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1.1 Cancer de pulmoén
1.1.1 Epidemiologia y etiologia

Epidemiologia

La importancia de la investigacion hoy en dia del cancer de pulmén (CP) en nuestra sociedad
tiene sus fundamentos en su elevada incidencia y mortalidad. Si consideramos ambos sexos, el

CP es el tipo de tumor sdélido con mas incidencia y mortalidad a nivel mundial(1).

En Estados Unidos, para el 2016, se espera que se produzcan unas 160.000 muertes debidas al
CP, que representaran 1 de cada 4 muertes por cancer (2). Los ultimos datos de los que
disponemos en Espafa sobre estadisticas de CP, estiman que en el afio 2014 se diagnosticaron
unos 28.000 nuevos casos de CP y, 20.000 muertes anuales son debidas a este tipo de

cancer(3).

Estimated New Cases

Males Females

Prostate 180,860 21% - Braast 246,660 0%

Lung & bronchus 117,820 14% T Lung & bronchus 106,470 13%

Colon & rectum 70,820 8% B Colon & rectum 63,670 8%

Urinary bladder 58,850 % 'I ": Uterine corpus 80,050 %
Melanoma of the skin 46,870 8% -] Thyroid 49,350 B%
Nan-Hodgkin lymphoma 40,170 5% J: ! Non-Hodgkin lymphoma 32410 %
Kidnay & renal pelvis 39,660 5% T WMelanoma of the skin 20,510 3%
Oral cavity & pharynx 34,780 4% I Leukemia 26,080 %
Leukemia 34,080 4% [ Pancreas 25,400 3%

Liver & intrahepatic bile duct 28410 3% Lo Kidney & renal pelvis 23,080 %
All Sites 841,390 100% (. AllSites 843,820 100%

Estimated Deaths

Lung & bronchus 85,820 2% o Lung & bronchus 72,160 268%

Prostats 26,120 8% || Breast 40,450 14%

Colon&rectum 26,020 8% T Colon & rectum 23,170 8%

Pancreas 21450 7% i ) )  Pancreas 20,330 %

Liver & intrahepatic bile duct 18,280 6% ,” ! Ovary 14,240 5%
Leukemia 14,130 4% "' ! Uterine corpus 10,470 4%

Esophagus 12,720 4% Leukemia 10270 4%

Urinary bladder 11,820 4% 'Il ' Liver & intrahepatic bile dugt 8,850 3%
Non-Hodgkin lymphoma 11,520 % { ‘|‘ " Non-Hodgkin lymghoma 8,630 %
Brain & other nervous system 6,440 3% | | Brain & other nenvous system 8,510 2%
AllSites 314290  100% B  AnSins 281,400 100%

FIGURE 1. Ten Leading Cancer Types for the Estimated New Cancer Cases

Estimates are

United States, 2016.

xcept urinary bladder,

ded 1o the nearest 10 and tases exclude basal tell and squamous cell skin ¢

Figura 1: Incidencia estimada de nuevos casos y muertes para el afio 2016 de enfermedades
neoplasicas(4).

Globalmente el CP es mds frecuente en hombres que en mujeres. En los paises desarrollados
su incidencia se encuentra en segundo lugar por detras del cancer de préstata y de mama, en

hombres y mujeres respectivamente(2).
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Alrededor del 90% de las personas con CP son diagnosticadas con una edad promedio de 70
afios, y solo menos del 2% de los casos se presentan en menores de 45 afios(4). La
probabilidad de desarrollar un CP aumenta con el avance de la edad(5). Segun la American
Cancer Society, la probabilidad de que una persona desarrolle CP es de 1 de cada 14 para

hombres, y 1 de cada 17 para mujeres.

Parece que la incidencia en hombres esta disminuyendo o, como minimo, estabilizandose,
posiblemente debido a iniciativas para parar el consumo de tabaco. En contraste, la incidencia
en mujeres parece estar aumentando(1). En las mujeres la incidencia de este tipo de cancer
empezd a aumentar en 1973, teniendo su maxima en el afio 1990(6). Ademads del factor del
sexo, la incidencia del CP también se ve afectada por la etnia. En los Estados Unidos, los
afroamericanos fueron la raza que tuvo una mayor incidencia y mortalidad durante el periodo

de 1975-2013(7).

Incidencia Mortalidad
100 Ratio por 100,000 100 Ratio por 100,000
80 90
80 80
70 |7 70
60| 60
50 5042
40 40
30 RO, 30 POty o
e 00,
20 20 ot
10 10
0 b /|| [ S oo N L P U IR e
1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2013 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2013
Afio de diagndstico Afio de diagndstico

Figura 2: Diferencias en las tasas de incidencia y mortalidad por razas en CP. En diferentes
colores observamos diferentes razas y sus tasas de incidencia y mortalidad: Roja: Blanca; Azul:
Afroamericana; Verde: Islefios asiaticos del pacifico; Lila: Nativos americanos; Naranja:
Hispanicos. Adaptado de(7).

La tasa de supervivencia de los pacientes con CP depende entre otros factores de la evoluciéon
de la enfermedad en el momento del diagndstico. La supervivencia al afio y a los cinco afios

desde el diagndstico en el CP es del 44% y del 17% respectivamente, y sélo el 16% de los casos
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se diagnostican de forma localizada, es decir, confinado solamente al pulmén sin invadir otros

6rganos o nddulos linfaticos, teniendo estos una supervivencia del 55%(2).

Las tasas de supervivencia en pacientes de CP no han variado mucho en los ultimos afios, a

pesar de los avances en el tratamiento y en su deteccién en estados primarios (8).

Etiologia

Tabaco

A partir de la década de los 60 se llegd a la conclusién de que el consumo del tabaco era la
mayor causa de CP por parte del Royal College of Physicians of United Kingdom y la Surgeon
General of United States. Se basaron para concluir esta relacidon en una serie de estudios sin
precedentes en el ambito(9)(10)(11)(12). El primero de ellos fue realizado en el afio 1939 por
Mueller et al, y fue el primero en afiadir un grupo de pacientes control y observar que la
mayoria de pacientes que habian desarrollado CP eran fumadores(10). Después, llegaron dos
estudios mas en los afios 50, que también contenian casos y controles, con unas poblaciones

grandes y muy bien caracterizadas para la época, que llegaron a resultados similares (11)(12).

El tabaco es entre todos los factores de riesgo el mas importante, ya que su consumo causa
entorno al 80-90% de los casos, haciendo que el riesgo de las personas fumadoras sea 9 veces
superior a las no fumadoras(13). Aunque hoy en dia la relacién entre CP y tabaco sigue
viéndose en parte estigmatizada, poco a poco va cambiando y se entiende como un problema
de adiccidn, y ademds, muchos de los pacientes habrian dejado de fumar afios antes de ser

diagnosticados.

En el humo del tabaco se han detectado alrededor de 4.000 compuestos, de los cuales 60 son
carcindgenos reconocidos por la International Agency for Research on Cancer (IARC), y de estos

muchos se ha probado que pueden dar lugar al proceso tumorogénico(14) del pulmodn.

Entre otros, de los componentes mds perjudiciales en el tabaco encontramos los hidrocarburos
policiclicos aromaticos (PAH), o las N-nitrosaminas, que aunque su contenido es bajo en los
cigarrillos (5-200ng/unidad), tienen el efecto mas potente(15). Un ejemplo de PAH seria el
benzo(a)pireno, mientras que un ejemplo de N-nitrosamina seria el 4-(methylnitrosamino)-1-
(3-yridil)-1-butanone (NNK) que proviene de la nitrosacion de la nicotina. Estos dos
compuestos necesitardn su activacion metabdlica para producir su efecto carcinogénico, y este

tendra lugar cuando el compuesto sea metabolizado como cualquier otro compuesto o droga
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por el organismo. El proceso de metabolizacion envuelve entre otras moléculas a la enzima
citocromo P450, que cataliza la oxidacion del carcinégeno, haciéndolo mas hidrosoluble y por
lo tanto mas facilmente excretable. El metabolito oxigenado sera entonces metabolizado por
enzimas de fase |l para acabar de hacerlo aiin mas facilmente excretable(14). Aun asi, algunos
de los metabolitos resultantes de la reaccion del citrocromo P450 con los carcindgenos tienen
un centro electrofilico reactivo y pueden interactuar con el acido desoxiribonucleico (ADN) u
otras macromoléculas formando uniones covalentes dando lugar a lo que recibe el nombre de
aductos de ADN. El proceso de la activacion metabdlica es por lo tanto el paso del carcinégeno
no reactivo a la obtencion de la forma que se puede unir al ADN, y la formacién de estos
aductos de ADN tienen un papel clave en el proceso de carcinogénesis(16). La formacién de
estos aductos de ADN provocard un error que no siempre puede ser reparado por los sistemas
de reconocimiento y reparacién de errores de ADN, provocando mutaciones que activaran

oncogenes como KRAS o inactivaran genes supresores tumorales como TP53.

La relacién del benzo-a-pireno con el proceso del desarrollo del CP se explica con el desarrollo
de su metabolito diol epoxide. El diol epoxide, puede producir mutaciones de forma en el gen

supresor TP53(17).

NNK se trata de una nitrosamina especifica del tabaco que también tiene un papel importante
en la causa del CP. En este caso concreto se explica, entre otras razones, ya que el aducto
resultante de la metabolizacidon del NNK, el O6-methylguanina, produce un error de lectura de
la ADN polimerasa que produce una conversién de los pares de bases G-C (Guanina-Citosina) a

A-T (Adenina-Timina). Esta mutacion dara como lugar una activacion del oncogén KRAS(18).

Fumar cigarrillos  Activacion metabolica Persisténcia

‘L ‘L J’ Mutaciones en

Adiccionala & } Cancer de
NN | c o
pisokins &l PAH y NNK |é| Aductos de ADN | = | KRAS TP33y Pulmén
otros genes

Figura 3. Esquema del proceso del desarrollo del cdncer de pulmdén a través del habito
tabaquico. Adaptado de(19).

Ademas el tabaco también contiene otros carcindgenos que no necesitan su metabolizacién
para producir dafios en las células pulmonares, entre ellos encontramos el benceno y el radén.
También el humo del tabaco generado por un fumador puede afectar a una persona no
fumadora, con lo que se conoce con el nombre de tabaquismo pasivo, y resulta un factor de

riesgo para desarrollar CP(20).
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Hoy en dia se conoce que la forma mas efectiva de disminuir la mortalidad por cancer de

pulmodn es la prevencion, en concreto la del inicio del habito tabaquico(15).
Exposicion a otros productos

Algunos toxicos ambientales o productos de la industria también pueden tener un alto impacto
en el desarrollo de cancer de pulmén. Alrededor del 10% de los CP estdn relacionados a
exposicién a productos toxicos durante el trabajo(21). Muchos elementos o materiales de
industria se han identificado como carcindgenos, y entre otros encontramos el arsénico,
asbesto, radén y cromo. El radén liberado por materiales o derivado de actividades industriales
produce una emisién de particulas alfa que pueden dafar las células pulmonares. También la
exposicién a radiacién ionizante se ha descrito como factor que aumenta el riesgo de

desarrollar CP.
Factores genéticos

Aunque la mayoria de casos de cancer de pulmdn se dan en personas fumadoras, una pequeia
proporcién de pacientes no son fumadores, y ademas, no todos los fumadores crénicos
desarrollaran CP. Estas diferencias podrian ser debidas a variaciones en genes que provocarian
una susceptibilidad a padecer CP o, por el contrario, a su proteccién. De todas formas, estos

factores no estan claros.

Aun asi se ha demostrado que tanto factores genéticos heredados como adquiridos tienen un
papel importante en el desarrollo de la enfermedad. Se conoce que las personas que tienen
un familiar con CP, tienen mayor riesgo que las personas control, y éste aumenta si se tienen

dos familiares o mas(22).

Algunos polimorfismos se han descrito como factores genéticos que predisponen a padecer
CP. En concreto algunos genes presentando estos polimorfismos serian genes que codifican
proteinas involucradas en el procesamiento de metabolitos carcinogénicos y de mecanismos

de reparacién del ADN entre otros (23)(24)(25).

También se han encontrado en diferentes estudios asociaciéon de inestabilidad genémica en
ciertas regiones del genoma con una mayor predisposicién a CP. Estas son las regiones 15925,

5p15y 6p21(26)(27).

En la regidon de 15p21, encontramos polimorfismos en una zona donde encontramos los
receptores nicotinicos colinérgicos, que producirdn cambios en el ambito tabaquico de los

pacientes y provocaran asi un mayor riesgo a padecer CP(28)(29).
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Patologia pulmonar previa

El haber padecido una enfermedad pulmonar es un factor que cada vez se estd reconociendo
mas como posible impacto en el desarrollo de CP. Patologias pulmonares como el asma, la
neumonia o la fibrosis pulmonar, que pueden producir lesiones cicatrizales son factores
potenciales para desarrollar un adenocarcinoma. Ademas, los pacientes de fibrosis idiopatica

pulmonar tienen mas riesgo de padecer CP que personas control(30).

1.1.2 Histopatologia del cancer de pulmon

El CP hasta se clasifica histoldgicamente segun la clasificacion de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) en dos grandes grupos, cancer de pulmén de célula pequefia (CPCP) y cancer de
pulmén de célula no pequefia (CPCNP). La clasificacion mas reciente ha tenido lugar durante el
afio 2015, con la publicacién de la cuarta edicidn de la clasificacién de tumores de pulmdn de

la OMS, aunque la utilizada para esta tesis ha sido la clasificacion del 2004.

Cancer de pulmon de célula pequeiia

Representan el 10-15% del total de casos de CP (31). Este tipo de tumores tienen una alta
incidencia en persones fumadoras, solo entre el 2-3% de persones que lo sufren son no

fumadoras(32).

Se diagnostica facilmente en biopsias broncoscépicas directamente con microscopia normal.
Se visualizan focos de células pequefias con un alto indice mitético, con cromatina granular y

en ocasiones sin nucleolo, de ahi viene su nombre.

La mayoria de pacientes presentan metdstasis en el momento del diagndstico, y este tipo de
cancer se caracteriza por su agresividad y rapido progreso(33) . Su tratamiento inicial consiste
en quimioterapia con cisplatino mas etoposide que puede estar combinada con radioterapia,
siempre teniendo en cuenta el Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status (ECOG

PS) de los pacientes(34).
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Cancer de pulmon de célula no pequeiia

Representa el 85% de los casos de CP(35). Se divide principalmente en escamoso y en no
escamoso, agrupando éste a adenocarcinoma y carcinoma de célula grande(36). Actualmente
el subtipo mas frecuente es el adenocarcinoma(37), que ha relegado al carcinoma escamoso
(CE) a segundo lugar. Esta tesis se ha realizado con una serie de pacientes de CPCNP. En la

Tabla 1 podemos ver la clasificacion de la OMS para CPCNP.
Adenocarcinoma

Se trata de un tumor epitelial maligno con diferenciacion glandular o produccidon de mucina,
gue puede presentarse con patrones de crecimiento acinar, papilar, bronquioloalveolar, sélido
mucinoso o en combinacién de estos patrones. La combinacién de estos patrones de
crecimiento da lugar al adenocarcinoma mixto, que es el subtipo mas frecuente. La
clasificacion de la OMS del 2004 tuvo una pequefa propuesta de modificacion en 2011 por la
International Asociation for the study of lung cdncer (IASCL) para definir los adenocarcinomas
segun su invasividad(37). Representa alrededor del 30-35% de todos los CP y, aunque la
mayoria de casos se dan en fumadores, en no fumadores representa el subtipo mas frecuente,
y en concreto en mujeres que nunca han fumado(38). Se suele localizar en la periferia
pulmonar formando nddulos de unos 4cm en las vias aéreas pequefias, y los margenes del

tumor muchas veces forman patrones lobulados o con bordes estrellados.

Las caracteristicas principales de estas células pueden variar segun su subtipo, pero la mayoria
presentan una vacuola grande y llena de mucina que puede comprimir el nicleo hacia la
periferia. Las caracteristicas inmunohistoquimicas pueden varias también con el subtipo y el
grado de diferenciacion. Algunos marcadores epiteliales como el CAM5.2, y el antigeno
carcinoembriénico (CEA) son tipicos. También algunas citoqueratinas como la 7 (CK-7) que se
expresa mas que la 20. Normalmente se encuentra presencia de thyroid transcription factor 1

(TTF1), especialmente en los tumores mas diferenciados.
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Figura 4. Corte histolégico de un adenocarcinoma donde se puede apreciar formas irregulares
semejantes a glandulas con nucleos hipercromaticos(39).

Carcinoma escamoso

El CE es un tumor epitelial maligno que presenta queratinizacidon y que puede presentar
puentes intercelulares. La mayoria de casos se dan en pacientes fumadores y su desarrollo esta
muy relacionado con la exposicidn al arsénico(40). Estos tumores suelen ser blancos o grises
con depdsitos de carbdn. La mayoria se encuentran en posicidn central en el bronquio lobar o

segmentario y en ocasiones en forma de tumor Pancoast.

Con un proceso de necrosis y de restos celulares en el tumor, las células grandes de carcinoma
escamoso suelen presentar un nucleo central irregular y un abundante citoplasma. La mayoria
de CE presentan queratinas de alto peso molecular (citoqueratina 34BE12) y proteina p63, y
muy pocos expresan TTF1 o la CK-7. Otro marcador como es la Keratina-81, se encuentra en un
95% de los carcinomas escamosos, mientras que solamente en un 19% de adenocarcinomas

(41).

Figura 5. Corte histolégico de un carcinoma escamoso donde podemos observar la
keratinizacién prominente(39).
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Carcinoma de célula grande

Se trata de un carcinoma indiferenciado al que le faltan las caracteristicas citolégicas y
arquitectdnicas tipicas del carcinoma de célula pequefia, y que no presenta diferenciacién
glandular o escamosa. Representa alrededor del 9% de todos los CP. La mayoria de casos se

diagnostican por exclusion al no tener caracteristicas especificas discriminatorias.

Figura 6. Corte histoldgico de un carcinoma de célula grande donde podemos apreciar que el
tumor puede llenar los espacios alveolares(39).

La ultima clasificacién del 2015 difere de la del 2004 en las principales modificaciones o
diferencias sobre la utilizacién de la immunohistoquimica durante la clasificaciéon, nuevo
énfasis en los estudios genéticos e integracién de las pruebas moleculares para el manejo de
los pacientes en estadios avanzados y en su tratamiento. Entre otros, el CE, se clasifica segun
si es queratinizante o no. También una nueva clasificacién para biopsias pequefas y citologia

similar a la que se propuso en 2011, y reclasificacién de los adenocarcinomas.
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Tabla 1. Clasificacion histoldgica del CPCNP, Adaptado de la clasificacién de la OMS del 2004.

Clasificacion histologica de la OMS del CPCN

Carcinoma de células escansas
Papilar
Célula clara
Célula pequena
Basaloide
Adenocarcinomg
Adenocarcinoma con subtipos mixtos
Adenocarcinoma acinar
Adenocarcinoma Papilar
Carcinoma bronquioloalveolar
No mucinoso
Mucinoso
Mucinoso y no mucinoso mixto o de tipo celular inderminado
Adenocarcinoma solido
Adenocarcinoma fetal bien diferenciado
Adenocarcinoma mucinoso (coloide)
Cistoadenocarcinoma mucinoso
Adenocarcinoma de células en anillo de sello
Adenocarcinoma de células claras
Carcinoma de células grande
Carcinoma neuroendocrino de células grandes
Carcinoma neuroendocrino de células grandes combinad
Carcinoma basaloide
Carcinoma tipo linfoepitelioma
Carcinoma de células claras
Carcinoma de células grandes con fenotipo rabdoideo
Carcinoma Adenoescamos
Carcinoma Sarcomatode
Carcinoma pleomorfico
Carcinoma fusiforme
Carcinoma de células gigantes
Carcinosarcoma
Blastoma pulmonar
Tumor carcinoide
Carcinoide tipico
Carcinoide atipico
Carcinoma de tipo glandulas salivale
Carcinoma mucoepidermoide
Carcinoma quistico adenoide
Carcinoma epitelial-mesenquimal

1.1.3 Origen celular del cancer de pulmén

El origen celular del que provienen las células tumorales de cancer de pulmdn sigue siendo
desconocido, postuldandose que las diferentes clases podrian provenir de diferentes tipos
celulares(42). Se ha postulado que posiblemente las células epiteliales con caracteristicas

neuroendocrinas podrian dar lugar a CPCP y que las células epiteliales bronquiales o alveolares
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darian lugar al CPCNP(43)(44). Esta teoria esta reforzada por el patrén de distribucién de los
subtipos histolégicos de CP, donde los adenocarcinomas suelen ser mas frecuentes en las
zonas mas distales, mientras que los carcinomas escamosos se suelen encontrar mas
frecuentemente en las zonas proximales de las vias respiratorias(45). Respecto al CPCNP, se ha
propuesto que los adenocarcinomas podrian venir de células de clara o de células pneumocitos
tipo 2, debido a los marcadores que comparten(42), y los carcinomas escamosos en cambio se
ha postulado que podrian provenir de las células basales(45), esquematizado en la Figura 7. De
todas formas, esta teoria que defiende que células diferenciadas del pulmén darian lugar a las
células iniciadoras del tumor supone que éstas, que normalmente tienen un tiempo de vida
determinado, adquirieran propiedades de células madre. Esta opcién es posible, ya que las
alteraciones en las células diferenciadas pueden provocar un fenotipo y propiedades similares
a las células madre como la autorenovacion(46), pero también han dado lugar a la teoria de las
células madre cancerosas, origen de las células tumorales a partir de células madre o

progenitoras del tejido (47).
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Figura 7. Imagen que muestra el supuesto origen celular de los subtipos de CPCNP; carcinoma
escamoso Yy de adenocarcinoma, junto con marcadores de expresion de estos(42).

La teoria de la célula madre cancerosa como origen del tumor tiene a su favor que éstas al
tener un tiempo de vida mas largo podrian tener tiempo suficiente para acumular las
mutaciones que darian lugar al proceso tumoral(48). En el caso del pulmdn, el primer estudio
que determind la presencia de células madre en el tejido adulto(49), observé que estas células
tenian expresion de los marcadores tipicos de pluripotencia de las células madre como

NANOG, OCT3/4, SOX2 y KLF4. Gracias a estudios con animales de experimentacion, se

27



identificaron las células que podrian dar lugar a los adenocarcinomas, las células madre
bronquialveolares (BASCs del ingés Bronchioalveolar stem cells) que se encuentran en la zona
de transicién entre alveolos y bronquios terminales. Las células basales tienen capacidad de
diferenciacion multipotente, al igual que los pneumocitos tipo 2, que pueden dar lugar a
pneumocitos de tipo 1y a su autorenovacion. Estas posibilidades hacen factible que el origen
celular del cancer de pulmodn sea o bien una célula diferenciada o una célula con caracteristicas

de célula madre(42).

1.1.4 Biologia molecular del cancer de pulmoén de célula no pequeia

La tumorogénesis del CP es un proceso de transformacién del epitelio normal bronquial que
requiere varios pasos(50). Por un lado, en el caso del CE estos pasos consecutivos son la
hiperplasia, metaplasia, displasia y el carcinoma in situ. Por otro lado, el adenocarcinoma se

origina a partir de una hiperplasia adenomatosa(51).

Este proceso que recibe el nombre de carcinogénesis se debe a la adquisicién de capacidades
que confieren a las células tumorales unas ventajas para su desarrollo(52)(53). La adquisicion
de estas caracteristicas tumorales y de la transformacién hacia el fenotipo maligno se da por la
acumulacidn de alteraciones genéticas y epigenéticas de las células del epitelio pulmonar y
bronquial. Estos cambios incluyen mutaciones en oncogenes y en genes supresores tumorales,
asi como inestabilidad cromosdmica o silenciamiento de genes epigenéticamente mediante las
hipermetilacion de las islas CpG del promotor(54)(55). La produccién de todas estas
alteraciones genéticas en las células tumorales, vendra dada por la combinacién de diferentes
factores, ambientales como la exposicion a compuestos carcindégenos y los propios factores
genéticos de cada persona que haran que tenga una mayor o menor susceptibilidad a

desarrollarlos.

Los cambios en oncogenes, se suelen dar principalmente en aquellos genes que codifican por
receptores o proteinas intracelulares cruciales para el crecimiento, proliferacion y
supervivencia. Algunos de los oncogenes que suelen estar activados en el CP son ERBB1, KRAS,

ERBB2, PIK3CA, FGFR, EML4-ALK.

El gen ERBBI1 codifica para el Epidermal Growth Factor receptor (EGFR), que es un receptor de
membrana que tiene una funcidn tirosina kinasa que se encuentra sobreexpresado en
alrededor del 70% de los pacientes de CPCNP. EGFR se encuentra en la parte superior de una

cascada de sefalizacion que regula a través de la via de KRAS-RAF-MAPK el crecimiento
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tumoral, diferenciacién y apoptosis, pero también a través de la via de la sefializacion de
PIK3CA la supervivencia y motilidad celular(56). Se suelen encontrar tanto mutaciones
puntuales activadoras como amplificaciones del gen, y la actuacidon en el bloqueo de la

sefializacion de EGFR es una importante diana terapéutica(57).

ERBB2 codifica para el receptor formerly human epidermal growth factor receptor (HER2/Neu),
y su activacién depende de la dimerizacién con otros receptores seguida de la unién de los
ligandos de la familia del epidermal growth factor (EGF). Se han detectado tanto mutaciones

como amplificaciones del gen, aunque en baja prevalencia(58).

EML4-ALK es una proteina de fusion que tiene funcidn oncogénica resultante de la fusién de
los genes EML4 y ALK durante la inversion del brazo corto del cromosoma 2, y al igual que las

mutaciones en EGFR, parece darse principalmente en adenocarcinomas(59).

