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RESUM

El melanoma és una neoplasia maligna derivada dels melandcits que, un cop disseminada,
desenvolupa una gran resisténcia a la quimioterapia i s’associa amb un mal pronostic. Al voltant del
50% dels melanomes porten la mutacié BRAF'*°. Els inhibidors de la quinasa BRAF, com el
Vemurafenib, redueixen la carrega tumoral en el melanoma disseminat. No obstant aixo, la
resisténcia adquirida es produeix molt sovint i els tumors comencen a progressar sota el tractament.
En estudis anteriors, hem demostrat que els canals de calci tipus T (TTCCs) estan sobreexpressats en
cel-lules de melanoma i tenen un paper important en la progressié tumoral. A més, hem descrit que
els inhibidors farmacologics dels TTCCs (Mibefradil i Pimozide) redueixen la proliferacié i desregulen
['autofagia induint apoptosi. En la seccid de resultats previs, hem analitzat el paper de l'autofagia
durant la migracié i invasié en el melanoma. El TTCC Cav3.1 i la proteina LC3Il estan altament
expressats en els melanomes BRAF'* en comparacié amb les linies cel-lulars o biopsies que
presenten la mutacié6 NRAS®®". Per altra banda, hem constatat que el bloqueig farmacologic o el
silenciament génic dels TTCCs i la Cloroquina, inhibeixen el flux autofagic i dificulten les capacitats
d'invasié i migracié cel-lulars, especificament en cél-lules de melanoma amb la mutacié BRAF %%,
Ateés que Snaill és un factor de transcripciéd amb un paper important en la motilitat i la invasid de les
cél-lules de melanoma, hem demostrat que Snaill esta fortament expressat en les linies cel-lulars i
en biopsies de melanoma BRAF'*° i |a seva expressié disminueix quan I'autofagia esta bloquejada.

En la primera part del treball, hem investigat I'impacte de la inhibicié dels TTCCs en
melanomes BRAF'*** resistents a Vemurafenib. Els resultats indiquen que els nivells de TTCC Cav3.1
estan incrementats en totes les linies cel-lulars resistents a Vemurafenib i en biopsies de melanoma
huma en comparacié amb les seves parentals corresponents. A més, tant en les cel-lules resistents
com en les biopsies, s’han observat nivells proteics de LC3 superiors, resultant en un augment de
I'autofagia basal. Particularment, I'inhibidor dels TTCCs, Mibefradil, indueix apoptosi i disminueix les
taxes de migracid i invasid mitjancant el bloqueig de I'autofagia també en les cél-lules resistents in
vitro i en xenografts de ratolins in vivo. Per altra banda, la terapia combinada (Vem + Mib) redueix o
manté la viabilitat cel-lular i les taxes de migracié i invasid segons l|'estat funcional de PTEN. Aixi
doncs, quan PTEN no és funcional, s’observa un retras en la inducciéd de mort i la inhibicié de la
migracid cel-lular amb la terapia combinada en les linies resistents a Vemurafenib. Finalment,
I'exposicié combinada de Mibefradil i Vemurafanib impedeix el desenvolupament de linies de
melanoma BRAF"*% resistents a inhibidors de BRAF. En conjunt, els nostres resultats suggereixen
gue els TTCCs podrien ser dianes terapeutiques valides en melanomes ja resistents a Vemurafenib i
obren la porta a explorar la inhibicié dels TTCCs com estrategia per evitar 'adquisicié de resisténcies
a aquest inhibidor de BRAF.

En la segona part d’aquest treball, hem avaluat el potencial terapéutic de I'anticos
neutralitzant de M-CSF durant I'adquisicié de resistencia de les cél-lules de melanoma BRAF'*%%*
mitjancant I'ds de medis condicionats. El secretoma dels medis de cultius de cél-lules resistents a
Vemurafenib indueix resisténcia al tractament i modula el fenotip de les cél-lules parentals. A més,
hem observat que el secretoma de les cél-lules resistents presenta un increment de la secrecié de
citoquines pro-tumorals, entre les que s’inclou M-CSF, la qual promou |'adquisicié de resistencia en
melanomes BRAF"*®* amb PTEN no funcional (knockout o mutacid). Per altra banda, el plasma de
ratolins amb tumors subcutanis de cel-lules resistents, indueix un fenotip de resisténcia a les
cél-lules parentals in vitro. En conseqliéncia, la neutralitzacié de la citoquina M-CSF, mitjancant
I’anticos monoclonal, inhibeix 'adquisicio del fenotip de resistencia en les cél-lules de melanoma
BRAF'*®** amb PTEN no funcional.






RESUMEN

El melanoma es una neoplasia maligna derivada de los melanocitos que, una vez
diseminada, desarrolla una gran resistencia a la quimioterapia y se asocia con un mal prondstico.
Alrededor del 50% de los melanomas llevan la mutacién BRAF". Los inhibidores de la quinasa
BRAF, como Vemurafenib, reducen la carga tumoral en el melanoma diseminado. Sin embargo, la
adquisicion de resistencia se produce muy a menudo y los tumores comienzan a progresar bajo el
tratamiento. En estudios anteriores, hemos demostrado que los canales de calcio tipo T (TTCCs)
estdn sobreexpresados en células de melanoma y tienen un papel importante en la progresién
tumoral. Ademds, hemos descrito que los inhibidores farmacolégicos de los TTCCs (Mibefradil y
Pimozide) reducen la proliferacién y desregulan la autofagia induciendo apoptosis. En la seccién de
resultados previos, hemos analizado el papel de la autofagia durante la migracién e invasién en el
melanoma. El TTCC Cav3.1 y la proteina LC3Il estdn altamente expresados en los melanomas
BRAF"®* en comparacidn con las lineas o biopsias que presentan la mutacién NRAS®®!. El bloqueo
farmacoldgico o el silenciamiento génico de los TTCCs y la Cloroquina, inhiben el flujo autofagico y
dificultan las capacidades de migracién e invasidn, especificamente en células de melanoma
BRAF'®*. Dado que Snaill tiene un papel importante en la motilidad y la invasién de las células de
melanoma, hemos demostrado que Snaill esta fuertemente expresado en las lineas celulares y
biopsias de melanoma BRAF"** y su expresion disminuye cuando la autofagia esta bloqueada.

En la primera parte del trabajo, hemos investigado el impacto de la inhibicidn de los TTCCs
en melanomas BRAF"*% resistentes a Vemurafenib. Los resultados indican que los niveles de TTCC
Cav3.1 estdan incrementados en todas las lineas celulares resistentes a Vemurafenib y en biopsias de
melanoma humano en comparacién con sus parentales correspondientes. Ademas, tanto en las
células resistentes como en las biopsias, se observaron niveles proteicos de LC3 superiores,
resultando en un aumento de la autofagia basal. Particularmente, el inhibidor de los TTCCs,
Mibefradil, induce apoptosis y disminuye las tasas de migracién mediante el bloqueo de la autofagia
también en las células resistentes in vitro y en xenografts de ratones in vivo. Por otra parte, la
terapia combinada (Vem + Mib) reduce o mantiene la viabilidad celular y las tasas de migracion e
invasion segun el estado funcional de PTEN. Asi pues, cuando PTEN no es funcional, se observa un
retraso en la induccién de muerte y la inhibicidon de la migracidn celular con la terapia combinada en
las lineas resistentes a Vemurafenib. Finalmente, el Mibefradil inhibe la adquisicién de resistencia en
las células de melanoma BRAF'®°® en combinacién con Vemurafenib. En conjunto, nuestros
resultados sugieren que los TTCCs podrian ser dianas terapéuticas validas en melanomas ya
resistentes a Vemurafenib y abren la puerta a explorar la inhibicién de los TTCCs como estrategia
para evitar la adquisicidn de resistencias a este inhibidor de BRAF.

En la segunda parte, hemos evaluado el potencial terapéutico del anticuerpo neutralizante
de M-CSF durante la adquisicién de resistencia de las células de melanoma BRAF*°®* mediante el
uso de medios condicionados. El secretoma de los cultivos celulares de células resistentes a
Vemurafenib induce resistencia al tratamiento y modula el fenotipo de las células parentales.
Ademas, hemos observado que el secretoma de las células resistentes presenta un incremento de la
secrecién de citoquinas pro-tumorales entre las que se incluye M-CSF, que promueve la adquisicion
de resistencia en melanomas BRAF'®°* con PTEN no funcional (knockout o mutacién). Ademas, el
plasma de ratones con tumores subcutdneos de células resistentes, induce un fenotipo de
resistencia a las células parentales in vitro. En consecuencia, la neutralizacion de M-CSF, mediante el
anticuerpo monoclonal, inhibe la adquisicion del fenotipo de resistencia en las células de melanoma
BRAF"*°°® con PTEN no funcional.






ABSTRACT

Melanoma is a malignant neoplasia derived from melanocytes that once disseminated
becomes highly resistant to chemotherapy and is associated with poor prognosis. Around 50% of
melanomas carry the BRAF'®°* mutation. Targeting BRAF mutant kinase by inhibitors, such as
Vemurafenib, reduce tumor burden in disseminated melanoma. However, acquired resistance very
frequently develops and tumors begin to progress under treatment. In previous studies, we have
reported that T-type calcium channels (TTCCs) are overexpressed in melanoma cells and play an
important role in melanoma progression. Importantly, TTCC pharmacological blockers (Mibefradil
and Pimozide) reduce proliferation and deregulate autophagy leading to apoptosis. Therefore, in the
previous results section, we analyzed the role of autophagy during migration and invasion processes
of melanoma cells. TTCCs Cav3.1 and LC3II protein are highly expressed in BRAF*°* both in cell lines
and biopsies compared to NRAS®™" mutant melanomas. Pharmacological blockade or gene silencing
of TTCCs and Chloroquine, inhibit the autophagic flux and impair the migration and invasion
capabilities, specifically in BRAF'*® melanoma cells. Because of Snaill plays an important role in
motility and invasion of melanoma cells, we showed that Snaill is strongly expressed in BRAF*°*
melanoma cells and patient biopsies, and its expression decreases when autophagy is blocked.

In the first part of this work, we investigated the impact of inhibiting TTCCs in Vemurafenib
resistant BRAF'®°* melanomas. The results indicate that TTCC Cav3.1 is highly expressed in all
Vemurafenib resistant melanoma cell lines and human melanoma biopsies compared to their
parental counterparts. Besides, in Vemurafenib resistent cells or biopsies, we observed higher LC3
protein levels, in turn, increased autophagy. Particularly, TTCC blocker, Mibefradil, induces
apoptosis and impaires migration rates while inhibiting autophagy in Vemurafenib resistent cells
cells in vitro and in mouse xenografts in vivo. In addition, combination therapy (Vem+Mib) reduced
or restored cell viability and migration/invasion rates depending on PTEN status. Therefore, when
PTEN is non-functional, there is a delay in the death induction and an inhibition of cell migration in
combination therapy in Vemurafenib resistant cell lines. Finally, Mibefradil inhibits the acquisition of
resistance in BRAF'**® melanoma cells in combination with Vemurafenib. Taken together, our
results suggest TTCCs as targetable in Vemurafenib resistant BRAF'*°* melanomas and open the
possibility to explore TTCC inhibition as a tool to avoid the acquisition of resistance to this BRAF
inhibitor.

In the second part of the present word, we have evaluated the therapeutic potential of M-
CSF neutralizing antibody during resistance acquisition to BRAFi of BRAF"***melanoma cells by
conditioned media. First, supernatant of cell cultures from resistant melanomas induces therapy
resistance and modulates the phenotype of parental cells. Furthermore, we have observed that
Vemurafenib resistant secretoma presents an increase of pro-tumor cytokines secretion, including
M-CSF that promotes the acquisition of resistance in BRAF'*** melanomas with loss of PTEN
(knockout o mutation). On the other hand, plasma mice from subcutaneous tumors of resistant cells
induce a resistant phenotype in cultured parental cells. Consequently, M-CSF neutralization by
monoclonal antibody inhibits resistance development in BRAF®°*® melanomas with non-functional
PTEN.
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Introduccio

1. MELANOMA

1.1 Melanoma: Introduccio

El melanoma cutani és una neoplasia maligna derivada dels melanocits epidéermics. Els melanocits
s'originen a la cresta neural i durant el desenvolupament embrionari migren cap a I'epidermis i el
fol-licle pilés on s’especialitzen en la produccié de melanina, el principal pigment responsable de la
coloracié de la pell i els cabells. Els melanocits doncs, sén les cél-lules pigmentaries de la pell. Tenen
una morfologia dendritica amb prolongacions que s’estenen entre els queratinocits des de la capa
basal fins a les altres capes de I'epidermis. Representen entre 1'1-3% de totes les cél-lules de la

epidermis adulta (Yamaguchi and Hearing 2014).

Melanocits

Epidermi

Membrana basal
epidermica ’

Dermis > Z - T —— % )

Figura 1. Representacio esquematica de la pell normal. A la dreta s’observen amb més detall els melanocits

positius per a Melan-A (marcador de diferenciacié melanocitica). Modificat de (Chudnovsky et al. 2005).

El melanoma pot sorgir de novo a partir de melanocits transformats de la pell normal o a partir de
nevus melanocitics congénits o adquirits preexistents. Originariament i en un sentit ampli, es va
anomenar nevus o naevus a lesions malformatives circumscrites de la pell o de les mucoses degudes
a un desenvolupament exagerat o una hipertrofia de diferents components de les mateixes. Aixi,
podem trobar nevus congenits de substrat molt variat com nevus epidermics, nevus sebacis, nevus
connectius, nevus acromics, nevus anémics i nevus melanocitics congenits, entre d’altres. Per
extensio, el terme nevus s’ha acabat utilitzant també per les neoplasies benignes derivades dels
melanocits, que reben el nom de nevus melanocitics adquirits. Els nevus melanocitics congenits es

classifiquen segons la seva mida, i els nevus melanocitics adquirits és classifiquen, per ordre de

freqliéncia, en nevus melanocitics comuns adquirits, nevus displasics (clinicament atipics o nevus de

Clark), nevus blau i nevus de Spitz/Reed, a part d'altres tipus molt poc habituals (Johnson 2013).
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La majoria dels melanomes (>90%) es localitzen en la pell (melanoma cutani), pero també es poden
observar en altres localitzacions com I'ull (especialment en la Uvea), les mucoses i les meninges on

també hi migren els melanocits des de la cresta neural.

El melanoma és el tipus més letal i més greu de tots els cancers de pell. Es caracteritza per ser una
neoplasia altament invasiva i facilment metastatitzant, fins i tot a partir de tumors primaris de
volum molt reduit (Gray-Schopfer et al. 2007), de manera que molts casos encara s'escapen del
diagnostic precog i evolucionen cap a la disseminacid. Un cop disseminat, el melanoma és altament
resistent als tractaments antineoplasics convencionals, com ara la quimioterapia o la radioterapia,
presentant un mal pronostic (Faido-Flores et al. 2017; Krepler et al. 2016; Pollack et al. 2011). El
melanoma pot afectar a adults d’edat jove i mitjana (Rios et al. 2013) causant una mort
desproporcionada en aquesta poblacid, ja que és responsable d’'una de les taxes més altes de
pérdua de vida potencial per cancer en adults (Ekwueme et al. 2011). En definitiva, el melanoma
continua sent un greu problema de salut i la investigacid sobre la biologia d’aquesta patologia i les

seves implicacions cliniques segueix sent un tema candent.

1.2 Epidemiologia del melanoma

El melanoma és un problema de salut a nivell mundial, ja que és un dels deu tipus de cancer més
comu amb una incidéncia cada vegada més gran. Tot i que el melanoma només engloba el 4% de

tots els cancers de pell, és responsable del 80% de les morts.
Taxa d’incidencia

La seva incidéncia ha anat en augment al llarg de les darreres dues décades en la poblacié dels
paisos industrialitzats, sobretot en les poblacions caucasiques i depenent de la zona geografica
(Leiter and Garbe 2008). En el 2012, segons European Cancer Observatory (ECO), es van diagnosticar
a nivell mundial 232.000 casos nous de melanoma. La incidéencia més alta s’ha observat a

Queensland, Australia, seguida de Nord America i el Nord d’Europa (Marcos-Gragera et al. 2010).
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Estimated incidence from malignant
melanoma of skin in both sexes, 2012

M 169+

M 13.1-1638
77-13
53-76

H <53

| Aor Sncimises 2t (e per 100500 m :
Figura 2. Incidéncia estimada del melanoma cutani en ambdods sexes al 2012. Extret de (The European

Cancer Observatory (ECO),2015).

La taxa d'incidéncia del melanoma varia ampliament també en relacié amb la raga. La poblaci
blanca té un risc aproximadament 10 vegades més gran de desenvolupar melanoma cutani que les
poblacions negres, asiatiques o hispaniques, i aquest risc esta relacionat amb una exposicid intensa i
intermitent als raigs UV, a més d’una historia personal de cremades solars a la pell, especialment
durant la infancia (Marcos-Gragera et al. 2010; Rastrelli et al. 2014). No obstant, tant les poblacions
blanques com les afroamericanes tenen un risc similar al desenvolupament del melanoma plantar,
mentre que els melanomes no cutanis (com el de la mucosa) sén més freqlients en poblacions no

blanques (Rastrelli et al. 2014).

Segons les dades obtingudes durant I'any 2007 per National Cancer Institute, la taxa d'incidéncia del
melanoma cutani en la poblacié blanca dels Estats Units era de 27,5 nous casos per 100.000
habitants, mentre que en les persones negres era d'1.1 per cada 100.000 (Rastrelli et al. 2014). En el
2014, a Australia es van estimar 89,5 nous casos/100.000 habitants/any en homes i 58,6 nous
casos/100.000 habitants/any en dones (Queensland Cancer Statistics Online (QCSOL). A Europa, el
2012, es van produir 100.300 nous casos (Ferlay et al. 2015). Els paisos europeus amb una taxa
d’incidéncia major en aquest mateix any son Suissa (25,8 nous casos/100.000 habitants/any),
Noruega i Paisos Baixos. Tot i que les ratios a Espanya sén més baixes que en el nord d’Europa,
durant els ultims anys, els nous casos de melanoma han augmentat substancialment de forma
accelerada (Bernal et al. 2013; Marcos-Gragera et al. 2010). Aixi, la incidéncia estimada del
melanoma cutani a Espanya a I’any 2012 va ser de 8,3 nous casos/100.000 habitants/any en homes i

de 9 nous casos/100.000 habitants/any en dones (European Cancer Observatory (EUCAN)
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http://eco.iarc.fr), mentre que a Catalunya a I'any 2016 hi varen haver 10,7 nous casos/100.000

habitants/any en homes i 11 nous casos/100.000 habitants/any en dones.

Pel que fa a la incidéncia del melanoma en relacié amb el sexe, diferents estudis mostren resultats
gue no sempre sén coincidents. Segons Markovic et al., els homes tenen aproximadament 1,5
vegades més probabilitats de desenvolupar melanoma que les dones, mentre que d'acord amb
altres estudis, als paisos europeus, la incidéncia de melanoma és més gran entre les dones. No
obstant, en altres poblacions predominantment caucasiques, com a Australia i els Estats Units,
aquest cancer és més freqilient entre els homes (Marcos-Gragera et al. 2010; Rastrelli et al. 2014).
Aguesta controversia depen de la prevalenga a ambdds sexes en relacié amb l'edat. La taxa
d'incidéncia del melanoma és més intensa en les dones que en els homes fins als 40 anys, pero amb

75 anys d'edat, la incidéncia és gairebé 3 vegades més elevada en homes respecte a les dones.

Encara que el melanoma té diferents taxes d'incidéncia segons I'edat, a diferencia d'altres tumors
solids, el melanoma afecta principalment a persones joves i de mitjana edat. L'edat mitjana en el
moment del diagnostic del melanoma és de 57 anys i s’ha observat que la incidéncia d'aquest cancer
augmenta linealment després dels 25 anys fins als 50 anys, moment en que la taxa d’incidencia
s’estabilitza, especialment en les dones (Rastrelli et al. 2014). Els epidemiolegs de GlobalData
comparteixen que, a partir dels 60 anys d'edat la incidencia és més alta en els homes grans en els
gue es solen diagnosticar melanomes més gruixuts i, per tant, més perillosos i amb major risc de
disseminacié (Tan 2018). A banda, tot i que el melanoma és rar en nens (es calcula que és del 1-2%
de tots els casos), hi ha dades que proven que eventualment poden presentar-se amb lesions més
gruixudes. Aixo s'ha atribuit a una major incidencia de lesions atipiques i un possible retard en la
presentacié i el diagnostic, a causa de la raresa d’aparicié d’aquesta neoplasia en aquest grup d'edat

(Tan 2018).

A Espanya, com a la majoria de les poblacions caucasiques, la distribucid dels llocs corporals més
freqlients d'aparicié d’aquest tumor també depén en gran mesura del sexe: les arees més comunes
son el tors o cos superior i I'esquena dels homes i els bracos i cames per a les dones (Marcos-

Gragera et al. 2010).
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Taxa de mortalitat

Paral-lelament a aquest augment de la taxa d'incidéncia, també hi ha un increment de la taxa de
mortalitat relacionada amb el melanoma, tot i que en menor grau. En general, el nombre de morts
per melanoma en les poblacions blanques de pell clara a tot el mén, ha augmentat en les Ultimes
décades (Leiter and Garbe 2008). Als Estats Units, la taxa de mortalitat va augmentar un 1,4%
anualment entre 1977 i 1990. Des de 1990, ha mostrat una petita tendéncia a la baixa reduint-se a
un 0,3% anual de 1990 a 2002. Tot i aixi, segons I’American Cancer Society, es van registrar taxes de
mortalitat entre el 2011-2015 de 2,6/100.00 habitants/any. Als paisos europeus la maxima taxa de
mortalitat estimada en el 2012 es va trobar a Noruega (5,1/100.00 habitants/any), Eslovénia
(4,4/100.000 habitants/any) i Suécia (4/100.000 habitants/any) en comparacié amb la mitjana
europea de 2,3 morts per cada 100.000 habitants. Espanya, segons I'Instituto Nacional de Estadistica
presenta una de les taxes estandarditzades de mortalitat més baixes de la Unié Europea (1,4 per

100.000 habitants en el 2009), que suposen 864 defuncions cada any.

Estimated incidence and mortality from malignant melanoma of skin in both sexes, 2012

& Incidence Mortality Age Standardised Rate (European) per 100000

Figura 3. Incidéncia i taxa de mortalitat estimada del melanoma cutani en ambdos sexes al 2012. Extret de

(The European Cancer Observatory (ECO),2015).

15



Introduccio

Encara que la taxa de mortalitat del melanoma continua augmentant més rapidament en
comparacié amb les taxes de mortalitat de la majoria dels altres cancers, en general, les taxes de

mortalitat atribuides al melanoma romanen baixes respecte la taxa d’incidéncia.

