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Gray (Gy)

Es diu que un tractament és concomitant quan s’aplica
simultaniament al tractament considerat principal. En el
camp de la radioterapia es refereix al tractament

oncologic administrat durant el tractament amb radiacio.

Es diu que un tractament és adjuvant quan acompanya,
posteriorment, a un tractament previ considerat principal.
En el camp de la radioterapia es refereix al tractament
oncologic addicional administrat després del tractament

amb radiacio.

La resolucié completa i permanent de la malaltia a nivell

de la seva localitzacid inicial i dels seus ganglis limfatics.

Temps transcorregut fins la mort per qualsevol causa o

fins I’dltim control en el cas dels pacients vius.

Temps transcorregut fins que es produeixi una recurréncia
de la malaltia en qualsevol localitzacio, o fins la mort

relacionada amb el tractament de la malaltia.

Unitat de dosi que mesura I’energia absorbida per la
matéria. Un gray (Gy) és equivalent a I'absorcié d’un joule

d’energia per Kilo de matéria irradiada (J/Kg).






Introduccio






1. EL CANCER

El cos huma esta constituit per diferents tipus cel-lulars, que es reprodueixen per
divisié cel-lular i s’organitzen en teixits. En condicions normals, les cel-lules mantenen un fi
equilibri entre els senyals de proliferacid i de contencid, de manera que la proliferacid cel-lular
es dona quan és necessaria i s’atura quan ja no es requereix. En les cel-lules tumorals aquest
equilibri es veu alterat, es produeix un creixement cel-lular descontrolat i es déna una pérdua

de diferenciacid.

La recerca del cancer en el darrer quart de segle I'ha mostrat com una malaltia que
comporta canvis successius en el genoma huma. Actualment, sén moltes les evidéncies que
assenyalen el procés tumoral com un procés amb multiples etapes, on cadascuna reflecteix les
alteracions genetiques que condueixen la transformacié progressiva de les cel-lules normals a
malignes. Tot aquest conjunt d’etapes és necessari per trencar els diferents sistemes de
proteccio que regulen la proliferacié i I’'homeostasi cel-lular, i que implica una gran complexitat

degut als diferents sistemes moleculars que hi ha involucrats.

1.1. Situacié actual

Els diferents tipus de cancer es classifiquen en tres grans categories: els carcinomes,
que son d’origen epitelial; els sarcomes, que tenen el seu origen en el teixit conjuntiu; i les
leucémies, que provenen de les cél-lules hematopoeétiques. EI 90% dels cancers humans sén
carcinomes. Aquest percentatge tant elevat és degut al fet que la major part de la proliferacié
del cos es produeix a nivell dels epitelis i aquests, a més, sén els que estan més sotmesos a

lesions fisiques i quimiques que afavoreixen el cancer.

A més del component genetic, 'ambient és un factor molt important a I'hora de
determinar la probabilitat de patir un determinat tipus de cancer. Durant molts anys s’han
realitzat estudis epidemiologics que han posat de manifest diferents indexs d’incidéncia en
funcié de la situacioé geografica. Per exemple, el cancer de colon, mama i prostata son més
comuns als paisos desenvolupats que no pas als subdesenvolupats, probablement pels habits
alimentaris i per la contaminacidé industrial. En canvi, altres cancers intestinals estan més
arrelats al mén subdesenvolupat probablement pel tipus de coccid dels aliments. Pel que fa al

cancer de pulmod s’observa que la incidéncia és forca semblant arreu del mén degut a la



globalitzacié del consum del tabac. En general, la incidéncia i mortalitat del cancer esta

incrementant, tot i els recents avencos en el seu tractament (Cancer Facts & Figures 2007).

El cancer és un problema important tant de salut publica com socioeconomic arreu del
mon. Una de cada vuit morts al moén es deu al cancer i, mundialment és la segona causa de
mort en els paisos economicament desenvolupats (després de les malalties del cor) i la tercera
en paisos subdesenvolupats (després de les malalties del cor i diarrees). Els casos de cancer
incrementen en els paisos desenvolupats degut a la disminucié de la mortalitat infantil i morts

per infeccions i per I’envelliment de la poblacié (Cancer Facts & Figures 2007).

Cada any es diagnostiquen a Europa 2,9 milions de nous casos de cancer, dels quals 1,7
milions de pacients moren com a causa de la malaltia (Ferlay et al., 2007). Una cinquena part
del numero total de morts per cancer s’atribueix al cancer de pulmé. El cancer colorectal és la
segona major causa de morts per cancer (12,2%), seguit pel cancer de mama (7,8%) i el

d’estomac (6,9%).

El tractament varia en funcid del tipus de cancer i del seu estadiatge. Aquest ve
determinat pel grau d’extensid del tumor primari, que depén de la localitzacié inicial i la
disseminacio regional o a distancia. En 'actualitat I'estadiatge es realitza segons la classificacio
TNM (Tumor-Noduls ganglionars-Metastasi) del Comite conjunt america d’estadiatge del

cancer (AJCC, American Joint Comittee on Cancer Staging) i que es revisa periodicament.

Les principals modalitats de tractament del cancer sén la cirurgia, la radioterapia i la
quimioterapia. En front de neoplasies no disseminades, la cirurgia és el tractament d’eleccid

sempre i quan el creixement locoregional no sigui excessiu. La radioterapia s’administra sola o

en combinacié amb la cirurgia i/o quimioterapia (www.cancer.org). En els ultims anys, s’ha
desenvolupat un interes creixent en el desenvolupament de nous agents terapeutics dirigits
especificament a molecules implicades en el creixement desmesurat de les cél-lules tumorals.
Agquests agents "biologics" poden oferir solucions alternatives en pacients resistents a la
guimioterapia estandard. A més, amb un Unic mecanisme d’accid i perfils de toxicitat que
generalment no es solapen, els nous agents i les terapies estandard es poden combinar per tal

de potenciar I'eficacia global del tractament (Vincent T.De Vita et al., 2005).



1.2. Bases cel-lulars i moleculars del cancer

Es diu que el cancer té un origen monoclonal perqué prové d’'una anomalia que es
produeix, inicialment, en una sola cél-lula. Ara bé, una sola mutacié no provoca la
transformacié maligne sind que s’estima que calen entre 3 i 7 successos independents a
I’atzar, cadascun amb baixa probabilitat, per tal que una cel-lula normal es transformi en
cancerosa. Aquestes mutacions poden apareixer espontaniament, es poden heretar o bé
poden ser promogudes per agents externs com sén virus, radiacions i agents quimics, els quals

a més augmenten la freqiencia natural de les mutacions.

Durant I'dltima década s’han proposat dues hipotesis principals i que soén
complementaries per a respondre a la pregunta de com es ddna el procés de transformacid
maligne: una primera, situada en un context més cel-lular i formulada per Hanahan i Weinberg
(2000); i una segona, en aquest cas en un context més genetic, plantejada per Vogelstein i

Kinzler (2004).
Hanahan i Weinberg (Hanahan and Weinberg, 2000) van suggerir que la majoria dels
cancers sén la manifestacié de 6 alteracions essencials de la fisiologia cel-lular que,

conjuntament, determinen el creixement maligne. Aquestes capacitats adquirides sén:

- Autosuficiéncia en senyals de creixement. Per a que una cél-lula normal passi d’estar

en quiescencia a un estat proliferatiu sén necessaris senyals de creixement. Aquests es
transmeten a l'interior de la cél-lula mitjancant receptors de membrana als quals s’hi
uneixen molécules senyalitzadores (lligands) com factors de creixement, components
de la matriu extracel-lular i molécules d’adhesid. Cap cél-lula normal pot proliferar en
abséncia d’aquests senyals estimuladors. En les cél-lules tumorals es produeix una
autosenyalitzacid mitjangant l'alteracid de factors de creixement extracel-lulars
(adquisicié de I’habilitat de sintetitzar els propis factors de creixement creant un feed-
back positiu o estimulacié autocrina, per exemple TGF-a), I'alteracié de transductors
de membrana (mutacié o sobreexpressié de molts receptors de membrana als que
s’uneixen aquests factors de creixement, per exemple EGFR o HER2/neu), o I'alteracié
dels circuits intracel-lulars que tradueixen els senyals (alteracions estructurals de

proteines de les cascades de senyalitzacié com SOS-Ras-Raf-MAPK).

- Insensibilitat als senyals inhibidors de creixement. En un teixit normal, existeixen

multiples senyals antiproliferatius que mantenen la quiescéncia cel-lular i 'homeostasi



del teixit. Aquests senyals també es transmeten mitjancant receptors de membrana
acoblats a circuits de senyalitzacio intracel-lulars. Els senyals inhibidors de creixement
poden bloquejar la proliferacid per dos mecanismes diferents. En primer lloc, portant
les cel-lules a un estat quiescent (GO) del que poden ressorgir en el moment en que
senyals extracel-lulars ho permetin. En segon lloc, les cel-lules poden ser induides a
entrar en un estat postmitotic, relacionat amb I'adquisicié de trets associats a una
diferenciacid especifica. Els circuits que permeten respondre a les cel-lules normals a
aquests senyals inhibidors estan relacionats majoritariament amb el control del cicle
cel-lular, concretament amb el pas per G1. Les cel-lules tumorals han d’evadir aquests
senyals per poder proliferar. Un exemple serien les alteracions dels gens involucrats en
la via de senyalitzaciéd de la proteina del retinoblastoma (pRb), que impliquen la

insensibilitat a factors inhibidors del creixement.

Evasid de I'apoptosi. L’habilitat de les cel-lules tumorals per expandir-se, o el que és el

mateix, d’un tumor per créixer, depén del balang entre la taxa de proliferacié i la de
pérdua cel-lular. La mort cel-lular programada o apoptosi representa la font principal
d’aquesta pérdua que es déna com a conseqliéncia de danys cel-lulars. La resistencia a
I’apoptosi pot ser adquirida a través de diverses estratégies perd la més comuna és a
través de mutacions al gen p53, un component clau en la deteccié de danys en el DNA

cel-lular que indueix la cascada efectora apoptotica.

Potencial replicatiu il-limitat. Un cop les cél-lules arriben a un nombre determinat de

divisions, aturen el seu creixement per entrar en senescéncia. Els telomers estan
formats per centenars de repeticions de 6 pb (TTAGGG). Durant cada cicle cel-lular es
perden 50-100 pb en la replicacié del DNA telomeéric. Aquest escurcament dels
telomers durant successius cicles de replicacié té un limit i desemboca inevitablement
en la mort cel-lular. Practicament tots els tumors adquireixen la capacitat de mantenir
constant la mida dels seus telomers aconseguint d’aquesta manera [Iestat
d’immortalitzacié. La majoria de tumors ho fan mitjancant la sobreexpressié de la

telomerasa.

Manteniment de I'angiogénesi. La formacié de nous vasos sanguinis es dona tant en

situacions normals com durant el desenvolupament embrionari, cicatritzacio de ferides
o durant el cicle reproductor de la dona. L’oxigen i els nutrients proporcionats per la

vasculatura sén crucials per la funcié cel-lular i la seva supervivencia. Com qualsevol



altre teixit els tumors també necessiten aquest aport, per aix0 solen promoure
I’'angiogenesi alterant la transcripcido de certs gens com per exemple el factor de
creixement vascular endotelial (VEGF), que actua com a senyal iniciador de la formacio

de vasos sanguinis.

- Invasié de teixits i metastasi. Tard o d’hora en la progressié tumoral algunes cél-lules

escapen del tumor primari, entren al torrent sanguini o limfatic i envaeixen nous teixits
adjacents o distants. La funcid de proteines relacionades amb I’adhesié cél-lula-cel-lula
o cel-lula-matriu extracel-lular com la E-cadherina es perd en la majoria de cel-lules
epitelials en el front d’invasié (epiteli-mesénquima) i en el procés de metastatitzacio.
Gens que codifiquen per proteases es sobreexpressen, inhibidors de proteases
s’infraexpressen, i formes inactives de proteases s’activen en les cél-lules tumorals per
poder colonitzar els teixits. Els assentaments de céel-lules a distancia és el que es coneix

com a metastasi, i és la causa del 90% de les morts per cancer.

En el segon model, Vogelstein i Kinzler destaquen que, a diferéncia d’altres malalties
genetiques, el cancer no es pot atribuir al defecte d’un sol gen. Els multiples mecanismes de
control presents en mamifers impliquen que només quan s’alteren diferents gens és possible
el desenvolupament del cancer. Els autors proposen que hi ha 3 grans grups de gens

responsables del procés tumoral:

- Oncogens. S6n gens la funcié dels quals acostuma a estar relacionada amb la regulacié
de la proliferacié cel-lular ordenada, perd també regulen altres funcions clau de la
cél-lula com la supervivencia o el grau d’apoptosi. Les mutacions en aquests gens
confereixen un guany de funcid o una activacié constitutiva que donara lloc a un
creixement descontrolat, invasivitat i malignitat de les cel-lules. Poden ser oncogeéens
aquells gens que codifiquen per a receptors de membrana amb activitat tirosina-
quinasa, membres de vies de transduccid de senyals, factors de transcripcido o
proteines implicades en el control del cicle cel-lular. La mutacié en aquests tipus de
gens té un efecte dominant, per tant una sola mutacié en una de les dues copies del
gen és suficient per provocar dins la cel-lula un avantatge de creixement. Exemples

d’oncogens sén RAS, MYC, SRC i EGFR.

- Gens supressors de tumors (GST). La funcid principal d’aquests gens és la de controlar

la proliferacié cel-lular. A diferencia dels oncogéns, les mutacions en aquests gens



redueixen |'activitat del seu producte. Els GST son de caracter recessiu, és a dir, cal la
inactivacid6 d’ambdues copies del gen per a silenciar-los. La majoria d’aquests gens
codifiquen per proteines de reparacié del DNA i control del cicle cel-lular. Alguns dels
gens supressors de tumors freqlientment alterats en cancer soén els del retinoblastoma

(RB) i el de la p53 (TP53).

- Gens estabilitzadors. La seva funcié normal no esta relacionada amb funcions de

regulacié de la proliferacié sind amb el manteniment de la integritat del genoma. La
seva mutacié implica un increment en I'acumulacié de mutacions de la cél-lula. Per
tant, tots els gens poden ser afectats per la mutacié d’aquests, perd només les
mutacions en els dos tipus de gens que s’acaben de mencionar afectaran el balang net
de creixement conferint un avantatge selectiu a les cel-lules mutades. Normalment,
també és necessaria la inactivacio dels dos al-lels perqué en resulti un efecte fisiologic.

Un exemple és BRCAI.

Les mutacions d’oncogéns i gens supressors de tumors operen de manera similar a
nivell fisiologic: contribueixen al procés tumoral incrementant I'estimulacié de la divisié
cel-lular, la inhibicié de I'apoptosi o eludint els punts de control del cicle cel-lular (Vogelstein
and Kinzler, 2004). Per acumular tots aquests defectes i capacitats adquirides es necessita
temps, durant el qual els tumors evolucionen a formes més malignes i més agressives. Aquest
fenomen es coneix com a progressié tumoral i ja es va definir per Foulds als anys 50, quan va
descriure el cancer com un procés a través del qual les cél-lules evolucionen progressivament
des de la normalitat fins a tumors invasius, passant per una série d’estats premalignes (Foulds,
1957; Nowell, 1986; Nowell, 2002). Els processos cap a la malignitat sén altament variables.
Per exemple, dins d’'un mateix tipus de cancer es poden trobar mutacions de certs gens en un
nombre determinat dels tumors. A més, mutacions en certs oncogens poden ser de les
primeres alteracions en algunes vies de progressio tumoral i de les uUltimes en d’altres. Com a
conseqliencia, I'adquisicié de les diferents capacitats biologiques descrites anteriorment pot
apareixer en diferents moments durant les diferents progressions tumorals. Per tant, la
seqiéencia concreta en que les capacitats sdn adquirides pot variar molt, tant entre tumors
d’un mateix tipus com d’origens diferents (Figura 1). En qualsevol cas, independentment de
com s’adquireixen aquests canvis, les seves conseqiiencies biologiques finals sGn compartides

per tots els tipus diferents de cancer (Hanahan and Weinberg, 2000).
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Figura 1. Diversitat en la carcinogénesi. Exemples de (A) mecanismes moleculars implicats en el

desenvolupament del cancer, i (B) de diferents vies de progressidé en funcié de I'ordre d’adquisicid.
Extret de Hanahan i Weinberg, 2000.




2. RADIOBIOLOGIA

La radiobiologia és la ciencia que estudia els fenomens que es produeixen en un ésser

viu com a consequliéncia de I'absorcié de I'energia procedent de les radiacions ionitzants.

Anomenem radiacid a I'energia que es propaga en forma d’ones a través de I'espai. En
interaccionar amb la materia, la radiacié perd la seva energia ionitzant, excitant i dissociant les
molécules que componen el material travessat. A escala atomica i molecular sén fenomens
que ocorren independentment que la materia que les absorbeix sigui inert o viva. En I'Gltim
cas, pero, les modificacions dels atoms i molecules que composen la matéria viva tenen
importants conseqliencies a nivell bioldgic. Les alteracions en macromolécules com el DNA

indueixen canvis en I'estructura i funcionalitat de tot el sistema.

L'absorcido de la radiacid per part de la matéria viva pot produir excitacions i
ionitzacions. L'elevacié d’un electré a un nivell superior d’energia dins d’'un mateix atom o
molecula és el que anomenem excitacio. Quan la radiacid té suficient energia per ejeccionar un
0 més electrons fora de I'atom es produeix una ionitzacid. Aixi doncs, parlem de radiacid
ionitzant (Rl) quan hi ha energia suficient per ionitzar els atoms de la matéria que esta
atravessant; ho son els raigs X, raigs gamma (ambdues sén radiacions no particulars i sense
carrega eléctrica) i els feixos de particules amb carrega (electrons, protons, ions) o sense
carrega (neutrons). En canvi, es considera que una radiacid és no ionitzant quan només hi ha
energia per excitar els electrons, perd no per ionitzar-los. Aquest és el cas de la llum i les ones

de radio (Hall, 2000).

2.1. Mecanisme d’accid de les radiacions
Les radiacions ionitzants poden interaccionar amb qualsevol molécula, pero la principal

diana biologica és el DNA. A més, ho poden fer de manera directa o indirecta.

- Accid directa. La radiacido és absorbida directament pel DNA o altres molecules
biologiques i els seus atoms es poden ionitzar o excitar, desencadenant una seérie

d’esdeveniments que condueixen a canvis biologics.

- Accid indirecta. La radiacioé és absorbida per I'aigua, fet que desencadena la produccié

de radicals lliures d’oxigen i secundariament de nitrogen (HO-:, NO), especies



quimiques altament reactives, que poden interaccionar amb la molécula de DNA
donant lloc a canvis quimics que no es poden distingir de I'accio directa (Mikkelsen and

Wardman, 2003).

La importancia de I'accié sobre el medi resideix en que, degut a que en la cél-lula hi ha
més quantitat d’aigua que de qualsevol altre component, la probabilitat de lesions mediades
pel mecanisme d’accié indirecta és major (2/3 del total) que la de lesions directament
provocades sobre les molecules clau. A més, la modificacid cel-lular radioinduida es pot
produir lluny del lloc d’interaccié amb la radiacio, ja que els radicals lliures poden difondre’s en

el medi (Hall, 2000).

2.2. Efecte de les radiacions ionitzants a nivell molecular
El dany radioinduit en el DNA és el que té una major transcendéencia biologica ja que és
la molecula encarregada de guardar la informacid necessaria pel funcionament de les cél-lules i

de transmetre la informacié a la descendéencia.

Els canvis que produeixen les radiacions sobre el DNA sén el canvi o la perdua d’una
base nitrogenada (es produeix principalment per hidroxilacié de la timina formant-se dimers
d’aquesta base; en alterar-se la seqiiencia de les bases nitrogenades, la informacié genetica es
modifica podent donar lloc a una mutacié), la ruptura de ponts d’hidrogen entre bases
complementaries, les ruptures de simple cadena (SSB) i les ruptures de doble cadena (DSB).
Les DSB sén les lesions biologicament més rellevants produides per la radiacié ionitzant que
per excel-léencia condueixen a la mort cel-lular. Sén dificils de reparar correctament, per aquest
motiu poden originar mutacions de base, delecions i translocacions cromosomiques (Hall,

2000).

A banda del dany en el DNA, la radiacié ionitzant també pot induir importants
respostes biologiques sobre altres components cel-lulars com proteines (per exemple
receptors transmembrana) o lipids (per exemple ceramides). La radiacié ionitzant pot induir
una hidrolisi rapida de I’esfingomielina present en la membrana plasmatica per a donar lloc a
la ceramida, un inductor de I'apoptosi (Haimovitz-Friedman et al., 1994; Kolesnick and Fuks,
2003; Watters, 1999). D’altra banda la radiacié també pot estimular receptors amb activitat
tirosina-quinasa, com per exemple el receptor del factor epidérmic de creixement amb una
eficiencia similar a concentracions fisiologiques d’EGF (Baselga and Arteaga, 2005; Schmidt-

Ullrich et al., 1997). Estudis recents proporcionen evidéncies que la produccié radioinduida de



radicals lliures juguen un paper important en I'activacio d’EGFR i I'activacié de la via de
senyalitzaci6 MAPK (Mikkelsen and Wardman, 2003). A més, també es pot donar una induccid
en la secrecié de TGF-a per part de les cél-lules irradiades (Dent et al., 1999; Toulany et al.,

2005b).

2.3. Efecte de les radiacions ionitzants a nivell cel-lular

El dany biologic esdevé per les lesions produides sobre les macromolecules,
especialment el DNA. La combinacié dels processos desencadenats per la radiacié en
interaccionar amb el material genétic, les proteines i altres components de la cel-lula donen

lloc a la resposta global d’aquesta.

A la major o menor afectacid cel-lular per la radiacié s’anomena radiosensibilitat.
Aquesta és molt variable en funcié del tipus cel-lular i les caracteristiques de la radiacié (com
per exemple la taxa de dosi i I'eficacia biologica de la radiacid). La radiosensibilitat depen del
tipus cel-lular i esta fortament relacionada amb I’activitat mitotica. Tot i aixo, la resposta a la
radiacio per un determinat tipus de cél-lula es pot veure modificada per factors quimics, com la
preséncia de compostos radiosensibilitzadors i radioprotectors, o factors biologics, com la fase
del cicle cel-lular i I'eficacia dels mecanismes de reparacié. El dany en el DNA no reparat pot
donar lloc a aberracions cromosomiques que poden causar la mort cel-lular o induir o
promocionar la carcinogenesi. Tot i I'elevada probabilitat de patir modificacions en el genoma,
durant I'evolucié s’han adquirit mecanismes que mantenen la integracid geneética, tant

estructural com informativa, per garantir la vida i la continuacié de I'espécie (Hall, 2000).

Deixant de banda la carcinogénesi radioinduida, la radiacié pot tenir diferents efectes

cel-lulars originats a partir del dany en el DNA:

- Retras mitotic. Correspon a una sincronitzacio del cicle aturant momentaniament les
cél-lules en les fases menys sensibles del cicle. El mecanisme que ddéna lloc a aquest
fenomen és un alentiment de la sintesi de DNA que permet I'actuacid de la maquinaria

de deteccid i reparacio de danys.

- Mort_en interfase. Es una mort cel-lular que es déna abans que la cél-lula entri en

mitosi. Esta relacionada amb una disminucio en la capacitat de produccié d’energia per
part dels mitocondris i amb les lesions greus de les membranes plasmatiques. El

resultat és la lisi o ruptura cel-lular.



- Fracas reproductiu. Consisteix en la pérdua de viabilitat cel-lular, o el que és el mateix,

la cél-lula perd la seva capacitat per a dividir-se repetidament, morint després de
poques divisions. A efectes radiobiologics, les cel-lules no viables son considerades

com cel-lules mortes.

- Necrosi. Es un tipus de mort cel-lular que depén de factors externs a la cél-lula. Com a
resultat d'un dany greu, la cél-lula perd la seva integritat estructural de manera
descontrolada. Es produeix una desorganitzacio i ruptura d’organuls i un augment del
volum cel-lular que provoca la ruptura de la membrana plasmatica. Les restes cel-lulars

que se’n deriven inicien una resposta inflamatoria.

- Apoptosi. Es un tipus de mort cel-lular programada que depén de factors cel-lulars
interns. Es caracteritza per una contraccié de la cél-lula, arrugament de la membrana,
condensacié del nucli i autodigestid del genoma. Les restes que se’n deriven son
reconegudes i absorbides per les cel-lules del seu entorn, per tant, no generen

resposta inflamatoria.

2.3. Teoria clonal del cancer i unitats formadores de colonies (CFU)

Es considera que el cancer és la conseqliencia de I'expansid incontrolada d’una estirp
cel-lular. Per definicid, tota cél-lula clonogenica és potencialment una CFU ja que, mitjancant
successives mitosis, podra generar una familia de cel-lules o colonia. Una de les arees d’interes
de la radiobiologia és I'estudi de la mort cel-lular entesa com la pérdua de la capacitat
reproductiva d’una CFU, ja que la curacié del cancer depen de la inactivacié de les CFU

tumorals.

2.4. Cel-lules iniciadores de cancer (cancer stem cells)

Alguns autors han anomenat a les cél-lules clonogéniques cancer stem cells (CSC) o
cél-lules iniciadores de tumors. Estrictament, son les cel-lules presents en el tumor que tenen
la capacitat d’autorenovar-se i de generar llinatges heterogenis de cél-lules que componen el
tumor. En el nostre context, la definicidé es trasllada a aquelles cél-lules que, després d’un

tractament radioterapic, tenen la capacitat de generar una recurréncia del tumor.

Les stem cells estan presents en els teixits i son importants en |'establiment de la
fisiologia d’aquests. Les poblacions de cél-lules que en deriven s’organitzen jerarquicament,

essent la stem cell 'apex de la via de desenvolupament. Aquestes cél-lules tenen 3



caracteristiques distintives: I'autorenovacio, la capacitat de generar llinatges heterogenis de
cél-lules i el potencial de proliferar il-limitadament (Adams and Strasser, 2008; Malumbres and

Barbacid, 2009; Rich, 2007).

Les CSC es poden originar a partir de mutacions en les stem cells. A més, diferents
evidencies indiquen que també podrien provenir de cél-lules progenitores mutades. Aquestes
progenitores, també conegudes com cel-lules amplificadores en transit, poden posseir una
important habilitat replicativa perd sense la capacitat d’autorenovar-se. Per a esdevenir una
CSC, s’han de donar una série de mutacions en la cel-lula progenitora que li confereixi la
propietat d’autorenovar-se. Pel que es refereix a la biologia tumoral, les CSC representen una
petita fraccid de la totalitat de les cel-lules neoplasiques, perd sén determinants de I'evolucié
de la malaltia oncologica (Jordan et al., 2006). De les propietats aberrants de les CSC d’un
tumor primari en depeén la capacitat de disseminacio a distancia, la resisténcia a tractaments i
el risc de recaiguda després d’un tractament (Baumann et al., 2008; Eyler and Rich, 2008)
(Figura 2). Cada cop és més evident que els tractaments oncologics que no sén capacos
d’eliminar les CSC provoquen un recreixement del tumor degut a la major agressivitat de les
cél-lules supervivents en veure augmentada la seva capacitat angiogénica, la seva taxa de
proliferacid, I'eficiéncia en la reparacié de DSB radioinduides i I'adaptacié a la hipoxia (Abbott,
2006; Keith and Simon, 2007; Phillips et al., 2006). Les estrategies terapéutiques que es
dirigeixen especificament contra les CSC haurien d’eradicar els tumors amb més eficacia que

els tractaments actuals i reduir el risc de recaigudes i metastasi (Jordan et al., 2006).

2.5. Assaig clonogeénic

L'assaig clonogenic és un metode experimental in vitro que s’utilitza per a mesurar la
sensibilitat cel-lular d’'un agent citotoxic. Consisteix en determinar en quina proporcid
disminueix la capacitat clonogénica d’una poblacié cel-lular després d’una exposicid a I'agent.
Les cél-lules que sén capaces de formar colonies després d’un tractament es denominen
cél-lules supervivents (conserven la seva integritat reproductiva) i la proporcié de cel-lules
supervivents s’anomena fraccié supervivent. D’altra banda, l'assaig clonogénic és una
aproximacié prévia als transplantaments ortotopics en ratolins per a determinar la presencia
de CSC, i representa una lectura de I'activitat de les cél-lules progenitores basada en el seu

potencial replicatiu diferencial(Adams and Strasser, 2008).

Es la técnica més utilitzada per a determinar la radiosensibilitat cel-lular ja que és un

meétode simple, rapid i reproduible (Puck et al., 1956).
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Figura 2. Escenaris en els que estan involucrades les cancer stem cell (CSC). (A) La mutacid d’una stem
cell o cél-lula progenitora pot originar una CSC que generara un tumor primari. (B) Durant un tractament
amb radioterapia o quimioterapia la majoria de cél-lules del tumor primari es destrueixen, pero si les
CSC no son eradicades, el tumor pot recréixer i originar una recaiguda. (C) Les CSC poden escapar del

tumor i originar lesions metastasiques. Extret de Craig. T Jordan, 2009.



3. RESISTENCIA CEL-LULAR A LA RADIOTERAPIA

La radioterapia esta involucrada en la curacié d’aproximadament un 50% de cancers i
pot ser administrada sola o en combinacié amb la cirurgia i/o la quimioterapia (Baumann,
2006). Tot i els considerables avangos tecnics en el tractament radioterapeutic, els resultats no
conviden a l'optimisme en alguns tipus de tumors com els de pulmé, cap i coll i cervell, on
I"aparicié de recurréncies locals és la principal causa de mort en aquests malalts. Es per aquest
motiu que des de la década dels 70 s’estan desenvolupant estratégies per a millorar tant el
control locorregional com la supervivéncia global del malalt; entre aquestes s’inclouen la
radiacio fraccionada, la combinacié amb la quimioterapia i I'Gs de dianes biologiques (Zips et

al., 2008).

3.1. Supervivencia de cel-lules tumorals després de la radioterapia. Malaltia microscopica
residual

El principal objectiu de la radioterapia curativa és eliminar totes les cél-lules tumorals
clonogéniques o cancer stem cells. Es considera que després d’assolir una remissié completa
pot quedar un remanent de cel-lules clonogéniques inapreciable en el llit tumoral. Aquestes
cel-lules, també anomenades malaltia microscopica residual o malaltia minima residual (MMR,
terminologia que hem aplicat en aquesta tesi), representen una petita subpoblacié de cél-lules
tumorals que poden originar una recurréncia en sobreviure al tractament. Que un tumor pugui
ser eradicat per la radiacié ionitzant depén en gran part del nimero i de la radiosensibilitat de
les cél-lules tumorals. De manera intuitiva, la dosi total de radiacié és el parametre més
important per a millorar el control local del tumor. Desafortunadament, en moltes situacions
cliniques, la toxicitat generada en els teixits adjacents no tumorals impedeix I'administracié de
les dosis necessaries per eliminar totes les cel-lules clonogeniques (Krause et al., 2006; Zips et

al., 2008).