Otro gen importante en la biologia molecular del CPCNP es KRAS. Este gen, esta regulando vias
de transduccion de sefiales y proliferacidn celular y se encuentra mas frecuentemente mutado
en adenocarcinomas(54). Se suele encontrar mutado en los codones 12 y 13 en el 30% de los

CPCNP, principalmente en adenocarcinomas(60).

El gen PIK3CA , que codifica para la subunidad catalitica de PI3K se encuentra sobreexpresado
en el 43% de los CPCNP sobretodo en el subtipo de carcinoma escamoso(61). PI3K esta
envuelto en la via de PI3K-PTEN-AKT, su funcién es la de la fosforilacién de AKT, regulando
fuertemente la respuesta de supervivencia celular entre otros a través del mecanismo efector

del EGFR(62).

Otro evento importante que se suele dar también en CPCNP es la perdida de funcidn de genes
supresores tumorales. En este caso suele ser necesaria la inactivacion bialélica para la perdida
de funcién. Algunos de los genes supresores de tumor que suelen estar alterados en CPCNP

son TP53, y genes de la via de p53, P16INK4A, RB, LKB1, AMPK y la via de MTOR.

El gen que codifica para p53 es TP53. Esta proteina es clave para el mantenimiento de la
integridad genética y se encuentra mutado en el 50% de CPCNP, con mayor frecuencia en
carcinomas escamosos y carcinomas de célula grande que en adenocarcinomas(54). La
mayoria de mutaciones en p53 se dan en la regién de uniéon al ADN, sobretodo en residuos de
arginina que se encargan en la interaccidén con él(63). Cuando p53 es funcional, se activa por
fosforilaciéon como resultado del estrés celular(64) e induce la expresion de otros genes
supresores tumorales que tienen funciones en puntos de control o checkpoints del ciclo

celular, apoptosis, y reparacién del ADN entre otras(65).
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El gen que codifica para pl16, CDKN2A, también se ha encontrado mutado, metilado o
delecionado en CPCNP(66). p16 es una proteina inhibidora de kinasas dependiente de ciclina
(CDK), y actua inhibiendo la CDK4 y CDK6 para mantener el checkpoint de la fase del ciclo
celular G1 a S. La pérdida de p16 permite que las CDKs fosforilen la proteina Retinoblastoma
(pRb) y que esta no ejerza su funcién supresora del crecimiento(67). Cuando la pRb es activa,
en su forma no fosforilada, pRb se une e inactiva otras proteinas como el factor de
transcripcién E2F-1, evitando el paso de fase G1 a S del ciclo celular(68). El gen RB, que codifica

para pRb, se encuentra alterado en un 15% de CPCNP(69).

LKB1 (Liver Kinase B1) es una kinasa de serina/treonina que fosforila y activa la proteina AMPK
(AMP-activated protein kinase )(70). La activacién de AMPK a través de LKB1 tiene un papel
clave en la supresion de la actividad metabdlica y del crecimiento tumoral bajo condiciones de
hipoxia y de falta de nutrientes(71). La inactivacién de LKB1 se encuentra en un 30% de los
adenocarcinomas (72). La inactivacion de LKB1 produce que AMPK sea inactiva y que al final
mTOR (mamalian target of rapamicin) tenga una alta actividad favoreciéndose asi el

crecimiento tumoral.

Ademas, otras anormalidades bioldgicas en el CPCNP serian el incremento de la actividad de la
telomerasa y la desregulacion de la apoptosis. En el 80-85% de los casos de CPCNP
encontramos sobreexpresada la actividad de la telomerasa, que permite que no haya frenada
de la replicaciéon de las células por el acortamiento de los telémeros(73). Altos niveles de
telomerasa y del gen hTERT se han relacionado con una peor supervivencia en pacientes de
estadios iniciales de CPCNP(74). Algunos casos de CPCNP presentan una pérdida del gen

antiapoptético BCL2. Ademds BCL2 se asocia con un buen pronéstico de los pacientes(75).

La caracterizacidn genética permite una mejor clasificacion de los CPCNP. Solo el Carcinoma de
célula grande es la excepcidn que puede contener alteraciones que se asocian a cualquier otro
de los subtipos. En la Figura 8 pequeiio resumen a modo de tabla de las alteraciones mas

frecuentes en CPCNP.

30



Table 1. Recurrant Molecular Alterstions in Lung Adenocarcinoma, Squamous-Cell Carcinoma, and Small-Cell Carcinoma.*
Type of Alteration Adenocarcinoma Squamous-Cell Carcinomsa Small-Cell Carcinoma
Cell-cycle mutations  TPS3 (46%), COKN2ZA(436) TP53(919). CONNZA (17%),  TPS3 (929%). RBI (75%)
RE1 (7%)
RTK/PIZK-MTOR signaling RTE/PI3K-MTOR signaling RTK/PIIK-MTOR signaling: PTEN (5%6)
KRAS (33%), EGFR (14%]), BRAF (109%), PIKICA [16%), PTEN [8%),
5TK11 {17%), MET (B3}, NF1 HRAS [3%)
[L1%), PIKICA (796), RIT1 [2%)
Other mutations Oxidative stress response: KEAPT Didative stress response: Epigenetic deregulation: EPI00 (11%),
(L7%), MYC pathway; MGA (83) CUL3 (5%). KEAPI [12%), CREBBP (10%)
MFEZLZ [15%)
Aberrant splicing: U2AF] (3%), Squamaous differentiation: Meuroendocrine differentiation: NOTCHI
RBMID (8% NOTCHI (B%), ASCL4 [15%), NOTCHZ (3%), and NOTCH3
(3%), NOTCHZ (5%) {35]
Rearrangements ALK [3-8%), ROST [29%), RET (1%),  FGFRs [rare) RB1 (13%), TP73 (79), CREBBP (4%),
NTRKI [3%), NRGI [2%), BRAF PTEMN (4%}, RBLI [3%)
(3% in those who never smoked),
EREB4H {1%)
Amplifications TTFI (14%), TERT [18%), EGFR (796}, Chr3g: SOX2 (43%), TPE3 MYC family members [16%): MYC, MYCN,
MET [4%], KRAS (6], ERBBZ (299}, PIKICA (38%), MYCLI, SOX2 (27%), FGFRI (8%),
(3%), MDM2 (E%) HESI [26%)1 IRS2 [2%)
Dalations CDKNZA [20%) CDKNZA [27%), FTEN (3%} TP53, RB1, COKNZA, Chrlp {e.g., FHIT,
ROBOIVY
Commuonly altered MAPK and PI3K signaling, oxidative Squamous-cell differentiation,  Cell-cycle reguletion, PI3K signaling, regula-
pathways stress response, cell-cycle progres- oxidative stress response, tion of nucleosome transcriptional and
sion, RNA splicing and processing, MAPK and PI3K signaling remodeling, NOTCH signaling and neu-
nucleosome remiodeling roendocrine differentiation

* Percantages represent the prevalence of mutation and were obtsined from the cBioPortal for Cancer Genomics (www .chiopartal org) "
T Chromosomes 3q and 3p are cytogenetic bands.

Figura 8. En esta imagen podemos ver algunas alteraciones gendmicas mas frecuentes de
CPCNP segun los principales grupos histologicos(48).

1.1.5 Diagnéstico, estadiaje, prondstico y tratamiento del cancer de pulmén

de célula no pequeiia

Diagnostico
La mitad de pacientes que se diagnostican de CPCNP lo hacen en un momento avanzado de la
enfermedad. Sélo un cuarto de los pacientes se diagnostican en un estadiaje primario,

normalmente asintomatico y debido a una evaluacién o proceso no relacionado.

El diagndstico del CPCNP empieza con una historia clinica y exploracién completas. La mayoria
de pacientes presentan sintomas en el momento del diagndstico, aunque muchos de estos
sintomas no sean especificos de la enfermedad, como la tos, hemoptisis y disnea(76). Es por
eso que hay que tener en cuenta entre otros los factores de riesgo para padecer CPCNP como

el tabaco o enfermedades previas.

Ademads, necesitaremos varias exploraciones complementarias para estadiar la enfermedad y
proceder al diagnéstico definitivo. Las principales son: analitica con hemograma completo,
funciones hepaticas y renales, fosfatasa alcalina, albumina, calcio y electrolitos. Algunos

resultados analiticos como anemia, anormalidades de funcién hepdatica o hipercalcemia
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pueden ser indicativos de dispersién de la enfermedad. Ademas, se necesitara una imagen por
radiografia de térax que es una técnica no invasiva, sencilla y accesible. Esta imagen permitird
en la mayoria de casos evaluar el tamafio y la localizacion del tumor, entre otras
caracteristicas. La realizacion de tomografias con emisiéon de positrones (PET) es util para
decidir si proceder con una biopsia u observacién en aquellos pacientes en los que no esta
claro el tratamiento a seguir(77). Después de la biopsia, se puede confirmar el diagnédstico

histoldgico definitivo.

Las metdstasis del CPCNP mas frecuentes suelen localizarse en cerebro, hueso, higado, y
pulmén. La mitad de pacientes presentan diseminacién a distancia en el momento del
diagndstico, es por eso que se suele evaluar la existencia de diseminacién y, para ello, las

pruebas mds frecuentes son la resonancia cerebral y la gammagrafia 6sea(78).

Estadiaje

El estadiaje del CPCNP sirve para estandarizar la clasificacion de los pacientes con fines de
determinar tratamiento y prondstico. Para el estadiaje se sigue el paradigma utilizado para la
mayoria de tumores sélidos que recibe el nombre de Tumor, Nédulo y Metdstasis (TNM),
donde la T describe las caracteristicas del tumor primario, la N la diseminaciéon a ganglios
linfaticos y la M a sitios metastdticos distantes. La combinacién de la T, N y M dara como lugar

el estadiaje de la enfermedad.

Actualmente se utiliza la séptima edicion del TNM establecida en 2007 por la IASCL(79) que

podemos observar en la Tabla 2.

En primer lugar, se realiza un estadiaje clinico basado en la historia clinica y en todas las
pruebas de las que se disponga, ya sea solo exploracién fisica, como estudios radioldgicos o
biopsias del tumor primario. El estadiaje clinico recibe el nombre del propio estadiaje

precedido por una “c” y se realiza antes de cualquier posible tratamiento.

El estadiaje patoldgico, se denomina con el nombre del propio estadiaje precedido en este

caso de una “p”. Sélo se realiza si se produce la reseccién quirlrgica con la finalidad de curary

es revisado histolégicamente por un patdlogo.
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Tabla 2. Estadificacion TNM para CPCNP. Adaptado de la OMS del 2007(79).

T: Tumor

TX El tumor primario no puede ser evaluado o existedel tumor comprobada por la presencia de céiiignas
en esputo o lavados bronquiales, pero no visuaipad imagen o broncoscopia.

TO No hay evidencia de tumor primario

Tis Carcinomain situ

T1 Tumor < 3 cm en su mayor diametro, rodeado por pnlmpleura visceral, sin evidencia broncoscépéeca d
invasion mas proximal que el bronquio lobar (sia&idn del bronquio principal)

Tla Tumor <2 cm en su mayor diametro
Tlb Tumor > 2 cm pero < 3 cm en su mayor diametro

T2 Tumor > 3 cm pero < 7 cm o tumor con alguna dsigsientes caracteristicas: (Tumores T2 <5 cm se
clasificaran como T2a si tienen alguna de las siges caracteristicas: Afecta al bronquio principsta a mas de
2cm distal de la carina, invade la pleura viscersbciado con atelactasis 0 pneumonitis obstrugtiease
extiende a la region hilar pero no afecta a todaughdn)

T2a Tumor >3 cm pero <5 cm en su mayor diametro
T2b Tumor >5 cm pero <7 cm en su mayor diametro

T3 Tumor > 7 cm o0 uno que invada directamente algenasisiguientes estructuras: Pared toracica gianhlo
tumores del sulcus superior), diafragma, nervinié@, pleura mediastinal, pericardio parietal; ccwmor en el
bronquio principal < 2 cm distal de la carina pgiroafectarla; Atelactasis asociada o pneumoriisgractiva de
todo el pulmon; o Nodulos del tumor separados enigio I6bulo.

T4 Tumor de cualquier tamafio que invada alguna deidgasentes estructuras: Mediastino, corazén, gimesos,
traquea, nervio laringeo recurrente, eséfago, cuegptebral, carina; O existencia de Nodulo(s) sejdsa del
tumor en un Iébulo diferente ipsilateral.

N: (Ganglios linfaticos’

NX Los ganglios linfaticos regionales no pueden evakia

NO No hay metéstasis en los ganglios linfaticos redema

N1 Hay metastasis en los ganglios linfaticos peribraaigsa y/o hilares ipsilaterales y ganglios intrapohares,
incluyendo la afectacion por extension directa.

N2 Metastasis en ganglio(s) linfaticos(s) mediastingbsilateral y/o subcarinales

N3 Metastasis en ganglio(s) linfatico(s) mediastinalastralaterales, hilares contralaterales, esazéni
contralaterales o homolaterales, o supraclavicsilare

M: Metastasis

MX  Metastasis a distancia no pueden ser evaluadas

MO No hay metéstasis a distancia

M1 Metastasis a distancia presentes

Mla Nobdulo(s) separados del tumor en un l6bulo conrakt®umor con nédulos pleurales o derrame
pleural/pericardial maligno

M1b Existen metéstasis a distancia

El estadiaje TNM, permite agrupar diferentes estadiajes resultantes que recibirdn el mismo

tratamiento y que tienen supervivencias similares. Se clasifican en los siguientes estadiajes:

Carcinoma oculto (Tx), Estadio 0 (TIS), y en los estadiajes IA, IB, IIA, 1IB, IIIA, IIIB y IV. La

clasificaciéon de cada tipo en su estadiaje seglin TNM se puede apreciar en la Tabla 3. Asi se

determina, por ejemplo, que los pacientes con estadiaje IA, IB, IIA y IIB, son susceptibles de

tratamiento quirurgico, y algunos pacientes llla pueden ser tratados quirdrgicamente después

de quimioterapia neoadyuvante.
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Tabla 3. En esta tabla podemos observar como queda la clasificacion de los estadios segun el
estadiaje TNM. Modificado del estadiaje TNM para CPCNP del 2007(79).

TIM Subgrupac NO N1 N2 N3
T1 Tla
Tib
T2 T2a
T2b
T3
T4

M1 Mla o Mib

Prondstico

El CPCNP tiene una baja supervivencia, de ahi que las ratios de incidencia y mortalidad sean
similares. La supervivencia a 5 afos depende del estadiaje de la enfermedad (Figura 9). En
estadios primarios se considera potencialmente curable mediante resecciéon quirdrgica, pero
muchos pacientes recaen a largo plazo. Los pacientes con estadio I, Il y IlIA tienen una
supervivencia del 50-43%, 36-25% y del 19% respectivamente(79) . La influencia del subtipo
histoldgico en el prondstico de los pacientes no es del todo clara, pero si que parece que a

medida que los tumores son mas indiferenciados la supervivencia es menor(80).

Muertes/N TMS S-5A
1A 1168 /3666 119 73%

B 1450 / 3100 81 58%
Muertes/N TMS S-5A
1A :qea ."e853{l 60 50% na 1485 / 2579 49 46%
10 1B 75071284 43 43%  100% 0B 1502/2252 3 36%
na 87483 34 36% WA  2896/3792 22 24%
80% - NB  1652/2248 18 26% gy B 263297 13 9%

2241266 17 13%

ma 2528 13175 14 19%
e 676 /758 1m0 7%
2627 /2757

Supervivencia, afios Supervivencia, afios

Figura 9. Prondstico en pacientes de CPCNP segun el estadiaje de la enfermedad. A la
izquierda vemos segln estadiaje clinico, y a la derecha segln estadiaje patolégico. TMS=
tiempo medio de supervivencia; S-5A: Supervivencia a 5 afios. Modificado de(79).

Otros factores importantes en prondstico son la edad y sexo. La edad avanzada y el sexo

masculino representan factores de mal prondstico(81)(82).

Muchas de las proteinas resultantes de las alteraciones genéticas que hemos visto que se

desarrollan en el CPCNP tienen papel prondstico en los pacientes, gracias a eso, algunos
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biomarcadores se han desarrollado para la clinica y se actualizan hoy en dia, pero solo sirven

para pequenos grupos de pacientes, como por ejemplo el estatus mutacional de EGFR.

La baja supervivencia y la alta cantidad de recurrencias después de la cirugia completa,
apuntan a la necesidad de encontrar nuevos biomarcadores prondsticos necesarios para medir
objetivamente y evaluar los procesos patolégicos o la respuesta farmacolédgica para una
estrategia terapéutica especifica(83). El estudio de los miRNAs y de los exosomas, es en el
ambito del descubrimiento de biomarcadores -tanto para diagndstico, pronostico y resistencia
a tratamiento-, un campo en continua investigacion, tal y como veremos en los partados 1.2 y

1.3.

Tratamiento
Los tratamientos para el CPCNP incluyen la cirugia, la quimioterapia, terapias dirigidas,
inmunoterapia, la radioterapia o una combinacidon de éstos. Como hemos comentado, el

estadiaje TNM se utiliza para planificar el tratamiento idoneo en cada caso.

El tratamiento quirdrgico es el mas idoneo, ya que es el que resulta en una mayor
supervivencia, aunque solo puede realizarse en pacientes con estadios no avanzados. Las
principales intervenciones quirurgicas realizadas en pacientes con CP son la lobectomia, la
pneumonectomia, y las resecciones extendidas. De éstas, la lobectomia es la técnica dptima y

se puede realizar por toracotomia o toracoscopia asistida por video(84)(85).

En cuanto a la radioterapia, que hasta los afios 90 se basaba en dos dimensiones para tratar el
CP localizado, ha evolucionado de forma que a dia de hoy, se dispone de maquinas de tres
dimensiones (3DCRT) que permiten definir mucho mejor la masa tumoral, y producir una dosis
mds acotada en la zona tumoral(86). Ademas, contamos con otras técnicas como la
radioterapia de intensidad modulada(87). Aun asi, la radioterapia tiene asociadas diferentes

tipos de toxicidad que pueden resultar en un riesgo para los pacientes(88).

La quimioterapia utilizada hoy en dia en primera linea suele aplicar un agente antitumoral que
es el cisplatino o el carboplatino, en combinacidn con algiun otro antitumoral como el
etopdside, vinorelbina, paclitaxel o docetaxel(89). No se han encontrado variaciones
significativas en la combinacién de éstas, para proponer un estandard en el tratamiento
quimioterapéutico, pero si que se ha observado que la combinacién Premetrexed/Cisplatino
confiere mas supervivencia que Gemcitabina/Cisplatino en los pacientes con subtipo
histolégico no escamoso. La European Society for Medical Education (ESMQ), recomienda un

total de cuatro ciclos, con una continuacién del régimen de quimioterapia en pacientes que no
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progresan(89). El numero de ciclos de la quimioterapia suele ser de tres a 6 ciclos, pero en
recientes estudios se ha observado que el resultado es similar, teniendo mayor toxicidad a
mayor numero de ciclos(90)(91). Actualmente, nos movemos hacia un nuevo paradigma del
tratamiento del CP al conocer cada vez mas mutaciones que hacen posible una medicina y

terapia personalizadas.

En los pacientes con estadio |, la reseccién quirdrgica, en concreto la lobectomia(92), suele ser
el Unico tratamiento realizado, basandose en las observaciones de bajas recurrencias después
de los afios de cirugia. Solo en algunos pacientes IB estd indicada la utilizacion de
quimioterapia. En los pacientes con estadio Il sin complicaciones, el tratamiento de referencia

es la reseccion quirudrgica seguida de quimioterapia adyuvante.

En los pacientes con estadio lll, en los afios 90 se observd que la combinacién de RT con la
quimioterapia ofrecian unos mejores resultados de supervivencia(93). La quimioterapia
adyuvante ha resultado el tratamiento estandar en los pacientes con estadios que van de IB a
IIA. Los pacientes con estadiaje llla, pueden ser subsidiarios de un tratamiento con
quimioterapia neoadyuvante seguida de reseccidn quirurgica(94). En los pacientes con T3
mayor o igual a 7cm, el uso de terapia neoadyuvante no se ha visto asociada a una mejora en

la supervivencia(95) .

El tratamiento de segunda linea con Docetaxel, Pemetrexed o con Erlotinib esta indicado en
los casos que progresan después de cuatro ciclos de quimioterapia basada en
platino(96)(97)(98). En el caso de Pemetrexed, se podria continuar el tratamiento de
mantenimiento en los pacientes con subtipo no escamoso y EGFR no mutado y que no
recibieron tratamiento con Pemetrexed en primera linea. Erlotinib es un inhibidor de la tirosin-
kinasa del EGFR, que se administra de forma oral y tiene menos efectos adversos. Erlotinib
también se utiliza como tratamiento de tercera linea en pacientes sin mutacion inicial de
EGFR(99). En el caso de los pacientes con translocacion de ALK, el tratamiento en primera linea
es la terapia basada en platino en preferencia combinada con Pemetrexed. En segunda linea el
tratamiento estandar para estos pacientes es Crizotinib, inhibidor de la funcién de ALK. Otros
casos a tener en cuenta son los pacientes con otras alteraciones genéticas como Her2, donde

el tratamiento con Trastuzumab o Dacomitinib puede ser beneficioso(100).

Ademas existen los tratamientos de inmunoterapia, que envuelven el uso de anticuerpos
monoclonales como el Cetuximab o Trastuzumab, el uso de vacunas terapéuticas, o los
tratamientos con inhibidores de los checkpoints del sistema immune entre otros(101).

Respecto los inhibidores de los puntos de control del sistema inmune, el tratamiento con
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Nivolumab y Pembrolizumab estdn aprovados como tratamiento de segunda linea en
pacientes con estadios avanzados, y recientemente se ha visto que Nivolumab no es util como
tratamiento de primera linea. Estos dos tratamientos tienen como diana el Programed Death
Receptor 1 (PD-1) que se encuentra en linfocitos T, células NK, y evitan asi la inhibicién por

parte de las células tumorales que expresan el ligando de PD-1 del sistema inmune(102).

Los pacientes con estadio avanzado suelen ser son sintomaticos y necesitan una intervencion
rapida. Normalmente ésta se trata de quimioterapia. En aquellos pacientes que en el
momento del diagndstico tienen un PS menor a 2, se suele determinar el subtipo histolégico
para decidir el tipo de tratamiento. En los escamosos, normalmente el tratamiento es a base
de platino inicialmente y se sigue hasta el mantenimiento. En los no escamosos, su
tratamiento serd a base de platino hasta su mantenimiento, y se suele realizar un test genético
para buscar alteraciones presentes y poder tratar ademas con bevacizumab si son elegibles.
También en primera linea se puede utilizar Cetuximab mas terapia basada en platino(103). Los
pacientes con PS igual a 2 suelen responder menos a la quimioterapia, y los pacientes con PS

igual a 3 no suelen ser candidatos para esta.

Otras situaciones clinicas para su tratamiento son los casos de oligometastasis, es decir,
presencia de menos de 3 sitios metastdsicos. En concreto, en metdstasis cerebrales, se puede
realizar una esterotaxia y radiocirugia o solo cirugia para evitar los efectos que el tumor puede
ocasionar en el cerebro. Otros casos especiales serian los canceres de pulmdn multifocales que

también tienen unas directivas de tratamiento especiales.
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1.2 microRNAs

1.2.1 Descubrimiento y caracteristicas

El descubrimiento de los acidos ribonucleicos (ARN) no codificantes supuso un cambio en la
genética del siglo XX. Se pensaba que las regiones intergénicas no tenian mucha importancia y
recibian el nombre de ADN basura. A partir de la secuenciacion del genoma
humano(104)(105), se descubrié el sorprendente hecho de que solo 20.000 genes, que
conformaban menos del 2% de todo el genoma, codificaban proteinas. Mediante el proyecto
ENCODE (Encyclopaedia of DNA Elements)(106)(107), se descubrié que hay una gran parte del
genoma, hasta el 80%, que no codifica por proteinas pero que podria tener alguna funcidn
bioquimica(108). Estas regiones que codificaran ARNs no codificantes se han estudiado en las

ultimas décadas por su importancia en muchos procesos biolégicos y patoldgicos(109)(110).

Uno de estos tipos de ARNs no codificantes son los microRNAs (miRNAs). Son un tipo de ARNs
no codificantes de proteina pequefios, que tienen una longitud final del miRNA maduro
formada por entre 19-23 nucledtidos. El primer miRNA descrito, Lin-4, se encontrd en el
nematodo Caenorhabditis elegans en el afio 1.993(111) por Victor Ambros, Rosalind Lee y
Rhonda Feinbaum, y hasta la fecha mds de 1.500 miRNAs se han descrito(112). Los miRNAs se
encuentran muy conservados entre especies, como es el ejemplo el miRNA let-7, el segundo
miRNA descrito también en C. elegans en el afio 2.000(113), que estd practicamente
conservado en todos los animales y se descubrid también su homodlogo en la especie

humana(114)(115).

