTEROpB
" RP

UTERO pB
RE

Figura 54. Imagenes de tincion inmunohistoquimica de tejidos derivados del
modelo animal ortotépico generado a partir tejido tumoral humano
endometrioide. Se observa el diferente perfil de tincion de receptores
hormonales de las muestras: la muestra de Utero de la paciente A presenta
expresién de receptores de estrogenos (RE) y de progesterona (RP). La
muestra de Utero de la paciente B presenta expresion débil para receptores de
progesterona y no presenta expresion de receptores de estrégenos.
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Vi. DISCUSION

Los modelos experimentales en cancer de endometrio han sido ampliamente descritos,
principalmente usando modelos subcutdneos. A pesar de que existe evidencia para
asegurar que estos modelos ectopicos pueden predecir la eficacia clinica, todavia tienen
limitaciones significativas, la mas importante de todas es la diferencia en el microambiente
del implante tumoral respecto a su localizacién original en la paciente. Esta diferencia de
localizacién implica un menor aporte de vascularizaciéon que puede conllevar una necrosis
central en el tumor, ausencia de invasion tumoral e incluso encapsulacién del tejido
implantado. Todo esto produce la ausencia de comportamiento metastasico, que es el punto
de mayor debilidad de los modelos animales subcutaneos (95). A pesar de todo, estos
modelos nos han ayudado a conocer la biologia de los tumores y su respuesta a la
administracion de determinadas moléculas, y han conllevado algunos avances terapéuticos

en el manejo del cancer.

Auln asi, sus limitaciones han revelado la importancia de desarrollar modelos animales
viables que imiten el comportamiento clinico del cancer. Las inyecciones ortotdpicas de
células de cancer humanas se han testado en diferentes tumores, como en cancer de colon,
pulmén, pancreas, vejiga, estbmago 0 mama, entre otros. Estos modelos han permitido el
estudio del proceso metastasico, aunque una de sus principales desventajas es la dificultad
para el seguimiento de los modelos in vivo. Se han introducido diferentes estrategias con el
fin de monitorizar el crecimiento ortotépico de los tumores y para detectar la aparicion de
metastasis. En este sentido, la bioluminiscencia representa una herramienta poderosa para
resolver este problema, ya que monitoriza la enfermedad en su desarrollo ortotépico y en su
progresion a distancia a medida que esto ocurre. La bioluminiscencia in vivo ha permitido la
observacion directa de las células tumorales a medida que éstas se van diseminando desde
su lugar de origen hasta llegar a lugares metastaticos de forma longitudinal en el tiempo. La
bioluminiscencia in vivo ofrece ademas una manera rapida, sensible y no invasiva de

monitorizar el proceso de desarrollo tumoral y de aparicion de metastasis.
Este estudio genera y caracteriza dos nuevos modelos murinos ortotopicos de cancer

de endometrio, los cuales reflejan de forma cercana el comportamiento clinico de esta

enfermedad en las pacientes.
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VI. DISCUSION

1. Modelo murino ortotopico de cancer de endometrio derivado
de células Hec1A

Usando células de la linea Hec1A (linea celular comercial originada a partir de tejido tumoral
endometrioide humano), se realiza una implantacién intrauterina que imita el proceso de
desarrollo del cancer de endometrio en la cavidad uterina, la infiltracion miometrial y la
invasién linfo-vascular que dara lugar al proceso metastasico. Las células Hec1A se pueden
transfectar de forma estable con el gen de la luciferasa, conservando al mismo tiempo su
perfil de comportamiento celular, como queda demostrado en varios experimentos en este

trabajo.

El uso de la técnica de la inyeccion intrauterina representa una ventaja en el desarrollo del
modelo, ya que el implante sigue el proceso infiltrativo natural desde dentro de la cavidad
uterina hacia afuera, hacia la serosa uterina, ademés de ser técnicamente sencilla y bien
tolerada por el animal. Para este fin hemos seleccionado a los animales Swiss Nude, que
relnen las mejores condiciones para la manipulacion quirdrgica y poseen una
inmunodepresidén balanceada, adecuada para generar tumor ortotépico y metastasico pero

con una correcta tolerancia al desarrollo tumoral.

Mediante diferentes experimentos hemos llegado a determinar que la mejor técnica de
inoculacién del tumor para conseguir el mayor nimero de ratones con tumor ortotépico y
metastésico es la transmiometrial. A pesar de que la via transvaginal nos parecia la ideal
para la generacion del modelo, por su sencillez técnica y la escasa manipulacién que
requiere para el animal (nosotros la realizamos con laparotomia asociada para asegurar la
adecuada colocacion del inoculo, pero la pretensién era poder praticarla sin laparotomia
cuando fuera seleccionada como la técnica de eleccién), los resultados de su
implementacién no han sido los 6ptimos. Tras varias experimentales se observa que el
indculo administrado por via transvaginal no presenta la misma capacidad de desarrollar
tumor ortotépico que cuando se administra por via transmiometrial. En el estudio con
bioluminiscencia in vivo se aprecia que el tumor inoculado por via transvaginal emite menor
senal inicialmente que el inoculado por via transmiometrial, probablemente debido a que la
manipulacion del cérvix produce la pérdida del indculo, 0 a que al no haber lesién en el
endometrio, como si ocurre en la via transmiometrial, se limita la capacidad de progresar del
implante. Posteriormente el in6culo aumenta su volumen de células tumorales hasta
presentar una emision de bioluminiscencia similar al implantado por via transmiometrial,
aunque quiza este menor volumen inicial haga que la aparicién de metastasis sea mas lenta

en el modelo transvaginal que en el transmiometrial.
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En el analisis comparativo del modelo generado por via transmiometrial y transvaginal, se
observa que el 75% de los animales generados por via transmiometrial presentan tumor
ortotépico endometrial, frente al 12.5% de los generados por via transvaginal (p<0.01). La
aparicion de metastasis ganglionar, en los ganglios para-aérticos como primera estacion
ganglionar de estos tumores en el animal, aparece en todos los ratones que desarrollan
tumor ortotépico endometrial, independientemente de la via de inoculacion. La incidencia de
metastasis a distancia por via transcelémica y hematégena es superior en los animales
generados por via transmiometrial, probablemente debido a que su mayor volumen tumoral

desde el inicio del experimento les confiere mayor potencial metastasico.

Para validar la inoculacién de células por via transmiometrial como una técnica eficaz en la
generacién de tumor, asi como el analisis del perfil de metastasis que se genera en nuestro
modelo murino de cancer de endometrio, se realiza un experimento mediante la inoculacion
transmiometrial de células Hec1A-Fluc de 17 ratones Swiss-Nude. El seguimiento mediante
bioluminiscencia in vivo es factible y bien tolerado por los animales, y nos proporciona
informacién de gran interés para conocer el momento en que el implante inicia el crecimiento
ortotopico y el desarrollo de metastasis, para poder programar el incio de terapias

antimetastésicas.

Este experimento de validacion confirma los resultados obtenidos en los preliminares,
objetivandose una incidencia de generacion de tumor ortotépico del 88% y un elevado indice
de metéastasis ganglionares (92%), intra-abdominales (78.5%) y hematdgenas a pulmén
(71.4%). En el estudio histolégico se observa el frente de infiltracion miometrial del tumor
que avanza desde el endometrio hacia la serosa, y la invasién linfo-vascular, ambos
similares a los primeros pasos de la diseminacién tumoral en la mujer. El perfil
inmunohistoquimico de estos tumores fue compatible con un tumor de tipo Il 0 no
endometrioide (mutaciéon de p53) y con elevada expresion de Ki67 asociada a su elevada
agresividad. Ademas, en este ensayo de validacion se obtiene una sensibilidad de la
bioluminiscencia ex vivo cercana al 95%, lo que significa que esta técnica es una
herramienta util para seleccionar los tejidos susceptibles de ser metastasicos y descartar el
resto, lo que permite al investigador ahorrar tiempo estudiando tejidos que no son de interés,

ademas de disminuir los costes de la experimentacion.

Kamat (143) describe en 2007 un modelo ortotépico de cancer de endometrio derivado de
las lineas celulares Ishikawa y Hec1A transfectadas con luciferasa. El objetivo de generar
este modelo es demostrar que el tratamiento conjunto con antiangiogénicos mejora la
eficacia de la quimioterapia convencional en el tratamiento del cancer de endometrio, ya que

postulan que el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) posee un papel
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fundamental en la angiogénesis y la progresiéon de estos tumores. Inyectan ambas lineas
celulares en concentraciones entre 1 y 4 millones de células por via transmiometrial. Utilizan
ratones atimicos, y la técnica de inoculacién que describen es también intrauterina, aunque
en lugar de realizar una laparotomia media hacen una incision en la parte mas inferior del
flanco derecho y localizan el cuerno uterino derecho, lugar donde inyectan el indculo

tumoral.

El seguimiento de los animales lo realizan con palpacién abdominal, y los animales son
sacrificados cuando presentan un tamafno tumoral mayor a 1 cm. de diametro o cuando se
afecta su estado general. En su estudio realizan un experimento independiente con
bioluminiscencia in vivo, tras la inoculacién de células Ishikawa transfectadas con luciferasa
en cinco animales. Realizan la deteccidon con bioluminiscencia los dias 2 y 14 tras la
inoculacién, principalmente para asegurar una correcta inyeccion y la adecuada progresion

de los in6culos.

Tras estos experimentos iniciales, seleccionan el modelo generado a partir del inéculo de 4
millones de células para realizar la terapia anti-VEGF, ya que fue la concentracién minima a

partir de la cual se genera tumor uterino de forma consistente.

Tanto el modelo derivado de células Hec1A como de células Ishikawa producen implantes
metastasicos en el peritoneo (>75%), mesenterio (50-57%), ganglios linfaticos (43-63%),
rifon (>10%) e higado (<10%). Kamat et al. realiza cuatro grupos de tratamiento para cada
linea celular: grupo control, grupo de tratamiento con bevacizumab, grupo de tratamiento
con docetaxel y grupo de tratamiento combinado bevacizumab + docetaxel, todos ellos
iniciando el tratamiento dos semanas tras la inyeccién del inéculo. Los autores observan una
disminucion significativa del peso del tumor ortotépico asi como una disminucion de la

diseminacion metastasica en los ratones tratados con la terapia combinada (Figura 55).
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Mean tumor weight
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Figura 55. Figura representativa del modelo animal descrito en el articulo
de Kemal et al, modificada de (143).

A. Incisién en flanco lateral derecho del ratén para localizacion del cuerno
uterino. B.Inoculacién de células tumorales a nivel del cuerno uterino derecho.
C. Imagen de necropsia en la que se observa el tumor intrauterino (sefialado
con flechas), de localizacién preferente en el cuerno uterino derecho, donde se
realiz6 la inoculacién tumoral. D. Bioluminiscencia in vivo a los 14 dias de
inoculacion para constatar la evolucién del tumor ortotépico. E. Disminucién del
peso del tumor uterino, de forma significativa en los grupos tratados con terapia
combinada docetaxel + antiangiogénico (bevacizumab), lo que permite concluir
a los autores que la combinacion de tratamientos es altamente eficaz y se debe
considerar en el tratamiento del cancer de endometrio.

En nuestro estudio caracterizamos un modelo ortotépico usando un menor nimero de
células (1 millén en lugar de 4 millones) durante un periodo de tiempo similar. Esto nos lleva
a un crecimiento tumoral menos explosivo y a una apariciéon de metastasis mas progresiva,
lo que convierte nuestro modelo en un modelo animal mas adecuado para el ensayo de
esquemas terapéuticos, ya que existe un espacio de tiempo bien definido entre la
implantacion celular y la aparicion de metastasis, momento en el que se inician las terapias
que se desean probar. La técnica quirdrgica de inoculacién tumoral es ligeramente diferente,
aunque nosotros inoculamos el tumor en el cuerpo del Utero o en la parte mas inferior del
cuerno, también se observa la ocupacion de los cuernos con nuestra técnica, y el riesgo de
salida de fluido a la cavidad abdominal probablemente sea muy similar en ambas técnicas.
Mediante el uso de la bioluminiscencia semanal a lo largo de todo el experimento podemos
seguir la progresiéon de la enfermedad incluyendo el desarrollo de tumor ortotépico y la
diseminacion metastasica a diferentes 6rganos. Este hecho es de especial importancia
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cuando deseamos testar terapias con poder no solo frente al tumor primario, sino también
frente a las metastasis, ya que podemos iniciar el tratamiento con la constancia de que el

animal es metastasico antes de tratarlo.

Takahashi (164) describe en 2009 otro modelo ortotépico desarrollado para un estudio sobre
terapia con cetuximab, un anticuerpo frente al receptor del factor de crecimiento epidermoide
(EGFR) en el cual se precisaba de un modelo de cancer de endometrio altamente
metastasico. Para ello utilizan células de la linea Hec1A y ratones hembras Balb-c Nude.

Todos los animales son tratados con cetuximab dos veces por semana.

Para generar un modelo de cancer de endometrio con diseminacion peritoneal inyectan 5
millones de células Hec1A en suspensién por via intraperitoneal en los ratones, y cuantifican
el numero de implantes peritoneales y el volumen de liquido ascitico a las 8 semanas.
Encuentran una disminucién significativa en el nimero de implantes peritoneales (17,5 vs
3,7) y del volumen de liquido ascitico (4,3 ml vs 0,2 ml) en el grupo de animales tratados con

cetuximab.

Para desarrollar un modelo de metastasis ganglionar se inyectan 5 millones de células
Hec1A dentro de la cavidad uterina y se recuentan los ganglios para-aérticos afectos a las 8
semanas. En sus resultados observan una disminucion significativa del nimero de ganglios
aumentados de tamaro en los animales tratados frente a los no tratados (2 vs 0,25). Estos
ganglios no se estudian histolégicamente, se consideran metastasicos Unicamente en

funcion de su tamano.

Para generar un modelo de metastasis pulmonar de cancer de endometrio se inyectan 5
millones de células Hec1A directamente en la vena de la cola del ratén, y se recuentan las
metastasis pulmonares a las 8 semanas. En el grupo no tratado observan una media de 3,7
metastasis por raton, mientras que ningun animal del grupo de tratamiento presenté

metastasis pulmonares.