3.1.2. Mecanismes de resisténcia a la radioterapia

3.1.2.1. Increment de I'angiogénesi

Es defineix com angiogenesi la formacié de nous vasos sanguinis a partir de la
vasculatura ja existent. Aquest és un procés complex que involucra diferents cel-lules,
components solubles i factors de la matriu extracel-lular, i té una gran importancia en una gran
varietat de processos fisiologics i patologics de I'organisme. L’angiogenesi fisiologica és
fonamental durant el desenvolupament embrionari, perd també durant el cicle reproductiu

femeni i en la cicatritzacié de ferides. Sén processos on els teixits necessiten la formacié de



nous vasos sanguinis que aportin els nutrients i oxigen necessaris, a la vegada que retiren els
productes del catabolisme. En canvi, un desequilibri entre els factors reguladors d’aquest
procés ddna lloc a I'angiogénesi patologica que acompanya I'aparicié de malalties, ja sigui per
una insuficiéncia o un excés d’angiogenesi, com en el cas del cancer (Folkman, 2007). Aixi, els
tumors primaris i les metastasis no superen un volum de 1-2 mm? sense tenir subministrament
sanguini propi (Folkman, 1992). Per tant, i segons la hipotesi de Folkman, els nous vasos creats
en un tumor sén essencials per a la seva expansié ja que a mida que augmenta el volum del
tumor, aquest necessita un correcte aport d’oxigen i nutrients (Hanahan and Folkman, 1996).
Aquest procés implica una interaccid entre el tumor i les cel-lules que I'acompanyen, com les
cel-lules endotelials, murals (pericits i cél-lules de la musculatura llisa), fibroblastes i macrofags

associats al tumor. El procés d’angiogénesi consta de 3 etapes (Conway et al., 2001):

1. Induccid-iniciacid. Les cél-lules tumorals i les cél-lules de I’estroma reclutades secreten

inductors angiogénics (factors de creixement i citoquines) per atraure les cél-lules
endotelials i aquestes, a la vegada, produeixen factors de creixement per al tumor
(interaccié heterotipica). L’equilibri entre inductors i inhibidors de la nova
vascularitzacié és tant delicat com important, ja que exerceix el control absolut entre
tot el procés d’angiogénesi: mentre les cél-lules normals secreten quantitats baixes
d’inductors i quantitats altes d’inhibidors, a mesura que progressen cap a la malignitat,
les cél-lules tumorals inclinen aquest equilibri cap al fenotip angiogenic, fenomen
conegut com angiogenic switch. El provoquen diversos senyals com |'estrés metabolic
(hipoxia), I'estrés mecanic (pressié generada per les cel-lules proliferatives), la resposta
immune-inflamatoria (infiltracié de cel-lules del sistema immunitari en un teixit) i les
mutacions genetiques (activacié d’oncogéens o inactivacio de supressors de tumors que
controlen la produccid de reguladors de I'angiogenesi). En general en aquesta fase
d’iniciacié es produeix una vasodilatacid i un increment de la permeabilitat vascular

dels vasos preexistents.

2. Progressié de les ceél-lules vasculars i invasié de la massa tumoral. La proliferacié

induida pels factors de creixement, aixi com la sobreexpressié d’enzims que degraden
la matriu extracel-lular, permeten les cel-lules endotelials posar en marxa processos

d’adhesid i migracié a través de I'estroma, facilitant la invasio de la massa tumoral.

3. Maduracié-remodelacid. En un procés angiogenic normal, es produeix una parada en

la proliferacid, es forma I'estructura tubular i el lumen dels vasos, es desenvolupen la



[amina basal i la matriu extracel-lular i el nou vas recluta cél-lules murals i fibroblasts,
donant lloc a una estructura madura. Aixi mateix, es produeix una diferenciacio de les
cél-lules endotelials i es conforma la morfologia optima de la xarxa vascular per
remodelacié de les ramificacions, de manera que el flux sanguini arriba en la mesura
necessaria a cada punt del teixit. En el cas de I'angiogénesi tumoral, en canvi, hi ha un
desequilibri de reguladors angiogenics i la maduracid és incompleta. Com a
consequéencia es forma una vasculatura excessivament permeable, immadura i

funcionalment deficient.

3.1.2.1.1. VEGF com a principal factor proangiogénic

Com ja hem comentat anteriorment, I'angiogenesi és un procés complex estrictament

controlat per un balang entre factors proangiogénics i antiangiogenics.

El factor de creixement vascular endotelial (VEGF) és un mitogen i factor de
supervivencia de cel-lules endotelials i un promotor de permeabilitat vascular. Degut a
aquestes propietats, actua com a potent inductor de I'angiogenesi. S’han descrit 6 membres de
la seva familia: VEGF-A, B, C, D, E i PIGF. El principal inductor de I'angiogenesi és VEGF-A, i
comunament es coneix com a VEGF (també en aquest treball). S’expressa en molts tipus de
tumors humans, i una elevada expressié s’ha associat a mal pronostic. L'increment de la seva
expressido pot donar-se en resposta a diversos estimuls com la hipoxia, el pH, citoquines,
factors de creixement i hormones sexuals. L’activacié d’alguns oncogens o la inactivacié de
gens supressors de tumors també poden incrementar els seus nivells (Kerbel and Folkman,

2002).

El VEGF contribueix a la vasodilatacid inicial, augmenta la permeabilitat vascular,
estimula la proliferacié i migracié de les cél-lules endotelials i disminueix la seva apoptosi. La
seva secrecio asociada a la progressié tumoral és un paradigma d’interaccié entre cel-lules
tumorals i estroma. Les ceél-lules tumorals produeixen VEGF i sdn les cél-lules endotelials les
que expressen el receptor en la seva superficie cel-lular (mecanisme paracri). Tot i aix0, en
alguns casos pot actuar de manera autocrina (estimulant directament la progressié neoplasica)
ja que determinades cel-lules tumorals, a més de produir VEGF, expressen els seus receptors

(Kerbel, 2008).



3.1.2.2. Adaptacio a la hipoxia

L'oxigen és una molécula essencial per a la supervivéncia, i la seva caréncia és
incompatible amb la vida. Actua com a substrat final acceptor d’electrons en la cadena
respiratoria mitocondrial, fent possible la sintesi d’adenosina trifosfat (ATP) per fosforilacio
oxidativa. Per tant, els descensos en la concentracid intracel-lular d’oxigen poden causar danys

cel-lulars irreversibles.

La hipoxia, o disminucié de la pressié parcial d’oxigen, és un fenomen poc habitual en
els teixits normals, perd apareix amb freqliencia durant el desenvolupament tumoral. Tot i
I'angiogenesi (sovint aberrant), I'laugment progressiu i descontrolat de la massa tumoral
provoca una disminucioé de I'aport d’oxigen i de nutrients. Aix0 provoca que les concentracions
d’oxigen a linterior del tumor siguin molt variables, de manera que amb freqiiéncia es
detecten zones pobrament oxigenades amb pressions parcials d’oxigen menors de 5 mmHg
(que corresponen a concentracions d’oxigen del 0,7%), mentre que els teixits oxigenats
presenten pressions parcials compreses entre 24 i 66 mmHg (que correspon a concentracions
entre 3,1 i 8,7%) (Harris, 2002; Vaupel et al.,, 2003). En condicions d’hipoxia, les cel-lules
tumorals han de patir diversos canvis adaptatius que permetin la seva supervivéncia i
proliferacié. Darrerament ha estat descrit un mecanisme de proliferacié cel-lular preferencial
en hipoxia lligat a la fosforilacio de la histona H2AX en cel-lules endotelials. Es va observar tant
en cel-lules HUVEC (cél-lules endotelials de cordé umbil-lical) com en cultius primaris de
cel-lules endotelials com una pérdua de la histona H2AX induia una reduccié de diferents
factors de creixement, com el factor de creixement de fibroblastes 2 (FGF-2), i de la

proliferacid cel-lular sota condicions hipoxiques (Economopoulou et al., 2009).

La hipoxia tumoral va despertar interés degut als seus efectes sobre la resposta de les
cel-lules tumorals a la radioterapia. L'eficacia de la radioterapia es basa en la produccié de
radicals lliures d’oxigen a partir de la molecula d’aigua (mecanisme indirecte), ja que aquests
son els mediadors dels seus efectes biologics, a través de |'oxidacié de lipids, proteines i DNA.
En abséncia d’oxigen, els radicals induits per les radiacions ionitzants en les macromoléecules
poden ser facilment neutralitzats per la donacié d’hidrogens procedents des aminoacids amb
un grup -SH. Al contrari, quan els teixits estan ben oxigenats, els radicals Iliures no poden ser
neutralitzats i el dany quimic és fixat. Aixi doncs, una mateixa dosi de radiacio, sera més eficag
quan s’administra sobre un teixit amb una bona perfusié sanguinea, ja que es generara una
major quantitat de dany en el DNA. En canvi, en un teixit hipoxic el dany induit sera 3 vegades

menor (Harrison and Blackwell, 2004; Janssen et al., 2005). La preséncia d’una petita fraccié



de cel-lules hipoxiques i per tant, radioresistents, és capa¢ de condicionar la resposta del

tumor a la radioterapia ja que aquestes patiran una seleccié positiva durant el tractament.

Com en el cas de la radioterapia, les cel-lules tumorals hipoxiques presenten
resisténcies a una varietat d’agents citostatics, fet que es pot justificar per diferents
mecanismes. En primer lloc, les cél-lules hipoxiques es troben més aillades dels vasos sanguinis
i, per tant, estan exposades a concentracions inferiors dels farmacs administrats per via
sistémica. Les limitacions en la difusio a través de la matriu extracel-lular i la seva captacio per
part de les cel-lules ben difoses justifiquen la menor concentracié de farmacs trobades en les
zones hipoxiques (Bhattacharya et al., 2004). D’altra banda, la hipoxia cronica pot inhibir el
cicle cel-lular (Brown and Wilson, 2004). Donat que la majoria dels farmacs citotoxics actuals
son més efectius sobre les cel-lules en proliferacié, les cel-lules hipoxiques resulten menys

sensibles a la quimioterapia convencional que les cél-lules de les zones ben difoses.

Independentment de la resisténcia a la radioterapia i a la quimioterapia, els tumors
pobrament oxigenats manifesten un comportament més agressiu que aquells amb una bona
oxigenacid. La preséncia de baixes presions parcials de I'oxigen dins del tumor té com a
consequencia la seleccié de cel-lules amb fenotips tumorals més agressius, amb taxes de
mutacié més altes i major potencial metastasic. Entre d’altres, la hipoxia s’ha associat amb
pitjor pronostic i amb un augment de metastasis en pacients amb cancer de mama, carcinoma

epidérmic de cervix i de cap i coll (Hockel and Vaupel, 2001; Nordsmark et al., 2005).

3.1.2.2.1. HIF-1 com a principal factor de transcripcio

El factor induible d’hipoxia (HIF-1) és el principal factor de transcripcié regulador de les
respostes adaptatives a la hipoxia (Greijer et al., 2005) i pertany a una familia de factors de
transcripcié d’heterodimers a-B. Concretament és un heterodimer format per dues subunitats,
HIF-1a i HIF-1B, i la seva dimeritzacid és imprescindible per a la unié al DNA. La subunitat B
s’expressa constitutivament i manté els nivells proteics constants al nucli en qualsevol condicid
(hipoxia i normoxia). En canvi, la subunitat a esta subjecta a una forta regulacid per la
concentracio d’oxigen (sobretot a nivell post-traduccional) i és la que controla I'activitat d’HIF-
1. En condicions de normoxia, la proteina és marcada per la doble hidroxilacié de residus
prolina i rapidament degradada per la via del proteasoma (Salceda and Caro, 1997) i en
condicions d’hipoxia, la subunitat a és estable i pot entrar a nucli i dimeritzar amb la subunitat
B, actuant llavors com a factor de transcripcié de diferents gens, com AKT, Her2/Neu, EGFR i

VEGF (Melillo, 2006).



3.1.2.3. Increment de la reparacio de ruptures de doble cadena

Les ruptures de doble cadena (DSB) son les lesions més letals provocades per la
radiacio ionitzant, ja que poden originar aberracions cromosomiques i provocar una aturada

del cicle cel-lular, apoptosis, inactivacié genica i fracas reproductiu, entre d’altres.

El principal mecanisme de reparacié en eucariotes superiors és la reparacié no
homologa (NHEJR, nonhomologous end joining repair). Aquest és un mecanisme rapid pero
potencialment mutagénic ja que es basa en un assaig prova-error: s'uneixen els extrems de
DNA que presenten una complementarietat de pocs parells de bases (pb) mitjangant processos
que impliquen la degradacid nucleotidica dels extrems trencats, I'alineament dels dos extrems
que continguin alguns pb d’homologia i el seu lligament. La reparaci6 no homologa esta
catalitzada per un complex format per quatre proteines, la quinasa depenent de DNA (DNA-
PKc), XRCC4, DNA lligasa IV i Artemis. Aquest s’associa amb un altre complex (MRN) de
processat de tres proteines (Mrel1, Nbsl i Rad51) per unir fisicament els extrems trencats. La
DNA-PK esta formada per tres subunitats, una catalitica (DNA-PKc) i dues reguladores (Ku70 i
Ku80). La reparacid s’inicia per Ku70/Ku80, que s’uneixen als extrems trencats i recluten a la
DNA-PKc per estabilitzar la seva unié al DNA i per evitar el pocessat i la lligacié prematurs dels
extrems. Després de la juxtaposicié dels dos extrems, la DNA-PKc s’autofosforil-la i es dissocia
del DNA per a permetre el reclutament dels enzims de processat i de la lligasa IV per unir

finalment els extrems (Chen and Nirodi, 2007; Helleday et al., 2007; Rich, 2007).

3.1.2.4. Repoblacié accelerada

La repoblaciéd accelerada durant el transcurs d’un tractament amb radioterapia
fraccionada ha estat centre de debat des de 1960. La cinetica cel-lular juga un paper important
en el desenvolupament d’esquemes de fraccionament de la radiacié. A finals dels 80, es va
publicar I'estudi on es va demostrar que el recreixement del tumor durant extensions del
tractament de 5 setmanes a 8 setmanes requeria un increment de dosi de 0,6 Gy/dia per tal de

compensar aquesta repoblacié (Withers et al., 1988).

3.2. Dianes biologiques en radioterapia

El coneixement de les bases moleculars de la resisténcia a la radiacié ha conduit al
desenvolupament de noves substancies dirigides especificament contra dianes biologiques.
Aguestes substancies poden actuar directament sobre les cel-lules tumorals o poden interferir
en les interaccions cél-lula-cel-lula i en I'estroma (com per exemple per mitja d’agents

antiangiogénics) (Rodemann et al., 2004). Com també han d’interferir amb els mecanismes



radiobiologics de radioresisténcia no és necessari I’efecte antitumoral per si sols per a ser utils
en el context de la radioterapia (Bonner et al., 2006; Lammering et al., 2004; Toulany et al.,

2005a; Toulany et al., 2005b).

En general, les dianes biologiques haurien d’estar: (1) sobreexpressades en una
elevada proporcié de tumors freqlientment tractats per la radiacio, (2) no expressades en els
teixits normals que envolten el tumor, (3) associades a un baix control locorregional del tumor
després d’'un tractament amb radioterapia i (4) idealment associades a mecanismes de
radioresisténcia coneguts. La identificacié d’aquetes dianes requereix una recerca especifica
amb models preclinics i amb models ex vivo (mostres de malalts tractats amb radioterapia). Un
bon exemple és el receptor del factor epidermic de creixement (EGFR). Akimoto i
col-laboradors van demostrar a principis dels 90 que I'expressié d’EGFR després d’una Unica
dosi de radiacid mesurada per western blot en tumors murins es correlacionava inversament
amb el control local del tumor (Akimoto et al., 1999). Posteriorment es va fer la mateixa
observacié en biopsies tumorals de pacients amb cancer de cap i coll (Ang et al., 2002). En un
model preclinic de carcinoma escamos, es va determinar que I'expressié d’EGFR durant la
radioterapia fraccionada era variable, i que el seu increment es correlacionava amb una
acceleracié de la repoblacid clonogenica (Petersen et al., 2003). Igual que amb EGFR, s’han
realitzat diferents estudis amb altres dianes potencials per a la combinacié amb la radioterapia
com HER-2/neu (receptor del factor epidérmic de creixement 2 involucrat en el creixement i
difereciacio cel-lular), P53 (gen supressor de tumors implicat en la transicié del cicle cel-lular,
reparaci6 del DNA i apoptosi), BCL-2/BAX (gens proapoptotics i antiapoptotics,
respectivament), ciclina D (quinasa reguladora que modula la progressio de la fase G1 a S del

cicle cel-lular) o factors angiogénics (Buffa et al., 2004; Haffty and Glazer, 2003).



4. FAMILIA DE RECEPTORS ErbB. EGFR

En un sistema biologic, les cél-lules estan continuament exposades a diferents estimuls
qgue provenen tant d’altres cél-lules com del medi extracel-lular. La correcta interpretacio i
integracio de tots aquests senyals és crucial per la supervivencia i I'adaptacio tant de la cél-lula
com del propi organisme. Durant I'evolucié s’han desenvolupat multiples mecanismes per tal
d’interpretar i integrar els senyals cel-lulars correctament, entre els que es troben els
receptors de membrana. El grup més destacable és el format pels receptors que tenen activitat
tirosina-quinasa (RTK) ja que sén capacgos de traduir la informacié que prové de |'exterior a

I'interior de la cél-lula modulant, finalment, I'expressié génica (Singh and Harris, 2005).

S’han descrit uns 58 receptors tirosina-quinasa, que s’han dividit en 20 families. Una de
les més conegudes és la familia ErbB, que consta de 4 receptors estructuralment forga similars:
EGFR/ErbB-1/HER1, ErbB-2/Neu/HER2, ErbB-3/HER3 i ErbB-4/HER4 (Robinson et al., 2000;
Yarden and Sliwkowski, 2001) (Figura 3). D’entre aquests receptors, cal destacar HER2 al qual,
fins al moment, no se li coneix cap Iligand pero que és la parella preferida pels altres receptors
a I'hora de formar dimers, i HER3 que no té activitat tirosina-quinasa. Junt amb els seus
lligands juguen un paper important en la regulacié de processos biologics com la proliferacio,
supervivencia i migracié cel-lular. La desregulacié de la seva activitat esta associada amb la
tumorogenesi, fet que els classifica com marcadors de superficie més freqlientment implicats

en cancer (Hynes and Macdonald, 2009).
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4.1. Receptor del factor epidermic de creixement (EGFR)

El receptor del factor epidermic de creixement és una glicoproteina transmembrana de
170 KDa que conté una sola cadena polipeptidica de 1186 aminoacids. Es sintetitza en forma
d’un precursor de 1210 aminoacids que en el procés d’insercié en la membrana plasmatica
pateix una glicosilacié i un escurcament en I'extrem N-terminal. El gen esta localitzat en el brag

curt del cromosoma 7, concretament a la regié 7p11.2.

Com tots els membres de la seva familia, estructuralment esta format per 3 dominis
principals: un domini extracel-lular d’unié a lligand, un domini transmembrana hidrofobic i un
domini intracel-lular amb activitat tirosina-quinasa. El domini extracel-lular esta dividit en 4
regions designades I, II, lll i IV. Les regions | i lll corresponen a llocs d’unid a lligand, mentre que
les regions Il i IV participen en la dimeritzacié del receptor (Grunwald and Hidalgo, 2003;
Harari, 2004). La regid citoplasmatica conté un domini tirosina-quinasa, format per un [obul N i
un lobul C on trobem el bucle d’activacid. Aquest domini esta seguit per una cua carboxi-

terminal amb llocs d’autofosforil-lacié (Figura 4).

EGFR és essencial pel desenvolupament, i s’estima que en cél-lules normals la seva
expressio va de 40.000 a 100.000 receptors per cel-lula, mentre que aquestes xifres es poden
veure augmentades un ordre de magnitud en les cél-lules tumorals. Aquest augment s’associa
amb un increment en la poduccié autocrina de lligands, com ara TGF-q, per part de les cel-lules
transformades (Mandic et al., 2006; Mendelsohn and Baselga, 2003; Zimmermann et al.,

2006).

4.1.1. Lligands

A més de factor epidérmic de creixement (EGF), es coneixen 5 lligands naturals de
I’'EGFR: factor de creixement transformant a (TGF-a), amfirregulina (AR), epirregulina (ER),
betacelulina (BTC) i factor de creixement epidérmic d’unié a heparina (HB-EGF) (Figura 3,
pagina anterior). Aquests sén sintetitzats com a precursors transmembrana i els seus
ectodominis han de ser processats mitjancant un tall proteolitic dut a terme per proteases de
la familia ADAM (a disintegrin-like and metalloproteinase containing proteins). Aquest tall
resulta en la lliberacié del factor de creixement soluble. En condicions fisiologicament normals
I'activacid del receptor es controla tant per mitja de I'expressié espaial i temporal dels seus
lligands (Yarden and Sliwkowski, 2001) com per la disponibilitat del lligand soluble regulada per

proteolisi (Arribas and Borroto, 2002).



4.1.2. Dimeritzacié

En abséncia de lligand el receptor és monomeric, perd quan s’hi uneix provoca un
canvi conformacional d’EGFR que promou la dimeritzaci6 amb un altre EGFR
(homodimeritzacid) o amb un altre membre de la seva familia (heterodimeritzacié). Aquest
ultim cas permet diversificar i expandir molt el tipus de senyal generat per un receptor (Figura

4).

Quan el receptor esta inactiu (no unit a lligand) es caracteritza per adoptar una
conformacié "tancada", en la que el bra¢ de dimeritzacié de la regid Il esta bloquejat per
interaccions intramoleculars amb el domini IV. Quan s’uneix a lligand es déna una
reorganitzacié de les regions donant lloc a una conformacié "oberta", on les regions | i lll estan
accessibles pel lligand. A més, el bra¢ de dimeritzacié (present en la regié Il) queda exposat i
pot interaccionar amb el d’un altre receptor, promovent la unié directa receptor-receptor. En
aquest dimer format per dos complexes 1:1 receptor-lligand, els dos lligands estan distanciats
I'un de I'altre i només interaccionen amb el receptor, fet que indica que els Iligands no estan

involucrats en la dimeritzacid (Garrett et al., 2002; Ogiso et al., 2002).

4.1.3. Fosforil-lacio

Com a consequeéncia de la dimeritzacié del receptor els dominis tirosina-quinasa dels
dos receptors formen un dimer asimetric. En aquest dimer el 1obul C d’un receptor entra en
contacte amb el lobul N del segon receptor present (Zhang et al., 2006). Aquesta interaccid
activa al-lostericament el domini quinasa del segon receptor mitjangant un canvi

conformacional que afecta el bucle d’activacié present en el Iobul C.

Finalment, la cua carboxi-terminal del receptor, que es trobava interaccionant amb el
domini quinasa en una conformacié autoinhibitoria, s’allibera i es fosforil-la en residus tirosina

especifics (Landau et al., 2004).

4.1.4. Vies de senyalitzacid

Els residus tirosina fosforil-lats serveixen com a llocs d’ancoratge per a nombroses
proteines adaptadores que inicien vies de transduccid intracel-lulars. Aquestes proteines
s’uneixen a través dels seus dominis d’homologia a Src-2 (SH2) o d’unié a fosfotirosines (PTB),
mentre que I'especificitat del reclutament esta determinada pels aminoacids que envolten els

llocs d’autofosforil-lacié del receptor (Olayioye et al., 2000).
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Figura 4. Representacid estructural d’EGFR i la seva activacio. (Esquerra) Quan el lligand -groc- no esta
unit al receptor aquest es troba en forma inactiva incapag¢ de dimeritzar. (Centre) La unié del lligand a
les regions | i lll provoca un canvi conformacional que desenmascara el loop de dimeritzacié -taronja-,
abans envoltat per les regions Il i IV. (Dreta) La dimeritzacid dels receptors esta mediada pels loops de
dimeritzacié. A nivell intracel-lular els dominis tirosina-quinasa es juxtaposen, i la quinasa del [obul C
d’un receptor interacciona amb la del [obul N de I'altre receptor. Aquesta orientacié provoca una trans-
autofosforil-lacié dels residus tirosina. Extret de Bublil,2007.

La regulacié dels senyals intracel-lulars activats és complexa ja que hi participen
diversos factors com la identitat del lligand, els receptors presents en la cél-lula, la
disponibilitat de molécules intracel-lulars o els efectors que apaguen el senyal. Les principals

vies de transduccié de senyals activades per I'EGFR sén (Herbst, 2004) (Figura 5):

1. Via de la proteina quinasa activada per mitogens (MAPK): quan estan actives es
transloquen al nucli on fosforilen factors de transcripcid especifics implicats en
proliferacid, supervivéncia i transformacio cel-lular.

2. Via del fosfatidil-inositol 3-quinasa (P13K): és la principal via que s’activa quan EGFR es
dimeritza amb HER3. Esta implicada en creixement, proliferacid, supervivéncia i
motilitat cel-lular.

3. Via de la quinasa Janus i activadors de transcripcié (JAK/STAT): STAT es transloca al
nucli i directament indueix la transcripcié de gens que medien la divisid cel-lular,

supervivencia, motilitat, invasié i reparacié del DNA.
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4. Via de la proteina quinasa C (PKC): implicada en la progressié del cicle cel-lular,

motilitat cel-lular i invasio.

Fosforil-lacié
d’EGFR

@

Supervivéncia Angiogénesi Motilitat Transformacié

Proliferacié Tumorogenesi Expressié génica Diferenciacio

Oncogenesis Sensibilitat a I'estrés Progressio cicle cel-lular|| Apoptosi
Inhibicié de I'apoptosi

Transcripci6 de BCL-X, MYC, CCND1, CDKN1A
Diferenciacid, proliferacid, supervivéncia, oncogénesi i angiogenesi

Figura 5. Principals vies de senyalitzacié regulades per EGFR. Extret de Nyati, 2006.

Un lligand especific desencadena preferencialment [|'activacié d’una via de
senyalitzacié. Per exemple, EGF activa preferentment la cascada de la fosfolipasa c, mentre

que TGF-a actua a favor de la via de JAK/STAT .

4.1.5. Activacié d’EGFR independent de lligand
S’han descrit altres mecanismes capacos d’induir la fosforil-lacid6 d’EGFR de manera

independent de lligand. Aquests poden ser:

1. Transactivacid: existeixen proteines que sén capaces de fosforilar residus de tirosina
de la regid intracel-lular del receptor. Per exemple, 'hormona de creixement i la
prolactina activen indirectament el receptor a través de la tirosina-quinasa Janus2
(Jak2) (Hynes and Lane, 2005), i Src és capag de fosforil-lar els residus de tirosina 845 i
1101 (Biscardi et al., 1999). Un dels mecanismes més estudiats és el mediat per les

proteines G associades a receptor (GPCRs), que estimulen les metaloproteasses



encarregades del processament dels precursors dels lligands de la familia d’EGF

(Gschwind et al., 2003).

2. Com a resposta a una situacié d’estrés: el receptor pot ser activat com a resposta a

agents genotoxics (Boerner et al., 2003; Simeonova et al., 2002) i a la radiaci6 ionitzant
(Dittmann et al., 2005a; Schmidt-Ullrich et al., 1997). En I’dltim cas, s’ha demostrat que
la radiacié ionitzant estimula la fosforil-lacié de tirosines de I'EGFR en les cél-lules
procedents de carcinoma escamés MCF-7, A431 i A549, provocant un creixement
accelerat com a resposta adaptativa, demostrat també en cél-lules no neoplasiques
(Dittmann et al., 2005a; Dittmann et al., 2009; Schmidt-Ullrich et al., 1997; Schmidt-
Ullrich et al., 1996). Fins el moment, el mecanisme pel qual EGFR s’activa en resposta a
I'estrés oxidatiu no es coneix completament, pero sembla que I'activacié de la quinasa
Src juga un paper important en aquest procés. En un estudi recent la radiacié indueix
una peroxidacio lipidica associada a una activacié de Src i una posterior internalitzacid
d’EGFR, translocacié del receptor al nucli i I'estimulacié del procés de reparacio del
DNA. La radiacié provocaria una activacié de Src i I'estabilitzacié d’EGFR es podria
donar per 'addicié d’un dels principals productes de la peroxidacid lipidica, I’hidroxi-
nonenal (HNE). La produccié de HNE estaria lligada a la formacié del complexe EGFR-
Src després d’'una dosi de radiacid (Dittmann et al., 2009). D’altra banda, la
fosforil-laci6 d’EGFR també es donaria per la generacié d’oxid nitric (NO) radioinduit

(Lee et al., 2008).

4.1.6. Internalitzacié

Després de la unié a lligand, els homo o heterodimers s’internalitzen en major o menor
grau en vesicules recobertes de clatrina mitjangant endocitosi mediada per lligand (Ceresa and
Schmid, 2000). Aquest procés permet I'atenuacid del senyal generat a la membrana. Per tal de
ser internalitzat, el receptor, una vegada activat, recluta la proteina c-Cbl (procés anomenat
ubiquitinitzacié) necessaria per a la formacié d’una vesicula d’internalitzacio i degradacio en el
proteasoma (Hynes et al., 2001). Els receptors internalitzats continuen essent enzimaticament
actius, hiperfosforil-lats i associats a proteines de transduccié del senyal. Tot i aixi, el senyal
transmes des dels endosomes d’internalitzacid és qualitativament diferent al generat a la
membrana plasmatica ja que la capacitat d’activar les diferents vies de senyalitzacié es veu
atenuada; en concret, s’ha vist que I'EGFR no és capacg d’activar la via PLC quan esta essent

internalitzat (Singh and Harris, 2005).



S’ha comprovat que I'EGFR, un cop activat i a diferéncia d’altres receptors de la
mateixa familia, és rapidament internalitzat per a la seva degradacié o reciclatge. El pH de la
vesicula d’internalitzacié és lleugerament acid, per tant els complexes que siguin estables en
aquestes condicions, com és el cas d’EGF unit a EGFR, seran degradats. D’altra banda, lligands
gue no son tant estables a pH acids es separen molt aviat del receptor afavorint aixi el
reciclatge a membrana; és el cas de TGF-a (Olayioye et al., 1998). En aquest cas el senyal

mitogénic és més potent.

4.1.6.1. Internalitzacid al nucli

Tot i que la via més coneguda de transduccidé de senyals sitia EGFR en la membrana
plasmatica, estudis recents indiquen una possible via de senyalitzacié en la que el receptor o
algun fragment d’aquest viatja directament des de la membrana fins el nucli. S’ha observat
localitzacié d’EGFR en el nucli tant el linies cel-lulars establertes com en diferents tumors
primaris de cancer de mama. Aquesta localitzacié també es troba, pero, en un ampli ventall de

teixits no tumorals sota condicions fisiologiques diverses.