Segons Rigel et al., entre el 2003 i el 2007, I'edat mitjana de mort per melanoma als Estats Units va
ser de 68 anys. Hi ha una major mortalitat en els homes en comparacié amb les dones de la mateixa
edat als Estats Units (Rastrelli 2014). Pel que fa a Catalunya, durant el periode 2000-2004, la taxa de
mortalitat del melanoma va ser major en homes (1,82) que en dones (1,27), traduint-se a una

mitjana anual de 55 dones i 66 homes (Marcos-Gragera et al. 2010).

1.3 Factors de risc en el melanoma

L'epidemiologia del melanoma és complexa, considerant-se una malaltia multi-factorial derivada
de la interaccié entre I'exposicié ambiental i la susceptibilitat geneética (Berwick et al. 2015;
Rastrelli et al. 2014). S’han identificat una série de factors de risc que en conjunt s'agrupen en tres

categories: 1. Medi ambient. 2. Geneética. 3. Immunosupressio.

1) Nombrosos estudis epidemiologics mostren que el factor de risc ambiental més important per
desenvolupar un melanoma és l'exposicié als raigs UV, a causa del seu efecte genotoxic.
L'exposicié al sol es pot classificar com a exposicié intermitent, cronica o acumulativa (general), i
cadascuna té un efecte diferent sobre el tipus de melanoma, considerant-se un factor de risc
determinant (Rastrelli et al. 2014). El mecanisme exacte i les longituds d'ona de la llum ultraviolada
més critiques continuen sent controvertits, perd s'han atribuit principalment als rajos UV-B
(longitud d’ona= 290-320 nm) (Chudnovsky et al. 2005; Fabo et al. 2004), sense menysprear |'accié
dels UV-A (Khan et al. 2018). Hi ha una gran evidencia que un patré intermitent d'exposicié al sol
augmenta el risc de melanoma (Fabo et al. 2004). De fet, la proporcié de melanoma atribuit a
I'exposicié intermitent al sol s'ha estimat en més del 90% dels casos a Australia, Canada, Paisos
nordics, Suissa i els Estats Units i entre el 78 i el 90% en diversos paisos europeus incloent el Regne

Unit (Berwick et al. 2015).

El risc del melanoma es diferencia no només pel patré d'exposicid al sol, sind també per la
localitzacié anatomica, I'edat i el fenotip de la pell. Aixo indica que el melanoma pot sorgir a través
de multiples vies causals. Els melanomes de cap i coll s'han relacionat amb I'exposicié al sol

cronica, amb edat avancada en el diagnostic, mentre que el melanoma al tronc i les extremitats
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s’associa a edats més joves i a I'exposicio solar intermitent (Berwick et al. 2015; Sigall et al. 2010).
Altres factors ambientals, com ara exposicions quimiques, poden augmentar el risc de melanoma,
perd avui en dia encara es requereix investigacidé addicional per descriure aquest tipus

d’exposicions (Berwick et al. 2015; Rastrelli et al. 2014).

Els factors hostes es refereixen a les caracteristiques de la pigmentacid (pell pal-lida que es crema
i/o desenvolupa efélides amb facilitat amb I'exposicié al sol, cabell ros o pél-roig, ulls blaus) i el
nombre i el tipus de nevus melanocitics. Aproximadament el 25% dels casos de melanoma es
produeixen conjuntament amb un nevus preexistent. A més, el recompte total de nevus es
correlaciona positivament amb el risc de melanoma i varia en funcié del nombre, mida i tipus de

nevus (comuns vs displasics) (Berwick et al. 2015).

2) Per altra banda, la historia familiar del melanoma constitueix un fort factor de risc per al
desenvolupament de la patologia. En les uUltimes dues décades, hi ha hagut un increment en la
investigacid orientada a dilucidar les bases genétiques germinals hereditaries de I'aparicio del
melanoma (Rastrelli et al. 2014). Els factors genetics es classifiquen com gens d'alta penetrancia,

gens de risc moderat o polimorfismes geneétics de baix risc.

Entre els gens d’alta penetrancia els primers que es varen identificar varen ser CDKN2A (Cyclin
Dependent Kinase Inhibitor 2A), el qual codifica per dues proteines diferents depenent de les
seves formes d’splicing (p16 "** i p14**f) i CDK4. Tant p16 com pl4 participen en el control
negatiu del cicle cel-lular, la supressid tumoral i I'aparici6 de la senescencia dels melanocits
(Berwick et al. 2015; Chin 2003). p16 és un inhibidor de CDK4, que s’uneix a la Ciclina D i fosforila
pRB (Retinoblastoma Protein), el qual allibera els factors de transcripcié E2F que promouen la
transicié entre les fases G1 i S del cicle cel-lular. Per tant, pl16 inhibeix la proliferacié dels
melanocits. En la mateixa linia, p14**" és un inhibidor de MDM2 (Murine Double Minute 2), que
inhibeix la proliferacié dels melanocits a més de promoure la senescéncia dels mateixos. Pero, per
altra banda, accelera la destruccié de p53. La perdua de p53 comporta a la cel-lula un

desajustament en els punts de control del cicle cel-lular i en la capacitat d’induir apoptosi.

La delecid i/o mutacié de CDKN2A és altament prevalent en els casos de melanoma familiar (del 25
al 40%, depenent dels criteris emprats i area geografica) (Chin 2003; Potrony et al. 2015) i
comporta una desregulacié severa del cicle cel-lular, afavorint la proliferacié dels melanocits i

I'escapada al procés de senescéncia cel-lular. Només un 2% de tots els casos de melanoma a la
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poblacié tenen mutat el gen CDKN2A, perod la probabilitat de presentar la mutacié és molt més
gran quan hi ha una forta historia familiar de melanoma o tumors primaris multiples (Berwick et al.

2015).

Pel que fa al gen CDK4, de forma similar amb el que passa amb el gen CDKN2A, participa també en
la via de supressié tumoral i s’ha descrit igualment com un gen d’alt risc per susceptibilitat en el

melanoma, encara que es troba alterat en probablement menys de I'1% de les families afectes.

o

®
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Figura 4. Transcrits del gen CDKN2A: INK4A (p16) i ARF (p14”%). Extret de (Chin 2003).

Altres gens d’alt risc pel que fa a la susceptibilitat a melanoma, més recentment descrits, pero

també excepcionals sén BAP1, CXCL1, TERT, POT1, ACD i TERF2IP (Potrony et al. 2015).

El primer gen de susceptibilitat a melanoma de risc moderat que es va descriure és MCI1R
(Melanocortin 1 Receptor). Aquest gen s’expressa en els melanocits i la proteina resultant té un
paper rellevant en la sintesi de melanina. Concretament, quan la proteina esta activada indueix la
sintesi d’eumelanina (pigment melanic marré o negre), en canvi, quan resta poc activa es produeix
feomelanina (pigment groc o vermell). Les variants al-leliques disfuncionals en aquest gen sén
relativament freqiients entre la poblacié pel-roja i s’associen a un increment en el risc de patir
melanoma, doncs I'absencia d’eumelanina resta proteccioé contra els rajos UV en aquests individus

(Rosenkranz et al. 2013).
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Més recentment, s’ha identificat una variant del gen MITF (Microphthalmia-associated
Transcription Factor), també considerada com de risc moderat per a I'aparicié de melanoma. MITF
regula diversos gens implicats en el desenvolupament de melandcits aixi com també en la
diferenciacid, la supervivencia, la regulacio del cicle cel-lular i la produccié de pigments (Berwick et

al. 2015).

Entre el gens de susceptibilitat a melanoma de baix risc ja confirmats o candidats, es troba una
llarga llista de gens responsables de la pigmentacio de la pell, el ulls i el cabell, el nombre de nevus
(gens de nevogenicitat), la resposta immune, els mecanismes de reparaciéo de I’ADN, diferents
processos metabolics, la proliferacié cel-lular (com ara el gen del receptor de la vitamina D), etc
(Potrony et al. 2015). De fet, molts dels gens de susceptibilitat a melanoma de baix risc recullen els
trets constitucionals de I’'hoste que s’han relacionat epidemiologicament amb el risc de

desenvolupar melanoma.

3) El melanoma cutani és un tumor immunogeénic amb capacitat de propagacié a través del sistema
limfatic, evitant i superant simultaniament el sistema de vigilancia (Wolchok and Saenger 2008). La
immunosupressio induida per melanoma es desenvolupa a través de nombrosos mecanismes com
ara la regulacid a la baixa dels antigens superficials, les mutacions dins de les cel-lules malignes, la
manca de funcid co-estimuladora, la secrecid de citoquines immunosupressores i la induccié de
tolerancia (Kubica and Brewer 2012). Els pacients amb leucémia, limfomes, trasplantaments
d'organs, VIH, o qualsevol altra patologia que produeixin una immunodepressid, tenen major

probabilitat d'adquirir el tumor (Sigall et al. 2010).

1.4 Tipus de melanomes primaris

Clinicament, els melanomes primaris es classifiquen en quatre subtipus principals. EIl melanoma
d'extensid superficial (Superficial Spreading Malignant Melanoma, SSMM), melanoma nodular
(Nodular Melanoma, NM) i el melanoma lentigen maligne (Lentigo Malignant Melanoma, LMM),
van ser descrits per primera vegada per Wallace Clark el 1969 (Clark et al. 1969). El melanoma
lentiginds acral (Acral Lentiginous Melanoma, ALM) va ser descrit deu anys més tard per Arrington

(Arrington et al. 1977) (Figura 5).

19



Introduccio

Figura 5. Tipus de melanomes primaris. a) Melanoma d’extensio superficial (SSMM) b) Melanoma sobre
lentigen maligne (LMM) c) Melanoma lentiginos acral (ALM) d) Melanoma nodular (NM). Imatges cedides pel

Servei de Dermatologia del Hospital Universitari Arnau de Vilanova de Lleida.

El SSMM és el subtipus més comu i representa gairebé dos tergos de tots els melanomes primaris
(Tan 2018). Es pot originar gairebé en qualsevol part de la pell, pero és més freqliient en els llocs
amb exposicio al sol de manera intermitent (Schadendorf et al. 2013; Scolyer et al. 2011). SSMM es
presenta com una lesid cutania plana asimetrica amb pigmentacid irregular, i amb fendmens de
regressié. A més, presenta freqlentment una prolongada fase in situ pre-invasiva amb un

creixement lent durant mesos o anys (Tan 2018).

NM és el segon subtipus més comu i també pot originar-se en qualsevol part de la pell, sobretot en
el tronc, el cap i el coll (Schadendorf et al. 2013; Scolyer et al. 2011). Sovint, és una lesié nodular
pigmentada total o parcialment de color rosa, vermell, marrd o negre, encara que també pot ser
amelanotica (Tan 2018). Presenta un creixement rapid (des de diverses setmanes a mesos) i té més

probabilitats de sagnar o d'ulcerar que el SSMM. No té fase de creixement in situ.

LMM és generalment pla en aparenca i es presenta com una piga gran i irregular de coloracio fosca.
Es produeix en zones exposades al sol de forma cronica amb danys solars majors, sobretot a la cara,
perd també en els llocs extrafacials incloent el coll, el cap, I'esquena i I'avantbrag (Tan 2018). Sol
presentar-se en persones grans. Normalment té un periode pre-invasiu in situ molt llarg (d’anys a

decades).

ALM és el subtipus que representa menys del 5% de tots els casos en la poblacié caucasica. Tot i
gue encara és relativament rar, és el subtipus més comu en les poblacions de pell fosca. Aquest
subtipus de melanoma es produeix en els palmells de les mans, plantes dels peus i llocs subunguials i

epidemiologicament no té res a veure amb I'exposicié solar (Tan 2018).
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A banda, hi ha diverses variants rares com el melanoma desmoplasic, nevoide, spitzoide, o nevus

blau maligne que, en conjunt, constitueixen aproximadament el 5% de tots els casos.

Els especialistes utilitzen la denominada "regla ABCDE" per a la identificacid preco¢ del melanoma.
Es tenen en compte les seglients caracteristiques cliniques del melanoma: (A) L’asimetria de les
lesions, (B) els marges irregulars, (C) les variacions de color, (D) el diametre major de 6 mm i (E)
I'evolucié (respecte a la grandaria, forma, tons de color, caracteristiques de la superficie o

simptomes) (Abbasi et al. 2004).

Actualment s'utilitza el sistema “7 punts de Glasgow” de forma complementaria a la regla de
I'ABCDE, ja que aquest es focalitza en els canvis que es poden observar en una lesié de la pell. Aixi
doncs, permet detectar alguns melanomes que no compleixen la regla de I'ABCDE. Keefe et al de
I'Hospital General Stobhill de Glasgow, van desenvolupar aquesta llista de verificacié per avaluar una
lesid cutania pigmentada la qual consta de 7 criteris: 3 criteris majors i 4 criteris menors (Walter et

al. 2013):

CRITERIS MAJORS (2 punts) CRITERIS MENORS (1 punt)

Modificacio de mida Inflamacio
Modificacié de la forma (marge irregular) Hemorragia
Canvi de color (pigmentacio irregular) Canvis sensorials (dolor o picor)
Diametre de lesié 2 6 mm

Taula 1. Criteris del sistema 7 punts de Glasgow. Modificat de (Walter et al. 2013).

A cadascun dels criteris majors presents se li assignen 2 punts i a cada un dels criteris menors se li

assigna 1 punt. Es considera que una lesio és sospitosa de melanoma si suma 3 o més punts.

No obstant, el diagnostic clinic de les lesions pigmentades pot ser dificil i la dermatoscopia i altres
tecniques més sofisticades, como la microscopia confocal, sén eines addicionals que s’utilitzen per
orientar millor el diagnostic. L'examen histopatologic es considera el gold standard per confirmar el
diagnostic de melanoma pero, en alguns casos poc freqlients, encara planteja dubtes, i algunes
lesions melanocitiques resten diagnosticades com de comportament biologic incert (Walter et al.

2013).
1.5 Progressio del melanoma

En el diagnostic histopatologic dels melanomes primaris s’utilitzen dos conceptes essencials

relacionats amb la seva progressié com la forma d'invasid i la profunditat (mesurada pel nivell de
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Clark o el gruix de Breslow, veure pag 22 i 23). Els melanomes primaris normalment progressen a
través de dues fases ben definides. La fase de creixement radial (Radial Growth Phase, RGP), |'etapa
inicial de la progressié del tumor, caracteritzada clinicament per una lesié plana amb expansié
horitzontal que es confina histopatologicament a I'epidermis i la dermis més superficial (Clark et al.
1969; Elder et al. 2005). La segona etapa de la progressid, la fase de creixement vertical (Vertical
Growth Phase, VGP), es caracteritza per la invasié de la dermis més profunda i dels teixits subcutanis
subjacents (Figura 8) i clinicament provoca lesions que ja tenen un cert volum i profunditat (Clark et

al. 1975).

Nivell d’invasio de Clark i index o gruix de Breslow

El gruix del tumor i la profunditat de la invasid sén els factors pronostics més precisos per als

melanomes. El métode de classificacid de Clark correlaciona el nivell d'invasié anatomic amb el

pronostic, on els nivells més alts tenen implicacions pronostiques pitjors (Chudnovsky et al. 2005;

Elder et al. 2005).

Niveles de Clark
Nivel | Nivel Il Nivel IIl Nivel IV Nivel V

Epidermis i
Dermis papilar—? s

Conexién
papilar-reticular &
dérmica

Dermis reticular—|

Tejido subcutaneo |

Figura 6. Nivells d’invasié de Clark. Extret de (Instituto Nacional del Cancer).

En el nivell de Clark I, el melanoma es troba confinat en I'epidermis (melanoma in situ). En el nivell
de Clark Il, es produeix infiltracié cap a la dermis papil-lar (capa superior de la dermis). El nivell de
Clark 1l resulta en la invasié a la unié de la dermis papil-lar cap a la connexié papil-lar-reticular
dermica, pero no cap a la dermis reticular (capa inferior de la dermis). En el nivell de Clark IV, es
produeix la invasio a la dermis reticular. En el nivell de Clark V, el melanoma és dissemina cap al

teixit subcutani (Clark et al. 1969; Elder et al. 2005).

El nivell de Clark va ser clau com a sistema d'estadificacié del melanoma, pero des del 2010 la

American Joint Committee on Cancer (AJCC) va considerar el nivell de Clark amb menys importancia
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pronostica en comparacié amb la profunditat de Breslow que s’ha demostrat ser més reproduible i
amb major valor predictiu. De manera que, malgrat que encara es fa constar el nivell de Clark al
informe anatomopatologic del melanoma primari, ja no es té en consideracié per calcular
I’estadificacié del melanoma en cap de les dues darreres classificacions de I'AJCC, és a dir, la del

2010 la del 2018 (Balch et al. 2009; Gershenwald et al. 2017).

L'index o gruix de Breslow és una mesura directa en mil-limetres del gruix del tumor entre la part

superior de la capa de cél-lules granulars de I'epidermis i el punt més profund de penetracié del
tumor (Breslow 1970). Aquest segon métode ha estat acceptat com un indicador més fiable de
pronostic, ja que s'avalua més facilment i és més objectiu que el métode de Clark (Chin 2003). Com
més fi sigui el melanoma, millor sera el pronostic de la neoplasia. Per tant, el gruix de Breslow és

considerat un dels factors més importants del tumor primari en la prediccié del pronodstic del

melanoma.

10 year survival rate B% 71% 59% 36%
o (J

Clark's Levels 1 2 3 4 5

10 year survival rate

Figura 7. Comparacio grdfica entre I'index de Breslow i els nivells de Clark. Punts de tall actuals de I'index de

Breslow: <1, 1-<2, 2-<4, >4. Extret de (PathologyOutlines).

Melanoma de novo vs melanoma sobre nevus

Segons el model de carcinogénesi i progressié tumoral del melanoma, descrit inicialment per Clark,
la proliferacié dels melanocits normals, presumiblement en resposta a la radiacié UV, déna lloc a la
formacié de nevus comuns que, eventualment, poden transformar-se en displasics i aquests, a la
vegada, en melanoma. En la fase de creixement radial (RGP) el melanoma presenta la capacitat de

creixement intraepidérmic i en el derma superficial, seguit de la invasié de la dermis en la fase de
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creixement vertical (VGP), procés que culmina amb la invasié vascular, disseminacié limfatica o
sanguinia i la formacié de metastasi. Es important destacar que actualment es coneix que només el
20-40% dels melanomes es desenvolupen a partir de nevus preexistents, que tant poden ser comuns
com displasics (Martin-Gorgojo and Nagore 2018; Silva et al. 2011). La resta apareixen a partir de
melanocits transformats de novo, sense passar per totes les etapes descrites (Clark et al. 1975). Per
altra banda, en el cas de la progressié del melanoma nodular manca la fase de creixement radial, ja

gue aquest envaeix verticalment la dermis des del seu inici.

Benign Dysplastic Radial-Growth Vertical-Growth Metastatic

Stage Nevus Nevus Phase Phase Melanoma

Epidermis

i Basement I

membrane |

Dermis

Metastasis to lung, liver,
or brain

Figura 8. Progressié de la pell normal a melanoma in situ que culmina en metastasi. Extret de (Miller and

Mihm 2006).

1.6 Estadiatge i pronostic del melanoma

El sistema de classificacido de tumors malignes (Classification of Malignant Tumours, TNM) va ser
desenvolupat per American Joint Committee on Cancer/Union for International Cancer Control
(AJCC/UICC). En les seves sigles, T significa tumor primari; N, ganglis limfatics i altres tipus de
malaltia metastatica regional no ganglionar, i M, metastasi a distancia. Segons la darrera classificacio
TNM de la AJCC (Gershenwald et al. 2017), en 'estadi O els melanomes no sén invasius i no han
trencat la integritat de la membrana basal epidermica (melanoma "in situ"). L'estadi | (€2 mm
d'index de Breslow, sense ulceracid) i l'estadi Il (>1 mm d'index de Breslow amb ulceracié o
gualsevol tumor amb >2 mm d'index de Breslow) es caracteritzen per tumors primaris invasius, en
absencia de metastasi locorregionals o a distancia. En |'estadi lll, ja s'ha produit la propagacié

regional a través dels vasos limfatics als ganglis del territori anatomic corresponent o als teixits veins

24



Introduccio

i en l'estadi IV s’observen metastasis a distancia produides per via sanguinia (Gershenwald et al.

2017).

Biopsia selectiva del gangli sentinella

Per a l'estadificacié de la malaltia locoregional (N), des de finals del 90, inici del 2000, es va introduir
una técnica, anomenada “estudi del gangli sentinella o biopsia selectiva del gangli sentinella” que va
significar una revolucid en |'estadificacié del melanoma i ja va ser incorporada a la classificacié de
I'AJCC de 2001. La biopsia selectiva del gangli sentinella permet detectar la preséncia de metastasis
ganglionars regionals ocultes, és a dir, no detectables per exploracié clinica ni per técniques
d’imatge. Per aix0, mitjancant métodes de Medicina Nuclear, es localitza el primer gangli (o primers
1-3 ganglis) de la cadena ganglionar de la zona de drenatge limfatic del tumor primari. Aquest
primer gangli s’extirpa quirdrgicament, amb una técnica quirdrgica relativament senzilla i amb
poques complicacions, i s’estudia anatomopatologicament. En el cas de que estigui lliure de
metastasis (gangli sentinella negatiu), es considera que tota la resta de ganglis de la cadena
ganglionar regional també estan lliure de metastasis, el que és una dada de bon pronostic (Morton
et al. 2006; Morton et al. 2005). Actualment, la biopsia selectiva del gangli sentinella s’ofereix a tots
el pacients amb tumors primaris amb Breslow > 1 mm i es pot considerar en tumors amb Breslow <
1mm, perdo amb altres factors de mal pronodstic, com un gruix de 0,8-1 mm, combinat amb la
preséncia d’ulceracié i/o mitosi (Gonzalez 2018). En cas de que sigui positiva, és un clar marcador de

mal pronostic.
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Estadi

Sub- Caracteristiques

estadi

- Elmelanoma solament es troba en la epidermis. Aquesta etapa també es denomina in situ.

1A - Tumor de <1mm de gruix, sense ulceracio

IB - Tumor de £1mm de gruix, amb ulceracié
- Tumor de 1-2 mm de gruix, sense ulceracio.

A - Tumor de 1-2 mm de gruix, amb ulceracid.
- Tumor de 2-4 mm de gruix, sense ulceracio.

1B - Tumor de 2-4 mm de gruix, amb ulceracid.
- Tumor de >4 mm de gruix, sense ulceracio.

IC - Tumor de >4 mm de gruix, amb ulceracio.

IMA - Metastasis clinicament ocultes en 1-3 ganglis limfatics regionals (detectades per estudi de gangli
sentinella), en tumors primaris de gruix 1-2 no ulcerats.