Para desarrollar un modelo de metastasis sistémicas, se combina la inyeccién en la cavidad
peritoneal y la inyeccién en la vena de la cola, y los ratones son observados hasta su
muerte. Los ratones del grupo tratado presentan una supervivencia significativamente

superior a los del grupo de animales no tratados (Figura 56).
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Figura 56. Curvas de supervivencia de los grupos tratados con cetuximab
y control del modelo de metastasis sistémicas.

El grupo tratado con cetuximab presenta una supervivencia significativamente
superior que el grupo control (p<0.01). Figura modificada de Takahashi et al
(164).

El modelo ortotépico descrito por Takahashi en esta publicacién no presenta los mecanismo
de diseminacion natural que se observan en el cancer de endometrio, y podria considerarse
un modelo de ensayo de metastasis mas que un modelo ortotépico propiamente. En el
modelo que desarrollamos en nuestro trabajo el proceso de generacion de metastasis se
produce mediante la infiltracion miometrial y la invasién de los espacios linfo-vasculares del
implante ortotdpico, al igual que ocurre en la paciente. De este modo, podemos estudiar las
diferentes moléculas implicadas en la infiltracion miometrial y la invasién linfo-vascular, que

son pasos esenciales para el desarrollo de metastasis.

El mismo autor describe posteriormente un modelo ortotépico de cancer de endometrio para
generacién de metastasis ganglionar (165). El objetivo de su estudio es el analisis del papel
del factor VEGF-C en la linfangiogénesis. Utilizan ratones Balb-c Nude, a los que inyectan 5
millones de células en 50 microlitros en la cavidad uterina tras realizar una laparotomia
media, pero con la particularidad de que realizan ligaduras en ambos cuernos uterinos y en
el cérvix para evitar que el in6culo se escape a la cavidad abdominal o se pierda por la
vagina. Ademas, reparten el indculo en volumenes iguales entre ambos cuernos uterinos
(Figura 57).
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Figura 57. Figura representativa del modelo animal descrito en el articulo
de Takahashi et al, modificada de (165).

Izquierda: Esquema de la técnica de generacion del modelo ortotépico,
inoculando en ambos cuernos las células tumorales tras ligar el cuello del Gtero
y las trompas.Derecha: Imagen de las adenopatias para-aérticas generadas en
este modelo.

Tras ocho semanas de crecimiento intrauterino, el 86.5% de los animales presentaban
metastasis ganglionares, sin observarse macroscopicamente diseminacion intraperitoneal.
En el articulo no se describen metastasis ganglionares fuera de la regién para-aértica ni si
se observan metastasis hematdgenas. Los autores describen que seleccionan los ganglios a
estudiar histolégicamente por un criterio de tamafo, considerando éste un criterio valido
para el andlisis. Curiosamente, la ligadura tubérica de los ratones de este modelo elimina la
diseminacion intra-abdominal y las metastasis peritoneales que observamos en nuestro
modelo, lo que nos sugiere que ésta es la via de inicio de la diseminacién transcelémica de
las células tumorales.

El modelo que desarrollamos en el presente trabajo presenta unas tasas de infiltracion
ganglionar muy similar a la descrita por Takahashi. Es mas, el estudio mediante
bioluminiscencia ex vivo de los tejidos nos proporciona una ventaja afiadida sobre la
determinacién exclusivamente por el tamafo de los ganglios que requieren estudio
histologico, seleccionando de forma mas precisa cuales son los ganglios supuestamente

infiltrados que requieren confirmacion histolégica.

Doll publica en 2009 un modelo murino ortotdpico de cancer de endometrio desarrollado por
nuestro grupo de trabajo, derivado de células Hec1A transfectadas con GFP o con RUNX1
GFP, con el objetivo de constatar que este factor de transcripcion confiere mayor
agresividad a los tumores de endometrio (95). En primer lugar generan un modelo

subcutaneo con la inyecciéon de dos millones de células en la regiéon subescapular de 12
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ratones Swiss Nude atimicos. Posteriormente realizan un segundo pase subcutaneo para
incrementar el volumen del tejido que ya se ha generado en el primer implante. Para la
implantacién ortotopica, se sutura 1 mm? del tejido obtenido del modelo subcutaneo en la
cara posterior del Gtero. Los animales son sacrificados a las 6 semanas del implante
ortotépico para estudio necrépsico e histoldgico.

Los autores constatan en sus resultados que los tumores subcutaneos crecen de forma
encapsulada y no presentan evidencia de infiltracion con el tejido de alrededor. La
implantacion ortotépica present6 una tasa de eficacia de implantacion del 96%. En el estudio
histolégico se observa infiltracion miometrial y vascular, aunque ésta se realiza desde la
serosa uterina hacia el endometrio, en sentido opuesto a como se realiza de forma natural
en la mujer. El modelo genera un 75% de metéastasis para-aérticas. Lo mas sorprendente de
este estudio es la diferencia en el perfil de metastasis pulmonares en estos animales, que
pasa de ser de un 25% en el modelo generado a partir de células Hec1A y un 12,5% en el
modelo generado a partir de células Hec1A-GFP, a un 100% en el modelo desarrollado a
partir de células Hec1A que sobre-expresan RUNX1 (Figura 58).

Figura 58. Figura representativa del modelo animal descrito en el articulo
de Doll et al, modificada de (95).

1. Modelo subcutaneo generado a apartir de células Hec1A con el objetivo de
generar un tejido y aumentar su volumen previamente a la generacion del
modelo ortotdpico.2 y 3. Sutura del tejido a la pared posterior del Utero para
generar el modelo ortotépico.4. Imagen de necropsia en la que se observa el
desarrollo del tumor en la cara posterior del Gtero del animal
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La principal diferencia de este modelo respecto al descrito en este trabajo consiste en que el
trasplante se realiza con tejido desarrollado en un modelo subcutaneo, y no se inoculan
directamente las células en el Utero. Este hecho impide asegurar que la cantidad de células
sea idéntica en todos los animales generados, aunque se use el volumen para estimar el
tamarfio del inéculo. Ademas, el modelo generado por sutura extra-uterina produce una
infiltracion de fuera hacia adentro del Utero, lo que podria alterar los mecanismos

moleculares implicados en el proceso de infiltracion y metastasis.

El modelo murino derivado de células Hec1A-Fluc que se describe en nuestro trabajo es
facil de generar, monitorizable mediante bioluminiscencia in vivo, répido en el crecimiento
ortotépico y en el desarrollo de metastasis. Asi pues es representativo de los estadios
avanzados del cancer de endometrio pero muestra todas las fases implicadas en el
desarrollo de la enfermedad: generacién del tumor dentro de la cavidad uterina, infiltracion
miometrial e invasion linfo-vascular, diseminacion peritoneal y aparicién de metéastasis

ganglionares y hematbgenas.

2. Modelo murino ortotépico de cancer de endometrio

derivado de tejido tumoral endometrial humano.

En este trabajo se presentan los resultados de la generacion de un segundo modelo
ortotopico de cancer de endometrio generado a partir de tejido tumoral humano
endometrioide, con el objetivo de poder mantener la estructura tridimensional del tejido y el

patron molecular. Este tipo de modelo nunca ha sido descrito previamente.

De nuevo consideramos la via de inoculacion transvaginal como la ideal a nuestro parecer
para generar el modelo, aunque los resultados no son los deseados. En este caso usamos
agujas de inoculaciéon de diametro algo mayor a las usadas en el modelo generado con
células, ya que el in6culo esta formado por tejido disgregado. La tasa de generacién de
tumor endometrial en la inoculacion transvaginal es del 20%. De igual modo que en el
modelo descrito previamente, la causa de estos malos resultados podria ser la manipulacién
del cuello del Utero que se realiza para la inoculacion del tumor. Al pasar la canula,
generamos un trauma en el cuello que implica que quede abierto y que el implante se vaya
perdiendo a lo largo de los dias posteriores. La pérdida del in6culo no se objetivé durante el
seguimiento de los animales, pero consideramos que podria ser una explicacion plausible.
También podria ocurrir que al no producirse un traumatismo en el endometrio (ya que no

inyectamos a través de él) no se favorezca la implantacién de las células del tumor.
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Mediante la generacién del modelo usando la via transmiometrial se consigue una
generacién de tumor ortotépico del 90%. La afectacion de la cavidad pélvica por contigliidad
o por implantes peritoneales es la forma de diseminacién mas frecuente en este modelo,
afectando al 77,7% de los animales. En cambio, no observamos una tasa significativa de
afectacion ganglionar o de diseminaciéon hematdgena.

Implantado ortotdépicamente, el tejido tumoral humano endometrioide produce infiltracion
miometrial, invasion linfo-vascular y diseminacién en la cavidad pélvica. Mantiene las
caracteristicas moleculares e histologicas de las muestras originales, con expresién de p53
negativa, reproduciendo el patrén histolégico glandular propio del carcinoma endometrioide y

expresando receptores hormonales.

En la revision bibliografica de los modelos murinos de cancer de endometrio no se ha
encontrado ninguna publicaciébn que presente alguna modalidad de modelo murino

ortotopico derivado directamente de tejido de paciente.

El modelo murino derivado de tejido humano representa la enfermedad local y localmente
avanzada del cancer de endometrio. Podria ser usado para testar drogas especificas frente
a tumores endometrioides, y para estudios de terapias moleculares cuya diana sean
moléculas implicadas en el desarrollo de la infiltracion miometrial o la invasién linfo-vascular.
Este modelo puede ser complementario al descrito anteriormente para testar nuevas drogas
anti-cancerosas, ya que presenta la histologia y el perfil molecular del tipo tumoral mas

frecuente en la clinica.
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CONCLUSION PRINCIPAL

Es posible generar un modelo murino ortotépico de cancer de endometrio a partir de tejido
tumoral humano endometrioide. Este modelo presenta infitracidn miometrial e invasion de
los espacios linfo-vasculares de manera similar a la que se produce en la mujer.

Es posible generar un modelo murino ortotopico de cancer de endometrio a partir de células
Hec1A-Fluc. El patrén de diseminacién metastésica de este modelo representa un tumor

altamente metastasico, con diseminacion por via linfatica, transcelémica y hematoégena.

CONCLUSIONES SECUNDARIAS

Respecto al modelo murino ortotopico derivado de células Hec1A:

1. Es posible generar una linea celular estable Hec1A transfectada con el gen de la
luciferasa cuyos clones presenten un comportamiento biolégico similar a la linea celular
Hec1A original, como se ha demostrado en los estudios de morfologia celular, proliferacion

celular a 24 y 48 horas y en ensayos de invasion Transwell.

2. El raton inmunodeprimido Swiss Nude presenta una mayor tasa de generacion de tumor
(desarrollo de tumor ortotépico del 100% vs 80%), una menor mortalidad asociada al
procedimiento (supervivencia del 100% vs 60%) y mas facilidad de manipulaciéon que el
raton inmunodeprimido Balb-c Nude, principalmente debido a la diferencia de peso que

presentan ambos animales en el momento del implante (27,06g. vs 18,689, p<0.01).

3. La inoculacion por via transmiometrial genera mayor tasa de tumor ortotépico endometrial
que la inoculacién por via transvaginal. La incidencia de tumor ortotépico en el modelo
desarrollado por via transmiometrial es del 75%, frente al 12,5% en el desarrollado por via
transvaginal (p<0.001). En el ensayo de validacién conseguimos una incidencia de tumor

ortotopico del 88% por via transmiometrial.
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4. El sistema de seguimiento mediante bioluminiscencia in vivo permite el estudio del patron
de crecimiento del tumor y del perfil de desarrollo de metastasis del modelo murino
ortotopico de cancer de endometrio generado a partir de células Hec1A-Fluc. Ademas nos
aporta informacion sobre la intensidad de sefial bioluminiscente, que nos permite comparar
ratones entre ellos, lo que es de gran utilidad para comparar grupos de animales. El estudio
mediante bioluminiscencia ex vivo presenta una sensibilidad del 94,73% en la deteccion de
tejidos metastasicos, lo que permitira analizar exclusivamente los tejidos detectados por este
método para ahorrar tiempo y costes en experimentos que impliquen gran ndimero de

animales.

5. El patrén de diseminacién metastasica del modelo murino ortotépico de céncer de
endometrio generado a partir de células Hec1A representa a un tumor altamente
metastésico, con elevada incidencia de implantes pélvicos (85,7%), diseminacion por via

linfatica (92,8%), transcelémica (75,8%) y hematégena a pulmén (71,4%).

6. El estudio histolégico de este tumor representa un tumor de alto grado, indiferenciado y
solido. El perfil inmunohistoquimico del tumor generado a partir de células Hec1A tras crecer
ortotépicamente en el animal es similar al del cancer de endometrio tipo Il, presentando
tincion para p53 intensamente positivo, receptores hormonales negativos, alto porcentaje de
células Ki67 positivas.

Respecto al modelo murino ortotopico derivado de tejido tumoral

endometrioide:

1. El ratén inmunodeprimido Swiss Nude presenta una mayor tasa de generacion de tumor
(desarrollo de tumor ortotépico del 100% vs 80%), una menor mortalidad asociada al
procedimiento (supervivencia del 100% vs 60%) y mas facilidad de manipulacién que el
raton inmunodeprimido Balb-c Nude, principalmente debido a la diferencia de peso que
presentan ambos animales en el momento del implante (27,069. vs 18,68g, p<0.01).

2. Se selcciona el tejido tumoral endometrioide como el mas adecuado para el desarrollo del
tumor ortotépico, por ser el tipo histolégico mas prevalente y por presentar un perfil de
crecimiento en el animal menos explosivo a nivel orotdpico y con capacidad de infiltracion

local.
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3. La inoculacién de tejido tumoral endometrioide por via transmiometrial genera mayor tasa

de tumor ortotépico endometrial (90%) que la inoculacién por via transvaginal (20%).

4. El seguimiento del modelo murino ortotdpico de cancer de endometrio generado a partir
de tejido tumoral endometrioide es posible mediante Resonancia Magnética, aunque la
manipulacion del animal y la duracién de la exploracion desaconsejan esta técnica como
método de seguimiento rutinario durante el experimento. La ecografia transabdominal puede
determinar el volumen tumoral pélvico, aunque con mayor exactitud cuando se trata de
volumenes pequefos, ya que las medidas de volumen al final del experimento presentan
una gran dispersidbn en sus resultados (indice de correlacion rho de Spearman no

significativo, p=0.92).