Lin i col-laboradors, al 2001 van demostrar que en un 10% dels casos EGFR es
translocava al nucli de manera depenent de lligand (Lin et al., 2001). Recentment, s’ha
demostrat que també es pot donar aquesta translocacié de manera independent de lligand
com a resposta a la radiacid ionitzant (Dittmann et al., 2005a). El domini transmembrana conté
una seqliencia de localitzacié nuclear (Lo et al., 2005), que fa que el receptor es pugui
internalitzar en el nucli a través bé del complex de porus nuclear o de la interaccid amb

receptors de transport nuclear com importines i exportines.

Tot i que el seu paper no esta clar, se li han atribuit dues funcions principals en el nucli:
(1) com a cofactor de transcripcio i (2) fosforil-lacié de I'antigen de proliferacié nuclear (PCNA).
En el primer cas, a través d’interaccions fisiques i funcionals EGFR s’associa a STAT3 i E2F1
utilitzant el lloc d’unié a DNA d’aquests per afavorir la transcripcié de la ciclina D1, iNOS, B-
Myb i la quinasa Aurora A mitjancant la seva activitat transactivadora (Hanada et al., 2006;
Hung et al., 2008; Lin et al.,, 2001; Lo et al., 2005; Lo and Hung, 2006). En segon lloc, s’ha
demostrat que EGFR fosforila PCNA en la tirosina 211, estabilitzant aixi la seva unié amb la
cromatina. Aquest procés es correlaciona amb una pronunciada proliferacid cel-lular (Wang et

al., 2006).



D’altra banda, el receptor pot interaccionar amb la proteina quinasa depenent de DNA
(DNA-PKC) per a promoure la reparacid dels trencaments de doble cadena induits per la
radiacid ionitzant (Dittmann et al., 2005a; Li et al., 2009; Lin et al., 2001; Lo and Hung, 2006).
Tot i que les dianes transcripcionals estan molt relacionades amb tumorogeénesi, proliferacié i
progressié tumoral, de moment no s’ha establert el significat biologic i la rellevancia de la

preséncia d’'EGFR en el nucli.

4.2. EGFR i el cancer

La freqlUéncia de sobreexpressié d’EGFR en carcinomes humans és generalment
elevada, donant-se en un 100% dels casos en alguns tumors de cap i coll (Taula 1). Els nivells
d’RNA i proteines sén elevats en tumors, mentre que aquests disminueixen en la mucosa o en
lesions displasiques adjacents, fets que indiquen que I'amplificacié del receptor juga un paper
important en la carcinogénesi (Harari, 2004; Mendelsohn, 2002; Rubin Grandis et al., 1996). A
més, les dianes transcripcionals de I'EGFR nuclear estan implicats en la progressié tumoral (Lo
and Hung, 2006). En general, la sobreexpressio esta associada a mal pronostic i resistencia a

agents citotoxics, incloent la radiacié ionitzant.

Taula 1. Expressio d’EGFR en cancer.

Tipus de tumor % de tumors
Vesicula 31-48
Mama 14-91
Cervix 90
Colon 25-77
Esofag 43-89
Estomac 4-33
SNC 40-63
Capiicoll 80-100
Ovari 35-70
Pancrees 30-89
Prostata 40-80
Pulmé de cel. no petita 40-80

Els principals mecanismes pels quals el receptor esta constitutivament activat en molts
tipus de cancer sén la produccié autocrina de lligand, la sobreexpressié del receptor i la

mutacié (Thariat et al., 2007; Zandi et al., 2007):

- Increment de la produccid de lligands. TGF-a i EGF es troben habitualment co-

expressats amb EGFR en diferents tipus de cancer, i es considera que actuen de



manera autocrina i paracrina, conduint a 'activacié constitutiva del receptor i a un
creixement tumoral incontrolat (Schmidt-Ullrich et al., 1997). Els lligands poden ser
secretats per macrofags, cel-lules T i queratinocits en resposta al dany tissular, pero

també per les mateixes cel-lules tumorals.

Increment dels nivells d’EGFR. Elevats nivells d’EGFR s’han correlacionat amb un

descens de la supervivéncia en cancers com el de cap i coll, vesicula, ovari, cervix i
esofag (Nicholson et al., 2001). L’habilitat de transformacié en aquesta situacié pot ser
deguda a una activacié constitutiva del receptor causada per una dimeritzacié
espontania com a resultat de la proximitat fisica dels receptors (Pedersen et al., 2005),
a una amplificacié del gen d’EGFR o a una potenciacid de la transcripcié. S’ha
demostrat I'existéncia d’amplificacié génica en diferents tipus de tumors, i sol estar
associada a la sobreexpressid proteica, tot i que la sobreexpressié d’EGFR en abséncia
d’amplificacio genica també ha estat descrita i s’atribueix a un increment en I'activitat
del promotor de I'EGFR o una deregulacié a nivell transcipcional i traduccional
(Normanno et al., 2003; Salomon et al., 1995; Zandi et al., 2007). El possible significat
pronostic de la sobreexpressié i les mutacions del gen de I'EGFR s’ha analitzat en
diversos estudis en pacients amb cancer de cap i coll localment avancat (HNSCC), de
pulmé de cél-lula no petita (NSCLC) i de colon. L'amplificacié del gen de 'EGFR es déna
en HNSCC, pero la seva taxa varia substancialment en funcid dels estudis realitzats. De
la mateixa manera, i probablement degut a la falta d’homogeneitat en les técniques
utilitzades (FISH i gRT-PCR), s’han trobat resultats discordants en la correlacié entre
I'expressié d’aquest receptor i I'evolucié del pacient (Ch'ng et al., 2008; Chiang et al.,
2008; Chung et al., 2006; Freier et al., 2005; Sheu et al., 2009; Sok et al., 2006). En
canvi, en NSCLC i colon si que s’ha descrit una correlaciéd positiva en resposta a
terapies amb anticossos anti-EGFR a la clinica (Cappuzzo et al., 2008; Hirsch et al.,

2008; Moroni et al., 2005; Sartore-Bianchi et al., 2007).

Mutacions. La mutacié més freqlient i millor caracteritzada d’EGFR trobada en cancer
és la que produeix la variant EGFRVIIL. Es el resultat d’una delecié dels exons 2-7, que
codifiquen per la regio | i dues terceres parts de la regid Il del domini extracel-lular. El
receptor truncat resultant, per tant, no té els dominis corresponents a la unio a lligand.
D’aguesta manera es dona lloc a la transformacié de manera independent de lligand
(Pedersen et al., 2001). Aquesta mutacid es troba principalment en gliomes, cancer de

prostata, mama, pulmé de cel-lula no petita, ovari i cap i coll (Zandi et al., 2007).



Recentment, també s’han detectat mutacions puntuals o petites delecions en el
domini quinasa de I'EGFR (dels exons 18 al 21), presents majoritariament en malalts
amb cancer de pulmé de cél-lula no petita (NSCLC). La mutacid T790M a I'exé 20
confereix resistencia a I'inhibidor de la regid tirosina-quinasa erlotinib i la L858R
indueix sensibilitat. El descobriment d’aquesta subpoblacié de casos de NSCLC ha
suposat una certa revolucié en el tractament d’aquesta patologia, sobretot en I'Gs de
biomarcadors de resposta als inhibidors tirosina-quinasa gefitinib i erlotinib (Lynch et
al., 2004; Paez et al., 2004; Pao and Miller, 2005). Aquests tipus de biomarcadors es

desconeixen en el cas dels anticossos anti-EGFR.

4.3. Paper d’EGFR en radioterapia. Resisténcia a la radiacié

L'elevada expressiéd del receptor del factor epidérmic de creixement ha estat
correlacionat amb mal pronodstic en pacients amb cancer de cap i coll tractats amb
radioterapia. Aquesta relacid6 també s’ha observat en cancers de nasofaringe, esofag, uter,
recte i gliomes. S’han suggerit diferents mecanismes pels quals EGFR estaria implicat en la

resisténcia a la radioterapia.

4.3.1. Repoblacié accelerada

La radiacié ionitzant pot induir la proliferacid cel-lular. Mentre que en cada fraccié de
radiacio es redueix el nombre de cel-lules clonogeniques (depoblacid), la proliferacié en les
cel-lules supervivents s’accelera. Després de diverses setmanes de tractament amb
radioterapia fraccionada es produeix un enriquiment relatiu en el nombre de cél-lules tumorals
clonogeniques, fet que contribueix a la repoblacid dels tumors. La repoblacié és I'explicacio
més plausible a la pérdua de control tumoral associada a la duracié de la radioterapia
fraccionada. Quan s’incrementa el periode total del tractament, es requereix una dosi més
gran per eradicar el tumor. Per aquest motiu s’esta estudiant reduir el temps del tractament
en un intent per reduir la repoblacid. De fet, en els pacients amb cancer escamés de cap i coll
amb una expressio elevada d’EGFR s’ha observat un benefici d’aquest escurcament, suggerint
un paper important d’EGFR en la repoblacié (Bentzen et al., 2005; Eriksen et al., 2005). Aquest
fet esta recolzat per dades precliniques. Schmidt-Ullrich i col-laboradors van observar a
principis dels 90 que les cél-lules que sobrevivien a la radiaciéd adquirien un fenotip més
agressiu on hi havia sobreexpressiéo d’'EGFR i TGF-a (Schmidt-Ullrich et al., 1994). A més, van
demostrar que la radiacié incrementava la fosforil-lacié de les tirosina-quinasa intracel-lulars,
critiques en les vies de senyalitzacié mitogéniques (Schmidt-Ullrich et al., 2003). En un estudi

posterior amb xenoempelts provinents de cél-lules de carcinoma escamds, també es va



correlacionar I'elevada expressié d’EGFR amb la repoblacié accelerada dels tumors després de
diverses dosis de radiacié (Petersen et al., 2001). EIl mecanisme molecular que es proposa és
que l'activacio del receptor per la radiacié ionitzant simula els efectes provocats pels factors de

creixement (Schmidt-Ullrich et al., 1999).

4.3.2. Efecte d’EGFR sobre la radiosensibilitat

La primera evidéncia de que I'expressié d’EGFR podia afectar la radiosensibilitat
intrinseca cel-lular in vivo prové d’experiments realitzats en models murins per Akimoto i
col-laboradors (Akimoto et al., 1999). Van mostrar que una Unica dosi de radiacié induia la
fosforil-laci6 d’EGFR i I'activacié de les vies de senyalitzacid només en aquells tumors que
sobreexpressaven EGFR. Aquest fenomen estava associat a radioresistencia. Com que la
repoblacid dels clondgens no juga cap paper en determinar la resposta in vivo a una Unica dosi
de radiacié (Milas et al., 2002), aquests resultats suggerien que el receptor del factor
epidermic de creixement contribueix en la determinacié de la sensibilitat intrinseca. Estudis
amb fragments de tumors de pacients amb cancer de cap i coll recolzen aquesta idea (Ang et

al., 2002).

4.3.3. Translocacié d’EGFR al nucli

Estudis dirigits per Dittmann i col-laboradors (Dittmann et al., 2005a) van mostrar com,
en contrast amb la senyalitzacid citoplasmatica induida per EGF, la radiacid provoca una
translocacié d’EGFR al nucli de la cel-lula. Aquest procés esta acompanyat per un influx de les
proteines Ku70/80 i fosfatasa 1. Com a conseqiiéncia hi ha un increment de I'activitat de la
quinasa depenent de DNA (DNA-PK) i la formacié de complexos proteics que la contenen,
essencials per la reparacié de ruptures de doble cadena de DNA induides per la radiacid
ionitzant. El bloqueig de 'EGFR amb un anticos monoclonal va inhibir, d’una banda, I'import
d’EGFR al nucli, I'activacié de la DNA-PK i la reparacio de les DSB i, de I'altra, va potenciar la

sensibilitat a la radiacié.

4.4. EGFR com a diana terapeéutica

El receptor del factor epidérmic de creixement va ser el primer receptor associat a
cancer. Les neoplasies que normalment estan vinculades a la desregulacié d’aquest receptor
inclouen les de cap i coll, pulmd, colon i mama. Es més, donada la correlacié entre la
sobreexpressié d’'EGFR i la progressié tumoral, la inhibicié d’aquest receptor ha esdevingut una

estrategia important en la lluita contra el cancer.



Actualment s’han desenvolupat diverses estrategies encaminades al bloqueig de la via
de transduccié de senyals iniciada per I'EGFR per regular o inhibir els seus efectes. Les
principals son els anticossos monoclonals (mAbs) dirigits contra la part extracel-lular del
receptor i les molécules de baix pes molecular que interfereixen amb I’activitat tirosina-
quinasa intracel-lular (TKIs) (Mendelsohn and Dinney, 2001). Degut a que el mode d’actuacio
d’aquests compostos pot ser diferent al de les terapies convencionals, quimioterapia i

radioterapia, és interessant combinar-los per tal d’obtenir efectes additius o sinérgics.

Els anticossos monoclonals mostren major afinitat pel receptor comparat amb els
compostos petits, per tant es requereix menys quantitat per tal d’inhibir EGFR. Ara bé, han de
ser administrats per via intravenosa, mentre que els compostos de baix pes molecular es
poden administrar oralment. Els anticossos, pero, presenten una série d’inconvenients com ara
que poden generar una resposta immunologica que pot comportar una ineficacia del
tractament. A més, poden ser menys efectius o totalment inefectius contra formes truncades
de 'EGFR, com en el cas de la variant EGFRvIII, freqlient en glioblastoma multiforme (Herbst,
2004), que és deficitaria de la major part del seu domini extracel-lular (Lammering et al., 2004).
A nivell intracel-lular, tant mAbs com TKls tenen efectes intracel-lulars similars: les dues
estrategies bloquegen les principals vies de senyalitzacié d’EGFR i per tant la proliferacio

cel-lular (Albanell et al., 2001; Franklin et al., 2002).

A continuacio, descriurem I’anticds monoclonal cetuximab ja que ha sigut objecte del

nostre estudi.

4.5. Terapia anti-EGFR: IMC-C225 (C225, cetuximab o erbitux)

Cetuximab és un anticos monoclonal quimeric obtingut a partir de la combinacid de la
regid variable de I'anticos muri amb la regié constant IgG1 humana. S'uneix especificament a
EGFR amb una afinitat molt elevada (superior als lligands naturals de I'EGFR), competeix amb
la unié a lligand i bloqueja I'activacid del receptor per EGF o TGF-a. Estudis preclinics han
demostrat com cetuximab inhibeix I’activacié de factors de creixement de la via de
senyalitzacid6 MAPK, i per tant, la proliferacié cel-lular (Albanell et al., 2001; Peng et al., 1996;
Wu et al., 1996).

4.5.1. Mecanismes d’accid

L’activitat antitumoral de cetuximab s’ha atribuit a diferents mecanismes:



Inhibicié de la progressid del cicle cel-lular. Experiments inicials van mostrar com tant

cetuximab com el seu progenitor muri M225 provocaven una aturada del cicle a G1,

fase previa a la sintesi de DNA. El tractament amb C225 causa un increment de

kip-1

I’expressid de I'inhibidor del cicle cel-lular p27™~. Aquest fet provoca un augment en

kip-1

la formacid del complexe inhibidor p27**"-Cdk2, responsable de I'aturada a G1 (Huang

et al., 1999).

Potenciacié de I'apoptosi. La supervivéncia cel-lular és depenent, en part, de I'equilibri

entre Bax (que promou l'apoptosi) i Bcl-2 (que protegeix les cél-lules de I'apoptosi)
(Pepper et al., 1997). Diversos estudis han mostrat com cetuximab pot alterar aquesta
ratio incrementant I'expressié de Bax i induir, per tant, I'apoptosi (Huang et al., 1999;
Liu et al., 2000; Tortora et al., 1999; Wu et al., 1995). A més, la combinacié amb
diferents agents quimioterapéutics augmenten la mort cel-lular programada en
diferents models tant in vitro com in vivo (Bruns et al., 2000; Ciardiello et al., 1999;

Tortora et al., 1999).

Inhibicié de I'angiogénesi. S’ha demostrat en diferents estudis que el bloqueig de

I’'EGFR per cetuximab provoca un descens en la produccié de factors angiogénics com
el factor de creixement basic de fibroblastes (bFGF), el factor de creixement vascular
endotelial (VEGF) i la interleukina-8 (IL-8) (Bruns et al., 2000; Perrotte et al., 1999; Petit
et al., 1997). Aquest descens s’ha correlacionat amb un descens en el nimero de vasos
sanguinis (Perrotte et al., 1999) i en un increment de I'apoptosi de cel-lules endotelials

en xenoempelts humans.

Inhibicid de la invasid cel-lular i metastasi. Perrote i col-laboradors van mostrar com

cetuximab inhibia I'aparicid6 de metastasis al pulmd en ratolins amb xenoempelts
establerts a partir de tumors humans (Perrotte et al., 1999). A més, s’ha demostrat
que l'anticos també és capa¢ d’inhibir I'expressié i [I'activitat de diferents
metal-loproteinasses (MMPs), que juguen un paper important en l'adhesié i en la
disseminacié de la céllula tumoral. Aquest descens s’ha correlacionat amb una
reduccidé en la invasié tumoral in vitro i amb la inhibicié del creixement tumoral i

metastasis en ratolins atimics (P et al., 2000; P et al., 1999; Perrotte et al., 1999).



- Inhibicié de la reparacid. Cetuximab bloqueja el transport d’EGFR al nucli, prevenint

d’aquesta manera I'activacio de la quinasa depenent de DNA (DNA-PK) implicada en la

reparacio del dany al DNA (Dittmann et al., 2005b; Huang and Harari, 2000).

- Potenciacid dels efectes antitumorals de la quimioterapia i radioterapia. A principis

dels 90 ja es va observar com cetuximab tenia la capacitat de potenciar els efectes
antitumorals del cisplati en un model muri amb xenoempelts establerts a partir de la
linea tumoral de carcinoma escamods A431 (Fan et al., 1993). Estudis successius van
mostrar aquest efecte sinergic quan es combinava amb altres agents
quimioterapeutics com la gemcitabina (Bruns et al., 2000), docetaxel (Overholser et
al., 2000; Tortora et al., 1999), paclitaxel (Inoue et al., 2000) i topotecan (Ciardiello et
al., 1999). D’altra banda, també es va demostrar que la combinacié de cetuximab amb
la radiacié podia provocar una regressié completa de xenoempelts establerts a partir
de carcinomes escamosos de cap i coll, mentre que I'administracido de cetuximab o
radiacio per si sols provoquen un retard en el creixement del tumor (Bonner et al.,
2000; Milas et al., 2000). Els mecanismes involucrats en aquest fet inclouen I'efecte de
la radiacio sobre I'apoptosi cel-lular amb una péerdua de la clonogenicitat (Bonner et
al., 2000; Huang et al., 1999), reduccio de la proliferacié cel-lular, i un increment en la

sensibilitat de les cél-lules tumorals a la radiacié (Huang et al., 1999).

Es rellevant fer énfasi en qué en la majoria d’estudis I'anticos és més efectiu in vivo
que in vitro. Aquest fet podria explicar-se pels efectes inhibidors sobre la invasid, metastasi i
angiogeénesi tumoral, variables de dificil visualitzacid en les condicions experimentals dels

models in vitro.

4.5.2. Combinacié de cetuximab i radiacid. Estudis clinics

Sén diversos els estudis clinics on s’ha avaluat I'eficacia de cetuximab en combinacié
amb quimioterapia: cancer de pulmd de céllula no petita, cancer de colon i cancer de
pancrees (Ciardiello and Tortora, 2008). La combinacié de cetuximab i radioterapia, pero,
només ha estat avaluada en pacients amb carcinoma escamds de cap i coll localment avancat
en un estudi dissenyat I'any 1999 i publicat al 2006. En aquest estudi randomitzat en fase Ill es
va comparar la combinacio de cetuximab i radioterapia versus radioterapia sola (Bonner et al.,
2006). Es van incloure un total de 424 pacients amb un seguiment minim de 24 mesos i es va
observar una millora significativa en el control locorregional (9,5 mesos) i en la supervivéncia

global (19,7 mesos) en el cas del tractament combinat. A més, I'addicié de cetuximab a la



radiacio també va prolongar significativament la supervivéncia lliure de malaltia. En I'actualitat
s’esta avaluant I'eficacia de I'anticos en combinacié amb radioterapia, cisplati i 5-fluorouracil

(Bernier et al., 2009).

Arran dels resultats d’estudis clinics, I'anticds cetuximab va ser aprovat I’'any 2004 per
I’Agencia americana del medicament (FDA) pel tractament del cancer colorectal avancat
resistent a una terapia basada amb irinotecan i, posteriorment, I'any 2006 en combinacié amb

la radioterapia pel tractament de carcinoma escamés de cap i coll localment avangat.

En aquest context, amb dades cliniques i precliniques que suggereixen un possible
benefici en el manteniment de cetuximab després de la radioterapia, es va iniciar el juny del
2005 un estudi pilot aleatoritzat, promogut per I'Institut Catala d’Oncologia, multicéntric i en
fase Il per avaluar I'eficacia i la seguretat de la combinacié de cetuximab amb radioterapia

seguida o no de cetuximab adjuvant i en el que participen un total de 20 centres espanyols.






Hipotesi






En els malalts amb cancer, la hiperactivitat del receptor del factor epidermic de
creixement (EGFR) te mal pronostic. L'EGFR esta sobreexpressat en diferents tipus de tumors,
entre els que destaquen el cancer de colon, pulmd, pancrees i cap i coll. A més, donada la
cooperacié amb altres membres de la familia d’'EGFR (erbB2, erbB3 i erbB4) es podria ampliar
aquesta llista amb altres neoplasies altament prevalents, com per exemple el cancer de mama.
La majoria d’aquestes neoplasies requereixen tractament amb radioterapia amb el que
s’aconsegueix, en un elevat percentatge de casos, una bona resposta. En canvi, I'existencia de
cél-lules resistents a la radiacid enfosqueix el control tumoral. Una de les causes més
importants de radioresisténcia és la hiperactivitat de 'EGFR. Aquest mecanisme s’ha relacionat
amb l'acceleracié del creixement tumoral durant la radioterapia, sobretot en tumors altament
depenents del receptor del factor epidermic de creixement. La recerca d’estrategies per a
contrarestar aquesta resisténcia ha donat lloc a tractaments de radioterapia hiperfraccionada i
de concomitancia (radioquimioterapia) que han mostrat un augment significatiu del control
local, tot i que a expenses d’una major toxicitat. Recentment, la sintesi d’inhibidors de 'EGFR i
la translacié a la clinica d’aquestes substancies ha demostrat I'existeéncia d’'una estrategia
menys toxica per a compensar la resisténcia tumoral, essent paradigmatic 'augment de
supervivencia en tumors de cap i coll localment avancat tractats amb la combinacié de
radioterapia i cetuximab. Sens dubte, I'éxit d’aquesta combinacié ha suposat un punt d’inflexio
en la investigacio i el tractament del cancer en neoplasies altament depenents d’EGFR, i ha
provocat un creixent interés en el desenvolupament d’estudis clinics per avaluar el seu Us com

a potencial tractament adjuvant.

La hipotesi d’aquesta Tesi Doctoral és que el tractament amb cetuximab després de la
radioterapia podria inhibir la proliferacié de cel-lules supervivents residuals incrementant el

temps lliure de malaltia.






Objectius






Objectiu principal
Avaluar els efectes del tractament amb cetuximab després de la radioterapia i millorar el
coneixement dels mecanismes biologics involucrats utilitzant un model preclinic que simula un
esquema d’adjuvancia en malalts tractats amb radioterapia i cetuximab.
Objectius especifics
1. Avaluar in vivo si el manteniment amb cetuximab augmenta el temps lliure de malaltia
(progressid) en xenoempelts procedents de la injeccié de cél-lules supervivents al

tractament in vitro amb radiacid * cetuximab.

2. Determinar el paper antiangiogenic de cetuximab sobre els xenoempelts en diferents

estadis del creixement tumoral.

3. Analitzar in vitro I'expressié de gens implicats en angiogénesi, supervivencia i

proliferacid cel-lular.

4. Analitzar en els xenoempelts I'expressi6 de gens implicats en angiogenesi,

supervivencia i proliferacié cel-lular.

5. Avaluar in vitro I'efecte de cetuximab en relacié a possibles canvis en la dosi genica.






Materials i metodes






1. CULTIUS CEL-LULARS

1.1. Cél-lules A431

En aquest treball s’ha utilitzat la linia cel-lular A431, obtinguda de I’ ATCC (American
Type Cell Culture, n? CRL-1555) i que va ser establerta a partir d’'un carcinoma escaméds huma
originat en la regié vulvar. Un elevat nombre d’estudis centrats en el bloqueig d’EGFR s’han
realitzat amb aquesta linia ja que en sobreexpressar-lo la converteix en un bon model per a
I'estudi de terapies anti-EGFR, ja sigui amb anticossos monoclonals o amb inhibidors de

I'activitat tirosina quinasa intracel-lular.

1.2. Condicions de cultius

Les cel-lules A431 van créixer formant una monocapa cel-lular amb morfologia epitelial
adherida a la superficie del suport plastic en el qual es van cultivar. Les cel-lules es van
mantenir de forma rutinaria amb DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, BioWhittaker)
suplementat amb un 10% de FBS (serum fetal bovi, PAA Laboratories GmbH), 100 U/mL de
penicil-lina, 100 U/mL d’estreptomicina i 15 mM d’HEPES (aguests 3 components es van
obtenir de Gibco BRL Life Technologies) en un incubador a 372C en una atmosfera saturada de
vapor i amb una concentracié de CO, del 5%. Es van deixar créixer fins un 90% de confluéncia,

canviant el medi segons les necessitats del cultiu (cada 3 o 4 dies).

1.3. Procés de tripsinitzacio

Una vegada les cel-lules van arribar a la confluéncia desitjada, es van rentar dues
vegades amb PBS (tampd fosfat sali, PAA Laboratories GmbH) i es van tripsinitzar amb 500
mg/L de tripsina 1:250 i 200 mg/L d’EDTA (BioWhittaker) durant 15-20 minuts a 37°C. La
reaccié de tripsinitzacié es va aturar afegint a la placa de cultiu medi complert en una relacié
1:3. Amb una pipeta Pasteur de plastic es va transferir la suspensié cel-lular a un tub conic
esteril, guardant una petita aliquota per a realitzar el comptatge de cel-lules. Seguidament es
va centrifugar el tub a 1000 g durant 5 minuts, es va eliminar el sobrenedant i es va

ressuspendre el pellet en medi complert per tal de sembrar nous subcultius.

1.4. Recompte del nombre de cél-lules
En aquest treball es va utilitzar el métode de recompte directe de cél-lules amb un
hemocitometre (o cambra de Neubauer) el qual permet, en qualsevol moment del cultiu,

comptar el nombre de cel-lules i coneixer-ne la seva viabilitat. Aquesta técnica es va realitzar



de manera rutinaria en el manteniment dels cultius cel-lulars i en els diferents assaigs per
sembrar el nombre adequat de cel-lules a les plaques de cultiu. En general, a partir d’'una
aliquota obtinguda en el procés de tripsinitzacio es fa una dilucié amb el colorant blau de tripa,
de manera que es puguin comptar unes 100 cel-lules per quadrant de la cambra de Neubauer.
El blau de tripa penetra a I'interior de les cel-lules nicament quan la membrana cel-lular esta
deteriorada, per aquest motiu les cél-lules vives s’observen com esferes refringents i clares,

mentre que les mortes s’observen opaques i tenyides de blau.

En aquest estudi el recompte de cél-lules es va realitzar sota el microscopi invertit,
diferenciant les cél-lules vives de les mortes, a cadascun dels 4 o 8 quadrants de

I’'hemocitometre. El calcul de cel-lules per mL es va realitzar aplicant la seglient férmula:

Ne ceél-lules / mL = promig del n? de cél-lules viables per quadrant x dilucié x 1-10*

essent 1-10" el factor de correccié del volum.

La viabilitat es va calcular dividint el nimero de cél-lules vives pel total de cel-lules
comptades i multiplicant per 100. Finalment, les cel-lules es van ressupendre en els mL de

medi necessaris per a portar les cél-lules del cultiu a la concentracio desitjada.

1.5. Congelacié i descongelacié de les cél-lules

Per a la congelacio de les cel-lules, es van tripsinitzar tal i com s’ha descrit en I'apartat
anterior, i, una vegada obtingut el pellet, es va ressuspendre en medi de congelacid constituit
per un 90% de FBS i un 10% de I'agent crioprotector DMSO (Dimetilsulfoxid, Sigma). La
suspensid es va aliquotar en criotubs i es van congelar en un tanc d’alcohol isoamilic, que
col-locat a -809C disminueix la temperatura progressivament. Transcorregudes 4h, les cél-lules

ja estaven a punt per a ser emmagatzemades en el tanc de nitrogen liquid.

Per a la descongelacio, les cel-lules es van passar del tanc de nitrogen liquid a un bany
a 379C per a que la descongelacid fos rapida. A continuacié la suspensio cel-lular es va abocar a
una placa de cultiu amb medi complert preincubat a 372C. A les 16h les cél-lules estaven
majoritariament adherides i es feia un canvi de medi per a eliminar les cél-lules mortes i el

DMSO present en el medi de congelacio.



1.6. Control de micoplasma en els cultius

La contaminacié per micoplasma passa visualment desapercebuda en els cultius i en
pot afectar els resultats experimentals. Per evitar aquesta font de confusid, es va efectuar
rutinariament la deteccié de micoplasma. Aquest test esta basat en la deteccido del
microorganisme per PCR amb els primers o encebadors Mico-1 i Mico-2 (Taula 2). Per a la
realitzacié de la PCR es van utilitzar els sobrenedants de cultius confluents en abséncia

d’antibiotics.

Taula 2. Seqiiéncia aminoacidica dels primers
utilitzats per la deteccié de micoplasma.

Primers Sequiéncia aminoacidica (5’[] 3’)

Mico-1 ggcgaatgggtgagtaacacg
Mico-2 cggataacgcttgcgactatg




2. TRACTAMENT DE LES CEL-LULES IN VITRO

2.1. Agents utilitzats
2.1.1. Radiacié ionitzant

Les cel-lules, ben oxigenades i a temperatura ambient, es van irradiar amb fotons de 6
MV procedents d’un accelerador lineal emprat pel tractament de pacients (Clinac 600, Varian)
(Figura 6A) a una taxa de dosi de 2,7 Gy/min. La dosimetria va ser validada pel servei de Fisica

Meédica de l'Institut Catala d’Oncologia. Es va utilitzar un gruix d’1 cm de metacrilat per

mantenir I'equilibri electronic (Figura 6B).