1B - 1) Un sol gangli regional clinicament afecte o 2) malaltia regional no ganglionar sense primari conegut

- 1) Un sol gangli regional clinicament afecte o 2) malaltia regional no ganglionar o 3) 2-3 ganglis afectes,
al menys un detectable clinicament, en tumors primaris de gruix 1-2 mm no ulcerats

- 1) Metastasis clinicament ocultes en 1 gangli limfatic regional (detectat per estudi de gangli sentinella) o
2) un sol gangli regional clinicament afecte o 3) malaltia regional no ganglionar o 4) metastasis
clinicament ocultes en 2-3 ganglis limfatics regionals (detectades per estudi de gangli sentinella) o 5) 2-3
ganglis afectes, al menys un detectable clinicament, en tumors primaris d’1-2 mm amb ulceracio o de 2-
4 mm sense ulceracio.

Ic - 1) 2-3 ganglis regionals afectes, al menys un detectable clinicament o 2) combinacié d’un gangli
clinicament ocult (detectat per gangli sentinella) o clinicament evident + malaltia regional no ganglionar
0 3) 4 o més ganglis, al menys 1 detectat clinicament o massacot ganglionar sense malaltia regional no
ganglionar o 4) combinacié de 2 o més ganglis detectats clinicament o ocults + malaltia regional no
ganglionar, sense primari conegut

- 1) Combinacié d’un gangli regional clinicament ocult (detectat per gangli sentinella) o clinicament
evident + malaltia regional no ganglionar o 2) 4 o més ganglis clinicament ocults (detectats per gangli
sentinella) o 3) 4 o més ganglis, al menys 1 detectat clinicament o massacot ganglionar sense malaltia
regional no ganglionar o 4) combinacié de 2 o més ganglis detectats clinicament o ocults + malaltia
regional no ganglionar, en tumors primaris fins a 4 mm sense ulceracid.

- Qualsevol afectacié ganglionar regional més greu que tan sols 1 gangli afecte (clinicament o no) o tan
sols malaltia regional no ganglionar, en tumors primaris de 2-4 mm ulcerats o >4 mm no ulcerats.

- 1) Combinacié d’un gangli regional clinicament ocult (detectat per gangli sentinella) o clinicament
evident + malaltia regional no ganglionar o 2) 4 o més ganglis clinicament ocults (detectats per gangli
sentinella) o 3) 4 o més ganglis, al menys 1 detectat clinicament o massacot ganglionar sense malaltia
regional no ganglionar o 4) metastasis clinicament ocultes en 2-3 ganglis limfatics regionals (detectades
per estudi de gangli sentinella) o 5) 2-3 ganglis afectes, al menys un detectable clinicament o 6) )
combinacid d’un gangli clinicament ocult (detectat per gangli sentinella) o clinicament evident + malaltia
regional no ganglionar, en tumors primaris de més de 4 mm i ulcerats.

1D - 4 0 més ganglis regionals clinicament ocults (detectats per gangli sentinella) o 4 o més ganglis, al menys
1 detectat clinicament o massacot ganglionar sense malaltia regional no ganglionar o combinacié de 2 o
més ganglis detectats clinicament o ocults + malaltia regional no ganglionar, en tumors primaris de més
de 4 mm i ulcerats.

- El melanoma s’ha disseminat a organs o ganglis limfatics distants del tumor original (metastasi a
distancia)

Taula 2. Sistema d’estadificacié TNM del melanoma segons I’AJCC 2018 Extret de (Gershenwald et al. 2017).
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D’aquesta manera, les caracteristiques dels tumors primaris i metastatics afecten al pronostic. |
aquest, depeén del gruix del melanoma (la profunditat del melanoma que penetra a la dermis) i la
ulceracid. A més, el pronostic esta directament relacionat amb I'etapa de l'estadiatge en el

diagnostic segons la classificacié de TNM dels tumors malignes.

Segons dades del National Cancer Institute, les ratios de supervivencia als 5 anys es mostren a la

taula contigua:

Estadi en el diagnostic ‘ ‘ Taxa de supervivencia als 5 anys
Totes les etapes 90.5%
Estadi 0 100%
Estadi I-1l (Localitzat) 97.6%
Estadi Ill (Regional) 60.3%
Estadi IV (Distancia) 16.2%

Taula 3. Ratios de supervivéncia als 5 anys segons I'estadi al diagnostic. Modificat de (SEER Training).

Aproximadament el 83% dels melanomes es diagnostiquen en una etapa localitzada.

Es possible que amb els nous tractaments disponibles pel melanoma metastatic, la taxa de
supervivencia actual dels pacients en estadi IV sigui millor que la que reflecteix la taula, pero els
canvis sén tan recents que, segons el document a on es recull la darrera classificacié de la AICC, les

dades son massa limitades com per a pronunciar-se (Gershenwald et al. 2017).

1.7 Mutacions somatiques i alteracions moleculars més prevalents en el melanoma

L'aparicié d’alteracions moleculars i cromosomiques en cel-lules melanocitiques benignes estan
directament implicades en la diferenciacid, I'aparicié i I'evolucid dels melanomes. Aquestes
alteracions es poden detectar a l'inici del tumor (mutacions, pérdua d’heterozigosi, amplificacid
génica, guany i perdua de cromosomes), durant la progressié (pérdua del control del cicle cel-lular,
factors de creixement, neovascularitzacid), en la resistencia a I'apoptosi (inactivacié de vies de mort
cel-lular, guany de factors antiapoptotics i de supervivencia), en la invasid i la metastasi (motilitat

cel-lular, adhesié cel-lular, enzims proteolitics) i també durant I’escapament de la vigilancia immune
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(pérdua o guany de reguladors immunologics). Tots aquests factors diferencien les cel-lules del

melanoma a partir de melanocits normals i nevus melanocitics benignes (Carlson et al. 2005).

Aixi, diverses soén les mutacions genetiques que s'han associat al desenvolupament i la progressié
del melanoma. En general, al voltant del 40-50% dels melanomes cutanis que apareixen sobre pell
amb dany solar no cronic (o dany solar intermitent) sén portadors de mutacions en el gen BRAF.
D'aquests, el 90% presenta la mutacié BRAF'** (Banzi et al. 2016; Dhomen et al. 2009), produida
per substitucié d'una valina en el codd 600. L'activacié de les mutacions de BRAF es troba implicada

també en altres tumors com el cancer colorectal, I'ovari o la tiroide (Manzano et al. 2016).

Receptor

CQ Extracelular
@ <:| Cytoplasm

BRAF i
@ h Melanoma 50

NSCLC 3-5

Colorectal 5
Thyroid 50

° n Cholangioca 15

Nucleus
transcription factors
proliferation/differentiation/apoptasis

Figura 9. Mutacié de BRAF en diferents tipus tumorals. Extret de (Manzano et al. 2016). NSCLC: Carcinoma

de pulmo de cél-lules no petites.

Al voltant del 20% dels casos de melanoma presenten mutacions en el gen de NRAS afectant
majoritariament al codé Q61 (Jakob et al. 2012). Les mutacions de NRAS i BRAF sén mutuament

excloents sent |la taxa de coexisténcia <1%.

Al voltant del 14% dels casos presenten mutacions en NF1, un supressor tumoral i regulador negatiu

de la senyalitzacié de Ras (Manzano et al. 2016; Sullivan et al. 2013; Wood and Luke 2017).
A més s’han descrit melanomes que no presenten cap de les tres mutacions esmentades i per tant

son triple negatius, sent un nou grup de melanomes. Actualment es parla de melanomes amb

mutacions de BRAF, de NRAS, de NF1 i "triple negatius" per englobar a la resta.
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Tot i la gran prevalenca de mutacions de BRAF en el melanoma cutani, les aberracions moleculars
del melanoma en general sdn heterogenies i complexes (Carlson et al. 2005). S'han descrit moltes
altres alteracions genétiques que confereixen la funcié de guany/pérdua de gens que activen
anormalment les vies de senyalitzacié com KIT, GNAQ/GNA11, CDKN2A, PTEN, NF1, BAP1, entre
d'altres (Berwick et al. 2015; Griewank et al. 2014).

G-protein coupled
receptor

Figura 10. Representacié esquematica de les mutacions oncogéniques en el Melanoma. Les mutacions
oncogéniques i les aberracions moleculars es presenten regularment a la via de senyalitzacio de les MAPK i

també a la via de la PI3K/AKT. Extret de (Sullivan et al. 2013).

En general, les mutacions genétiques més conegudes en el melanoma afecten principalment a la via
de senyalitzacié de les MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinase) i la via PI3K/AKT. Per ordre de
freqliéncia, es detecten diverses anomalies moleculars que afavoreixen I'aparicié del melanoma
com son les mutacions puntuals en els gens BRAF i NRAS, la pérdua dels supressors tumorals PTEN i
NF1, a més de mutacions o amplificacié de cKIT i GNAQ/GNA11l (<1% de tots els casos de

melanoma,> 80% en el melanoma ocular).

La proteina BRAF és una serina/treonina quinasa i és el component central de la via de senyalitzacid
RAS/BRAF/MEK/ERK, la qual regula el creixement cel-lular, la proliferacio, supervivéncia, la invasio i
la melanomagenesi en resposta a varis factors de creixement, citoquines i hormones (Davies et al.
2002). Les mutacions en BRAF sén més comunes en aquells melanomes que ocorren en pell que ha

estat exposada al sol de forma intermitent.
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NRAS és un GTPasa de la familia de Ras, que quan esta mutada a banda d’hiperactivar la via
RAS/BRAF/MEK/ERK, també activa la senyalitzacié de la via PI3K/AKT, fet que també succeeix amb la
pérdua de funcié de PTEN (gen supressor tumoral que inhibeix PI3K en condicions normals) ja sigui
per mutacid, delecid, o silenciament (20-30% dels melanoma) (Wu et al. 2003). Igualment que BRAF,

NRAS es troba freqliientment mutat en els melanomes que ocorren en les mateixes condicions.

La pérdua de PTEN es sol associar a mutacions de BRAF, pero no de NRAS o c-KIT (Griewank et al.
2014). De fet, la pérdua de PTEN és mutuament excloent de les mutacions NRAS i coexisteix amb la

mutacio de BRAF (Manzano et al. 2016).

Alguns estudis suggereixen que els pacients amb melanoma BRAF"*%*

o NRAS primari tenen una
pitjor taxa de supervivéncia en comparacié amb els pacients amb melanoma de tipus salvatge (WT)
per ambdds gens (Davies et al. 2002; Long et al. 2011). No obstant, sembla que, un cop disseminada
la patologia, I'estat de mutacié BRAF i NRAS no influeix en la supervivencia del melanoma metastatic

(Carlino et al. 2014).

NF1 és un supressor tumoral i regulador negatiu de la senyalitzaci6 de Ras. Sota condicions
fisiologiques, actua per estimular I'activitat GTPasa de Ras que condueix a la seva acumulacié en
|'estat (inactiu) de GDP-RAS. La pérdua de la funcié NF1 allibera la regulacid negativa de Ras
resultant en una major senyalitzacid a través de vies de senyalitzacid dowstream, incloses les

cascades de transduccid de senyals PI3K/AKT i MAPKs (Kiuru and Busam 2017).

De forma interessant, aquells melanomes amb BRAF i NRAS salvatge (WT), presenten un nombre
més elevat de copies dels gens CDK4 i CCND1 (Gen de la Ciclina D1), els quals participen en la fase

G1 del cicle cel-lular i sén activats per la via de senyalitzacié de les MAPKs (Curtin et al. 2005).

Els melanomes que contenen aberracions en KIT (mutacions i amplificacions), particularment sén
melanomes de mucoses o melanomes acrals o, menys freqliientment, melanomes que es presenten
en llocs danyats pel sol de forma cronica. Aquests melanomes que presenten alteracions de c-KIT
activarien tant la via de senyalitzacié de les MAPKs com la de la PI3K/AKT a través d'NRAS (Griewank

et al. 2014).

Recentment, s’han descrit mutacions en GNAQ/11 en un gran percentatge de melanomes uveals

(Berwick et al. 2015). Aquest gen codifica per les subunitats alfa de les proteines G, les quals porten
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a terme la senyalitzacié entre els receptors acoblats a proteines G i els seus efectors downstream,

com per exemple Ras i MEK (Van Raamsdonk et al. 2009).

La deteccié de diverses mutacions en l'aparicié del melanoma posa de manifest la necessitat de
seguir investigant en el descobriment de marcadors moleculars Unics per fer possible un diagnostic
més precis, una prediccié més exacte de la progressio i supervivencia dels pacients amb la finalitat
de servir com a base potencial en el desenvolupament de terapies Uniques i personalitzades

(Carlson et al. 2005).
1.8 Tractament del melanoma

El melanoma és la forma més agressiva del cancer de pell, que representa menys del 5% de tots els

cancers de pell, pero n’és el responsable de més del 80% de les morts (Manzano et al. 2016).

Els tipus de tractament depéen basicament de I'etapa de la patologia. Durant les primeres etapes, els
melanomes primaris es poden extirpar mitjangant cirurgia amb una alta taxa d’exit. En els pacients
lliures de malaltia després de la intervencié quirurgica, perd que, per les caracteristiques del
melanoma primari (tumors amb Breslow >4 mm o entre 2-4 mm i ulcerats) o perqué ja presenten
metastasis locals en el moment del diagnostic (encara que siguin resecables quirdrgicament), es
preveu que molt facilment acabaran desenvolupant noves metastasis locals i/o metastasis a
distancia, s’intenta a més, aplicar un tractament adjuvant per ajudar a detenir la recurréncia o la
propagacié del tumor. A mesura que el tumor envaeix i es dissemina, el melanoma és dificil de
tractar amb les terapies convencionals com la quimioterapia i la radioterapia. Actualment, ja s’han
introduit i s’estan investigant altres opcions, com la immunoterapia i la terapia dirigida, com a
tractaments per als melanomes en etapa avangada (melanomes amb metastasis a distancia o grans

metastasis locals inextirpables quirdrgicament).

Tractament del tumor primari i de les metastasis ganglionars regionals

Com hem comentat, el tractament del tumor primari és fonamentalment I'extirpacié quirdrgica del
mateix. L'examen anatomopatologic de la peca quirdrgica permet confirmar el diagnostic de
melanoma i establir els factors pronostics del tumor primari (Breslow, ulceracid) que guiaran les

etapes seglents de |'estudi d’extensié i tractament.
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Un cop conegudes aquestes dades, es procedeix a ampliar les marges quirdrgiques bilateralment 1 o
2 cm, segons la profunditat del tumor, i en fondaria fins la fascia muscular. En molts casos
(melanomes prims, sense metastasis locals ni a distancia en el moment del diagnostic) aquest és tot
el tractament que cal fer. En cas de metastasis locals ganglionars evidents clinicament o per

tecniques d'imatge en el moment del diagnostic, aquestes també s’extirpen quirdrgicament.

Fins fa poc, quan I'estudi del gangli sentinella era positiu, es procedia sempre a extirpar tots el
ganglis del mateix territori, mitjancant el que es coneix com a “buidament ganglionar o
limfadenectomia”. Actualment s’ha comprovat que la supervivéncia dels pacients amb estudi del
gangli sentinella positiu no canvia si no es practica immediatament la limfadenectomia (que si
produeix seqieles amb freqiieéncia), doncs es segueixen de prop clinicament i per técniques
d’imatge, i es limita la limfadenectomia per aquells pacients que acaben desenvolupant metastasis
ganglionars evidents (Faries et. al. 2017; Leiter et al. 2016). Amb aquesta informacid, es recomana
discutir amb els pacients amb gangli sentinella positiu les avantatges i els inconvenients de realitzar
o no la limfadenectomia immediata. No obstant, un resultat positiu en I'estudi del gangli sentinella
sempre és un indicador de pitjor pronostic i el pacients portadors sén candidats a rebre un

tractament adjuvant i precisen d’'un seguiment estricte.

Tractaments adjuvants o complementaris

Sén aquells que poden oferir-se a pacients en principi lliures de malaltia una vegada extirpat el
tumor primari i/o les metastasis ganglionars (o actualment amb metastasis ganglionars clinicament
ocultes detectades per un estudi de gangli sentinella positiu, no sotmesos a limfadenectomia), pero
gue tenen un risc considerable de recidiva (estadis IIB, IIC, llIA i altres estadis Ill, o inclds IV amb
metastasi a distancia Uniques, quirdrgicament resecables). La finalitat del tractament és evitar o

retardar la recidiva locorregional i/o a distancia.

- Interferd a. Fins fa molt poc, i depenent de les escoles, s'utilitzava la pauta d'interferé a a dosis
altes descrita per Kirkwood al 1996. Malgrat la seva alta toxicitat, era un dels pocs tractaments en
gue s'havia demostrat un augment del temps lliure de malaltia (Progression Free Survival, PFS) i un

molt discutit augment de la supervivencia, amb forces discrepancies entre estudis (Gordon 2010).

- Immunoterapia amb anticossos anti-PD1 i terapies dirigides anti-BRAF i anti-MEK. Molt

recentment, aquests tractaments assajats amb exit pel melanoma metastatic o disseminat (veure
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seglient apartat “Tractament del melanoma disseminat”), han demostrat també la seva eficacia com
a tractament adjuvant en pacients amb melanoma en estadis IlIA, 1lIB, IIIC i IV ressecat
quirargicament (Weber et al. 2017) i s’estan assajant per estadis IIB i lIC. Per les primeres indicacions
ja estan aprovats a Estats Units i Europa i sembla que han desplacat completament al sempre

controvertit interferd a.

- Radioterapia. El melanoma és comunament considerat com una entitat tumoral radioresistent. No
obstant, la radioterapia adjuvant ha jugat fina ara un paper rellevant en el control de la malaltia
locorregional, després de I'extirpacié quirdrgica de metastasis ganglionars extenses reduint el risc
de recidiva local (Najem et al. 2017). El seu paper després de la introduccié dels nous tractaments

adjuvants basats en immunoterapia o terapies dirigides esta encara per definir.

D'altra banda, la radioterapia s'utilitza sovint per alleujar els simptomes causats per la propagacid
del melanoma, especialment al cervell o als ossos. Tot i aix0, la radiacié, com una varietat d'altres
factors d'estrés cel-lular, pot activar o reduir-regular multiples vies de senyalitzacid, que poden
provocar tant un augment de la mort cel-lular com una major proliferacio cel-lular. Diferents estudis
suggereixen que la via de senyalitzacié de les MAPKs pot influir potencialment en la radiosensibilitat
de la cél-lula tumoral per la seva activitat associada amb la resposta a danys de I'ADN induida per
radiacié. De fet, les mutacions que es produeixen en la via RAS/RAF i I'activacié de la proteina ERK
activen molt rapidament la proliferacié i supervivéncia de la cel-lula tumoral en resposta a la

radioterapia (Najem et al. 2017).

Tractament del melanoma disseminat
Molts pocs pacients presenten metastasi a distancia en el moment del diagnostic que els situin en
un estadi IV. La majoria de les metastasis a distancia es manifesten en els primers 2-3 anys i en el

94-99% dels casos abans dels primers 10 anys post diagnostic d’'un melanoma primari.

Abans de la introduccié dels nous tractaments, el DTIC (dacarbazina) era el citostatic que es
considerava més actiu pel melanoma disseminat, pero Unicament produia respostes objectives en
un 12-30% dels pacients, amb tan sols un 3% de remissions completes i una durada de la resposta de

només 3-6 mesos.

33



Introduccio

o Terapia dirigida

Un alt percentatge de melanomes (40-50%) s6n portadors de la mutacié BRAF'*® (V600E o V600K)
(Aya et al. 2017). El primer farmac inhibidor de BRAF'*® aprovat el 2011 per la Food and Drug
Administration (FDA) per al tractament del melanoma avangat va ser el Vemurafenib (PLX4032). S'ha
demostrat que el Vemurafenib té un impacte important sobre la supervivencia lliure de malaltia

(PFS) i la supervivencia global (Overall Survival, OS) (Hao et al. 2015).

Vemurafenib
PLX4032

Proliferacio cel-lular
Supervivéncia

Figura 11. Esquema del mecanisme d’accié de Vemurafenib. Modificat de (https://www.medscape.com/).

La MAP quinasa transdueix senyals dels receptors tirosina quinasa a través de RAS, RAF, MEK i ERK, que

promouen la proliferacio cel-lular i la supervivéncia.

El Vemurafenib (PLX4032) és un inhibidor tirosina quinasa que és dirigeix especificament sobre

BRAF"® evitant la fosforilacié de MEK i posterior senyalitzacié a través de la via molecular de les
MAPKs, conduint en una parada del cicle cel-lular i mort per apoptosi (Kim and Cohen 2016;

Poulikakos et al. 2011).

El seu principal problema (comu a altres inhibidors de BRAF, com Dabrafenib) és el
desenvolupament freqlient de resisténcies secundaries, que es pot veure facilitat per un petit
nombre de cel-lules canceroses preexistents que sén intrinsecament resistents o que adquireixen la
resisténcia com a conseqliéncia d’una adaptacid rapida al tractament farmacologic (Larkin et al.
2014; Nazarian et al. 2010; Shi et al. 2014; Sosman et al. 2012). Tot i que les respostes i el control
tumoral sén impressionants al principi del tractament (resposta objectiva rapida del 50-80%), la
durabilitat de la resposta és limitada a causa del desenvolupament de la resisténcia, observant-se

una progressio de la malaltia dins dels 6 a 8 mesos posteriors des de l'inici de la terapia (Manzano et
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al. 2016). Es per aixd que actualment els inhibidors de BRAF sempre s'administren en combinacié
amb inhibidors de MEK (Trametinib o Cobimetinib) (Luke et al. 2017; Najem et al. 2017). Estudis
recents mostren que la terapia combinada amb inhibidors de BRAF i MEK produeixen millors
resultats en la supervivencia lliure de malaltia (PFS) i en la taxa de resposta, en comparacié amb la
monoterapia, retardant l'aparicié de la resisténcia (Manzano et al. 2016). De fet, gracies a

VOOOE (\yemurafenib i Dabrafenib) com els inhibidors de MEK

I'aprovacié tant dels inhibidors de BRAF
(Trametinib o Cobimetinib) diferents estudis mostren millors taxes de supervivéncia en comparacié
amb la quimioterapia en assaigs clinics de fase Il (Najem et al. 2017). Altres estudis preclinics en
fase Il han demostrat que la terapia intermitent i no continua amb un inhibidor de BRAF/MEK
(dosificacié sequencial o intermitent) pot retardar el desenvolupament de la resisténcia adquirida
(estudis actualment en curs) (Manzano et al. 2016). Aixi doncs, actualment, la combinacio
d'inhibidors BRAF i MEK representa I'estandard d'or de la terapia especifica en el melanoma amb

mutacié en BRAF. Pero tot i que sembla estar justificada, encara mostra resultats clinics suboptims

(Amann et al. 2017; Mufioz-Couselo et al. 2017).