Muchos miRNAs parecen ser cruciales para el correcto desarrollo embrionario(116)(117). Los
cambios en la expresion de miRNAs pueden estar provocados por cambios epigenéticos,
control transcripcional, regulacién de la maduracién o la edicién post transcripcional del
mMiRNA(118). Algunos miRNAs estan localizados en regiones intergénicas y regiones
cromosomicas fragiles por lo que suelen estar desregulados en procesos tumorales(119)(120).
Los miRNAs participan en diferentes procesos bioldgicos como la proliferacion celular,
diferenciacion o apoptosis (121). Un mismo miRNA puede tener diferentes dianas y un ARNm
puede estar regulado por varios miRNAs haciendo esta red de reguladores bastante compleja
(122). Mediante predicciones computacionales se ha llegado a la conclusién de que la
regulacién por miRNAs se puede estar dando en mas de la mitad de genes codificantes para

proteinas(123).
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Las secuencias de los miRNAs se pueden consultar en diferentes bases de datos, pero la base

de datos oficial es miRbase (www.mirbase.org). Otras bases de datos que podemos encontrar

son  microRNA  (www.microrna.org), coGemir (www.cogemir.tigem.it), deepBase

(www.deepbase.sysu.edu.cn), miRGEN ( www.diana.pcbi.upenn.edu/mirgen.html), miRNA

map ( www.mirnamap.mbc.nctu.edu) entre otras.

Los miRNAs humanos reciben como nomenclatura “hsa” como prefijo del nombre del miRNA,
por ejemplo: hsa-miR-21. El nimero del miRNA, en el caso del ejemplo el 21, suele ser
secuencial respecto a su descubrimiento. Si ademds la secuencia de un miRNA maduro
proviene de diferentes transcritos, se pueden designar como hsa-miR-X-1 o hsa-miR-X-2.
Ademas, hay veces que un mismo precursor puede dar lugar a dos secuencias, en esos casos,
la secuencia que se cree que sera la principal recibe el nombre de hsa-miR-X, y la otra hsa-miR-
X*. En los casos en que no se sabe cual es la secuencia principal, se denominan como hsa-miR-
X-5p y hsa-miR-X-3p segun del brazo del que provengan. Los casos de Lin-14 y Let-7 son
excepciones de la numeracién establecida por razones histéricas al ser los dos primeros miRNA

descubiertos(124).

1.2.2 Biogénesis y mecanismos de accion

Los genes de miRNAs se pueden encontrar tanto en regiones intergénicas como en regiones
intrénicas o exdnicas de genes codificantes para proteina. Muchos de éstos, en mamiferos se
encuentran muy proximos, formando clusters y transcritos desde la misma unidad de
transcripcién(125). Estos genes codificantes para miRNAs son mas largos que el miRNA
maduro, esto es debido a que los miRNAs son transcritos en la mayoria de casos por la ARN
polimerasa Il, y en algunos casos por la ARN polimerasa Ill(126), en forma de un miRNA
primario (pri-miRNA) que necesitara ser procesado para dar lugar al miRNA maduro(127). Este
proceso es complejo, pero hoy en dia esta bastante bien estudiado y lo podemos ver
representado en la Figura 11. El pri-miRNA tiene una estructura del tipo stem-loop, que puede

contener la secuencia de uno o varios miRNAs.
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Figura 10. Estructura en steem loop de los pri-miRNAs. Podemos apreciar en rojo marcadas
las secuencias de los futuros miRNAs maduros tanto en la cadena 5’ (A) o 3’ (B), y observar
que en algunos casos las dos cadenas codifican para un miRNA(C). Tambien se observa en la
imagen un cluster de miRNAs (D) que se transcriben en forma de un Unico pri-miRNA(128).

La maduracién del miRNA empieza en el nucleo cuando el pri-miRNA se une a la proteina
DiGeorge sindrome Critical Region Gene 8 (DGCR8) y después, la endonucleasa RNAsa Il
Drosha corta el pri-miRNA en el precursor de miRNA (pre-miRNA) que todavia mantiene la
forma de stem-loop de unos 70 nucledtidos (nt). Este es el momento en que si los miRNAs

estan transcritos por un mismo pri-miRNA se separan.

Las proteinas RanGTP y Exportina5 (XPO5) transportaran el pre-miRNA al citoplasma para que
continue alli su maduracion(129). En el citoplasma el pre-miRNA es procesado incialmente por
la proteina Dicer que se asociara con la proteina Tar RNA-Binding Protein (TRBP), obteniéndose
asi el miRNA duplex de unos 22 nucleétidos(130). Después, el miRNA duplex se separa en sus
dos cadenas, y el miRNA maduro se unird a el complejo RNA-induced silencing complex (RISC),

formado por las proteinas Argonauta (Ago2), y GW182(131)(132) formando el complejo

miRISC.
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Figura 11. Biogénesis de los miRNAs, desde su sintesis en el ntcleo, el inicio de su maduracidn
en el mismo, y finalizacién en el citoplasma(133).

Es entonces cuando se podrd dar lugar a uno de los mecanismos principales de actuacién de
los miRNAs, uniéndose a la 3’ Untranslated Region (UTR) de su ARN mensajero (ARNm)
diana(134)(135). Esta unidn a través del complejo RISC dependera de la complementariedad
de la regién 5 del miRNA con la regién 3’UTR del RNAm diana(134). El grado de
complementariedad viene dado principalmente por una secuencia que recibe el nombre de
“seed sequence” en el miRNA que tiene de 2 a 8 nucledtidos, que cuando es totalmente
complementaria con el ARNm diana producird la degradacion del mismo, a través de la
escision mediada por la proteina AGO, y cuando la complementariedad no es completa se
produce un bloqueo temporal de la traduccién a proteina del mismo mediante el reclutaje de

otras proteinas(136)(134).

La degradacién del ARNm mediada por el complejo miRISC también puede venir dada por su
deadenilacién, es decir, la eliminacién de los residuos poli-Adenina que se encuentran en su
extremo 3’. Seguidamente a la deadenilacién se produce el decapping del ARNm, que consiste
en la eliminacidon de un residuo de Guanina que le confiere estabilidad. Después el ARNm

puede ser degradado por la exoribonucleasa 1 (XRN1). La inhibicién de la traduccidn a proteina
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del ARNm esta producida por la interferencia en la actividad o el ensamblaje del eukaryotic
Initiation Factor 4F (elF4F)(137). Estos mecanismos de accién los podemos ver representados

en la Figura 12.

También se han descrito otras funciones independientes de RISC para los miRNAs. Una de ellas
es la Decoy Activity, en que un miRNA se puede unir directamente a una proteina bloqueando
asi la union de otras proteinas a ésta (138). Ademas, se ha descrito la funcién de activacion de
forma especifica de la traduccién del ARNm cuando éstos se unen a su regién 5'UTR
(139)(140). Por ultimo, también pueden inducir la expresién de genes cuando se unen al ADN,

en concreto a través de las zonas promotoras(141)(142).
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5’-to-3’ decay

elF4E el

Nature Reviews | Genetics

Figura 12. En la imagen se muestran algunas de las funciones a las que pueden dar lugar los
miRNAs en el silenciamiento génico. Una de ellas es la deadenilacidon del ARNm diana, y como
podemos observar en la imagen es llevada a cabo por la reclutacién de las proteinas
Cytoplasmic Poly(a)-Binding protein (PABPC), junto con PAN2-PAN3 Y CCR4-NOT. También se
muestra la funcién de de capping y decay que suelen seguir a la deadenilacién y la funcién de
represién translacional mediante la inhibicién de elF4f(136).

42



1.2.3 Identificacion de dianas de microRNAs

Como hemos comentado, un miRNA puede regular muchos ARNm dianas, que a su vez pueden
estar regulados por muchos miRNAs. Para identificar estas dianas, tanto los ARNm a los que se
unird un miRNA, como los miRNAs que se unirdan en un ARNm, a partir del afio 2.000 se
crearon diferentes herramientas informaticas que permitian predecir estas interacciones. Estas
herramientas hoy en dia han evolucionado mucho, con bases de datos mucho mas ampliadas
debido a toda la investigacion que se ha realizado, en continua expansién, y entre otras
caracteristicas tienen en cuenta el grado de complementariedad de las secuencias “seed
sequence” del miRNA vy las regiones candnicas en las 3’'UTR de los ARNm. Esta prediccion de
apareamientos entre las secuencias se basa en el apareamiento conservado de Watson-
Crick(143). De todas formas, las herramientas de las que disponemos hoy en dia no tienen
Unicamente este apareamiento en cuenta, sino que algunas también predicen uniones no
candnicas, cuentan con andlisis de conservacion evolucionaria o modelos biofisicos. Algunos

ejemplos de estas herramientas computacionales las podemos ver en la Tabla 4.

Tabla 4. Herramientas para la prediccidn de interacciones de los miRNAs.

Nombre Direccién electronice

TargetScar www.targetscan.org

Diana-Tool http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTooldé&r.php?r=tarbase/index
miRo http://ferrolab.dmi.unict.it/miro

microMUMMIE https://ohlerlab.mdc-berlin.de/software/microMUMMIE/P

EIMMo https://omictools.com/elmmo-tool
PARmMa https://www.bio.ifi.imu.de/PARmMa
MIRZA https://omictools.com/mirza-genome-wide-tool

Después las dianas predecidas necesitan de su validacién funcional, y para esto se han
desarrollado diferentes técnicas. Un ejemplo de éstas, son el ensayo Renilla-Luciferasa, o la

medicion de proteinas después de inhibir o re-expresar los niveles de miRNAs(144).
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1.2.4 microRNAs en cancer

Después de que el primer estudio describiera la delecién del loci de miR-15 y miR-16 en el 68%
de los pacientes con leucemia linfatica crénica (CLL), una gran cantidad de publicaciones
posteriores empezaron a estudiar la expresién alterada de miRNAs en diferentes tipos de
cancer(145)(146). En la actualidad, muchos estudios han permitido correlacionan expresién de
miRNAs con diferentes tipos de tumores, pudiendo en algunos casos realizar firmas de miRNAs

para identificar tipos concretos de cancer(135).

Los mecanismos por los que se desregula la expresidon de los miRNAs en cancer pueden ser
amplificaciones, deleciones, metilacion de la zona promotora del ADN, entre
otras(147)(122)(148). También se han identificado Single Nucleotide Polimorfism (SNP) en los
genes de miRNAs (miR-SNPs) que modifican la afinidad del miRNA hacia su ARN diana(149). De
manera interesante, en cdncer se ha visto que algunas proteinas encargadas de la maduracion
de los miRNAs pueden estar infraexpresadas, como el caso de DROSHA y DICER(133). Debido a
la gran variedad de ARNm que pueden regular los miRNAs no es de extrafiar que su

desregulacion esté relacionada con procesos tumorales.

Dependiendo de los ARNm diana que tengan los miRNAs pueden actuar como supresores
tumorales o como oncogenes (Onco-miRs). Aquellos miRNAs que suelen estar infraexpresados
en cancer, que actuan inhibiendo oncogenes, son los miRNAs supresores tumorales; mientras
gue los miRNAs que suelen estar sobreexpresados suelen estar inhibiendo genes supresores
tumorales y son los Onco-miRs(150)(151). De todas formas cabe destacar que el rol que tendra
el miRNA depende del contexto en el que nos encontremos. Como ejemplo, miR-29 se ha visto
asociado a funciones supresoras tumorales en CP(152), y en contraste se ha relacionado con

funciones oncogénicas en cancer de mama(153) .

Actualmente se conocen muchos miRNAs con efectos tumorogenicos y supresores tumorales,
tanto in vitro como en experimentos in vivo. Estos experimentos estudian la habilidad que
pueden tener los miRNAS para resistencia a tratamiento(154), supervivencia celular(155),
mecanismos de regulacidon energética(156), favorecer o frenar metdstasis(157), entre otros.
También muchos estudios han podido evaluar la expresién de los miRNAs en muestras
tumorales de pacientes para correlacionarlos con diferentes caracteristicas clinico-patoldgicas
y supervivencia, y en la actualidad la investigacion de miRNAs circulantes en sangre los esta

postulando como biomarcadores estrella para el diagndstico y prondstico en pacientes.
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1.2.5 microRNAs en cancer de pulmoén

Existen muchos estudios en relacidn a la expresidn de diferentes miRNAs en CP. Hoy en dia se
conoce el mecanismo de accidn concreto de muchos y el papel que tienen en el desarrollo del
CP. La importancia de los miRNAs como biomarcadores de CP radica en la utilidad que se ha

encontrado tanto para diagndstico como para predecir el prondstico de determinados grupos.

La mayoria de estudios hasta hace unos afios se centraban en la expresiéon o patrones de
expresion de diferentes miRNAs en los tejidos de los pacientes, ya fuera bien en el tejido
tumoral solamente o comparandolo con su tejido normal. Los primeros miRNAs en encontrase
desregulados en CP fueron los miRNAs Let-7(158). Let-7 forma un clister que se encuentra en
una localizacion que frecuentemente esta delecionada en CP(147) y algunos estudios han

comprobado su papel prondstico en los pacientes(159).

En el estudio de Yahinara et al, se identificaron 40 miRNAs que podian distinguir el tejido
tumoral del tejido normal de pacientes de CP de estadiaje | y clasificacion histoldgica
adenocarcinoma(160). De estos 40 miRNAs, la expresion baja del Let-7a-2 y la alta expresion
de miR-155 correlacionaba con un mal prondstico de los pacientes. El hecho de que la familia
de Let-7 regule diferentes oncogenes, hace que este clister se comporte como supresor

tumoral.

miR-155 fue el primer miRNA postulado como oncogén(161). Otro miRNA con papel
oncogénico en CP es el miR-21, que se encuentra sobreexpresado, y tiene como dianas entre
otros ARNm, el transcrito de MSH2, una proteina necesaria para el proceso de reparacién del
ADN(162). Ademas, inhibe reguladores negativos de la via de K-RAS, produciendo asi un efecto

de supresion de la muerte celular y al inhibir entre otros PTEN produce proliferacion celular.

Los miRNAs miR-16 y miR-34a forman parte de la via de p53. En el caso de miR-34a se ha visto
que en los pacientes con mutaciones en p53 tienen mayor probabilidad de recaida que los

pacientes con niveles altos del miRNA(163).

Otra familia de miRNAs bastante estudiada en el CP es la familia del miR-200, donde Ia
expresion de todos sus miembros menos del miR-141, se encuentra sobreexpresada en los
pacientes de CPCNP vy los niveles altos de miR-200c y miR-141 se relacionan con una peor
supervivencia(164). Esta familia de miRNAs ha sido estudiada por su importante papel en el
proceso de transicion de epitelio a mesénquima (TEM)(165) y en las células de CP, la

transfeccidon con miR-200c reduce la migracidn celular(164).
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Algunas investigaciones han estudiado la presencia de los miRNAs en diferentes fluidos en
CPCNP. Muchos estudios se estan centrando hoy en dia en la deteccidon de los miRNAs en
fluidos bioldgicos al ser muestras menos invasivas que en la muestra quirdrgica. Uno de los
fluidos que se han estudiado para la deteccion de miRNAs en el CP es el lavado broncoalveolar

(BAL)(166), aunque la mayoria se estan centrando en las muestras de plasma o suero.

Ademas del posible uso de los miRNA como biomarcadores para diagndstico y prondstico, otra
utilidad que pueden tener es la de identificar la resistencia a tratamientos. Por ejemplo, en un
estudio de miRNAs en plasma de pacientes de CPCNP con mutacién activadora de EGFR, se
detectd que los altos niveles de miR-21 y miR-218 eran posibles marcadores de resistencia al
tratamiento recibido(167). En el estudio llevado a cabo por Silva et al, con 78 pacientes de
CPCNP, se detectd que la expresidon de determinados miRNAs en vesiculas en el plasma de los
pacientes tenia correlacion con la supervivencia de los mismos, haciendo patente la utilidad de

las vesiculas extracelulares en los pacientes de CPCNP(168).
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1.3 Vesiculas extracelulares

Las vesiculas extracelulares (EVs), del inglés Extracellular vesicles, son todas aquellas particulas
que las células liberan al medio extracelular bien de forma activa o pasiva o por la formacién
de vesiculas durante el proceso de muerte celular. Asi pues, existen diferentes tipos de Evs, y
se pueden clasificar de diferentes formas, siendo las mas utilizadas aquellas que categorizan

segun su origen subcelular y tamafio (169) (Figura 13).

Por un lado, encontramos los cuerpos apoptéticos, que se consideran vesiculas extracelulares
resultantes de aquellas células que producen una muerte programada y que se destruyen

formando vesiculas de entre 1.000-5.000 nanémetros (nm)(170).

Por otro lado, encontramos las microvesiculas, dentro de las cuales se encuentran todas
aquellas vesiculas que se liberan directamente de la membrana plasmatica y que tienen un
didmetro entre 100-1.000nm. Un ejemplo de estas microvesiculas o también llamadas

microparticulas con papel oncogénico o tumoral serian los oncosomas(171).

Por otra parte, encontramos los exosomas, que son vesiculas de unos 30-100nm que se
forman dentro de los cuerpos multivesiculares (MVB). Los exosomas son liberados al espacio
extracelular cuando los MVB se fusionan con la membrana plasmatica y seran mas explicados

en los siguientes apartados de este capitulo(169).

Extracellular vesicles

resting or activated cell | apoptatic cell

Figura 13. Diferentes tipos de vesiculas extracelulares(172).
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1.3.1 Exosomas

Los exosomas son vesiculas extracelulares de unos 30-100nm de forma esférica y formadas por
una bicapa lipidica(173). Uno de los primeros estudios que los caracterizé tuvo lugar en el afo
1.987, cuando Johnstone et al, vieron que estas vesiculas de origen endosomal eran liberadas
durante la maduracién de los reticulocitos conteniendo el receptor de la transferrina para asi

deshacerse de él(174).

Diez afios mas tarde, se describid que linfocitos B(175) y células dendriticas (DC)(176), también
podian liberar vesiculas similares de origen endosomal. En el caso del estudio con linfocitos B,
liderado por Raposo et al, se demostré que los exosomas liberados por los linfocitos B
cultivados in vitro contenian el complejo mayor de histocompatibilidad I (MHC 1l), y que
podian efectuar una respuesta mediada por el mismo en linfocitos T(175). Poco después, el
estudio conducido por el grupo de Zitvogel, demostré que los exosomas liberados por las DC,
células presentadoras de antigeno, también podian contener MHC | y Il, y moléculas co-
estimuladoras para linfocitos T. Ademas, estos exosomas eran capaces al ser inoculados en
forma de vacuna libre de células en ratones de eliminar o detener el crecimiento de tumores

en ratones a través de una respuesta de Linfocitos T(176).

Desde entonces el interés en el estudio de los exosomas ha ido en aumento, y su liberacién se
ha descrito en muchos tipos celulares diferentes, células epiteliales(177)(178), células
neuronales(179), keratinocitos(180), fibroblastos(181), y células tumorales entre otras(182).
La primera importancia bioldgica descrita sobre los exosomas fue el descubrimiento de los
exosomas como forma de comunicaciéon intercelular, mediante la transferencia de ARNm y

miRNAs(183)(184).

Ademas de aislar exosomas de células en cultivo, ha sido posible aislar exosomas de varios
fluidos biolégicos humanos(185), entre ellos semen(186), leche materna(187)(188), lavado
broncoalveolar(189)(190), plasma(191) y orina(192). Estos avances en el estudio de los
exosomas han hecho que se aprecien como posibles biomarcadores para diferentes
enfermedades, y tanto sus mecanismos de regulacién, como la identificacion de moléculas en
la superficie o en el interior de exosomas circulantes son un tema en auge en el estudio del

cancer(193).
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1.3.2 Biogénesis de los exosomas.

La biogénesis de los exosomas empieza con la formacién de vesiculas intraluminales (ILV) en
los endosomas primarios. La formacidn de las ILVs se produce mediante la deformacidn de la
membrana del endosoma hacia el interior(194), y en este proceso algunas proteinas y lipidos
son transferidos a las ILVs, y citosol queda encerrado en el interior(169). Durante el proceso de
formacién de las ILVs el endosoma se convierte en un cuerpo multivesicular (MVB). Este

proceso esta esquematizado en la Figura 14.

Para la formacion de las ILVs el mecanismo mas conocido es el dependiente de ESCRT (del
inglés endosomal sorting complex required for transport)(195), aunque también hay indicios de
mecanismos independientes de ESCRT. ESCRT estd formado por cuatro complejos que estan
compuestos por 30 proteinas, mds proteinas asociadas, como por ejemplo Alix. El complejo
ESCRT-0 reconoce proteinas en la membrana del endosoma, el complejo ESCRT-I y Il se
relacionan con la deformacidon de la membrana hacia el interior del endosoma para formar la
ILV y la transferencia de diferentes compuestos, y el complejo ESCRT-IlIl parece que estd
envuelto en la escision de las ILVs. Varias proteinas se han visto implicadas en este mecanismo,
y muchas de ellas son utilizadas como marcadores exosomales, como es el caso de Tsg101, Alix

0 CD63(196). Algunos marcadores exosomales utilizados se pueden ver en la Tabla 5.

Tabla 5. Marcadores mas utilizados para la deteccidén de exosomas. Modificado de (197).

Nombre Peso molecular (KDa Enriquecido

ALIX 96 Media

ANNEXIN 1l 38 Bajo

Calnexin 96 Marcador negativo
CD9 25 Alto

CD63 50-60 Alto

CD81 50-60 Alto

MHCII 30 Alto

Tsgl10! 44 Medio

El mecanismo independiente de ESCRT, se descubrié al bloquear los cuatro complejos ESCRT y
observar que la formacion de MVB no se detenia(198). Sobre este mecanismo independiente
de ESCRT se han visto dos proteinas implicadas en el procesamiento de lipidos, concretamente
la NnSMAse(199) (neutral sphingomielinase) que produce la hidrdlisis de la esfingomielina a

ceramida y la fosfolipasa D2, que produce acido fosfatidico a partir de fosfatidilcolina.
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1.3.3 Secrecion de los exosomas.

Para la liberacién de las ILVs al espacio extracelular los MVB deben fusionarse con la
membrana plasmatica, convirtiendo asi los ILVs en exosomas(200)(194). En este proceso las
proteinas que mas se han estudiado son la familia de proteinas Rab. Las proteinas Rab estan

relacionadas con el transporte vesicular entre diferentes compartimentos.

La primera proteina de esta familia que se observd que estaba relacionada con la liberacién de
exosomas fue la proteina Rab11(201). Mas tarde, también otras proteinas de la familia Rab se
han visto implicadas en la liberacion de exosomas, entre ellas Rab27a(202), Rab27b(203) y

Rab35(204).

Los mecanismos en los que pueden estar implicadas las proteinas Rab son entre otros los
procesos de formacién de las ILVs, interaccidn del MVB con el citoesqueleto y también la
fusidn con la membrana plasmatica. En concreto, al inhibir Rab27a se observé que los MVB
tenian un tamafio mayor y que se acumulaban en la membrana plasmatica, en cambio, la
inhibicién de Rab27b, provocaba que los MVB se distribuyeran en la zona perinuclear(203).
Ademas, al silenciar dos efectores de Rab27, Slp4 y Slac2b, el resultado era el mismo que al
inhibir Rab27. En células de CPCNP, EP164, una proteina activadora Rab-GTPasa para Rab27a se
ha relacionado con la liberacion de exosomas(205). La sobreexpresion de EPI64 produce una
mayor liberacién de exosomas en las células A549 actuando a través de Rab27a pero no de

Rab27b.

Otras proteinas que se han relacionado con el mecanismo de liberacién de exosomas son las

proteinas SNARE (Figura 14), entre ellas Ykt6, que se explicara en el apartado 1.4.
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Figura 14. Esquema sobre la biogénesis y liberacidon de exosomas. Se pueden apreciar las dos
vias de formacién de exosomas: dependiente e independiente de ESCRT. También estin
descritas proteinas que intervienen en el transporte de los cuerpos multivesiculares como las
proteinas RAB y la postulacidn de la funcién de las proteinas SNARE en este proceso(206).

1.3.4 Contenido de los exosomas

Los exosomas estan formados por una bicapa lipidica. En comparacion con la membrana
plasmatica, la bicapa lipidica de los exosomas se ha descrito que esta enriquecida en lipidos
como la esfingomielina(207), fosfatidilserina y colesterol(208). También otros lipidos que se

han encontrado enriquecidos en exosomas son la ceramida(199) y el gangliésido GM3.

El contenido protéico de los exosomas es variado y especifico. Aunque la poblacién de
exosomas no es homogénea y su contenido protéico puede variar, se han descrito como

marcadores exosomales proteinas que encuentran presentes en la gran mayoria de
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poblaciones de exosomas. Los exosomas contienen proteinas especificas de membrana, pero
también de origen citosdlico y de la via endocitica. Algunas de las proteinas en las que suelen
estar enriquecidos son las tetraspaninas como CD9, CD81 y CD63, que hoy en dia se suelen
utilizar como marcadores exosomales(209), asi como otras proteinas como Tsgl01, Alix,
Flotilin y Hsp70(196). Ademas, en la superficie de los exosomas podemos encontrar algunos
receptores o ligandos(196). En su interior podemos encontrar diferentes tipos de moléculas,
asi como proteinas, lipidos y, diferentes acidos nucleicos. Diferentes tipos de proteinas se han
encontrado en el interior, como algunas de los complejos ESCRT, enzimas y proteinas
transductoras de sefial entre otras. Normalmente los exosomas no contienen proteinas de

reticulo endoplasmatico, mitocéndrias o del ntcleo celular(210).

Otro tipo de moléculas que podemos encontrar en los exosomas son acidos nucleicos. Los que
estan mas estudiados por su elevada concentracidn respecto a otros tipos de acidos nucleicos
son los miRNAs. Ademas, fueron los primeros acidos nucleicos en ser descritos presentes en
los exosomas junto con ARNm(184) y, pueden ejercer su funcién biolégica en las células
receptoras de los exosomas. Un hecho interesante, es que también se pueden encontrar pre-
miRNAs en los exosomas con la maquinaria de maduracién de los mismos y ésta puede tener
lugar en los propios exosomas(211). Ademds, a parte de los miRNAs también se han descrito
otros ARNs no codificantes en los exosomas, como los /long-non-coding RNAs
(IncRNAs)(212)(213). Recientemente se ha detectado la presencia en exosomas de moléculas
de ADN(214) de doble hebra en los que se podian detectar mutaciones de KRAS y de TP53. En
la Figura 15 podemos ver el dibujo de un exosoma con todas las posibles moléculas que puede

contener.