5. El modelo murino ortotdpico de cancer de endometrio generado a partir de tejido tumoral
humano endometrioide presenta infitracion miometrial e invasiéon de los espacios linfo-
vasculares de manera similar a como se produce en la mujer. El patron de diseminacion
metastasica del modelo representa a un tumor localmente avanzado, con afectacién pélvica
en el 77,7% de los animales e implantes abdominales en el 66,6%. Se observa un 11,1% de

metastasis ganglionar.

6. La histologia del tumor endometrioide tras crecer ortotépicamente en el animal es similar
a la del tumor endometrioide humano. El perfil inmunohistoquimico del tumor es similar al
del cancer de endometrio tipo I, presentando tincién para p53 negativa y presencia de
receptores hormonales. Los receptores hormonales variaron en funcion de la muestra
original, asi como la tincién de Ki67, lo que demuestra una correlaciéon en el comportamiento

molecular entre el tejido original y el tejido tras el crecimiento en el animal.
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ANEXO 1

Autorizacion del Comité Etico de Experimentacion
Animal para realizar los experimentos de generacion del
modelo animal

N2 Registre: 21/08 CEEA.
MODEL NORMALITZAT PER A LA NOTIFICACIO DE PROCEDIMENTS

1. Titol del procediment: Caracterizacién in vivo de nuevas estrategias terapéuticas
especificas de cancer de endometrio.

2. Segueix alguna linia directriu oficial*?

[] Si; especificar quina i adjuntar-ne una fotocopia:

X No, perd s’adjunten fotocopies de publicacions que utilitzen un disseny similar

[] No, ni existeixen publicacions que utilitzin un disseny similar

* S’entén per linia directriu oficial aquella que apareix en el DOGC, BOE, DOCE..., o altres
publicacions d’administracions o organismes publics (FDA, EMEA...)

3. Objectius

Descriure breument i utilitzant un vocabulari no excessivament técnic:

3.1. Si es tracta d’un producte nou [ ] o ja conegut [X

3.2. Antecedents:

El carcinoma de endometrio es el mas frecuente de los tumores infilirantes del tracto
genital inferior femenino y el cuarto mas comdn en mujeres en los paises occidentales
desarrollados. Como indicador, en Estados Unidos se estima una incidencia de unos 43,470

nuevos casos y unas 7,950 muertes en 2010 "2,
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El cancer de endometrio tipo | o endometrioide (CEE) representa el 80% de los casos y son
tumores de bajo grado, asociados a un estado de hiperestrogenismo, se suelen desarrollar
en mujeres peri- 0 post-menopausicas y coexisten o estan precedidos de hiperplasia
endometrial, con o sin atipia. El tipo Il o no-endometrioide suele afectar a mujeres en edad
avanzada, suelen ser tumores menos diferenciados y de peor prondstico, no asociados a
estimulacién estrogénica, y relacionados con endometrio atréfico u, ocasionalmente, con
pdlipos endometriales * *.

El diagnéstico se realiza mediante analisis vaginal con ultrasonidos, examen histolégico
tras biopsia con o sin imagen por histeroscopia, y/o raspado de la cavidad uterina °. A pesar
de que el CEE se diagnostica en el estadio | FIGO (International Federation of Gynecology
and Obstetrics) en el 80% de los casos gracias a su sintomatologia precoz (metrorragia
postmenopausica), correspondiendo a tumores confinados al Utero y asociados a buen
pronostico, un numero significativo de pacientes se presenta con enfermedad avanzada. El
estadio FIGO representa el parametro prondstico mas robusto en pacientes con CEE. El
porcentaje de supervivencia a cinco anos es del 96% en estadio |, 67% en estadio Il, y del
17% en estadio IlI-IV"" 2. Ademas, en CEE de bajo estadio, la invasion miometrial es un
predictor independiente de prondstico: 93.8% de supervivencia a cinco afios en estadio IA,
con tumor limitado al endometrio y/o con invasién < 2 del miometrio; y 75% en estadio IB,
con invasion > 2 del miometrio. Asimismo, la profundidad de la invasién miometrial y por
tanto el grupo de pacientes en estadio IB, se correlaciona con tumores mas indiferenciados,
con invasién linfo-vascular y con una afectaciéon gangliolar del orden del 10-20%. Por su
parte, la supervivencia libre de recidiva a los 5 afos con ganglios pélvicos y aérticos
negativos es del orden del 85%, con pélvicos positivos y aorticos negativos del orden del
70% y con ambos grupos afectados del 35% °.

El tratamiento primario de CEE consiste en cirugia, mediante una correcta estadificacion
quirargica, y comprende histerectomia total extrafascial, anexectomia bilateral, citologias
peritoneales mediante lavados con suero fisiologico (de espacios parietocélicos,
subdiafragmaticos y del espacio de Douglas), y linfadenectomia pélvica y paraadrtica ’. La
obtencion del estadio FIGO definitivo, estadificacién quirdrgica-patoldgica, estara basada en
los hallazgos histopatolégicos y morfologicos (invasién miometrial tumoral, grado histoldgico,
citologia peritoneales, tipo histolégico, invasién de estructuras vecinas y estado de los
ganglios retroperitoneales locorregionales). Tras la cirugia, las pacientes con evidencias de
alto riesgo de recurrencia (alto grado, invasién miometrial profunda y/o afectacion cervical),
reciben radioterapia adyuvante. Dentro del estadio I, el IB representa un grupo de pacientes
con alto riesgo de recurrencia, por lo que deberan ser tratadas con tratamiento adyuvante
posterior a la cirugia 8. En general y aunque varie segun diferentes estudios, la definicion de
alto riesgo se centra en los tumores IC con grado 3 (profundamente invasivos y pobremente
diferenciados).
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Bajo riesgo Estadio IA, grado 1 6 2, no seroso-papilar ni célula clara

Riesgo intermedio Estadio |, grado 1, 2 6 3, no seroso-papilar ni célula clara, con
invasion miometrial >1/2

Alto riesgo Estadios Il, Ill o IV o carcinoma seroso-papilar o célula clara

Las recurrencias del CEE aparecen confinadas a la pelvis en el 50% de las pacientes, y
aproximadamente la mitad de ellas limitadas a la vagina. En los casos de afectacidén
ganglionar, pélvica y/o adrtica, estamos ante un estadio llic de la FIGO y el tratamiento
adyuvante debe realizarse con radioterapia, adecuando para cada caso los campos de
irradiacion °. El tratamiento hormonal se basa en la hormonodependencia de ciertos
tumores en sus procesos de crecimiento, diferenciacion y desarrollo celular: a mayor
positividad de receptores esteroideos mayor tasa de respuestas. A pesar de que este
tratamiento ha sido ampliamente utilizado anteriormente, los resultados de diversos estudios
indican un escaso impacto en la supervivencia '°. Hoy en dia, el farmaco de eleccion es el
acetato de medroxiprogesterona y se utiliza basicamente en tres situaciones y casi siempre
con una intencién paliativa, con respuestas del 20-35%, si bien puede llegar a ser del 80%
en casos de receptores esteroideos positivos: a) ante una recidiva en una paciente sin mas
posibilidad de tratamiento, b) ante una paciente en la que esta contraindicada la cirugia o
bien otro tipo de tratamiento complementario y c) enfermedad diseminada en la cual el
tratamiento hormonal previo a la quimioterapia es una opcion razonable, reservando dicha
quimioterapia y su toxicidad para cuando haya un fallo de respuesta .

Recientemente, se ha planteado el tratamiento poliquimioterapico en pacientes de riesgo
elevado, con enfermedad primaria diseminada o recurrencia extrapélvica que no responde al
tratamiento hormonal, obteniéndose una tasa de respuestas del orden del 15%. Partiendo de
la base de que el CEE se considera un tumor quimiorresistente, los farmacos mas activos,
con respuestas superiores al 25%, son el platino, la adriamicina, la epirrubicina, el taxol y la
ifosfamida, siendo la supervivencia media con estos citostaticos de 10-15 meses. En
definitiva, la quimioterapia Unicamente ha demostrado una relativa utilidad en tumores
avanzados que no responden a hormonas, evidenciando la necesidad de desarrollar nuevas
terapias en cancer de endometrio relacionado con metastasis '2.

Desde el punto de vista molecular y a pesar de la caracterizacién de algunos eventos
asociados al desarrollo del carcinoma de endometrio, su patologia resta en gran medida
desconocida. Entre las alteraciones génicas identificadas en CEE cabe destacar la
inestabilidad de microsatélites asociada a deficiencias, mutaciones o hipermetilaciones en
genes de la maquinaria de reparacion del DNA (MLH1, MSH2 o MSH®6); el silenciamiento del
gen supresor de tumores PTEN, implicado en la regulaciéon de adhesion focal, migracion

13

celular y proliferacion tumoral °; mutaciones en el oncogén k-RAS, relacionado con

proliferacién celular; y mutaciones en b-catenina, asociada a progresion tumoral ' ™°. Estas
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alteraciones, sin embargo, resultan poco concluyentes y presentan escasa correlacién entre

genotipo y fenotipo en CEE '¢78

La comprension de los mecanismos moleculares
relacionados con el desarrollo tumoral, la invasion del miometrio, y la aparicién de
recurrencias, permitira disefiar terapias especificas del proceso de metastasis en CEE con
un impacto importante en la reduccién de los niveles de mortalidad y morbilidad. En esta
linea, en nuestro grupo trabajamos en la identificacién y caracterizacién de alteraciones
moleculares asociadas al proceso de invasién y diseminacion a distancia en CEE *°.

Es el caso de los factores de transcripcién ETV5 y RUNX1 2 2!

. La sobre-expresién de
ETV5 durante los inicios de la infiltracion miometrial podria inducir la remodelacion de la
matriz extracelular mediante la activacion de MMP2 22 El incremento en la expresion de
RUNX1 determina la aparicion de metastasis pulmonares en modelos animales de cancer de
endometrio (Gonzalez et al., en preparacién). Asimismo, estudios proteémicos relacionan el
proceso de invasion con estrés oxidativo (Monge et al., en preparacion), asi como la
mediacion de la proteina LPP como sensor extracelular mediando la activacion
transcripcional de ETV5 durante la infiltracién miometrial en cdncer de endometrio (Colas et
al., en preparacion).

Como continuacion a los estudios de invasion en cancer de endometrio, en el grupo nos
planteamos el estudio de las metéstasis tanto desde una investigacion fundamental o basica
que nos permita entender las bases moleculares de este proceso, como desde un punto de
vista traslacional, con marcado interés terapéutico. Asi, el objeto del presente proyecto es
comprender las vias que fundamentan la correlacion existente entre infiltracion miometrial y
la permeacién vascular con la aparicién de ganglios afectados, e identificar potenciales
dianas terapéuticas especificas del proceso de metastasis en cancer de endometrio y
disefar y evaluar terapias experimentales.

Es importante incidir en que en este proyecto confluyen una serie de circunstancias que
acreditan su oportunidad y viabilidad: en primer lugar, la solvencia del grupo en esta linea de
investigacion con una trayectoria de mas de diez afos y una produccién cientifica
contrastada; en segundo lugar, los modelos animales generados, cercanos a la clinica y
especialmente apropiados para el desarrollo de ensayos preclinicos en cancer de
endometrio; en tercer lugar, la estrecha relacion de colaboracién en esta linea de
investigacion con la empresa GEADIC Biotec, con el respaldo financiero que ello representa
y su experiencia en el novedoso y exitoso campo terapéutico de los anticuerpos
monoclonales; y cuarto, la implicacion del Departamento de Ginecologia Oncoldgica,
potenciada con la incorporacion de la doctora Berta Diaz Feijoo en la presente propuesta,
que garantiza tanto la parte intelectual del proyecto acerca de las necesidades clinicas en
cancer de endometrio y que determinan en gran manera la direccion de esta linea de
investigacion, como la parte de cirugia y tratamiento. Por Ultimo, debe mencionarse que el

firme propédsito de los todos los integrantes de esta propuesta (grupo de investigacion
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liderado por el Investigador Principal, Departamento de Ginecologia Oncolégica y GEADIC
Biotec), es que tenga continuacién en el disefo y desarrollo de ensayos clinicos en
pacientes en el seno del Hospital Vall d’Hebron y multicéntricos dentro del Sistema Nacional
de Salud.
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3.3. Objectius que es pretenen assolir:

Objetivo 1. Procesamiento de datos de expresion en muestras de carcinoma de endometrio

segun criterios clinicos asociados a diseminacién ganglionar y riesgo de recidiva, y seleccién

de genes relacionados con el proceso de metastasis en cancer de endometrio.

Objetivo 2. Validacion funcional in vitro de los genes seleccionados en relacion con su

posible papel en invasiéon y metastasis en cancer de endometrio.

Objetivo 3. Validacion in vivo de los genes seleccionados en relacién con su posible papel

en invasidn y metastasis en cancer de endometrio.
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Objetivo 4. Identificacion de potenciales dianas terapéuticas disefo y desarrollo de terapias
experimentales en cultivos celulares, basadas en anticuerpos desarrollados en colaboracion
con la empresa de biotecnologia Oryzon Genomics. Las terapias basadas en anticuerpos
monoclonales han demostrado un elevado indice de éxito. Oryzon dispone de librerias de
anticuerpos humanizados de diversos origenes que han sido adquiridas con las

correspondientes licencias de uso cientifico y comercial.

Objetivo 5. Evaluacion del poder terapéutico de los anticuerpos desarrollados frente a las

dianas seleccionadas, en los modelos animales de cancer de endometrio.

3.4. Si es tracta de continuar en una linia d’investigacio ja oberta, deixar constancia
dels objectius ja assolits, i de que no representa una repeticio dels resultats ja
obtinguts:

Este proyecto representa el impulso de la linea de investigacion del grupo en cancer de
endometrio, centrada en los mecanismos moleculares de invasién y metastasis, hacia la
investigacion traslacional mediante una propuesta de terapias experimentales.

Como continuacion a los estudios de invasiéon en cancer de endometrio, en el grupo nos
planteamos el estudio de las metéstasis tanto desde una investigacion fundamental o basica
que nos permita entender las bases moleculares de este proceso, como desde un punto de
vista traslacional, con marcado interés terapéutico. Asi, el objeto del presente proyecto es
comprender las vias que fundamentan la correlacion existente entre infiltracion miometrial y
la permeacién vascular con la aparicién de ganglios afectados, e identificar potenciales
dianas terapéuticas especificas del proceso de metastasis en cancer de endometrio y
disefiar y evaluar terapias experimentales. Asimismo, la presente propuesta define
claramente el procedimiento terapéutico planteado en 2005 para la linea de cancer de
endometrio del grupo (proyecto 06/95). En dicho proyecto, se especulaba con la posibilidad
de desarrollar terapias experimentales con los modelos animales desarrollados, punto en el
que nos encontramos ahora y que es la base de este nuevo proyecto.