D'altra banda, els melanomes amb mutacions en NRAS (10-25% casos) o wild type (WT) per a tots
dos gens, encara no disposen de terapies especifiques i dirigides. No obstant, Pimasertib i
Binimetinib (nous inhibidors de MEK) sén especialment prometedors en el cas dels pacients amb
melanoma NRAS mutat (Najem et al. 2017). En els ultims anys, s'han publicat resultats d'assaigs
clinics que avaluen els inhibidors de RTKs (Receptor Tyrosine Kinase), Sunitinib i Imatinib, en
pacients que presenten mutacions de c-KIT i mostren una taxa de resposta mitjana del 20% (Najem

et al. 2017).

o Immunoterapia

La Immunoterapia és una altra modalitat en el tractament del melanoma avangat. Els inhibidors del
control immune, anti CTLA-4 (Ipilimumab) i anticossos anti-PD1/PDL1 (Pembrolizumab,
Lambrolizumab, Nivolumab, MPDL3280) han resultat ser immunoterapeutics revolucionaris (Najem
et al. 2017). Concretament, els anticossos anti-PD-1 (Pembrolizumab, Nivolumab) mostren una
activitat molt més alta i menys toxica que els anticossos anti-CTL4 (Manzano et al. 2016). A més del
seu Us com a monoterapia, actualment es combinen concurrent o seqiiencialment anti-CTLA-4 i anti-

PD1/PDL1 en assajos clinics mostrant taxes de resposta impressionants (40%) (Najem et al. 2017).
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Per altra banda, diferents assajos apunten per una combinacié entre immunoterapia (anti-PD1 o
anti-CTLA-4) i inhibidors de MAPKs (inhibidors de BRAF). La combinacié d'anticossos anti-CTLA-4 i
Vemurafenib ha resultat excessivament hepatotoxica. No obstant, cal seguir treballant en aquesta
linia, ja que la infiltracié del tumor és una resposta immune adaptativa dels melanomes després del
tractament amb inhibidors de BRAF i, de fet, hi han forca assajos clinics en marxa amb inhibidors de
BRAF + inhibidors de MEK + anticossos anti-PD1 (Aya et al. 2017; Khanafer et al. 2018). Per tant, s'ha
de continuar estudiant I'activitat clinica d’aquests tractaments i els efectes secundaris associats
(Jiang et al. 2013; Sullivan et al. 2013), ja que malgrat que la inhibicié immune és un aveng important
en la terapia del melanoma, també esta associada a recurrencies en més del 50% dels pacients

(Giricz et al. 2018).

A banda, aquests Ultims anys s’esta plantejant la neoadjuvancia abans d’una possible cirurgia en els
melanomes avangats en estadi Ill o IV (Ascierto and Eggermont 2018). Els inhibidors de punts de
control immunitaris Nivolumab i Ipilimumab han transformat el tractament del melanoma, pero fins
ara el seu Us ha estat limitat a la terapia per la neoplasia metastatica irresecable i, més recentment,
tal com hem comentant, s’estan comencant a utilitzar com a terapia adjuvant. Els pacients en
aquests estadis tenen una probabilitat del 70% de desenvolupar recurréncia de la malaltia després
del tractament estandard amb cirurgia seguida de terapia sistémica. Sembla doncs, que la terapia
neoadjuvant podria millorar els resultats per a aquests pacients. Resultats inicials d'un assaig clinic
indiquen que la terapia neoadjuvant amb inhibidors de BRAF millora la supervivencia sense
recurrencia en aquests tipus de pacients en comparacié amb el grup control el qual es va sotmetre a
una cirurgia dins de les 4 setmanes del seu diagnostic, seguida per una terapia adjuvant estandard

(Ascierto and Eggermont 2018).

En conjunt, el descobriment de terapies dirigides molecularment efectives i/o la immunoterapia han
conduit a millores espectaculars en el tractament del melanoma avancgat. Malgrat els avencos, el
tractament amb terapia especifica proporciona respostes antitumorals rapides i efectives, perd no
duradores en la majoria dels pacients, degut a la gran varietat d’alternatives genétiques i
epigenétiques presents en el desenvolupament i progressié del melanoma i en l'aparicié de

recurrencies (Najem et al. 2017; Zuo et al. 2018).
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1.9 Mecanismes de resisténcia a inhibidors de BRAF*%

Es coneixen nombrosos mecanismes de resisténcia ja que les cél-lules de melanoma sén altament
heterogenies independentment del seu perfil mutacional i epigenomic, a banda de presentar una
gran plasticitat de creixement i de transicié epitelio-mesenquimal (EMT) sostinguda pel

microambient tumoral (Dummer and Flaherty 2012).

En general, els mecanismes de resisténcia es poden classificar com a primaris o intrinsecs, secundaris

0 adquirits, i com adaptatius. No hi ha una separacio clara entre aquests tres tipus de mecanismes,
ja que el mateix esdeveniment pot ocdrrer en diferents etapes de la resisténcia al tractament
(Amaral et al. 2017). Els mecanismes de resisténcia primaria inclouen mutacions en RAC1, pérdua de
PTEN, amplificacié de la Ciclina D, pérdua de NF1 i dintre dels mecanismes de resisténcia secundaria
hi ha dues subdivisions: els dependents de MAPKs i els independents de MAPKs. En la reactivacid
dependent de BRAF/MEK/ERK, els mecanismes de resisténcia inclouen: amplificacio de BRAF,
splicing alternatiu de BRAF, mutacié de NRAS i mutacié de MEK. En els mecanismes independents de
les MAPKs s’inclouen: sobreexpressié de receptors tirosina quinasa (RTKS) i sobreexpressié de COT

(Manzano et al. 2016).

Mecanismes de resisténcia primdria o intrinseca

Els mecanismes de resisténcia intrinseca sén mecanismes en els quals la quimiorresisténcia es deu a

una falta de resposta al tractament des del seu inici.

Mutacions RAC1
RAC1 (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) és un regulador clau en la proliferacid i migracié a
més de ser un efector GTPasa de RAS. Les mutacions de RAC estan presents en un 9% de

melanomes, i coexisteixen amb mutacions BRAF i NRAS (Manzano et al. 2016).

Pérdua de PTEN

PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10) és una fosfatasa dual no
redundant que actua sobre substrats lipidics i proteics (Stambolic et al. 1998). PTEN actua com a
supressor tumoral sent el regulador negatiu principal de la via PI3K, inhibint aixi la proliferacié
cel-lular i promovent |'apoptosi (Xing et al. 2012; Zuo et al. 2018). La perdua de PTEN (homo o

heterozigosi) o mutacié o silenciament epigenetic (metilacid) es produeix en el 10-35% dels
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melanomes. Es mutuament excloent de les mutacions NRAS i coexisteix amb mutacions de BRAF.
PTEN no funcional s'associa amb una progressio lliure de malaltia (PFS) més curta en pacients
tractats amb inhibidors de BRAF. Igualment, la perdua de PTEN no és suficient per conferir aquesta
resisténcia, doncs calen altres alteracions concurrents, com ara l'activacié d'AKT (Manzano et al.

2016).

Desregulacio de la quinasa dependent de la Ciclina 4 (CDK4)

En el cicle cel-lular, la Ciclina D1 regula la proliferacié mitjangant la seva unié a CDK4 i CDK6, que
activen la proteina del retinoblastoma i condueixen a la progressio del cicle cel-lular. Les mutacions
en CDK4 i I'amplificacié de la Ciclina D1 confereixen una forta resisténcia a la terapia amb inhibidors
de BRAF (Smalley et al. 2009). Les amplificacions de la Ciclina D1 es troben en aproximadament un
20% dels melanomes amb mutacions BRAF. Un estudi en ratolins mostra que els inhibidors de CDK4-
6 combinats amb inhibidors de BRAF i MEK aconsegueixen disminuir la mida del tumor de forma

completa en el 30% dels casos (Manzano et al. 2016).

Pérdua de NF1

NF1 (Neurofibromatosis type 1) és un supressor tumoral de RAS. Les mutacions de NF1 estan
presents en un 14% de melanomes. La pérdua de NF1 condueix a l'activacié de les vies RAS, PI3K-
AKT-mTOR i MAPKs. Les mutacions NF1 i les mutacions NRAS coexisteixen en la inactivacido de BRAF,
per tant es requereixen diferents isoformes de RAS per a l'activitat pro-tumorigénica d'aquestes
cél-lules. En aquest context, una manera de combatre la resistencia desencadenada per a la inhibicio
de BRAF seria la combinacié d'inhibidors de MEK i mTOR (Manzano et al. 2016; Sullivan et al. 2013;
Wood and Luke 2017).

Mecanismes de resisténcia secundaria o adquirida

La resisténcia secundaria als BRAFi/MEKi es caracteritza per una resposta maxima inicial al
tractament, seguida de la persistencia d'una subpoblacié de cél-lules tolerants als farmacs i una
etapa final en la qual proliferen els clons resistents, donant lloc a la recidiva i la progressié de la
patologia (Amaral et al. 2017). Els mecanismes de resisténcia adquirits estan associats principalment
amb la reactivacié de la via de les MAPKs (> 70%), coincidint en gran part amb la reactivacié de la via

PI3K-AKT (Manzano et al. 2016) (Figura 12).
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ERBBS3, PDGFR,
IGFR, FGFR3

Figura 12. Esquema dels mecanismes de resisténcia secundaria als BRAFi. 1) activacié de RTKs que pot induir

I"activacié de CRAF (1A) o la ruta PI3K (1B); 2) mutacié concomitant de NRAS; 3) aparicié d'una variant

V600E

truncada BRAF a partir d'un splicing alternatiu; 4) mutacié concomitant de MEK; 5) sobreexpressio de

V600 ,

BRAF™™"; 6) pérdua de NF1; 7) COT, una activacio de les MAPKs alternativa. Extret de (Sullivan et al. 2013).

Variants BRAF

S'han descrit dues aberracions que afecten al gen BRAF:

1) L'amplificacié de BRAF (20% dels melanomes) consisteix en un augment del nombre de copies de
I'al-lel mutat que provoca la seva sobreexpressio i condueix a la reactivacio d'ERK independentment
de RAS, ja que en aquests casos no existeix el domini d’enllag a RAS (Poulikakos et al. 2011). La
reactivacié d'ERK podria bloquejar-se amb dosis més altes d'inhibidors de BRAF o amb la combinacié
d'inhibidors de BRAF i MEK. No obstant aixo, sembla que I'amplificacié de BRAF també s'ha detectat
en pacients tractats amb la doble combinacié MEKi i BRAFi (Sullivan et al. 2013).

2) L'splicing alternatiu de BRAF (32% dels melanomes) i per tant la seva reactivacié s’ha detectat en

pacients després de la terapia combinada (Manzano et al. 2016).

Mutacions de NRAS

La mutacid de NRAS activa senyals de transduccid a través de CRAF en pacients tractats amb
inhibidors de BRAF, resultant en una transactivacié paradoxal de la senyalitzacié de les MAPKs a
través de la dimeritzacié de BRAF i CRAF (Heidorn et al. 2010). Les dades precliniques en pacients
amb mutacions en NRAS van recolzar I'Us d'inhibidors de MEK, ERK i Pan-RAF a causa del seu elevat
nivell d'activitat. En els assaigs clinics en fase Il i fase Ill, un inhibidor de MEK (Binimetinib) va assolir

una taxa de resposta del 20% en el melanoma amb mutacié en NRAS (Manzano et al. 2016). Encara
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que les dades precliniques sén interessants, el benefici d’aquest tipus d’inhibidor és transitori

(Manzano et al. 2016; Winder and Virds 2017).

Aberracions en la via PI3K

Entre el 10-20% dels casos en els que es desenvolupa una resisténcia primerenca, o que sén
intrinsecament resistents a la inhibicié de les MAPKs, hi ha una pérdua de PTEN, o mutacions en
PI3K o AKT. Els experiments in vitro amb tractaments combinats d’inhibidors de BRAF/MEK
juntament amb inhibidors de PI3K/AKT descriuen processos de superacié de I'aparicié de
resistencies. Tot i aquests resultats prometedors, actualment les dades cliniques romanen limitades

(Manzano et al. 2016; Winder and Virds 2017).

Hiperactivacio de RTKS

La sobreexpressio o hiperactivacié (canvis epigenétics) de receptors tirosina quinasa (RTKs) és un
dels primers mecanismes de resisténcia descrits, ja que desencadena |'activacié de vies paral-leles
(via PI3K) o bé la induccidé directa de la via RAS (Sullivan et al. 2013; Wood and Luke 2017). Els
receptors més freqlientment involucrats en I'aparicié de resistencies son el receptor del factor de
creixement derivat de plaquetes (PDGFR), el receptor del factor de creixement d'insulina (IGF-1R) i
el gen del receptor del factor de creixement epidermic (EGFR), que no s'expressen normalment en el
melanoma no tractat. En aquest Ultim cas, seria possible restaurar la sensibilitat inhibint I'EGFR

(Manzano et al. 2016; Winder and Virds 2017).

Per altra banda, aquests receptors RTKs indueixen mitjancant la via PI3K o la via de les MAPKs
I'activacié de la isoforma C de RAF. Per tant, els inhibidors de BRAF actuen de forma paradoxa, ja

que per una banda inhibeixen potentment a BRAF"*%

, pero per I'altra poden provocar |'activacio de
CRAF i facilitar la seva posterior dimeritzacid donant lloc a la reactivacié de la via de les MAPKs
(Sullivan et al. 2013; Wood and Luke 2017). A més, es produeixen altres mecanismes de resisténcia
als BRAFi que no es basen en l'activacié paradoxal, perd que també inclouen Il'augment de
I'expressié de BRAF'*®: la mutacié oncogénica descendent de MEK i I'activacié alternativa de les

MAPKs (COT) conduint en ambdds casos en |’activacié de les MAPK a nivell de MEK (Sullivan et al.

2013; Wood and Luke 2017).
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Pérdua de NF1
La perdua del gen supressor tumoral NF1 també es pot produir com a mecanisme secundari de

resisténcia, hiperactivant les cascades de transduccié de senyals PI3K/AKT i MAPK (Gibney and

Smalley 2013).

Mecanismes de resisténcia adaptativa

Durant la fase inicial del tractament, quan els pacients encara responen a farmacs inhibidors de la
via de senyalitzacié de les MAPKs, es pot produir resisténcia adaptativa als inhibidors de BRAF, dins
de les primeres 24-48 hores, que condueixen a una disminucié de l'efecte de l'inhibidor. La
senyalitzacié que regula aquesta resisténcia adaptativa implica: la sobreexpressié d’EGFR i PDGFR;
un augment de la sensibilitat als factors de creixement com EGF, FGF, HGF, neuregulin-1; un
increment de la fosforilacid d’AKT i per tant la seva hiperactivacid; i una sobreexpressiéo de MITF

(Hugo et al. 2015).

Per resumir, a la figura 13 es mostra una perspectiva global dels tres tipus de mecanismes de

resistencia als inhibidors de BRAF:

HGF stromal secretion RTK up-regulation
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Figura 13. Perspectiva global dels mecanismes de resisténcia als inhibidors de BRAF. Extret de (Amaral et al.
2017). Es mostren els mecanismes de resistencia primaria en verd, els de resisténcia secundaria en taronja i els

mecanismes de resistencia adaptativa en vermell fosc.
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Per tot aix0, la caracteritzacié amb més profunditat dels mecanismes de resisténcia a Vemurafenib
pot ser essencial per determinar estrategies terapeutiques de nova generacid. Sembla doncs, que
malgrat que el tractament en el melanoma avancgat orientat en la via de senyalitzacié de les MAPKs
amb inhibidors especifics demostrin un benefici clinic, la curta durada de la resposta i de la
supervivencia lliure de malaltia en pacients a causa de la resisténcia o la toxicitat general, indiquen
gue encara és necessaria una combinacié d'estratégies terapéeutiques per millorar |'efecte d’aquests

inhibidors (Najem et al. 2017).
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2. AUTOFAGIA

2.1 Homeostasi cel-lular

Tots els organismes vius experimenten una renovacid continua dels components cel-lulars. Les
cel-lules eucariotes s’han d’adaptar continuament a les condiciones adverses, enfrontant-se tant a
estimuls externs com interns. Per aix0, els components intracel-lulars sén constantment remodelats
i reciclats per components nous i de millor qualitat. No obstant, tal "renovacié cel-lular" no només
requereix la sintesi de nous components sind també la degradacidé dels materials preexistents
(Kroemer et al. 2010; Mizushima and Komatsu 2011). El balang¢ proporcionat entre la sintesi i la

degradacio dels components cel-lulars es coneix com homeostasi cel-lular.

Les cel-lules eucariotes tenen dos sistemes de degradacid importants, a través del proteasoma i
mitjangant el sistema lisosomal. La degradacid proteasomal té alta selectivitat, doncs el proteasoma
generalment només reconeix substrats ubiquitinitzats, que sén principalment proteines de curta
durada. Per contra, la degradacié en el lisosoma no segueix un patré simple. El material
extracel-lular i les proteines de la membrana plasmatica es poden lliurar als lisosomes per a
degradar-se a través de la via endocitica. Pero a banda, els components citosolics i els organuls
també es poden lliurar al lisosoma mitjancant I'autofagia per mantenir I'homeostasi cel-lular en un

ambient fisiologic (Galluzzi et al. 2015; Kroemer et al. 2010; Mizushima and Komatsu 2011).
2.2. Macroautofagia

L'autofagia és un procés catabolic evolutivament conservat i altament regulat que es desencadena a
I'interior de la cel-lula gracies a l’activaciéd d’'una amplia gamma d'estimuls d'estres, tant externs
(incloent privacié de nutrients) com interns (presencia d'acids proteics o organuls danyats). Durant
el procés d’autofagia diversos components citoplasmatics sén lliurats als lisosomes per a ser
degradats i eliminats per la cél-lula (Chen and Klionsky 2011; Kroemer et al. 2010; Mizushima and
Komatsu 2011). Existeixen almenys tres tipus diferents d'autofagia: microautofagia, l'autofagia
mediada per xaperones (Chaperone-mediated autophagy, CMA) i la macroautofagia. Les principals
diferencies entre ells es refereixen a la manera per la qual la vesicula endocitica es lliura als

lisosomes (Chen and Klionsky 2011; Mizushima and Komatsu 2011).
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Figura 14. Esquema dels diferents tipus d’autofagia. Extret de (Mizushima and Komatsu 2011).

La microautofagia implica el lliurament directe a través de la invaginacio i la fusié de la membrana
lisosomal, pero no hi ha gaires coneixements pel que fa a la maquinaria molecular involucrada en el

procés (Mijaljica et al. 2011). En l'autofagia mediada per xaperones les proteines substrat contenen

un pentapeptid tipus KFERQ el qual és reconegut per la xaperona Hsc70 citosoOlica i després
translocat a la llum lisosomal gracies a la uni6 amb el receptor Lamp-2A del lisosoma. La

macroautofagia es considera el principal tipus d'autofagia, i s'ha estudiat més ampliament en

comparacié amb els altres dos tipus. Per tant, en aquesta tesi es refereix a la macroautofagia

simplement com a "autofagia" (Mijaljica et al. 2011).

En conjunt, I'autofagia és un procés que consta principalment de tres passos: el primer implica
I'embolcall d’organuls citosolics amb les vesicules de la membrana lipidica, formant un
autofagosoma. A continuacid, I'autofagosoma es sotmet a una maduracié progressiva fins que es
fusiona amb vesicules lisosomals, formant I'anomenat autolisosoma. Finalment, es degrada el

contingut dels organuls citosolics (cargo) a través de les hidrolases acides i proteases que conté el
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lisosoma (Filippi-Chiela et al. 2016). En qualsevol cas, els tres tipus d’autofagia resulten en la
degradacié de productes en el lisosoma que es poden utilitzar per a diferents proposits, com la
sintesi de novo de proteines, la produccié d’energia o la glucogeénesi, entre d’altres (Mizushima and
Komatsu 2011). En general, I'autofagia constitueix un important mecanisme protector que permet a
les cél-lules sobreviure en resposta a multiples estressors i que ajuden a defensar els organismes
contra la degeneracié, les malalties inflamatories i infeccioses, i durant el desenvolupament de

neoplasies (Kroemer et al. 2010).

La maquinaria basica de I'autofagia és un mecanisme altament conservat en |'escala evolutiva que
es troba codificat pels gens ATG (Autophagy Related Genes): Genes relacionats amb I'autofagia.
Aquest procés es divideix en 3 fases mecanicament diferents: 1) induccio o iniciacid; 2) elongacid,
maduracio i formacié de I'autofagosoma; 3) fusio autofagosoma-lisosoma i la descomposicié de la

carrega seguida de I'alliberament dels productes de degradacié al citosol (He and Klionsky 2009)

(figura 15).
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Figura 15. Representacio esquematica de les fases de I'autofagia. Extret de (Yang et al. 2015).
1) Iniciacio:

L'autofagia basal sol romandre molt baixa en condicions fisiologiques; per tant, un mecanisme eficag
per induir I'autofagia és crucial per a que els organismes siguin capacos d’adaptar-se a l'estres i als
senyals extracel-lulars (He and Klionsky 2009). Entre els principals esdeveniments que una cel-lula

detecta per augmentar els nivells d'autofagia es troben el mal plegament de proteines, |'aparicid
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d’organuls danyats que funcionen de manera anomala o que augmenten el seu nombre de manera

inadequada, i una manca de nutrients o condicions d’hipoxia (Hurley and Young 2017).

La fase d’iniciacio esta regulada pel complex mTORC1 (Mammalian Target of Rapamycin Complex-
1), un complex format per 5 proteines: mTOR, Raptor (Regulatory-Associated Protein of mTOR),
mLST8 (Mammalian Lethal with SEC13 protein 8), PRAS 40 (substrat de 40 kDa d'Akt ric en prolina) i
DEPTOR. La regulacié del mateix depén de la relaci6 AMP/ATP, i a la vegada, esta associada amb

I'estat nutricional i metabolic de les cél-lules (Figura 16).

Autophal
Nucleotide synthesis i
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I

Creixement i Proliferacié cel-lular

Figura 16. Complex mTORC1. Modificat (Kim et al. 2013).

Aquest complex i les proteines quinases downstream regulades per processos de
fosforilacié/desfosforilacio, activen les proteines UKL1/UKL2 (proteines quinasa tipus uridina 1i 2,
respectivament) i les proteines ATG que sén les encarregades de la iniciacié del flux autofagic.
Aquest complex ULK1, que consisteix en la serina/treonina quinasa ULK1, la proteina ATG13, la

proteina interactiva de la familia quinasa d'adhesié focal de 200 kDa (FIP200) i ATG101, controla la

induccio o iniciacio de 'autofagia i esta regulat negativament per mTOR (Galluzzi et al. 2017).

Aleshores, quan mTOR esta en estat actiu és capag d’inhibir 'autofagia mitjancant la seva interaccio

amb el complex ULK.