Cabe destacar la creacién de diferentes bases de datos que contienen los resultados que se
van obteniendo de los estudios realizados con exosomas y que ayudan a su difusién. Con este
fin podemos encontrar la Exosome Content Database(215), consultable a través de su pdagina

web www.exocarta.org, donde se detalla el contenido de diferentes poblaciones de exosomas

caracterizados; Vesiclepedia con su herramienta FunRich para analizar los datos, o la base de
datos de RNAs circulantes Mirandola. En la Tabla 6 podemos observar las 24 proteinas mas

identificadas en exosomas segun Exocarta.
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Figura 15. Esquema de un exosoma. Podemos apreciar la membrana lipidica y el posible

contenido exosomal(169).

Tabla 6. Lista de las 24 proteinas mds comUnmente identificadas en los andlisis proteémicos
de exosomas segun la base de datos protedmicos Exocarta.

Proteinas identificadas en exosomas

HSPAS8
CD9
GAPDH
ACTB
CD63
CbD81
ANXA2
ENO1
HSP90AA1
EEF1A1
PKM2
YWHAE

SDCBP
PDCD6IP
ALB
YWHAZ
EEF2
ACTG1
LDHA
HSP90AB1
ALDOA
MSN
ANXAS
PGK1
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1.3.5Implicaciones de los exosomas en cancer.

III

A finales del s. XIX Paget postulé su teoria del “seed-and-soil”’(216), es decir, la preparacién del
nicho premetastatico por parte del tumor. Desde entonces, muchas investigaciones se han
centrado en los mecanismos de metdastasis de los tumores y de las interacciones del tumor con
el microambiente. En los ultimos anos, el estudio de las vesiculas extracelulares ha abierto
todo un campo de investigacion en este aspecto, debido entre otras cosas, a que son de gran

interés en el ambito del descubrimiento de biomarcadores por reducir la complejidad de los

fluidos totales(217).

Se ha observado que los exosomas pueden ejercer varias funciones importantes en el
desarrollo del cancer(218), jugando un papel importante en la comunicacidn intercelular(219),

en el crecimiento celular e inicio de la migracion celular y metastasis(220).

El estudio de los exosomas liberados por las células tumorales ha llevado a la observacién de
que estos pueden provocar cambios en células normales hacia un fenotipo tumoral(221).
Ademas, la inyeccidn de exosomas aislados de suero de pacientes de cancer de mama, pero no
los de controles, pueden provocar la formaciéon de tumores en ratones(211). Los exosomas
derivados de células tumorales también pueden favorecer el crecimiento de otras células
tumorales mediante la transferencia de factores contenidos en los mismos(218). También se
ha descrito la capacidad de los exosomas para inducir angiogénesis, necesaria para el

crecimiento tumoral(222).

Otra funcién importante que se ha observado de los exosomas derivados de células tumorales
es la capacidad de conferir propiedades de resistencia a tratamiento in vitro. Por ejemplo en el
estudio de Lv et al, exosomas aislados de células de cancer de mama tratadas con docetaxel
eran capaces de conferir resistencia a la apoptosis mediada por este farmaco en otras células
en cultivo(223). De una manera similar, la linea celular de cancer de pulmdn A549 se expuso a
cisplatino, se aislaron los exosomas del medio de cultivo y se anadieron a otras células en
cultivo mas tratamiento con cisplatino. Se observé también que el tratamiento con los
exosomas de las células expuestas al tratamiento conferia una resistencia a las células

receptoras(224).

Otra de las caracteristicas mds importantes que se ha descrito que pueden llevar a cabo los
exosomas tumorales junto a la regulacion del microambiente tumoral, es la regulacion del

nicho premetastatico(225) y en el proceso de metastasis en general(220)(226) (Figura 16). Este
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proceso envuelve desde la regulacidon de la transicion epitelio-mesénquima(227), hasta el
organostropismo de los exosomas para la formacién del nicho premetastatico(228)(229). Con
este fin, el novedoso articulo de Hoshino et al, demostré que las integrinas presentes en los
exosomas se relacionaban con un tipo de metastasis u otro (a6B4 y a6B1 se asociaban a

metastdsis pulmonar, y avp5 a metastasis hepatica)(230).

La regulacién del sistema inmune por parte del tumor resulta muy importante en el desarrollo
del cancer(231). Se ha observado que mediante exosomas, las células tumorales pueden
generar un microambiente inmunosuprimido gracias a eliminar la actuacidn de las células
efectoras del sistema inmune y produciendo la expansion de células inmunosupresoras(232)
(233). Por ejemplo, los exosomas de células tumorales de prdstata contienen el ligando de
NKG2D en su superficie que producen una disminucién de NKG2D en la superficie de linfocitos

“natural killers” (NK), eliminando asi su funcidn citotdxica(234).
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Figura 16. Algunas de las funciones que se han descrito sobre los exosomas en la iniciacidén de
la metastasis, formacién del nicho premetastatico e inmuno modulacién(220).
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Ademas, el estudio de los exosomas derivados de pacientes de cancer se hace visible en el
reciente estudio de Melo et al, donde se demuestra que los exosomas que contienen GPC1 en
su superficie provienen de las células tumorales y que éstos solo se encuentran en los
pacientes de cancer de prostata(235). Este hecho abre las puertas a la investigacidn en otros
tipos de cancer para encontrar otros biomarcadores exosomales que nos permitan desarrollar

herramientas para el diagndstico y predecir el prondstico de los pacientes.

1.3.6 Exosomas en cancer de pulmon

El estudio de los exosomas en CPCNP en la actualidad esta siendo muy importante y esta en
continuo avance. Un estudio en la linea celular A549 demostré que las células expuestas a
cisplatino podian liberar exosomas que transferian resistencia al mismo a otras células a través
de cambios en la expresién de miRNAs en su contenido(224) . Otro estudio parecido, demostrd
que los exosomas derivados de células tratadas con gefitinib podian alterar la sensibilidad de
otras células al cisplatino(236). En lineas celulares de cadncer de pulmdén también se ha
estudiado el papel que puede tener p53 en la liberacidn de exosomas. Al someter las células a
estrés, un producto regulado por p53, TSAP, se observd que tenia un papel importante al

aumentar la liberacidon de exosomas(237).

Diferentes estudios se han centrado en la deteccion de exosomas en pacientes para
diagnosticar la enfermedad. En este sentido, se han estudiado los exosomas y su contenido en
varios fluidos bioldgicos humanos. Se observd que en los exosomas el contenido de EGFR en

plasma (238) y el contenido de LRG1 en orina eran posibles biomarcadores de CP(239).

Un primer estudio realizado por Jakobsen et al, que utilizé un microarray de proteinas,
identificd un panel de 30 marcadores en la superficie de exosomas aislados de plasma utiles
para diferenciar pacientes de controles. Este estudio, cabe decir que fue realizado en 109
pacientes de estados avanzados de la enfermedad y en controles, pero un factor muy
importante es que solo se necesitaron 10l de plasma de cada paciente(240). Otro estudio
reciente, analiza también a través de un microarray de proteina para exosomas, diferencias
en exosomas aislados de plasma de pacientes y de controles, identificando asi CD151, CD171, y

tetraspanina 8, como marcadores de exosomas tumorales en los pacientes(241).

En el estudio liderado por Rabinowits et al, se observd que la concentracién total de exosomas

en plasma era mas elevada en pacientes que en controles(242). También varios estudios han
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investigado la expresidon diferencial en exosomas de miRNAs entre pacientes de CPCNP y
controles sanos. En el estudio de Rabinowits se detectd la expresion diferencial de 12 miRNAs
(miR-17-3p, miR-21, miR-106a, miR-146, miR-155, miR-191, miR-192, miR-203, miR-205, miR-
210, miR-212, miR-214) en los exosomas aislados de plasma entre 27 pacientes de

adenocarcinoma respecto a controles sanos(242).

Otro estudio compard la cantidad de exosomas y de miRNAs, en este caso en 30 pacientes de
CPCNP, en plasma y en lavado broncoalveolar de estos comparandolo con controles sanos. En
este caso se observd que en plasmay en el lavado broncoalveolar tanto en los pacientes como
en los controles habia mds cantidad de exosomas en plasma. Ademas, al comparar la cantidad
entre pacientes y controles, se observd mayor cantidad de exosomas en las muestras de
pacientes. Analizaron también el contenido de miRNAs, y se encontré también un mayor
contenido de miRNAs en plasma que en el lavado broncoalveolar de los pacientes. Cuando
cuantificaron los miRNAs, los mas elevados en plasma de pacientes fueron los siguientes: miR-

16, miR-20a, miR-195, Let-7a, miR-223, miR-21, Let-7b, miR-106b, miR-92ay Let-7g(190).

Interesantemente, el estudio realizado por Aushev et al, compara los niveles de miRNAs libres
y en exosomas de pacientes de carcinoma escamoso antes y después de la cirugia, y detecta
que hay varios miRNAs que disminuyen en plasma al remover el tumor miR-205, miR-19a, miR-
19b, miR-30b, y miR-20a, y que sorprendentemente estos se encuentran altos en exosomas
tumorales(243). En conjunto, las caracteristicas de los principales estudios de exosomas en

pacientes de CPCNP las podemos ver en la Tabla 7.
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Tabla 7. Principales estudios que envuelven exosomas en pacientes de CPCNP.

marcador Tipo de fluido  Tipo de paciente referencia
EGFR Plasma CPCNP (238
LRG1 Orina CPCNP y controles 289
miR-17-3p, miR-21, miR-106a, Plasma Adenocarcinoma y controles (242
miR-146, miR-155, miR-191,

miR-192, miR-203, miR-205,

miR-210, miR-212, miR-214

miR-16, miR-20g, miR-195, Plasmay CPCNP y controles 100
Let-7a, miR-223, miR-21, Lavado

Let-7b, miR-106b, miR92a,
Let-79

30 marcadore:

CD151, CD171y tetraspanina ¢
miR-30b, miR-30c, miR-103
miR-122, miR-195, miR-203,
miR-221, miR-222
miR-205,miR-19a,miR-19b,
miR-30b, miR-20a

broncoalveolar

Plasma CPCNP avanzados y controles (240
Plasma CPCNP y controles 247)
Plasma CPCNP y controles (249
Plasma pre y Carcinoma Escamoso. (243

post operacion.
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1.4 YKT6

1.4.1 Principales caracteristicas de YKT6

YKT6 es un gen que se encuentra en el brazo corto del cromosoma 7 (7p13)(Figura 17).

Codifica por una proteina N-ethylmaleimide sensitive factor attachment protein receptor

(SNARE) de 26KDa. Las proteinas SNARE tienen un dominio coiled-coil (hélice superenrrollada),

y se pueden clasificar en R-SNARE o Q-SNARE dependiendo si en el centro de este dominio

encontramos una arginina o una glutamina respectivamente. Ykt6 es en concreto una R-SNARE

que se encuentra muy conservada desde levaduras hasta humanos(245), y un estudio

demuestra que Ykt6 de levadura se puede substituir por la forma de mamifero

funcionalmente(246). En mamiferos se ha descrito como una proteina necesaria para la via de

secrecion constitutiva de proteinas (247).
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Figura 17. Diagrama de la region del cromosoma 7 donde se encuentra el gen YKT6 (UCSC
Genome Browser on Human Dec. 2013)
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Como muchas SNARE, se trata de una proteina que estd asociada al transito vesicular y en
procesos de fusibn de membranas, incluyendo funciones en transito de reticulo
endoplasmatico (RE) a Golgi (interaccionando con syntaxin 5, GS28, y Bet1)(248)(246),
intragolgi(249) y transporte de endosoma a Golgi (mediante GS15, syntaxin5 y GS28(250).

Ykt6 se ha visto sobreexpresada en células neuronales de rata(251) y en células
neuroendocrinas PC12 formando agregados resistentes a proteasas(252), donde se ha visto
que su sobrexpresidon puede alterar el ciclo celular, abriendo asi la posibilidad que ademas

tenga una funcion mas alla de la tipica SNARE.

Una funcién muy interesante es el posible rol que se encontré entre ykt6 y la liberacion de
exosomas que contienen Wnt. Las proteinas Wnt son importantes en el desarrollo tumoral
(253). En el estudio llevado a cabo por Gross et al, Identificaron Ykt6 mediante un screening de
ARNs de interferencia como un posible regulador de la liberacidn de exosomas en Drosophila.
En este estudio observaron que tanto en Drosophila melanogaster como en células de
mamifero, la inhibicion de YKT6 producia un bloqueo en la secrecion de marcadores
exosomales y de Wnt que quedaban en los compartimentos endosomales. En primer lugar,
mediante un experimento in vivo con Drosophila, inhibieron Ykt6 mediante un ARN de
interferencia, y observaron que Wg (Wingless, Wnt de Drosophila) se acumulaba en el interior
de las células productoras, que la cantidad de Wg liberada disminuia y que en este estudio
funcional la disminucién de la liberacién de Wg producia una reduccidn de la expresién del gen
senseless en las células préximas, alterando asi la formacion del disco control. Al estudiar la
regulacién exosomal observaron que el marcador exosomal CD63 asi como Wg quedaban
dentro de las células también en Drosophila. Para estudiar si el rol de Ykt6 podia estar
conservado, inhibieron el componente Tsgl01 parte de ESCRT 0, comprobando que este es
necesario para la liberacion del marcador exosomal CD81, y Wnt3A. Al utilizar un ARN de
interferencia contra Ykt6 observaron un efecto similar, indicando que Ykt6 disminuye la
liberaciéon de exosomas. También midieron la actividad de Wnt en el sobrenadante de las
células, detectando al inhibir tanto Tsg101 como Ykt6, una disminucion de la actividad de Wnt
del 50% comparada con el control. Ademads, en las células HEK293 la inhibicién de YKT6
producia que el marcador exosomal CD63 fuera transferido de los MVB a los lisosomas para su

degradacion(254).
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1.4.2 Mecanismos de regulacion de YKT6

Las proteinas SNARE suelen contener tres regiones: dominio regulatorio N-terminal(255), un
dominio central conservado o “core domain” que contiene el motivo SNARE que tiene unos 60-
70 aminoacidos y, un dominio C-terminal transmembrana que funciona como

anclaje(256)(Figura 18).

En la forma citosdlica, el extremo N-terminal tiene un papel regulatorio en la funcién de la
proteina ya que interacciona con el SNARE core domain impidiendo asi su funcion. En el caso
de YKT6 se ha descrito que su N-terminal tiene una secuencia caracteristica de pliegues que
recibe el nombre de dominio “longin”(257). Al contrario que la mayoria de proteinas SNARE,
Ykt6 no contiene un dominio transmembrana para su anclaje, sino que presenta en su C-
terminal un motivo consenso de prenylacion “caja CAAX (Cysteine-Aliphatic-Aliphatic-X)” (258),
que se puede palmitoilar en su primera cisteina, y farnesilizar en la segunda, y que permite su
insercién en la membrana(259). Ykt6 se puede encontrar tanto en citoplasma como unido a
membrana, y en las dos formas se encuentra farnesilada(259) pero para su unién a la
membrana las dos modificaciones lipidicas son necesarias y solo la forma unida a membrana es

activa(251).

A Human ykt6

1 20 60 138 198
N | N-terminal domain C
[
SNARE domain-binding region 194 195

Figura 18. Estructura de Ykt6(259).

Ademas el gen YKT6 esta precedido por una isla CpG, bien conocidas por el posible efecto en la

regulacién epigenética que podria estar afectando la expresién del gen.
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1.4.3 Estudio de YKT6 en cancer

La expresién de algunas proteinas SNARE se ha relacionado con el proceso de inflamacion y del
desarrollo de cancer(260). En el caso de YKT6, pocos estudios han realizado investigacion entre
su expresion y procesos tumorales. En 2.004 un estudio publicado por Kluger et al, analizé
mediante un microarray de cDNA diferencias en la expresidn de genes en lineas celulares de
cancer de mama de ratén que diferian en su capacidad invasiva, y asi detecté que ykt6
aumentaba en fenotipos mas agresivos y que podian dar lugar a metdstasis(261). Otro estudio,
este caso en 2.007, liderado por Ooe et al, analizd 186 muestras tumorales de pacientes de
cancer de mama. Investigaron la relacion entre el estado mutacional de p53 con la respuesta a
tratamiento y analizaron un total de 2.412 genes para identificar cuales estaban
diferencialmente expresados segun el estado mutacional de p53 y respuesta al tratamiento
deocetaxel. YKT6 fue uno de los genes que al analizar los resultados se vio que estaba
sobreexpresado en los tumores que tenian p53 mutados y que se asociaban con una baja
respuesta al docetaxel. Ademas su estudio in vitro demostré en las células de cancer de mama
MCF-7, que la inhibicién de YKT6 mediante un small interfering RNA (siRNA) producia un

aumento de la apoptosis cuando estas se trataban con docetaxel(262).
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2.

Hipotesis y objetivos
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2.1 Hipétesis

En los ultimos afios el estudio de los exosomas, unas vesiculas extracelulares de 30-100nm
liberadas por una gran variedad de tipos celulares, se ha incrementado al observarse las
funciones que éstos pueden tener en la progresion del cancer. Una de las funciones que los
exosomas pueden llevar a cabo es, entre otras, la modulacidon del microambiente tumoral,
favoreciendo un fenotipo mds agresivo a través de la transferencia de miRNAs a las células
vecinas, y al poder realizar inmunosupresion. Otra de las funciones importantes que se han
descrito en los exosomas liberados por las células tumorales, es la preparaciéon del nicho
premetastatico, detectandose en su superficie diferentes marcadores, integrinas, que

favorecen la metastasis de forma organotrépica.

El hecho de que los exosomas se hayan encontrado en gran variedad de fluidos, entre ellos
plasma y orina, hace que sean unos buenos candidatos a biomarcadores en cancer,
habiéndose detectado proteinas en la superficie de éstos que permiten diagnosticar pacientes

con cancer de pulmén.

Aunque en la actualidad gran parte de los mecanismos de biogénesis y liberacidon de exosomas
han sido caracterizados, aun sigue siendo poco conocida la funcién de algunas proteinas en
estos procesos, y se postula a que la funcién podria depender del tipo celular. En este sentido,
Ykt6, es una proteina que se ha observado ser necesaria para la liberacion de exosomas que
contienen Wnt en su superficie tanto en modelos de Drosophila melanogaster, como en
modelo in vitro con la linea celular de mamifero HEK293. Ademas, la expresion del gen YKT6
aunque no se ha estudiado hasta la fecha en cancer de pulmdn, se ha postulado como un

posible biomarcador prondstico en otro tipo de tumores.

Consideramos que estudiar la posible funcién de YKT6, en la liberacién de exosomas en CP, asi
como sus miRNAs reguladores, podria ser de gran utilidad para mejorar el conocimiento del

desarrollo tumoral y nos permitiria identificar nuevos biomarcadores para el CP.
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2.2 Objetivos

Basandonos en esta hipdtesis nos planteamos los siguientes objetivos:

2.2.1 Objetivo general
Estudiar la funcion de YKT6 en la liberacidon de exosomas y su regulacién por miRNAs en lineas
celulares de cancer de pulmén de célula no pequefia, y estudiar la expresion de YKT6 en

pacientes de cdncer de pulmdn de célula no pequefia.

2.2.2 Objetivos especificos

1)  Estudiar la funcién de YKT6 en la liberacién de exosomas en lineas celulares de CP.

2) Identifficar y validar YKT6 como diana de miRNAs en lineas celulares de CP.

3) Estudiar la afectacidon en la liberacion de exosomas mediante la regulacién de YKT6
mediante miRNAs.

4)  Analizar los niveles de expresion de YKT6 en tejido tumoral y normal de pacientes de CP.

5) Analizar los niveles de expresion de los miRNAs validados como reguladores de YKT6 en
tejido tumoral y normal de pacientes de CP.

6) Determinar si los niveles de expresion de YKT6 se asocian a recaida y supervivencia en los

pacientes de CP.
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Material y métodos
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3.1 Estudio in vitro con linea celular A549

Para la presente tesis todos los experimentos in vitro se han realizado con la linea celular A549
(DMSZ ACC 107). Se trata de una linea celular de cancer de pulmoén establecida en 1972
mediante cultivo de explantes de tumor de pulmdn de un paciente hombre caucdsico de 58
afios. Sobre esta linea celular inicialmente se describié que pueden inducir tumores en ratones
atimicos, y son capaces de sintetizar lecitina a través de la ruta de la citicolina. Es positiva para
citoqueratina 7, 8, 17, 18, 19 y vimentina, y negativa para desmina, endotelina, EpCAM y

neurofilamento.

Las células A549 se han cultivado en medio DMEM suplementado con suero fetal bovino,
penicilina y estreptomicina, y se ha mantenido en incubadora en las siguientes condiciones:

379C, 5% CO, y 95% de humedad.

3.2 Inhibicion de YKT6 con DsiRNA para evaluar la liberacion de

exosomas
La inhibicidn de YKT6 se llevd a cabo en la linea celular A549 utilizando un Dicer-substrate short
interfering RNA (DsiRNA) contra YKT6 (Ref. HSC.RNAI.N0O06555.12.8, IDT) y como control un
DsiRNA control (Ref. DS NC1, IDT).

Las células se cultivaron 24 horas antes de la transfecccion plantando inicalmente 1 millén de
células en placas Petri de 10cm de diametro (Cell culture dish Ref. 664160, Cellstar). El contage
de las células se realizd6 mediante la maquina Countess (Invitrogen). Se utilizdé una
concentracion final de DsiRNA 50nM en un volumen final de 6ml de medio de cultivo fueron

transfectados utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen) con los siguientes pasos:

1. Realizamos una master mix en tubos eppendorf con Opti-MEM (750ul) (Opti-MEM®,
Reduced Serum Medium, Gibco) y 6ul del DsiRNA correspondiente, y en otra Opti-
Mem (744ul) en el que diluimos la Lipofectamina 2000 (15ul), dejandolo incubar cinco
minutos a temperatura ambiente.

2. A cada tubo eppendorf de Opti-Mem con el DsiRNA le afiadimos la misma cantidad del
otro eppendorf de Opti-Mem con Lipofectamina 2000, haciendo un volumen de 1,5mL.
Golpeamos suavemente para homogeneizar y dejamos incubar 25 minutos mas.

3. Durante este tiempo cambiamos el medio de las células por 4,5mL de medio sin
antibidtico.

4. Pasada laincubacion, afiadimos el producto en la placa oportuna gota a gota.
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5. Pasadas 4-6 horas cambiamos el medio por medio con antibidtico para evitar
contaminaciones.

6. La eficiencia de la transfeccién e inhibicién de YKT6 se midié a las 48h mediante
Western Blot. Ademas, realizamos cambio de medio y cultivamos 48h mas para aislar

exosomas.

3.3 Extraccion de proteina y cuantificacion de proteina total
Para la extraccion de proteina total de las células utilizamos Buffer de lisis de células (CLB)
(Ref.9803, Cell Signaling) suplementado con 10% PMSF 0,1M. El protocolo realizado es el

siguiente:

1. Realizamos un lavado de la placa donde encontramos las células con 2mL de PBS y lo
retiramos.

2. Afadimos 2mL de tripsina para arrancar las células y dejamos incubar 4 minutos a
37°C.

3. Afiadimos 4mL de medio con FBS para neutralizar la tripsina y resuspender las células
arrancadas de la base de la placa de cultivo.

4. Transferimos las células arrancadas a un tubo falcon de 15 ml y centrifugamos a
2.500g durante 5 minutos.

5. Retiramos todo el sobrenadante y resuspendemos el pellet de células en 1mL de PBS,
lo transferimos a un eppendorf y volvemos a centrifugar durante 5 minutos a 2.500g.

6. Retiramos todo el sobrenadante y depositamos el eppendorf con el pellet de células
en hielo.

7. Afiadimos 100-200ul de CLB a las células y resuspendemos pipeteando vigorosamente.

8. Dejamos en hielo de 30 minutos a 1 hora, realizando vortex cada 10 minutos.

9. Centrifugamos a 14.000 rpm durante 15 minutos a 492C, y conservamos el

sobrenadante donde se encuentran las proteinas extraidas.

Para la cuantificacion de proteinas extraidas realizamos el ensayo de cuantificacion
colorimétrica de proteina Bradford. Para esto, realizamos una recta estandar con diferentes

concentraciones conocidas de BSA (23209,Pierce) a partir de la dilucién de 1mg/ml.

1. Realizamos las diluciones de proteina para cuantificar en una placa de 96 pocillos.
Afadiremos 199,5ul de agua y 0,5ul de muestra, realizando duplicados de cada

muestra. Ademas realizamos la recta patron.

70



2. Afadimos tapando de la luz 50ul de reactivo Bradford (Bradford 1x Dye Reagent
#5000205, Biorad) procediendo a su resuspension con la pipeta. Este paso debe
realizarse rapidamente para evitar variedad debida al usuario.

3. Incubamos tapado de la luz durante 30 minutos a temperatura ambiente.

4. Realizamos la lectura de la absorbancia de los pocillos a 595nm en el
espectofotometro VERSAmax microplate reader de Molecular Devices.

1. Extrapolamos la concentracion de proteina de las muestras a partir de la recta

estandar.