Figura 6. (A) Accelerador lineal i (B) suport de
metacrilat emprats per la irradiacié de les
cel-lules.

2.1.2. Cetuximab
Cetuximab (Erbitux®, Merck KGaA) va ser obtingut de la Farmacia de I'Institut Catala
d’Oncologia. El farmac es va dissoldre fins a les concentracions adequades en medi complert

abans de cada experiment i es va conservar a 42C fins el moment del seu Us.



2.2. Obtencio i generacié de la subpoblacié cel-lular supervivent al tractament. Concepte de
malaltia microscopica residual

La malaltia microscopica residual (MMR) en oncologia és la principal causa de
recaiguda de malalts amb cancer, i es defineix com la persisténcia d’'un petit nimero de
cel-lules malignes amb capacitat clonogénica per a repoblar un tumor (i/o formar metastasi)

després d’un tractament oncologic.

Es van dissenyar una série d’experiments on el tractament dels cultius amb cetuximab,
radiacido o ambdds induis una subpoblacié de cél-lules supervivents que simulessin la MMR a la
clinica. Aquesta fraccié de cel-lules va ser la que es va injectar posteriorment a ratolins atimics

per a la generacié de xenoempelts.

Es van sembrar 2x10° de cél-lules A431 en plaques de 15 cm de diametre i es van
tractar els cultius amb radiacié, cetuximab o ambdds segons I'esquema que es detalla a

continuacié (Figura 7):

a) Control: es va mantenir el cultiu sense cap tractament.

b) Cetuximab: es va mantenir el cultiu amb cetuximab 30 nM.

c) Radiacié (Rx): es va irradiar el cultiu amb una dosi total de 8 Gy, en fraccions
consecutives 2 Gy cada una separades per 24 hores.

d) Tractament combinat discontinu: es va mantenir el cultiu amb cetuximab 30 nM i
es va irradiar amb una dosi total de 8 Gy, a rad d’una fraccié de 2 Gy durant 4 dies
consecutius. Es va retirar cetuximab del medi després de I'tltima dosi de radiacid.

e) Tractament combinat continu: es va mantenir el cultiu amb cetuximab 30 nM i es
va irradiar amb una dosi total de 8 Gy, a rad d’una fraccié de 2 Gy durant 4 dies

consecutius.

Es va realitzar un canvi de medi dels cultius cada 3,5 dies. Degut a que no es van
tripsinitzar les céel-lules durant tot el tractament, les branques control (a) i cetuximab (b) van
estar en cultiu durant 10 dies per evitar la seva degeneracié, en comptes dels 21 dies de les

branquesc,die.



Setmana 1 Setmana 2 Setmana 3

a) Control

b) Cetuximab [30 nM]

111!
1
1

c) Rx [8 Gy]

d) Rx + Cetuximab discontinu

e) Rx + Cetuximab continu

Figura 7. Esquema de tractament in vitro per I'obtencié de ceél-lules corresponents a malaltia
microscopica residual. Les cel-lules es van tractar amb radiacio, cetuximab o una combinacié d’ambdds
durant 10 dies (a, b) o0 21 dies (c, d, e). Les sagetes indiquen fraccions de 2 Gy administrades en intervals
de 24 hores i les linies discontinues I’exposicid continuada de cetuximab.

2.2.1. Determinacié de I'eficiéncia de clonacié (CE) i de la fraccié supervivent (SF): assaig
clonogenic

L'avaluacié de I'efecte citotoxic dels tractaments i la quantificacid de la fraccié de
cel-lules supervivents es va realitzar mitjangant I'assaig clonogenic. Aquesta teécnica es basa en
la capacitat que tenen algunes cel-lules tumorals sembrades de forma aillada de produir una
amplia familia de descendents. Aquelles que formin colonies visibles a simple vista
(agrupacions de més de 50 cel-lules filles) es consideren cel-lules supervivents al tractament.
Les colonies es poden quantificar previa tinci6 amb algun colorant. L’habilitat per formar

colonies ens déna una idea del potencial tumorogénic d’una cel-lula.

En el nostre estudi es van sembrar 5000 cél-lules en plagues de 6 cm per triplicat. En
aquest punt, es va considerar important que la tripsinitzacié fos molt bona (sense agregats)
per tal de sembrar cel-lules aillades, tant per la formacié de colonies a partir d’una sola cél-lula

inicial com per sembrar exactament el mateix nimero en tots els esquemes de tractament. Les



plagues es van deixar a l'incubador a 372C durant 14 dies sense canviar el medi ni moure-les.
Transcorregut aquest temps es van tenyir les colonies amb el colorant cristall violeta (25% acid
acetic glacial, 75% etanol i 1% cristall violeta) durant 20 minuts. L’excés es va rentar amb aigua

de l'aixeta.

La proporcioé de cel-lules supervivents, equivalent al concepte de MMR, es va mesurar

a través de I'eficiencia de clonacié (CE, cloning efficiency) i es va calcular segons la formula:

CE = n? de colonies comptades / n2 de cel-lules sembrades

Tanmateix, la supervivencia cel-lular (SF, surviving fraction) es va definir de la seglient

manera:

SF = CE cél-lules tractades / CE cél-lules no tractades



3. TRACTAMENT IN VIVO

3.1. Animals i estabulacié

Els ratolins utilitzats en aquest treball van ser ratolins atimics swiss nu/nu mascles de
6-8 setmanes d’edat i 18-22 grams de pes (Harlan). Els animals es van mantenir a una
temperatura de 20-229C, en sales lliures de patogens i estabulats en gabies autoclavables al
servei d’estabulari de I'Institut d’Investigaci6 Biomedica de Bellvitge (IDIBELL). Se’ls va
proporcionar menjar i beguda esteril ad libitum. Tots els experiments van ser duts a terme en
cabines de fluxe laminar vertical, i els procediments van ser avaluats i aprovats pel comite étic

d’ experimentacid animal.

3.2. Generacié de xenoempelts a partir de la injeccié de malaltia microscopica residual

Els ratolins atimics, congénitament deficitaris en cel-lules T, s’utilitzen en el camp de la
recerca oncologica ja que no generen rebuig quan sén trasplantats amb cel-lules o tumors
d’origen huma. Els xenoempelts procedents de linies cel-lulars humanes crescuts en aquests
ratolins tenen un estroma muri perd la part tumoral és humana. D’aquesta manera,
mitjancant tecniques de biologia molecular es pot estudiar l'accié antitumoral d’una
substancia i discernir entre si és un efecte directe (sobre les propies cel-lules tumorals) o bé

indirecte (sobre les cél-lules de I’estroma).

3.2.1. Tractament dels animals
Per generar tumors a partir de MMR, es va injectar el mateix nimero de cél-lules
clonogeniques en el teixit subcutani dels ratolins atimics i per triplicat. Les cél-lules es van

injectar resuspeses en medi DMEM sense FBS en un volum de 100 pL.

Els ratolins van ser distribuits de manera aleatoria en 2 grups de tractament in vivo

(Figura 8):

a) grup control: es van administrar intraperitonealment 450 pL de serum fisiologic
cada 3,5 dies.

b) grup cetuximab: es van administrar intraperitonealment 450 plL de serum fisiologic
amb 0,05 mg de cetuximab cada 3,5 dies. Per tal de saturar els nivells de receptors
d’EGF no associats a tumor es va administrar 0,1 mg de cetuximab 3,5 dies previs a

la injeccid subcutania de les cél-lules.



Per cada esquema de tractament in vitro (a—>e), es van realitzar un total de 6
experiments in vivo on el criteri de punt final es va establir quan el tumor assolia una mida d’ 1
cm?®, i 3 experiments addicionals on el punt final venia donat quan el tumor assolia una mida
de 100 mm>. En aquest moment es va procedir al sacrifici del ratoli i al processat del

xenoempelt per a la realitzacié d’estudis histologics i bioquimics.

Tractament in vitro Tractament in vivo

Setmana 1 Setmana 2 Setmana 3

Pl

@D b) Cetuximab [0,01 mg/setmana]

p

! €27\ a) Serum fisiologic
— —
! ﬂ?.,\;, b) Cetuximab [0,01 mg/setmana]

l l l l : Q a) Serum fisiologic

b) Cetuximab [0,01 mg/setmana]
iy

———————————

i

a) Serum fisiologic
a) Control

b) Cetuximab [30 nM]

c) Rx [8 Gy]

pl

g?..}; b) Cetuximab [0,01 mg/setmana]

‘3@\(\ a) Serum fisiologic
g,
)

b) Cetuximab [0,01 mg/setmana]

a) Sérum fisiologic
d) Rx + Cetuximab discontinl e

e) Rx + Cetuximab continu —

Figura 8. Esquema de tractament in vivo i origen de les cél-lules injectades per a 'obtencié dels
xenoempelts. Les cél-lules es van tripsinitzar després del tractament in vitro i es va injectar el mateix
numero de cél-lules clonogeniques a ratolins atimics. Els animals es van randomitzar pel tractament
amb sérum fisiologic o amb 0,05 mg de cetuximab cada 3,5 dies (0,01 mg/setmana). El grup tractat amb
cetuximab va rebre una dosi addicional de 0,1 mg de cetuximab 3,5 dies previs a la injeccio de les
cél-lules.

3.3. Mesura del creixement tumoral
Per tal d’avaluar el paper adjuvant de cetuximab, es va mesurar el volum tumoral dels
xenoempelts cada 3,5 dies, coincidint amb els periodes d’administracié del farmac. El volum va

ser calculat segons la férmula:
V = [(diametre gran) x (diametre petit)’] x /6
Per quantificar amb precisid les variacions en el creixement tumoral induides pel

tractament vam representar cada corba de creixement per separat sobre un eix de

coordenades cartesianes. Aix0 ens va permetre coneixer per cada tumor el moment en qué un



determinat volum de 100, 200, 300 etc fins a 1000 mm? era assolit, per, finalment, fer la

corresponent estadistica.

3.4. Obtencid i processat de les mostres tumorals

Una vegada els xenoempelts van arribar al volum desitjat es van extirpar els tumors.
Aguests es van criopreservar de dues maneres diferents. Per als estudis histologics es va
congelar la meitat del tumor en medi de preservacié OCT (<11% alcohol polyvinyl, <5% cera
carbonica i <85% d’ingredients no reactius) i es va guardar a -802C. La resta del tumor es va

guardar en criotubs, també a -802C, per a I'extraccié d’ RNA.



4. ESTUDIS HISTOLOGICS DE LES MOSTRES TUMORALS

Els estudis histologics es van realitzar a partir dels tumors congelats en OCT. En tots els
casos, es va utilitzar un criostat per a realitzar talls de 3 um de gruix que es van col-locar sobre
portaobjectes tractats previament amb 10% de poli-L-lisina. Una vegada adherits els talls sobre
el portaobjectes es van deixar assecar durant 10 minuts a temperatura ambient i seguidament

es van congelar a -20°C.

Es van utilitzar diferents técniques histologiques d’'immunotincié. Es va realitzar la
immunohistoquimica del marcador endotelial CD31 per a la quantificacié dels vasos sanguinis i
del marcador F4/80 per a la quantificacido de macrofags. La immunofluorescéncia es va utilitzar
per al marcatge de Ki67 i caspasa-3 per a la quantificacid de la proliferacié i apoptosi cel-lular,
respectivament. En tots els casos es van descongelar els portaobjectes i es van deixar temperar

durant 20 minuts a temperatura ambient abans de realitzar la técnica histologica.

4.1. Immunohistoquimica

Les seccions es van fixar amb formol tamponat al 4% durant 10 minuts i es van rentar
amb aigua destil-lada i PBS 1X (0,15 M NaCl, 9 mM Na,HPO, i 1 mM KH,PO,). Es van
permeabilitzar les membranes cel-lulars amb 0,1% de Trité X-100 en PBS 1X durant 10 minuts.
Per tal d’inhibir les peroxidases endogenes es van incubar els talls durant 10 minuts amb aigua
oxigenada al 3% (67% PBS 1X, 30% metanol i 3% aigua oxigenada) i es van tornar a rentar amb
aigua destil-lada i 0,1% de Trité X-100 en PBS 1X. El bloqueig es va realitzar durant 1 hora a
temperatura ambient amb sérum de cabra-cavall 1/5 en PBS 1X, en el cas de CD31, i amb
serum de cabra-cavall 1:1 (v:v) en el cas de F4/80. Després de la incubacié amb I'anticos
primari (Taula 3) durant 1 hora a temperatura ambient es va procedir a rentar les seccions amb
0,1% de Tritd X-100 en PBS 1X i a la incubacié amb I'anticos secundari biotinilat (Taula 3)

durant 1 hora a tempreratura ambient.

Taula 3. Anticossos primaris i secundaris utilitzats per immunohistoquimica.

Anticos Tipus Casa comercial Origen Diluci6 de treball
CD31 Primari BDPharmigen  Monoclonal de rata 1:50
F4/80 Primari AbD Serotec Monoclonal de rata 1:50

Anti-rata biotinilat Secundari Dako Policlonal de conill 1:200




Després de rentar amb 0,1% de Trité X-100 en PBS 1X es van incubar els talls amb
streptavidina i peroxidasa biotinilada procedents del kit StreptABComplex/HRP kit (Dako)
durant 30 minuts a temperatura ambient. El revelat es realitza mitjancant un sistema
cromogen amb diaminobenzidina (DAB) i aigua oxigenada, de manera que quan aquest s’oxida
forma un producte final de color marré en la zona de I'antigen diana. Seguidament es realitza
una tinci6 amb hematoxilina i una deshidratacié seguint una bateria d’etanols de menor a
major graduacid finalitzant amb xil-lol. EIl muntatge es realitza amb medi de resina sintética

DPX (dibutil flalat, BDH).

4.1.1. Estudi i quantificacio de la densitat vascular (CD31)

L'antigen CD31 (PECAM-1) és una proteina integral de membrana de 130 KDa que
media I'adhesié cel-lula-cél-lula i és un marcador especific de cél-lules endotelials madures, les
quals recobreixen la paret dels vasos sanguinis. La quantificacid es va realitzar pel méetode
descrit per Weidner i col-laboradors (Weidner et al., 1993) mitjancant microscopia optica en
aquelles regions tumorals que presentaven un major nimero de capil-lars. Després d’examinar
la mostra amb un objectiu de baix augment (x10) es van seleccionar 5 arees amb major
numero de vasos tenyits. En cada una de les arees i utilitzant un objectiu de més augments
(x40), es comptaven el nimero de vasos presents. Es consideraven vasos sanguinis (1) aquelles
estructures formades per diverses cel-lules amb llum al seu interior, (2) una Unica cél-lula
tenyida i (3) un conjunt de cel-lules tenyides. La quantificacid de la densitat vascular es va dur a
terme per inspeccié directa, sense saber en cap moment quin tractament previ havien rebut

els tumors.

4.1.2. Estudi i quantificacié dels macrofags (F4/80)

L’antigen F4/80 és una glicoproteina de membrana de 160 KDa que s’expressa
especificament en macrofags. La quantificacio es va realitzar mitjangant microscopia Optica en
aquelles regions tumorals que presentaven un major numero de macrofags. Després
d’examinar la mostra amb un objectiu de baix augment (x10) es van seleccionar 5 arees amb
major numero de macrofags tenyits. En cada una de les arees i utilitzant un objectiu de més
augments (x40), es comptava el numero present d’aquestes cél-lules. La quantificacid del
nimero de macrofags es va dur a terme per inspeccié directa, sense saber en cap moment

quin tractament previ van rebre els tumors.



4.2. Immunofluorescéncia

Les seccions es van fixar amb formol tamponat al 4% durant 10 minuts i es van rentar
amb aigua destil-lada i PBS 1X (0,15 M NaCl, 9 mM Na,HPO, i 1 mM KH,PO,). Es van
permeabilitzar les membranes cel-lulars amb 0,1% de Trité X-100 en PBS 1X durant 10 minuts.
El bloqueig es va realitzar durant 1 hora a temperatura ambient amb sérum de cabra-cavall 1/5
en PBS 1X, en el cas de Ki67, i amb 1% d’albumina en PBS 1X en el cas de caspasa-3. Després de
la incubacid amb I’anticdos primari (Taula 4) durant 1 hora a temperatura ambient es va
procedir a rentar les seccions amb 0,1% de Tritd X-100 en PBS 1X i es va incubar amb I'anticos
secundari corresponent (Taula 4) durant 1 hora a temperatura ambient. Finalment es van
muntar i contrastar els nuclis amb medi de muntatge Vectashield amb el colorant fluorescent

DAPI, que s’uneix especificament al DNA (Vector Laboratories Inc.).

Taula 4. Anticossos primaris i secundaris utilitzats per immunofluoresceéncia.

Anticos Tipus Casa comercial Origen Ditl:‘::;?e
Ki67 Primari NeoMarkers Policlonal de conill 1:100
Caspasa-3 Primari Cell Signaling Policlonal de conill 1:500
Alexa fluor 594 anti-conill  Secundari Invitrogen Cabra 1:200

4.2.1. Estudi i quantificacio de la proliferacio cel-lular (Ki67)

L’antigen Ki67 és una proteina nuclear de 345-395 KDa que s’expressa en les cél-lules
en proliferacid en fase G1, S i G2, amb uns nivells més alts presents en la fase M. No s’expressa
durant la fase GO del cicle cel-lular. Per aquest motiu Ki67 és el marcador per excel-léncia de
proliferacié cel-lular. Després d’examinar la mostra amb un objectiu de baix augment (x10) es
van seleccionar 5 arees amb major nimero de cél-lules positives. Es va procedir a capturar les
imatges amb un microscopi de fluorescéncia equipat amb una camera acoblada i amb el
software SPOT advance (Diagnostic Instruments). La quantificacid del marcatge es va dur a

terme mitjancant el software ImageJ, que es pot trobar a la web www.rsb.info.nih.gov/ij/. Es

van comptar els nuclis de les cel-lules tumorals positives respecte al total de nuclis en cada
camp. El comptatge es va dur a terme a ull cec, sense saber en cap moment quin tractament
previ van rebre els tumors. L'index de proliferacié (o index Ki67) es va determinar a partir de la

proporcié de cel-lules Ki67 positives respecte del numero total de cél-lules.

4.2.2. Estudi i quantificacié de I'apoptosi cel-lular (caspasa-3)

La caspasa-3 és una de les proteines clau en I'execucié de I'apoptosi. La seva aparicié



en el citoplasma de les cél-lules que entren en apoptosi és un fenomen precocg i precedeix a
I'aparicié dels canvis morfologics propis de la mort cel-lular. Per aix0 caspasa-3 és un bon
marcador de mort cel-lular per apoptosi. Després d’examinar la mostra amb un objectiu de
baix augment (x10) es van seleccionar 5 arees amb major nimero de cel-lules positives. Es va
procedir a capturar les imatges amb un microscopi de fluorescéncia equipat amb una camera
acoblada i amb el software SPOT advance. La quantificacié del marcatge es va dur a terme
mitjangant el software Imagel. Es van comptar els nuclis de les cél-lules tumorals positives
respecte al total de nuclis en cada camp. El comptatge es va dur a terme per inspeccié directa,
sense saber en cap moment quin tractament previ van rebre els tumors. L'index apoptotic es
va determinar a partir de la proporcié de cel-lules caspasa-3 positives respecte del nimero

total de cél-lules.



5. ESTUDIS BIOQUIMICS

5.1. Senyalitzacié cel-lular. Estimulacié de la MAPK ERK 1/2

Per avaluar 'activacio de la via de les MAPK es va utilitzar la técnica de Western Blot.

Es van quantificar les proteines ERK fosforil-lades en llisats cel-lulars procedents de cél-lules

tractades en diferents condicions.

5.1.1. Tractament dels cultius

Es van tractar les cel-lules amb EGF, radiacid, cetuximab o una combinacié d’aquests

per tal d’avaluar el seu efecte sobre la proliferacio cel-lular. Es van realitzar 2 esquemes de

tractament diferents:

Esquema 1l

Es van sembrar 600.000 cél-lules A431 en plaques de 6 cm de diametre amb medi

complert i es van deixar créixer durant 72 hores. Transcorregut aquest temps es van mantenir

amb 0,5% FBS durant 24 hores, moment en que es van tractar de la seglient manera (Figura 9):

a)
b)
c)
d)
e)

f)

g)

h)

Control: es va mantenir el cultiu sense cap tractament.

EGF: es va afegir EGF 2,5 ng/mL durant 5 minuts.

Cetuximab: es va afegir cetuximab 30 nM durant 2 hores.

EGF + cetuximab: es va afegir cetuximab 30 nM durant 2 hores més EGF 2,5 ng/mL
durant els 5 dltims minuts.

Radiaci6 (Rx): es va irradiar el cultiu amb una Unica dosi de 2 Gy i seguidament es
va incubar a 372C durant 5 minuts.

EGF + Rx: es va irradiar el cultiu amb una Unica dosi de 2 Gy i seguidament es va
incubar a 372C amb EGF 2,5 ng/mL durant 5 minuts.

Rx + cetuximab: es va afegir cetuximab 30 nM durant 2 hores, es va irradiar el
cultiu amb una Unica dosi de 2 Gy i seguidament es va incubar a 372C durant 5
minuts.

EGF + Rx + cetuximab: es va afegir cetuximab 30 nM durant 2 hores, es va irradiar
el cultiu amb una Unica dosi de 2 Gy i seguidament es va incubar a 372C amb EGF

2,5 ng/mL durant 5 minuts.



a) Control

b) EGF / —_—

c) Cetuximab —/ /_
d) EGF + Cetuximab —//—

=== EGF 2,5 ng/mL (5 min)

Cetuximab 30 nM (2 h)

l Rx 2Gy

e) Rx / I

f) EGF + Rx /|

g) Rx + Cetuximab / /

Figura 9. Esquema de tractament de les cél-lules A431 per a I’estudi d’activacié de la MAPK ERK 1/2.
Transcorregudes 72 hores, els cultius es van mantenir 24 hores addicionals amb DMEM amb 0,5% de
FBS. Les cel-lules es van tractar amb EGF, cetuximab, radiacié o una combinacié d’aquests.

Els llisats cel-lulars es van obtenir transcorregudes les 2 hores del tractament amb

cetuximab i 5 minuts posteriors a la irradiacid i a I'exposicié a EGF.

Esquema 2

Es van sembrar 1,5x10° cél-lules A431 en plaques de 6 cm de diametre amb medi amb
0,5% FBS i es van deixar créixer durant 24 hores abans de I'aplicacié de qualsevol tractament.

Els cultius es van tractar com es detalla a continuacié (Figura 10, a-c):

a) Control: es va mantenir el cultiu sense cap tractament.
b) Irradiacié Unica:
b.1) es va irradiar el cultiu amb una Unica dosi de 8 Gy.
b.2) es va irradiar el cultiu amb una Unica dosi de 2 Gy.
c) Irradiacié doble: es va irradiar el cultiu amb una dosi de 8 Gy. Addicionalment, es

va administrar una segona dosi de 2 Gy a les 24 hores posteriors a la primera dosi.



Aquest esquema es va repetir en abséncia i preséncia de cetuximab 30 nM durant 2
hores prévies a la irradiaci6 amb 2 Gy (Figura 10, d-f). Els llisats cel-lulars es van obtenir

transcorregudes les 2 hores del tractament amb cetuximab i 5 minuts posteriors a la irradiacio.

a) Control

24h 24h

-_

b.1) Irradiacié unica (8 Gy)

b.2) Irradiacié unica (2 Gy) I t {
l ‘ l Rx 8Gy
¢) Irradiacié doble ( 8Gy + 2Gy) | } {
l Rx 2Gy
d) Cetuximab I e 1 )
------- Cetuximab 30 nM (2 h)

e.1) Irradiacid tnica (8 Gy) + I L L
cetuximab

e.2) Irradiacié unica (2 Gy) +

cetuximab
f) Irradiacié doble ( 8Gy + 2Gy) + |- ! """ H
cetuximab

Figura 10. Esquema de tractament de les cél-lules A431 per a I'estudi d’activacié de la MAPK ERK 1/2.
Els cultius es van mantenir amb 0,5% de FBS. Es van irradiar amb una dosi Gnica de 8 Gy a les 24 h de la
sembra (b.1), de 2 Gy a les 48h b.2) o ambdues (c). Es va repetir el mateix esquema en presencia de
cetuximab 30 nM durant 2 hores prévies a la tltima irradiacio (d-f).

5.1.2. Western blot

5.1.2.1. Extraccid de proteines

L’extraccié de proteines es va realitzar a 42C i a partir dels cultius cel-lulars tractats
amb radiacid, cetuximab o una combinacié d’aquests tal com s’ha descrit en I'apartat 5.1.1. Les
cél-lules es van rentar dues vegades amb PBS 1X i es van llisar durant 10 minuts en agitacio
amb solucid de lisis RIPA (150mM NaCl, 1% NP40, 0,5% sodi deoxicolat, 0,1% SDS i 50 mM Tris
pH 8), moment en qué afegiem un ventall d’inhibidors de proteases (1 pg/mL leupeptina, 4
ug/mL aprotinina, 10 pg/mL benzamidina i 1 uM PMSF) i de fosfatases (50 mM fluorur sodic i
40 mM B-glicerolfosfat). Posteriorment, la monocapa cel-lular es va disgregar mecanicament i

es va transferir la suspensié a un tub eppendorf. El llisat es va centrifugar a 13.000 g durant 5



minuts a 42C i el sobrenedant es va transferir a un nou tub eppendorf. Es va agafar una petita

aliquota per a la quantificacio proteica i la resta es va conservar a -80°C.

5.1.2.2. Quantificacié de proteines

La quantificacié de proteines de les mostres es va dur a terme amb el Kit BCA protein
assay kit (Pierce Biotechnology) i seguint les instruccions del fabricant. En una placa de 96 pous
es van col-locar 5 pL de mostra amb 15 plL d’aigua destil-lada i, seguidament, es van afegir 200
pL de solucié de treball. Es va incubar la placa a 372C durant 30 minuts i es va llegir en un

espectrofotometre de plaques a una absorbancia de 540 nm.
Totes les mostres es van analitzar per duplicat i en cada quantificacidé es va incloure,
també per duplicat, una recta patré amb concentracions conegudes d’albimina sérica bovina

(BSA) per a poder extrapolar la concentracié proteica de cada mostra.

5.1.2.3. Preparacid de les mostres

Es va barrejar la mateixa quantitat de proteines de cada mostra amb tampd de mostra
4x (0,25 M Tris HCI pH 6,8, 0,3 M SDS, 40% glicerol, 0.01 % blau de bromofenol i 5% pB-
mercaptoetanol) i es va incubar a 952C durant 5 minuts per a dur a terme la desnaturalitzacio.

Sempre es va carregar la mateixa quantitat de proteina (30 pg) en cada carril dels gels.

5.1.2.4. Electroforesi en gel de poli-acrilamida (SDS-PAGE)

L’ SDS-PAGE (sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) és una técnica
ampliament utilitzada en el camp de la biologia molecular per a separar les proteines segons la
seva mobilitat electroforetica, que ve donada principalment pel seu pes molecular. El
detergent anionic SDS desnaturalitza les proteines i els hi confereix una carrega negativa amb
una proporcio carrega/massa uniforme, d’aquesta manera es pot assumir que la distancia de

migracio en el gel depén Unicament del tamany de la proteina.

Existeixen dos tipus de gels d’acrilamida/bisacrilamida (29:1), el preparador o superior
i el separador o inferior. Les funcions que realitzen son diferents. El gel preparador permet que
les proteines es concentrin en una banda estreta abans d’entrar en el gel separador i
n‘augmenten la resolucio al provocar que tota la mostra entri en la fase separadora al mateix
temps. En primer lloc es va preparar el gel separador, que pot contenir un major o menor
percentatge d’acrilamida en funcié de si les proteines d’interés sén de baix o alt pes molecular.

Independentment d’aquest percentatge, se li afegia al gel 9,4 M Tris base pH 8,8, 0,1% SDS, 1%



APSi0,1% TEMED. Una vegada polimeritzat, es va afegir el gel preparador que constava de 4%
d’acrilamida, 125 mM de Tris base pH 6,8, 0,1% SDS, 1% APS i 0,1% TEMED. Finalment, es van
carregar les mostres i es va realitzar la electroforesis a 100 V en tampd d’electroforesi 1X

(25mM Tris base pH 8,6, 0,1 M glicina i 0,1% SDS).

5.1.2.5. Transferéncia de proteines

Es van transferir les proteines del gel d’acrilamida a una membrana de nitrocel-lulosa
(GE Healthcare, Amersham Hybond ECL Nitrocellulose Membrane) mitjancant un camp eléctric.
El muntatge o sandvitx de la transferencia es va realitzar sobre un suport de plastic on, per
ordre, es col-locava un filtre esponjés, paper whatman, el gel d’acrilamida en contacte amb la
membrana de nitrocel-lulosa, paper whatman i un ultim filtre esponjés. La transferéncia es va
realitzar a 400mA durant 1h 30min en fred en tampé de transferencia 1X (25mM Tris base pH

8,6, 0,1 M glicina i 20% metanol).

5.1.2.6. Deteccié immunologica amb anticossos especifics

Una vegada finalitzada la transferencia, es va bloquejar la membrana amb un 5% de
llet en pols en TBS 1X (1 M Tris base, 0,3 M clorur sodic) i es va incubar en agitacié durant 1
hora a temperatura ambient. Seguidament es va incubar I'anticos primari (Taula 5) en agitacié
durant tota la nit a 49C. L’'endema, es van rentar les membranes amb 0,1% de Tritd X-100 en
TBS 1X i es van incubar amb I’anticos secundari corresponent unit a peroxidasa (Taula 5) en
agitacié durant 1 hora a temperatura ambient. Finalment, es va rentar la membrana amb 0,1%
de Tritd X-100 en TBS 1X. La detecci6 de la senyal es va realitzar amb un métode
quimioluminiscent no radioactiu de revelat basat en I'oxidacié del luminol per part de la
peroxidasa que esta unida a I'anticos secundari (ECL western blotting detection reagents and
analysis systems, Amersham Biosciences). Aquesta emissid va ser detectada amb una exposicid
entre 1 i 5 minuts amb films d’autoradiografia sensibles a la llum blava (Hyperfilm ECL, high

performance chemoluminiscence film, Amersham Biosciences).

Taula 5. Anticossos primaris i secundaris utilitzats per western blot.

. . . . Dilucié de
Anticos Tipus Casa comercial Origen treball
p-ERK 1/2 Primari Sigma Aldrich Monoclonal de ratoli 1:5000
Tubulina Primari Sigma Aldrich Monoclonal de ratoli 1:5000

Anti-ratoli HRP Secundari Amersham Ovella 1:5000




5.2. Secrecio de VEGF-A
Per avaluar si la radiacio o cetuximab induien la secrecié de VEGF es van determinar els

seus nivells en el sobrenedant de cultius tractats amb diferents condicions.