Tot seguit, es porta a terme el procés de nucleacié. La quinasa ULK1 activa per fosforilacié a la
proteina Beclinl (també coneguda com ATG6) que forma part del complex iniciador de la nucleacio
de la doble membrana de la vesicula. Beclinl s'allibera de Bcl-2 i indueix la formacié

d'autofagosomes juntament amb Vps34, Vpsl5 i Atgl4L. Posteriorment, Vps34 genera PIP3 (3-

fosfatidil inositol fosfat), essencial pel reclutament d'altres proteines ATGs sobre les dobles
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membranes que provenen del reticle endoplasmatic, el complex de Golgi i les mitocondries per
iniciar la formacid de I'autofagosoma (Hurley and Young 2017; Kroemer et al. 2010) (Figura 17).
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Figura 17. Passos d'induccié de I'autofagia i formacié d'autofagosomes. Extret de (Quan and Lee 2013).

En resum, en condicions basals, mTOR/Raptor interacciona amb ULK1 i el fosforila inhibint la seva
activitat quinasa i per tant, la seva capacitat per fosforilar i activar la proteina ATG13 i FIP200. En
condicions d’estreés celular, AMPK fosforila mTOR/Raptor inhibint-lo i conduint a I'activacié d’ULK1 el
qual s’autofosforila i fosforila ATG13 i FIP200 per continuar amb el procés d’elongacio i formacio dels

autofagosomes.

2) Expansid i maduracio de I'autofagosoma:

L'expansié de la doble membrana lipidica per a la posterior formacié de I'autofagosoma es produeix
per la interaccio del fagofor (cisterna de doble membrana que reconeix les molécules o organuls que
han de ser destruits) amb el complex proteic ATG5/Atg12. La conjugacié d'aquest dimer requereix
I'accié enzimatica d’ATG7 i ATG10. Finalment, la unié d’ATG16 al complex ATG5/Atg12 produeix la
seva multimeritzacié i formacid del complex que permet la insercié de la forma Il de LC3
(microtubule-associated protein light chain 3, també coneguda com ATGS8) a la membrana del

fagofor (Galluzzi et al. 2017).

La proteina LC3 es sintetitza com a pro-LC3, la qual és seccionada per ATG4, generant la forma

activa LC3I en el citosol. Posteriorment, a I'LC3I s'incorporen lipids per I'accié de ATG7 i ATG3 que
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catalitzen la seva uni6 als residus de fosfatidiletanolamina presents a la membrana del fagofor. La
unié de LC3II al fagofor es requereix per al tancament de la vesicula després de la captacié dels

substrats a processar i aixi donar origen a l'autofagosoma (Galluzzi et al. 2017).

Un cop format, el complex ATG5/Atgl2/ATG16 i LC3Il, interaccionen entre si per formar
I"autofagosoma nu. Aquest procés permet I'associacié de LC3Il a la membrana autofagosomal i
facilita el reclutament del cargo dins de I'autofagosoma (Galluzzi et al. 2017; Hurley and Young
2017) (Figura 18).
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Figura 18. Passos de maduracio i expansio d'autofagosomes. Extret de (Quan and Lee 2013).

3) Tancament de I'autofagosoma, fusié amb el lisosoma i degradacio:

Quan l'autofagosoma es fusiona amb el lisosoma per accié de Rab7, Lampl i Lamp2, o també per les
proteines SNARE (Liu et al. 2015; Salah et al. 2016) es forma |’autofagolisosoma on es produeix la

proteolisi dels continguts citoplasmatics i/o organuls.

p62 (sequestosomel,SQSTM1) és una proteina cel-lular que s’expressa de forma ubiqua i esta molt
conservada en els animals. p62 interactua directament amb LC3Il a la membrana de I'autofagosoma
(Mizushima and Komatsu 2011). Per tant, les proteines no desitjades es poden eliminar
selectivament mitjancant la seva unié a p62 i conjugant-se posteriorment amb LC3Il en la membrana
dels autofagosomes. p62, és un substrat d'autofagia especific que s'acumula quan I'autofagia esta
inhibida, de manera que pot utilitzar-se com a index de flux autofagic (Hurley and Young 2017; Quan

and Lee 2013).
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Finalment, els substrats es degraden per l'accié dels enzims lisosomals (hidrolases acides) i els
productes de la reaccié s'alliberen al citoplasma per a la seva futura reutilitzacié (Hurley and Young
2017; Quan and Lee 2013). El contingut degradat torna al citosol mitjancant permeases. Aixi mateix,
juntament amb el cargo, també sén degradades les proteines adaptadores i la fraccié de LC3Il que
es troba localitzada en la membrana interna de I'autofagosoma. Per contra, la fraccié de LC3ll de la

part externa sera reciclada (Klionsky et al. 2012; Knaevelsrud et al. 2013).

Selectivitat de I'autofagia:

Aproximadament 1'1%-1.5% de les proteines cel-lulars es catabolitzen mitjangant el procés
d’autofagia. L'autofagia basal actua com a maquinaria de control de qualitat per als components
citoplasmatics, i és fonamental per a I'homedstasi de les cél-lules. Tot i que aquest control de
qualitat es pot assolir parcialment per I'autofagia no selectiva, estudis recents indiquen que la
membrana de I'autofagosoma pot reconeixer de forma especifica proteines i organuls per degradar,
tot i que la regulacié de les proteines adaptadores de I'autofagia encara és en part desconeguda
(Kroemer et al. 2010). L'autofagia selectiva es produeix de manera constitutiva i també pot induir-se

en resposta a estressos cel-lulars (Mizushima and Komatsu 2011).

2.3 Regulacié de I'autofagia

En condicions fisiologiques I’activitat autofagica es troba en estat basal. No obstant, I'autofagia és
induida per una varietat d'estimuls d'estres, incloent I'estreés nutricional i energetic, I'estrés de
reticle endoplasmatic (ER), els patrons moleculars associats a patogens (PAMPs) i els patrons
moleculars associats a perill (DAMP), la hipoxia, I'estrés redox i el dany mitocondrial. La induccié de
I'autofagia a través d’aquests estimuls implica diversos senyals que tenen funcions superposades en

el procés i en el control d'altres respostes d'estres cel-lular (Mizushima and Komatsu 2011).

Via de senyalitzacio mTOR

Els nutrients, els factors de creixement i els nivells d'energia cel-lular sén determinants en el
creixement cel-lular i la proliferacié. mTOR, és una proteina quinasa de serina/treonina de la familia
PI3K. Es considerat el regulador principal del metabolisme cel-lular i promou el creixement cel-lular
en resposta a indicacions ambientals. Per aix0, la desregulacié de la senyalitzaci6 de mTOR esta
implicada en moltes malalties humanes, incloent la diabetis, les malalties neurodegeneratives i el

cancer (Kim and Guan 2015).
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mTOR forma dos complexos de senyalitzacié diferents, mTORC1 (mTOR complex 1) i mTORC2
(mTOR complex 2), unint-se amb multiples proteines acompanyants. Les proteines mLST8, DEPTOR i
el complex Ttil/Tel2 existeixen tant en mTORC1 com mTORC2. No obstant, RAPTOR i PRAS40 sén
especifics de mTORC1, mentre que RICTOR, mSinl i PROCTOR1/2 sén especifics de mTORC2. Els dos
complexos quinasa tenen preferéncies de substrat especifiques i, per tant, produeixen diferents
esdeveniments de senyalitzacido downstream per modular la funcié cel-lular (Kaur and Sharma 2017,
Kim and Guan 2015). El complex mTOR 1 (mTORC1) doncs, és un dels principals reguladors de la
macroautofagia que suprimeix fortament la formacié de I'autofagosoma mitjancant la catalitzacio de

la fosforilacié inactiva d'ATG13 i ULK1 (Galluzzi et al. 2017).

Un dels farmacs ampliament descrit com regulador negatiu de mTORC1 és la Rapamicina. La
Rapamicina és un macrolid immunosupressor que inhibeix de forma especifica la proteina quinasa
(mTOR) (Apelo and Lamming 2016; Lamming and Sabatini 2010). Per tant, la Rapamicina mitjangant
la seva acci6 inhibitoria sobre mTOR és capag¢ de promoure la induccié de I'autofagia (Li et al. 2012;

Yang et al. 2010).

Via de senyalitzacio PI3K/AKT

Un dels majors reguladors positius upstream de mTORC1 és la via de senyalitzacid PI3K/AKT. Els
factors de creixement com la insulina i I'lGF activen els seus receptors tirosina quinasa (RTKs) i,
posteriorment, activen |'eix de senyalitzacié PI3K/AKT conduint al reclutament de la PI3K a la
membrana on fosforila els lipids fosfoinositolics de I'anell inositol (PIP2) generant en ultima
instancia, PIP3 (Hers et al. 2011). Aquests lipids especialitzats que s’acumulen en la membrana
cel-lular serveixen per reclutar proteines a la membrana plasmatica amb domini PH (pleckstrin
homology) tal com les serina/treonina quinases AKT o PDK1. L’AKT es manté normalment en un
estat inactiu. No obstant, la interaccid entre el domini PH i el PIP3 li indueix un canvi conformacional
gue permet el reclutament de PDK1, la quinasa que fosforila AKT (Hers et al. 2011; Thorpe et al.
2015). L'activacido d’AKT depenent de fosforilacié resulta en la seva dissociacié de la membrana
regulant aixi multiples proteines senyalitzadores per fosforilacié que promouen la supervivéncia i
proliferacié cel-lular, angiogenesi i metabolisme cel-lular (Engelman 2009; Hers et al. 2011; Thorpe

et al. 2015).
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Entre les dianes d’AKT s’hi troben proteines reguladores de I'apoptosi com FOXO, BAD, BCL-2, del
metabolisme cel-lular, com GSK3, de la integritat i reparacié del DNA, com MDM2, i del cicle cel-lular
com p27 i p21. A més, AKT fosforilada, i per tant activa, promou la dissociacié de TSC1/2 (una
proteina activadora de GTPasa) i per tant la seva inactivacié a partir del lisosoma promovent
I'activacio de Rheb. Atés que Rheb unida a GTP és un potent activador de mTORC], la inhibicié de
TSC1/2 per la fosforilacié d’AKT resulta en I'activaci6 mTORC1. Pel contrari, quan TSC2 no es troba
fosforilat, forma un complex amb TSC1, inhibint a Rheb (Kim and Guan 2015; Malley and Pidgeon
2016).

Per altra banda, AKT fosforila de forma directa PRAS40 inhibint-lo. Aquest component del complex
mMTORC1 regula negativament |'activitat quinasa del complex conduint a |'activaci6 de mTORC1. A
més, |"activacié del receptor tirosina quinasa també estimula I'eix de senyalitzacié Ras/Erk/p90 S6
quinasa 1 (RSK1), que actua directament sobre TSC2 per inactivar la seva activitat GAP mitjangant
fosforilacié (Kim and Guan 2015; Malley and Pidgeon 2016). En canvi, els estressors cel-lulars, com
els baixos nivells d'energia cel-lulars o la hipoxia, activen TSC1/2 per posteriorment inhibir I'activacio
mMTORC1 i per tant conduir a la induccié d’autofagia, ja que mTORC1 inactiu deixa de fosforilar ULK i

s’activa el flux autofagic (Kim and Guan 2015; Malley and Pidgeon 2016) (Figura 19).
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Figura 19. Representacié esquematica de la via PI3K/AKT/mTOR. Extret de (Malley and Pidgeon 2016).
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Via de senyalitzacio AMPK

Aquesta xarxa inhibitoria del procés autofagic s'interromp amb la inactivacié de mTORC1 mitjancant
la proteina quinasa AMPK (AMP-activated Protein Kinase) activada per AMP, que respon a nivells
reduits d'ATP i la conseglient acumulaciéo d'AMP (Inoki et al. 2002). Aixi doncs, en deprivacio de
nutrients i esgotament energetic, AMPK actua com a diana central que integra diversos estimuls
d'estres implicats en la regulacié de I'autofagia. Per tant, AMPK és un sensor dels nivells d'energia
cel-lular i resta activat per una alta relaci6 AMP/ATP. AMPK fosforila TSC2 i presumiblement
augmenta l'activitat TSC1/2. A més, AMPK directament fosforila a RAPTOR, la qual cosa causa una
disminucié de I'activitat de mTORC1 mitjangant inhibicié al-lostérica i per tant una induccié del
procés autofagic. Diferents estudis mostren un paper critic de AMPK en la vinculacié del nivell
d'energia cel-lular i la regulacié de mTORCL. Els baixos nivells d'oxigen cel-lular també inhibeixen
MTORC1 al regularitzar la resposta a danys de I'ADN (REDD1), que pot modular I'activitat TSC2 per
inhibir mTORC1 (Galluzzi et al. 2017).

A continuacié es presenta un esquema resum del procés de I'autofagia i les vies de senyalitzaci

implicades en la seva regulacié (Figura 20):
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Figura 20. Representacio esquematica de la regulacio de I'autofagia. Extret (Cicchini et al. 2015).
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Pel que fa als reguladors farmacologics de I'autofagia, com s’ha comentat la Rapamicina i els seus
analegs (rapalegs) constitueixen la primera linia d’inhibidors de mTOR, concretament del complex

mMTORC1 (Waldner et al. 2016) activant a la vegada, el flux autofagic.

Per altra banda, I'autofagia pot ser farmacologicament inhibida de dues maneres, en una etapa
primerenca o en l|'etapa tardana. Els inhibidors de I'autofagia en etapa primerenca com 3-
methyadenine, Wortmanin i LY294002, estan dirigits contra les PI3K de classe lll, que inhibeixen la
formacié del complex PI3K important per la iniciacié del procés autofagic. La Cloroquina (CQ),
Hidroxicloroquina (HCQ) o Bafilomicina A1, que inhibeixen la Ultima etapa del procés, sén farmacs
gue impedeixen |'acidificacié dels lisosomes, els quals contenen hidrolases digestives dependents de
baix pH, desencadenant el manteniment dels autofagosomes presents en les cél-lules (Shacka et al.))
i per tant, eviten la fusio de I'autofagosoma amb els lisosomes (Mauthe et al. 2018; Yamamoto et al.

1998).
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Figura 21. Esquema dels inhibidors e inductors que regulen I'autofagia. Extret de (Towers and Thorburn
2016).

La Cloroquina (CQ) i el seu derivat Hidroxicloroquina (HCQ), farmacs aprovats per la FDA per al

tractament contra tres especies de Plasmodium, sén actualment els compostos principals utilitzats

en assaigs clinics destinats a tractar tumors a través de la inhibicié de I'autofagia (Mauthe et al.
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2018). Quimicament, la Cloroquina és un farmac membre de la classe de les 4-aminoquinolines. Va

ser descoberta I'any 1934, per un quimic de la companyia Bayer.

Y

~

P
Cl N

Figura 22. Estructura quimica de la Cloroquina.

En resum, l'autofagia és un procés altament regulat que implica una gran quantitat de moduladors i
la complexitat d'aquests esdeveniments es veu incrementada a mesura que es continuin identificant

components nous tant en vies independents com dependents de mTOR (Avalos et al. 2014).

2.4 Autofagia en cancer

L'autofagia juga un paper important en l'inici i I'evolucié del cancer, perd encara és un tema
controvertit ja que pot portar a terme una funcié dual de pro-supervivencia o pro-mort cel-lular
(Bhutia et al. 2013; Fulda 2017; Levy et al. 2018). L’autofagia doncs, té una funcidé protectora
permetent que les cel-lules sobrevisquin en unes condicions desfavorables com sén la deprivacid de
nutrients o la hipoxia. Pero, per altra banda, nombrosos estudis suggereixen que I'autofagia pot
tenir un paper anticancerds. Sembla que el rol de I'autofagia en el context tumoral depen de I'estadi
tumoral (inici, progressid, metastasi i/o resisténcia al tractament), de la naturalesa i tipus de tumor,
aixi com del balanc i dels canvis genetics en pro-oncogens o gens supressors tumorals (Lozy and

Karantza 2012).
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Figura 23. Proposta de supressio i promocié del rol tumoral per autofagia. Modificat de (White 2015). (A)
Mecanismes pels quals I'autofagia pot suprimir la tumorigénesi. Els defectes de I'autofagia perjudiquen la salut
dels teixits, provocant danys cronics en els teixits que poden crear un ambient que afavoreixi el cancer. (B)
Mecanismes pels quals I'autofagia promou el cancer mitjangant la limitacio de les respostes a I'estres i el

suport al metabolisme i la supervivéncia.

La majoria de les proteines que participen en els mecanismes de regulacié de |'autofagia sén
proteines supressores de tumors o oncogens que es superposen en gran mesura amb les vies de
senyalitzacid implicades en el control del cancer. Aixi, els gens supressors de tumors que regulen
negativament mTOR, com PTEN, AMPK, LKB1 i TSC1/2, estimulen l'autofagia, mentre que, per
contra, els oncogens que activen mTOR, com la PI3K de classe |, Ras, RHEB i AKT, inhibeixen el

procés autofagic (Avalos et al. 2014).

2.4.1 Autofagia com a supressor tumoral

L'autofagia funciona com a supressor tumoral eliminant organuls i proteines danyades que
contribueixen a la inestabilitat genética, aixi com limitant el creixement cel-lular. D'acord amb
aquesta visid, Beclin-1 (BECN-1), que forma part del complex PI3K de classe Ill i promou |'autofagia,
funciona com a supressor tumoral en cel-lules de mamifers. Conseqlientment, les mutacions
monoal-leliques en aquest gen s'observen freqlientment en els cancers de prostata, ovari i de mama
(Avalos et al. 2014; Kondo et al. 2005). A més, diversos estudis amb ratolins han demostrat que els
animals sén més sensibles a l'evolucid del tumor espontani quan Beclin-1 esta afectada

monoal-lelicament, inhibint la seva funcié. Addicionalment, la proteina quinasa associada amb mort
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cel-lular, DAPK, és una proteina que fosforila Beclin-1 provocant un desequilibri en el complex
Beclin-1/BCL-2 que condueix a la vegada, en una estimulacié de |'autofagia. Doncs, DAPK és un
altre inductor de I'autofagia que generalment es silencia en diferents tipus de cancers humans per

metilacié (Huang et al. 2018).

Per altra banda, la mutacié de p53 i PTEN, dos dels gens supressors de tumors més comunament
mutats, indueixen també I'autofagia (Arico et al. 2001; Feng et al. 2005). PTEN, un inhibidor de la via
de senyalitzacié PI3K/AKT, s'ha demostrat que promou l'autofagia (Gozuacik and Kimchi 2004). Per
tant, l'activitat fosfatasa de PTEN bloqueja la via de supervivéncia d'AKT a part de promoure
I'autofagia. D'acord amb aix0, una forma constitutivament activa d'AKT inhibeix I'activitat autofagica
en aquestes cél-lules (Arico et al. 2001). Per contra, I'activacié de la via AKT modula les vies de
supervivencia, que condueixen a la inhibicié de I'apoptosi i activa la proteina mTOR, que antagonitza

I'autofagia (Gozuacik and Kimchi 2004).

Curiosament, p53 s'ha descrit com a regulador positiu i negatiu de I'autofagia, depenent del tipus de
cél-lula i dels estimuls estressors que repercuteixen en la viabilitat i estabilitat de les cél-lules (Kung
and Murphy 2016). p53 modula |'activacié de AMPK i, per tant, la inhibicié de mTOR i la conseqiient
induccio de l'autofagia. A més, I'activacié de p53 per estrés genotoxic provoca la transactivacio de
dos dianes directes de p53: els gens Sestrin 1 i 2. Ambdds gens sén reguladors negatius de I'activitat
de mTOR. Un altre gen target de p53, DRAM (modulador d'autofagia regulat per danys), és una
proteina de la membrana lisosomal que també és induida per p53 per facilitar I'autofagia davant

|'estres genotoxic (Kung and Murphy 2016).

Aquestes troballes suggereixen que l'autofagia inhibeix la formacié de tumors preservant la

homeostasi cel-lular en condicions desfavorables tals com en I'oncogénesi.

2.4.2 Autofagia en la progressio tumoral

Mentre que nombrosos estudis fins el moment suggereixen que l'autofagia pot inhibir la
tumorigenesi, també hi ha dades que indiquen que el procés autofagic pot promoure la
transformacio cel-lular i que poden ser necessaris certs nivells d'autofagia per a la supervivencia de
les cél-lules tumorals (Kung and Murphy 2016). La resposta autofagica normalment ajuda al
creixement i a la progressié tumoral una vegada les neoplasies ja estan establertes. De fet, hi ha

evidéncies que proposen un paper predominant de |'autofagia en la progressié tumoral, reduint la
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sensibilitat de les cel-lules canceroses tant a estimuls intrinsecs com als de I'ambient, que en
condicions fisiologiques portarien a la mort cel-lular. Nombroses investigacions demostren que en
tumors ja establerts, defectes en I'‘autofagia produeixen una disminucié de proliferacio,
disseminacid i capacitat metastatica (Cui et al. 2013; Sharifi et al. 2016; Vera-Ramirez et al. 2018). A
més, |'autofagia podria estar estimulada durant les ultimes etapes del desenvolupament del cancer,
permetent la supervivéncia cel-lular en les arees centrals del tumor, les quals estan generalment mal
vascularitzades amb la conseqlient falta de nutrients i oxigen (Boya et al. 2005). De fet, sembla ser
gue les cél-lules malignes sén més dependents de I'autofagia que les cel-lules i els teixits normals.
Aix0 es deu probablement a les majors demandes metaboliques i biosintetiques imposades per la
proliferacié desregulada (White 2015). Per exemple, I'autofagia basal esta incrementada en regions
tumorals hipoxiques, ambient essencial per a la supervivencia de les cél-lules tumorals. L'autofagia
també esta regulada per les cél-lules canceroses transformades per RAS i promou el seu creixement,
supervivéncia, tumorigénesi, invasio i metastasi. Per altra banda, la deficiéncia d’ATG17/FIP200 té
un paper en la inhibicié del creixement dels cancers mamaris, el que suggereix un rol clau de
I'autofagia en la promocid de la tumorigénesi. No obstant, el context genétic que crea la
dependéencia de |'autofagia en el cancer encara no esta ben comprés i queda encara per investigar

(Chen et al. 2016; White 2015).