Como resultados preliminares y punto de partida en la identificacion de potenciales dianas,
hemos realizado mediante microarrays de cDNA un estudio de expresion diferencial de
genes entre 60 tumores de endometrio operados en el Departamento de Ginecologia
Oncolégica del Hospital Vall d’'Hebrén, escogidos desde varios puntos de vista clinico. Por
un lado, hemos agrupado carcinomas que presentaron ganglios afectados en el momento de
la cirugia frente a tumores que no afectaban ganglios, y por otro lado, hemos enfrentado
tumores con bajo riesgo de recurrencia frente a tumores con alto riesgo de recidivar. A partir
de los datos de expresién generados por el grupo en funcidon de criterios clinicos,

seleccionaremos genes relacionados con afectacién ganglionar y riesgo de recidiva en
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cancer de endometrio. A continuacion, estudiaremos funcionalmente el papel de los genes
seleccionados en el proceso de invasion y diseminacion tumorales. Por Gltimo, se disefaran
y evaluaran en modelos in vitro e in vivo terapias experimentales especificas de metastasis
en cancer de endometrio.

En paralelo hemos desarrollado la tecnologia adecuada para el desarrollo de modelos
animales en cancer de endometrio préximos a la clinica, como herramienta fundamental en
los estudios de terapia experimental que planteamos en la presente propuesta. Esta
tecnologia se basa en el implante ortotépico de tumores humanos de pacientes y de tumores
generados a partir de lineas celulares. La prueba de concepto de estos modelos se ha
llevado a cabo a partir de la linea celular de cancer de endometrio Hec1A, y el resultado ha
sido el desarrollo de carcinomas avanzados poco diferenciados y con niveles hormonales
bajos y de marcadores ki67 y p53 elevados. Asimismo, son tumores que se desarrollan en
estrecho contacto con el utero del ratdén, lo que permite realizar estudios de invasién
miometrial, angiogénesis y diseminacién en el contexto tisular adecuado. Finalmente, estos
modelos diseminan a ganglios paraadrticos, lo cual reafirma su correspondencia con la
clinica y lo apropiado que resulta esta tecnologia para el disefio y evaluaciéon de terapias
experimentales dado que representa un modelo equivalente a las pacientes candidatas a
recibir terapia adyuvante (Doll et al., en revision).

Figura 1
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En la figura 1 se muestra el desarrollo del modelo animal, a partir de la inyecciéon subcutanea
de la linea celular de cancer de endometrio humana Hec1A en un ratén nude hembra (A-C).
Tras el desarrollo del tumor, se implanté un trozo del tejido tumoral en la parte posterior del
Utero de otro ratdn (D-F), generando tumores ortotdpicos (G-I). En la Figura 2 se muestra la
caracterizacion histolégica de los tumores ortotdpicos, poco diferenciados y sin
diferenciacion glandular, y en contacto directo e interaccion con el Utero del ratdén en el &rea
de implante (A). Se observa asimismo infiltracién tanto del miometrio como de vasos del

raton (B-D). En la figura 3 se muestra un ejemplo representativo de metastasis ganglionar.

3.5. Avantatges i beneficis que es derivarien d’aquest procediment, cas d’assolir els
objectius:

Ademas de su evidente valor clinico, esta propuesta demuestra la firme intencion del grupo
por la aplicabilidad de sus resultados cientificos y evidencia la apuesta a largo plazo por la
investigacion traslacional en el area de la ginecologia oncolégica. El desarrollo de este
proyecto dara lugar a herramientas fundamentales para estudios futuros, como cultivos
primarios 0 modelos animales, y a resultados susceptibles de generar patentes y propiedad
intelectual. Todo esto potenciara la colaboracién con empresas farmacéuticas y del entorno
biotecnol6gico en el desarrollo conjunto de futuros estudios clinicos de terapia en cancer de

endometrio.

4. Definicio i justificacio del model animal seleccionat i del nombre d’animals que es
proposa utilitzar

4.1. Definicio

Espécie: raton

Soca o raga: swiss nu/nu
Sexe: hembra

Edat: 6 semanas

Pes: 18-25 gr

4.2. Justificar que el model animal proposat és el de menor nivell de sensibilitat
neurovegetativa que permet assolir els objectius:

4.3. Nombre total d’animals en el procediment:
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El procedimiento que se propone en primer término es la validacion de los genes
seleccionados en relacién con el proceso de metastasis en cancer de endometrio. Para ello
se modulara la expresién de 10 genes candidatos en las lineas celulares de cancer de
endometrio Hec1A e Ishikawa, con alta y baja capacidad metastasica respectivamente.
Aquellos genes que hayan sido validados in vitro como implicados en el proceso de
metastasis, seran validados in vivo. Para ello, se generaran tumores mediante inyeccion
subcutanea, y el desarrollo o inhibicion de metastasis serd evaluado en grupos de cinco
animales por linea generada. Esto implica un nUmero maximo de animales de:

2 lineas celulares x 10 candidatos x 5 animales por grupo a evaluar: 100 animales en caso
de validacion de los 10 candidatos seleccionados.

En segundo lugar, para el desarrollo de dos modelos animales préximos a la clinica,
generados a partir del implante subcutaneo de tumores de pacientes, se prevé un niumero
de diez implantes de los que se seleccionaran aquellos dos que reproduzcan la invasion y
diseminacion clinica. Cada tumor seréa implantado subcutdneamente y se realizara un pase
en ortotépico en tres animales con el fin de evaluar su comportamiento en relacion al
proceso de metastasis. En el momento en que se seleccionen los dos modelos adecuados,
se interrumpira el desarrollo de mas modelos. Se prevé un nimero maximo de animales de:

10 modelos x 4 animales (1 subcutaneo + 3 ortotopicos): 40 animales.

En tercer lugar, se plantea la evaluacion del potencial terapéutico de cinco anticuerpos
monoclonales como terapia especifica del proceso de metastasis en cancer de endometrio.
Para cada anticuerpo, se haran en primer lugar ensayos de concentracién y toxicidad, para
en segundo término realizar los ensayos terapéuticos. Estos se llevaran a cabo en cada uno
de los modelos desarrollados en los puntos que se describen a continuacién en el apartado
de Disefio y Metodologia: modelo Hecla altamente metastasico; modelo Ishikawa
metastasico debido a la sobre-expresion de cada gen en referencia a cada correspondiente
anticuerpo; modelo 1 tumor humano metastasico; modelo 2 tumor humano metastasico.

Los ensayos duraran seis semanas y se realizaran en grupos de ocho animales por cada
modelo y anticuerpo. A efectos practicos, evaluaremos el potencial terapéutico de todos los
anticuerpos en un determinado modelo para asi poder referir los resultados a un Unico grupo
control. Esto resultara en cuatro series de tratamiento de seis semanas en cada uno de los
cuatro modelos, con un total de 48 animales por serie (8 animales por cada uno de los cinco
anticuerpos mas 8 animales del grupo control). Emplearemos ratones hembra
inmunodeprimidos (Swiss nu/nu), de 6-8 semanas y minimo 30 gramos de peso, bajo
condiciones de mantenimiento y manipulacion adecuadas segun la legislacién catalana,
espanola y europea sobre proteccién de los animales utilizados para experimentacién y

otros fines cientificos, y las recomendaciones del Comité Etico de Experimentacién Animal
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de la instituciéon. Los animales seran randomizados en los diferentes grupos de estudio y
tratados tan pronto el didmetro medio de los tumores alcance los 5 mm. El niUmero de
animales en esta fase es de:

8 animales por grupo x 6 agentes terapéuticos (5 grupos de terapia + 1 grupo control) x 4

modelos animales: 192 animales.

El total de animales es:
100 animales (fase 1) + 40 animales (fase 2) + 192 animales (fase 3): 332 animales.

4.4. Justificacio del nombre d’animals per procediment

[] Es el nombre aconsellat en les linies directrius indicades en el punt 2

[X] Es el nombre minim necessari: especificar els parametres a analitzar i raonar el nombre
d’animals en base a criteris estadistics i/o referéncies bibliografiques (aportar-ne fotocopia)
que avalin aquest nombre, o en funcié del nombre d’alumnes, si es tracta d’'un procediment

educatiu.

A partir de las medidas periddicas de los tumores, se calculara el volumen del tumor (V=a x
b?, siendo a la anchura y b la longitud del tumor en milimetros), y el volumen tumoral relativo
(RTV=0V,/V, donde V. es el volumen medio tumoral (de los 8 ratones por grupo) en
milimetros cubicos en un determinado momento, y V; es el volumen tumoral medio inicial en
milimetros cubicos al inicio del tratamiento), que permite comparaciones entre grupos
independientemente de diferencias iniciales de volumen. La respuesta terapéutica también
se evaluara en funcién del retraso en el crecimiento tumoral, expresado como la diferencia
en dias entre el tiempo medio de los tumores tratados y los tumores control en alcanzar un
volumen cinco veces mayor que el volumen al comienzo del tratamiento 2%. La inhibicién del
desarrollo de metastasis se cuantificara tanto en funciéon del numero de ganglios afectados y
de micrometastasis a distancia como en funcion del tamafo de los implantes evaluados
mediante bioluminiscencia y ecografia, dependiendo del modelo de andlisis (ver Objetivo 3
en Disefilo y Metodologia). La significancia estadistica de las comparaciones entre grupos
tratados y control se hard segun el test de Mann-Whitney U no paramétrico, y se
consideraran valores P significativos aquellos menores o iguales a 0.05.

5. Reutilitzacio d’animals

Indicar si aquests animals ja havien estat utilitzats préviament

X No
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[] Si; en aquest cas, omplir 'annex corresponent

6. Disseny i metodologia
Nota: si se segueix una linia directriu oficial, no sera obligatori omplir 'apartat 6.1.

6.1. Descriure, de forma seqlencial, la técnica o técniques previstes que impliquin la
utilitzacié de I'animal, especificant, si és el cas, el nombre d’animals que seran sotmesos a

cadascuna d’elles.

Objetivo 1.- Seleccion de genes relacionados con el proceso de metastasis en CEE.

A partir de los listados de genes derivados de la comparacion de datos de expresion
diferencial en carcinomas de endometrio en relacion al grado de diseminacién ganglionar y
al riesgo de recidiva (ver Antecedentes), se seleccionaran aquellos que sean relevantes y
coincidentes en su implicacion en ambos procesos, es decir, que estén bien sobre-
expresados o bien inhibidos de manera equivalente en funciéon tanto del grado de
diseminacion como del riesgo de recidiva. Se espera que esta primera criba resulte en un
nuevo listado de 100-150 genes.

En un segundo término, se llevara a cabo un estudio exhaustivo de este nuevo listado de
genes mediante el software Ingenuity Pathway Analysis, a través del cual se filtran los datos
de expresion diferencial de genes en funcidbn de su significacién biologica, vias de
sefalizacion implicadas, interacciones funcionales entre genes, procesos biol6gicos
alterados, etc. Este estudio generarda una nueva lista reducida de genes (10 genes), que
estaran relacionados directa o indirectamente con la afectacion ganglionar y con un mayor

riesgo de recidiva en CEE.

Objetivo 2.- Validacion in vitro de los genes seleccionados en relacién con el proceso
de metastasis en cancer de endometrio.

Una vez identificados, los genes candidatos en relacion con el proceso de metastasis en
CEE seran validados a través de la modulacion de su expresion en lineas celulares. En
primer lugar, evaluaremos el papel de cada uno de los genes en la promocién de metastasis
mediante el silenciamiento de su expresion a través de RNA de interferencia (shRNA, short
hairpin RNA), en la linea celular de cancer de endometrio Hec1A, altamente metastasica. En
paralelo, sobre-expresaremos los genes candidatos de manera estable en la linea celular de
cancer de endometrio Ishikawa, con baja capacidad metastasica.

El potencial metastésico de estas lineas celulares generadas a través de la modulacién de la
expresion de los genes seleccionados, se analizara mediante ensayos de invasion en

camaras de Boyden, en presencia 0 no de una matriz extracelular (matrigel). Se analizara
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asimismo la capacidad de estas lineas celulares de formacién y proliferacién de colonias en
gel. Por ultimo, se caracterizardn los procesos de migracion, adhesion, asi como de
transicion epitelio-mesénquima (EMT) mediante videomicroscopia e inmunofluorescencia en
las lineas celulares generadas. Los ensayos de migracion en lineas celulares estables
mediante captacion de imagenes seriadas en un microscopio adaptado a condiciones de
cultivo (CO,, temperatura, humedad) y el sistema Live Cell Imaging CellR (Olympus), han
sido puestos a punto por el grupo, en relaciébn a la sobre-expresion del factor de
transcripcion ETV5 y su papel en la promocién de motilidad ?. En referencia a marcadores
de EMT, indicativos de cambio hacia un fenotipo mas invasivo, analizaremos mediante
inmunofluorescencia la expresion, regulacion y localizacion de E-Cadherin en referencia a la
interaccion célula-célula 2, Vimentin, citokeratinas, y vias de sefializacién caracteristicas de
fenotipo epitelial y de fenotipo mesenquimal 2. Asimismo, analizaremos la adhesién celular
a través de la estructura de los contactos focales (FAK, Vinculin), y de su cinética mediante
videomicroscopia de fluorescencia con la proteina de contactos focales LPP en fusién con la
GFP 28

Obijetivo 3.- Validacion in vivo de los genes seleccionados en relacion con el proceso
de metastasis en cancer de endometrio.