5.2.1. Tractament dels cultius i obtencié de les mostres
Es van sembrar 4x10° cél-lules A431 per triplicat en plaques de 6 cm de diametre amb
medi amb 0,5% FBS i es van deixar créixer durant 24 hores. Transcorregut aquest periode, els

cultius es van sotmetre als segiients tractaments:

a) Control: es va mantenir el cultiu sense cap tractament.

b) Cetuximab: es va afegir cetuximab 30 nM al medi de cultiu.

c) Radiacié (Rx): es va irradiar el cultiu amb una Unica dosi de 8 Gy.

d) Rx + cetuximab: es va irradiar el cultiu amb una Unica dosi de 8 Gy i es va afegir

cetuximab 30 nM al medi de cultiu.

Es va agafar una aliquota de sobrenedant de cada placa ales 0 h, 24 h i 48 h posteriors
al tractament per a determinar els nivells de VEGF secretats al medi. Es van comptar el nimero
de cel-lules en cada moment del recull per a normalitzar els resultats en el moment de I'analisi.

Les mostres es van guardar a -802C fins el moment del seu Us.

5.2.2. ELISA

Per a la quantificacié del VEGF secretat al medi per part de les cél-lules tumorals en
cultiu es va utilitzar el kit Quantikine Human VEGF ELISA kit (R&D Systems). Per a I'experiment
es van utilitzar 15 uL de mostra i la quantificacid es va normalitzar segons el nimero de

cel-lules presents al cultiu en el moment de recollir el sobrenedant.

Es van utilitzar plagues comercials de 96 pous recoberts de I'anticos monoclonal
especific per al VEGF-A huma. Es va deixar incubar la placa 2 hores a temperatura ambient per
tal que el VEGF-A present en les mostres s’unis a I'anticos immobilitzat als pous. Després de
rentar 3 vegades, es van afegir 200 pL de I'anticos anti-VEGF conjugat amb peroxidasa i es va
tornar a incubar 2 hores a temperatura ambient. Seguidament, es va tornar a rentar i a incubar
20 minuts a temperatura ambient amb 200 pL de tetrametilbenzidina. Aquesta substancia
reacciona colorimétricament amb la peroxidasa, per aix0 és necessari incubar-ho evitant el
contacte amb la llum. Finalment es va parar la reaccié afegint 50 uL de solucié Stop, moment

en que es va procedir a la lectura de la densitat optica a 450 nm de longitud d’ona.



En cada experiment d’ELISA es va establir una corba estandard seguint les instruccions
del fabricant que anava de 0 a 2000 pg/mL per tal d’extrapolar els valors absoluts en les
mostres. Totes les mostres i els punts de la corba estandard van ser quantificats per duplicat i

es va calcular la mitja de les repliques.



6. ESTUDIS D’EXPRESSIO GENICA

6.1. Obtenci6 de les mostres

A més de la citotoxicitat dels tractaments també es van determinar els possibles canvis
en l'expressié genica induits pels tractaments sobre les cél-lules A431. En concret, es va
investigar si s’havien produit modificacions en I'expressié de gens implicats en la via de
senyalitzacié de I'EGFR. Es va obtenir RNA de cél-lules tractades segons els esquemes de la

Figura 7, just abans de la injeccié en els animals.

6.2. Extraccio de I’'RNA

L’extraccié de I'RNA total es va realitzar amb Trizol reagent (Invitrogen), una solucio
monofasica de fenol i guanidina d’isotiocianat, a partir de la MMR resultant del tractament in
vitro. També es va realitzar a partir dels xenoempelts. A cada mostra se li va afegir 1 mL de
Trizol i es va homogeneitzar la barreja pipetejant repetidament per tal d’afavorir la lisi de les
cél-lules. En el cas dels xenoempelts es va disgregar manualment un fragment de 50-100 mg de
pes. Seguidament es va deixar reposar en gel durant 15 minuts per a facilitar la dissociacié dels
complexos nucleo-proteics i posteriorent es va centrifugar a 13000 g a 42C durant 15 minuts
per a separar la fase aquosa (on es troba I'RNA) de la fase organica (DNA i proteines). Es va
recuperar la fase aquosa i es va precipitar I'RNA afegint un volum d’isopropanol equivalent al
de la fase aquosa recollida i es va mantenir durant 15 minuts a 49C. Transcorregut aquest
temps es va centrifugar la mostra a 13000 g durant 15 minuts per a recuperar 'RNA i es va
procedir a fer 2 rentats amb etanol 75%. Per ultim, es va deixar eixugar el pellet i es va

ressuspendre en 100 puL d’aigua destil-lada.

6.3. Quantificacidé i determinacio de la integritat de I’'RNA

L'RNA es va quantificar per mitja d’espectrofotometria a 260 nm en un
espectrofotometre NanoDrop i la seva puresa es va determinar a través del quocient de
I’'absorbancia a 260 nm i a 280 nm. En una aproximacié de la puresa, es considera que la
relacid A .60/ A ,50 ha de ser superior a 2. La seva integritat es va determinar per electroforesi
en gel d’agarosa a I'1% tenyit amb BrEt, d’acord amb la qualitat de les bandes corresponents a

I’'RNA ribosomal.



6.4. Retrotranscripcio (RT) de I’'RNA a cDNA

Aquesta tecnica consisteix en convertir ’'mRNA a cDNA el qual és molt menys labil i,
per tant, és més senzill de manipular. Es van retrotranscriure 500 ng de RNA utilitzant e/ kit
First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV, Roche), fent servir Oligo-d(T)20 i seguint les
instruccions del fabricant. El programa de retrotranscripcié va consistir en 1h a 372C, 5 minuts
a 959C per inactivar la retrotranscriptasa AMV (avian myeloblastosis virus) i un ultim pas a 42C

durant 5 minuts. El cDNA resultant es va conservar a -802C fins el moment del seu Us.

6.5. Disseny dels primers

Donat que les mostres sobre les que hem treballat provenien de xenoempelts de
ratoli, era important poder diferenciar entre el genoma huma i el muri. Per resoldre la qlestié
de la diferenciacié entre espécies es van dissenyar primers, basant-nos en la homologia entre
sequencies humana i murina, per a cadascun dels gens d’estudi. Un cop alineades les
sequéencies  mitjancant  I'aplicaci6 BLAST de la pagina web del NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi), es van buscar aquells punts de no homologia per al

disseny dels primers, tenint en compte que la mida del fragment a ampificar no superés els
180 pb i que, preferiblement, els desaparellaments es donessin a I'extrem 5’ del primer. D’altra
banda, en tota extraccid de RNA s’arrossega una proporcié no menyspreable de DNA que
podria interferir en la deteccié de I'expressié genica. Per evitar I'amplificacio del DNA
contaminant de la mostra, els primers es van col-locar en exons diferents contigus. Els primers i

el tamany dels amplicons es descriuen en la Taula 6.

Taula 6. Seqiieéncia aminoacidica dels primers dissenyats per al reconeixement especific dels gens
humans (h) i murins (m) i tamany de I'amplicé resultant.

Gen Forward primer Reverse primer Tamany amplicé
(5’0 3) (5’0 3) (pb)
h-B2M tgctcgegcetactctctcet tccattctctgetggatgac 89
m-B2M cctgcagagttaagcatgec  gtctcgatcccagtagacgg 59
h-VEGF-A gcattggagccttgecttg ccttcgtgatgattctgecect 96
m-VEGF-A gcactggaccctggcttta caccttcatgggacttcttctgct 93
h-TGF-a gacagctcgcecectgttc ctgggcagtcattaaaatgg 129
m- TGF-a ggacagctcgctctgcta tgggcacttgttgaagtga 127
h-HIF-1a cgctggagacacaatcata  tttggcegtttcageggtg 171
m-HIF-1a ccggcegacaccatcatc gctttggagtttccgatgaa 168
h-GAPDH ctccacctttgacgct ctgttgctgtagccaa 93

h-EGFR taaaaccggactgaaggag actgctgactatgtcecg 130




6.6. Amplificacié del cDNA per PCR quantitativa a temps real (qQRT-PCR)

La PCR quantitativa, juntament amb els xips de DNA, és la metodologia més moderna
per a I'estudi de I'expressié genica. Aquesta técnica és similar a la de la PCR convencional amb
la particularitat que s’ha de dur a terme en un termociclador que permeti la medicié de
fluorescéncia a temps real després d’excitar un fluorocrom a la longitud d’ona apropiada. El
sistema d’amplificacié es va dur a terme mitjancant el fluorocrom SYBR® Green (Roche
Molecular Biochemicals), que s’uneix al DNA de doble cadena de forma inespecifica, per aixo
és important que les condicions de la PCR siguin astringents i que disposem de controls
negatius de cada reaccid. La técnica es basa en que, una vegada unit el fluorocrom, la
intensitat de la fluorescencia incrementa proporcionalment al producte. D’aquesta manera és
possible determinar la quantitat d’amplicons presents després de cada ronda d’amplificacid ja
que a mesura que aquesta va produint-se, s'incorporen més molécules de SYBR™ Green, que
emetran fluorescencia i que podrem detectar a temps real. Les lectures de fluorescéncia
obtingudes ens donen un valor de Cp (crossing point). Aquest Cp és el cicle de la reaccid a
partir del qual I'emissio de fluorescéncia comenca a incrementar de forma exponencial. Com
més quantitat de cDNA motlle hi hagi a I'inici de la reaccio, abans arribara el seu Cp. Aquest
valor es pot traduir en un resultat quantitatiu (nimero de copies d’un amplicé i, per extensio,
del gen del que en forma part) si construim una recta patrd a partir de dilucions seriades
d’una concentracié coneguda de cDNA. Aquesta recta s’ha de calcular per a cadascun dels
gens d’estudi aixi com per al gen de referencia. Els valors obtinguts després de I'extrapolacio
amb la recta patrd es van normalitzar amb els valors del gen de referencia, de manera que les

mostres es poguessin comparar entre si.

Es necessaria la referéncia interna d’un gen que en teoria no presenti canvis en la seva
expressid. Aquests gens sén els anomenats housekeeping genes. Donada la controversia sobre
I'estabilitat en els nivells d’expressid d’aquests gens en diferents teixits i condicions
experimentals, vam triar dos gens, GAPDH i 8-2-MICROGLOBULINA. Aixi, si el quocient entre
aquests dos gens es mantenia raonablement constant entre totes les mostres, podriem
afirmar que ambdds es comportaven com a housekeeping genes i podriem utilitzar qualsevol

dels dos com a gen de referéncia. En el nostre cas vam triar GAPDH.

Els experiments de gqRT-PCR es van fer utilitzant el kit LC FastStart DNA Master SYBR
Green | Reagent set (Roche), que conté tots els reactius necessaris (Tag DNA polimerasa,
buffer, dNTPs, MgCl, i SYBR® Green) en la plataforma LightCycler 480 (Roche). En el nostre cas

es van amplificar els fragments de cDNA, d’huma i de ratoli, corresponents als gens HIF-1a,



VEGF-A, TGF-a, EGFR, GAPDH i 8-2-MICROGLOBULINA i es va quantificar el nimero de copies
presents de cada un dels gens en 2 pL d’una dilucié 1:10 del producte de RT, 5 uL de SYBR’
Green, el volum de primers corresponent en cada cas (Taula 7) i aigua destil-lada fins a un
volum final de 10 pL. Les condicions d’amplificacio es resumeixen en la Taula 7. Els fragments

amplificats van ser comprovats per tamany en un gel d’agarosa al 2%.

Taula 7. Condicions utilitzades per a la quantificacié dels gens per qRT-PCR.

Prodl:u.:te Barreja de reactius Condicions d’amplificacid
amplificat
h-B2M 5uL SYBR® Green; 0,2 uM primers;  959C, 10 min;(952C, 10's; 652C, 20 s;
2uL cDNA. Vol. Final 10 pL 729C,13s) x 55 cicles
h-VEGE-A 5uL SYBR® Green; 0,2 uM primers;  959C, 10 min;(952C, 10's; 65°C, 20 s;
2uL cDNA. Vol. Final 10 pL 729C,13s) x 55 cicles
h-TGE- 5uL SYBR® Green; 0,15 uM primers;  959C, 10 min;(952C, 10's; 629C, 20 s;
2uL cDNA. Vol. Final 10 pL 729C,13s) x 55 cicles
h-HIE-1a 5uL SYBR® Green; 0,2 uM primers;  959C, 10 min;(952C, 10's; 652°C, 20 s;
2uL cDNA. Vol. Final 10 pL 729C,13s) x 55 cicles
h-GAPDH 5uL SYBR® Green; 0,2 uM primers;  959C, 10 min;(952C, 10's; 629C, 20 s;
2uL cDNA. Vol. Final 10 pL 729C,13s) x 55 cicles
h-EGER 5uL SYBR® Green; 0,2 uM primers;  959C, 10 min;(952C, 10's; 652C, 20 s;
2uL cDNA. Vol. Final 10 pL 729C,13s) x 55 cicles

6.7. Quantificacio de I’expressié genica

Per a determinar el nimero de copies d’'un mRNA especific en una mostra en concret
s’ha d’establir una recta patré amb diferents concentracions conegudes de cDNA que serveixi
com a referéncia. A partir de la recta patrd es pot calcular la quantitat de mRNA dels gens a
estudiar en cada mostra. Aquesta recta es va construir a partir del producte de PCR de cada

gen clonat en un vector.

6.7.1. Amplificacié dels fragments d’interes

Es van amplificar els fragments de DNA corresponents a HIF-1a, VEGF-A, TGF-a, EGFR,
GAPDH i 8-2-MICROGLOBULINA mitjancant una PCR convencional. Es va fer la barreja dels
reactius com es detalla a la taula 8. El programa de PCR consistia en 952C, 5 minuts; (952C, 45
s; 559C, 45 s; 722C, 1 min) x 30 cicles i una elongacié a 722C durant 15 minuts. Els fragments

amplificats van ser comprovats per mida en un gel d’agarosa al 2%.



Taula 8. Condicions utilitzades per a I'amplificacié dels fragments per PCR convencional.

Pmdl."fte Barreja de reactius Condicions d’amplificacié
amplificat
1x Buffer; 0,2 mM dNTPs; 2 mM MgCl,; 0,5 uM 952C, 5 min;(959C, 45 s;
h-B2M primers; 0,25 U Taq polimerasa i 100 ng DNA. 559C, 45 s; 722C, 1 min) x
Vol. Final: 25 uL 30 cicles; 729C, 15 min
1x Buffer; 0,2 mM dNTPs; 2 mM MgCl,; 0,5 uM 952C, 5 min;(959C, 45 s;
h-VEGF-A  primers; 0,25 U Taq polimerasa i 100 ng DNA. 559C, 45 s; 729C, 1 min) x
Vol. Final: 25 uL 30 cicles; 722C, 15 min
1x Buffer; 0,2 mM dNTPs; 3 mM MgCl,; 0,5 uM 952C, 5 min;(959C, 45 s;
h-TGF-a primers; 0,25 U Taq polimerasa i 100 ng DNA. 559C, 45 s; 722C, 1 min) x
Vol. Final: 25 pL 30 cicles; 722°C, 15 min
1x Buffer; 0,2 mM dNTPs; 2 mM MgCl,; 0,5 uM 952C, 5 min;(959C, 45 s;
h-HIF-1a primers; 0,25 U Taq polimerasa i 100 ng DNA. 5529C, 45 s; 72°C, 1 min) x
Vol. Final: 25 pL 30 cicles; 7229C, 15 min
1x Buffer; 0,2 mM dNTPs; 2 mM MgCl,; 0,5 uM 959C, 5 min;(9529C, 45 s;
h-GAPDH  primers; 0,25 U Taq polimerasa i 100 ng DNA. 5529C, 45 s; 72°C, 1 min) x
Vol. Final: 25 pL 30 cicles; 722°C, 15 min
1x Buffer; 0,2 mM dNTPs; 2 mM MgCl,; 0,5 uM 959C, 5 min;(9529C, 45 s;
h-EGFR primers; 0,25 U Taq polimerasa i 100 ng DNA. 5529C, 45 s; 72°C, 1 min) x

Vol. Final: 25 pL

30 cicles; 722°C, 15 min

6.7.2. Clonatge de B2M, GAPDH, HIF-1a, VEGF-A, TGF-a i EGFR en un vector pCR4-TOPO

La Tag polimerasa poseeix una activitat transferasa terminal independent de la
preséncia de DNA motllo, que provoca I'addicié d’'una deoxiadenina en els extrems 3’ dels
productes de PCR. La tecnologia TOPO TA Cloning (Invitrogen) aprofita aquesta particularitat
de la polimerasa i proporciona plasmids linearitzats amb un residu protubernat deoxitimidina
en 3’. Aixo permet que els fragments amplificats per PCR es lliguin de manera senzilla al vector.
El vector pCR4-TOPO es caracteritza per contenir gens de resistencia als antibiotics ampicil-lina

i kanamicina.

6.7.2.1. Lligacié
Després d’amplificar els fragments de DNA corresponents a HIF-1a, VEGF-A, TGF-a,

EGFR, GAPDH i 82M, es va dur a terme la lligacié de 2 pL de cadascuna de les mostres

amplificades amb 1 pL del vector seguint les instruccions del fabricant en un volum final de 10

KL,

6.7.2.2. Transformacio

Es van utilitzar 25 uL de bacteris E.Coli competents One Shot TOP10 Competent Cells

(Invitrogen) i es van transformar seguint el protocol de xoc térmic recomanat per la casa



comercial. El volum de cada producte de lligacié barrejat amb els bacteris va ser de 2,5 pL.
Aguesta barreja es va mantenir en gel durant 30 minuts per a realitzar després un xoc térmic a
429C durant 45 segons. Es va tornar a deixar en gel durant 2 minuts més. A continuacié es van
afegir 250 plL de medi ric SOC estéril (2% triptona, 0.5% extracte de llevadura, 10mM NacCl, 2.5
mM KCI, 10 mM MgCl, 10 mM MgSO i 20 mM glucosa) i es va deixar 1 h en agitacié a 379C.
Seguidament es van sembrar 100 plL de cada transformacio en plaques de LB (Luria-Bertani)-
agar esteril (1% triptona, 0.5% extracte de llevadura, 1% NaCl, 1.5% agar, pH 7.5)
suplementades amb kanamicina 30 pg/mL, que és l'antibiotic escollit per a la seleccié de
colonies desitjades. Es van incubar les plaques durant tota la nit a 372C en agitacié. L'endema
es va tornar a realitzar un segon creixement de les colonies seleccionades, aquesta vegada en
3 mL de LB liquid suplementat amb kanamicina 30 ug/mL. D’aquest segon creixement és d’on

es van obtenir els plasmidis.

6.7.2.3. Extraccio del DNA plasmidic

Per a la recuperacid dels plasmidis es va fer servir el kit QlAprep Spin Miniprep Kit
(Quiagen), que permet aillar i purificar fins a 20 pg de DNA. Es va realitzar tot el procés seguint
les instruccions del fabricant. Finalment, es va fer una PCR de comprovacié per saber si el
fragment s’havia introduit correctament després de la lligacié. Les condicions van ser les

mateixes que les descrites en I'apartat 7.6.1.

6.7.3. Recta patré
Es va calcular el nimero de molécules de vector recuperades després de la purificacio
a partir de la concentracié de DNA determinada per espectrofotometria i de la mida (pb) de la

construccio a través de la formula:

Xng 1g 1mol 6.02310% molécules
/L ~1x10°ng ~ | pb(plasmid + fragment)|1660g/ pb 1mol

essent X ng/ulL la concentracié de DNA obtinguda de la construccid.

Seguidament, es va preparar un banc de dilucions 1:10 (des de 10® a 1 molécules de
vector) amb cadascun dels vectors amb els seus respectius inserts. Cada dilucid es va
amplificar per duplicat sota les mateixes condicions i la mitja és la que es va utilitzar per

obtenir els punts que formen la recta patré (Figura 11).
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Figura 11. Corbes d’amplificacié corresponents a tota la reaccié de PCR. Mostres en dilucions seriades
de factor 10 per a la realitzacié d’una corba patrd. En I'eix d’abscises es representa el nimero de cicles i
en |'eix d’ordenades la intensitat de fluorescencia.

6.7.4. Quantificacié de les mostres

Totes les mostres es van analitzar per duplicat i en cada experiment (run) de gRT-PCR
es va incloure, també per duplicat, un punt de la recta patré; d’aquesta manera es va poder
referenciar amb la seva recta patré corresponent en el moment de I'analisi (Figura 12). Amb
tot, es va determinar la quantitat total de copies de cDNA d’HIF-1a, VEGF-A, TGF-a, EGFR,
GAPDH i 8-2-MICROGLOBULINA de cada una de les mostres (MMR i xenoempelts). Per aixo, els
valors del nimero de copies dels quatre gens obtinguts després de la qRT-PCR van ser
normalitzats amb els valors de la quantificacié del nostre gen de referencia GAPDH, d’aquesta

manera les mostres es van poder comparar entre si.
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Figura 12. Corbes d’amplificacié corresponents a un cDNA determinat. La imatge mostra com a
exemple 'amplificacié de VEGF en mostres de xenoempelts. En la reaccié es va incloure un punt de la
corba patré com a referencia per a poder determinar el nimero de copies de les mostres.
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7. ESTUDIS CITOGENETICS

Les alteracions cromosomiques que es van acumulant al genoma de les cél-lules
tumorals es poden estudiar mitjancant diferents técniques: la citogenetica convencional, la
hibridacid in situ fluorescent (FISH) i la hibridacié genomica comparada (CGH). La citogenética
convencional, a banda de la necessitat de tenir cultius, té el gran inconvenient que s’han de
cariotipar les metafases; aquesta és una tasca dificil en cél-lules tumorals degut a la qualitat de

les metafases i a la seva clonalitat.

7.1. Hibridacid in situ fluorescent (FISH) d’EGFR

La hibridacio in situ fluorescent és una técnica de citogenética molecular que permet
detectar i localitzar la presencia o abséencia de seqiliéncies de DNA especifiques, tant en
cél-lules en metafase com en nuclis en interfase. L'aturada del cicle cel-lular en metafase
mitjancant la inhibicid del fus mitotic (amb I'Us de colxicina) permet realitzar la hibridacio
sobre nuclis en metafase. En cas de voler realitzar el FISH en nuclis en interfase, cal previament
validar les sondes per garantir-ne I'especificitat i la validesa dels resultats. En el nostre cas vam
voler comprovar si la sobreexpressié d’EGFR de la linia cel-lular A431 era deguda a una
amplificacio génica, i, en cas afirmatiu, si aquesta es veia alterada en tractar les cel-lules amb

radiacid, cetuximab o una combinacié d’ambdds.

7.1.1. Obtencid de les mostres i preparacio de les extensions

Es va dissenyar un esquema de tractament de les cél-lules similar al de la obtencié de
malaltia microscopica residual. La técnica de FISH es va realitzar a partir de pellets procedents
de cultius tractats amb radiacid, cetuximab o una combinacié d’ambdds, tal com es detalla en

la figura 13.

Breument, una vegada finalitzats tractaments, es va afegir a les plaques de cultiu 100
pL de colcemid durant 1 hora per sincronitzar els cultius en I’estadi de metafase. Seguidament,
es van realitzar 2 rentats amb PBS 1X i es va afegir la solucié hipotonica de clorur de potassi
(KCI 0,075 M). Es va deixar incubar durant 10 min a 37 2C. Transcorregut aquest temps es van
passar les suspensions cel-lulars a un tub conic, es van ressuspendre i es van fixar amb amb
metanol:acetic (3:1; v:v) fred i es van guardar 1 hora a 42C. Després, es centrifugaven els tubs
durant 5 min a 20.000 g, s’aspirava el sobrenedant, i es ressuspenia novament el pellet amb

metanol:acetic. Aquest procés es va repetir 2-3 vegades per a que el pellet cel-lular quedés



net. Finalment, es repartien 3 gotes en un portaobjectes i es deixava assecar fins que la solucié

de fixacié s’evaporava completament.
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Figura 13. Esquema de tractament de les cél-lules per a la obtencié de pellets cel-lulars per FISH. Els
cultius es van tractar amb cetuximab, radiacié o una combinacié d’ambdds i es van tripsinitzar en el
mateix moment, 24 hores posteriors a la Ultima dosi de radiacié.

7.1.2. Validacio de la sonda

La sonda utilitzada (CTD-2026N22) (Figura 14) va ser cedida pel Dr. Luis Pérez-Jurado.
Quan es realitza la técnica de FISH sobre nuclis en interfase, cal préviament validar les sondes
per garantir la seva especificitat i sensibilitat i,per tant, la validesa dels resultats. Per aquest
motiu vam realitzar experminents de FISH sobre metafases i vam verificar que la sonda

mapava efectivament a la localitzacio esperada, 7p11.2.
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Figura 14. Ideograma del cromosoma 7 i localitzacié de la sonda CTD-2026N22 en el gen de 'EGFR a la
regié del genoma huma 7p11.2 (www.ensemble.org). La sonda CTD-2026N22 es va obtenir d’'una
llibreria artificial de bacteris (BACs) de 32K (CHORI,UK).

7.1.3. Marcatge de la sonda

La sonda es va marcar directament amb el fluorocrom Texas Red-dUTP mitjancant la
tecnica de Nick Translation (Vysis) com es detalla en la Taula 9. Es va afegir aigua destil-lada
fins a completar un volum final de 50 pL. La reaccié va tenir lloc en un bany a 162C durant 1

hora 45 minuts i es va aturar l'activitat de I'enzim incubant la barreja 10 minuts a 702C.



7.1.5. Gel de comprovacio

La mida dels productes del marcatge es va determinar per electroforesi en gel
d’agarosa al 2% tenyit amb bromur d’etidi. Es va carregar en el gel 5 uL del de cada reaccid i es
va comprovar, per visualitzacié d’'un smear comprés entre 200-1000 pb, que el marcatge havia
estat correcte. Fragments massa curts o massa llargs poden donar lloc a soroll de fons i

hibridacions granuloses.

Taula 9. Reactius utilitzats per al marcatge amb Nick translation.

Reactiu Concentracio per reacci6 Volum
DNA 900 ng X pL
Texas Red-dUTPs 2,5 nmol 2,5 uL
dNTPs (C:G:A; 1:1:1) 0,06 mM 10 pL
dTTPs 0,03 mM 5uL
10x Nick Translation buffer 1x 5uL
Nick translation enzyme 25U 5uL

7.1.6. Precipitacio

Per tal de bloquejar les seqliéncies repetitives de DNA es va afegir a cada mostra 3 pl
de human Cot-1-DNA 1 pg/ul i 2 pl de DNA d’esperma de salmé i es va coprecipitar amb 10 pl
d’acetat sodic 10% i 200 pl d’etanol absolut un minim de 15 minuts a -802C. La precipitacio
permet eliminar els dNTPs sobrants de la reaccié de marcatge. Transcorregut aquest temps, es
van centrifugar els eppendorfs 20 min a 20.000 g, es va eliminar el sobrenedant i es van rentar
el pellets amb 1 mL d’etanol 70%. Seguidament, es van ressuspendre en 4-6 uL de formamida
desionitzada, i després d’incubar-los a 652C durant 5 min es van afegir 4-6 pL de 12xSSC/20%
SDS.

7.1.7. Hibridacio

Es van pipetejar entre 3 i 5 uL de la sonda sobre portaobjectes amb les extensions, es
van cobrir amb un cobreobjectes i es van segellar amb cola. A continuacié es van incubar els
portaobjectes 3 minuts a 802C per tal de desnaturalitzar tant la sonda com el DNA i es van

hibridar en una cambra humida i fosca a 372C durant tota la nit.



7.1.8. Rentats post-hibridacié i muntatge

Després de retirar els cobreobjectes segellats es van rentar els portaobjectes 2 min en
la solucid 0.4xSSC a 749C. Seguidament es va fer un segon rentat de 2 min en solucié
2xSSC/0.1% Tween 20 a temperatura ambient. Durant els rentats és important agitar els
portes continuament per tal d’eliminar les cadenes de DNA que no hagin hibridat bé. Per ultim,
es van muntar les preparacions amb DAPI (que tenyeix els nuclis i els cromosomes) i antifade
(que ajuda a mantenir la fluorescencia al llarg del temps). Les preparacions es poden conservar

en la foscor a -20°C.

7.1.9. Observacio i analisi de les imatges
La observacid i la captura de les metafases hibridades i els nuclis interfasics es va
realitzar mitjangant un microscopi de fluorescéncia Olympus equipat amb el joc de filtres

apropiat. Per a cada hibridacid es van comptar les senyals d’un total de 100 nuclis.

7.2. Hibridacié genomica comparada (CGH)

La hibridacid genomica comparada és una técnica de citogenetica molecular que
permet detectar desequilibris en el nombre de copies de qualsevol cromosoma a partir de DNA
genomic. Es basa en la hibridacié competitiva d’'un DNA control sense alteracions (referéncia)
amb el DNA de la mostra a estudiar (test) sobre una extensiéo cromosomica de limfocits d’un
individu normal. Es marca el DNA de referéncia amb un fluorocrom verd (o vermell) i el DNA
problema amb un de vermell (o verd). Els 2 DNAs es barregen en quantitats equimolars i
competeixen per hibridar en les mateixes regions cromosomiques. Les variacions del numero
de copies de les sequiencies del DNA tumoral es mesuren mitjangant una analisi quantitativa de
les imatges digitals obtingudes a través d’un programa informatic especialitzat, el qual
estableix una relacid entre la intensitat de fluorescéncia vermella i verda, calcula la mitjana al
llarg de cada cromosoma i li assigna un perfil. D’aquesta manera, a les regions on la quantitat
relativa de DNA del test i del control és equivalent, la relacié vermell : verd sera 1.0 i la regio es
veura groga. En el cas que la mostra a estudiar tingui un guany d’'un cromosoma respecte el
DNA control, la relacié vermell : verd sera superior a 1.25 i es veura relativament més vermell.
Pel contrari, si hi ha una pérdua d’un cromosoma en el DNA problema, la relacié vermell : verd

sera inferior a 0.75 i la regi6 apareixera més verda (Figura 15).

Una limitacid que presenta aquesta técnica és que només pot detectar guanys i
pérdues de DNA quan les regions implicades sén superiors a 5-10 Mb. A més, no permet

detectar reorganitzacions cromosomiques del tipus inversions i translocacions equilibrades.



D’altra banda la interpretacié de les regions telomeériques és complicada ja que la intensitat de
fluorescéncia d’aquestes disminueix. Les zones pericentromeériques i les grans regions
d’heterocromatina dels cromosomes 1, 9, 16, 19 i 22 no soén valorables degut a la gran
variabilitat existent en el nombre de copies dels diferents individus. La CGH implica que per a

I’analisi s’"ha de saber cariotipar.