3.4 Western Blot
Para la deteccion de proteinas mediante anticuerpos, los anticuerpos primarios utilizados han
sido Ykt6 (H00010652-M03, Tebu-bio), a-tubulina (T6074, Sigma-Aldrich) y Tsgl01 (ab83,

abcam). El procedimiento para el western blot (WB) es el siguiente:

1. Cargarmos 20ug de proteina total o el pellet aislado de exosomas previamente
desnaturalizados a 972C durante 10 minuto en geles NuPAGE del 4-12%
(NWO04120BOX, Invitrogen).

a. Para las proteinas extraidas de células calculamos la concentracién necesaria
para los 20ug de proteina total y lo llevamos a un volumen final de 40ul de
tampdn de carga consistente en 10ul de NUPAGE® LDS Sample Buffer (4X), 4pl
de 10X Bolt® Sample Reducing Agent, y H,0 hasta el volumen final.

b. Para los exosomas, resuspendimos el pellet en 40ul de tampdén de carga
consistente en 10ul de NUPAGE® LDS Sample Buffer (4X), 4ul de 10X Bolt®
Sample Reducing Agent, y 26ul de H,0.

2. Realizamos la electroforesis durante 45-90 minutos, a 80V y unos 100 mAmp con el
Novex Bolt Mini gel Tank con el buffer de electroforesis MES (MES SDS Running buffer
(20x), BO002, Novex).

3. La transferencia de los geles se realiza a membranas de PVDF mediante la maquina I-
blot (Life technologies) con el programa 0.

4. En el caso de las membranas de exosomas, antes de realizar el bloqueo, realizamos
una tincién con Ponceau (P7170, Sigma-Aldrich), durante 5 minutos, escaneamos la
imagen y realizamos tres lavados con agua de 5 minutos.

5. Las membranas se bloquearon 1h en 15mL de TBS-T 0,05% con 0,75g de leche

desnatada en polvo.
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a. Para la realizaciéon de TBS-T 0,05% utilizamos TBS ( Tris Buffered Saline, 10x,
BP2471-1, Fisher Scientific) diluyéndolo primero 1:10, para obtener 1L de TBS
1x, y después le afiadimos 500ul de Tween 20 (P7949, Sigma-Aldrich).

6. Se realizan tres lavados con TBS-T 0,05%.

7. Después se incuban las membranas en rotacion a 49C hasta el dia siguiente con los
anticuerpos primarios. Esto se realiza en 5mL de TBS-T 0,05% mas 1pl de anticuerpo
anti-YKT6, o 10ul de anticuerpo anti-TSG101.

a. La incubacidn con el anticuerpo anti-Tubulina se realiza durante 1 hora a
temperatura ambiente, en 15mL de TBS-T 0,05% mds 7,5ul de anticuerpo.

8. El siguiente paso consiste en tres lavados con 10ml de TBS-T 0,05% para eliminar los
restos de anticuerpo no unidos.

9. Incubamos las membranas con 3ul de anticuerpo secundario anti-ratén (A9044, Sigma-
Aldrich) en 15mL de TBS-T 0,05%.

10. Se realizan tres lavados, los dos primeros con TBS-T 0,05%, y el ultimo con TBS-T.

11. Finalmente se revela la sefial con el Novex® ECL Chemiluminescent Substrate Reagent
Kit (WP20005, Invitrogen) y se obtiene la imagen Chemidoc System (Bio-Rad).

12. La intensidad de las bandas se cuantifica con la ayuda del programa Quantity One

version 4.2.6.

3.5 Estudio de la regulacion de YKT6 por miRNAs

Estudio in silico

Para estudiar los miRNAs que regulan la 3’UTR de YKT6, se seleccionaron miRNAs teniendo en
cuenta su potencial in silico, es decir, la probabilidad generada mediante algoritmos basados
en diferentes scores para predecir la complementariedad del miRNA y su ARNm diana y la
investigacion bibliografica de los miRNAs resultantes. Para este fin utilizamos las bases de

datos TargetScan (www.targetscan.org) y miRo (http://ferrolab.dmi.unict.it/miro). Se tuvieron

en cuenta aquellos miRNAs que estaban predichos por mas de 4 bases de datos segin miRo
como putativos miRNAs reguladores de YKT6 y por TargetScan, teniendo en cuenta el
apareamiento tipo 7mer-m8 y 7mer-Al de los miRNAs conservados entre vertebrados y

mamiferos.
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Clonacién de la region 3’'UTR de YKT6 para la validacion de target de miRNAs
Para validar los miRNAs seleccionados utilizamos el ensayo del vector reportero Renilla-

luciferasa.

Para este ensayo la 3’UTR de YKT6, que tiene una longitud de 2.1 kilo bases (kb), se clond
mediante la reaccién de la polimerasa en cadena (PCR) utilizando encebadores que contienen
los sitios de restricciéon Sgfl y Pmel (forward: 5’GCG ATC GCC GGA AAC AAA ACT CAT GCT
reverse: 5" GTT TAA ACC CCT GAA GCA CAA AGA AAG (). Las condiciones de la PCR son las
siguientes: 50ng de ADN extraido de tejido normal de un paciente, y utilizamos el kit de Takara
LA (Laboratrorios Conda) por cada reaccion: 8ul de dNTPs, 5 ul de Buffer, 4,7 ul de MgCl, 0,5 pl
de Taq, 1 ul de primer Forward(10nM) y 1 ul de primer reverse (10nM) en un volumen final de

50 pl. Las condiciones del termociclador (Flez cycler, Analytikjena) fueron las siguientes:

942C 1minuto, [942C 30 segundos, 602C 1 minuto, 722C 1 minuto 50 segundos] x20ciclos, 722C

15 minutos, y después se mantuvo a 42C hasta su utilizacion.

El producto de PCR se clond en un vector TOPO TA (Applied Biosystem) y se transformé en las
bacterias competentes Escherichia coli TOP10F’ (Life technologies). Para esto se siguieron los

siguientes pasos:

Afadimos 1ul de producto de PCR a 1pl de vector comercial.
Esperamos 5 minutos a temperatura ambiente y dejamos en hielo.

Descongelamos el vial de las bacterias en hielo.

H wo N

Afadimos el vector a las bacterias, homogeneizamos ligeramente dando golpecitos

con el dedo, sin pipetear, e incubamos en hielo durante 30 minutos.

5. Una vez pasado este tiempo incubamos el vial a 422C durante 30 segundos sin agitar y
lo ponemos rapidamente en hielo.

6. Le anadimos 250ul de medio SOC (Ref. 15544034, Invitrogen) al vial y dejamos incubar
a 372C en rotacidn durante 1 hora.

7. Pasado el tiempo de incubacion afiadimos 50ul en placas de agar (22700-025,

Invitrogen) suplementado con kanamicina 50mg/mL (11815-024, Life technologies)

Los clones positivos se seleccionaron por resistencia a kanamicina, se colocaron en tubos de
15ml con 5ml de Agar liquido (12780-052, Invitrogen) suplementado con kanamicina a
50mg/mL y se dejaron incubar a 372C en agitacién. A las cuatro horas de crecimiento de las
colonias, se obtuvieron 50ul de cada tubo para la comprobacién por PCR del inserto de YKT6.

Estos 50ul de bacterias en cultivo se pusieron en el termociclador a 982C durante 10 minutos
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para lisar las bacterias, y seguidamente se centrifugd a 14.000rpm durante 5 minutos. Con el
sobrenadante se realizé la PCR para comprobar si el inserto de YKT6 estaba presente. Ademas,
los clones positivos para el inserto de YKT6 se enviaron a secuenciar a través de STABvida a
una concentracion de 20ng/ul con un volumen final de 20 pl, junto con los encebadores
forward y reverse para YKT6. Para poder extraer y purificar los vectores se realiza una
miniprep. Para la realizacién de la miniprep utilizamos el kit QlAprep Spin Miniprep Kit (27104,

Qiagen). Los pasos realizados son los siguientes:

1. Centrifugamos los 5mL de medio de cultivo de las bacterias a 2.000rpm durante 10
minutos para obtener el pellet de bacterias.

2. Resuspendemos el pellet de bacterias en 250 pl de buffer P1 y lo transferimos a un
tubo de microcentrifuga.

3. Afadimos 250 pl de buffer P2 e invertimos varias veces el tubo hasta que la solucién se

vuelva clara.

Afadimos 350 pl de buffer N3 y mezclamos rapidamente.

Centrifugamos 10 minutos a 13.000 rpm.

Obtenemos el sobrenadante del paso 5 y lo afladimos a una columna Quiaprep spin.

N o oA

Centrifugamos la columna durante 60 segundos y descartamos el liquido que ha

pasado por la columna.

8. Afadimos 750 pl de buffer PE a la columna y centrifugamos 60 segundos. Retiramos el
liguido que ha pasado por la columna.

9. Centrifugamos 1 minuto mas para eliminar cualquier resto liquido de la columna

10. Ponemos la columna en un tubo eppendorf limpio y eludimos el ADN afiadiendo 50 ul

de buffer EB en el centro de la columna. Dejamos reposar 1 minuto, y después

centrifugamos 1 minuto a 13.000 rpm.

Después 1ug del vector TOPO TA con el inserto seleccionado de YKT6, y 1ug del vector
psiCHECK2 (Promega) (Figura 20) se digirieron y linearizaron respectivamente con enzimas de
restriccion: En un volumen final de 40 pl, a cada uno le afiadimos las siguientes cantidades de
enzimas de restriccién: 4ul de NEB2, 1uL de Pmel, 0,5 pl de Sgfl, y también 0,25 ul de BSA. El
programa utilizado para linealizar fue de 372C hasta el dia siguiente y después paramos la

reaccién con 20 minutos a 652C.
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La 3’'UTR de YKT6 procedente del vector TOPO TA y el vector psiCHECK2 linearizado se

purificaron en un gel de agarosa (AG-0520, Ecogen) 1%, con el kit QlAquick gel extraction kit

(28704, Qiagen):

10.

11.

Recortamos la banda a purificar del gel de agarosa con un bisturi.

Pesamos la banda de gel recortado la pasamos a un tubo eppendorf y le afadimos tres
volumenes de buffer QG por cada volumen de gel (por 100mg de gel afiadimos 300uL
de buffer QG).

Incubamos la mezcla a 502C durante 10 minutos. Realizamos vortex cada 2 minutos
para ayudar a disolver el gel.

Afiadimos un volumen de isopropanol y mezclamos.

Pasamos todo el producto del tubo eppendorf a una de las columnas del kit y la
ubicamos en uno de los tubos de coleccidn.

Centrifugamos a 13.000 rpm durante 1 minuto. Y eliminamos el producto filtrado.
Afiadimos 500uL de buffer QG a la columna y centrifugamos durante 1 minuto a
13.000rpm. Eliminamos el filtrado.

Para lavar la columna afadimos 750uL de buffer PE a la columna y dejamos incubar
durante 5 minutos. Centrifugamos durante 1 minuto a 13.000rpm.

Eliminamos el filtrado y volvemos a centrifugar la columna vacia para eliminar restos
de buffer de lavado.

Para eludir el ADN afadimos 50uL de buffer EB al centro de la columna y dejamos
incubar durante 1 minuto

Traspamos la columna a un tubo eppendorf nuevo y centrifugamos durante 1 minuto a

13.000rpm.

Una vez pruficados, introducimos la 3’UTR procedente del vector TOPOTA en el vector

Psicheck2 linearizado con DNA ligasa T4 (M0202S, New England Biolabs) en la zona de

clonacion localizada en la zona downstream del gen reportero Renilla Luciferasa.

Para la ligacion tuvimos en cuenta la férmula:

ng vector x tamafio inserto (kb) 6
— — =ng de Inserto
Tamatfio vector (kb) 1

Las condiciones de la ligacion fueron las siguientes: 4ul de buffer de ligacion 10x, 7,2ul de

vector psiCHECK2, 25,6ul de inserto de 3'UTR de YKT6, 0,5ul de T4 ligasa y 2,7ul de H,0 para
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un volumen final de 40 pl. La ligacién se produjo durante toda la noche a 162C, seguido de 10

minutos a 652C y después se dejo a 42C.

Figura 20. Vector psiCHECK2 utilizado. Hemos marcada las dos dianas de enzimas de
restriccion utilizadas para linealizar el vector.

El vector Psicheck2 modificado se transformé de nuevo en TOP10F’ E. coli y se seleccionaron
las colonias positivas por resistencia a ampicilina (A5354, Sigma-Aldrich), para confirmar

mediante restriccion enzimatica y secuenciacién.

Ensayo Renilla-Luciferasa

Para estudiar que miRNAs podrian estar regulando la 3’UTR de YKT6 transfectamos las células
A549 con el vector modificado psiCHECK2 que contiene la 3'UTR de YKT6 junto a los miRNAs a
estudiar. El vector psiCHECK2 codifica para dos proteinas que emiten luz, Renilla Luciferasa y
Firefly luciferasa. Nosotros hemos modificado el vector psiCHECK2 de forma que la 3’'UTR de
YKT6 se encuentra en la zona downstream de Renilla luciferasa, de forma que al contransfectar
un miRNA con el vector vemos diferencias en la ratio de actividad de la Renilla luciferasa

respecto a la Firefly luciferasa podemos inferir que el miRNA esta regulando la 3’"UTR de YKT6.

La actividad de la Renilla Luciferasa y de la Firefly luciferasa se midié 24h después de la
transfeccion de las células A549 con 500ng del vector psicheck2 modificado con la 3’UTR de
YKT6 y 100nM del pre-miRNA seleccionado. Las referencias de los pre-miRNAs de Ambion
utilizados son: pre-miR-204 (PM11116), pre-miR-control negativo #2 (AM17111), pre-miR-34a
(PM11030), pre-miR-134 (PM10341), pre-miR-135a (PM11126), pre-miR-135b (PM13044), pre-
miR-141(PM10860), pre-miR-370 (PM12868).

Se utilizé el kit Promega Dual Luciferase Reporter Assay System (Promega) para la lectura en el

luminémetro. Los pasos seguidos fueron los siguientes:

1. Obtenemos el pellet de las células transfectadas a las 24h, mediante la tripsinizacion y

centrifugacién 5 minutos a 2.500g.
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2. Lavamos con PBS el pellet y volvemos a centrifugar a 2.500g 5 minutos.

3. Anadimos 100 ul de buffer PLB a cada pellet. Dejamos 30 minutos realizando vortex
cada 5 minutos.

4. Mientras pasan estos 30 minutos preparamos los reactivos LARII y StopGlo:

a. LARIl es una pastilla que se debe disolver en el liquido que lleva el mismo kit

b. Para 10ml de buffer StopGlo necesitamos 0,2mL de StopGlo substrate.

c. Parasaber el volumen que necesitamos de cada uno: siempre se necesitan 900
pl para llenar la maquina, mas 100ul por cada pocillo, mas 100ul para un
pocillo que sera el blanco.

5. Cargamos los reactivos en la maquina, y en una placa de 96 pocillos de fondo blanco
(3917, Costar), de cada tubo con buffer PLB rellenamos tres pocillos con 30ul que
seran las réplicas.

6. Realizamos la lectura con el programa simplicity y la opcion Promega DLR_ Dual

measurement en el lumindmetro Orion Il (Berthold)

Los miRNAs significativos en el estudio Renilla-luciferasa se validaron por WB durante el

estudio de la transfeccion de miRNAs para evaluar la liberac ién de exosomas (apartado 3.6)

3.6 Inhibicion de YKT6 con miRNAs para evaluar la liberacion de

exosomas
La inhibicion de YKT6 mediante miRNAs se llevd a cabo en la linea celular A549 utilizando los

pre-miRNAs seleccionados y como control negativo el pre-miRNA control.

Las células se cultivaron 24 horas antes de la transfecccidon plantando inicalmente 3 millones
de células en placas Petri de 10cm de didmetro (Cell culture dish Ref. 664160, Cellstar). La
quantificacion de las células se realizd mediante la maquina Countess (Invitrogen). Se utilizo
una concentracién final de DsiRNA 50nM en un volumen final de 6ml de medio de cultivo

fueron transfectados utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen) con los siguientes pasos:

1. Realizamos una master mix en tubos eppendorf con Opti-Mem (750ul) y el DsiRNA
correspondiente (6ul), y en otra Opti-Mem (744ul) en el que diluimos la Lipofectamina
2000 (15ul), dejandolo incubar cinco minutos a temperatura ambiente.

2. A cada tubo eppendorf de Opti-Mem con el ARN le afiadimos la misma cantidad del
otro eppendorf de Opti-Mem con Lipofectamina 2000, haciendo un volumen de 1,5mL.

Golpeamos suavemente para homogeneizar y dejamos incubar 25 minutos mas.
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3. Durante este tiempo cambiamos el medio de las células por 4,5mL de medio sin
antibidtico.

4. Pasada la incubacion, afiadimos el producto en la placa oportuna gota a gota.

5. Pasadas 4-6 horas cambiamos el medio por medio con antibidtico para evitar
contaminaciones.

6. A las 48 horas recogemos el medio de cultivo para aislar exosomas mediante

ultracentrifugacion, y extraemos proteina celular.

3.7 Ensayo de proliferacion celular

La proliferacion celular la estudiamos con el kit CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay de Promega. Este ensayo que mide la reduccién de las sales de tetrazolio
(MTS) por las células viables dando lugar a un compuesto cuantificable colorimétricamente
que es el formazan. La formacion de formazan es directamente proporcional al numero de
células viable. Para este ensayo se realiza la medicion de la absorbancia a 490nm una vez cada

24h hasta las 72h. Se realizan los siguientes pasos:

2. Sembramos en placas de 6 pocillos (6 well cell culture plate, cellstar) 500.000 células y
transfectamos con Lipofectamina 2000 o bien los DsiRNA contra YKT6 y control, o bien
los pre-miRNAs seleccionados para analizar.

3. Al dia siguiente replagueamos las células en placas de 96 pocillos (96 well cell culture
cluster, costar), depositando un total de 2.000 células por pocillo en un volumen final
de 100 pl. Realizamos tres réplicas para cada condicién, y varias placas, una para cada
dia de medicion necesario.

a. Paraesto lo primero sera eliminar el medio de cultivo de las células.

b. Seguidamente realizamos un lavado de las células con PBS.

c. Retiramos el PBS y afiadimos 0,5mL de Tripsina (Invitrogen) precalentada a 37
oC. y dejamos incubar 2 minutos a 372C.

d. Anadimos 1mL de medio de cultivo con FBS para inhibir la tripsina,
resuspendiendo y arrancando las células del fondo de la placa.

e. Transferimos las células a un tubo falcon de 15mL y centrifugamos a 2.500G
durante 5 minutos para obtener el pellet de células.

f. Resuspendemos en 1mL el pellet y cuantificamos las células mediante la
maquina Countess.

4. Anadimos 20ul de producto MTS a cada pocillo pipeteando varias veces y dejamos 45

minutos en el incubador de células.
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5. Pasado este tiempo realizamos la lectura de la absorbancia de la placa a una densidad
Optica de 490nm en el espectofotémetro VERSAmax microplate reader de Molecular

Devices.

3.8 Aislamiento de Exosomas.

Para el aislamiento de exosomas se utilizé tanto medio condicionado de las células A549, como
plasma (125 pl) de pacientes de CPNP. Las células A549 se cultivaron en DMEM suplementado
con 10% de Suero Fetal Bovino (FBS) libre de exosomas (Exosome depleted FBS, A2720801,
Gibco). Es importante la utilizacién de este tipo de FBS ya que el FBS normal contiene gran
cantidad de exosomas. El aislamiento se realizé en el medio condicionado (6mL) de las células
cultivadas durante 48h mediante el procedimiento de ultracentrifugacidn que consta de los

siguientes pasos que podemos ver esquematizados en la Figura 21:

1. Centrifugacion del medio 300g durante cinco minutos para eliminar células,
recuperamos el sobrenadante.

2. Centrifugacion durante 20 minutos a 2.500g para eliminar células muertas, vy
recuperamos el sobrenadante.

3. Centrifugacidn durante 30 minutos a 10.000g para eliminar debris y particulas grandes.

4. El siguiente paso consta de traspasar el sobrenadante a tubos de ultracentrifugacién
de policarbonato (355630, Beckman Coulter), y de la realizacion de la
ultracentrifugaciéon a 100.000g durante 2 horas para precipitar los exosomas con el
rotor 70.1Ti y la Ultracentrifugadora Optima L-100xp de Beckman Coulter.

5. Eliminamos el sobrenadante donde encontraremos otras vesiculas extracelulares y
hacemos un lavado del pellet con 7mL de PBS y volvemos a centrifugar a 100.000g
durante 1 hora para volver a precipitar los exosomas.

6. Resuspendemos el pellet en 20ul de tampdn de carga de western blot o en 100ul de

PBS.
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Figura 21. Esquema del protocolo de aislamiento de exosomas utilizado.
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3.9 Caracterizacion y cuantificacion de los exosomas.

Para la caracterizacidon de los exosomas aislados se utilizaron tres técnicas:

Crio Microscopia electrénica de transmision (Cryo-TEM)

Los exosomas resuspendidos en PBS fueron visualizados en un microscopio Jeol JEM 2011
trabajando con un voltaje de aceleracion de 200kv en la Unidad de microscopia de la
Universidad Auténoma de Barcelona. Para ello 3ul de la muestra se vitrificaron en una rejilla
TEM Quantifoil® 1.2/1.3. Cada muestra se prepard en forma de fina ldmina y fue sumergida
rapidamente en etano liquido en la crioestacion Leica EM CPC. Las rejillas se transfirieron a un
626 Gatan criosoporte y se mantuvieron a -1792C durante la captacion de las imagenes. Las
micrografias se grabaron en un Gatan Ultrascan cooled CCD camara bajo un baja dosis de

electrones para minimizar la radiacion del rayo de electrones.

Nanoparticle Trafficking Analisys (NTA)

El estudio del movimiento browniano y de la dispersion de la luz de las particulas se realizo
mediante el instrumento Nanosight LM10 (Malvern), que nos permitié ver la distribucidon de
los tamafios de la muestra. Para ello se cargd una dilucién 1:10 de la muestra en PBS y se
grabaron tres replicas en video con los siguientes parametros: cdmara a 30 FPS, Nivel de la
camara 15, temperatura de 24,82C, y grabacién de video durante 60 segundos. Despues el

Software NTA de Nanosight analizd los datos por triplicado y generé un PDF con los resultados.

Cuantificacion de Tsg101 exosomal

La cuantificacion de TSG101 se realiz6 mediante Western Blot. Para el WB de exosomas se
cargd el pellet de exosomas resuspendidos en 40ul de tampdon de carga previamente
desnaturalizado a 972C 10 minutos. Realizamos la electroforesis y transferencia como se
explica en el apartado 3.5, y las membranas se incubaron con el anticuerpo contra la proteina

exosomal TSG101 (abcam ab83).
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3.10 Pacientes

En el trabajo se ha incluido una serie retrospectiva de 98 pacientes de CPCNP diagnosticados y

operados entre 2007 y 2013 en el Hospital Clinic de Barcelona. Todos los pacientes firmaron un

consentimiento informado por escrito de acuerdo a la declaracién de Helsinki y el proyecto ha

sido revisado y aprobado por el comité ético de la investigacion clinica (CEIC) del Hospital Clinic

de Barcelona. Las muestras de las que disponemos son muestras congeladas guardadas a

-809C. Las caracteristicas clinicopatoldgicas principales se muestran en la Tabla 8.

3.11 Extraccion ARN de muestras de tejido

El ARN total de las muestras se obtiene con la técnica de Trizol Reagent (Invitrogen), siguiendo

el protocolo del fabricante. Para realizarlo se siguen los siguientes pasos:

10.

Afadimos 1ml de Trizol por cada 50-100mg de muestra de tejido y se homogeniza con
un bisturi en una placa de Petri.

Recogemos el homogenizado y lo pasamos a un tubo eppendorf, vorteamos
rapidamente y dejamos incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

Afiadimos 0,2ml de cloroformo y agitamos 15 segundos. Incubamos el tubo 15 minutos
a temperatura ambiente.

Centrifugamos a 12.000g 15 minutos a 42C y observaremos que se produce una
separacion de fases: Fase acuosa superior donde encontramos ARN, Interfase
blanquecina donde encontramos ADN, y una fase organica inferior de color rosa donde
encontraremos proteinas y lipidos.

Aislamos la fase acuosa superior con una micropipeta con cuidado de no disruptir las
fases formadas y lo pasamos a un tubo nuevo.

Precipitamos el ARN afiadiendo 0,5ml de isopropanol e invertimos el tubo varias veces
para mezclarlo. Incubamos la muestra 5-10 min a temperatura ambiente.
Centrifugamos la muestra a 12.000g durante 10 minutos para precipitar el ARN.
Descartamos el sobrenandante y le afiadimos 1ml de etanol 75%. Realizamos un
vortex para despegar el pellet del fondo y lavarlo con el etanol.

Volvemos a centrifugar la muestra a 7.500g durante 5 minutos para precipitar el ARN,
y eliminamos todo el sobrenadante. Dejamos acabar de secar al aire.

Resuspendemos el ARN en agua RNAse free e incubamos 10 minutos a 602C para

después cuantificar su concentracién con Nanodrop (Modelo ND-1000).
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Tabla 8. Caracteristicas clinicopatoldgicas de los pacientes. Podemos observar algunas de las
caracteristicas de los pacientes, la frecuencia de sus valores, y el p-valor resultado del analisis
mediante log-rank test para SLE y SG.