2.4.3 Autofagia com un mecanisme de resisténcia a les terapies establertes

S’ha descrit la induccid de I'autofagia com a mecanisme important de mediacié de la resistencia de
les cel-lules cancerigenes a diverses estrategies terapeutiques en diferents models tumorals (Wei et
al. 2014) com en cel-lules de carcinoma (Apel et al. 2008), en glioblastoma (Dewaele et al. 2011) i en
cancer de pulmé (Li et al. 2013). De fet, en cancer d’endometri s’"ha demostrat que |'adquisicié de
resisténcia a Sorafenib podria implicar I'activacié de mecanismes compensatoris (Blake et al. 2009) i
gue l'autofagia podria ser una via molecular que sustenta aquesta resistéencia com a resposta de
proteccié front a l'estrés terapéutic (Eritja et al. 2017). En la mateixa linia, en un altre estudi s’ha
descrit que |'autofagia podria ser una de les principals causes de la resisténcia a la PDT (terapia
fotodinamica) en els CSCs (cancer stem-like cells), ja que s’ha determinat un augment de |'expressié
de proteines relacionades amb |'autofagia (ATG) en els CSCs tractats i resistents a (Wei et al. 2014).
A banda, s'ha demostrat que l'autofagia esta incrementada en els melanomes resistents als
inhibidors de BRAF tant in vitro com in vivo. A més, hi ha diverses maneres en queé els inhibidors de

BRAF poden promoure l'autofagia, com son I'estres de I'ER, I'epigeneética, etc. (Liu et al. 2018).
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C-MER Proto-Oncogen Tirosina Quinasa (MERTK)

MERTK, és un receptor de tirosina quinasa, que exerceix funcions oncogéniques en nombroses
neoplasies. Schlegel et al. van trobar que l'expressié de MERTK era major en els melanomes
metastatics en comparacié amb els melanomes i nevi primaris (Liu et al. 2018). A més, van descriure
gue l'activacié de MERTK a les cél-lules de melanoma induia I'activacié de vies de senyalitzacid
downstream, com ara MAPK/ERK, PI3K/AKT i JAK/STAT, que sén importants en la resisténcia dels

melanomes BRAF %

als inhibidors de BRAF, tal com s'ha indicat anteriorment (Schlegel et al. 2013).
De fet, el tractament amb un inhibidor de MERTK a les cél-lules de melanoma podria inhibir
I'activitat d'aquestes vies posteriors, induir apoptosi, reduir la proliferacié cel-lular aixi com inhibir Ia
invasio cel-lular en el melanoma (Liu et al. 2018a; Schlegel et al. 2013). En un altre estudi semblant,
Xue et al. van mostrar que MERTK estava sobreexpressat en cél-lules de melanoma i en biopsies
després de I'adquisicio de resisténcia a Vemurafenib, i aquesta regulacié de MERTK per Vemurafenib

VOO0 (¥ue et al. 2017). Els autors també van

era especifica de les cél-lules de melanoma BRAF
proposar que MERTK podria induir la supervivencia cel-lular en el melanoma sota el tractament de

I'inhibidor BRAF, contribuint aixi a la resisténcia (Liu et al. 2018a; Xue et al. 2017).

Via de senyalitzacio RAF-MEK-ERK

Com s'ha indicat anteriorment, la via RAF-MEK-ERK juga un paper essencial en I'aparicid i progressio
de la resisténcia als inhibidors de BRAF. Mulcahy et al. van indicar a més, que tant la inhibicid
farmacologica com el silenciament genic de I'autofagia podrien revertir la resistencia induida per els
inhibidors de BRAF mitjancant la inhibiciéd de |'activitat de la senyalitzacié classica RAF-MEK-ERK

(Levy et al. 2017; Liu et al. 2018).

Via de senyalitzacio MAPK/INK

Basant-nos en la literatura, es coneix que una resposta a l'estres de reticle endoplasmatic (ER)
podria precedir a la induccié de |'autofagia (Das et al. 2013; Eritja et al. 2017). L'estrés d’ER s'ha
relacionat amb la induccié de |'autofagia en part a través de MAPK/INK (Deegan et al. 2013; Urano
et al. 2000). De la mateixa manera, l'augment de I|'expressi6 MAPK8/INK1, MAPK9/INK2 i
MAPK10/JNK3 es correlaciona amb un mal pronostic, suggerint que MAPK/INK pot tenir una funcié

clau que afavoreix la progressid/recurréncia tumoral (Eritja et al. 2017; Ma et al. 2014).
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Altres

Algunes altres vies també poden contribuir a la resistencia induida per autofagia; per exemple, Xie et
al. van indicar que ATG7 és capac de promoure el creixement de les cél-lules de melanoma BRAF*%%*

mitjangant la limitacid de |'estrés oxidatiu (Xie et al. 2015).

2.4.4 Autofagia i microambient tumoral

Les cel-lules canceroses estan envoltades d'un entorn complex. Aquest ninxol de cel-lules canceroses
s'anomena microambient tumoral i contribueix al desenvolupament i metastasi dels tumors. El
microambient tumoral és un nou concepte emergent en la investigacié tumoral i s'ha convertit en
un segell de recerca. El microambient tumoral no només contribueix a la supervivencia cel-lular del
cancer proporcionant nutrients, sind que també esta involucrat en la invasié i metastasi de les
cél-lules tumorals (Yang et al. 2015). Les caracteristiques fisiologiques del microambient tumoral sén
clarament diferents de les dels teixits normals i estan associades amb un ambient hipoxic, amb la
deprivacié de nutrients, la inflamacio, I'adaptacié en ambients amb pH baixos, etc (Liu and Ryan
2012; Wojtkowiak et al. 2012). Aquestes caracteristiques poden induir I'autofagia activant diverses
vies de senyalitzacid; per tant, I'autofagia pot tenir un paper rellevant en el microambient tumoral.
Aixi doncs, la interaccid entre I'autofagia i el microambient tumoral atreu cada vegada més atencié,
ja que el microambient tumoral modelat per I'autofagia pot jugar un paper crucial en la modulacid

del desenvolupament del tumor, la metastasi i la resisténcia a la terapia utilitzada (Yang et al. 2015).

2.4.5 Interaccid entre I’Autofagia i I’Apoptosi cel-lular

En el dltims anys, a més de la funcid citoprotectora que desenvolupa |'autofagia, s’ha descrit una
funcid associada a mort cel-lular, ja que trets que caracteritzen el procés autofagic s’han trobat en
cél-lules que s’estan morint (Fuchs and Steller 2015). Els estressos perllongats o I'autofagia
sostinguda poden induir una mort cel-lular quan el reciclatge de proteines o organuls supera la
capacitat de renovacié de la cél-lula (Hansen et al. 2018; Yang et al. 2011). Aquesta mort cel-lular
originada per |'autofagia es pot produir mitjancant la induccié de I’apoptosi o necrosi o bé, pot estar
desencadenada d’una manera independentment (Delou et al. 2016; Marifo et al. 2014; Tsujimoto

and Shimizu 2005).
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Figura 24. De I'autofagia a la mort autofogica de la cél-lula. Extret de (Sadasivan et al. 2014).

L'apoptosi és un tipus de mort cel-lular programada, caracteritzada per un conjunt de canvis
morfologics incloent condensacid i fragmentacié nuclear, aixi com la formacié de bombolles en la
membrana nuclear que condueixen a la formacid de cossos apoptotics. L'apoptosi ve acompanyada
per canvis en les caracteristiques bioquimiques de la cel-lula, tals com la permeabilitzacié de la
membrana mitocondrial externa, 'activacié de les caspases efectores (Casp3, Casp6 i Casp7) i
I'activacié d’hidrolases cataboliques les quals degraden la major part de les macromolecules

cel-lulars, incloent el DNA (Delou et al. 2016).

Encara que l'autofagia i 'apoptosi estan sota un estricte control de diverses vies de senyalitzacid,
aquests dos processos també es regulen creuadament l'un a l'altre, principalment d’una forma
inhibitoria, tot i que també hi ha exemples on 'autofagia es capa¢ d’induir 'apoptosi (Delou et al.
2016; Marino et al. 2014; Sadasivan et al. 2014). Tot i que la connexid entre I'autofagia i I'apoptosi o
altres formes de mort cel-lular encara es troba en exploracid, la idea general és que I'estrés sovint
estimula no només una resposta autofagica, si el nivell d'estrés no és letal, siné que també estimula
la resposta apoptotica quan l'estrés supera un llindar critic. En molts casos, |'autofagia constitueix
una estrategia per adaptar-se i sobreviure amb |'estrés. Tanmateix, si s'inicia la resposta apoptotica,
|'autofagia es pot inhibir, en part degut a l'escletxa mediada per la cascada de les proteines
essencials en l'autofagia (Marifio et al. 2014). Estudis recents sobre biologia molecular han donat
Ilum sobre els reguladors comuns de |'apoptosi i I'autofagia, cosa que ajuda a explicar la naturalesa

d'aquesta relacio (Delou et al. 2016).
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S'han descrit multiples interaccions directes i indirectes que suggereixen la superposicié mecanistica
entre l'apoptosi i I'autofagia. La majoria d'aquestes interaccions es donen quan I'apoptosi altera el
procés de |'autofagia. Per contra, es coneix menys el mecanisme sobre com |'autofagia controla
I'apoptosi. Diverses publicacions mostren que hi ha dues proteines que tenen multiples connexions
entre l'autofagia i la mort cel-lular (Gump and Thorburn 2013; Sadasivan et al. 2014; Young et al.

2013).

Per una banda, p62 és una proteina clau en la degradacié selectiva de moltes proteines (i
mitocondris) durant I'autofagia, que interacciona amb diverses proteines implicades en les vies
apoptotiques o de supervivencia. Entre aquestes proteines s’inclou la Casp8, TRAF6 (que modula la
via de supervivéncia per la via NF-kB) i ERK. La interaccié entre p62 i Casp8 és especialment
interessant perqué p62 és important per a 'activacié de Casp8 (Young et al. 2013). A més a més,
recentment s’ha descrit que la Casp8 és un dels substrats que es degrada per autofagia
(presumiblement via p62). Aquest fet crea un paradigma on autofagia i apoptosi estan involucrades
en un complicat balang, on per una banda, 'autofagia altera I'extensié i la velocitat de I'apoptosi, i
per I'altra, I'apoptosi altera la degradacié autofagica de p62 i dels seus “cargos” selectius (Gump and

Thorburn 2013; Young et al. 2013).

D’altra banda, Beclinl interacciona directament amb la proteina anti-apoptotica Bcl-2. Quan Bcl-2 i
Beclinl estan unides, Beclinl és incapa¢ d’activar I'autofagia. L'autofagia és induida quan aquesta
interaccio es desfa per I'efecte de les proteines pro-apototiques amb dominis BH3 (Kang et al. 2011).
Un altre mecanisme que depén de Beclinl, mitjancant el qual I'apoptosi pot inhibir I'autofagia és el
trencament que produeix la Casp3 sobre Beclinl, produint un fragment truncat i impedint que
Beclinl sigui capac¢ d’induir I'autofagia. Aixi, la regulacié de Beclinl per diferents components
apoptotics pot tant promoure com inhibir I'autofagia, depenent de les activitats de les proteines

BH3 i de les Caspases (Gump and Thorburn 2013).

2.5 Autofagia en el melanoma primari, metastatic i de recurréncia

La presencia de nivells basals d’autofagia en les cél-lules de melanoma s'ha reconegut durant molts
anys, ja que moltes cél-lules de melanoma contenen autofagosomes amb melanosomes que sén
facilment visibles sota el microscopi optic (Lazova et al. 2010). De fet, Lazova et al. van observar que

tant els melanomes in situ com els melanomes invasius, presentaven autofagosomes els quals van
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ser detectats mitjancant la tincié de LC3Il per immunohistoquimica (IHC), on es va observar a més,
gue els melanocits normals i els queratindcits de la epidermis no presentaven tincid, suggerint una

associacio entre I'autofagia i la progressié del melanoma maligne (Lazova et al. 2012).

En conjunt, la preséencia generalitzada de |'autofagia basal en diferents cél-lules de melanoma
suggereix que un flux autofagic elevat pot ser important per a la supervivencia de les cel-lules de
melanoma, a més de ser més susceptibles a les terapies anti-autofagiques. No obstant, la dualitat de
I'autofagia també es present durant la migracié i la metastasi (Galluzzi et al. 2015). L’autofagia té un
paper fonamental tant en les etapes de latencia tumoral com en la disseminacié (Sosa et al. 2014),
intervenint en les poblacions de cel-lules que inicien processos d’invasié i també en la resisténcia a
tractaments (Wolf et al. 2013). De fet, s’han relacionat diversos substrats d’autofagia amb la
regulacio directa dels processos d’EMT (Epithelial to Mesenchymal Transition), migracié i invasié
tumoral, que poden desencadenar la formacio de metastasis (Kenific et al. 2016) (Kenific et al. 2016;
Lock et al. 2014; Qiang et al. 2014; Sharifi et al. 2016). Atés que 'EMT promou la metastasi tumoral i
|'autofagia recolza la viabilitat cel-lular durant la disseminacié metastatica, no és sorprenent que
I'EMT pugui induir I'autofagia en cél-lules canceroses. Akalay et al. van demostrar que I’adquisicio
del fenotip mesenquimal en cél-lules de cancer de mama estava associada amb un augment de
|'autofagia i de la resisténcia cap a les cél-lules immunes, com a mecanisme per a evadir la vigilancia
immunitaria (Gugnoni et al. 2016). En la mateixa linia, Snaill és considerat el factor de transcripcié
més important que indueix la transicié epitelial-mesenquimal (EMT) i s'ha demostrat que és crucial
durant la progressid i la invasidé del tumor (Cano et al. 2000; Thiery 2002). En les cel-lules de
melanoma, Snaill esta sobreexpressat (Kuphal et al.) i promou la motilitat i la invasivitat cel-lular
(Olmeda et al. 2007). En conseqiiéncia, el silenciament génic o la disminucié de I'expressié de Snaill
en cél-lules de melanoma redueix el creixement tumoral, la metastasi i la immunosupressié

(Pearlman et al. 2017).

En un altre estudi es va trobar que els pacients amb melanoma que tenien un major nombre de
vacuoles autofagiques, eren menys sensibles a respondre al tractament amb Temozolomida i
Sorafenib, i tenien una esperanca de vida més curta en comparacié amb aquells amb un index
d'autofagia més baixa (Ma et al. 2011). D'altra banda, la inhibicid de |'autofagia basal a través del
silenciament del gen ATG5 o farmacologicament va augmentar significativament la mort cel-lular

guan es combinava amb Temozolomida (Rosenfeld et al. 2014).
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Per una altra part, recentment s’ha descrit I'autofagia com a probable mecanisme de resistencia als
inhibidors de BRAF, com el Vemurafenib, en les cel-lules del melanoma. Diversos estudis, han
mostrat que la inhibicié de I'autofagia en cél-lules de melanoma resistents a Vemurafenib
sensibilitza a aquestes cél-lules a una major mort cel-lular. No obstant aixdo, més enlla de la
modulacié de la mort cel-lular, de quina manera |'autofagia intervé en el fenotip d’aquestes cél-lules,
encara no roman clar (Li et al. 2016; Ma et al. 2014; Martin et al. 2017b). Per contra, altres estudis
suggereixen que l'activacid de l'autofagia promou la inducciéd de supervivéncia cel-lular com a
mecanisme de resistencia. De fet, Ndoye A et al. mostren que en estadis avancats del melanoma,
I'autofagia pot promoure la resistéencia al tractament i la supervivéncia de cel-lules tumorals
agressives (Ndoye and Weeraratna 2016). Altres estudis indiquen que un augment de I'autofagia
(mitjangant I'increment dels nivells de LC3) en cél-lules de melanoma resistents a Vemurafenib
incrementen els mecanismes de reciclatge cel-lular com a explicacié de la resisténcia al tractament
(Geserick et al. 2014). Berger A et al. proposen a més, que la sensibilitzacié de I'apoptosi per TRAIL
mitjangant l'activacido de vies mitocondrials proapoptotiques a través de Bim i Bax, aixi com la
induccio de l'autofagia, sén caracteristiques de la resposta de la cél-lula del melanoma a la inhibicié

de RAF (Berger et al. 2014).

En els dltims anys, s'ha demostrat que la terapia que indueix el secretoma en cel-lules de melanoma
tractat amb l'inhibidor de BRAF, Vemurafenib, estimula la disseminacid i capacitat de metastasi de
les cel-lules canceroses sensibles al farmac (Obenauf et al. 2015). A més, s'ha descrit que |'autofagia
no solament esta relacionada amb la degradacié de proteines intracel-lulars, sind que té un paper
important en la secrecié de proteines. S'ha descrit que el patré de secrecid relacionat amb el procés
autofagic en el melanoma afecta el microambient tumoral i que la deteccié de proteines secretades
associades a l'autofagia en biopsia liquida o en tumors poden servir com a marcadors del flux

autofagic intracel-lular en cel-lules tumorals (Kraya et al. 2015a; Yang et al. 2015).
En resum, totes aquest troballes suggereixen que l'increment de |'autofagia es relaciona amb la

progressio tumoral del melanoma i per tant amb la malignitzacié, a més de correlacionar-se amb un

pitjor pronostic aixi com amb I'aparicié de recurréncies.
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2.6 Inhibicié de I'autofagia com a estrategia terapéutica

La presencia d’'un nombre elevat de vacuoles autofagiques no sempre indica un flux elevat
d'autofagia, ja que també s’observen quan es bloqueja el flux autofagic en I'dltim pas abans de la
formacié dels autofagolisosomes, donant lloc a un procés autofagic defectiu. Multiples estudis han
demostrat que la inhibicié farmacologica de I'autofagia pot millorar efectivament la mort de cél-lules
tumorals en models preclinics (Chude and Amaravadi 2017; Delou et al. 2016; Thorburn and Morgan
2013). Per exemple, Sasaki et al. van demostrar que la combinacié de CQ i 5-FU (primera linia de
farmacs per cancer colorectal) causa un bloqueig de l'autofagia amb la conseglient disminucié
significativa del creixement cel-lular tant in vitro com in vivo en cél-lules de cancer de colon (Sasaki
et al.). A més, la CQ redueix el creixement del tumor, la invasio i la metastasi cel-lular del melanoma
(Maes and Agostinis 2014). En la mateixa linia, Sharifi et al. van trobar que la inhibicié de I'autofagia
redueix la migracid i la invasid cel-lular (en el cancer de mama i el melanoma) i atenua la induccié de

metastasis pertorbant la renovacio d’adhesions focals (Sharifi et al. 2016).

Aquestes dades mostren en conjunt que la capacitat d'inhibicié de |'autofagia pot millorar la
quimiosensibilitat i regressio tumoral. A més, diversos son els assajos en fase /1l que s'han realitzat
per tal d'avaluar I'eficacia d'una combinacié de HCQ amb altres farmacs citotoxics en diversos tipus
de tumors (Rosenfeld et al. 2014). En cél-lules de colon implantades a ratolins, es va investigar
I’efecte d’una terapia combinada amb l'inhibidor del proteasoma (Bortezomib) i la CQ, i es va
observar una supressid significativa del creixement del tumor (Ding et al. 2009). En un estudi
semblant, el bloqueig de I'autofagia disminuia la proliferacié de cel-lules tumorals pancreatiques
(Yang et al. 2015). En algunes linies de cel-lules tumorals, quan la fusié dels autofagosomes i
lisosomes es bloqueja per I'addicié d'inhibidors lisosomals (com ara CQ o bafilomicina Al), les
vacuoles autofagiques s’acumulen i les cél-lules manifesten un canvi en la seva morfologia abans
gue comencin a morir-se (Gonzalez-Polo et al. 2005). Aquestes troballes suggereixen que la inhibicid
de l'autofagia, ja sigui en etapes primerenques o tardanes del procés, pot conduir a I'apoptosi com a
resultat de la manca d'adaptacio al estres farmacologic. Per tant, la modulacié de I'autofagia podria

ser una estrategia terapeutica emergent en el melanoma.
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3. CANALS DE CALCI TIPUS T (TTCCS)

3.1 Senyalitzacié per Ca** en el melanoma

El calci ionitzat (Ca®*) és un segon missatger que intervé en diverses funcions fisiologiques, com la
proliferacié cel-lular, la supervivencia, I'apoptosi, la migracié i I'expressié genica. Els transportadors
especifics de Ca®* aixi com les proteines d’unié a Ca®* s’utilitzen per extreure Ca’ a través de la
membrana plasmatica, per transportar-lo cap a l'interior dels reservoris cel-lulars o com a tampd
citosolic. A més, hi ha una diversitat de canals de Ca®* en la membrana plasmatica que permeten
I’entrada del mateix al citosol. L'afluéncia de Ca** pot interaccionar amb els canals de calci presents
en el reticle endoplasmatic (ER), resultant en elevacions de calci ionitzat que es produeixen com a
TN . 1 . 1 . 2+ .o
conseqiiéncia d'una varietat d'efectors independents de Ca”" (Das et al. 2012; Macia et al. 2015). Es
. 2+ s . . . . .z . .7 .
coneix que el Ca”" extracel-lular és necessari per induir la proliferacid cel-lular i la progressié del cicle
cel-lular en ceél-lules de mamifer (Capiod 2013). Alguns estudis indiguen un increment del flux de
ca* per induir una fase G1/S durant el procés del cicle cel-lular (Macia et al. 2015). A més a més, en
les cel-lules canceroses, aquest requisit es modula pel grau de transformacié cel-lular, de manera
que les ceél-lules neoplasiques o transformades continuen proliferant en medis deficients de Ca*

(Macia et al. 2015; Shapovalov et al. 2011).

El flux de Ca®*" també juga un paper important en la tumorigénesi. Les cél-lules tumorals presenten
alteracions dels fluxos de Ca”* a través de la membrana plasmatica que repercuteixen en I'expressio,
localitzacid subcel-lular i/o funcié dels diferents tipus de canals de Ca’" (Das et al. 2012; Monteith et

al. 2012).

Els aspectes fisiologics cel-lulars diferents de la proliferacié com sén la migracié cel-lular, també
depenen en gran mesura del flux de Ca**. A través de la migracié cel-lular, la senyalitzacié per Ca**
esta involucrada en la deteccié direccional de les cél-lules, en la redistribucio i forga de traccié del
citoesquelet, i en la reposicié de noves adhesions focals (Prevarskaya et al. 2011). De fet, la migracid
és un procés previ necessari pel desenvolupament d’'una a metastasi tumoral amb el conseqlient

impacte en el pronostic del pacient (Das et al. 2012; Macia et al. 2015; Prevarskaya et al. 2011).
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3.2. VGCCs: Estructura, tipus i propietats

Els canals de calci modulats per voltatge (VGCCs) sén proteines heteromeriques formades per una
subunitat principal al i tres subunitats auxiliars o reguladores a2-6, B i y (Gurkoff et al. 2013). La
subunitat al és la més gran (190-250 kDa) i serveix com a porus i sensor del canvi de potencial, a
més de ser el lloc principal de la regulacié del canal per part dels segons missatgers, drogues i
toxines. La subunitat al esta formada per quatre dominis homolegs compostos per sis segments
transmembrana helicoidals (51-S6) que determinen les caracteristiques clau del canal (Catterall

2000; Dolphin 2016).

Figura 25. Estructura dels VGCCs. La al és la subunitat formadora de porus que conté la maquinaria de
deteccio de voltatge i els llocs d'unié dels inhibidors dels canals. Les subunitats a26 i 8 milloren I'expressio i

modulen la dependéncia de voltatge i cinética de VGCCs. Extret de (Gurkoff et al. 2013).