Caracterizado in vitro el papel de los genes seleccionados, generaremos tumores
ortotopicos a partir de estas lineas celulares modificadas, y analizaremos la inhibicién o la
promocién de metastasis ganglionares (ver modelo animal en seccion Antecedentes; Doll et
al.,, en revisién). Para la validaciéon in vivo se implementara un sistema de deteccién
mediante bioluminiscencia con vectores de expresidon estable de luciferasa en las lineas
celulares generadas. La deteccion de las metastasis ganglionares o a distancia, tanto
cualitativa como cuantitativa, se realizar4 mediante el sistema integrado de imagen IVIS
Imaging Systems 200, con aplicacién de imagen espectral por bioluminiscencia y scanner
laser para topografia de superficie 3D, recientemente incorporado al estabulario.
Transcurridas seis semanas, tiempo necesario para la progresién tumoral y desarrollo de
metastasis ganglionares en el modelo animal desarrollado, los animales seran sacrificados.
El tumor primario y los tejidos diana de las metastasis, identificados mediante
bioluminiscencia, seran fijados y examinados histolégicamente para estudiar modificaciones
en el proceso de infiltracion miometrial y vascular en el Gtero del raton, y confirmar la
promocién o inhibicion de las metastasis ganglionares y a distancia.

En paralelo, se estableceran cultivos primarios de tumores de pacientes que se hayan
presentado en el momento de la cirugia con afectacién ganglionar (n=4) y de tumores no
metastasicos (n=6). Asimismo, se desarrollaran modelos equivalentes en ratones
inmunodeprimidos, mediante el implante ortotépico de tumores de pacientes con afectacion

ganglionar (n=2). En estos modelos se analizara la expresion de los genes seleccionados y
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la capacidad de diseminacién a ganglios mediante un ecoégrafo adaptado para animal
pequefio, ya que en este caso no es viable la deteccion mediante bioluminiscencia con
vectores de expresion de luciferasa. Tanto en los cultivos primarios como en los modelos
animales generados a partir de muestras de pacientes, la correlacion entre los niveles de
expresion y el potencial metastésico nos aportardn nuevas evidencias sobre el papel de los
genes seleccionados en el desarrollo de metastasis. Al mismo tiempo, estaremos generando
modelos in vitro e in vivo muy préximos a la clinica, adecuados para la evaluacion de las

terapias experimentales a desarrollar posteriormente.

Obijetivo 4.- Seleccion de anticuerpos especificos frente a los genes caracterizados en
relacion al proceso de metastasis en CEE y evaluacion in vitro.

Una vez validados como genes implicados en el proceso de metastasis en cancer de
endometrio, analizaremos su potencial como diana terapéutica con ayuda de bases de
datos. En este sentido se evaluara su drogabilidad a partir de parametros como
especificidad de tejido y de tumor, localizacién subcelular, accesibilidad, etc. De este estudio
prevemos seleccionar 5 candidatos para desarrollar terapias experimentales, basadas en
anticuerpos monoclonales seleccionados a partir de librerias de anticuerpos humanizados.
La seleccion se realizard mediante incubacién de una libreria de fagos que expresa
fragmentos variables de anticuerpos frente a proteinas humanas, en las lineas celulares
generadas que sobre-expresen los genes seleccionados. Mediante tres series de
incubaciones sucesivas, alternando en cada serie la linea celular que sobre-expresa el gen
seleccionado con la linea celular control que no lo sobre-exprese, se seleccionaran
anticuerpos especificos frente a la proteina sobre-expresada.

El potencial terapéutico de los anticuerpos obtenidos sera evaluado en las lineas celulares
desarrolladas en los puntos anteriores. En primer lugar, valoraremos la especificidad y
accesibilidad de los anticuerpos mediante western-blot y microscopia de fluorescencia en las
lineas celulares modificadas para cada uno de los genes seleccionados. En segundo lugar,
el efecto terapéutico de estos anticuerpos se analizar4 mediante ensayos de proliferacion,
de migracion y de invasién con las lineas celulares generadas a partir de la sobre-expresion
e inhibicién de cada uno de los genes seleccionados. Técnicamente, estos ensayos habran
sido puestos a punto en el Objetivo 2 en las lineas celulares indicadas. Por ultimo, también
se evaluara el efecto terapéutico de cada uno de los anticuerpos en los cultivos celulares
primarios desarrollados en el punto anterior, representativos del comportamiento tumoral

observado en la clinica en relacion al desarrollo de metastasis.

Objetivo 5.- Ensayos de terapia experimental de los anticuerpos validados, en los
modelos animales de cancer de endometrio.
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Una vez evaluado el potencial terapéutico in vitro, estas terapias experimentales se
analizaran en los modelos ortotépicos in vivo. Por un lado, se evaluaran en los modelos
animales generados a partir de las lineas celulares que sobre-expresan los genes
seleccionados y desarrollan metastasis ganglionares y/o a distancia. En este caso, el
seguimiento del efecto terapéutico de cada anticuerpo, evaluado en sus lineas
correspondientes, se realizard mediante el sistema integrado con aplicacién de imagen
espectral por bioluminiscencia y scanner laser para topografia de superficie 3D. Por otro
lado, en los modelos generados a partir de tumores de pacientes, préximos a la clinica en
relacion al desarrollo de metastasis, analizaremos la inhibicion del proceso de metastasis
mediante ecografia adaptada a pequefos animales.

Se analizara tanto el efecto terapéutico sobre el tumor primario como en la inhibiciéon del
desarrollo de metastasis ganglionares y a distancia. Al igual que en el Objetivo 3, tanto el
tumor primario como los tejidos diana de las metastasis seran fijados y examinados
histolégicamente para estudiar modificaciones en el proceso de infiltracién miometrial y
vascular en el utero del ratén, y evaluar la inhibicion de las metastasis ganglionares y a
distancia. Para cada anticuerpo, se haran en primer lugar ensayos de concentracion y
toxicidad, para en segundo término realizar los ensayos terapéuticos. Estos se llevaran a
cabo en cada uno de los modelos desarrollados en los puntos anteriores: modelo Hecla
altamente metastasico; modelo Ishikawa metastésico debido a la sobre-expresion de cada
gen en referencia a cada correspondiente anticuerpo; modelo 1 tumor humano metastasico;
modelo 2 tumor humano metastasico.

Los ensayos duraran seis semanas y se realizaran en grupos de ocho animales por cada
modelo y anticuerpo. A efectos practicos, evaluaremos el potencial terapéutico de todos los
anticuerpos en un determinado modelo para asi poder referir los resultados a un Unico grupo
control. Esto resultara en cuatro series de tratamiento de seis semanas en cada uno de los
cuatro modelos, con un total de 48 animales por serie (8 animales por cada uno de los cinco
anticuerpos mas 8 animales del grupo control). Emplearemos ratones hembra
inmunodeprimidos (Swiss nu/nu), de 6-8 semanas y minimo 30 gramos de peso, bajo
condiciones de mantenimiento y manipulacion adecuadas segun la legislacién catalana,
espanola y europea sobre proteccién de los animales utilizados para experimentacion y
otros fines cientificos, y las recomendaciones del Comité Etico de Experimentacién Animal
de la institucion. Los animales seran randomizados en los diferentes grupos de estudio y
tratados tan pronto el diametro medio de los tumores alcance los 5 mm. A partir de las
medidas periédicas de los tumores, se calculara el volumen del tumor (V=a x b, siendo ala
anchura y b la longitud del tumor en milimetros), y el volumen tumoral relativo (RTV=[1V,/V,
donde V; es el volumen medio tumoral (de los 8 ratones por grupo) en milimetros cubicos en
un determinado momento, y V; es el volumen tumoral medio inicial en milimetros cubicos al

inicio del tratamiento), que permite comparaciones entre grupos independientemente de
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diferencias iniciales de volumen. La respuesta terapéutica también se evaluara en funcion
del retraso en el crecimiento tumoral, expresado como la diferencia en dias entre el tiempo
medio de los tumores tratados y los tumores control en alcanzar un volumen cinco veces

2 La inhibicion del desarrollo de

mayor que el volumen al comienzo del tratamiento
metastasis se cuantificara tanto en funcion del nimero de ganglios afectados y de
micrometastasis a distancia como en funcion del tamano de los implantes evaluados
mediante bioluminiscencia y ecografia, dependiendo del modelo de analisis (ver Objetivo 3).
La significancia estadistica de las comparaciones entre grupos tratados y control se hara
segun el test de Mann-Whitney U no paramétrico, y se consideraran valores P significativos

aquellos menores o iguales a 0.05.

Como eventuales limitaciones de la propuesta y soluciones previstas en caso de que surjan,
cabe mencionar:

En primer lugar, la posibilidad de que los analisis de bases de datos generen un nimero
bien insuficiente o bien excesivo de genes candidatos, sera solventada mediante la revisidén
de los criterios de seleccién primando los criterios clinicos.

En segundo lugar, ante la posibilidad de que la baja eficiencia de transfeccién ya observada
en la lineas celulares de cancer de endometrio impida validar los genes seleccionados en
relacion al proceso de metastasis, hemos puesto a punto la técnica de transfeccion mediante
infeccién con vectores lentivirales en colaboracién con el grupo del Dr. Matias-Guiu, en
Lleida. Esto nos permitira incrementar la eficiencia de transfeccion y desarrollar las
validaciones in vitro e in vivo con las lineas generadas.

En tercer lugar, la posibilidad de que los modelos animales generados a partir de muestras
de pacientes sean poco representativos de la clinica en CEE, se solventara con el esfuerzo
de implantar todos aquellos tumores que se operen en el Servicio de Ginecologia
Oncolégica desde el inicio del proyecto, y asi poder garantizar el desarrollo de los dos
modelos préximos a la clinica planteados en el estudio.

En cuarto lugar, la posibilidad de que la técnica de deteccion por bioluminiscencia planteada
para los ensayos de terapias experimentales no permita la suficiente sensibilidad, sera
solucionada con el empleo de la técnica de detecciébn mediante ecografia en animales
pequefos, ya validada. Por su parte, la falta de sensibilidad en la deteccion de metastasis
serd compensada mediante técnicas de analisis por PCR especifica de células de origen
humano e histologia, una vez finalizadas las series de tratamientos (Doll et al., en revisién).
Por ultimo, la posibilidad de que la eficacia de los anticuerpos seleccionados para los
ensayos terapéuticos sea escasa, sera solucionada mediante la obtencion de varios
anticuerpos para cada uno de los genes caracterizados en relacion al proceso de metastasis

en cancer de endometrio.
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6.2 Durada del procediment: temps entre la primera i la darrera utilitzacié (o sacrifici)
de cada animal. (No confondre amb la durada total de I’estudi o projecte, si es realitza
de forma graonada.)

Cada uno de los ensayos terapéuticos durara seis semanas y se realizaran de manera

secuencial a lo largo de ocho meses.

Freqliéncia, nombre de vegades que es preveu realitzar aquest procediment en un any: 1

6.3. Dejuni

X] No, en cap moment
[] Si: omplir el quadre seglent

Fase Aliment |Aigua |Hora d’inici Hora final | Durada (h)
[] []
[] []
[] []

Observacions (per exemple: suplementacions...):

6.4. Administracions de productes (excepte anestésics, analgésics)
[] No, en cap moment
X Si: omplir el quadre seglient

Producte* Via Volum Dosi Concentracio
Expressat en | Expressada en|Expressada en
mL/kg mg/kg mg/mL

Anticuerpos peritoneal a determinar a determinar a determinar

monoclonales

* Utilitzar el nom genéric, no el comercial

Exemples: carragenina, en el test d'edema subplantar; STZ, per a la induccié de diabetis...

6.5. Extraccions de sang
X No, en cap moment

[] Si: omplir el quadre seglent

Via d’extraccio6 Volum de cada extraccio Freqiiencia d’extraccid

Expressat en mL
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http://www.secal.es/word-pdf/sangre.pdf

7. Patiment, dolor i angoixa dels animals

7.1. Descriure en quines fases del procediment es preveu que l'animal pot

experimentar patiment, dolor o angoixa:

Tras la operacion de implantacién de las células tumorales. No se prevé sufrimiento tras la
inyeccion de las drogas en los ensayos farmacolégicos ni el desarrollo de efectos
secundarios (en caso de agentes terapéuticos no ensayados con anterioridad se realizaran
ensayos de toxicidad). Asimismo, se llevara a cabo un seguimiento continuo del animal para

evitar cualquier tipo de sufrimiento asociado al proceso tumoral que desarrollara.

7.2. Descriure detalladament el protocol de supervisiéo que s’utilitzara per a detectar
les situacions anteriors, indicant:

Nota: pot obviar-se aquest punt si s’adjunta el document on s’estableix i detalla el protocol
de supervisié, correccié i criteris de punt final que esta previst aplicar, d’acord amb els
seglents apartats. ANNEX 1

Qué es controlara: descenso del 10% en el peso del animal
A partir de quin moment: desde el transplante ortotopico
Durant quant de temps: hasta el sacrificio
Amb quina freqiiéncia es controlara: 2 veces semanales
Quines persones faran el control: X personal investigador
[ ] personal experimentador

[lpersonal per atendre els animals

El protocolo de cirugia y seguimiento de estos modelos animales descrito en esta propuesta
ha sido puesto a punto, como se describe en la publicacion Doll et al., adjunta. La
supervisién realizada permite decir que los ensayos planeados no implicaran ningun tipo de
afeccién a los animales. De todas maneras, el seguimiento del desarrollo tumoral y de
metastasis, asi como el efecto de las terapias a ensayar, realizado mediante técnicas de

imagen, permitird una supervisién promenorizada del animal en el curso de los ensayos.

7.3. Mesures correctores que s’han previst (excepte anestésia i analgeésia)

En caso de sufrimiento debido al proceso tumoral, el animal sera sacrificado. En caso de

sufrimiento debido a ensayos farmacol6gicos, se parard inmediatamente el tratamiento.
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7.4. Criteris de punt final

En principio, el ensayo tanto de caracterizacion del proceso metastdsico como los ensayos

preclinicos se seguiran in vivo gracias a la tecnologia disponible en el estabulario (ver

apartado Disefio y Metodologia), que permitira seguir el crecimiento tumoral y la aparicion de

metastasis por microscopia de fluorescencia. Asimismo, se plantea el sacrificio del animal a

las seis semanas de haberle implantado o inyectado las células tumorales, para el andlisis y

caracterizacion del tumor primario y la validacién del proceso de metastasis. Otros puntos

finales seran la pérdida de peso o el fin de tratamiento.

http://www.ccac.ca/english/qui pol/gdlines/endpts/APPOPEN.HTM

http://www.lal.org.uk/endpoints2.html

8. Anesteésia i analgésia

8.1. Anestesia

Esta previst aplicar anestésia en alguna fase del procediment?