Characteristicas Valor N (%) SLE SG
Sexo Hombre 77 (78.6)
Mujer 21 (21.4) 0.0741 0.0267
Edad, afios Media (Rango) 68 (33 - 83)
<=65 43 (43.9) 0.198 0.251
>65 55 (56.1)
ECOG PS 0 9(9.2)
89 (88.9) 0.6906 0.3695
Estadiaje | 58 (59.2)
Il 21 (21.4) 0.0096 0.0866
1] 19 (19.4)
Histologia Adenocarcinoma 51 (52)
Carcinoma Escamoso 39 (39.8) 0.2393 0.2714
Otros 8 (8.2)
Tipo de cirugia Lobectomia/Bilobectomia 84 (85.7)
Pneumonectomia 7(7.1) 0.873 0.5719
Reseccion atipica 7(7.1)
Tabaquismc Fumador 33 (33.7)
Ex fumador 52 (53.1)
No fumador 10 (10.2) 06209 0.0819
Desconocido 3(3.1)
Tratamiento adjuvante Si 33(33.7)
No 65 (66.3) 0.6137 0.6564
Recaidz No 62 (63.3)
si 36 (36.7)
Mutacion TP53 Si 22 (22.4)
No 73 (74.5) 0.6207 0.9094
Desconocido 3(3.1)
Mutacion KRAS Si 17 (17.3)
No 79 (80.6) 0.1826 0.1056
Desconocido 2 (2)

ECOG PS= Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status. SLE= Supervivencia libre
de enfermedad. SG= Supervivencia global.
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3.12 Cuantificacion de ARNm y miRNAs

ARNm

Para la cuantificacion del RNAm, 500ng del RNA total se retrotranscribié (RT-PCR) con el High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (PE Applied Biosystem, Foster City, CA). Las reacciones
de la transcriptasa reversa constan de 500ng en un volumen final de 10ul, 2ul de buffer de RT
10x, 0,8ul de dNTPs, 2ul de Random Primers, 1ul de RNAse Inhibitor (N8080119,Applied
biosystems), en un volumen final de 20ul. Las placas con el resultante de la master mas el ARN
de cada paciente se introdujeron en un termociclador con las siguientes condiciones: 10

minutos a 252C, 2h a 372C, 5 minutos a 852C y después a 42C hasta su uso o congelacion.

El cDNA obtenido se usé para realizar Real Time PCR cuantitativa en una maquina Step One
Time PCR System (Applied Biosystem). Cada reaccidn se realizé en un volumen final de 10ul de
los cuales 1ul corresponde al producto final de la RT-PCR, 5ul a Tagman universal PCR master
mix 2x, 0,5ul de primer Tagman y 3,5ul de H,0. Las reacciones se incubaron en placas de 96
pocillos dpticos a 502C durante 2 minutos, 40 ciclos de 952C durante 10 minutos y 952C
durante 15 segundos, y finalmente a 602C durante 1 minuto. Los valores de CT de YKT6 (Ref.
Hs01127135_m1, Applied Biosystems) se normalizaron con el control endégeno RNA18S (Ref.

Hs99999901_s1, Applied Biosystems) y la cuantificacidn relativa se realizé con el método 22",

miRNAs

Para la cuantificacién de los miRNAs, 10ng del ARN total se retrotranscribié (RT-PCR) con
primers especificos para cada miRNA mediante el kit Tagman miRNA Reverse Transcription kit
(Life Techonologies). Las reacciones de la transcriptasa reversa contenian 10ng de RNA,
0,075ul de dNTPs, 0.075ul de buffer, 1.5ul de primer comercial miRNA Tagman y 0.5ul de
transcriptasa reversa MultiScribe, en un volumen final de 7.5ul. Cada reaccion se incubd en

termociclador 30minutos a 162C, 30 minutos a 429C, y 5 minutos a 859C.

El cDNA obtenido para cada miRNA, se usd para realizar Real Time PCR cuantitativa en una
maquina Step One Time PCR System (Applied Biosystem). Cada reaccidén se realizd en un
volumen final de 10ul de los cuales 0,7ul corresponde al producto final de la RT-PCR, 5ul a
Tagman universal PCR master mix 2x, y 1ul de primer 20x (Tagman MicroRNA Assays). Las
reacciones se incubaron en placas de 96 pocillos dpticos a 502C durante 2 minutos, 40 ciclos de
952C durante 10 minutos y 952C durante 15 segundos, y finalmente a 602C durante 1 minuto.

Los valores de CT de los miRNAs miR-134 (Ref. 000459, Applied Biosystems) y miR-135b (Ref.
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000461, Applied Biosystems) se normalizaron con el control endégeno miR-191 (Ref. 002299,

Applied Biosystems) y la cuantificacion relativa se realizé con el método 274,

3.13 Extraccion ADN
El ADN de las muestras se extrae con el kit DNeasy blood & tissue (Ref.69506, Qiagen). Para

realizarlo se siguen los siguientes pasos:

1. Ponemos 25mg de tejido en una placa de petri

2. Afiadimos 360ul de Buffer ATL

3. Trituramos el tejido al maximo con la ayuda de un bisturi

4. Pipeteamos el lisado y lo pasamos a un tubo eppendorf de 1,5ml
5. Anadimos 20ul de Proteinasa K

6. Realizamos un vortex fuerte durante 15 segundos

7. Incubamos a 552Cde 1 a3 horas

8. Realizamos un vortex fuerte durante 15 segundos

9. Afadimos 200ul de buffer AL

10. Realizamos un vortex fuerte durante 15 segundos

11. Incubamos a 702C durante 10 minutos

12. Realizamos un vortex fuerte durante 15 segundos

13. Afiadimos 200ul de etanol absoluto

14. Realizamos un vortex fuerte durante 15 segundos

15. Pasamos toda la solucién a una de las columnas del kit

16. Centrifugamos a 8.000 rpm durante 1 minuto

17. Descartamos el filtrado

18. Anadimos 500l de buffer AW1

19. Centrifugamos a 8.000 rpm durante 1 minuto

20. Descartamos el filtrado

21. Anadimos 500ul de buffer AW2

22. Centrifugamos a 14.000rpm durante 3 minutos

23. Descartamos el tubo colector y lo cambiamos por un nuevo

24. Volvemos a centrifugar a 14.000 rpm durante 1 minuto

25. Pasamos la columna a un tubo eppendorf de 1,5ml nuevo rotulado
26. Afiadimos 100ul de buffer AE precalentado a 552C vy lo incubamos 5 minutos a 552C.
27. Centrifugamos a 8.000 rpm durante 1 minuto

28. Cuantificamos el ADN con Nanodrop (Modelo ND-1000).
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3.14 Analisis de estado mutacional de TP53 y KRAS

Para estudiar el estado mutacional de TP53 y KRAS realizamos la PCR y secuenciacion del
producto de los exones 5, 6, 7 y 8 de TP53 y el exdn 2 de KRAS para examinar el estado
mutacional de los codones 12 y 13. Las secuencias de los encebadores para cada PCR se

pueden comprobar en la Tabla 9.

Para la realizacién de la PCR utilizamos el kit Takara LA con las siguientes condiciones: 50ng de
ADN, y por cada reaccion: 4pl de dNTPs, 2,5ul de Buffer, 2ul de MgCl, 0,25ul de Taq
polimerasa, 0,5ul de primer Forward (10nM) y 0,5 pl de primer Reverse (10nM) en un volumen
final de 25 pl. En el caso de la PCR para KRAS, en lugar de 2ul de MgCl, se utilizan 2,5ul de
MgCl,.

Tabla 9. Secuencia de los primers utilizados para la realizacién de las PCRs

Primer Secuenci
KRAS F TTAACC TTATGT GTGACATGT T
KRAS R AGA ATG GTC CTG CAC CAG TAA
P53 Ft GTT TCT TTG CTG CCG TCT C
P53 Rt GAG CAA TCA GTG AGG AAT CAG
P53 F¢ AGA GAC GAC AGG GCT GGT T
P53 R¢ CTT AAC CCC TCC TCC CAG AG
P53 Fi CTT GCC ACA GGT CTC CCC AA
P53 Ri AGG GGT CAG AGG CAA GCA GA
P53 F¢ GGG ACA GGT AGG ACC TGATTT
P53 R¢ TAA CTG GAC CCT TGG TCT CC

Las condiciones del termociclador (Flez cycler, Analytikjena) fueron las siguientes: 942C 1
minuto, [949C 30 segundos, X2C 1 minuto, 722C 1 minuto] Nciclos, 722C 10 minutos y después

se mantuvo a 42C hasta su utilizacién.
Para KRAS, TP53 exon 5, TP53 exon 6, TP53 exon 8, X= 602C. Para TP53 exon 7 X= 672C.
Para KRAS, TP53 exon 6, TP53 exon 7, TP53 exon 8, N=35. Para TP53 exon 5 N= 38.

Después el producto de PCR se envid a secuenciar a través de la empresa StabVida.
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3.15 Analisis estadistico

Las comparaciones entre dos grupos se realizaron mediante la prueba t-Student con el
programa Graphpad y también se utilizé para realizar el analisis de correlacién de Pearson
entre expresion de miRNAs y expresion de YKT6. Se utilizd el programa R con el paquete
MaxStat (263) para encontrar un punto idoneo que nos separase los pacientes segun niveles
altos o bajo de expresidn para analizar supervivencia. La Supervivencia libre de enfermedad
(SLE) se calculd en funcion del dia de cirugia hasta el dia de recaida o de muerte, y la
supervivencia global (SG) se calculd desde el dia de cirugia hasta el dia de la muerte o ultima

visita. La SLE Y SG se analizé segun el método Kaplan-Meyer.
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4. Resultados
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Aislamiento y caracterizacion de exosomas liberados por células A549

Para caracterizar y estar seguros de que el protocolo de aislamiento de exosomas mediante
ultracentrifugacion funcionaba correctamente en primer lugar caracterizamos los exosomas
aislados y resuspendidos en PBS mediante cryo-TEM. Las muestras analizadas corresponden a

dos réplicas de exosomas aislados del medio condicionado de células A549.

Los resultados obtenidos de analizar las imagenes de microscopia electronica, muestran que
los exosomas aislados tienen forma de vesiculas redondeadas formadas por una bicapa lipidica

con un didmetro de alrededor de 100nm (Figura 22).

Figura 22. Exosomas aislados del medio de cultivo de las células A549 vistos por cryo-TEM a
30.000X
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En segundo lugar, con el fin de caracterizar la poblacidon exosomal, realizamos el analisis de los
exosomas aislados resuspendidos en PBS mediante NTA con la maquina Nanosight también en
estas dos réplicas de exosomas aislados. Los resultados obtenidos con esta técnica muestran
una poblacion homogénea de nanoparticulas con una moda de 128nm (130.6 +/- 3.5nm) y de
118 (121.7 +/- 5.0 nm) en las dos réplicas respectivamente. Los resultados los podemos ver en

la Figura 23 y Figura 24.
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Figura 23. Histograma resultante de la medicion de los exosomas aislados por Nanosight en la

muestra 1.
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Figura 24. Histograma resultante de la medicion de los exosomas aislados por Nanosight en la
muestra 2.

Por ultimo la realizacién del western blot de los exosomas aislados nos mostrd la presencia del
marcador exosomal TsglO1l. En el western blot cargamos los exosomas aislados de una

muestra de medio suplementado con FBS libre de exosomas sin cultivar para comprobar que
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este estaba libre de marcador exosomal, también de los exosomas aislados de medio
condicionado a las 24 y 48h respectivamente. Con ello pudimos apreciar que a las 48h
detectdbamos mas cantidad de exosomas, por lo que utilizamos este tiempo para incubar las
células y aislar exosomas en los experimentos (Figura 25).

Medio Libre 24h 48h
de exosomas MC MC

Figura 25. En esta imagen podemos observar los resultados del western blot para el marcador
exosomal Tsg101 en los exosomas aislados. Se aprecia que no hay marcador en el medio libre
de exosomas, y que la banda se hace visible tras la cultivacion de las células durante 48 horas
(48h MC).

Disminucién de la liberacion de exosomas al inhibir YKT6

El efecto de la inhibicién de YKT6 mediante DsiRNA se analizd6 mediante western blot después
de transfectar las células A549 con un DsiRNA especifico para YKT6 o un DsiRNA control.
Observamos que las células transfectadas con el DsiRNA para YKT6 tenian unos niveles de
proteina Ykt6 un 78.8% menor que las células control (p=0.023). El control de carga utilizado

fue la proteina a-tubulina. Figura 26A.

Antes de extraer la proteina celular, obtuvimos el sobrenadante de las células y realizamos el
aislamiento de los exosomas mediante ultracentrifugacion. Para analizar los niveles de
exosomas aislados realizamos un western blot para cuantificar el marcador exosomal Tsg101.
En el analisis de la bandas de western blot observamos que en aquellas células transfectadas
con el DsiRNA contra YKT6, en las que veiamos la reduccidon de proteina Ykt6, también
encontramos una disminucién en la densidad de la banda del marcador exosomal Tsgl01
respecto a los controles. Observandose asi una disminucidn significativa de la liberacion de

exosomas al inhibir YKT6 (p=0.013) Figura 26B.
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Figura 26. A: Podemos ver los resultados del western blot para las proteinas ykt6 y a-tubulina
en las células transfectadas con los DsiRNA para YKT6 y DsiRNA control. Debajo podemos
observar la cuantificacién de las bandas respecto al control de carga. B: Tincidn de la
membrana de PVDF mediante Ponceau, observamos menor tincion del carril donde
encontramos los exosomas aislados de las células tratatadas con DsiRNA para YKT6. C:
Podemos observar las bandas resultantes del westen blot realizado del aislamiento de
exosomas de estas mismas células para el marcador exosomal TsglO1l y debajo la
cuantificacion total de la banda. Todos los experimentos se realizaron en triplicado y los datos
se muestran como la media + ESM. *p<0.05; **p<0.01

Regulacion de YKT6 por miRNAs y efectos en la liberacion de exosomas
Mediante targetScan y Mird identificamos que YKT6 podria ser una diana putativa de los

siguientes miRNAs: miR-34a, miR141, miR-134, miR-135a, miR-135b y miR-370 (Figura 27).

Para validar este hallazgo, en primer lugar realizamos el ensayo del vector reportero de Renilla
Luciferasa. Para ello transfectamos las células A549 con el vector modificado psiCHECK2 con la
3’UTR del gen YKT6 y, por un lado los miRNAs seleccionados en el estudio in silico, y por otro
lado un miRNA control (utilizamos el miR-204 como control negativo ya que no tenia como
diana predicha la 3’UTR de YKT6 in silico, y el miR-control Negativo #2, que es un control
negativo estandard). A las 24 horas de la transfeccion, se midieron los niveles de Firefly
luciferasa y Renilla luciferasa. Observamos que cuatro de los seis miRNAs seleccionados
disminuian significativamente la actividad y por lo tanto regulaban directamente la 3'UTR de

YKT6.

94



TargetScanHuman

Prediction of microRNA targets Release 7.1: June 2014 Agarwal ef al., 2015
—-_—

Human YKT6 ENST00000223369.2 3'UTR length: 2012

2400 ENSTO0000223363.2

Conserved sites for niRNA fanilies broadly conserved among vertebrates

wiR-129-3
]
Poorly conserved sites for niRNA fanilies broadly conserved among vertebrates
niR-338-3p  miR-140-3p.2 niR-122-5p wiR-132-3p/212-3p wiR-149-30.2 miR-31-5p wiR-34-5p/449-Gp miR-150-5p  miR-15-5p/16-0p/195-G0/424-5p/497-5p
[
nif-135-o1] WiR-139-5p WiR-214-5p niR-24-3p niR-153-3p  miR-212-5p WiR-141-3p/200-3p 1et-7-50/98-50
. [] ] .
niR-182-Gp niR-138-Gp nif-140-3p.2 miR-3d-Tpydda-Gp
1
niR-96-5p/1271-5p niR-31-5p miR-163-5p.1
1 [] ]

Conserved sites for niRNA fanilies conserved anong nannals

Poorly conserved sites for miRNA fanilies conserved anong nammals

niR-532-3p  MiR-665 miR-134-5p miR-532-3 wiR-370-3p miR-433-3p.2 wiR-324-50 niR-665 niR-127-3p  miR-342-3p miR-371-Gp
niR-346 niR-149-5p  miR-532-3p  niR-296-GpmiR-38¢ b wiR-185-Gp b b niR-324-5p  miR-296-5p
niR-G73-5p.1 niR-362-30 ' wiR-331-3p wiR-136-5p
BiR-E73-50.2 ' niR-483-30.2 ' niR-675-5p

miR-543

niR-3064-5p
[]

Key:
Sites with higher prabability of preferential conservation

a5 or RIA fragments
° a7 | W smer [l Tmer-m8 [l 7mer-Al |l non-canonical

Sites with lower probability of preferential conservation
Wsmer [l 7mer-m8 [ Tmer-A1 [l non-canonical

Figura 27. Resultado de la busqueda in silico de posibles dianas de YKT6 en TargetScan. Entre
otros, observamos que miR-34a, miR-141, miR-134, miR-135a, miR-135b y miR-370 son
posibles miRNAs que regulan YKT6.

La disminucion observada en la actividad de los miRNAs significativos en el experimento
fueron de 34.75 % (p=0.019) el miR-34a; 56.01% (p=0.022) miR-134; 20.85% (p=0.02) miR-135a
y 50.61% miR-135b (p=0.002) (Figura 28).
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Figura 28. Actividad relativa de Renilla luciferasa en las células A549 transfectadas con el
vector modificado psiCHECK2 con la 3’'UTR de YKT6 y cotransfectadas con los diferentes
miRNAs seleccionados. Podemos observar los 4 miRNAs que disminuyen significativamente la
actividad (pre-miR34a, pre-miR-134, pre-miR135a, pre-miR-135b), junto a miR-141 y miR-370
que no son significativos, el pre-miRNA control y el pre-miRNA-204 como control negativo
también al no tener como diana predicha YKT6. Todos los experimentos se realizaron en
triplicado y los datos se muestran como la media + ESM. *p<0.05; **p<0.01
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Una vez obtenidos los resultados del experimento de validacién por Renilla-luciferasa,
seleccionamos los miRNAs miR-134 y miR-135b para su consiguiente validaciéon mediante
western blot ya que fueron los miRNAs observados con una disminucion mayor al 50%

respecto al control.

Para esto transfectamos las células con los dos pre-miRNAs y extrajimos las proteinas de las
células tras 48 horas. Despues realizamos un western blot para detectar los niveles de proteina
de Ykt6 y como control de carga analizamos de nuevo los niveles de a-tubulina. La
cuantificacidn de las bandas de proteina Ykt6 relativa a las bandas de a-tubulina, nos mostré
que las células transfectadas con los miRNAs tenian menos proteina Ykt6 que las transfectadas
con el pre-miRNA control. En concreto observamos una reduccion de la cantidad de proteina
Ykt6 con el miR-134 del 51,45% (p=0.011) y con el miR-135b del 45.53% (p=0.022) respecto a

las células control (Figura 29).
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Figura 29. En esta imagen podemos observar los resultados del western blot para Ykt6 en las
células transfectadas con pre-miR-134, pre-miR-135b y pre-miRNA control. Observamos las
bandas de las proteinas Ykt6 y a-tubulina y a la derecha podemos ver los niveles de proteina
Ykt6 una vez relativizados al control de carga. Todos los experimentos se realizaron en
triplicado y los datos se muestran como la media + ESM. *p<0.05; **p<0.01

En este caso también antes de realizar la extraccion de proteina retiramos el medio

condicionado de las células en cultivo transfectadas para realizar el aislamiento de exosomas.

Realizamos el aislamiento de exosomas mediante ultracentrifugacion, y posteriormente
realizamos western blot con el marcador exosomal Tsg101. Al analizar las bandas de western
blot para Tsg101, observamos que tanto en las células transfectadas con pre-miR-134 como
con pre-miR-135b mostraban menos marcador exosomal que las células control. En concreto

observamos que la disminucién de la liberacién de exosomas producida por la transfeccién de
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las células por miR-134 era del 43,92% (p=0.032) y por miR-135b del 53.43 (p=0.008) respecto

al control (Figura 30).
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Figura 30. En esta imagen podemos observar el resultado del western blot de los exosomas
aislados en las células transfectadas con miRNAs. Se observa una mayor densidad de banda
en los exosomas que provienen de las células transfectadas con el pre-miRNA control que en
los exosomas que provienen de las células transfectadas con pre-miR-134 o pre-miR135b. A la
derecha podemos ver la cuantificacion total de la banda del marcador exosomal respecto al
control. Todos los experimentos se realizaron en triplicado y los datos se muestran como la
media + ESM. *p<0.05; **p<0.01

Efecto de la inhibicion de YKT6 en la proliferacion celular

Para estudiar el efecto de la inhibicién de YKT6 mediante DsiRNA y mediante pre-miRNAs
realizamos el estudio de proliferacion celular con el ensayo MTS. El analisis a lo largo de 72
horas, reveld que no habia diferencias significativas en la proliferacion de las células donde se

habia inhibido YKT6 utilizando un DsiRNA respecto a las células control (Figura 31).

Aunque al transfectar las células con miR-134 y miR-135b (Figura 32 y Figura 33), observamos
una pequeiia disminucién en la proliferacidn, esta no resulta significativa y no se explicaria por
la afectacion de YKT6, debido a que la transfeccidn con el DsiRNA contra YKT6 no modificaba la

proliferacién celular (Figura 31).
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Figura 31. Curvas de proliferacion de las células transfectadas con DsiRNA tratadas con MTS
realizadas con los valores de absorbancia a 490nm. Todos los experimentos se realizaron en
triplicado y los datos se muestran como la media + ESM. *p<0.05; **p<0.01
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Figura 32. Curvas de proliferacidn de las células transfectadas con miR-134 o control tratadas
con MTS realizadas con los valores de absorbancia a 490nm. Todos los experimentos se
realizaron en triplicado y los datos se muestran como la media + ESM. *p<0.05; **p<0.01
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Figura 33. Curvas de proliferacion de las células transfectadas con miR-135b o control
tratadas con MTS realizadas con los valores de absorbancia a 490nm. Todos los experimentos
se realizaron en triplicado y los datos se muestran como la media + ESM. *p<0.05; **p<0.01
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Expresion de YKT6, miR-134 y miR-135b en pacientes de CPCNP

Evaluamos los niveles de expresion de YKT6 y de sus dos miRNAs reguladores miR-134 y miR-
135b en tejido tumoral y tejido normal en la serie de 98 pacientes de CPCNP. Observamos que
los niveles de ARNm de YKT6 se encuentran infraexpresados en tejido tumoral respecto al
tejido normal (p<0.0001), y que en contraste los niveles tanto de miR-134 como de miR-135b
estaban sobreexpresados en tejido tumoral respecto al tejido normal (p=0.0397) y (p<0.0001)

respectivamente. (Figura 34).
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Figura 34. Expresién de YKT6, miR-134 y miR-135b en tejido tumoral (TT) y normal (NT) en 98
pacientes de CPCNP. Se analizaron 98 tejidos tumorales y 38 tejidos normales pareados. La
calibracién se realizd con la mediana de los tejidos normales respecto a los que se calculd la
expresion relativa de todas las muestras. Como control enddgeno para la expresion de YKT6
se utilizd 18s y para los miRNAs se utilizé miR-191 como control enddgeno. La expresidn se
calculé con el método de 27

Cuando realizamos un analisis para correlacionar los niveles de expresion de YKT6 con los de
los miRNAs, no pudimos observar ninguna correlacion significativa. De todas formas, en el
tejido normal apareado, si que observamos una correlacidon inversa entre los niveles de
expresion de miR-135b y YKT6; Correlacién de Pearson (r=-0.471, p=0.009); Rho de Spearman
(r=-0.368, p=0.045) (Figura 35).
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Figura 35. Grafico que muestra la correlacion de miR-134 y miR-135b con YKT6 en el tejido
tumoral (A y B) N=98; vy la correlacién de miR-134 y miR-135b con YKT6 en el tejido normal (C

y D) N=30.

Niveles altos de YKT6 como marcador de mal pronéstico

Para analizar la supervivencia de los pacientes se utilizd el paquete MaxStat para R que
determind el punto de corte dptimo para distinguir niveles altos de bajos en la expresidon de
YKT6 con valor prondstico en los pacientes de CPCNP. Obtuvimos un punto de corte en el
percentil 75 para clasificar a los pacientes que separaba dos grupos prondsticos, marcado en

forma de cut off en el grafico de expresion de YKT6 en tejido tumoral y normal de la Figura 35.

En la serie de 98 pacientes observamos que los pacientes clasificados en el grupo de alta
expresion de YKT6 se asociaban a una peor supervivencia global (p=0.0137). La media de
supervivencia global fue de 54,07 meses (95%Cl, 46,3-61,8) para los pacientes con niveles altos
de expresion de YKT6, mientras que fue de 69,3 (95%Cl, 62,2-76,4) meses para los pacientes

con niveles bajos de expresion de YKT6 (Figura 36).

También observamos que los pacientes clasificados en el grupo de alta expresion de YKT6 se
asociaban a una una peor supervivencia libre de enfermedad (p=0.0199) (Figua 37). La media

de supervivencia libre de enfermedad fue de 42,1 meses (95%Cl, 34,5-49,7) para los pacientes
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con niveles altos de expresion de YKT6, mientras que fue de 59,5 meses (95%Cl, 47,9-71,1)

para los pacientes con niveles bajos de expresidon de YKT6 (Figura 37).
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Figura 36. Supervivencia global de acuerdo a los niveles de expresion de YKT6.
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Figura 37. Supervivencia libre de enfermedad de acuerdo a los niveles de expresion de YKT6.
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Niveles de exosomas circulantes en pacientes de CPCNP segun niveles de
YKT6

Debido a que observamos que los pacientes con niveles bajos de YKT6 tienen un mejor
prondstico, y a que los experimentos in vitro nos mostraron que la inhibicién de YKT6 resultaba
en una menor liberacién de exosomas, en un analisis exploratorio decidimos investigar si en
los pacientes con bajos niveles de expresion de YKT6 en el tumor también encontrdbamos

menos niveles de exosomas circulantes en plasma que en los pacientes con niveles altos.