Les subunitats auxiliars (B, 26 i y) que estan associades a la subunitat al i formen aquest complex
multimeric, modifiquen les propietats biofisiques del VGCC i el transport intracel-lular (Gurkoff et al.

2013).

S'han descrit sis tipus funcionals de canals de Ca** denominats: T, L, N, P, Qi R. Aquests canals es
poden classificar atenent a les seves propietats biofisiques i farmacologiques, pero, la classificacié
més utilitzada es basa en el rang de voltatge necessari per a la seva activacio, classificant-los en dues
categories: canals de Ca®" de baix i d'alt voltatge. El canal de tipus T és I'Ginic canal de Ca®* de baix
voltatge descrit fins a l'actualitat, mentre que els canals de tipus L, N, P, Q i R han estat
caracteritzats com a canals de Ca* d'alt voltatge, pel fet que es requereixen grans despolaritzacions

per a la seva activacié i funcid (Catterall 2000; Huc et al. 2009).
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Al genoma dels mamifers hi ha deu gens que codifiquen per les subunitats formadores de porus (al)
i es classifiquen en tres families per criteri d’homologia de seqléncia: Cavl (originalment
anomenada tipus L), Cav2 (tipus N, P/Q i R), Cav3 (tipus T). La familia Cav3 és la més diversa i
compren tres isoformes, Cav3.1, Cav3.2 i Cav3.3 que es diferencien per les seves propietats

electrofisiologiques i farmacologiques (Perez-Reyes 2003).

Ca 1.1, o1S, L-type

Ca,1.2, o1C, L-type

_|'E Ca,1.3, a1D, L-type

HVA Ca14,01F, 7

Ca, 2.1, a1A, P/Q-type

Ca2 Ca,2.2, a1B, N-type

Ca,2.3, a1E, R-type

Ca,3.1, a1G, T-type

LVA Ca,3 Ca3.2, aiH, T-type

Ca 3.3, all, T-type

Figura 26. Arbre evolutiu dels Canals de Calci. Extret de (Perez-Reyes 2003).

3.3 Canals de Calci de tipus T (TTCCs) i Melanoma

Els Canals de Calci Tipus T (TTCCs), es troben en una gran varietat de cel-lules excitables i no
excitables (neurones, muscul cardiac, muscul llis, muascul esqueléetic durant el desenvolupament,
fibroblasts, osteoblasts, astrocits, glandula pituitaria, etc.) i es troben absents en cél-lules
cromafines i en neurones simpatiques. La seva funcié esta relacionada principalment amb ['activitat
ritmica (marcapassos) i amb I|'entrada de Ca®" a potencials negatius. S'activen de forma voltatge
dependent a potencials negatius (-70 mV), observant-se I'amplitud maxima del corrent al voltant de

-20 mV de potencial de membrana (Catterall 2000; Perez-Reyes 2003).

La senyalitzacié per Ca”** esta freqiientment alterada en les cél-lules tumorals i, els VGCCs juguen un

paper important en la homeostasi del calci (Macia et al. 2015).

Els TTCCs semblen ser especialment adequats per promoure la progressié del cicle cel-lular en virtut
de la seva rapida activacié després d'una despolaritzacié feble. Aquesta caracteristica permet
increments transitoris de Ca”* citosolics en cél-lules no excitables que sembla que afavoreixen la
progressié mitotica mitjangant la unié directa del Ca®* a efectors intracel-lulars com la calmodulina
(CaM). Per altra banda, els VGCCs també participen en la progressio del cancer generant ones de

Ca’* oscil-ladores que afavoreixen la progressié del cicle cel-lular (Macia et al. 2015). La isoforma
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Cav3.1 dels TTCCs s’ha observat que es sobreexpressa en cél-lules de glioma (Latour et al. 2004;
Zhang et al. 2017) i en melanoma (Das et al. 2012; Maiques et al. 2018; Maiques et al. 2016), mentre
que la isoforma Cav3.2 es troba augmentada en diversos tumors tals com en cancer de mama,
colon, prostata, ovari, esofag, colon i melanoma, on promouen la proliferacié cel-lular (Latour et al.
2004). Conseqiientment, una disminucié de la funcié o una activitat aberrant dels TTCCs pot afectar
al desenvolupament i progressid del cancer a través del seu paper en la regulacié de la progressié
cel-lular (Chen et al. 1988). A més, la hipermetilacio del gen CACNA1G (Cav3.1) en diversos tumors
humans (colorectal, pancreatic i gastric), aixi com en leucémies mieloides agudes, resulta en el

silenciament de Cav3.1, indicant que pot tenir un paper com a supressor tumoral (Ueki et al. 2000).

El 2012, el nostre grup de recerca va observar que tant els melanocits normals com les cél-lules de
melanoma transformades expressen VGCCs funcionals, incloent membres de la familia Cav1l (tipus
L), Cav2 (N, P / Q o R-tipus), i Cav3 (tipus T) (Das et al. 2012). A més, es va descriure que |'expressio
d’algunes isoformes de les diferents families depenia de la linia cel-lular. Concretament, es va
demostrar que els melanocits no transformats expressaven nivells molt baixos de les tres isoformes
dels TTCCs (Cav3.1, Cav3.2 i Cav3.3) en comparacié amb les linies cel-lulars i biopsies de melanoma.
Els resultats obtinguts en els experiments de silenciament de Cav3.1 i Cav3.2 van indicar que els
TTCCS promovien la progressio de les cél-lules de melanoma; i a més que l'expressid de Cav3.1
estava associada amb una progressid més lenta del cicle cel-lular mentre que Cav3.2 s'induia en

condicions d'hipoxia (Das et al. 2012).

Posteriorment, gracies a estudis amb biopsies humanes de melanoma, el nostre grup va poder
estudiar I'expressio dels TTCCs en les diferents mostres de teixit i correlacionar-la amb I'evolucié i la
progressido tumoral d’aquesta neoplasia. Gracies a técniques d’immunohistoquimica (IHC), vam
descriure un augment gradual de I’expressié dels TTCCs des de la pell normal a nevus comuns, nevus
displasics i mostres de melanoma primari i metastatic, per6 amb diferéncies en la distribucid
d'ambdues isoformes (Maiques et al. 2016). Particularment, l'expressié de Cav3.2 va ser
significativament més alta en el melanoma metastatic que en el melanoma primari mentre que
I’expressié de Cav3.1 es va veure incrementada en totes les mostres de melanoma (tant primari com
metastatic). Per altra banda, també vam poder correlacionar positivament el Breslow, un parametre
de pronostic determinant en I'evolucié de la neoplasia, i I'expressié dels TTCCs (Cav3.1 i Cav3.2).

Finalment, gracies a la immunodeteccié de diferents proteines implicades en la progressid i el
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desenvolupament del melanoma, vam descriure una correlacié estadistica que mostra una
interaccio lineal entre BRAF'®°°/Cav3.1/LC3/Ki67/Cyclin D1/Cav3.2/Glutl. Aquesta correlacié ens
indica que I'expressié de Cav3.1 esta significativament associada amb la presencia de la mutacié
BRAF'*°® i |a proteina LC3, important pel procés autofagic. A més, ens descriu que la isoforma
Cav3.2 esta correlacionada amb Glutl, un marcador d’hipoxia i Ciclina D1, a la vegada que amb Ki-
67, marcadors de progressio del cicle cel-lular i proliferacié i per tant, de I'evolucié tumoral. La
supervivencia lliure de malaltia (PFS) i la supervivéncia global (OS) es van correlacionar inversament
amb l'augment d’expressié de Cav3.2. La PFS també es va correlacionar inversament amb la
sobreexpressio de Cav3.1, indicant que I'expressid d’aquestes dues isoformes marca la progressié
tumoral del melanoma i que la seva sobreregulacié en el tumor primari pot ser un indicador de mal

pronostic (Maiques et al. 2016).

3.4.Inhibidors farmacologics dels TTCCs: Implicacions terapéutiques

. - ; \ . 2
Els inhibidors dels TTCCs, sén farmacs antagonistes dels canals que alteren el flux del Ca™ de les
cel-lules provocant una desregulacié dels processos fisiologics. Hi ha una varietat d'agents que

poden afectar als TTCCs amb diferents graus d'especificitat.

El Mibefradil, és un inhibidor dels TTCCs aprovat per la FDA i comercialitzat previament per Roche
com a Posicor® per al tractament de la hipertensié (Chen et al. 1988). El Mibefradil es va introduir el
1997 a la clinica com un agent per I'angina de pit i antihipertensiu, pero va ser retirat del mercat en
menys d'un any després del seu llancament a causa d'interaccions adverses amb beta-bloquejants i
agents hipolipemiants (Mullins et al. 1998). No obstant, el Mibefradil en els altims anys s’ha aprovat
de nou per la FDA, amb la condicié de “medicament orfe” per al tractament de cancers de pancrees,

glioblastoma multiforme i cancer d'ovari (clinicaltrials.gov).

A nivell quimic, el Mibefradil és una tetralina benzimidazoilica substituida que s’uneix selectivament
i inhibeix els TTCCs. El seu mecanisme d'accid es caracteritza pel bloqueig selectiu dels canals de
calci transitoris activats per baix voltatge (tipus T), tot i que també s’uneix als canals de calci de

llarga durada activats per alt voltatge (tipus L).
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SR

Figura 27. Estructura quimica del Mibefradil.

F

El Mibefradil, es distingeix d'altres antagonistes dels canals de calci, ja que té major afinitat (10 a 20

vegades superior) pels LVA (tipus T) (Rodrigues et al. 2018).

El Mibefradil ha estat reconegut com un inhibidor de la proliferacié en molts tipus de linies cel-lulars
diferents, incloent cel-lules mononuclears de la sang (Lijnen et al. 1999), en leucémia (Schmitt et al.
1992), glioblastoma (Chemin et al. 2001), retinoblastoma (Hirooka et al. 2002), cél-lules tumorals de
la glandula pituitaria (Rodrigues et al. 2018). A part de les seves propietats anti-proliferatives, el
Mibefradil s'ha demostrat que pot afectar a la motilitat cel-lular i les propietats invasives del
fibrosarcoma (Huang et al. 2004). Taylor et al. van observar que la injeccid local de Mibefradil a les
cel-lules humanes de carcinoma de mama implantades en el teixit adipds subcutani de ratoli té un

efecte antitumoral ja que indueix la mort in vivo (Taylor et al. 2008).

El Pimozide, que es comercialitza sota el nom d’'Orap® és un farmac antipsicotic de la classe

difenilbutilpiperidina. Va ser descobert per Janssen Pharmaceutica el 1963.

e

Figura 28. Estructura quimica del Pimozide.

El farmac antipsicotic Pimozide també és un potent inhibidor dels TTCCs i dels canals de tipus L, pero
amb menys selectivitat que el Mibefradil (Galizzi et al. 1986). El Pimozide també s'ha observat que
inhibeix la proliferacio de cél-lules tumorals i redueix la migracié cel-lular en el carcinoma
hepatocel-lular (Chen et al. 2017), en el cancer de prostata (Zhou et al. 2016), en el cancer de mama

(Johnston et al. 2018) i en el melanoma (Jia et al. 2018).
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En un estudi posterior a la caracteritzacié de I'expressié dels TTCCs en linies de melanoma, el nostre
grup va descriure que els inhibidors farmacologics dels TTCCs indueixen una parada del cicle cel-lular
en fase G1/S i que desencadena una mort per apoptosis en les cél-lules de melanoma, la qual és
parcialment depenent de I'activacié de les caspases mitocondrials (Das et al. 2013). Un analisi en
profunditat del procés va revelar que la induccié de l'apoptosi és precedida per una activacid
d’estrés de reticle (ER) i la posterior inhibicié del flux autofagic, activat de forma constitutiva en les
cel-lules de melanoma. Quan les cél-lules de melanoma es tractaven amb Mibefradil o Pimozide,
augmentaven els nivells de GRP78, GADD153, XBP-1s indicant un augment del ER, a més
d’incrementar els nivells proteics de P62 i LC3II, respecte condicions basals, suggerint una inhibicié
del flux autofagic. Per altra banda, les cél-lules de melanoma tractades amb els bloquejants dels
TTCCs, augmentava la seva expressié d’Annexina V i la preséncia de Caspasa 3, indicant la induccid
de mort per apoptosis depenent de caspases. Aquests mateixos efectes es van observar amb els
silenciaments genics de Cav3.1 i Cav3.2, permetent aixi la identificacié dels TTCCs com a noves
dianes terapéutiques per desregular o inhibir I'autofagia basal i per induir I'apoptosi en cel-lules de

melanoma (Das et al. 2013; Macia et al. 2015).
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4. SECRETOMA | MICROAMBIENT TUMORAL EN EL MELANOMA

4.1. Microambient del melanoma

Les cel-lules canceroses estan envoltades d'un ninxol complex que s'anomena microambient
tumoral. El microambient tumoral és un concepte emergent en la investigacié tumoral i s'ha
convertit en un tret distintiu en la recerca. El microambient tumoral ha rebut una atencié cada
vegada major en la Ultima década per part dels investigadors en cancer. No obstant, la comprensid
del paper del mateix en la tumorigénesi segueix evolucionant i continua sent un item important per

descobrir en I’'evolucid i progressio del cancer (Yang et al. 2015).

El microambient del melanoma esta format no només per les propies cél-lules malignes, sind també
per interaccions complexes amb altres tipus cel-lulars com queratinocits, fibroblasts associats al
cancer (CAF), cél-lules immunes, cél-lules endotelials de vasos limfatics o sanguinis, aixi com de
components secretats per les propies cel-lules tumorals, de manera que en conjunt participen en la
formacio, la proliferacié tumoral i I'activacié del mecanisme de migracid/invasié de les cél-lules de

melanoma (Dvorankova et al. 2017; Herraiz et al. 2018).

Els productes extracel-lulars secretats per les cel-lules tumorals sén enzims (ex. Proteases
remodeladores de matriu (MMP)); factors secretats (citoquines, quimioquines, factors de
creixement, factors angiogenics, etc.) i vesicules extracel-lulars (com els exosomes). Tots aquests
productes secretats son fonamentals per poder crear el microambient tumoral, que no només
contribueix a la supervivencia cel-lular del cancer proporcionant nutrients sind que també participa
en la formacid i el control de la progressid tumoral, a més d'afavorir el microambient en ninxols
distants per promoure les metastasis (Herraiz et al. 2018; Peinado et al. 2017). D'aquesta manera, la
deteccié de la composicié i la funcié del microambient tumoral és important per entendre els
mecanismes de tumorigenesi i metastasi tumoral per tal de millorar les estrategies terapeutiques

actuals (Yang et al. 2015).

72



Introduccio

Paracrine action

1 Autocrine action

Matrix remodelling

Paracrine action

ngiogenesis] Altered protemllll
} ‘L‘u' secreuon
| |

A A
mo O m g
b O moO » O - AO
oOmo m© o A
Growth factors, cytokines,
@ Cancer cells B O chemokines
@( Immune or
@ Endothelial cells % inflammatory cells A Proteases
7 " Fibroblasts Extracellular vesicles f Extracellular matrix components
- o (Exosomes)

Figura 29. Representacio esquematica del microambient tumoral. Els components secretats per les cel-lules
tumorals poden actuar sobre elles mateixes, és a dir, sobre les propies cél-lules tumorals de forma autocrina,

i/o interaccionar amb el microambient mitjancant una accio paracrina. Extret de (Karagiannis et al. 2010).

El microambient tumoral s'ha mostrat cada vegada més que condiciona la funcié del teixit afectat i
juga un paper critic durant I’'evolucié de diverses neoplasies avancades i també durant I’aparicié de
resisténcies. En aquest context, el metabolisme basal estable és fonamental. Diversos estudis avalen
gue el microambient en estat de metabolisme favorable pot ajudar a protegir contra la tumorigenesi
i la invasié. Per contra, desregulacions en el metabolisme, es poden convertir en complices de la
patologia i ajudar en la seva evolucié i malignitzacié (Wang et al. 2017). De fet, durant la progressié
tumoral, els melanomes activen diferents factors de creixement que regulen les propietats
adhesives cel-lulars les quals afavoreixen la supervivencia en condicions ambientals desfavorables.
Durant les etapes inicials de metastatitzacid, les cel-lules de melanoma necessiten activar
mecanismes que les permeti migrar, envair i sobreviure fora del seu ninxol original sota noves
condicions microambientals i establir amb exit la residéncia en una nova ubicacié (Villanueva and
Herlyn 2008). Per tant, comprendre la contribucié de cada component del microambient tumoral en
la melanomagenesi pot obrir noves vies per a la intervencié terapeutica (Swartz et al. 2012;

Villanueva and Herlyn 2008; Wang et al. 2017).

La manipulacié terapeutica del microambient tumoral sembla ser un enfocament molt prometedor

en la terapia contra el cancer(Kupcova Skalnikova et al. 2017; Liberato et al. 2018). Per aixo, |'estudi
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del secretoma ens pot permetre identificar biomarcadors i/o dianes terapéutiques amb aplicacid

clinica.

4.2. Interaccions intercel-lulars en el microambient del melanoma

Les caracteristiques fisiologiques del microambient tumoral sén clarament diferents de les dels
teixits normals. S’han descrit que els trets més importants implicats en la formacié del microambient
del tumor sén la hipoxia, la deprivacid de nutrients, la limitacid d’energia, i també la inflamacié

(Yang et al. 2015).

Durant anys, els investigadors han centrat els seus esforgos en estudiar les cél-lules transformades
dels tumors solids per tal d’explicar completament la formacié del tumor. Perod, actualment, hi ha
evidencies significatives que descriuen que elements hostes no neoplasics, com les cél-lules
derivades del mesénquima i els components cel-lulars dels sistemes vascular i immunologic,
contribueixen substancialment en la carcinogenesi, la progressié tumoral i les metastasis de les

cél-lules tumorals transformades (Kerkar and Restifo 2012).

Queratinocits

La relacié entre queratinocits i melanocits és una exemple clau d’interaccid que existeix en una pell
sana. Després de la irradiaci6 amb UV, els queratinocits produeixen I'hormona estimulant de
melanocits (aMSH) que estimula els melanocits per produir la melanina. Aixi, les vesicules que
contenen melanina (melanosomes) sén transferides als queratinocits, on el pigment de melanina
protegeix els nuclis dels queratinocits de sofrir danys en ’ADN provocat pels rajos UV. Un recent
estudi transcriptomic ha identificat que el factor basic de creixement del fibroblast (bFGF), I'oncogen
GRO1 (GROa, CXCL1), la IL-8 i el factor de creixement endotelial vascular A (VEGF-A) tenen un efecte
juntament amb les cel-lules de melanoma sobre els queratinocits de la pell (Kupcova Skalnikova et

al. 2017).

Fibroblasts associats al cancer (CAF)

Els fibroblasts sén cel-lules importants presents en el teixit conjuntiu de la dermis i sén els principals
productors de components de la matriu extracel-lular. En la pell sana, els fibroblasts també
produeixen factors que regulen la proliferacid, la diferenciacié i la supervivéncia dels melanocits (ex.
Factor de cél-lules mare (SCF), bFGF, factor de creixement de I'hepatocit (HGF), factor de creixement

transformador B (TGF B)). Els fibroblasts normals també sén capacos d’estimular la secrecié de IL-6,
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IL-8 i GROa. No obstant, la secrecié de IL-6 i IL-8 augmenta significativament a les céel-lules
canceroses i estan involucrades en la progressid tumoral. De fet, els fibroblasts associats al cancer
(CAF) son cel-lules freqglients en I'estroma tumoral que promouen la migracid i la invasié de les
cél-lules de melanoma (Kupcova Skalnikova et al. 2017; Wang et al. 2017). Experiments de co-cultiu
in vitro mostren que la migracio de les cél-lules tumorals depén en gran mesura de la secrecié de IL-
6 i IL-8 per part dels fibroblasts, ja que I'aplicacié d'anticossos neutralitzants d’aquestes citoquines
inhibeixen totalment la migracié de les cél-lules de melanoma. Els CAF del melanoma també
influeixen sobre els queratinocits induint, entre d'altres, |'expressio de queratina tipus 14 (marcador
de proliferacié de queratinocits basals) i vimentina (marcadord’EMT) en queratinocits (Kupcova

Skalnikova et al. 2017).

Cél-lules del Sistema Immunologic

En el microambient tumoral es poden incloure cel-lules immunitaries que normalment es troben en
organs limfoides secundaris. Diferents estudis mostren la preséncia de limfocits infiltrats, cél-lules
NK (Natural Killer), macrofags, cél-lules dendritiques (DC), eosinofils, mastocits i cél-lules mieloides
immadures, o cel-lules supressores derivades de mieloides (MDSC) tant en tumors murins com
humans (Kerkar and Restifo 2012). De fet s’ha descrit que les cel-lules immunes que resideixen dins
dels tumors es troben desregulades i funcionalment afectades. Tot i el gran esfor¢ que s’esta duent
a terme en la investigacié sobre aquestes xarxes reguladores estretament coordinades dins dels
tumors, encara es necessita un estudi amb més profunditat (Kerkar and Restifo 2012; Wang et al.

2017).

Entre les cél-lules immune que infiltren el tumor, els limfocits T tenen un paper central en la
immunitat contra el cancer. El grau d'infiltracid i el fenotip de cel-lules T en el tumor sén factors
predictors de resposta a la immunoterapia del cancer. En el melanoma, molts estudis es centren en
la recerca de cel-lules T citotoxiques especifiques del melanoma que podrien ser utilitzades com a
terapia. D'altra banda, la infiltracié tumoral per céel-lules immunosupressores, com les cel-lules T

requladores (Tregs) o els macrofags immunosupressors associats a tumors (TAM), que segreguen

citoquines antiinflamatories, com TGF i IL-10 i factors pro-angiogenics, es relaciona amb un
pronostic desfavorable en la majoria de tipus tumorals (Kerkar and Restifo 2012; Kupcova Skalnikova

et al. 2017).
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La reaccié immune estromal és evident en molts tumors i mostra una interaccié multifacetica entre
el sistema immunitari i el tumor. La infiltracié del melanoma maligne per leucocits és un fenomen
freqlient amb interpretacié complicada. Curiosament, el pronostic d'un pacient depén del tipus
predominant de leucocits. Per exemple, la gran incidéncia peritumoral de limfocits T i B i cel-lules
dendritiques representa un bon marcador pronostic. D'altra banda, el predomini dels granulocits
suggereix un mal pronostic de supervivéncia (Ladanyi 2015). Les cél-lules supressores derivades de
cél-lules mieloides presents en el melanoma tenen un efecte immunosupressor i influeixen
negativament en la supervivéncia dels pacients amb melanoma.