] No, en cap moment, donat que el procediment no ho requereix

[ ] No, en cap moment, donat que és incompatible amb el procediment

X Si: omplir el quadre seglient

Fase Producte* Via Dosi Concentracio | Control de la
Expressad | Expressat en | profunditat
a en mg/kg | mg/mL anestésica
implante isofluorano inhalacién 2% pinzamiento
ortotépico interdigital
seguimiento Isofluorano Inhalacién 2% pinzamiento
interdigital

* Utilitzar el nom genéric, no el comercial

http://research.uiowa.edu/animal/?get=aa regimens

8.2. Analgésia

Esta previst aplicar analgésia en alguna fase del procediment?
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X] No, en cap moment, donat que el procediment no ho requereix
[ ] No, en cap moment, donat que és incompatible amb el procediment

[] Si: omplir el quadre seglent

Fase Producte* Via | Dosi Concentraci6 | Freqiéncia | Durada del
Expressad | Expressada tractament
a en mg/kg | en mg/mL

Durante y | Meloxicam sc |1 mg/kg 0'5 mg /ml 24 horas 2 dias
postquirdrgica | 0,03mg/30gr

* Utilitzar el nom genéric, no el comercial

http://research.uiowa.edu/animal/?get=aa regimens

9. Finalitzacio del procediment

9.1. En finalitzar el procediment, esta previst:

[] Mantenir els animals vius: especificar els motius:

X Sacrificar els animals: especificar els motius: Los animales seran sacrificados para el
andlisis de crecimiento tumoral y del desarrollo de metastasis.

9.2. Tecnica eutanasica en finalitzar el procediment:

Métodes fisics

Métode: dislocacié cervical

Puntuacié*: 4

* Si el métode proposat no té una puntuacié de 4 o 5, d’acord amb les taules de l'article:
Recomendaciones para la eutanasia de los animales de experimentacion: parte 2. (1997)
Laboratory Animals 31(1):1-32, cal justificar l'estricta necessitat d'utilitzar la técnica

proposada:

http://www.secal.es/word-pdf/eutanasial.pdf

http://www.secal.es/word-pdf/eutanasia?.pdf

Meétodes quimics

Omplir els apartats aplicables del quadre seglent:
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Producte* Via Dosi Concentraci6é | Temps Puntuacié**
Expressada | Expressada
en mg/kg en mg/mL

* Utilitzar el nom genéric, no el comercial

** Si el métode proposat no té una puntuacié de 4 o 5, d’acord amb les taules de larticle:
Recomendaciones para la eutanasia de los animales de experimentacion: parte 2. (1997)
Laboratory Animals 31(1):1-32, cal justificar I'estricta necessitat d’utilitzar la técnica

proposada:

9.3. Técnica eutanasica per a sacrificar els animals descartats del procediment en
base a criteris de punt final (si és diferent de I’anterior)

Metodes fisics

Métode:

Puntuacié*:

* Si el métode proposat no té una puntuacié de 4 o 5, d’acord amb les taules de larticle:
Recomendaciones para la eutanasia de los animales de experimentacion: parte 2. (1997)
Laboratory Animals 31(1):1-32, cal justificar I'estricta necessitat d’utilitzar la técnica

proposada:

Metodes quimics

Omplir els apartats aplicables del quadre seglent:

Producte* Via Dosi Concentraci6é | Temps Puntuacié**
Expressada | Expressada
en mg/kg en mg/mL

Utilitzar el nom generic, no el comercial
** Si el métode proposat no té una puntuacié de 4 o 5, d’acord amb les taules de larticle:

Recomendaciones para la eutanasia de los animales de experimentacion: parte 2. (1997)
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Laboratory Animals 31(1):1-32, cal justificar I'estricta necessitat d’utilitzar la técnica
proposada:

10. Consideracions sobre métodes alternatius

Descriure el treball realitzat per tal de garantir I'aplicacié de les 3Rs a aquest procediment
[ ] Consulta amb experts en aquest tipus de procediment

[] Recerques bibliografiques

[] Recerques en bases de dades

Conclusions de la recerca i mesures adoptades:

Possibles webs d’interés:

http://www.nal.usda.gov/general info/agricola/agricola.html

http://www3.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcqi

http://www.nal.usda.gov/awic/

http://www.nal.usda.gov/awic/alternatives/tips.htm

http://oslovet.veths.no/databasesintro.html

http://www.frame.org.uk/Guide/index.htm
http://altweb.jhsph.edu

http://www.vetmed.ucdavis.edu/Animal Alternatives/main.htm

11.- PERSONAL INVESTIGADOR / EXPERIMENTADOR IMPLICATS EN EL
PROCEDIMENT

NOM / COGMONS TITULACIO / FORMACIO CERTIFICAT

investigador /

experimentador

Miguel Abal

Dr. en Farmacia

Marta Llauradé

Llicenciada en Biologia

Silvia Cabrera

Licenciada en Medicina

| investigador

E experimentador

INVESTIGADOR RESPONSABLE O CAP DE LA UNITAT DE RECERCA

201




IX. ANEXOS
ANEXO 1: AUTORIZACION DEL COMITE ETICO DE EXPERIMENTACION ANIMAL

Els firmants d’aquesta memoria coneixen la normativa legal vigent que regula I'utilitzacié

d’animals per a experimentacio

NOM / COGNOM: Miguel Abal Posada

SERVEI: Unitat de Recerca Biomeédica

DATA: 17 abril 2008

SIGNATURA:

12.- ANNEXOS

ANNEX 1: Proposta de protocol de supervisié per rossegadors
El protocol de supervisié es modifica segons els parametres especifics del model i la

espécie d’animal utilitzada, aixi avaluar i puntuar més acuradament el seu estat.

Pes Normal (no hi ha perdua de pes o lanimal creix 0

(de 0 ag) normalment) 2 cops
Pérdua de pes inferior al 10% 1 setmana
Pérdua de pes entre 10 i 20%. Possible 2

alteracié en I'aspecte o quantitat de la femta.

Pérdua de pes superior al 20%. L'animal no 3
consumeix aigua ni aliment
Observacio de Aspecte Normal 0
I'animal Diaria
Pelatge en mal estat 1
Pelatge en mal estat ilo 2
presencia de secrecions

oculars o nasals.

Postura anormal. 3
Automutilacions o  vocalitzacions  extranyes Sl 3
indicatives de dolor NO O
(063)
Conducta en resposta Molt agressiu 0 comatés? (0 6 3) Sl 3
a estimuls NO 0 Diaria

Ademas de los criterios anteriores, el seguimiento mediante imagen del desarrollo tumoral y

de las metéastasis representara un criterio fundamental a la hora de supervisar a los animales
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del ensayo. Debido a la localizacion ortotépica del implante, en la parte exterior del Utero, sin
alterar funciones u 6rganos que reflejaran el desarrollo tumoral mediante pérdida de peso o
en el aspecto o conducta del animal, el seguimiento por imagen del volumen tumoral y del
implante de metéstasis sera evaluado en la supervisiéon de los ensayos, deteniéndose en el

momento que comprometan éticamente los modelos.

NOTA: quan un animal obté una puntuacié de 3 en més de un parametre, tots els 3 passen a
4

Mesures correctores segons puntuacio:

De 0-4 Normal

De 5-8 Supervisar acuradament (analgesics?)
De 9-12 Patiment intens. Analgésics (eutanasia?)
De 13-16 Eutanasia (suprimir el procediment?)
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ANEXO 2

Hoja de Consentimiento Informado para el
almacenamiento y utilizacion del material sobrante de
biopsias de proceso asistencial para Investigacion
Biomédica

Después de haber completado el proceso diagnéstico asistencial de las biopsias, las
muestras sobrantes son Utiles para Investigacion Biomédica, sin que este hecho le cause
molestias adicionales. De acuerdo con la normas bioéticas y la legislacién vigente (Ley
14/2007 de Investigacion biomédica y Ley Organica 15/1999 de Proteccién de datos
personales), solicitamos su consentimiento para almacenar y disponer del material
biolégico tisular sobrante de la intervencién quirGrgica que como parte del proceso

asistencial le van a realizar en el Hospital Vall d’Hebron.

Las investigaciones iran dirigidas al estudio de las bases moleculares de las enfermedades
oncolégicas y hematoldgicas con la finalidad de contribuir a la mejora de su conocimiento,

diagnéstico, prevencion y /o tratamiento de estas enfermedades.

Este material bioldgico tisular sobrante pasara a formar parte del Banco de Tumores (BT)
del Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Vall d’'Hebron. Este banco esta autorizado
por el Departament de Salut de la Generalitat y almacena colecciones organizadas de
muestras tisulares en las condiciones y garantias de calidad y seguridad, de acuerdo con la
legislacion vigente. La investigacion biomédica se realizara en las instalaciones debidamente
acondicionadas bajo supervision cientifica de nuestro Hospital Vall d’'Hebron e Institut de
Recerca Vall d’'Hebron, asi como aquellas otras instituciones colaboradoras o que lo soliciten
oficialmente al BT. Cualquier estudio de investigacioén para el que se solicite la utilizacion de
estas muestras debera disponer de la aprobacién del Comité de Etica (CEIl) del Hospital
Vall d’Hebron. Este Comité vela para que los investigadores desarrollen sus estudios
siguiendo siempre las mas estrictas normas éticas y legales. La identificacion de las
muestras biolégicas en el BT sera codificada. Los datos personales que se recojan seran
siempre confidenciales y procesados de acuerdo con la Ley 15/1999 de Proteccion de Datos
de Caracter Personal. La cesién de muestras tisulares excedentes que usted realiza al
Biobanco del Hospital Vall d’Hebron es gratuita y altruista, por ello no obtendra retribucion
econdmica alguna ni tendra derechos sobre posibles beneficios comerciales resultado de las

investigaciones.
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En el caso de que usted lo solicite , se le podra facilitar informacién acerca de los estudios
de investigacion en los que hayan utilizado sus muestras. Si se obtuviera informacion
relevante que pudiera afectar a su salud o a la de su familia el Comité de Etica e
Investigacion del Hospital Vall d’Hebron habilitara los medios para contactar con usted y
ofrecerle la posibilidad de conocer dicha informacion y transmitirla a sus familiares . En caso
contrario se le respetara el derecho a que no se le comuniquen los resultados de la
investigacion en los que hayan sido utilizadas sus muestras.Usted podra por tanto ejercer el
derecho de acceso a sus muestras, rectificacion y cancelacion asi como el de obtener
informacién de los resultados de los estudios genéticos con sus muestras, con las posibles

implicaciones legales que de este conocimiento se deriven.

Usted podra obtener informacién sobre el uso de sus muestras, asi como de revocar este
consentimiento en cualquier momento y sin necesidad de expresar motivo alguno,
incluyendo la posibilidad de destruir o anonimizar sus muestras, contactando con el
responsable del Banco de Tumores ( Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital vall
d’Hebron :Tf. 932746809 ).

Si ha comprendido la informacién que se le ha proporcionado, ha resuelto cualquier duda
que pudiese tener y otorga su consentimiento para guardar muestras sobrantes en el BT en
los términos antes explicados, por favor firme a continuacién este consentimiento

informado en sentido afirmativo:

El que suscribe, una vez leida y comprendida la informacién adjunta, en relacion con el
consentimiento informado para la utilizacién del material biolégico sobrante para
investigacion biomédica, y tras haberlo comentado con el profesional sanitario responsable,
autoriza al Hospital Vall d’Hebron y al Banco de Tumores a almacenar y utilizar
cientificamente el material biolégico sobrante de las biopsias que se le han realizado, con la
finalidad de llevar a cabo los proyectos de investigacién biomédica definidos en este
documento, siempre que éstos cuenten con la aprobacién preceptiva del Comité de Etica de
la Investigacion del Hospital Vall d’Hebron.
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Autorizo el almacenamiento del material biolégico sobrante para investigacion

biomédica SINO
Autorizo recibir la informacion relevante derivada de la investigacion SI NO
Autorizo a ser contactado en el caso de necesitar mas informacion SINO
Barcelona, a............ o [ T de 20..........

Firma del paciente: Firma del profesional autorizado:
SIS e S S - VT
DNINUM: oo DNINOM:ieeeeeeeeeeee,

Muchas gracias por su colaboracion.
Hospital Universitario Vall d’Hebron e Institut de Recerca Vall d’'Hebron de Barcelona.
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Abstract We describe the generation of two orthotopic
murine models for endometrial cancer (EC).The first model
is generated from endometrial Hec-1A cancer cells trans-
fected with luciferase and injected directly into the uterus
of female mice. This model allows a follow-up with bio-
luminescence imaging (BLI) along the experiment and
generates abdominal dissemination and lymphatic and
hematogenous metastases in high percentages, also detec-
tables with BLI. The dissemination pattern of this model
imitates the advanced stages of EC in patients, and its
molecular profile corresponds to aggressive type 2 EC (p53
positive, hormone receptors negative, high percentage of
Ki67 positive cells). The second model is derived from
endometrioid human tissue collected from surgical pieces.
By injecting this tissue inside the uterine cavity of a mouse
we obtain orthotopic growth with pelvic dissemination and
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lymph node metastasis. The molecular pattern observed in
human type 1 endometrioid EC (p53 negative, low Ki67
index, presence of hormone receptors) is conserved after
the murine growth in orthotopic tumor and metastases. This
model supposes a singular pre-clinical tool to study ther-
apeutic agents, though it mimics clinical and molecular
behavior of endometrioid EC, which is the most common
histology in the patient.