Para esto, seleccionamos seis pacientes de nuestra cohorte clasificados seguin nuestro punto
de corte de expresién de YKT6 para el estudio de prondstico de los que teniamos muestras
disponibles de plasma. Seleccionamos asi tres pacientes con niveles altos y tres pacientes con
niveles bajos de YKT6. Aislamos los exosomas de plasma mediante ultracentrifugacion y los

detectamos mediante western blot con el marcador exosomal Tsg101.

Los resultados de la quantificacion total de la banda de marcador exosomal nos muestran que
en los pacientes con niveles altos de expresién de YKT6 en el tumor hay mas cantidad de

exosomas circulantes en plasma que en los pacientes con niveles bajos de YKT6 (Figura 38).
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Figura 38. En esta imagen podemos observar el resultado del western blot de los exosomas aislados de
plasma de los pacientes de CPCNP. Se observa una mayor densidad de banda de marcador exosomal
Tagl01 en los exosomas que provienen de los pacientes con niveles altos de YKT6 (P1, P2, P3) que en los
pacientes con niveles bajos de YKT6 (P4, P5, P6), asi como tincién de proteina mediante la tincidn de la
membrana de PVDF mediante Ponceau. Al lado podemos observar el grafico de la cuantificacién relativa
de marcador Tsg101.
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5. Discusion

Con la realizaciéon de la presente tesis, hemos estudiado la produccién y liberacidon de
exosomas en la linea celular de cancer de pulmdn A549, observando que la inhibicién de la
proteina SNARE Ykt6 produce una disminucién considerable en la cantidad de exosomas
totales liberados. Ademas, hemos estudiado la regulacion de YKT6 mediada por miRNAs,
identificando miRNAs capaces de inhibir su traduccién a proteina del ARNm, y asi modulando
la liberacién de exosomas indirectamente. Finalmente hemos estudiado los niveles de
expresion de YKT6 en muestras de pacientes de CPCNP, observando que los pacientes con
altos niveles de YKT6 tienen una supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad mas
corta y que esto se podria asociar a diferencias en los niveles de exosomas liberados al

torrente sanguineo por el tumor.

Los exosomas derivados de células tumorales son biomarcadores prometedores para el
diagnédstico y prondstico de los pacientes de cancer. La liberacion de exosomas se ha
observado como un posible marcador prondstico en algunos tumores, como en cancer
colorectal, donde los niveles de exosomas circulantes en plasma se correlacionan con una peor
supervivencia(264). Los exosomas circulantes en sangre se han relacionado también a la
preparacion del nicho premetastatico, observandose que la presencia en su superficie de
diferentes tipos de integrinas media el proceso de metdstasis de forma organotrdpica.
Ademas, la presencia de otras proteinas, por ejemplo el caso de EGFR(238) o de LRG1(239), en
exosomas aislados de plasma u orina respectivamente, son de utilidad diagnostica en cancer
de pulmén. El hecho de que la presencia de exosomas en pacientes de cancer, derive en un
peor prondstico, hace que el estudio de los mecanismos de liberacién de exosomas sea de

interés clinico.

Debido a que algunas proteinas concretas involucradas en la biogénesis y liberacidon de
exosomas se han observado necesarias en algunos tipos celulares, pero no afectan a la
liberacion de exosomas en otros tipos celulares, debe realizarse el estudio en cada caso
concreto, como por ejemplo en cancer, para determinar si una proteina estd implicada en la
liberacion de exosomas por ese tipo celular y estudiar si los niveles de proteina en el tumor

podrian ser marcadores sustitutos de los niveles de exosomas.

En el proceso de liberacidon de exosomas se ha observado que las proteinas SNARE podrian

tener un papel importante. Las proteinas SNARE son mediadores clave en los eventos de
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fusion de membranas en la via secretora. Ykt6 es un porteina SNARE Unica, debido a que le
falta el motivo C-terminal transmembrana, y esta altamente conservada desde levaduras hasta
humanos(265). Su localizacion se ha observado en el citosol, en la membrana y en las zonas
perinucleares en células, y se ha visto implicada en multiples pasos del transporte de vesiculas
en levaduras. Ademas, la inhibicion de YKT6 en modelos de Drosophila melanogaster y
estudios in vitro con células de mamifero HEK293 han demostrado que es necesaria para la
liberacion de exosomas que contienen Wnt. En las células de mamifero se observd que al
inhibir YKT6 tanto el marcador exosomal CD81 como Wnt quedaban retenidos en los cuerpos
multivesiculares donde de forman los exosomas, y que ademds CD63 era transferido a los
lisosomas para su degradacién. De todas formas, el proceso exacto en el que estd involucrado
YKT6, bien en la formacion de los exosomas como vesiculas intraluminales dentro de los
cuerpos multivesiculares o bien en la fusidon de estos con la membrana para su liberacién se
desconoce. Tomados en conjunto, estos hallazgos sugieren que Ykt6 es una proteina clave en

la liberacidn de exosomas que se encuentra altamente regulada(265)(266).

Nuestros hallazgos han demostrado que la inhibicién de YKT6 afecta gravemente la liberacion
de exosomas en la linea celular de cancer de pulmén A549. Por otra parte, hemos identificado
6 miRNAs que podrian regular YKT6. De estos, validamos que 4 miRNAs, miR-34a, miR-134,
miR-135a y miR-135b, participan en la regulacion de YKT6 mediante el ensayo Renilla-
Lucifersa. Ademas, seleccionamos los dos miRNAs que afectaban de forma mas efectiva YKT6,
miR-134 y miR-135b, y validamos por western blot que disminuian los niveles de proteina Ykt6.
La inhibicion de YKT6 resultante de incrementar los niveles de miR-134 y miR-135b en la linea

celular A549 también disminuye la liberacién de exosomas.

En las muestras de pacientes de cancer de pulmdn de célula no pequefia, encontramos que los
niveles de expresion del ARNm de YKT6 estaba infraexpresado en el tejido tumoral respecto al
tejido normal del pulmdn, mientras que los niveles de expresidon de los miRNAs miR-134 y miR-
135b se encontraban sobreexpresados en el tumor respecto al tejido normal, sugiriendo que
que las diferencias en los niveles de expresion de YKT6 podrian deberse a la expresion
diferencial de sus miRNAs reguladores. Aunque no encontramos una correlacion negativa
significativa entre los niveles de expresién de los miRNAs con la expresion de YKT6 en el tejido
tumoral de los pacientes, en tejido normal si que encontramos una correlacién negativa entre
los niveles de expresion de YKT6 y miR-135b, que podria explicar que la desregulacion de la

expresion de este miRNA en los tejidos tumorales lleve a la infraexpresion de YKT6.
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De todas formas, una explicacion alternativa para este hallazgo podria estar relacionada con la
produccién de un microambiente hipdxico durante el rdpido crecimiento del tumor. Bajo
condiciones de hipoxia, muchos genes, incluido YKT6, pueden sufrir cambios en los niveles de
expresion. Por ejemplo, la expresién de YKT6 se ve infraexpresada significativamente en

condiciones de hipoxia (1% O,) en células humanas epiteliales del tubulo proximal renal(267).

Durante la revisién bibliogréfica, no se encontraron estudios que compararan la expresién de
YKT6 entre tejido tumoral y normal, pero la proteina Rab27a, parte de la familia de Rab, que
estd involucrada en la regulacion de la produccién de exosomas y de su liberacién, se ha visto
infraexpresado en muestras de tumor en el carcinoma hepatocelular(268). En linea con
nuestros resultados, miR-135b se ha visto sobreexpresado en células de cancer de pulmodn de
célula no pequena altamente invasivo(269) y miR-134 se ha visto sobreexpresado en tumores
de pulmdn, aunque no se ha encontrado correlacion entre sus niveles de expresién y

caracteristicas clinicopatoldgicas o supervivencia(116).

Pocos estudios han examinado el impacto de la expresidon de YKT6 en la supervivencia de los
pacientes de cancer. Nuestro hallazgo de que los niveles altos de YKT6 se asocian a una peor
prognosis concuerdan con estudios previos en cancer de mama, donde se identificd YKT6
como un posible gen relacionado con fenotipos invasivos y a tumorogénesis en lineas
celulares(261). Ademas, los niveles altos de YKT6 se han postulado como un posible
mecanismo de resistencia al tratamiento con docetaxel en tumores de cdncer de mama con
p53 mutado(262). Interesantemente, un estudio in silico, en linea con nuestros resultados
determina YKT6 como un factor prondstico en cancer de pulmén, donde los pacientes con

altos niveles de YKT6 tienen una menor supervivencia global(270).

Los niveles altos de YKT6 en el tumor podrian llevar a una mayor liberaciéon de exosomas,
provocando un fenotipo mds agresivo y una peor prognosis, ya que se conoce que los
exosomas derivados de las células tumorales estdn involucrados en las capacidades de
invasion celular, modulacion del microambiente tumoral y diseminacién del cancer(220)(226).
En un pequefio subconjunto de los pacientes de nuestro estudio, pudimos observar que
aquellos pacientes clasificados para altos niveles de expresidon de YKT6 tenian mas exosomas
en plasma que los pacientes con bajos niveles. Aunque estos resultados tienen que ser
validados con un mayor nimero de muestras y técnicas, proporcionan los primeros
indicadores de que los niveles de expresion de YKT6 en el tumor podrian actuar como
marcador sustituto de los niveles de exosomas en plasma. Cabe sefialar que otros genes

relacionados con la liberacién de exosomas se han relacionado previamente a cancer. Por
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ejemplo niveles altos de RAB27B se han correlacionado a mal prondstico en cancer de

vejiga(271), pancreas(272), cancer colorectal(273), y carcinoma hepatocelular(268).

En conclusion, vemos que el estudio e identificacién de genes codificantes de proteina y de
miRNAs involucrados en la liberacién de exosomas pueden ser utilidad pronostica en pacientes
de cancer de pulmdn de célula no pequefia. Hemos demostrado que la inhibicién de YKT6 se
asocia a una reduccién remarcable de la liberacidn de exosomas en una linea celular de cancer
de pulmén y que los niveles bajos de expresidn de YKT6 se asocian con un mejor prondstico en
los pacientes de CPCNP. Ademas, hemos identificado varios miRNAs que regulan los niveles de
expresion de YKT6. El rol de estos miRNAs y de YKT6 en la liberacién de exosomas y prondstico

en pacientes de cancer requiere proximas investigaciones.
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6.

Conclusiones

YKT6 es un gen crucial para el proceso de liberacién de exosomas en la linea celular
A549 de CPCNP ya que su inhibicidn deriva en una reduccidn drastica en la liberacidn

de exosomas.

Los miRNAs, miR-134 y miR-135b, participan en la regulacion de los niveles celulares

de YKT®6.

miR-134 y miR-135b regulan la liberacidon de exosomas a través de su gen diana YKT6.

Los niveles de expresién de YKT6 se encuentran infraexpresados en el tejido tumoral

respecto al tejido normal de los pacientes de cancer de pulmén de célula no pequefia.

Los niveles de expresién de YKT6 son de utilidad prondstico en los pacientes de cancer
de pulmén de célula no pequefia, al diferenciar un grupo de pacientes con niveles altos
de expresiéon que tienen una menos supervivencia global y supervivencia libre de

enfermedad.

Los niveles YKT6 se relacionan con los niveles de exosomas en plasma de sangre

periférica de los pacientes de cancer de pulmén de célula no pequefia.
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ABSTRACT

Background: Cancer-derived exosomes are involved in metastasis. YKT6 is a
SNARE protein that participates in the regulation of exosome production and release,
but its role in non-small cell lung cancer (NSCLC) has not been examined.

Materials and Methods: Ultracentrifugation-purified exosomes from the A549
cell line were studied by CRYO-TEM, nanoparticle tracking analysis and western blot
(TSG101 marker). YKT6 was inhibited using a DsiRNA and selected pre-microRNAs.
MicroRNAs targeting YKT6 were validated by Renilla/Luciferase assay and western
blot. YKT6 expression and its prognostic impact were analyzed in 98 tissue specimens
from resected NSCLC patients.

Results: Membranous nanosized vesicles (mode size: 128nm) with TSG101
protein were purified from A549 cells. YKT6 inhibition reduced exosome release
by 80.9%. We validated miR-134 and miR-135b as miRNAs targeting YKT6, and
transfection with the pre-miRNAs also produced a significant reduction in exosome
release. The analysis of YKT6 in tumor samples showed that patients with high levels
had shorter disease-free and overall survival.

Conclusions: YKT6 is a key molecule in the regulation of exosome release in lung
cancer cells and is in turn precisely regulated by miR-134 and miR-135b. Moreover,
YKT6 levels impact prognosis of resected NSCLC patients.

Cancer cells are able to modulate the microenvironment
through the release of exosomes, which participate in the

INTRODUCTION

Exosomes are small vesicles (40-100nm) released
by cells are crucial to normal and pathological intercellular
communication [1]. They can contain functional proteins
and nucleic acids, including non-coding RNAs [2].
In cancer cells, exosomes can take part in different
functions, including proximal and distal regulation [3].

modification of the surrounding stroma [4]. Moreover,
cancer-derived exosomes can protect tumor cells by
inhibiting the recognition of cancer cells by the immune
system [5]. Interestingly, through exosomes, cancer cells
can transfer mutant genes such as K-RAS, which can
promote malignization of the recipient cells [6]. In this
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line, evidence suggests that tumor-derived exosomes can
participate in the formation of the premetastatic niche [7].

Exosome biogenesis starts with the formation
of intraluminal vesicles in endosomal compartments.
This results in a multivesicular body that needs to be
transported and fused with the plasma membrane to
release the exosomes [1, 8]. Exosome production and
release is precisely regulated by several proteins, including
Rab [9-11] and SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-
Sensitive-Factor Attachment Receptor) family proteins
[4]. Increasing evidence suggests that tumor cells release
an excessive amount of exosomes, which may influence
tumor initiation, growth, progression, metastasis, and
drug resistance [3]. EP164, which specifically activates
Rab27a, has been related to the regulation of exosome
release in the lung cancer cell line A549 [12]. The study
of proteins involved in exosome production and secretion
is a promising source of biomarkers in cancer.

YKT6 is a SNARE protein involved in the
mechanisms of cell membrane fusion, associated with
vesicular transit [13], and it has been identified as a key
protein for release of WNT3A-containing exosomes
in HEK293 cells [14]. In breast cancer cells, YKT6
overexpression was associated with an aggressive
phenotype in vitro, and with the ability of breast epithelia
to metastasize when injected intravenously into mice [15].
Interestingly, in breast cancer patient samples, YKT6 was
upregulated in p53-mutated tumors that were resistant to
docetaxel, while the in vitro silencing of YKT6 in breast
cancer cells enhanced docetaxel-induced apoptosis [16].
However, the possible role of YKT6 as a prognostic
marker has not been examined in other tumors, including
non-small-cell lung cancer (NSCLC), where prognosis is
dismal, with 5-year survival rates of 19-50% in surgically
resected patients [17].

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs
which negatively regulate translation by binding to their
3°’UTR mRNA target [18]. miRNAs are involved in the
regulation of different biological processes, such as cell
proliferation, differentiation and apoptosis [18]. Although
several miRNAs have been predicted to target YKTO, to
the best of our knowledge, none has yet been validated.

In order to further clarify the role of YKT6 and its
regulating miRNAs in the release of exosomes in NSCLC,
we have studied YKT6 inhibition in vitro and examined its
effect on exosome release. In addition, we have examined
the impact of YKT6 expression in tumor samples on
outcome of resected NSCLC patients.

RESULTS

Exosome purification and YKT6 inhibition in the
A549 cell line

To verify that exosomes were correctly purified, we
studied the exosome product obtained from supernatant

of the A549 cell line by three methods: cryo-TEM,
nanoparticle tracking analysis (NTA), and western
blot using the exosomal marker TSG101. Cryo-TEM
identified membranous nano-sized vesicles (Figure 1A).
NTA showed a uniform population of nanoparticles from
exosome isolations with a mode of 128nm (130.6 +/-
3.5nm) (Figure 1B). Finally, western blot showed clear
expression of TSG101 in our samples (Figure 1C).

Both the mRNA and the protein of YKT6 were
detected in the A549 cell line and YKT6 inhibition using
a DsiRNA resulted in a 78.8% reduction of YKT6 protein
levels in comparison with control cells (p=0.023) (Figure
1D). We then studied whether YKT6 inhibition decreases
exosome release. Interestingly, cells with YKT6 inhibited
released 80.9% fewer exosomes than control cells
(p=0.013), as measured by western blot with the exosomal
marker TSG101 (Figure 1E).

miRNA regulation of YKT6 and exosome release

Using TargetScan and miR0 databases, six miRNAs
were selected as potential miRNAs targeting YKT6:
miR-34a, miR-141, miR-134, miR-135a, miR-135b and
miR-370. To validate that these miRNAs target YKTO,
we performed a Renilla/Luciferase assay. The Renilla/
Luciferase assay showed no significant differences
between cells transfected with pre-miR-204, which is
not predicted to target YKT6, and pre-miRNA negative
control. However, in comparison with control, Renilla
luciferase activity was 34.75%, 56.01%, 20.85% and
50.61% lower with pre-miR-34a (p=0.019), pre-miR-134
(p=0.022), pre-miR-135a (p=0.02) and pre-miR-135b
(p=0.002), respectively. No significant differences were
detected in cells transfected with pre-miR-370 or pre-
miR-141 (Figure 2A).

Since the greatest decrease in Renilla luciferase
activity was associated with miR-134 and miR-135b,
these two miRNAs were selected for further study. We
evaluated by western blot if changes in miR-134 and
miR-135Db levels correlated with changes in YKT6 protein
levels. After transfection with pre-miRNAs, a reduction of
51.45% and 45.53% of YKTG6 protein levels was observed
for miR-134 (p=0.011) and miR-135b (p=0.022) (Figure
2B).

Finally, we evaluated whether these miRNAs could
impact exosome release. Western blot analysis showed that
in comparison with control, exosome release decreased by
43.92% in cells transfected with pre-miR-134 (p=0.032)
and by 53.43% in cells transfected with miR-135b
(p=0.008) (Figure 2C).

YKT6, miR-134 and miR-135b expression in
patient samples

All 98 patients included in the study had
pathologically confirmed stage I-IIl NSCLC. The majority
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were males, and 87% had Eastern Cooperative Oncology
Group (ECOG) performance status (PS) 1. Only 33.7%
received adjuvant therapy. The main characteristics of the
patients are described in Table 1.

RealTime-PCR analysis showed that YKT6 was
expressed at lower levels in tumor than in normal tissue
(p<0.0001) (Figure 3A). In contrast, both miR-134
(p<0.0397) and miR-135b (p<0.001) were expressed at
higher levels in tumor than in normal tissue (Figure 3B-3C).
When we performed a correlation analysis between miR-
134 and miR-135b expression and YKT6 expression, we
could not identify a significant correlation between YKT6
and the two miRNAs in tumor tissue. However, in the paired
normal tissue, we observed a significant inverse correlation
between miR-135b and YKT6 (r=-0.368, p=0.045).

YKT6 mRNA expression, patient outcome, and
exosome release

Only YKT6 expression was associated with
clinical outcome. According to the optimal cutoff

determined by MaxStat (80th percentile), patients were
classified in two groups: high (n=78) and low (n=20)
YKT6 levels. Mean disease-free survival (DFS) was
42.1 months (95%CI, 34.5-49.7) for patients with high
YKT6 expression and 59.5 months (95%CI, 47.9-71.1)
for those with low expression (p=0.0199) (Figure 4A).
Mean overall survival (OS) was 54.07 months (95%CI,
46.3-61.8) for patients with high YKT6 expression,
compared to 69.3 months (95% CI, 62.2-76.4) for
those with low expression (p=0.0137) (Figure 4B). No
association was found between YKT6 expression levels
in tumor and any clinicopathological or molecular
characteristics.

Since high levels of YKT6 may lead to increased
release of exosomes and hence poorer prognosis, in an
exploratory analysis, we studied the plasma exosome
levels of six patients of our cohort with available
samples. The patients were classified according to their
tumor YKT6 levels as high (n=3) or low (n=3). Patients
with high YKT6 levels had more exosomes in plasma
than those with low levels (Figure 5).
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Figure 1: Exosome characterization, and YKT6 inhibition and effect on exosome release. A. Electronic microscopic image
of exosomes identified by Cryo-TEM; B. Results of nanoparticle tracking analysis of exosomes; C. Western Blot using TSG101 marker
in exosome depleted media used as negative control and 24h and 48h supernatant from A549 cell line cultured with exosome depleted
media; D. Western blots of A549 cells transfected with control or YKT6 DsiRNA and quantification to relative loading control a-tubulin; E.
Western blot of exosomes isolated from A549 cells transfected with control or YKT6 DsiRNA and quantification of the exosomal marker
TSG101. All experiments were performed in triplicate and data was shown as mean + SEM. * p<0.05.
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DISCUSSION

In the present study, we have studied exosome
production and release in the A549 cell line and observed
how the inhibition of the SNARE protein YKT6 produced
a crucial downregulation in overall exosome levels.
Moreover, we have examined the miRNA-mediated
regulation of YKT6 and identified miRNAs able to inhibit
YKT®6 translation and thus indirectly modulate exosome

release. Finally, we studied YKT6 expression in NSCLC
patient samples and found that patients with high levels of
YKT6 had shorter DFS and OS.

Cancer-derived exosomes are promising markers
for diagnosis and prognosis in cancer patients. Exosome
release has been shown to be a potential prognostic marker
in some tumors, such as colorectal cancer, where the level
of circulating exosomes correlates with poor prognosis
and shorter survival [19]. In lung cancer, exosomal EGFR
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Figure 2: YKT6 inhibition by miRNAs and effect on exosome release. A. Renilla luciferase activity in A549 cells transfected
with selected miRNAs and control. B. Western blots of A549 cells transfected with control, pre-miR-134 or pre-miR-135b and quantification
of YKTG6 signal relative to loading control a-tubulin. C. Western blot of exosomes isolated from A549 cells transfected with control, pre-
miR-134 or pre-miR-135b and quantification of the exosomal marker TSG101. All experiments were performed in triplicate and data was
shown as mean + SEM. * p<0.05; **p<0.01.
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Table 1: Patient characteristics and univariate p-value for disease-free survival (DFS) and overall survival (OS) in 98
patients with non-small-cell lung cancer

Characteristics Value N (%) DFS (0N}
Male 77 (78.6)
Sex 0.0741 0.0267
Female 21 (21.4)
Mean (Range) 68 (33 - 83)
Age, yrs <=65 43 (43.9) 0.198 0.251
>65 55 (56.1)
0 9(9.2)
ECOG PS 0.6906 0.3695
1 89 (88.8)
I 58 (59.2)
Stage 11 21(21.4) 0.0096 0.0866
11 19 (19.4)
Adenocarcinoma 51(52)
Histology Squamous cell 39 (39.8) 0.2393 0.2714
carcinoma
Others 8(8.2)
Lobectomy/
Bilobectomy 84 (85.7)
Type of surgery Pneumonectomy 7(7.1) 0.873 0.5719
Atypical resection 7(7.1)
Current smoker 33(33.7)
Former Smoker 52 (53.1)
Smoking history 0.6209 0.0819
Never smoker 10 (10.2)
Unknown 3@3.1)
Yes 33(33.7)
Adjuvant treatment 0.6137 0.6564
No 65 (66.3)
No 62 (63.3)
Relapse
Yes 36 (36.7)
Yes 22 (22.4)
TP53 mutations No 73 (74.5) 0.6207 0.9094
Unknown 3(3.1)
Yes 17 (17.3)
KRAS mutations No 79 (80.6) 0.1826 0.1056
Unknown 2(2)

ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; PS, performance status

protein levels have been postulated as a biomarker for lung
cancer diagnosis [20]. Proteins involved in the regulation
of exosome production and release in tumor cells, such as
SNARE proteins, could be surrogate markers of exosome
levels. SNARE proteins are key mediators in membrane
fusion events in the secretory pathway [21, 22]. YKT6,

a unique SNARE protein that is highly conserved from
yeast to human [23], has been observed in cytosol,
membrane and perinuclear locations in cells and has
been implicated in multiple steps of vesicle transport in
yeast. Taken together, these findings suggest that YKT6
is a tightly regulated key protein in exosome release [23,
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Figure 5: Exosome quantification in plasma from NSCLC patients. Six patients from the studied cohort with available plasma

samples at diagnosis were selected for exosome analysis. Three of them were classified as high and three as low according to YKT6 levels
in their tumor tissue.
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24]. Here, we have shown that inhibition of YKT6 greatly
affects exosome release in the lung cancer cell line A549.
Moreover, we have identified two miRNAs that participate
in the regulation of YKT6 levels: miR-134 and miR-135b.
Furthermore, inhibition of YKT6 resulting from increasing
miR-134 and miR-135b levels decreases overall exosome
levels in the cells.

In NSCLC patient samples, YKT6 mRNA levels
were downregulated in tumor compared to normal
lung tissue, while miR-134 and miR-135b levels were
upregulated in tumor compared to normal tissue,
suggesting that the differences in YKT6 expression could
be due to the differential expression of the regulatory
miRNAs. However, an alternative explanation could be
related to the hypoxic microenvironment produced by
rapid tumor growth. Under hypoxic conditions, several
genes, including YKT6, suffer changes in their expression
levels. For example, YKT6 expression is significantly
downregulated in hypoxic conditions (1% O,) in human
renal proximal tubule epithelial cells [25].