Figura 15. Imatges seqiiencials d’'una
hibridacié genomica comparada. Les
imatges corresponen a la hibridacié del
DNA control 46,XY, en verd (a), al DNA
problema, en vermell (b) i a la
hibridaci6 competitiva (c). Els dos
DNAs competeixen per unir-se a la
zona amb la mateixa homologia. El
guany de material genétic es mostra
amb un predomini de color vermell,
com per exemple en 3q (*), i les
perdues amb un predomini del color
verd, com per exemple el cromosoma
Y(**).




7.2.1. Obtencié de les mostres

Es va dissenyar un esquema de tractament de les cél-lules similar al de la obtencio de
malaltia microscopica residual. La técnica es va realitzar a partir de pellets procedents de
cultius tractats amb radiacid, cetuximab o una combinacié d’ambdds, tal com es detalla en la
figura 16. A diferencia de I'analisi de FISH, realitzat 24 hores després de la ultima dosi de
radiacio, la CGH també es va realitzar 11 dies després de la ultima dosi de radiacié (coincidint

amb la finalitzacid dels cultius de 3 setmanes per obtenir la malaltia microscopica residual)
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Figura 16. Esquema de tractament de les cél-lules per a la obtencié de pellets cel-lulars per CGH. Els
cultius es van tractar amb cetuximab, radiacié o una combinacié d’ambdds. Els pellets per a la realitzacié
de la CGH es van obtenir dels cultius 24 hores (CGH 1) i 11 dies (CGH 2) després de I'tltima dosi de
radiacid.

7.2.1. Extraccio del DNA genomic
L’extraccié del DNA tumoral es va realitzar a partir de pellets cel-lulars amb una solucio
salina a temperatura ambient per evitar la precipitacid de sals. També es va obtenir DNA

control a partir de limfocits d’un individu sa 46,XY sense alteracions cromosomiques.

A cada mostra se li va afegir 1 mL de solucié d’extraccié (0,05 mM EDTA pH 8, 2 mg/mL
proteinasa K, 0,1% SDS, 100 mM NaCl, 50 mM Tris pH 8) i es va deixar a 562C i en agitaci6 tota

la nit. L'endema, es va centrifugar a 20.000 g durant 5 minuts per separar la fase aquosa (on es



troba el DNA) de la fase organica (RNA i proteines). Es va recuperar la fase aquosa i es va
barrejar per inversié amb clorur sodic (mostra:NaCl 5M; 1:0,6; v:v). Després de centrifugar a
20.000 g durant 5 minuts es va transferir el sobrenedant a un nou eppendorf i es va precipitar
el DNA amb 0,6 volums d’isopropanol i 5 pL de glucogen durant 3 hores a -802C. Transcorregut
aquest temps es van centrifugar les mostres a 20.000 g durant 15 minuts i a 42C per a
recuperar els pellets de DNA i es va procedir a fer 2 rentats amb etanol 70%. Per Ultim, es van

eixugar els pellets i es van ressuspendre en 20-50 uL d’aigua destil-lada.

7.2.1.2. Quantificacid i determinacio de la integritat del DNA

El DNA es va quantificar per mitja d’espectrofotometria a 260 nm en un
espectrofotometre NanoDrop i la seva puresa es va determinar a través del quocient de
I’'absorbancia a 260 nm i a 280 nm. En una aproximacié de la puresa, es considera que la
relacio A ,g/ A 30 ha de ser superior a 2. La seva integritat es va determinar per electroforesi

en gel d’agarosa al 2% tenyit amb BrEt.

7.2.2. Marcatge

Es van marcar 900 ng de cada DNA genomic utilitzant el kit Nick Translation kit (Vysis).
Mentre I’enzim DNAasa | fa talls en el DNA, la DNA polimerasa | s’hi uneix i va polimeritzant de
manera que va desplacant el tall. Durant la polimeritzacid es van incorporant nucleotids
normals (dATP, dCTP, dGTP i dTTP) i nucleotids marcats (dUTP) amb una molécula fluorescent
conjugada. Aquesta molécula fluorescent pot ser vermella (Spectrum Red, Texas Red-dUTP) o
verda (Spectrum Green, FITC). Els components de la barreja del marcatge van ser els mateixos
que en l'estudi per FISH detallats a la Taula 9. Es va afegir aigua destil-lada fins a completar un
volum final de 50 pL. La reaccid va tenir lloc en un bany a 162C durant 1 hora 45 minuts i es va

aturar l'activitat de I’enzim incubant la barreja 10 minuts a 702C.

7.2.3. Gel de comprovacio

La mida dels productes del marcatge es va determinar per electroforesi en gel
d’agarosa al 2% tenyit amb bromur d’etidi. Es va carregar en el gel 5 plL del de cada reaccié. Si
el marcatge ha sigut I'optim s’ha de visualitzar un smear en cada carril compres entre 200-
1000 pb (Figura 17). Fragments massa curts o massa llargs poden donar lloc a soroll de fons i
hibridacions granuloses que es traduiran en fluctuacions en els perfils de CGH. Aquest gel
també serveix per a ajustar les equimolaritats de les dues mostres que es volen comparar. Aixo

és fonamental per a obtenir un bon resultat.



Figura 17. Resultat del marcatge amb Nick
Translation de 6 mostres. Una proporcié dels
dUTPs marcats no s’incorporen al DNA. Els
dUTPs sobrants es visualitzen en diferents
regions del gel en funcid de si es tracta de
dUTPs marcats amb Spectrum Green (**) o
Spectrum Red (*). La major intensitat de les
mostres (carrils 1-6) s’ha de visualitzar entre
100 1000 pb.

100 ph

7.2.4. Precipitacio

Per tal de boquejar les seqliencies repetitives de DNA es va afegir a cada mostra 3 pl
de human Cot-1-DNA 1 pg/ul i 2 ul de DNA d’esperma de salmé i es va coprecipitar amb 10 pl
d’acetat sodic 10% i 200 ul d’etanol absolut un minim de 15 minuts a -802C. La precipitacio
permet eliminar els dNTPs sobrants de la reaccié de marcatge. Transcorregut aquest temps, es
van centrifugar els eppendorfs 20 min a 20.000 g, es va eliminar el sobrenedant i es va rentar el
pellet amb 1 mL d’etanol 70%. Seguidament, es va ressuspendre el boté amb 4-6 uL de
formamida desionitzada, i després d’incubar-ho a 652C durant 5 min es van afegir 4-6 uL de

12xSSC/20% SDS.

7.2.5. Hibridacié

La hibridacié dels DNAs es va realitzar sobre extensions cromosdmiques 46,XY de
portaobjectes comercials (Vysis). Es va barrejar a sobre del portaobjectes el mateix volum (3
pL) del DNA control i del DNA a testar. Es va cobrir amb un cobreobjectes i es va segellar amb
cola. A continuacid es va incubar el portaobjectes 3 minuts a 802C per tal de desnaturalitzar
tant la sonda com el DNA i es va hibridar en una cambra humida i fosca a 372C durant 72h. Les

hibridacions es van fer per parelles i es van realitzar de la seglient manera:

I. DNA control 46, XY contra DNA de cel-lules A431 en el punt CGH 1:
a) no tractades
b) tractades amb cetuximab 30 nM
c) tractades amb radiacio (8 Gy, 2 Gy cada 24 hores)

d) tractades amb radiacié i cetuximab discontinu



e) tractades amb radiacid i cetuximab continu

per tal de caracteritzar les alteracions de base.

II. DNA de les cél-lules A431 no tractades en el punt CGH 1 contra DNA de cél-lules
tractades en el punt CGH 1 amb:
b) cetuximab 30 nM
c) radiacid (8 Gy, 2 Gy cada 24 hores)
d) radiacid i cetuximab discontinu
e) radiacid i cetuximab discontinu
per tal de determinar si el tractament tenia algun efecte a nivell gendmic (guanys o perdues de

material).

[Il. DNA de cada tractament en el punt CGH 1 contra el del punt CGH 2:
controlcgy 1 versus controlegy 2
- cetuximabcgy 1 VS cetuximabegy 2
- radiaciOcgy 1 Vs radiaciocgh 2
- [radiacié+cetuximabcgy 1 Vs radiacid+cetuximabegy ,] discontinu
- [radiacié+cetuximabcgy 1 Vs radiacid+cetuximabcgy ,] continu

per tal de determinar si el factor temps tenia algun efecte a nivell genomic.

7.2.6. Rentats post-hibridacié i muntatge

Es va treure el cobreobjectes segellat i es van rentar els portaobjectes 2 min en la
solucié 0.4xSSC calenta a 749C. Seguidament es va fer un segon rentat de 2 min en solucid
2xSSC/0.1% Tween 20 a temperatura ambient. Durant els rentats és important agitar els
portes continuament per tal d’eliminar les cadenes de DNA que no hagin hibridat bé. Per dltim,
es van muntar les preparacions amb DAPI i antifade. Les preparacions es poden conservar en la

foscor a -202C.

7.2.7. Observacio i analisi de les imatges
La observacid i la captura de les metafases hibridades es va realitzar mitjangant un
microscopi de fluorescencia Olympus connectat a una camera acoblada a I'ordinador. L’analisi
es va dur a terme amb el software Cytovision (Applied Imaging).
Es van analitzar una mitjana de 10 metafases per cada hibridacié. Es van triar les metafases
(1) amb cromosomes llargs, separats i amb poques superposicions, (2) amb intensitats altes i

equivalents de fluorescéncia vermella i verda, (3) amb una hibridacié uniforme i sense



granulacions i, (4) amb poc soroll de fons. La captura és seqliencial: en primer lloc es captura el
senyal corresponent al DAPI, seguidament el verd i per ultim el vermell. El software estableix
una relacié entre la intensitat de fluorescencia vermella i verda, calcula la mitjana al llarg de

cada cromosoma i li assigna un perfil. Finalment, fa la mitjana de totes les cel-lules analitzades.



8. ANALISI ESTADISTICA

Els resultats es van expressar com a promig + error estandard (SE). Les comparacions
entre els grups de I'assaig clonogénic i la MVD es va realitzar amb les tests no parametrics
Mann-Whitney i t-Student, respectivament, amb un nivell de significaci6 amb dues cues p <
0.05. El volum tumoral es va comparar amb el test de log-rank. Per I'analisi de les dades vam

utilitzar el paquet estadistic SPSS (versié 13.0).
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1. OBTENCIO DE LA SUBPOBLACIO CEL-LULAR CORRESPONENT A
MALALTIA MICROSCOPICA RESIDUAL (MMR). AVALUACIO IN VITRO DE
LA SENSIBILITAT A CETUXIMAB

L’eradicacio definitiva d’un tumor requereix I’eliminacié de totes les cel-lules tumorals
clonogeniques. En oncologia, en general, després dels tractaments estandard de radioterapia i
quimioterapia s’assoleix una bona resposta antitumoral. No obstant, fins i tot quan la remissié
és completa, I'observacié microscopica del Ilit tumoral revelaria en molts casos I'existencia de

focus residuals constituits per cel-lules clonogeniques (MMR).

Un dels objectius especifics d’aquest estudi va ser el d’avaluar si el manteniment de
I'anticos monoclonal cetuximab després de la radioterapia podria inhibir les cel-lules
clonogeniques supervivents al tractament inicial, que sén les que integren el substrat del

concepte de MMR.

Per avaluar aquest primer objectiu vam elaborar un disseny experimental que simulés
la MMR en clinica humana; o el que és el mateix, vam determinar in vitro la fraccid de cel-lules
que després d’un tractament oncologic mantenien la seva capacitat clonogenica i que podrien

ser, en Ultima instancia, les responsables d’un recreixement tumoral.

Vam sotmetre les cel-lules A431 a diferents tractaments (Figura 7, pag 54) amb
cetuximab (30 nM), radiacio fraccionada (8 Gy) o una combinacié d’ambdds agents. Cal dir que
les dosis utilitzades d’aquests agents no inactivaven el 100% de les cél-lules ja que I'objectiu
era permetre la supervivéncia d’una fraccid de cel-lules després dels tractaments. La fraccié de
cél-lules supervivents es va determinar mitjancant assaig clonogénic. Addicionalment, també

es va avaluar I'efecte de cetuximab (30 nM) durant la formacioé de colonies.

En tots els casos les colonies (> 50 cél-lules, =~ 6 mitosis acumulades) van ser facilment
visibles transcorreguts 14 dies, moment en qué es va procedir a la tincié amb cristall violeta pel

comptatge de les colonies formades (Figura 18).

En experiments pilot vam excloure dosis de radiacio superiors a 8 Gy (12, 15i 20 Gy) i
de cetuximab (60 i 120 nM) ja que I'excessiva mortalitat cel-lular impedia continuar amb

I'assaig.



Resultats

i % Tetmxiinied ontiaen

Figura 18. Assaig de formacié de colonies. Es van sembrar per triplicat 1000 (A) o 5000 (B) cél-lules en
plaques de 6 cm de diametre. Les cél-lules s’havien tractat previament com s’indica a I'esquerra de les
plaques. Després, durant la formacié colonies, les cel-lules es van incubar en abséncia o presencia de
cetuximab 30 nM. Transcorreguts 14 dies les colonies es van tenyir amb cristall violeta. La preséncia de
I’anticos durant I'assaig clonogénic va provocar una disminucié en el niUmero de colonies excepte en els
casos en qué cetuximab va estar present de manera continuada durant el tractament previ.

1.1. Determinacio de I'eficiéncia de clonacié (CE) i fraccié supervivent (SF)

L’eficiencia de clonacié basal (colonies comptades/cél-lules sembrades) de les cél-lules
A431 en el nostre laboratori va ser de 0,095 (9,5%) (Figura 19A). Quan les vam tractar amb
cetuximab 30 nM durant 7 dies la CE va disminuir a un 0,056 (5,6%) (Figura 19A), que en

termes de fraccid supervivent SF (CE tractament/ CE basal) correspon a un 59% (0,056/0,095 x

94



100). Aquesta disminucid de la capacitat clonogénica indica que cetuximab a les dosis

utilitzades inhibeix el creixement de les A431.

Per tal d’examinar I'efecte de la radiacid ionitzant, les A431 es van irradiar en
monocapa durant 4 dies fins a 8 Gy (2 Gy cada 24 hores) i es van mantenir en les mateixes
plaques de cultiu durant 2 setmanes. Cal remarcar que es va deixar el periode de 2 setmanes
per a permetre la reparacié del dany radioinduit i la repoblacié de la monocapa cel-lular a
partir de les cél-lules resistents, mentre que les cel-lules que no van sobreviure a la radiacié es
van eliminar durant els canvis de medi. En aquestes circumstancies, les cél-lules van mostrar
canvis morfologics progressius compatibles amb el dany produit per la radiacié (nuclis més
grans, citoplasma vacuolitzat i fusié de citoplasmes) (Figura 20). La formacié de colonies
després d’aquest procés va tenir una eficiéncia de clonacié del 0,035 (SF = 37%) (Figura 19A),

indicatiu que aproximadament un terg del cultiu era resistent a la radiacié administrada.

El tractament amb cetuximab concomitant a la radioterapia esta indicat en
determinats tipus de cancer, per aquest motiu vam analitzar I'efecte dels 2 agents combinats.
Quan es va administrar cetuximab 30 nM durant la irradiacid no es va observar cap disminucio
en la formacié de colonies comparat amb la irradiacié sola, CE 0,031 i 0,034, respectivament
(Figura 19A). El mateix es pot dir si considerem la SF 33% i 36%, respectivament (Figura 19B).
L’absencia d’efecte en afegir cetuximab suggereix, més que una manca d’activitat de I'anticos,
que els cultius es van repoblar per cel-lules resistents al tractament combinat sense una

acumulacié de dany addicional que afectés a la CE.
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Figura 19. Eficiencia de clonacié (CE) i fraccié de ceél-lules supervivents (SF) de les cél-lules A431
sotmeses a diferents tractaments in vitro. Després de tractar els cultius amb cetuximab, radiacié o una
combinacié d’ambdds es van tripsinitzar les cél-lules i es va realitzar un assaig clonogenic en preséncia
(M) i abséncia () de C225. (A) Els valors de CE provenen del quocient entre el nimero de colonies
comptades i el de cél-lules sembrades. (B) Percentatge de cel-lules que sobreviuen als tractaments; els
valors provenen del quocient entre la CE de les cel-lules tractades i la CE de les cél-lules basals. Tant la
CE com la SF disminueixen en afegir cetuximab durant el periode de formacié de colonies. Les dades
provenen de 9 experiments independents, cada un elaborat per triplicat. *P < 0.05 comparat amb
I'assaig clonogénic en abséncia de cetuximab. **P < 0.05 comparat amb la fraccié supervivent en
abséncia de cetuximab (Test de Mann-Whitney).



Resultats

1.2. Efectes de cetuximab sobre la malaltia microscopica residual

Una vegada establerta la proporcio de cél-lules amb capacitat clonogénica (MMR)
segons els diferents esquemes de tractament, vam voler avaluar la sensibilitat de la MMR front
a I'anticos cetuximab. Per aix0, les cel-lules A431 es van tractar amb cetuximab 30 nM durant
el periode de formacié de colonies. L'addici6 de cetuximab 30 nM va disminuir
significativament la CE basal de 0,095 a 0,067 (SF = 70%), indicant de nou I'existéncia d’una
resposta inhibidora (Figura 19). En canvi, quan es va avaluar la CE en les cél-lules pretractades

amb cetuximab sol no es van observar canvis en el nombre de colonies (Figura 19).

En el cas de les cel-lules irradiades, es va produir un descens en la CE de 0,034 fins a
0,014 (SF = 14,7%) (Figura 19), fet que suggereix una vegada més un efecte inhibidor de

cetuximab i mostra una clara activitat contra la MMR després de la irradiacio.

De la mateixa manera, la MMR procedent del tractament amb radiacié i cetuximab
discontinu (esquema d) va ser sensible a I'aplicacié addicional de cetuximab durant I’assaig
clonogenic (CE = 0,011) (SF = 11,6%) (Figura 19). Per contra, quan cetuximab es va continuar
administrant després de la irradiacié la MMR resultant va ser insensible al cetuximab

administrat durant la formacioé de colonies (CE= 0,034 vs 0,028) (Figura 19).

En conjunt, aquestes dades indiquen una sensibilitat inicial a cetuximab seguida per
una desensibilitzacié enfront a I'exposicié continuada, i suggereixen I'existéncia d’una seleccio
i repoblacié dels cultius per cél-lules resistents al tractament. Es interessant notar que

I’'adaptacié en aquestes condicions va ser transitoria tal com ho demostra la re-sensibilitzacié a

cetuximab en I'esquema d.

Figura 20. Imatges corresponents a cel-lules A431 en cultiu. Imatges obtingudes a 40x. (A) Agrupacié de
4 cellules A431 sense irradiar. (B) Fusié i (C) vacuolitzacié de citoplasmes provocat per la radiacid
ionitzant.
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2. AVALUACIO IN VIVO DE LA SENSIBILITAT A CETUXIMAB |
CARACTERITZACIO MICROSCOPICA DELS XENOEMPELTS

Per tal que el disseny experimental simulés millor un escenari clinic d’adjuvancia vam
assumir que del total de cél-lules injectades per generar els tumors, Unicament la fraccié
clonogenica (MMR) seria la propiament tumorigénica, i per tant la rellevant per estimar

I'impacte del manteniment de cetuximab sobre una possible reduccié de recidives.

Consistent amb aquest concepte, i per tal de comparar I'accié in vivo de cetuximab
sobre la MMR, vam injectar el mateix nimero de cel-lules clonogéniques en cada tipus
d’esquema de tractament utilitzat (Figura 7, pag 54), ajustant el nimero total de cél-lules en

funcié de les CE obtingudes.

Experimentalment vam observar que la injeccid de 1x10° de cél-lules A431 no
tractades originava tumors amb una eficiéncia proxima al 100% i amb una laténcia convenient.
A partir de I'eficiencia de clonacié basal (0,095) vam poder estimar la preséncia de 95.000
cél-lules clonogeniques en aquest milié de cel-lules, fet que vam aplicar a la totalitat de I’estudi

tal com s’indica a la Taula 10.

Taula 10. Nimero total de cél-lules injectades per tumor

Tractament in vitro CE cel-lules injectades clorfslg.:el:;sues
Control 0,095 1x10° 95.000
Cetuximab [30 nM] 0,053 1,7x10° 95.000
Rx [8 Gy] 0,035 2,7x10° 95.000
Rx + cetuximab discontinu 0,031 3x10° 95.000
Rx + cetuximab continu 0,034 2,7x106 95.000

A partir de I'eficiencia de clonacié es va calcular el niumero de cel-lules totals a
injectar a ratolins atimics. Es va injectar el mateix numero de cél-lules
clonogéniques en tots els tractaments.

Es van realitzar un total de 9 experiments independents, 6 on el punt final venia donat
quan els tumors assolien una mida de 1000 mm? i 3 experiments on els tumors adquirien un
volum de 100 mm?®. En cada un d’ells, es van injectar a dia O les cél-lules provinents de cada

tipus de tractament in vitro a 6 ratolins atimics, 3 dels quals van rebre seérum fisiologic i 3 van



ser tractats amb cetuximab 0,05 mg dues vegades a la setmana. De forma similar a la clinica, es

va administrar una dosi de cetuximab extra 3,5 dies previs a la injeccié de les cel-lules.

Cal destacar que, a diferéncia del nostre estudi, en els treballs publicats fins ara
sempre s’ha administrat cetuximab enfront de tumors ja desenvolupats. En el nostre cas es va
comencar el tractament en el moment de la injeccié de cél-lules tumorals ja que I'objectiu era
avaluar el paper adjuvant del farmac sobre les cel-lules clonogéniques resistents al tractament

inicial, en una situacié que simularia el risc de MMR en un malalt.

2.1. Avaluacio de I'activitat antitumoral de cetuximab
Després de la injeccié de les cél-lules (Taula 10) es van mesurar els xenoempelts cada

3,5 dies per tal de realitzar un seguiment de la cinética de creixement tumoral.

En contrast amb les troballes in vitro, el manteniment de cetuximab in vivo va tenir un
impacte negatiu sobre el creixement dels tumors generats a partir de cél-lules A431 no
tractades préviament. L’anticos no només va retardar el dia en qué es palpava i apareixia el
tumor sind que també va provocar un alentiment en el creixement d’aquest (Figura 21). Un
resultat interessant va ser I'observacié de la inhibicié del creixement tumoral en tumors
derivats de cél-lules préviament tractades amb cetuximab i/o radiacio, fins i tot en condicions

en les que in vitro s’havia observat una aparent desensibilitzacid a cetuximab. (Figura 22).

Figura 21. Efecte de cetuximab sobre
el creixement dels xenoempelts de
ceél-lules A431 no tractades
préviament in vitro. Es van injectar
1500 95.000 ceél-lules clonogeniques a
i P ratolins atimics. Es van tractar els
~ - animals amb 0,05 mg de cetuximab
A cada 3,5 dies o sérum fisiologic.
Cetuximab va alentir el creixement
dels xenoempelts originats a partir de
cél-lules A431. Els valors provenen del
Temps [dies) promig de 6 experiments
—0— Srum fislologic —8— Cetuximab independents amb 3 ratolins cadascun
+ SE.
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Figura 22. Efecte de cetuximab sobre el creixement dels xenografts derivats de cél-lules A431 pre-
tractades in vitro amb cetuximab, radiacié o una combinacié dels dos. Es van injectar 95.000 cel-lules
clonogéniques de cada tractament in vitro a ratolins atimics. Es van tractar els animals amb 0,05 mg de
cetuximab (M) cada 3,5 dies o sérum fisiologic (). Els valors provenen del promig de 6 experiments
independents amb 3 ratolins cadascun * SE.

De forma intrigant, els tumors derivats de cél-lules irradiades van créixer
significativament més rapid que els procedents de cel-lules A431 no irradiades, suggerint la
possibilitat de que la radioterapia hagués induit un creixement tumoral accelerat. Aixi, per
exemple, el temps necessari per a que un tumor arribés a 100 mm?® va ser de 7,9 dies en els
ratolins tractats amb sérum fisiologic injectats amb cél-lules no tractades, mentre que si havien
estat irradiades aquest temps va ser significativament inferior (4,8 dies) (Taula 11). Es van
obtenir resultats similars en tumors derivats de cél-lules tractades amb cetuximab in vitro, tant
per si sol com combinat amb la radiacid, especialment quan I'anticos es va mantenir fins el

moment de la injeccio.

En tots els casos, cetuximab administrat in vivo va retardar el creixement dels

xenoempelts assolint una ratio d’entre 1,81 i 3,52, segons el tractament administrat.



. . . 3 .z
Taula 11. Dies necessaris per arribar a 100 mm™ de volum tumoral en funcié del

tractament.
Tractament in vitro Tractament in vivo
Serum fisiologic Cetuximab P-valor Ratio

Control 79+1,6 14,3+1,7 0.001 1,81
Cetuximab [30 nM] 5,6+0,4 152+3,6 <0.001 2,71
Rx [8 Gy] 4,8 +0,35* 16,9+2,8 <0.001 3,52
Rx + cetuximab discontinu 5,0+0,3* 11,3+1,1 <0.001 2,26
Rx + cetuximab continu 4,6 +0,4* 139+1,6 <0.001 3,02

Els dies per arribar a 100 mm® es mostren com el promig + SE de 6 experiments
independents amb 3 ratolins cadascun. *P< 0.05 versus els tumors derivats de
cél-lules no tractades (Test de Mann-Whitney i test de Log-rank).

Les diferencies observades en el creixement inicial es van mantenir al llarg de tot el
creixement tumoral fins el moment del sacrifici dels animals, que venia donat quan els tumors

assolien un volum de 1000 mm? (figura 23).
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Figura 23. Temps que triguen els xenoemoempelts en arribar a un volum determinat en funcié del
tractament. Els ratolins atimics es van randomitzar per a rebre sérum fisiologic o cetuximab 0,05
mg/animal cada 3,5 dies. Els tumors de ratolins tractats amb cetuximab van necessitar més temps per
arribar al mateix volum que els dels ratolins que rebien serum fisiologic. Els valors provenen del promig
de 6 experiments independents amb 3 ratolins cadascun £ SE. *P < 0.05 comparat amb el tractament
amb serum fisiologic (Test de Log-rank).

2.2. Caracteritzaciéo microscopica dels xenoempelts

Per avaluar si el creixement accelerat estava associat a canvis relacionats amb la
biologia tumoral, es van caracteritzar a nivell morfologic els tumors generats a partir de la
injeccié de MMR procedent de cel-lules tractades amb irradiacié exclusiva. Per avaluar I'efecte
del tractament in vivo es va determinar I’angiogénesi associada al tumor, I'index de proliferacio
cel-lular, I'apoptosi tumoral i la infiltracié dels tumors per macrofags. Es van fer les
determinacions en tumors de 100 mm?, excepte per I'angiogénesi que es van fer en tumors de

100 i de 1000 mm?.



Resultats

Des d’un punt de vista histologic, I'examen amb hematoxilina i eosina va mostrar que
els xenoempelts es caracteritzaven per ser tumors ben diferenciats, amb un elevat percentatge

de fibres de queratina, patrd caracteristic dels carcinomes escamosos humans (Figura 24).

Figura 24. Tinci6 amb hematoxilina i eosina
d’un xenoempelts originat a partir de cél-lules
A431. Imatge obtinguda a 20x. La tinci6 es va
realitzar sobre un tall de parafina. La sageta
assenyala la llum d’un vas sanguini, amb
hematies al seu interior. La regid rosa fosc (*)
correspon a les fibres de queratinaila lila (**) a
la regidé tumoral.

2.2.1. Avaluacié de I’'angiogénesi associada a tumor

L'efecte antitumoral de cetuximab va contrastar amb Ila desensibilitzacié
desenvolupada in vitro, indicant que la resposta in vivo recau en part sobre mecanismes com la
interaccid de les cél-lules tumorals amb I'estroma, fet que no és necessari pel creixement
tumoral in vitro. Els tumors depenen de les cel-lules estromals pel seu suport fisiologic,
incloent la participacié de la vasculatura associada al tumor. Per tal d’atraure i reclutar cel-lules
estromals, les cel-lules tumorals emeten senyals mitogéniques i trofiques involucrades en
cascades que promouen la supervivencia i invasié cel-lular. En el nostre model animal, s’espera
que les cél-lules tumorals interaccionin amb les estromals per tal de suportar el seu propi

creixement.

Per caracteritzar els xenoempelts des d’un punt de vista angiogénic, tant en funcié de
la procedencia cel-lular (MMR) com de la resposta al tractament, vam realitzar un marcatge
immunohistoquimic per a la deteccid de CD31/PECAM. Es van analitzar un total de 6
experiments independents amb 3 tumors per cada grup de tractament amb un volum de 1000
mm?>. En general, els vasos sanguinis eren arrodonits, amb una amplia llum i una distribucié
homogenia. L’analisi immunohistoquimic no va revelar diferéncies significatives en la
distribucié vascular, en I'aspecte dels vasos o en la densitat vascular (MVD) en funcié del

tractament (Taula 12).
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Taula 12. Densitat vascular en xenografts de 1000 mm? en funcié del tractament

Tractament in vitro Tractament in vivo

Serum fisiologic Cetuximab P-valor Ratio

Control 7,27 £ 0,45 6,73 £0,37 NS 1,08
Cetuximab [30 nM] 7,35+0,36 6,06 £0,30 0.008 1,21
Rx [8 Gy] 7,31+0,32 8,28 +0,51 NS 0,88

Rx + cetuximab discontinu 8,64 +0,38 8,82+0,43 NS 0,98
Rx + cetuximab continu 8,21+0,43 7,15+0,41 NS 1,15

Cada tumor es va examinar a baix augment (x100) i es van comptar els vasos sanguinis
de 5 camps a x400 augments. Els valors es mostren com el promig del niumero de
vasos + SE de 6 experiments independents amb 3 tumors per cada branca de
tractament (Test de t-Student).

Vam considerar que les diferéncies en la densitat vascular es podrien observar amb
més facilitat a I'inici del creixement tumoral que en fases més avancades o consolidades.
Assumint aquesta possibilitat es van obtenir tumors entre 100 i 200 mm? (promig de 175,97 +
6,91 mm?) provinents de 3 experiments independents amb 3 tumors per esquema de
tractament. La determinacié de CD31/PECAM en aquests tumors va mostrar, a priori, una
major densitat de vasos sanguinis i de menor mida que els observats en els xenoempelts més

grans (1000 mm®).