Keywords Endometrial cancer - Animal model -
Orthotopic model - Bioluminescence - Murine model

Abbreviations

EC Endometrial cancer

BLI Bioluminescence imaging

HeclA Human endometrial carcinoma 1A

Fluc Firefly luciferase
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ip Intraperitoneal

ROI Region of interest
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ph/s Photons/second

H&E Hematoxylin and eosin
IHC Immunohistochemical
ER Estrogen receptor

PR Progesterone receptor
MSH6 MutS homolog 6 gene
MSH2 MutS homolog 2 gene
MLH1 MutL. homolog 1 gene
SEM Standard errors of the mean
3D Three-dimensional
Introduction

The crude incidence of endometrial carcinoma (EC) in the
European Union is 16 cases/100,000 women per year (age
range 13-24). The mortality rate is 4-5 cases/100,000
women per year [l1]. Age-standardized incidence rates
continue to rise in most developed countries. Therefore,
interest has been expressed in seeking new therapeutic
agents, which either alone or in combination would allow
improvement in the progression to disease free and overall
survival of women with this disease [2, 3]. Type 1 EC
represents a majority of the sporadic cases of EC,
accounting for 70-80% of all new cases. These cancers are
typically of endometrioid histology, and they are primarily
associated with unopposed estrogen exposure. Type 1
endometrioid lesions arise in a background of hyperplasia
and commonly express estrogen and progesterone recep-
tors. Clinically, type 1 EC most often includes low-grade
tumors with a favorable prognosis. In contrast, type 2 EC is
less common, accounting for 10-20% of EC cases. These
are often of a non-endometrioid, high-grade histology,
usually papillary serous or clear cell. Type 2 EC is unre-
lated to estrogen exposure and typically arises in a back-
ground of atrophic endometrium. These cases are marked
by a more aggressive clinical course with early spreading
and poor prognoses [4]. Aside from their morphological
and clinical features, type 1 and type 2 ECs are further
distinguished by molecular alterations. Endometrioid and
non-endometrioid ECs are associated with mutations of
independent sets of genes [5, 6]. Endometrioid EC involves
mutations in PTEN, K-ras, and f-catenin, as well as defects
in DNA mismatch repair. Non-endometrioid EC frequently
shows aneuploidy and p53 mutations [7, 8].
Notwithstanding the good prognosis of EC, myometrial
infiltration and, particularly, distant metastases are its most
devastating aspects. Approximately 25% of the patients
who have undergone surgical staging are found to have
extra-uterine disease [9]. EC spreads primarily to the pelvic
and para-aortic lymph nodes, as well as to the adnexa and
pelvic viscera. Distant metastases via the hematogenous
route have a low incidence. Even so, pulmonary metastases
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have been reported to be one of the most common types of
distant metastasis stemming from EC, and its incidence
ranges from 2.3 to 4.6% [10, 11]. In EC, the precise
molecular events that occur during the development, pro-
gression, invasion and metastasis generation are unchar-
acterized. To better understand the EC molecular
mechanisms and to improve clinical treatment, the use of
clinically relevant mouse models, which fulfill tumor pro-
gression, invasion and metastases, is an essential require-
ment. Our group has been working on the development of
subcutaneous and orthotopic murine models in EC [12],
and the main limitation we have encountered has been the
difficulty in performing an in vivo follow-up on the mod-
els. Therefore, we have focused on the implementation of
new tools, in order to resolve this handicap, especially
through the use of bioluminescence imaging (BLI), a new
technique that monitors and quantifies tumor growth, pro-
gression and metastases development, as well as response
to therapy in a non-invasive manner [13, 14].

The objective of the present study is to present our
results in the generation of two new orthotopic mouse
models for EC, which are reproducible and imitate the
infiltrative process and metastatic behavior of EC. By their
development, we are able to provide an advanced tool for
future studies dealing with tumoral physiopathology and
the development of anti-cancer therapies.

Materials and methods
Cell line constructs and stable cell line generation

Human endometrial carcinoma 1A (HeclA) cell line was
cultured as described in Doll et al. [12]. Plasmid construction
consisted of the full-length luciferase gene (firefly luciferase
cDNA), which was inserted at the HindIIl/Xbal position of
the pcDNA3.1 vector (Invitrogen, Carlsbad, CA). The cor-
rect orientation and the reading frame were confirmed by
sequencing. Then, HeclA cells were transfected with the
newly constructed plasmid pcDNA3.1-firefly luciferase
(Fluc) using LipofectamineTM 2000 (Invitrogen). HeclA-
Fluc stably expressing cells were selected with 350 pg/ml
hygromycin B (Invitrogen). To validate the bioluminescent
light production of the clones, we tested them by in vitro BLI
assay using IVIS® Spectrum (Caliper Life Sciences, MA).

Cell proliferation assay

Cell proliferation assays were performed using the CellT-
iter 96® AQueous One Solution (MTS) (Promega, Biotech
Ibérica, Madrid, Spain), which is a colorimetric method for
determining the number of viable cells in proliferation.
5 x 10% cells (for the non transfected Hec-1A cell line and
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clones 4, 5, 8 and 9 of the transfected Hec-1A-Fluc cells)
were plated in triplicate on p96 plates in complete medium
(10% FBS) and incubated 48 h. Measurements were made
according to the manufacturer’s protocol.

Transwell invasion assay

Cell invasion assays were performed using the Cyto-
SelectTM 24-Well Cell Invasion Assay kit, Fluorimetric
Format (CBA-101-C; Cell Biolabs, Inc, San Diego, CA,
USA). 0.5 x 10° cells (for the non transfected Hec-1A cell
line and clones 4, 5, 8 and 9 of the transfected Hec-1A-Fluc
cells) were plated without serum media in triplicate and
were allowed to invade towards supplemented media dur-
ing 48 h. Cells were quantified according to the manufac-
turer’s protocol.

Endometrial tumor samples

Two tumor samples were obtained from surgical pieces
collected from EC staging surgeries performed in the
Gynecologic Oncology Unit of the Hospital Vall d’Hebron.
Patients gave their informed consent before the surgical
procedures. The fresh uterine tissue was evaluated by a
pathologist, who indicated the best zone from which to
extract a viable tumoral piece. The two selected endome-
trial tumor samples corresponded to endometrioid EC with
histologic grade 2, in surgical stage IA for patient A and II
for patient B by 2009 International Federation of Gyne-
cology and Obstetrics classification (FIGO).

Animals

Six-week old female athymic nude mice (Charles River
Laboratories, Inc., Wilmington, MA) were used in this
model. The animals were housed in individually ventilated
cage units and were maintained under pathogen-free con-
ditions. Food and water were provided ad libitum. Specific
pathogen-free conditions were respected during the surgery
and the follow-up for the animals. The animals were sac-
rificed for necropsy by cervical dislocation after sedation.
All the procedures regarding experimentation and animal
care were performed according to the guidelines of the
Spanish Council for Animal Care and the protocols of the
Ethics Committee for Animal Experimentation of our
Institution.

Orthotopic EC models
We generated two different orthotopic EC models by using

the two types of samples described above (the HeclA-Fluc
cell line and the human endometrioid cancer tissue) and by

testing two inoculation techniques (transmyometrial and
transvaginal). Mice were anesthetized with 2% isofluorane
(ABBOT Laboratories, Madrid, Spain), and the lower
abdomen was swabbed with 70% alcohol. A longitudinal
incision (medial laparotomy) was performed and the mur-
ine uterus was exposed. EC cells or tissue were indistinctly
inoculated into the uterine body and the uterine horns.
Since implantation inside the endometrial cavity was the
main objective in the generation of this model, both
transvaginal and transmyometrial inoculation techniques
were studied.

Orthotopic endometrial tumor model derived from cell
line

For transmyometrial inoculation, 1 x 10° of HeclA-Fluc
cells resuspended in 50 pl of Matrigel (BD Matn'gelTM
Basement Membrane Matrix, BD Biosciences, San Jose,
CA) were injected directly into the endometrial cavity
through the myometrium. A 27G insulin syringe (Myjec-
tor® 1 ml, Terumo, Somerset, NJ) was used for the injec-
tion. The strain on the endometrial cavity and the expulsion
of a small quantity of fluid through the vagina ensured the
correct localization of the injection.

For transvaginal inoculation, 1 X 10° of HeclA-Fluc
cells in 50 pl of Matrigel were introduced transvaginally
by means of an Abbocath®24G (ABBOCATH®-T, Veni-
systemsm, Hospira Inc, Lake Forest, IL). Laparotomy and
exposure of the uterus were performed, in order to control
the intrauterine localization of the tip of the catheter. The
strain on the endometrial cavity ensured the intrauterine
inoculation of the cell suspension.

Orthotopic endometrial tumor model derived
from human tissue samples

A tissue sample of 1 mm® was collected from the surgical
piece and immediately implanted into the sub-scapular
region of a previously anesthetized mouse, in order to
generate a subcutaneous model to check the viability of the
tissue and to amplify the tumoral volume. To achieve our
orthotopic models, we needed a tumor volume of about
1-1.5 cm® per mouse. This tumoral piece was mechani-
cally crumbled and injected transvaginally or transmy-
ometrially following the previously described procedure.
Since the implants in this model were not completely
liquid, the needles employed to inoculate the mice had to
be thicker. A 23G syringe (BD Microlance " 3, 23G x 1”-
Nr. 16) was used to generate the transmyometrial model,
and an intravenous Catheter 18G Biovalve (Vycon, Ref.
106.12, 1.2 mm diameter, Ecouen, France) was used to
generate the transvaginal one.

@ Springer



Clin Exp Metastasis

BLI of the cell line derived model
In vivo BLI

p-Luciferin substrate (Promega Biotech Ibérica, Madrid,
Spain) at 150 mg/kg was injected intraperitoneally (i.p.)
two minutes before animal sedation. Mice were placed
inside the imaging chamber, and images were taken
every 2 min, up to 20 min, to determine the p-luciferin
kinetics of our model, which would define the suitable
time it would take to get the images and compare the
results over time. We imaged our model at an 8-13 min
range after p-luciferin injection. Image acquisition con-
ditions were modified during the experiment as needed.
The first control of the HeclA-Fluc orthotopic model
was carried out 2-5 days after the surgical implantation
of the transfected cells. This was done to ensure that
there had been no spillage of tumoral cells during the
intrauterine injection, which may have caused abdominal
implants not to have adequate orthotopic infiltration, and
also to check for the presence of pelvic signals. Subse-
quently, imaging was performed weekly up to six weeks
to evaluate the orthotopic tumor growth and metastatic
dissemination. The brightest abdominal signals were
shielded, in order to detect and quantify weaker signals
in the thoracic region. The light emitted from the bio-
luminescent cells was detected in vivo by the IVIS®
Spectrum, digitalized and electronically displayed as a
pseudo color overlay onto a gray scale animal image.
Regions of interest (ROIs) from displayed images were
drawn automatically around the primary tumor and
metastatic bioluminescent signals and quantified as cali-
brated units photons/second (ph/s). The auto ROIs
were draw along time using the same ROI parameters
(threshold = 20%, lower limit = 1.0 and minimum
size = 20).

Ex vivo BLI

At day 47, 10 min before necropsy, all of the mice were i.p.
injected with a p-luciferin substrate. During necropsy, a
macroscopic evaluation was performed. Organs were
obtained in the following order: brain, axillary lymph
nodes, lungs, mediastenial and inguinal lymph nodes,
peritoneum, uterus-adnexa and pelvic fat, para-aortic and
mesenteric lymph nodes, pancreas, spleen, kidneys, liver,
and diaphragm. Each organ was collected and immersed in
a p-Luciferin 300 pg/ml PBS and maintained in cold
conditions until ex vivo BLI was performed using the
IVIS® Spectrum. Immediately after, the tissues were
cleaned with PBS (1x) and introduced into a 3.7-4%
formaldehyde solution, in order to fix them and perform the
histological analysis.
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Histological examination

All tissues were formalin-fixed and processed for routine
histological examination. Hematoxylin—Eosin (H&E)
staining was performed on 24 h formalin-fixed paraffin-
embedded 4 um sections using routine histological proce-
dures. Histological examination was carried out by an
experienced pathologist.

Immunohistochemical (IHC) analysis

Formalin-embedded sections from primary and metastatic
tumor tissue were mounted on glass slides, fixed in acetone
and air-dried. The following antibodies were used for tissue
staining: Estrogen Receptor (1D5, Dako, Glostrup, Den-
mark) 1:50; Progesterone Receptor (Pgr636, Dako), 1:200;
Ki-67 (MIB-1, Dako), 1:100; E-cadherin (NCH-38, Dako),
1:50; p-catenin (f-Catenin-1, Dako), 1:100; p53 (DO7,
NovoCastra Lab., NewCastle,UK), 1:50; MSH6 (MSHG6
44, BD Transduction, Franklin Lakes, NJ), 1:40; MSH2
(G219-1129, BD Transduction), 1:400; MLH1 (G168-15,
BD Transduction) 1:40. Staining was performed as
described in the customer instruction manual. All stainings
were semi-automated and performed on an Autostainer
Link 48 (Dako) using the flex Dako detection system, as
recommended by the manufacturer. The deparaffinized
tissue sections were treated with heat prior to the ITHC
staining procedure for epitope retrieval, using a PTLink
Dako System by immersion of tissue sections in citrate
buffer pH 6.0 (ER, Ki67, f-catenin) or pH 9.0 (the other
antibodies) in an autoclave at 95°C for 20 min. THC
analysis was performed by an experienced pathologist. The
percentage of tumor cells expressing each molecular mar-
ker was assessed.

Statistical analyses

The mean BLI intensity, mean tumor volume, and corre-
sponding standard errors of the mean (SEM) were deter-
mined for each experiment. Nonlinear regression plots
were used to describe the relationship between BLI inten-
sity and time after cell injection; R values were reported to
assess the quality of the nonlinear regression model. All of
the analyses and graphs were completed using GraphPad
Prism 5 software.

Results
In vitro analysis of the Hec-1A-Fluc clones

To obtain Hec-1A light-producing cells for the generation of
the orthotopic Hec-1A EC mouse model, stable transfection
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of the full-length luciferase gene (Fluc) into the Hec-1A cells
was performed. Stable transfected Hec-1A-Fluc cells were
established, and single clones were isolated and maintained
in cell culture. Prior to the selection of the final clone, the
morphology of the different clones were checked, however,
we did not observe any difference. Moreover, to examine the
behavior between the different Hec-1A-Fluc clones in vitro
experiments of proliferation and invasion were performed.
The results showed that both morphology and behavior of the
different single clones and the non transfected cell line were
similar (Supplementary Fig. S1). Hence, we believe that
independent clones might perform in a similar manner when
used in in vivo experiments. The production of light for each
clone was assessed by in vitro BLI assay using IVIS®
Spectrum (Caliper Life Sciences). The efficiency of light
emission for each clone was linear, being proportional to the
number of cells plated. Finally, the Hec1A-Fluc clone five
with the highest light emission was selected for the in vivo
experiments.

Efficiency of inoculation techniques in the generation
of murine models

Two different approaches to inoculate HeclA-Fluc EC
cells into mouse uteri were compared, transvaginal and
transmyometrial (n = 8 per group). In the transmyometrial
group, six mice (75%) developed orthotopic tumors and all
of them presented metastatic spread in the pelvic cavity, as
well as lymph node metastasis. Hematogenous metastases
in the lung were observed in four mice. In the transvaginal
group, only one mouse (12.5%) developed an orthotopic
tumor and pelvic and lymph node metastases (Table 1).
From these results we concluded that the transmyometrial
inoculation procedure is more efficient than the transvagi-
nal method in generating orthotopic endometrial tumors
and metastases.