To the best of our knowledge, no previous study has
compared YKT6 expression in tumor and paired normal
tissue, but the RAB family protein Rab27B, which is
also involved in the regulation of exosome production
and release, was downregulated in tumor samples from
hepatocellular carcinoma [26]. In line with our results,
miR-135b was upregulated in highly invasive NSCLC
cells [27] and miR-134 was upregulated in lung tumors,
though no correlation was found between miR-134 and
clinicopathological characteristics or survival [28].

Few studies have examined the impact of YKT6
expression on outcome in cancer patients. Our finding
that high YKT6 expression was associated with poor
prognosis is in line with previous studies in breast cancer,
where YKT6 was identified as a gene that may be linked
to invasive phenotypes and to tumorigenesis in breast
cancer cell lines [15]. Moreover, high YKT6 expression
has also been postulated as a mechanism of docetaxel
resistance in p53-mutated breast tumors [16]. High levels
of YKT6 in the tumor may lead to increased release of
exosomes, leading to a more aggressive phenotype and
poorer prognosis, since it is known that cancer-derived
exosomes are involved in the invasive phenotype and
in the formation of the premetastatic niche [7]. Among
a small subset of our patients, those with high YKT6
levels had more exosomes in plasma than those with low
levels. Although these preliminary results require further
validation with a greater number of plasma samples, they
provide the first indications that YKT6 levels in the tumor
may act as a surrogate of exosome levels in plasma. Of
note, other genes related to exosome release have also
been previously related to cancer; for example, high
Rab27B levels have been linked to poor prognosis in
bladder [29], pancreatic [30] and colorectal cancer [31]
and hepatocellular carcinoma [26].

In conclusion, the present study is a first step
towards the identification of coding genes and miRNAs
involved in the regulation of exosome release that can
influence prognosis in NSCLC. We have shown that
YKT6 downregulation is associated with a remarkable
reduction in exosome release in an NSCLC cell line and
that low YKT6 expression is associated with better clinical
outcome in NSCLC patients. Moreover, we have identified
several miRNAs that regulate YKT6 levels. The role of
these miRNAs and YKT6 in exosome release and patient
outcome warrants further investigation.

MATERIALS AND METHODS

Exosome purification

A549 cells were cultured in DMEM (Gibco)
supplemented with + 10% exosome-depleted FBS
(Life Technologies) and 5% penicillin-streptomycin.
Exosome isolation was performed from 48h conditioned
media (6ml) by sequential centrifugation method at
4°C (300G 5°, 2,500G 20°, 10,000G 30’) followed by
Ultracentrifugation 100,000G 2h, pellet washed with
DPBS and ultracentrifuged again 100,000G 1h (Optima
L-100 XP Ultracentrifuge with 70.1Ti Rotor and
Policarbonate Tubes, Beackman Coulter).

Exosome characteritzation and quantification

PBS resuspended exosomes were studied by
cryo transmission electron microscopy (cryo-TEM) in
a Jeol JEM 2011 transmission electron microscope at
the Microscope Facility of the Autonomous University
of Barcelona. To study the size of the purified vesicles
nanoparticle tracking analysis (NTA) on a NanoSight
LM10 (Malvern Instruments Ltd, Malvern, UK) was used
and analyzed with NTA 3.0 software (Malvern).

To quantify the overall exosome product, samples
were resuspended in LDS Sample buffer with reducing
agent (Invitrogen) and analyzed by Western blot using
the exosome marker TSG101 [32]. The whole product
of purified exosomes were separated by sodium dodecyl
sulfate—polyacrylamide electrophoresis in Bolt 4-12%
BisTris gels under reducing conditions and transferred
to PVDF membranes with [-Blot (Life Technologies).
Membranes were incubated with mouse monoclonal
TSG101 antibody (ab83, Abcam). Antibody binding
was revealed by incubation with antimouse IgG HRP
conjugate secondary antibody (A 9044, Sigma-Aldrich).
Chemiluminescence was detected using Novex ECL
Chemiluminescent Substrate Reagent Kit and read in
Chemidoc System (Bio-Rad). The protein density of the
bands was quantified using Quantity One software.
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YKT6 inhibition

50nM of control DsiRNA (Negative Control DS
NC1, Integrated DNA Technologies[IDT]) or YKT6
DsiRNA (HSC.RNAILNO006555, IDT) were transfected on
the A549 cells using lipofectamine 2000 (Invitrogen) as
per manufacturer’s protocol. 48h after transfection cells
were lysated for protein extraction and YKT6 protein
levels were quantified by Western blot.

Identification and validation of miRNAs
targeting YKT6

TargetScan (www.targetscan.org) and miRo (http://
ferrolab.dmi.unict.it/index.html) databases were used to
identify putative miRNAs targeting YKT6. To validate
the potential miRNAs identified a Renilla/Luciferase
assay was performed in A549 cells using a modified
psiCHECK-2 vector with the 3’UTR region of YKT6.
The 3’UTR region of YK76 was amplified using primers
with Sgf and Pmel restriction sites (underniled): Forward
primer  5’-GCGATCGCCGGAAACAAAACTCATG
CT-3’; Reverse Primer 5-GTTTAAACCCCTGAAG
CACAAAGAAAGC-3". The PCR product was cloned
into a TOPO TA vector using TOPI1OF' Escherichia
coli competent cells (Invitrogen). Positive clones were
selected by Kanamycin resistance and verified by Sanger
sequencing. The selected clones were then digested
and cloned into psiCHECK-2 vector. The modified
psiCHECK-2 vector was confirmed by sequencing.

To perform the Renilla/Luciferase assay cells were
transfected with 500ng of the modified psiCHECK-2
vector and 100nM of selected pre-miRNA/pre-miR
miRNA Negative Control #2 (Invitrogen). Renilla
luciferase and Firefly luciferase activity was measured
24h after transfection with the Promega Dual Luciferase
Reporter Assay System (Promega) in a luminometer Versa
Max Microplate Reader.

The effect of the miRNAs shown to be significant
in the Renilla/Luciferase assay were then confirmed by
Western blot and selected for further study.

Western blot

Western Blot analysis was performed as previously
described [33] using the following primary antibodies:
YKT6 (H00010652-M03, Tebu-bio) and a-tubulin (T
6074, Sigma-Aldrich).

Patient tissue samples

Between 2007 and 2013, tumor tissue samples were
prospectively collected from 98 NSCLC patients who
underwent complete surgical resection in our institution.
In addition, paired normal tissue samples from 38 of these
patients were also available. Samples were collected
immediately after surgery, frozen at -80°C, and kept for

further processing. Approval for the study was obtained
from the institutional ethics committee of the Hospital
Clinic of Barcelona, Spain. Written informed consent was
obtained from each participant in accordance with the
Declaration of Helsinki.

RNA extraction and mRNA and miRNA
quantification

Total RNA was extracted using Trizol total RNA
isolation reagent (Invitrogen) as per the manufacturer's
protocol. Total RNA was reverse transcribed with High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems). cDNA obtained was used for quantitative
real-time PCR in Step One Time PCR System for
YKT6 (Hs01127135_ml) (Applied Biosystems). Cycle
thresholds (Ct) for YKT6 were normalized to Ct for
RNAI18S (Hs99999901 sl), and relative quantification
was calculated using 224,

miR-134 and miR-135b expression was assessed
using TagMan MicroRNA Assays (miR-134: 00459; 135b:
000461) (Life Technologies) as per the manufacturer’s
instructions. miRNA Ct were normalized with miR-191
Ct.

Statistical methods

Comparison of continuous values was performed
with Student’s t-test. DFS was calculated from the time
of surgical treatment to the date of relapse or death from
any cause and OS was calculated from the time of surgical
treatment to the date of death from any cause. DFS and
OS were calculated using the Kaplan-Meier method.
Optimal cut-off points of YKT6 mRNA and miRNAs
expression were assessed by means of maximally selected
log-rank statistics using the Maxstat package (version
2.8.1; R statistical package). All analyses were performed
R version 2.13. Statistical significance was set at p<0.05.
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18 May 2016

Prof. Mikhail V. Blagosklonny
Editor, Oncotarget

RE: YKT6 expression, exosome release, and surinvabn-small-cell lung cancer

Dear Prof. Blagosklonny:

Thank you for your email of 15 March 2016, informmins of the reviewers’ comments on our
referenced manuscript. We have modified the mapidzased on these comments as follows:

Reviewer #1:

| would suggest the authors to comment the effects of the down-regulation of YKT6, following the
introduction of miR134 and miR135b, in terms of changesin the proliferation or apoptosis status of
A549 cdl line.

Our reply: As suggested by this reviewer we have studied hewrthibition of YKT6 by a siRNA
or using pre-miRNAs affects proliferation of A548lls. When we inhibited YKT6 using a sSiRNA
we did not observe significant differences in gesktion (Figure below). Despite the transfection
of A549 cells with pre-miR-135b and pre-miR-134awhkd some reduction in proliferation as
compared with control cells, this reduction notctezd significance. However, the effect on
proliferation caused by these miRNAs cannot bearpt by their target YKT6, since the
inhibition of YKT6 is not directly related to prédiration. For this reason we have not included this
information in the manuscript.
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Reviewer #2:

Ruiz-Martinez et al report on the role of YKT6 on exosome release, emphasizing itsrolein NSCLC.
The work isinteresting and provides novel insights on the role of exosomes in this type of cancer.
However there are some issues that should be further discussed:

Expression of YKT6 in NSCLC islower than in normal tissue. If high YKT6 is to be of poor
prognostic factor in NSCLC it is difficult to understand why normal tissue express higher levels of
this mRNA than tumoural cells. This issue should be further addressed and discussed

Our reply: We have further commented and referenced thig issthe Discussion as follows:

In NSCLC patient samples, YKT6 mRNA levels were downregulated in tumor compared
to normal lung tissue, while miR-134 and miR-135b levels were upregulated in tumor
compared to normal tissue, suggesting that the differences in YKT6 expression could be
due to the differential expression of the regulatory miRNAs. Moreover, another
explanation could be related with the hypoxic microenvironment produced by the rapid
tumor growth. In these hypoxic conditions several genes suffer changes in their
expression levels, including YKT6. It has been described that YKT6 expression is
significantly downregulated in hypoxic conditions (1% O2) in human renal proximal tubule
epithelial cells [25]. This could also explain why YKT6 is downregulated in tumor tissue in
comparison with normal tissue.

Was there a correlation between microRNA expression levels and YKT6 expression levelsin
NSCLC?

Our reply: We have performed a correlation analysis betwei@&iNA (miR-134 and miR-135b)
expression and YKT6 expression. We could not idgatisignificant correlation in tumor tissue
between YKT6 and the two miRNAs. However, when wegrmed the same analysis in the paired
normal tissue, we observed a significant inverseetation between miR-135b and YKT6 (r=-
0.368, p=0.045). We have included this informatioResults as follows:

RealTime-PCR analysis showed that YKT6 was expressed at lower levels in tumor than
in normal tissue (p<0.0001) (Fig. 3A). In contrast, both miR-134 (p<0.0397) and miR-
135b (p<0.001) were expressed at higher levels in tumor than in normal tissue (Fig. 3B-
C). When we performed a correlation analysis between miRNA (miR-134 and miR-135b)
expression and YKT6 expression we could not identify a significant correlation between
YKT6 and the two miRNAs in tumor tissue. However, in the paired normal tissue, we
observed a significant inverse correlation between miR-135b and YKT6 (r=-0.368,
p=0.045).

The authors should include data on exosome release in NSCLC patients with high and low
expression of YKT6 in order to confirm the hypothesis of the work.

Our reply: As requested by this reviewer we have analyze@xbsome levels in plasma samples
from patients and correlated with YKT6 levels ie tlamor. For the analysis we selected 6 patients
from the studied cohort with available plasma sanfigm peripheral blood at diagnosis. Three of
them were classified as high and 3 as low accordiKig6 levels in the tumor tissue. Despite the
low number of patients analyzed, we observed tiapttients with high YKT6 showed more
exosomes in plasma than the low YKT6 patients. irti@mation is included in the new Figure 5
and in Discussion as follows:
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High levels of YKT6 in the tumor may lead to increased release of exosomes, leading to
a more aggressive phenotype and poorer prognosis, since it is known that cancer-
derived exosomes are involved in the invasive phenotype and in the formation of the
premetastatic niche. In this line, we have studied the exosome levels in plasma of 6
patients of our cohort with available plasma sample from peripheral blood. The patients
were classified according the YKT6 levels in the tumor tissue in 2 groups: high (n=3) and
low (n=3). We observed that high YKT6 patients had more exosomes in plasma than low
YKT6 patients (Figure 5). These preliminary results with a few numbers of patients
require further validation with a great number of plasma samples, but point out that YKT6
levels in the tumor may act as a surrogate of exosome levels in plasma.

Associate Editor Comments:

Manuscript, especially Abstract, should be edited.

Please, delete irrelevant "general" phrases anémsees. Delete unneeded words. Simplify. Use
short sentences. Some Introductory sentencesraleviant or are not needed. Shorten MS,
especially Discussion.

Try to avoid vague words: regulate, modulate, affe@nipulate, interact, play role, target, closely
related, dependent, mediated, impact

Instead use concrete words: increase, decreasellate/activate, inhibit/suppress, bind, correlate.
For example, instead of "regulate" use either imseeor decrease, activate or inhibit.

Our reply: We edited the manuscript according the Asso@di®r comments.

We have submitted a clean copy of the revised nwaipisas well as a copy with the edits tracked.
Please let us know if you require any further infation at this time.

Sincerely,

Mariano Monzo, MD, PhD
School of Medicine
University of Barcelona
Casanova 143

08036 Barcelona

Phone: 934021903
mmonzo@ub.edu
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The role of S-palmitoylation in the biogenesis of skeletal muscle-
derived extracellular vesicles and the structural organization of their
membrane

Daniele P. Romancino’', Valentina Buffa', Samuele Raccosta?,

Antonietta Notaro', Ines Ferrara', Alessandra d’Azzo?,

Vincenzo Martorana®, Mauro Manno? and Antonella Bongiovanni'
"Institute of Biomedicine and Molecular Immunology (IBIM), National Research
Council (CNR), Palermo, Italy; ?Institute of Biophysics, National Research
Council (CNR), Palermo, Italy; Genetics Department, St. Jude Children’s
Research Hospital, Memphis, USA

Introduction: Skeletal muscle (SkM) cells can release Alix-positive
exosomes directly from their sarcolemma, suggesting a new para-
digm for understanding how muscles communicate with adipose
tissue, the brain or tumours. Our goals, here, were to understand how
muscle cells generate these vesicles, to evaluate their heterogeneity
and membrane structure, and to determine what regulates them.
Methods: We have used an integrated biological/biophysical approach
to determine whether protein lipidation (i.e. S-palmitoylation)
affects the localization of extracellular vesicle (EV) modulator(s), EV
biogenesis, cargo selection or other processes by (i) evaluating
post-translational S-palmitoylation of EV proteins as well as their cell
membrane and EV protein levels and (ii) characterizing EV hetero-
geneity and membrane structure in dispersion using dynamic light
scattering (DLS), atomic force microscopy, small-angle X-ray scatter-
ing and small-angle neutron scattering. Results: By coupling these
data, we were able to determine that Alix is S-palmitoylated and
that palmitoylation inhibition altered its subcellular localization and
protein interaction. Furthermore, the biophysical analyses of SkM-
EVs showed that the structural organization of the lipid bilayer
of palmitoylated-inhibited exosomes is qualitatively different com-
pared to non-treated exosomes. Conclusion: We propose that S-
palmitoylation might regulate the proper function of Alix in SkM EV
biogenesis, support the interactions among the exosome-specific
regulators/biomarkers and maintain proper EV membrane structural
organization. Beside its biological relevance, our study sets the route
for a comprehensive structural characterization of EV, which is
expected to be crucial in EV-based therapies to be employed in the
tissue regeneration field, for example, to help in recovery from muscle
atrophy and/or injury.

Italian Ministry for Education, University, and Research in the
framework of the Flagship Project NanoMAX.
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Unexpected cytosolic protein localization on the surface of
extracellular vesicles

Sarah Stewart, Florian Gessler, Stefano Pluchino and Kevin Moreau
University of Cambridge, Cambridge, United Kingdom

Extracellular vesicles (EVs) contain many specific proteins, both
cytosolic and membrane bound. The current model for extracellular
vesicle biogenesis dictates that the subcellular location of proteins
should be reflected in the EV architecture, where cytosolic proteins
are in the lumen and cell surface proteins are on the outside of EVs.
This is consistent with the conventional protein trafficking path-
way for cell surface localization, whereby proteins destined for the
plasma membrane (or secretion) must contain a signal sequence to
target them to the secretory pathway. It is clear that receptors

anchored in the membrane are retained in the correct orientation
and RNAs are in the lumen of EVs. However, there is limited data on
the packaging and location of other proteins commonly identified in
EVs. Annexin A2 is a cytosolic calcium-dependent membrane-
binding protein consistently identified in EVs. Using biochemical
approaches, we show that annexin A2 localizes to both the lumen
and the surface of EVs. Based on this result, we are now investigating
the function of annexin A2 on the surface of EVs. Additionally, we are
using mass spectrometry analysis to identify other proteins ex-
pressed on the surface of EVs. The presence of cytosolic proteins on
the surface of EVs raises questions about their trafficking and may
provide further insight into EV packaging and function. It is possible
that proteins are specifically packaged on the outer membrane of
EVs. In which case, EVs may provide a pathway for unconventional
protein trafficking to the cell surface. Understanding this unconven-
tional protein trafficking pathway is extremely important and will
uncover a novel fundamental cellular process.

Oows3.3

Investigation of the molecular mechanism of cargo editing in human
PMN-derived EVs

Baldzs Bartos, Attila Mocsai, David Szombath, Mérton Akos Lorincz and
Erzsebet Ligeti

Department of Physiology, Semmelweis University, Budapest, Hungary

Introduction: In our previous studies, we demonstrated that the
neutrophilic granulocytes are able to produce different types of
extracellular vesicles (EVs) after different stimulation. EVs that were
generated after stimulation by opsonized particles have an inhibiting
effect on bacterial growth. The aim of this study was to investigate the
role of certain immune-receptors (FcR, C3R) and src tyrosine kinases in
the production of antibacterial EVs. Methods: We isolated polymorpho-
nuclear cells from peripheral blood of healthy donors. After different
biological stimulations, EVs were separated by two-step centrifuga-
tion and filtration. EVs were counted by EV-optimized flow cytometry.
EV protein amount was measured by Bradford assay, and granule
proteins were detected by western blotting. Antibacterial effect of
different EVs was analysed by bacterial survival test. Results: We found
that isolated stimulation of beta2 integrines or Fc receptors or pattern
recognition receptors increased the EV production. Combined stimu-
lation has additive effect on EV generation. In contrast to superoxide
production and phagocytosis, inhibiton of src kinases did not interfere
with EV production. However, cargo protein and biological function of
EVs depend on src kinases. Conclusion: EV production of neutrophils
can be increased and modified both through integrine and Fc receptor
stimulation, independent of the process of phagocytosis or super-
oxide production. Src kinases do not play a role in EV generation but
through EV quality control and cargo editing they do influence the
biological function of produced EVs.

Oow3.4

YKT6 regulation of exosome release is mediated by microRNAs and
impacts prognosis in non-small-cell lung cancer

Marc Ruiz Martinez', Sandra Santasusagna’, Alfons Navarro',

Joan J. Castellano’, Jorge Moises?, Nuria Vifolas®, Carmen Mufoz', Joan
Segui*, Ramon M. Marrades?, Josep Ramirez®, Hernando A. Del Portillo®,
Oriol Caritg', Anna Cordeiro’, Laureano Molins® and Mariano Monzo'
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Introduction: Non-small-cell lung cancer (NSCLC) has a dismal
prognosis, highlighting the need for new prognostic markers. The
role of exosomes and their regulatory genes in intercellular commu-
nication is a promising research area. YKT6 is involved in the control
of exosome release and has been linked to poor prognosis in breast
cancer but its role in NSCLC has not been studied. We aim to examine
the role of YKT6 in exosome release and to identify its regulating
microRNAs (miRNAs) in vitro, and to evaluate the prognostic impact
of YKT6 in NSCLC. Methods: After 48 h of YKT6 inhibition, exosomes
were isolated by ultracentrifugation, characterized by nanoparticle
tracking analysis and Cryo-TEM and quantified by western blot using
the exosomal marker TSG101. miRNAs targeting YKT6 were validated
by Renilla-Luciferase assay and western blot. In tumour and normal
tissue specimens from 98 surgically resected NSCLC patients, YKT6
expression levels were assessed and correlated with disease-free
survival (DFS) and overall survival (OS). Informed consent was
obtained in accordance with the Declaration of Helsinki, and Hospital
Clinic ethics comitee approved the study. Results: A549 cells with
YKT6 inhibition had an 80.9% reduction in exosome release (p =0.01).
Renilla-Luciferase assay identified miR-134 and miR-135b as miRNAs
targeting YKT6. In A549 cells transfected with pre-miR-134 or pre-
miR-135b, YKT6 protein levels decreased by 51.45% (p =0.01) and
45.53% (p =0.02), respectively, while exosome release decreased by
43.92% (p =0.03) and 53.43% (p =0.008), respectively. In patient
samples, YKT6 expression was lower and miR-134 and miR-135b
expression was higher in tumour than in normal tissue. Patients with
lower YKT6 expression had longer DFS (p =0.02) and OS (p =0.01).
Conclusions: Our findings are a first step towards a greater under-
standing of the role of exosome release and their regulatory genes in
NSCLC and their potential role as new prognostic markers.

Oow3.5

Scavenger receptor A blockade leads to tumour accumulation of
systemically administered extracellular vesicles bearing interleukin-15
Dionysios C. Watson', Avinash Srivatsan?, Defne Bayik®“, Gang Niu?,
Barbara K. Felber®, Ihsan Gursel®, Xiaoyuan Chen? and George N. Pavlakis'
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Pathogenesis Section, National Cancer Institute, Frederick, Maryland, USA

Introduction: We identified the scavenger receptor A family (SR-A) as
responsible for the rapid clearance by liver macrophages of
systemically delivered therapeutic extracellular vesicles (EVs). We
hypothesized that blocking SR-A would decrease liver uptake,
resulting in improved tissue distribution of therapeutic EV bearing
interleukin-15 (IL-15), which stimulate NK and T-cells, as an in vivo
anti-cancer therapy. Methods: HEK293 cells expressing heterodimeric
IL-15 (IL-15:IL-15Ra [hetIL-15]) were grown in a hollow-fiber bio-
reactor. EV-bearing hetlL-15 were purified from conditioned medium
by differential ultracentrifugation. EVs were stained with SytoGreen
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RNAselect or DiR, and unincorporated dye removed by gel filtration.
Uptake of SytoGreen-stained EVs by cell lines and human primary
cells was monitored in vitro by flow cytometry in the presence of
specific scavenger receptor A and B blockers. Biodistribution of
DiR-stained EVs delivered into healthy and 4T1 (mouse breast cancer
cell line) tumour-bearing mice treated with dextran sulphate (SR-A
blocker) was monitored in vivo by fluorescence imaging. Results:
Dextran sulphate blocked EV uptake in the SR-A1+ mouse macro-
phage RAW264.7 cell line and in human primary monocytes, but had
no effect in SR-A1(—) cell lines, such as 4T1. Combining selective SR-
Al and SR-Bl blockers decreased EV uptake additively. A single
injection of dextran sulfate resulted in 50% reduction of EV liver
uptake together with an increase of free plasma EVs 2 h after
treatment. Finally, pretreatment with dextran sulfate of tumour-
bearing mice led to an increase, compared to untreated control mice,
of EV uptake by the tumour over 24 h. Summary/conclusion: SR-A is
responsible for EV clearance by the liver. Blocking this receptor
enhances EV pharmacokinetics and distribution to tissues, including
tumours. These effects could be improved by combination of several
SR inhibitors and the use of therapeutic EV bearing tissue-specific
targeting ligands.

Oows3.6

Binding of EVs is regulated by CD44-hyaluronan interactions and
induce EMT-like changes in target cells
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Hyaluronan (HA) is the most abundant and essential polysaccharide
of the extracellular matrix for maintenance of normal tissues, but
it also creates a favourable microenvironment for growth of
tumour cells. HA is synthesized by specific plasma membrane-bound
enzymes, hyaluronan synthases (HASs). The HASs activate growth of
extremely long filopodia and shedding of HA-coated extracellular
vesicles (EVs). EVs are suggested to interact with their target cells by
utilizing receptors on the vesicular surface, such as CD44, which is the
most common receptor for HA. The aim of this work was to study
these interactions and their effects on target cells. The HA-coated EVs
secreted by GFP-HAS3 overexpressing cells were shown to carry GFP-
HAS3 (both as protein and mRNA) using techniques like immuno-
blotting and qPCR. Moreover, confocal microscopy and correlative
light and electron microscopy showed that GFP-HAS3 containing EVs
(i.e. HAS3-EVs) induced morphological changes and increased the
size of pericellular HA coat of the target cells. HA secretion of the
target cells to the culture medium was also increased as analysed by
ELISA-like assay. Furthermore, adding an excess of HA oligosacchar-
ides in the incubation medium to displace HA from the receptors,
Streptomyces hyaluronidase digestion to remove the HA coat or
treatment with CD44 blocking antibody regulated the vesicle binding
to the target cell, thereby showing that HA-CD44 interactions
are important for EVs binding to the target cells. HAS-induced EVs
act as carriers for HA on their surface and are potential vehicles in
preparing the premetastatic niches. Furthermore, CD44—HA interac-
tions may act as universal mechanism facilitating cellular binding of
EVs. This may result in signals to modify the target cells functions like
paving way for benign cells to become metastatic. Moreover, HA-
induced EVs could be utilized as diagnostic tools and targets of
therapy.
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