Més notable va ser I'observacié de que els tumors derivats de cel-lules irradiades van
presentar un valor de MVD major que els tumors derivats de cel-lules control (o no tractades)
(35,63+1,7 vs 18,49+1,47) (Taula 13, Figura 25). El tractament in vitro amb cetuximab sol no va
modificar significativament la MVD. Per contra, ’addicié de cetuximab a la radiacié durant tot
el temps de la generacié de la MMR va frenar la forga de I'angiogenesi. En aquest esquema es
va passar de 35,63 a 27 de MVD ( p < 0.001). Es interessant ressaltar que quan el cetuximab es
va retirar després de la radioterapia, les cel-lules irradiades van generar tumors tant altament
vascularitzats com si s’hagués administrat radioterapia exclusivament. No obstant aixo, en
aquest cas la sensibilitat a I'anticds va reapareixer quan els animals van ser tractats amb
cetuximab (Taula 13). Crida I'atencid la saturacié de I'efecte anti-angiogénic en els tumors
derivats de cél-lules que es van mantenir continuament exposades a l'anticos, fet que

suggereix la possibilitat d’'un fenomen adaptatiu similar a I'observat en la formacié de colonies.



Resultats

Taula 13. Densitat vascular en xenoempelts de 100 mm® en funcié del

tractament.
Tractament in vitro Tractament in vivo
Serum fisiologic  Cetuximab P-valor Ratio

Control 18,49 + 1,47 14,80+0,93 0.038 1.25
Cetuximab [30 nM] 22,20+1,23 18,93+0,98 0.041 1.17
Rx [8 Gy] 3563+1,70* 23,96+1,41 <0.001 1.49
Rx + cetuximab discontinu 34,29+1,32* 2498+1,60 <0.001 1.37
Rx + cetuximab continu 27,00 £1,68 * ** 24,53+ 1,25 NS 1.10

Cada tumor es va examinar a baix augment (x100) i es van comptar els vasos sanguinis
de 5 camps a x400 augments. Els valors es mostren com el promig del nimero de
vasos + SE de 3 experiments independents amb 3 tumors per cada branca de
tractament (Test de t-Student). * P < 0.05 versus control; ** P < 0.05 versus Rx o

Rx+cetuximab discontinu.

En conjunt, la poténcia de I'angiogenesi va ser major en els xenoempelts derivats de

cel-lules irradiades, en els que cetuximab administrat in vivo va ser altament efectiu (ratio 1,49

per cél-lules irradiades exclusivament) (Figura 25). L’exposicié mantinguda a cetuximab va

disminuir l'angiogénesi. Aquestes dades indiquen que cetuximab inhibeix I’angiogenesi

mediada per les cél-lules tumorals i que aquesta inhibicié depén del bloqueig de 'EGFR.

Rx [8 Gy)

Densitat vasoular

Densitat vascula

Serum fisiolbgid
Cetuximab

Cetuximab

J! Serum fisiologic

Figura 25. Immunohistoquimica de CD31 sobre seccions d’OCT i densitat vascular de tumors de 100
mm? derivats de cél-lules irradiades i no irradiades. Imatges obtingudes a 20x. Els ratolins es van tractar
amb sérum fisiologic o cetuximab 0,05 mg/animal cada 3,5 dies. Cetuximab va inhibir preferencialment
I"'angiogénesi de tumors procedents de cél-lules irradiades. Els valors s’expressen com el promig + SE de
3 experiments independents amb 3 ratolins cadascun (Test de t-Student). *P< 0.05 comparat amb
tumors de cél-lules irradiades en ratolins que reben serum fisiologic. **P< 0.0001 comparat amb el

tractament in vivo de cetuximab.
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2.2.2. Avaluacio de la proliferacid i apoptosi cel-lular

Per tal de verificar si les variacions en el creixement tumoral estaven relacionades amb
diferéncies en la fraccid cel-lular en proliferacio, es va determinar I'index de proliferacié en
aquests tumors a través del marcatge immunofluorescent de I'antigen Ki67 (Figura 26A). Els
tumors generats a partir cél-lules no tractades van mostrar un index de proliferacié de 33,74 +
2,33%, significativament inferior al 49,34 + 1,81% dels tumors originats a partir de cel-lules
irradiades (Figura 26B, Taula 12). L’elevat index de Ki67 en aquests ultims és consistent amb el
creixement accelerat dels tumors derivats de cél-lules irradiades. Quan els ratolins van ser
tractats amb cetuximab, es va confirmar I'intens efecte de I'anticos sobre els xenoempelts
procedents de tumors irradiats ja que I'index de proliferacié va disminuir de 49,34 + 1,81% fins
a 31,4 £ 2,23%. Per contra, aquesta reduccié no es va observar en tumors derivats de cél-lules
no irradiades (33,74 + 2,33% a 38,5 + 1,58%) (Figura 26B, Taula 12). La intensa resposta a
cetuximab observada en els xenoempelts obtinguts de cel-lules irradiades suggereix que

aquests tumors soén altament depenents (addictes) d’EGFR.
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D’altra banda, vam voler determinar els nivells d’apoptosis en funcié de |'origen dels
tumors i del tractament in vivo. Els nivells de caspasa-3 determinats per immunofluorescéncia
van ser baixos, tant en tumors generats a partir de cel-lules no tractades com de cel-lules
irradiades. Aixi mateix tampoc vam trobar diferéncies entre els tumors dels animals tractats
amb sérum fisiologic o cetuximab (Figura 27). Aquest fet pot ser indicatiu de que I'apoptosi no
juga un paper important en les variacions del creixement dels xenoempelts en aquest model

experimental.

Tractament  Tractament

in vitro in vivo Nuclis Caspasa-3 Merge
SF -
Control
- -
SF -
Rx [8 Gy]
N -

Figura 27. Estudi de I'apoptosi cel-lular de tumors de 100 mm? derivats de cél-lules irradiades i no
irradiades. Imatges obtingudes a 20x corresponents a immunofluorescencies sobre seccions d’OCT de
caspasa-3 (vermell) i d’'un marcador nuclear (blau). Els ratolins es van tractar amb sérum fisiologic o
cetuximab 0,05 mg/animal cada 3,5 dies. El grau d’apoptosi va ser despreciable en tots els tractaments.

2.2.3. Infiltracié dels xenoempelts per macrofags
Diferents estudis experimentals amb adenocarcinomes primaris de mama han
demostrat que els macrofags regulen el procés carcinogenic en un estadi tarda a través de les

seves propietats proangiogéniques, secretant EGF al medi i proveint les cél-lules epitelials



mamaries d’aquest factor. Basant-nos en aquestes observacions, vam decidir determinar si la
resposta immune, concretament la infiltracié per macrofags, podia associar-se a una major
agressivitat tumoral. Amb aquesta finalitat vam realitzar una immunohistoquimica del
marcador especific de macrofags F4/80 en estadis inicials (100 mm?) i tardans (1000 mm?®) dels
xenoempelts provinents de cel-lules irradiades i no irradiades. Les preparacions, a més, també

van ser avaluades per un patoleg especialista.

En general, la proporcidé de cél-lules positives per al marcatge amb F4/80 respecte del
total va ser va ser baixa en tumors inicials. Tot i que la preséncia de macrofags semblava ser
més elevada en tumors tardans, aquesta continuava essent poc representativa (Figura 28).
D’altra banda, els macrofags estromals s’havien de diferenciar de les cel-lules de Langerhans
(macrofags habituals de la pell) segons el seu tamany, la forma del nucli (més gran i
arronyonat) i del citoplasma (estrellat). Tot i que alguns macrofags es localitzaven al voltant
dels vasos sanguinis, sembla ser que el tumor va créixer al voltant de la pell (degut a la injeccio
subcutania de les ceél-lules) i que no hi hauria hagut infiltracid ni resposta quimiotactica. Per
aquests motius, es va considerar que les dades no eren valorables i no es va realitzar cap

comptatge.



Resultats

Tractament
in vitro

Tractament in vivo

Serum fisiologic Cetuximab

Control
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Rx [8 Gy]
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Figura 28. Immunohistoquimica de F4/80 sobre seccions d’OCT de tumors derivats de cél-lules
irradiades i no irradiades. Imatges obtingudes a 20x. Els ratolins es van tractar amb sérum fisiologic o
cetuximab 0,05 mg/animal cada 3,5 dies. La sageta assenyala un macrofag (F4/80 positiu). La preséncia
de macrofags va ser baixa tant en estadis tumorals inicials (100 mm?®) com tardans (1000 mm?®) i no es
van observar diferéencies entre els tumors.
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3. CARACTERITZACIO MOLECULAR DE LA RESPOSTA INDUIDA PER LA
RADIACIO IONITZANT

El creixement accelerat dels xenoempelts i la caracteritzaci6 microscopica,
especialment de Ki-67 i MVD, que vam observar son compatibles amb el desenvolupament
d’una resposta cel-lular que podria haver estat induida per la radiacié. Aquesta resposta
tindria per objectiu la promocié de la supervivéncia cel-lular per tal de contrarestar la
citotoxicitat de la radiacié ionitzant. Una de les conseqiiéncies d’una resposta citoprotectora
seria I'aparicié de caracteristiques malignes en els tumors procedents de cel-lules irradiades,

tal i com vam identificar en els nostres experiments.

Per tal de confirmar la participacié activa de la radiacié ionitzant en la induccid
d’aquest fenotip agressiu vam analitzar la influéncia de la radiacid en la regulacié de molécules
implicades en la proliferacié i la promocio cel-lular. La sospita de que EGFR s’associava al
comportament agressiu (citoproteccid) dels tumors va ser suggerida pel clar efecte inhibidor
del cetuximab i pel fet incontestable de la selectivitat i especificitat d’accié de I'anticos sobre
EGFR. Per aquest motiu vam prioritzar I'estudi de la regulacié del propi EGFR, del lligand TGF-a
i de la secrecié del factor de creixement vascular VEGF-A, que podria explicar els canvis en
I’'angiogenesi. Finalment, també vam determinar si el principal efector de la secrecié de VEGF,

HIF-1a, es veia modificat per la radiacié.

3.1. Activacié del factor mitogenic ERK 1/2

L'activacié de I'EGFR comporta l'activacié de diferents vies de senyalitzacié que sén
necessaries per la proliferacié cel-lular, creixement i motilitat de les cél-lules. Entre elles es
troba la via d’EGFR-Ras-Raf-MAPK, la qual té com a efector final ERK 1/2 (quinasa regulada per
factors extracel-lulars 1/2) ; quan aquest es fosforil-la es transloca al nucli i activa diferents
factors de transcripcié responsables de conduir la promocié i supervivencia cel-lular, com per
exemple VEGF. Per tal de determinar si la radiacié ionitzant podia estimular I'activacié d’ERK
1/2 en el nostre model, vam quantificar els nivells de fosforil-lacié després de la irradiacié de

les cél-lules.

Primerament vam sotmetre les cél-lules A431 a un experiment de time course amb el
lligand natural del receptor del factor epidermic de creixement, 'EGF. El motiu era doble, per

una banda assegurar I'estimulacié de les nostres cel-lules i, per I'altra, establir el moment de



maxima activitat enfront al lligand. Es van incubar les cel-lules A431 durant diferents intervals
de temps amb EGF 2,5 ng/mL i, com era d’esperar, vam trobar que les cél-lules responien a
I'estimul amb el lligand incrementant els nivells d’ERK 1/2 actiu (p-ERK 1/2), donant-se el pic
de maxima activitat als 5 minuts (Figura 29A). Es va realitzar un altre experiment de time-
course per corroborar I'activacio d’ERK 1/2 per part de la radiacié ionitzant descrita a la
literatura. Amb aquesta finalitat es van irradiar els cultius amb 2 Gy i es van deixar incubar les
cel-lules a 372C durant diferents intervals de temps. Es van observar dos pics de maxima
activitat de la MAPK induits per la radiacid, als 8 min i als 18 min, donant-se una disminucié de

la proteina entre aquest temps (Figura 29B).

A Figura 29. Pics de maxima activitat de p-

EGF 2,5 ng/mL ERK 1/2 de les cél-lules A431 exposades a
EGF i radiacié . (A) Les cél-lules A431 van
ser estimulades amb 2,5 ng/mL d’EGF
p-ERK 1/2 durant O, 2, 5, 10, 15 o 20 minuts. Es va
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Rk 12 % - #we  davallada i d’un segon pic d’estimulacié als
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Seguidament, vam tractar les cél-lules amb EGF, cetuximab 30 nM, radiacié 2 Gy o una
combinacié de tots els agents. L'increment de p-ERK 1/2 induit pel lligand es va veure
clarament inhibit amb el tractament amb cetuximab (Figura 30). D’altra banda, p-ERK 1/2
també va augmentar amb I'exposicio a la radiacid ionitzant (2 Gy), confirmant-se aixi que ERK
1/2 pot activar-se de manera independent de lligand i iniciar la transcripcié de gens que
promouen la proliferacié cel-lular. Cetuximab, en canvi, continua inhibint el senyal radioinduit

indicant que la resposta depén, al menys en part, de I'activacié de I'EGFR (Figura 30).
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Figura 30. Efecte de la radiacié i cetuximab sobre I'expressi6 de p-ERK 1/2. Les cél-lules A431 van ser
estimulades amb 2,5 ng/mL d’EGF durant 10 minuts en abséncia o preséncia de cetuximab (30 nM) i
radiacio (2 Gy). La radiacié va activar p-ERK 1/2, que alhora es va veure inhibida per 'addicié de
cetuximab. La tubulina es va incloure com a control intern.

D’altra banda, per avaluar si la radiacié ionitzant pot mantenir I'activacié de p-ERK 1/2
al llarg del temps vam irradiar els cultius amb una dosi Unica de 8 Gy i, transcorregudes 24
hores, vam determinar els nivells de p-ERK 1/2. Es va confirmar que es mantenia 'activacié de
p-ERK 1/2 almenys 24 hores després de la irradiacié (Figura 31). Es més, quan es va administrar
una dosi extra de 2 Gy vam observar encara un lleuger increment de la MAPK. Els experiments
es van realitzar amb presencia o absencia de cetuximab 30 nM. En tots els casos, cetuximab va
a inhibir I'estimulacié d’ERK. Aquesta troballa suggereix que les cél-lules irradiades no només
mantenen una elevada transduccid de senyals durant la irradiacié sind també que les cel-lules
que sobreviuen als raigs-X activen mecanismes de supervivencia que engloben I'activacié de la

via d’EGFR.

8 Gy
2Gy: - -+ o+ - -+
Cetuximab 30nM : - + - o+ -+ -
- 44 KDa
p-ERK 1/2 U —— — = 42KDa

Tubulina e — T — | — 55KDa

Figura 31. Efecte de la radiacié i cetuximab sobre I'expressi6 de p-ERK 1/2. Es van irradiar les cél-lules
A431 amb una dosi Unica de 8 Gy, es van incubar durant 24 hores i tot seguit es va administrar una dosi
addicional de 2 Gy en abséncia o preséncia de cetuximab (30 nM). L’activacié d’ERK 1/2 es va mantenir
durant la irradiacio fraccionada. La tubulina es va incloure com a control intern.

3.2. Induccié de la transcripcié d’EGFR, TGF-a, VEGF i HIF-1a
3.2.1. En la malaltia microscopica residual
Per validar si el creixement accelerat i I’elevada densitat en el nombre de vasos que

vam observar en els xenoempelts estava associada als canvis produits per la radiacid, vam



determinar en primer lloc els nivells d’expressié d’EGFR, TGF-a, HIF-1a i VEGF en funcié del
tractament que van rebre les cél-lules abans de ser injectades als ratolins atimics, és a dir, vam

mesurar directament la induccié de canvis en la regulacié de la transcripcié en la MMR.

Seguint els procediments descrits en I'apartat de materials i métodes, es va obtenir
RNA total, es va retrotranscriure a cDNA i es van quantificar les copies de mRNA de cada gen.
La quantificacié d’aquests gens ens va permetre confirmar que, després de |'exposicid a la
radiacid ionitzant en el nostre disseny experimental, les cel-lules supervivents (MMR)
mostraven un increment significatiu (p=0.01) en I'expressié d’EGFR comparat amb les no
irradiades (Figura 32A). D’altra banda, és interessant el bloqueig d’aquest augment d’expressio
quan cetuximab estava present en el medi de cultiu en combinacié amb la radiacié, tant de

manera continua com discontinua (p=0.011 en ambdds casos) (Figura 32A).

De forma similar, el lligand TGF-a estava sobreexpressat en les cél-lules irradiades
(p=0.033), tot i que el blogueig de la seva expressi6 només esdevenia significatiu quan les
cél-lules es van mantenir amb un tractament continu amb cetuximab (p=0.011) (Figura 32B).
En aquest cas es va observar la importancia de I'esquema d’administracié de cetuximab, ja que
si aquest es retirava del medi de cultiu després de la dltima dosi de radiacié (tractament amb
cetuximab discontinu), I'expressié del Iligand no es veia disminuida, contrariament del que
passava si I'anticos es mantenia fins el moment de la injeccid de les cél-lules en els ratolins

atimics.

En el cas de VEGF i HIF-1a no es van observar diferéncies significatives (Figura 32C i
32D). En tots els casos els valors d’expressid relativa es van normalitzar amb el gen de

referéncia GAPDH.
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Figura 32. Nivells d’expressio dels gens EGFR, TGF-a, HIF-1a i VEGF analitzats en els cultius en el
moment previ a la injeccié de les cél-lules en els ratolins atimics. Seguint I'esquema d’obtencidé de
malaltia microscopica residual les cél-lules A431 es van tractar amb cetuximab, radiaci6 o una
combinacié dels dos agents. Les grafiques mostren els nivells d’expressié relativa dels gens en funcié
dels valors del gen normalitzador o housekeeping (GAPDH). La radiacié ionitzant va induir un augment
en l'expressido d’EGFR (A) i TGF-a (B), que alhora es va bloquejar amb I'addicié de cetuximab. No es va
observar cap canvi significatiu en I'expressio d’HIF-1a (C) i VEGF (D). Els valors corresponen al promig +
SE de 3 experiments independents amb 2 répliques per experiment. *P< 0.05 comparat amb les cél-lules
que reben radiacid sola. **P=0.01 comparat amb el tractament amb cetuximab. ***P< 0.05 comparacié
entre els cultius on es combinava la radiaci6 amb cetuximab continu i discontinu (Test de Mann-
Whitney).

3.2.2. En els xenoempelts

Donat que un dels mecanismes involucrats en la resposta citoprotectora induida per la
radiacié ionitzant era la regulacié positiva dels gens EGFR i TGF-a,, vam examinar si en els
xenoempelts es mantenia aquest tret de malignitat. Una vegada injectades les cél-lules (MMR),
es va procedir a determinar els nivells de transcripcié d’aquests gens en totes les series de

xenoempelts, tant en estadis tumorals inicials (100 mm?®) com finals (1000 mm?).



En els ratolins control, I'expressié d’ambdds gens va ser superior en els xenoempelts
procedents de cel-lules irradiades. Cetuximab administrat in vivo va disminuir aquests nivells,
fet que correlaciona positivament amb les dades dels experiments in vitro, on cetuximab
inhibia consistentment la proliferacié de les cél-lules A431 (Figura 33). En el cas de VEGF i HIF-

la no es van observar diferencies significatives.

150 0,07
= !
= = _
[+ o
E 1 E ] -
: 2
=
g 075 4 - 004
= =
A W
£ =
o a
= b
w w

0,00 0,00 =+

Suero fisiologic Cetuximak Suero fisiologic Cetuximab
EGFR TGFx

OcControd B Rx [8 Gy

Figura 33. Nivells d’expressio dels gens EGFR (A) i TGF-a (B) en xenoempelts de 1000 mm? procedents
de cel-lules no tractades (control) i irradiades. Les grafiques mostren els nivells d’expressid dels gens en
funcio dels valors del gen normalitzador o housekeeping (GAPDH). L'expressié d’EGFR i TGF-ot observada
in vitro es va mantenir en els xenoempelts, i a la vegada es va bloquejar per I'accié de cetuximab. Els
ratolins atimics es van randomitzar per a rebre serum fisiologic o cetuximab 0,05 mg/animal cada 3,5
dies. Els valors corresponen al promig + SE de 3 experiments independents amb 3 tumors per
experiment. No es van observar diferencies estadisticament significatives (Test de Mann-Whitney).

Els tumors generats en el nostre model animal sén d’origen huma perd tota la
vasculatura i I'estroma tumoral és d’origen muri. Aquesta caracteristica ens proporciona un
avantatge enfront a altres models ja que podem distingir quina és I'aportacié del tumor i quina
la de I'estroma mitjangant el disseny d’oligonucleotids que amplifiquen de forma selectiva el
component huma o de ratoli dels tumors xenoempeltats. Aixi, vam realitzar també una
quantificacio de I'expressié génica de les cel-lules estromals de ratoli la qual va resultar tan

baixa, no va ser possible la seva deteccid i quantificacio.

3.3. Secrecio de VEGF

L’associacié entre la radiacid ionitzant i I'increment de la densitat vascular ens va
portar a comprovar si un dels principals factors pro-angiogenics, el VEGF, era estimulat per la
radiacid. Per aquesta rad es van tractar les cél-lules A431 amb raigs-X amb una dosi de 8 Gy,

cetuximab 30 nM o una combinacié dels dos agents i es va recollir el sobrenedant dels cultius a



les 0 h, 24 h i 48 h post-tractament. Es va determinar la quantitat de VEGF secretat al medi

mitjancant la tecnica ELISA.

O Cantral

O Cetuximab [30 nkd)
[ R« [8 Gy]

W Rx + celuximab

.

24 h 48 h

)
i

Nivells de VEGF [ rotia)
Pl

-
L

Temps post-irradiacié (h)

Figura 34. La radiacié va induir la secrecié de VEGF. Les cel-lules A431, en creixement exponencial, es
van irradiar amb una Unica dosi de 8 Gy. Cetuximab es va afegir al medi de cultiu préviament a la
irradiacié amb 8 Gy. Els sobrenedants es van recollir després del tractament amb radiacié i a les 24 h i 48
h. La concentracio de VEGF es va determinar amb la técnica ELISA i els resultats es van normalitzar pel
numero de cel-lules comptades en cada temps. Els valors s’expressen com el promig + SE de 2
experiments independents amb dues repliques cadascun.

La radiacio ionitzant va induir la secrecié de VEGF en les cél-lules A431. Els nivells
presents en el sobrenedant dels cultius irradiats amb 8 Gy van patir un pic de maxima
estimulacié a les 48 hores de I'aplicacié dels raigs-X, per un factor de 2,82 vegades, tot i no
assolir la significangca estadistica. El tractament amb cetuximab préviament a la radiacid va

inhibir notablement aquesta secrecié (Figura 34).

3.4. Caracteritzacié genomica

La identificacié d’un fenotip tumoral agressiu (creixement accelerat) induit per la
radiacio es va poder explicar tant des d’un punt de vista morfologic (proliferacié cel-lular i
angiogeénesi elevades) com des d’una vessant molecular (sobreexpressié de la via EGFR-MAPK-
ERK 1/2). Amb l'objectiu d’esbrinar si durant la generacié de la MMR es va produir alguna
modificacié a nivell genétic, vam investigar mitjancant técniques de citogenetica molecular

I'aparicié de guanys o perdues en el gen d’EGFR.



3.4.1. Determinacié de I'amplificacié del gen d’EGFR
El nombre de receptors d’EGF presents en les cel-lules no neoplasiques és d’entre
40.000 i 100.000 receptors per cel-lula. En les cel-lules tumorals aquest valor pot augmentar en

un ordre de magnitud essent la causa més freqlient 'amplificacié del gen d’EGFR.

Per tal de comprovar si la sobreexpressié del receptor en les nostres cél-lules tumorals
era deguda a una amplificacié, vam realitzar una hibridacio in situ fluorescent (FISH) de la regio
on es localitza el gen d’EGFR, concretament a 7p11.2. El resultat va ser clar, la linia tumoral
A431 utilitzada té el gen d’EGFR amplificat, amplificacié visible tant en nuclis interfasics com

metafasics (Figura 35).

Aquesta linia tumoral és hipertriploide, i en el 36% de les cel-lules el nimero modal
cromosomic va ser de 74. Aix0 implica que en el cultiu cel-lular hi ha presents clons amb
dotacions genétiques diferents. Aixi vam observar la preséncia de nuclis normals amb 2 copies
del gen de 'EGFR i d’altres amb un numero variable d’amplificacions. L’existéncia en els cultius
cel-lulars de subpoblacions millor dotades quant a la dosi génica d’EGFR, ens va fer pensar que
una seleccié clonal induida pel tractament amb radiacié en combinacié amb cetuximab podria
explicar el fenotip agressiu de determinats tumors i I'aparicié de la resisténcia desenvolupada
in vitro. Per aquest motiu vam determinar els canvis en el nombre de copies d’EGFR després

dels tractaments.

Figura 35. Analisi per FISH del receptor del factor epidéermic de creixement en les cél-lules A431. Es va
utilitzar la sonda de locus especifica CTD-2026N22 (en color vermell) on s’observa amplificacié de la
regié 7p11.2 del gen de I'EGFR.



Es van tractar les cel-lules amb cetuximab durant 8 dies [30 nM], radiacié [8 Gy
administrant 2 Gy / 24 h] i una combinacié dels 2 agents amb les mateixes dosis. La duracio
total dels cultius in vitro va ser d’11 dies. Transcorregudes 24 hores de la Ultima dosi de
radiacié es va obtenir el pellet de tots els cultius i es va realitzar la técnica de FISH. Degut a
I’elevat nombre de senyals i a la proximitat entre elles no va ser possible el seu comptatge, per

aquest motiu vam decidir establir uns criteris inicials de classificacid, que van ser:

1. Mida de I'agrupacié de senyals: gran (2 10 senyals) o petita (< 10 senyals)
2. Tipus d’agrupacio de senyals: laxa o compacta

3. 1lo2senyals

Es van comptar un total de 100 nuclis per cada tractament. Tot i que es va observar
una tendéncia a la disminucié del nimero de senyals amb el tractament amb cetuximab les

diferéncies no van ser significatives (Figura 36).
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Figura 36. Numero de senyals d’EGFR per cel-lula.

3.4.2. Determinacio de desequilibris genomics

Com que en la MMR resultant després dels tractaments amb radioterapia i cetuximab
no vam poder observar un genotip caracteristic, vam decidir aprofundir en la complexitat de
I'analisi genomic utilitzant la técnica de la hibridacié gendmica comparada (CGH). D’aquesta
manera, a més de centrar-nos en I'EGFR, també ens permetria saber si existeixen canvis de

dosi genica en altres regions del genoma implicades en el fenotip agressiu derivat de les

cél-lules irradiades.



En primer lloc vam caracteritzar la nostra linia cel-lular per poder avaluar, a posteriori,
possibles canvis originats pels tractaments. En aquest sentit, vam realitzar un minim de cinc
experiments de CGH de les ceél-lules A431 a nivell basal (sense estar sotmeses a cap
tractament) i en tots els casos el resultat va ser el mateix; es van observar guanys de 3q,
6p21.1p12.2,11p11.2912.2, 17q12qter i Xg22.12 i pérdues de 11g23.3 i de Y (Figura 37) (Taula
15). Tot i que la linia tumoral té el gen d’EGFR sobreexpressat, no vam observar cap guany en
la regio on esta localitzat (7p11.2). Aquest fet pot ser atribuible a la resolucié de la técnica, ja
que els guanys es detecten quan les regions implicades son superiors a 5-10 Mb. La pérdua del
cromosoma Y ens va servir com a control intern ja que la linia tumoral A431 va ser establerta a
partir d’'una dona, per tant, en hibridar-se amb un DNA control sobre metafases normals 46,XY
haviem d’esperar una pérdua en el cromosoma Y, tal i com vam observar. Degut a que les
regions centromeriques, telomeériques, els blocs d’heterocromatina dels cromosomes 1,9 16 i
els cromosomes 19 i 22 sén susceptibles de donar falsos positius, no els vam tenir en compte

en el nostre estudi.
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Figura 37. Analisi per CGH de la linia cel-lular A431. El perfil mostra els desequilibris de base que
inclouen pérdues en 11g23.3 i Y (vermell) i guanys en 3q, 6p21.1p12.2, 11p11.2q12.2, 17ql2qter i
Xq22.12 (verd).



Taula 15. Alteracions genomiques detectades en la
linia A431 en condicions basals.

A431

Cromosoma Guanys Perdues

1 - -

3 3q -

6 6p21.1p12.2 -

8 - -

11 11pl11.2q12.2 11923.3

17 17q912qter -

X Xq22.12 -

Y - Y

Seguidament, per determinar si el tractament amb cetuximab [30 nM], radiacié [8 Gy]
o la combinacid dels 2 agents havia causat variacions en la dosi genica, vam hibridar els DNAs
d’aquestes cél-lules amb un control 46,XY. En els 3 casos es van observar les mateixes
alteracions que presentava la linia basalment (sense tractament), indicant que el tractament
no exerceix cap efecte a nivell genomic. Només en el cas del tractament combinat es va
observar una petita variacié on la regié 11p11.2912.2 (que ja es guanyava basalment)

s’ampliava per incloure una regié més gran, 11p11.2q13.2 (Figura 38).

Una vegada establertes les alteracions de base, vam voler corroborar que el
tractament no causava desequilibris en la dosi genica. Amb aquest motiu vam hibridar les
cel-lules en condicions basals (marcades amb Spectrum Green-FITC) amb A431 tractades amb
cetuximab [30 nM], radiacié [8 Gy] i una combinacié dels 2 agents (marcats amb Texas Red-
dUTP). El que aconseguiem hibridant competitivament la linia tumoral basal amb la linia
tractada era no tenir en compte les alteracions basals de la linia A431 i visionar directament els

guanys o les péerdues atribuibles directament al tractament.
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Figura 38. Analisi per CGH de la linia cel-lular tractada amb la combinacié de cetuximab i radiacid. El
perfil mostra els desequilibris propis de la linia A431 en condicions basals

Com vam poder observar en els perfils finals, totalment rectes, ni la radiacié ni
cetuximab aplicats per separat van tenir un efecte en aquest sentit (Figura 39). En el cas del
tractament combinat, pero, hi va haver una variacid en els perfils de manera que es va
observar més hibridacio del color verd en 1p13 i 11p11.2q12.1, indicant un desequilibri en la
dosi (Figura 40). Tot i que hi ha una tendéncia a adquirir el guany del cromosoma 1 en el perfil
de la linia basal, només es fa patent en aquest cas. Aquests resultats corroboren les troballes
anteriors, on els agents per separat no indueixen cap efecte, mentre que el tractament
combinat podria seleccionar positivament els clons amb els guanys en 1p13i 11p11.2q12.1. En

cap cas es va observar guanys o pérdues en 7p11.2, que inclou EGFR (Figura 41).
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Figura 39. Analisi per CGH de les cél-lules A431 tractades amb cetuximab (A) i radiacié (B) versus les

A431 basals. Els perfils no mostren cap desequilibri significatiu respecte les cél-lules en condicions

basals.
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Figura 40. Analisi per CGH dels cultius tractats amb la combinacié de cetuximab i radiacié versus les
A431 basals. El perfil mostra canvis en la dosi de 1p13 i 11p11.29q12.1 respecte les cél-lules en
condicions basals.
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Figura 41. Perfils de CGH del cromosoma 7. EGFR es troba localitzat a 7p11.2 (linia blava). No s’observa
cap guany o perdua en cap regié del cromosoma.
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Finalment, vam avaluar una possible seleccié clonal dels cultius al llarg del temps. Amb
aquesta finalitat es va obtenir DNA de les cel-lules A431 després d’allargar 10 dies els cultius,
amb o sense I'addicié de cetuximab (Figura 42). Vam hibridar els DNA d’aquest punt (CGH 2)
amb els corresponents del punt CGH 1. En cap cas vam trobar diferéncies en els perfils,
incloent la regié d’EGFR (Figura 42), de manera que no es va poder explicar I'adquisicié de

resiténcia per canvis genétics a cetuximab en el nostre model experimental.
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Figura 42. Perfils de CGH del cromosoma 7. (Superior) Es van hibridar els DNAs del punt 1 amb els del
punt 2 de cada branca de tractament. (Inferior) EGFR es troba localitzat a 7p11.2 (linia blava). No s’observa
cap guany o pérdua en cap regié del cromosoma al llarg del temps de tractament.