Table 1 Comparative results of transmyometrial and transvaginal
inoculation techniques in HeclA cell line derived model

Inoculation tecnique

Transmyometrial ~ Transvaginal

Mice used, n 8 8
Mice with endometrial tumor, n 6 1
Tumor incidence, % 75% 13%

Metastasis incidence, %

6/6 (100%)
6/6 (100%)
5/6 (83%)
4/6 (66%)

1/1 (100%)
1/1 (100%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)

Pelvic implants

Lymph node metastasis
Abdominal implants
Lung metastasis

Orthotopic cancer development and metastasis
generation in Hecl A-Fluc murine models

Seventeen nude mice were inoculated with HeclA-Fluc
cells using the transmyometrial technique. In the first in
vivo BLI performed at day 5, 16 of the mice presented
orthotopic pelvic signals, and no abdominal cell spread was
observed. During the follow-up, two mice were discarded:
one because it had not developed any orthotopic signals
19 days after inoculation, and the other because of renal
failure at day 18. In the necropsy and histological study of
this last mouse, we observed that it presented an endo-
metrial tumor, though no metastasis was detected.

Thus, 15 mice were successfully monitored during the
whole experiment. In vivo BLI images of orthotopic tumor
growth and metastatic lesions of a representative mouse
over time are shown in Fig. la. BLI signals were quantified
over time (Fig. 1b). An exponential increase of orthotopic
BLI signals that correspond to endometrial tumor growth
and pelvic metastases was observed over time. At the end
of the experiment (day 47), mice were euthanized and ex
vivo BLI analysis was performed. The organs were sub-
sequently fixed and H&E stained (Fig. 2).

Sixteen of the 17 mice (94%) generated endometrial
tumors. 87% of the mice presented pelvic implants in the
pelvic peritoneum, bladder or prevesical fat. Lymphatic
dissemination was observed in 93.3% of the animals. Para-
aortic lumbar lymph nodes were affected in 100% of these
mice, which means that this was the first nodal station for
the uterine tumors in these mice. Other affected lymph
nodes were: para-aortic renal (86%), mediastenial (36%),
mesenteric (29%), inguinal (14%) and axillary (7%).
Abdominal implants were detected in 80% of the mice
affecting the pancreas, liver, spleen, kidneys, diaphragm
and abdominal peritoneum. Hematogenous metastases in
the lungs were detected in 73% of the animals, but no intra-
hepatic metastases were observed in our series. Table 2
summarizes the orthotopic endometrial primary tumors and
the metastases generated.

Orthotopic cancer development and loco-regional
dissemination in endometrioid murine models

We inoculated 10 mice transmyometrially with two human
endometrioid tumoral samples (five animals per sample),
which had been previously grown subcutaneously. As the
follow-up was performed by abdominal palpation and
weight control, mice were sacrificed when they presented
pelvic masses or ascites. The mean time before necropsy
was 62.7 days (range 58-66). Organs were fixed and H&E
stained. Nine mice (90%) developed endometrial tumors,
which maintained a histological pattern similar to the
original endometrioid endometrial tumor. Myometrial
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Fig. 1 In vivo BLI of the A Ds
orthotopic HeclA murine
model. HeclA-Fluc cells were
directly injected into the
endometrial cavity. Images
were taken once a week for 7
weeks. a Selected ventral and
dorsal view images from one
representative mouse are shown.
To check for metastases
development into the upper part
of the mouse, animals were
imaged with the primary tumor
shielded. Images from each
corresponding view were set at
the same pseudocolor scale to
show relative BLI changes over
time. b Primary tumors and
locoregional metastasis growth
rate from the ventral abdominal
region was quantified weekly by
means of BLI intensity (ph/s). A
region of interest (ROI) for each
animal (n = 15) was defined at
every time point, and mean
values & SEM are displayed
over time. The dotted line
indicates the non-linear
regression fits of the exponential
metastatic growth
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infiltration was observed in all of these mice, and infiltra-
tion developed from the inside to the outside of the uterus,
as happens in patients. 77% of the mice presented dis-
semination in the pelvic cavity, and 66% also had
abdominal implants. Lymph node metastases were
observed in one mouse. No hematogenous metastasis was
found in this series. All of the mice that presented extra-
uterine dissemination also developed hemorrhagic ascites
(Table 3).
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IHC analysis shows two different molecular patterns
resembling the molecular characteristics of type 1
and type 2 EC

Globally, p53, ER, PR, Ki67, MSH6, MSH2 and MLHI1
showed nuclear expression. E-cadherin was expressed in the
membrane and f-catenin in membrane and weakly in cyto-
plasm. The intensity of the staining was homogeneous in all
tumor cells of each sample. The Hecl A tumor molecular
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Fig. 2 Ex vivo Local Primary Turmor
bioluminescence images, H&E
staining and necropsy images of Endometrial Tumor

the orthotopic Hecl A
endometrial tumor-bearing
mice, showed: Endometrial
tumor. H&E staining confirmed
the endometrial generation of
the tumor and the infiltration of
myometrium from inside to
outside the uterus, as happens in
patients, pelvic and abdominal
spread, para-aortic lymph node Transcoelomic Dissemination
dissemination, and

hematogenous metastasis,
showing macroscopic lung Pelvic Dissermination

metastasis
Pelvic Fat

Abdominal Dissemination

Pancreas Diaphragm

Lymiphatic Dissemination

Aortic LN
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Table 2 Results of transmyometrial generation of orthotopic murine
model derived from HeclA-Fluc cell line

Mice used, n 17
Mice with endometrial tumor, n 16
Tumor incidence, % 94%
Mice finally analysed®, n 15

Metastasis incidence, %
Pelvic implants 13/15 (87%)

Lymph node metastasis 14/15 (93%)

Para-aortic lumbar nodes 14 (100%)
Para-aortic renal nodes 12 (86%)
Mediastenial nodes 5 (36%)
Mesenteric nodes 4 (29%)
Inguinal nodes 2 (14%)
Axillary nodes 1 (7%)
Abdominal implants 12/15 (80%)
Pancreas 12 (100%)
Liver 11 (92%)
Spleen 11 (92%)
Kidneys 11(92%)
Diaphragm 11 (92%)
Peritoneum 10 (83%)

Lung metastasis 11/15 (73%)

* One mouse was killed at day 18 because of acute renal failure and
anasarca

Table 3 Results of transmyometrial generation of orthotopic murine
model derived from endometrioid tissue samples

Mice used, n 10
Mice with endometrial tumor, n 9
Tumor incidence, % 90%

Metastasis incidence, %

Pelvic implants 719 (78%)
Lymph node metastasis 1/9 (11%)
Abdominal implants 6/9 (67%)
Lung metastasis 0/9 (0%)

profile was representative of an undifferentiated and more
aggressive endometrial tumor (p53 positive, hormone
receptors negative, high percentage of Ki67 positive cells),
similar to type 2 EC. The endometrioid molecular profile was
representative of a more differentiated tumor (p53 negative,
low Ki67 index, presence of hormone receptors). Hormone
receptors varied depending on the original samples. In the
sample from patient A, both estrogen and progesterone
receptors were expressed, while only progesterone receptors
were observed in the sample from patient B. This fact
demonstrates a correlation in molecular behavior between
the original human tissue sample and the tissue after growth
in a mouse. The molecular pattern was also similar in the
primary and metastatic tumors (Table 4; Fig. 3).
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Discussion

Experimental models based on human EC cells have been
widely described [15-18], mainly using subcutaneous xe-
nografts. Although there is evidence that these models can
predict clinical efficacy, they still have significant limita-
tions, the most important of which is the different micro-
environment of the tumoral implant from its original
location. These limitations can lead to a low tumor blood
supply that can produce central necrosis, an absence of
tumoral infiltration and encapsulation, and more impor-
tantly, a lack of metastatic behavior [12]. Nonetheless, such
models have helped us to understand the biology of tumors
and have lead to some therapeutic approaches to human
cancer. However, their handicaps have revealed to us the
importance of developing a viable animal model that
mimics the clinical behavior of cancer. Orthotopic injec-
tions of human cancer cells have been tested in different
cancers, such as colon, lung, pancreas, bladder, stomach,
and breast, among others [19-21]. These models have
permitted the study of the metastatic process, although one
of their most important disadvantages is the in vivo follow-
up. The development of different strategies has been
introduced, in order to monitor orthotopic tumor growth
and detect the appearance of metastasis. In this respect,
BLI represents a useful tool to resolve this handicap,
effectively monitoring disease progression as it happens.

Our study generates and characterizes two new ortho-
topic models for EC, which closely reflect the clinical
behavior of this illness in patients. Using Hec1A-Fluc cells,
intrauterine implantation mimics the process of EC
development, myometrial infiltration and metastasis gen-
eration. The use of the intrauterine injection technique
represents an advantage over our previously characterized
mouse model [12], because the implant follows the natural
infiltrative process from inside to outside the uterus.
Moreover, in vivo BLI has enabled the direct observation
of cancer cells spreading from their site of origin and
arriving at secondary sites, longitudinally in time. In vivo
BLI also offers early reads on disease progression and a
rapid, sensitive and less invasive way to monitor tumoral
growth and metastases. 80% of our mice developed
advanced disease with lymphatic, intra-abdominal and/or
hematogenous metastasis, which would represent stage IV
in the FIGO classification for EC [22]. Our results showed
a strong correlation between orthotopic tumor development
and the appearance of metastasis, as 14 of the 15 mice
presented metastasis. The molecular pattern of this model
corresponds to a more aggressive and undifferentiated
tumor similar to type 2 EC.

Previously, Kamat et al. [23] described an orthotopic EC
model derived from Ishikawa and HeclA cell lines trans-
fected with luciferase. In vivo BLI was performed only
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Table 4 Percentage of positive cells in the inmunohistochemical analysis of primary and metastasic samples in Hec1 A and human endometrioid

derived murine models

pS3 ER PR f-catenin Ki67 E-cadherin MSH2  MLHI MSH6
HEC-1A
Primary Tumor (uterus) 100% 0 0 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Metastasis (lung) 100% 0 0 100% 100% 50% 100% 100% 100%
Metastasis (para-aortic lymphnode, PAN) 100% 0 0 80% 90% 50% 100% 100% 100%
Endometrioid adenocarcinoma
Pateint A
Primary Tumor (uterus) 0 40% 40% 100% 50% 100% 0 0 5%
Metastasis (peritoneal implant) 0 40% 40% 80% 50% 100% 0 0 5%
Pateint B
Primary Tumor (uterus) 0 0 50% 100% 2% 0 0 0 80%
Metastasis (peritoneal implant) 0 0 60% 80% 2% 0 0 0 80%

twice during the experiment, mainly to ensure correct cell
injection. Both models produced metastatic implants to the
peritoneum, bowel mesentery, lymph nodes, kidney, and
liver. In our study, we fully describe and better characterize
the orthotopic EC model by using a lower number of cells
(1 x 10% instead of 4 x 10°) over a similar period of time.
This fact produced less explosive tumoral growth and more
progressive metastatic appearance, making this model
more useful for therapeutic schemes, since there was a
well-defined time between the cell implantation and the
appearance of metastasis. By performing BLI weekly
throughout the course of the experiment, we were able to
follow all disease progression, including the orthotopic
tumor growth and the metastatic dissemination to distant
organs.

A similar orthotopic model derived from injection of
Hec-1A, Ishikawa or SPEC-2 cells into the murine uterine
horn was published by Lee et al. [24]. A higher quantity of
cells resuspended in Hank’s Balanced Salt Solution
(HBSS; Invitrogen) instead of Matrigel was used. Given
that the main goal of their publication was to perform a
therapeutic trial they do not describe the tumor and
metastasis incidence. Luciferase for BLI follow-up is not
used, and they do not molecularly characterize the tumor or
the implants to determine their molecular profile.

A more recent model has been described by Takahashi
et al. [25] in a study in which a highly metastatic model
was needed. To generate a peritoneal dissemination endo-
metrial model HeclA tumor cells were intraperitoneally
injected into nude mice. To develop a lymph node metas-
tasis model tumor cells were injected into the uterine cavity
of laparotomized mice, and to develop a lung metastasis
model cells were injected into the tail vein of nude mice. In
contrast, in the model that we describe the process of
metastatic development derives from the myometrial
infiltration and lymph-vascular invasion of the orthotopic

implant, as happens in the patient. Therefore, we can study
the different molecules implicated in infiltration and
lymph-vascular invasion, which are essential steps in
metastatic development.

Our model is easy to generate, rapid in orthotopic
development and metastasis generation, and it is easily
monitored by BLI technology, while also being clinically
representative of advanced disease. This means that it
represents an advance in future, preclinical studies of EC,
since it shows all of the phases of the disease: cancer
generation inside the uterine cavity, myometrial infiltration
and lymph-vascular invasion, peritoneal dissemination, and
lymphatic and hematogenous metastasis.

Moreover, we have developed a second orthotopic EC
model using human tumoral tissue, in order to keep the
molecular phenotype and 3D structure. This type of model
has never been described before in the literature. Orthotop-
ically implanted, human endometrioid tissue produces
myometrial infiltration, lymph-vascular invasion and dis-
semination in pelvic cavity. It maintains the molecular and
histological characteristics of the original samples, repro-
ducing glandular patterns and expressing hormone receptors.
This model could be complementary to the HeclA cell line
model for testing new anti-cancerous drugs, since it presents
endometrioid EC histology and immunophenotype.

In conclusion, we have generated and characterized two
different orthotopic EC murine models that could be useful
tools in preclinical studies. The HeclA cell line derived
model represents advanced disease and can be used to test
the efficacy of anti-metastatic drugs. The human tissue
derived model maintains the histological endometrioid
pattern of the original tumor and represents local and
locally-advanced disease. It can be used to specifically test
drugs against endometrioid EC. Finally, both models could
be useful for studying how the process of metastatic
appearance is influenced by gene expression.
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Fig. 3 Immunohistochemical characterization of the orthotopic
mouse models. a Images of the Hec-1A cell line derived model
showed positivity to p53, Ki67 with high expression and negativity to
progesterone and estrogen receptors as type 2, non-endometrioid EC.
b Immunohistochemical images of the tissue derived model, showed
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