Discussio






Les cél-lules tumorals poden adquirir la capacitat de proliferar de manera autonoma a
través de la produccié desregulada de factors de creixement i dels seus receptors. La majoria
dels cancers epitelials es caracteritzen per una activacio funcional de la familia de receptors del
factor epidérmic de creixement (EGFR), fet que promou la supervivéncia cel-lular i confereix un

caracter agressiu a les cel-lules tumorals (Ciardiello and Tortora, 2008).

L'objectiu principal d’aquest treball ha estat determinar si el manteniment del
bloqueig de I'EGFR amb cetuximab una vegada finalitzada la radioterapia podria continuar
inhibint les cel-lules tumorals residuals, que hom considera responsables de les recidives post-

radioterapia.

El model experimental in vitro — in vivo

Els tumors solids sén basicament un sistema d’organs aberrant amb una diversitat de
cel-lules neoplasiques amb una vasculatura formada, cel-lules inflamatories i elements
estromals. En oncologia, la radioterapia és el tractament no quirdrgic més efectiu i, ja sigui per
si sola o combinada amb la cirurgia i/o la quimioterapia, s’assoleix una bona resposta local en
un elevat percentatge de casos. El control tumoral permanent requereix un control 100%
efectiu de les cél-lules neoplasiques; pero el cert és que la persisténcia d’una petita fraccié de
cél-lules tumorals (que utilitzarien mecanismes de supervivéncia -resisténcia- molt efectius)
explica I'aparicié de recidives locals malgrat haver-se assolit en primera instancia una resposta

completa.

En aquesta investigacié hem utilitzat les cel-lules A431 com a model de tumorogénesi.
La linia tumoral A431, originada en un carcinoma escamds, sobreexpressa I'EGFR. Aquest fet,
junt amb que la via d’EGF es troba hiperactivada en cél-lules iniciadores de tumor (Rich, 2007),
va ser clau per triar aquesta linia com a model. La qliestié que ens vam plantejar va ser si el
bloqueig de 'EGFR podria frenar la progressio tumoral d’una poblacié cel-lular supervivent a la
radioterapia, la qual podria imitar les recaigudes després d’un tractament oncologic. Per
aproximar-nos a aquest concepte vam administrar el tractament oncologic in vitro, vam deixar
passar temps per permetre que les cel-lules tumorals executessin els seus programes
d’adaptacié-resisténcia (com ho podrien fer en un tumor) i finalment vam injectar les cel-lules
en el teixit subcutani de ratolins atimics per observar la formacié de tumors (recidives, en el
context clinic). Les cél-lules que vam injectar als ratolins es van caracteritzar per ser resistents

al tractament administrat i per haver repoblat els cultius, tal i com es déna en les recidives. A



més, vam determinar en quina proporcié aquestes cél-lules resistents eren clonogéniques,

propietat essencial de les cel-lules iniciadores de tumor.

Aquest disseny pot imitar el que creiem que passa en el mdn real abans de
diagnosticar les recidives. Es un disseny que ens pot servir per aproximar-nos al fet biologic i
un instrument per fer intervencions terapéutiques i per entendre els mecanismes implicats en

els resultats dels tractaments.

A part de la visié general del model hi ha dos aspectes que mereixen ser comentats

especificament.

1.- Injeccid de cel-lules clonogéniques i de ceél-lules no clonogéniques

El animals es van injectar amb un nimero determinat de cél-lules clonogeniques i no
clonogéniques. No es va procedir a la separacio de les dues poblacions sind que es va injectar
un numero fixe de cél-lules clonogéniques (95.000) ajustant el nombre total de cél-lules en
funcié de I'eficacia del tractament in vitro. Vam aplicar aquest criteri per fer comparables els
esquemes de tractament pre-implant. Si haguéssim injectat sempre el mateix nimero de
cel-lules totals, podriem haver atribuit un possible retard de creixement tant a les diferéncies
en el nimero de cél-lules clonogéniques com a l'accié de cetuximab, confusié que voliem

evitar.

Per contra, l'alternativa que vam decidir té un clar peatge. Per mantenir constant el
numero de cel-lules clonogeniques vam injectar també cel-lules no clonogéniques, no podent-
se descartar la seva cooperacié en el desenvolupament dels tumors, actuant a modus de
feeder cells. Aquest comentari és rellevant perqué els tumors derivats de cél-lules irradiades
van ser els més agressius, agressivitat que podriem atribuir tant a la radiacié administrada com

a un simple efecte feeder.

2.- Els efectes dels tractaments no van modificar el teixit d’origen muri

L'elevada tumorogenicitat de les cél-lules A431 indica que l'estroma muri va
proporcionar les condicions necessaries pel desenvolupament i la progressié tumoral. El fet de
qgue els ratolins no s’irradiessin i de que cetuximab actua especificament contra cel-lules
humanes, ens va permetre excloure la interferéncia de I'estroma en el moment d’avaluar els
efectes dels tractaments sobre les cél-lules tumorals. Aixi, va ser possible determinar I'efecte

de la irradiacid sobre la vascularitzacié dels tumors prescindint de I'efecte de la radioterapia



sobre les cel-lules endotelials murines. D’altra banda, qualsevol canvi observat en I'estroma es
va poder imputar a un efecte derivat exclusivament de les cél-lules tumorals. Es podria criticar
que no s’hagi seleccionat la malaltia microscopica residual directament en xenoempelts
(procés altament complex), perdo creiem que aquest disseny compleix I'objectiu d’avaluar
directament l'efecte i els mecanismes d’accié dels tractaments sobre la vitalitat i agressivitat

de les cél-lules tumorals per se.

Eficacia de cetuximab en I’adjuvancia
L'anticos monoclonal anti-EGFR cetuximab (C225), que ha estat objecte del nostre
estudi, s"uneix especificament a la regié extracel-lular del receptor i bloqueja la transmissid de

senyals cel-lulars que promouen la supervivencia i la resisténcia a la radioterapia.

Actualment la combinacidé de cetuximab i radioterapia es considera I'estandard en el
tractament del cancer escamés de cap i coll localment avancat, havent-se demostrat en
aquesta localitzacié que prolonga la supervivéncia (Bonner et al., 2006). Cal observar que la
radioterapia i cetuximab s’administren simultaneament per maximitzar la interaccié d’aquests
dos agents. De fet, els resultats clinics han confirmat definitivament que cetuximab exerceix un
important paper antitumoral quan es combina amb radioterapia. Un pas més en I'explotacié
antitumoral del bloqueig de 'EGFR es podria donar si es demostrés que les cel-lules tumorals
responsables de les recidives post-radioterapia sén dependents (addictes) de I'EGFR. Per
aquest motiu, i de manera creixent, el tractament de manteniment o adjuvancia amb I'anti-
EGFR després de radioterapia esta essent avaluat. Aixi, en alguns estudis preclinics
contemporanis al nostre s’ha observat que I'administracié de cetuximab durant i després de la
radioterapia millora el control local comparat amb la radiacié sola (Baumann et al., 2007;

Baumann et al., 2003; Krause et al., 2004; Krause et al., 2006; Milas et al., 2007).

No obstant, a diferéncia del nostre estudi, en els treballs publicats fins ara el model ha
consistit en I'administracié de cetuximab enfront a tumors ja desenvolupats. En el nostre cas
vam comengar el tractament in vivo en el moment de la injeccié de la MMR seleccionada in
vitro. El motiu era clar ja que l'objectiu que perseguiem era avaluar el paper adjuvant de
I’anticos sobre el retard en 'aparicié de xenoempelts (imitant les recidives locals) i no sobre el
control tumoral propiament dit. Utilitzant aquest model experimental hem pogut demostrar
gue els xenoempelts derivats de cél-lules tumorals pretractades responen significativament al

bloqueig de I'EGFR amb una disminucié del creixement del tumor. Aquesta observacié és



interessant ja que, com a prova de concepte, pot ser utilitzada de base pel disseny d’assaigs

clinics.

Alguns aspectes relacionats amb els resultats d’eficacia de la combinacié de la

radioterapia i cetuximab requereixen una atencié especial.

1.- In vitro. Adaptacio i/o seleccid cel-lular enfront a cetuximab

Crida I'atencié que en contra del que indiquen els resultats in vivo, les cel-lules en

cultiu es van insensibilitzar a cetuximab. En primer lloc cal assenyalar que les cel-lules A431 van
respondre a cetuximab de forma previsible segons les dades existents a la literatura. No
obstant, quan els cultius es van sotmetre a una exposicid relativament perllongada es va
observar una insensibilitzacié a I'anticos. Els resultats in vitro suggereixen que durant el cultiu
sostingut es va produir una adaptacié i/o una seleccié d’una determinada poblacié cel-lular
qgue no necessita els senyals d’EGFR per proliferar in vitro. Quan aquesta poblacié insensible va
repoblar els cultius, la clonogenicitat no es va veure afectada per la preséncia de cetuximab.
Aquesta hipotesi es veu avalada pel fet de que en aquestes céel-lules és possible obtenir una
poblacié estable resistent a cetuximab, tal i com s’ha establert recentment en el nostre
laboratori. Per altra banda, abans d’assolir una resisténcia estable, hem observat que les
cel-lules passen per un estadi de resisténcia transitoria, que és exactament el que vam veure
en aquest model. Una dosi baixa i un temps curt d’exposicid a cetuximab expliquen la

transitorietat de la resisténcia observada quan I'anticos es va reintroduir durant la formaciod de

colonies, on es va observar una re-sensibilitzacié al bloqueig d’EGFR.

Un resultat que requereix atencié és I'aparent manca de sinergisme de cetuximab
associat amb la radioterapia. No es va observar un benefici a I'addicionar I'anticos durant la
irradiacio, resultat consistent amb la insensibilitzacié previament descrita. En canvi, quan es va
administrar cetuximab durant la formacidé de colonies en cel-lules irradiades exclusivament, o
si s’havia discontinuat I'anticos, es va observar un increment d’eficacia significatiu, confirmant
I’existeéncia d’una radiosensibilitzacié per cetuximab, tal i com esta clarament descrit en la

literatura.

La resistencia al bloqueig de dianes implicades en la transduccid de senyals és
freqlient. Referent a cetuximab, s’han descrit diferents mecanismes d’escapada, entre ells la
desregulacid en el procés d’ubiquititnitzacié d’EGFR, I'amplificacié de les senyals d’erbB-3,

I'increment de TGF-a, una angiogénesi alterada i un major transport d’EGFR al nucli (Hung et



al.,, 2008; Lo and Hung, 2006; Lu et al., 2007a; Rajput et al., 2007; Viloria-Petit et al., 2001;
Wheeler et al.,, 2008). Més recentment, s’ha demostrat que algunes ceél-lules que han
desenvolupat resisténcia a cetuximab tenen incrementada l'activitat tirosina-quinasa de les
proteines que integren la familia SRC, fet que va unit a la translocacié del receptor al nucli (Li
et al.,, 2009). L'EGFR nuclear s’ha detectat en teixits amb una elevada proliferacio i s’ha
correlacionat amb mal pronostic en cancer de mama, orofaringe i ovari (Psyrri et al., 2005; Xia

et al., 2009).

La identificaciéd de mecanismes de resistencia és clinicament rellevant donat que és el
primer pas per superar la insensibilitat a cetuximab que s’observa en una proporcié
significativa de pacients en algun moment del tractament (Arteaga, 2003; Bianco et al., 2005;
Viloria-Petit and Kerbel, 2004). Per aquest motiu, vam voler investigar |'existencia de canvis en
el genoma com un possible origen de resistencia a cetuximab, mecanisme que, en el nostre
coneixement, no s’ha reportat préviament. Vam determinar si la resisténcia estava lligada a la
seleccid de cél-lules amb un major nombre de copies del gen d’EGFR i/o per una acumulacié
d’aberracions cromosomiques que afavorissin la supervivencia cel-lular. La hipotesi que vam
avaluar, doncs, va ser si I'exposicié continuada a cetuximab en una poblacié heterogénia (com
la de la linia A431), podria conduir a un enriquiment de cél-lules insensibles seguint un patré
darwinia. Les hibridacions genomiques (CGH) realitzades no van mostrar en cap cas I'existéncia
de guanys o pérdues atribuibles a la resisténcia a cetuximab, perd tampoc a la radiacié o al
tractament combinat. Concretament, la regié on es localitza el gen d’EGFR (7p11.2) no va
presentar canvis, ni tampoc la resta del genoma. Podem argumentar que la hipotesi de partida
no es va confirmar perqué l'analisi citogenétic es va realitzar en cel-lules sotmeses a una
pressid selectiva insuficient (dosi i temps d’exposiciéd). En aquest sentit, caldria avaluar en
cel-lules A431 que presenten resisténcia estable a cetuximab I'existéncia de canvis genomics a
nivell d’EGFR. En qualsevol cas, perd, no es pot descartar una manca de sensibilitat de la

tecnica enfront a canvis citogenetics per sota de 5-10 Mb.

Finalment, és important tenir en compte que mitjangant aquest disseny experimental
no és possible estimar el percentatge de cel-lules que van ser eradicades pel tractament durant
el cultiu (abans de I'assaig clonogeénic) i que només vam obtenir dades de les que van
sobreviure. Aixi, es podria interpretar que el nimero total de cél-lules eradicades amb el

tractament va ser superior al que es pot deduir dels resultats experimentals.



2.- In vivo. L'eficacia de cetuximab va ser similar en tots els esquemes

Una de les troballes més interessants (que es discutiran més endavant) és que els
tumors derivats de cel-lules irradiades implantades en ratolins tractats amb sérum fisiologic
van créixer significativament més rapid que els que derivaven de cel-lules sense irradiar i que
va ser en aquests tumors on es va observar una resposta més potent. Crida I’atencid, pero, que
el pretractament in vitro amb cetuximab no va alentir el creixement tumoral, posant en dubte
tant el paper motor de I'EGFR en el creixement tumoral post-radioterapia, com I'eficacia de
I'anticos. Diferents arguments podrien explicar aquesta observacié. 1) La induccié per la
radiacio d’altres vies, a més de la d’EGFR, que estimulin la proliferaciéd cel-lular; 2) la
insensibilitzacié a cetuximab in vitro, i 3) un efecte feeder cell degut al diferent nombre de
cél-lules implantades. A aquests possibles factors es podria afegir el desconeixement del paper
de la interaccié entre tumor i estroma i la manca de dades sobre la reversibilitat del bloqueig

en la transicid entre el cultiu cel-lular i la injeccid en el teixit subcutani.

Les cél-lules tumorals A431 que sobreviuen a la radioterapia originen tumors més agressius
que les cél-lules A431 no irradiades

Tal com déiem en la seccid anterior, una de les troballes més interessants de I'estudi
va ser I'observacié de que els tumors que provenien de cél-lules irradiades (en combinacio o
no amb cetuximab) presentaven un creixement més rapid respecte als que provenien de
cél-lules no irradiades. A més del creixement accelerat, aquesta subpoblacié irradiada va
originar tumors amb un index de proliferacié (Ki67) i una angiogénesi (MVD) amb valors
significativament per sobre dels tumors control. En conjunt, aquests resultats van ser
compatibles amb la induccié d’un fenotip tumoral agressiu en resposta a la irradiacioé executat
per la fracci6 de cel-lules que mimetitzaria la MMR post-radioterapia. Aquesta resposta
estaria, en general, orquestrada per l'activacié de programes genétics (evolutivament
seleccionats) destinats a protegir la persisténcia d’'una poblacid cel-lular determinada. En el
nostre cas, va ser suggestiu que les cel-lules A431 podrien haver activat almenys la via de
transduccio de senyals de 'EGFR en resposta a la irradiacid. Vam hipotetitzar-ho aixi donat que
I'efecte del bloqueig de 'EGFR in vivo va ser més intens en els tumors procedents de céel-lules
irradiades. A nivell biologic, la hipotesi d’una resposta radioinduida vehiculitzada per EGFR o
per alguna altra oncoproteina es debilita per la interferencia derivada del nombre total de
cél-lules implantades (efecte feeder cell). Amb la intencio valoritzar la hipotesi esmentada vam
realitzar experiments abans de la injeccio de les cél-lules, avaluant aixi I'activacié d’EGFR per la
radiacio ionitzant (independent d’un efecte associat al propi tumor: efecte feeder i estroma)

com a mecanismes de citoproteccio.



La radiacié ionitzant va activar mecanismes de citoproteccié relacionats amb la via de
senyalitzacié de 'EGFR

La induccio d'agressivitat en els tumors per la radiacioé ionitzant s'ha descrit en altres
treballs (Bozec et al., 2008; Schmidt-Ullrich et al., 1997). També s’han descrit propietats
similars en cancer stem cells resistents a radioterapia (Bao et al., 2006a; Bao et al., 2006b). Es
coneix que les cél-lules irradiades tenen I'habilitat d’activar mecanismes citoprotectors com a
resposta adaptativa als efectes toxics de la radiacié; una vegada desencadenats aquests
mecanismes, el tractament radioterapic pot resultar infructués. El fracas degut a la
radioterapia prolongada s’ha relacionat amb un creixement tumoral accelerat radioinduit a
través de la via d’EGFR (Schmidt-Ullrich, 2003). Un dels principals mecanismes responsables és
la senyalitzacié directa provocada per la radiacié ionitzant, incloent I'activacié de I'EGFR
independent de lligand, la fosforil-laci6 de membres de la familia Src i la sobreexpressié de

VEGF (Gorski et al., 1999; Kharbanda et al., 1994; Schmidt-Ullrich, 2003).

En el model utilitzat, hem observat que les cél-lules A431 presenten la proteina ERK
1/2 persistentment activada en resposta a la irradiacié fraccionada. Es possible que les cél-lules
pERK 1/2(+), més resistents al tractament, sobrevisquessin amplificant el fenotip resistent-
agressiu fins a dominar els cultius. Aquesta idea es veu refor¢cada per dos resultats més: 1) tant
la transcripcid del gen de I'EGFR com la d’'un dels seus lligands, TGF-a, es va trobar
augmentada i 2) la irradiacié va estimular la secrecié de VEGF. La sobreexpressié de la via de
I’'EGFR-ERK 1/2, i indirectament de la secrecié de VEGF, confirmaria que les cél-lules irradiades
van presentar un avantatge pel que fa al creixement tumoral. Sembla raonable concloure que
en aquest model experimental la radiacié va activar la via de senyalitzacié de 'EGFR-ERK 1/2,
regulant a l'alca la sintesi de factors implicats en la proliferacid i que explicarien per si
mateixos les troballes experimentals de creixement accelerat (tant a nivell de mida tumoral

com de nivells de Ki67) i d’angiogenesi.

Que la resposta induida per la radiacié va dependre en part de I'EGFR es va acabar de
confirmar per la inhibicié del fenotip agressiu mitjancant cetuximab. L’administracid de
I"anticos in vivo va inhibir els mecanismes moleculars implicats en la resposta citotoxica a la
radiacid ionitzant, ja que va comportar una disminucio en |'activacié de pERK 1/2, I'expressid
d’EGFR i TGF-a i la secrecié de VEGF. L’addicid a la senyalitzacié dependent d’EGFR mostrada
post-irradiacié suggereix una major vulnerabilitat i potencial sensibilitat als tractaments anti-

EGFR.



Angiogénesi i EGFR

La relacié entre angiogenesi i EGFR a través de VEGF en el nostre model cal discutir-la
més extensament. Els resultats mostren que la irradiacié va induir nivells elevats de VEGF que
explicarien 'augment de la densitat vascular (MVD). Aquests resultats estan en concordancia
amb la literatura ja que la secrecié de VEGF s’ha vist associada a la irradiacié en altres estudis
(Gorski et al., 1999) i, indirectament, a 'EGFR (Goldman et al., 1993). La inhibicié de la secrecio
de VEGF per cetuximab tant en aquest treball com en altres avala la relacié entre I'estimulacié

d’EGFR i VEGF (Ciardiello et al., 2001; Martens et al., 2008).

S’ha suggerit la inhibicié de I'angiogenesi com un dels mecanismes d’accié antitumoral
de cetuximab. El bloqueig del receptor de I'EGF inhibiria secundariament la secrecidé de VEGF i
el procés angiogenic. En el nostre estudi el tractament dels ratolins amb cetuximab va
disminuir la vascularitzacié dels tumors al mateix temps que va alentir el creixement. A
diferéncia d’altres treballs (Huang and Harari, 2000), vam poder demostrar una disminucio de
MVD sense la interferéncia de la irradiacié6 de lI'estroma permetent |'associacid entre
angiogeénesi i EGFR, tant en quant a I'activacié com al bloqueig per radiacié o cetuximab,

respectivament.

Aspectes controvertits
Alguns experiments realitzats per intentar respondre a preguntes o observacions
biologiques en relacié als tractaments van donar resultats negatius. En aquesta seccié s’ha fet

una revisié critica d’aquestes troballes.

Cetuximab no va induir apoptosi

Es coneix que cetuximab pot provocar apoptosi, mecanisme involucrat en la inhibicié
del creixement tumoral. En el nostre cas, no vam observar indicis d’apoptosi en els
xenoempelts, ni en els estadis inicials ni en els finals del creixement tumoral. Una possible
explicacié és que les cel-lules A431 tumorogeniques serien resistents a I'apoptosi ja en els
controls. Sén amplis els estudis que han correlacionat una disminucié de factors
proangiogénics (com VEGF o IL-8) amb un increment de I'apoptosi de les cél-lules endotelials
en xenoempelts humans (Baumann et al.,, 2007; Mendelsohn and Baselga, 2003; Perrotte et
al., 1999), resultats que tampoc vam observar en el nostre estudi. Una dosificacid inferior a la
d’aquests estudis (com la que vam usar en el nostres expriments) podria explicar la manca

d’apoptosi observada.



No es va identificar infiltracié per macrofags associats a tumor

A més de les alteracions en la cel-lula tumoral, aquelles que es donen en I'ambient que
I’envolta tenen un efecte sobre el creixement i la progressio en estadis primerencs i intermitjos
de la malaltia. El component estromal inherent al teixit que inicia el procés cancerigen és
important, pero els components alterats o reclutats per les cel-lules tumorals pot ser
igualment critic. Aixi, la infiltracié dels tumors per macrofags és freqiient i s’ha correlacionat
amb agressivitat tumoral i mal pronostic (Bingle et al., 2002). La inflamacié cronica,
mantinguda en part per la preséncia de macrofags atrets pels antigens tumorals, promou
I'autosuficiéncia de senyals i pot contribuir al fenotip maligne. A més de la inflamacié també
s’ha descrit I'existéncia de bucles paracrins que esclavitzen als macrofags en pro de les cel-lules
tumorals. S’ha identificat que la secreci6 d’EGF per macrofags associats a tumor pot ser
induida paracrinament per cel-lules de cancer de mama (Wyckoff et al., 2004). En el nostre
estudi no vam observar una preséncia significativa de macrofags en els xenoempelts, fet que

ens fa suposar la inexisténcia d’aquest bucle paracri en aguest model.

La participacid de I'estroma en la tumorogénesi (excepte pel que fa a I'’endoteli) va ser
inexistent ja que no es va detectar expressié murina d’EGFR, VEGF, TGF-a i HIF-1a. Els
fibroblasts també poden jugar un paper important en la promocié tumoral a nivell d’alliberacié
de factors de creixement, perd no ho vam poder observar. Per confirmar la manca de
participacié dels fibroblasts s’hauria pogut realitzar una estudi immunohistoquimic per

esbrinar la preséncia de cel-lules amb possibles Iligands.

L’antecedent d’irradiacio i 'expressié d’HIF-1a no es van associar

L'angiogenesi esta regulada pels nivells d’oxigen tissular, tot i que paradogicament, en
ocasions els vasos formats de nou (disfuncionals) provoquen situacions d’hipoxia. La hipoxia
regula els nivells intracel-lulars de la proteina HIF-1a, que en condicions de bona oxigenacié es
degrada immediatament després de la seva sintesis. HIF-1la es dimeritza amb HIF-1B per
formar un complex que actua com a factor de transcripcié de multiples proteines implicades
en mecanismes de citoproteccio, entre elles el VEGF. Els nivells de mRNA de VEGF augmenten
drasticament en resposta a la falta d’oxigen, i retornen a la normalitat durant la reoxigenacié
in vitro (Shweiki et al., 1992). La hipoxia, via HIF-1a, esta associada a 'agressivitat tumoral en
forma de resisténcia a I'apoptosi, invasioé local, metastasica i angiogénesi. La posivitat d’HIF-1a
en analisis immunohistoquimiques s’ha observat en tumors humans, mentre que no es troba

en teixits normals (Zhong et al., 1999), i la seva sobreexpressid s’ha correlacionat amb pitjor



pronostic en multiples tipus de cancer (Beasley et al., 2002; Dales et al., 2005; Lidgren et al.,

2005).

En el nostre model, no vam poder associar la radiaci6 amb un augment de la
transcripcié del gen HIF-1a. Creiem que estava justificada I'exploracié dels nivells d’HIF-1a,
independentment de la hipoxia, doncs la radiacié podria modular HIF-1a de la mateixa manera
que ho fa en I'activacid dual d’H2AX: per hipoxia i per radiacié. Un altre abordatge que no vam
culminar va ser el seu estudi histologic, el qual podria haver demostrat una relacié entre el

paper citoprotector d’HIF-1a, el fenotip agressiu i la radioterapia.

Recentment s’ha demostrat que el tractament de cel-lules tumorals amb cetuximab
disminueix els nivells de la proteina HIF-1a (Lu et al., 2007b; Luwor et al., 2005). En el nostre
estudi, en el cas dels tumors en estadis avangats, es va observar una tendencia a la disminucié
en lI'expressid d’HIF-1a quan es va administrar cetuximab als ratolins amb xenoempelts
derivats de cél-lules irradiades o tractades amb cetuximab. Es probable que la falta de resposta
es doni perque vam realitzar I'analisi d’HIF-1a a nivell transcripcional, i la regulacié d’HIF-1a ve
donada principalment pel control post-traduccional. Per aquest motiu s’hauria de completar

I'estudi amb la deteccid dels nivells de la proteina.

No es van observar diferéncies en la densitat vascular en tumors grans (= 1000mm° )

En els tumors grans, les diferéncies en els valors de MVD es van igualar entre
tractaments, suggerint que les cel-lules van evadir finalment I'accié anti-angiogénica inicial de
cetuximab. En aquest estadi final ja s’hauria desenvolupat la vasculatura (i els mecanismes

corresponents) necessaria per nodrir i donar suport als tumors d’aquesta mida.

Estratégies farmacologiques que podrien potenciar la combinacié de cetuximab i
radioterapia

Finalment, no volia acabar aquesta seccié sense un comentari sobre com contrarestar
la resisténcia a la combinacié dels dos agents. La resistencia a cetuximab ha estat associada
amb I'expressié de VEGF i una elevada activitat Src quinasa, ambdds proteines estimulades per
la radiacio ionitzant (Schmidt-Ullrich et al., 1997; Viloria-Petit and Kerbel, 2004). El bloqueig
concomitant d’altres vies o mecanismes citoprotectors podria potenciar els efectes de la
combinacid cetuximab-radioterapia. L'anticos anti-VEGF bevacizumab en combinacié amb

radioterapia i quimioterapia en el tractament de cancer colorectal (Willett et al., 2004) i de cap



i coll (Thariat et al., 2007) ha donat bons resultats, els quals es podrien ampliar a la combinacio

amb cetuximab.

Una altra alternativa podria ser el bloqueig conjunt de SRC. SRC és una proteina
tirosina-quinasa que esta involucrada en diferents vies de senyalitzacid, entre elles les
mediades pels membres de la familia d’EGFR. Src és capac¢ de fosforil-lar diferents tirosines
especifiques d’'EGFR i promocionar I'oncogénesi (Stover et al., 1995; Tice et al., 1999), a més de
provocar la internalitzacié del receptor al nucli generant aixi una resisténcia al tractament amb
cetuximab. Dasatinib és una molécula de baix pes molecular dirigida contra el lloc d’'unié d’ATP
de les proteines de la familia de Src, i s’ha demostrat que atura el creixement cel-lular en
models de cancer de pulmo resistents a la inhibicid d’EGFR (Johnson et al., 2005; Song et al.,
2006). De la mateixa manera s’ha observat |'existéncia de sinergisme entre inhibidors de Src i
cisplati, gemcitabina, docetaxel i imatinib (Fizazi, 2007). En aquest cas, també es podria provar

I’eficacia en combinacié amb cetuximab.






Conclusions






L’administracié de cetuximab inhibeix parcialment el creixement de xenoempelts

derivats de cel-lules A431 préviament irradiades in vitro.

Els tumors derivats de cel-lules A431 irradiades presenten un fenotip més agressiu que
els tumors derivats de cél-lules no irradiades. La causa d’aquest fenotip agressiu pot
atribuir-se a una resposta citoprotectora induida per la radioterapia, tot i que no es

pot descartar un efecte feeder cell.

La radiacid ionitzant indueix directament I'activacié de la proteina ERK, promou la
transcripcié de I'EGFR i del seu lligand TGF-a i estimula la secrecié de VEGF en les
cel-lules A431. Aquestes troballes sdn compatibles amb una resposta citoprotectora

induida per la radioterapia.

A més de la inhibicié del creixement dels xenoempelts cetuximab inhibeix el fenotip
agressiu tant a nivell tissular com molecular, fet que relaciona especificament els

canvis biologics radioinduits amb la senyalitzacid cel-lular dependent d’EGFR.

Les cél-lules A431 en cultiu es desensibilitzen enfront a cetuximab. Aquesta resisténcia

no s’associa a canvis en el genoma avaluades per técniques de FISH i CGH.

Els resultats de I'estudi avalen la continuitat d’assaigs clinics per avaluar si el
manteniment de I'anticos cetuximab una vegada finalitzada la radioterapia incrementa
la taxa de curacions i/o augmenta el temps lliure de malaltia en malalts amb tumors

depenents d’EGFR.
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