No obstant, tot i que les immunoterapies (com els anticossos anti-CTLA-4 i anti-PD1) demostren un
augment de ['activitat anti-melanoma, aquests agents immunoterapéutics es restringeixen
principalment a la inhibicid del control de cel-lules T, als agonistes de co-estimulacié de cél-lules Tia
la terapia cel-lular adaptativa. En canvi, no s'han explorat ampliament els métodes per modular
macrofags intratumorals i cél-lules mieloides per superar la resisténcia a la inhibicié de BRAF (Foong

et al. 2016). De fet, hi ha evidéncies que suggereixen que les cel-lules mieloides immadures

posseeixen la capacitat de diferenciar-se en macrofags, cél-lules dendritiques (DC) i ceél-lules
endotelials en resposta a estimuls proangiogénics per part de les cel-lules tumorals. Aixi, per escapar
de la resposta immune, les cel-lules tumorals manipulen el microambient del tumor circumdant
produint citoquines que suprimeixen les céllules T citotoxiques i recluten cel-lules

immunosupressores (Mok et al. 2014).

Per altra banda, els macrofags (MO) sén un tipus de cel-lula molt plastica que s'adapta a I'ambient

estromal dels tumors malignes, caracteritzat per necrosi tissular, baixa pressié d'oxigen i altes
concentracions de lactat i piruvat (Cannarile et al. 2017). Sembla que els macrofags representen un
component crucial en la progressié tumoral (Ribatti 2013; Santoni et al. 2013). S’han descrit
incomptables fenotips funcionals de macrofags procedents de diversos microambients tumorals, és
per aixo, que per facilitar I'estudi d'aquestes cel-lules s'ha proposat I'existéncia de dos fenotips
principals de polaritzacid, que representen els extrems d'aquest ampli espectre de fenotips: els
macrofags M1 o classicament activats i els macrofags M2 o alternativament activats (Foong et al.
2016; Murray et al. 2014). Durant el cancer metastatic, el fenotip dominant del macrofag associat a
tumor (TAM) es considera del tipus M2 o antiinflamatori i, immune-regulador i, per tant, promotor
del creixement del tumor, de I'angiogenesi, la invasié i la metastasi, aixi com de la resisténcia a la

terapia farmacologica. Per contra, els macrofags tipus M1 sén considerats proinflamatoris i
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tumoricides, i per tant supressors tumorals i inhibidors del creixement tumoral (Cannarile et al.
2017; Son et al. 2017). Aquest fenotip TAM/M2 és conseqiiéncia de la preséncia continua de
citoquines com CSF-1 o M-CSF (Macrophage colony-stimulating factor), les interleuquines IL-4, IL-13
i IL-10 aixi com limfocits T helper (Th2). En canvi, els macrofags M1 sén atribuits a funcions
tumoricides i es generen en preséncia del factor estimulant de granulocits i macrofags (GM-CSF o

CSF-2) i estimuls proinflamatoris com IFNy, LPS o TNFa (Cannarile et al. 2017; Mok et al. 2014).
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Figura 30. Regulacio directa i indirecta de la supressio o estimulacio immunitaria per subtipus de macrofags

associats a tumors. Modificat de (Cannarile et al. 2017).

Els TAM/M2 a més de la capacitat de promoure la proliferacid i progressié del tumor, suprimeixen
de forma eficag les funcions immunes efectores que poden contribuir a I'eliminacié de cel-lules
tumorals. Aquest silenciament de les cel-lules efectores immunitaries s'aconsegueix mitjancant la
produccid de citoquines i enzims que poden suprimir directament aquestes cel-lules efectores o
indirectament a través d'altres tipus de cel-lules immunes com ara les cél-lules dendritiques
intratumorals (DC), les cél-lules reguladores T (cel-lules Treg) i les cel-lules T helper tipus 2. Les dades
publicades suggereixen que els macrofags M2 promotors de la progressié tumoral i immune-
supressius son dependents de senyals mediades per CSF1-R fent que aquest receptor sigui un
objectiu atractiu per eliminar o repolaritzar aquestes cél-lules (Cannarile et al. 2017; Foong et al.

2016).
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Figura 31. Contribucié dels macrofags associats a tumors (TAM) en la progressié tumoral, la invasio tumoral

i la metastasi. Extret de (Dwyer et al. 2017).

Altres ceél-lules immunes presents en I'estroma tumoral, com ara les cél-lules NK (Natural Killer), les

cél-lules dendritiques plasmocitoides, els limfocits B o altres, estan menys investigades (Mok et al.

2014). En qualsevol cas, les cel-lules del sistema immune presents en el microambient del melanoma
maligne podrien aportar nous biomarcadors predictors per a la resposta a la immunoterapia i indicar

nous tractaments immunoterapeutics (Kupcova Skalnikova et al. 2017).

4.3.Secrecio de citoquines i microambient tumoral del melanoma

Les citoquines sén proteines que participen en moltes funcions cel-lulars i immunologiques com la
senyalitzaciod cel-lular i la comunicacio intercel-lular. Exerceixen a més, diverses funcions a partir de
la regulacid de la resposta inflamatoria, mitjancant la regulacié del creixement cel-lular, la

diferenciacié, la quimiotaxis i I'angiogenesi, entre d’altres (Kupcova Skalnikova et al. 2017).

En el cancer, les citoquines representen els reguladors clau que promouen la migracié, la invasid i la
metastasi de les cél-lules tumorals, tot i que la seva expressid i activitat es troba desregulada en
molts tipus de cancer. Tant és aixi, que les cél-lules transformades produeixen citoquines
proinflamatories, quimioquines i factors de creixement que suporten la supervivéncia i proliferacié
cel-lular i promouen la inflamacié i I'angiogénesi. Aixo dona lloc al reclutament de cel-lules immunes
i estromals en l'interior del tumor. A més, els mediadors segregats pel tumor en el creixement,
incloent citoquines, contribueixen com ja s’"ha comentat a la proliferacié cel-lular, I'angiogenesi i la

inflamacié, pero també a una remodelacié de la matriu, a I'expressié de molecules adhesives i a una
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major permeabilitat vascular, donant lloc al desenvolupament d’'un nou microambient metastatic

(Kupcova Skalnikova et al. 2017).

IL-8
La IL-8 és un factor de quimiotaxis de neutrofils, perd, té funcions addicionals en I|'activacié de
I'angiogénesi i la matriu-metaloproteinasa. L'angiogénesi i les metastasis del melanoma poden
acompanyar-se de la secrecid d'IL-8 en I'estroma tumoral juntament amb la seva senyalitzacié a
través del receptor CXCR2. Els nivells serics d'IL-8 es correlacionen amb la fase tumoral i I'lL-8 s'ha

suggerit com a biomarcador circulant del melanoma (Jenkins et al. 2015; Peng et al. 2007).

HGF (Hepatocyte-Growth Factor)

Similar a I'lL-8, la produccié de HGF per cel-lules estromals i I'activacié del receptor c-Met per part
d’HGF, influeix en la invasivitat del melanoma. Els nivells elevats de HGF a la sang i la presencia
d'exosomes que contenen Met s’associen amb la metastasi del melanomai la resisténcia a la terapia

(Hugel et al. 2016).

IL-6

La IL-6 va ser originalment identificada com un factor de diferenciacié de cel-lules B capaces de
produir anticossos. Més tard es va descobrir que I'lL-6 és una citoquina immunomoduladora
pleiotropica produida per diversos tipus de cél-lules, com monocits, macrofags, limfocits, fibroblasts,
gueratinocits, cél-lules endotelials i cel-lules tumorals que té un paper important en la patogeniaien
el desenvolupament de tumors malignes, com el melanoma. Promou el creixement del tumor per

inhibicié de I'apoptosi i indueix I'angiogenesi tumoral (Hoejberg et al. 2012; Wang et al. 2017).

VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)

VEGF promou la proliferacié de cel-lules endotelials, la supervivencia, la migracid, la vasodilatacid i la
vasculogenesi mitjancant el reclutament de cél-lules progenitores hematopoétiques derivades de la
medul-la ossia. EL factor VEGF s’uneix al seu receptor TRK, VEGFR, un receptor transmembrana
present en alguns melanomes. Estudis murins in vivo han demostrat que les linies cel-lulars de
melanoma més agressives expressen majors nivells de VEGF en comparacié amb linies cel-lulars no
agressives. Les linies cel-lulars no agressives com Mel-2 transfectades amb el vector de

sobreexpressié de VEGF, van demostrar la seva conversié a un fenotip agressiu que era capag de
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desenvolupar en models de ratolins tumors grans no necrotics i molt vascularitzats (Dewing et al.

2012; Ni et al. 2012).

EGF (Epidermal Growth Factor)

EGF és un factor de creixement associat a una major proliferacid, migracié i supervivéncia de
cel-lules tumorals en molts cancers, com cancer de pulmd de cél-lules no petites o el cancer de
mama (Maurer et al. 2011). A més, I'EGF s'ha associat amb I'expressido de metaloproteinases de
matriu (Zuo et al. 2011), molécules d'adhesié (Lafky et al. 2008) o I'inici de la transicié d'epiteli a
mesénquima de les cél-lules tumorals (Hardy et al. 2010). El factor EGF s’uneix al seu receptor TRK
EGFR, un receptor transmembrana present en alguns melanomes. Estudis demostren que el
Knockdown d’EGF en una linia cel-lular de melanoma que expressa alts nivells d’'EGF (M24met)
condueix a una disminucié de la migracié de cel-lules tumorals in vitro, redueix les metastasis

ganglionars i disminueix la limfangiogénesi tumoral primaria in vivo (Bracher et al. 2013).

CSFs (Colony stimulating factors)

Els CSFs sén glicoproteines que actuen sobre cél-lules hematopoeétiques unint-se a receptors de
superficie cel-lular especifics i que s’encarreguen d’estimular la proliferacid, la diferenciacid i

I"activacié funcional de la cel-lula sanguinia terminal (Disis 2005).

CSF-1 o M-CSF (Colony stimulating factor 1 or Macrophage colony stimulating factor)
Es una citoquina que promou la diferenciacié de les cél-lules mare hematopoétiques en macrofags o
altres tipus de cél-lules relacionades. Perd més recentment, s’ha demostrat que és una citoquina
freqlientment produida per diversos cancers, com el en cancer de mama, ovari, endometri,
prostata, hepatocel-lular, cancer colorectal i melanoma (Groblewska and Mroczko 2007; Mroczko et
al. 2007; Sapi and Kacinski 1999; Sica and Mantovani 2012; Smith et al. 1995; Zhu et al. 2009). M-CSF
es segrega per diversos tipus de cel-lules com monaocits, fibroblasts, osteoblasts, cél-lules estromals,
cél-lules endotelials i cel-lules tumorals (Chockalingam and Ghosh 2014), i esta involucrada no
només en la supressio de la citotoxicitat, sind també en promoure I'esgotament de les cél-lules T
antitumorals entre altres efectes pro-tumorals com la promocié del creixement cel-lular i la
progressio tumoral, la promocid de I'angiogénesi associada a tumors, i de la invasid i la migracio, aixi

com la supressié de respostes immunitaries antitumorals (Dwyer et al. 2017).
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G-CSF (Granulocyte colony-stimulating factor) i GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor)
El factor estimulant de la colonia granulocita (G-CSF), produit per monaocits, fibroblasts i ceél-lules
endotelials, és una citoquina que regula la produccié de neutrofils dins de la medul-la ossia i afecta
la proliferacié de progenitors de neutrofils en resposta a la infeccié. En canvi, el factor estimulant de
la colonia de granulocits-macrofags (GM-CSF) regula I'expansié i maduracié dels progenitors

primitius hematopoétics en les seves etapes inicials (Disis 2005).

GM-CSF afecta principalment a la proliferacid, la diferenciacid i I'activacié de granulocits i macrofags
mitjangant la induccié de cel-lules progenitores parcialment compromeses per dividir-les i
diferenciar-se en les vies de granulocits-macrofags. GM-CSF també juga un paper fonamental en
I’hematopoesi, potenciant nombroses activitats funcionals de cél-lules efectores madures (per
exemple, neutrofils, monocits, macrofags, cél-lules dendritiques) que participen en la presentacid
d'antigens i la immunitat cel-lular (Disis 2005). A banda, GM-CSF es produeix i segrega per una gran
varietat de tipus de cél-lules no immunitaries, incloent fibroblasts, queratinocits i cél-lules
endotelials en resposta als estimuls apropiats. S’ha vist que GM-CSF promou el creixement i la
migracié de cél-lules tumorals en el cancer colorectal, el cancer de cap i coll, el de pulmd, el

glioblastoma i el melanoma (Hong 2016).

Altres citoquines

Les quimioquines CCL17 i CCL22 produides per macrofags infiltrats de tumors poden ajudar a
reclutar limfocits T reguladors (Tregs) al tumor i mantenir un microambient tumoral
immunosupressor en el melanoma. Un altre estudi va analitzar el perfil de citoquines del liquid
cefaloraquidi en metastasis cerebrals de melanoma observant nivells elevats d'IL-8, proteines
inflamatories de macrofag-1 (MIP-1), proteina induida per Interferé gamma 10 (IP-10) i TARC, totes

elles biomarcadors predictius de metastasis potencials (Kupcova Skalnikova et al. 2017).
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4.4. Modulacio del secretoma en la resisténcia terapéutica

El nombre de citoquines identificades en el secretoma de les cél-lules tumorals es segueix expandint,
pero les citoquines que s'han fet servir fins ara clinicament per al tractament de pacients amb
cancer inclouen IL-2, interferons (INF-a, INF-B, INF-y), GM-CSF, i TNF, totes elles citoquines
proninflamatories per suprimir el creixement tumoral. Les Uniques citoquines que han demostrat
eficacia terapéutica en el tractament del melanoma han estat el interferé alfa (INF-a) i la
interleuquina 2 (IL-2). L'interferd-alfa2b (INF-a2b) i la IL-2 han estat aprovats als Estats Units per al
tractament adjuvant i pel tractament del melanoma metastatic, respectivament, atés que
produeixen un reproduible benefici clinic (Molina et al. 2012). No obstant, 'estudi del potencial
diagnostic i la significanga com a factor pronostic de les citoquines en la terapia contra el cancer

estan sent objectius de desenvolupament en projectes de recerca (Kupcova Skalnikova et al. 2017).

Per altra banda, diferents tipus cel-lulars i productes solubles s'han associat amb la resistencia al
tractament del melanoma. La immunitat i la desregulacié del sistema immune juga un paper crucial
en I'adquisicié de resisténcia a les terapies actuals. Per tant, combatre la resisténcia provocada pel

V600E

tractament amb Vemurafenib o Dabrafenib en el melanoma BRA segueix sent un aspecte

d’estudi cadent. Com hem comentat, el Vemurafenib és un potent agent terapéutic per al

tractament dels melanomes portadors de la mutacié BRAF'*%%*

, perd aquesta terapia s’ha d’aturar
freqlentment a causa de la resistencia adquirida al farmac amb la conseglient progressid de la
malaltia (Dvorankova et al. 2017). Diferents estudis revelen que la citoquina proinflamatoria TNF
(Tumor Necrosis Factor) produida especialment pels macrofags, no només té un paper rellevant en
la proliferacié del melanoma i la invasid, sind que contribueix a la tolerancia després de la inhibicid
farmacologica de la via de senyalitzacié de les MAPKs (Young et al. 2017). Altres estudis suggereixen
qgue la resisténcia terapeéutica podria ser impulsada per una hiperactivitat dels CAFs (fibroblasts
associats a cancer), que generen un nou microambient tumoral essencial per la progressié tumoral
(Dvorankova et al. 2017; Whipple and Brinckerhoff 2014). Per tant, la supressié terapéutica de
|'activitat dels CAF podria ajudar a retardar o eliminar completament la resisténcia adquirida a la
terapia inhibidora de BRAF. Per altra banda, I'estimulacié amb el factor de macrofags-granulocits
(GM-CSF) en pacients amb melanoma també sembla tenir un efecte terapeutic prometedor en
alguns pacients, pero els resultats sén bastant heterogenis (Dvoifdnkova et al. 2017; Hoeller et al.

2016).
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Per tot aix0, el desenvolupament actual de les terapies especifiques en oncologia per a combatre les

resistencies farmacologiques es refereix principalment a dos tipus d'agents: els inhibidors de la

tirosina quinasa (TKI) o inhibidors dels receptors tirosina quinasa (RTKI) i els anticossos

monoclonals (mAbs). Actualment hi ha 28 TKI aprovats per al tractament del cancer a la clinica, dels

quals la meitat s'han aprovat en els ultims 3 anys, i més de 100 inhibidors de quinasa es troben en
diferents etapes del desenvolupament clinic. La majoria d'aquests inhibidors competeixen amb I’ATP

per al lloc d'unié a ATP (Achkova and Maher 2016). A continuacio es comenten alguns exemples:

Inhibidors de RTKs

Historicament, membres de la familia de receptors tirosina quinasa (RTKs) han estat objecte d'una
intensa investigacié a causa del seu paper fonamental en la transduccié de senyals i la comunicacié
cel-lular. Diversos RTKs sén actors centrals en la determinacié de la proliferacid, diferenciacio,
migracié o mort de les cél-lules tumorals, a més del seu paper en la iniciacid i progressio de cel-lules
normals a neoplasies concretes (Achkova and Maher 2016). Recentment s'ha suggerit un paper
important dels RTKs, incloent TCR, FLT-3, c-Kit, c-Fms, PDGFR en trastorns autoimmunitaris,
especialment artritis reumatoide i esclerosi multiple, perd també en cancer (Dervisis and Klahn

2016; Mirshafiey et al. 2014).

Els RTKs de tipus lll es componen d'un segment d'unié de lligands glicosilats extracel-lulars amb cinc
dominis de la immunoglobulina (lg), un domini transmembrana i una insercié6 de quinasa, que
divideixen el domini de quinasa intracel-lular en dos lobuls. Dintre del domini de quinasa
citoplasmatica, s'han descrit vuit llocs de fosforilacié de tirosina. Aquest tipus de RTK inclou CSF1-R,

c-kit, PDGFRa i PDGFRB (Achkova and Maher 2016).

Concretament, el receptor de CSF-1 (CSF-1R) pertany a la familia de receptors de tirosina quinasa de
tipus Ill, i la unié de CSF-1 o el lligand més recentment identificat, IL-34, indueix la homodimeritzacié
del receptor i la posterior activacié de la via de senyalitzacié del receptor que juga un paper

essencial en la regulacié de la supervivencia i la proliferacié (Cannarile et al. 2017).
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Figura 32. Via de senyalitzacié de CSF1-R. Extret de (Achkova and Maher 2016).

Aixi, el CSF-1 secretat s'uneix al seu receptor (CSF-1R) promovent la proliferacié i diferenciacié de
cel-lules mieloides en macrofags de tipus M2 i MDSC, i la seva recaptacié en tumors. Els macrofags
polimeritzats amb M2 i MDSC usen diversos mecanismes per induir un medi tumoral

immunosupressor conduint a la inhibicid dels limfocits Ti a la progressié tumoral (Mok et al. 2014).

El PLX3397, comercialitzat sota el nom de Pexidartinib, és una petita molécula que actua com
inhibidor efectiu del CSF1-R. Es troba en assajos clinics de fase lll i s'esta provant actualment com
agent Unic o en terapia combinada per a pacients amb glioblastoma, cancer de mama, melanoma i
altres cancers. No obstant, a més d’inhibir a CSF1-R també inhibeix a dos receptors: c-KIT i FLT3,

perd amb una afinitat més baixa (Foong et al. 2016; Hume and Macdonald 2018).
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Figura 33. Accié inhibitoria de PLX3397 sobre RTKs:CSF1-R/Kit/FIt3.
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Tot i aixi, Ngiow SF et al. van demostrar una millora en les respostes anti-melanoma després d'una
combinacié de PLX4720 (inhibidor BRAF, un analeg de PLX4032 (Vemurafenib)) amb PLX3397, en un

model de ratoli de melanoma amb mutacié BRAF*%*

. Sembla que I'administracié d'inhibidors de
CSF1-R per inhibir els macrofags M2 i MDSC resulta ser efectiu no només com a monoterapia per al
cancer, sind també com a terapia adjuvant per a superar la resisténcia terapéutica a la vacunacio, la
guimioterapia, la terapia cel-lular adoptiva, la radioterapia i el bloqueig de cél-lules T (Foong et al.

2016).

El Sorafenib, comercialitzat amb el nom de Nexavar, és un inhibidor multiquinasa oral aprovat per la
FDA per al tractament de pacients amb carcinoma de ceél-lules renals avangades (RCC) i carcinoma
hepatocel-lular (HCC) irresacables o en els quals la terapia basada en IFN-a o IL-2 ha fracassat
(Wilhelm et al. 2008). També va ser assajat fa uns anys pel tractament del melanoma metastatic,

pero amb resultats molt pobres (Mangana et al. 2012).

Concretament, el Sorafenib és un potent inhibidor de diverses isoformes de Raf quinasa, incloent
RAF1, BRAF WT i BRAF*°* (Mangana et al. 2012; Wan et al. 2004). A més, es dirigeix a |'angiogénesi
tumoral inhibint el receptor del factor de creixement endotelial vascular VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3 i
el receptor del factor de creixement derivat de plaquetes (PDGFR-b) (S.M. et al. 2004) i impedeix la

progressio del tumor inhibint FLT3 i C-Kit (Carlomagno et al. 2006; Wan et al. 2004).

El Sunitinib, comercialitzat amb el nom de Sutent, és també un inhibidor tirosina quinasa dirigit a
bloquejar diversos receptors, incloent els VEGFR-1, -2 i -3, i els receptors del factor de creixement
derivats de plaquetes a i B (PDGFR-a i PDGFR-B) (Roskoski 2007). Sunitinib ha demostrat que
perllonga la supervivéncia als pacients amb tumor estromal gastrointestinal refractari per Imatinib;
carcinoma metastatic de cél-lules renals; i un tumor neuroendocri pancreatic progressiu i ben
diferenciat, i ha estat aprovat per la FDA per aquestes indicacions (Delbaldo et al. 2011; Motzer et
al. 2009). Perd també s’ha demostrat que el Sunitinib redueix I’angiogenesi tumoral i la hipoxia
induida en el melanoma, fet que es va associar amb I|'expressié i la taxa de secrecié de VEGF-A

(Profiles et al. 2017).
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Anticossos monoclonals (mAbs)

La immunoterapia passiva de tumors malignes amb anticossos monoclonals terapéutics (mAbs) esta
modificant profundament el tractament de pacients afectats per malalties hematologiques o tumors
solids amb recidives. Els anticossos poden exercir les seves funcions antitumorals directament
mitjancant el reconeixement especific de cél-lules diana que expressen antigens en la superficie
cel-lular i bloquejar, per exemple, la via de senyalitzacié implicada en la proliferacio, induint per
tant, I'apoptosi. Un altre exemple és el bloqueig d’interaccions entre els receptors de citoquines i
les cel-lules tumorals que indueixen senyals de creixement vitals o la prevencié de les interaccions
entre cel-lules tumorals i la matriu extracel-lular per tal de restringir la migracié i la metastasi (Malas
et al. 2014). Els anticossos també poden utilitzar-se com a immunogens, per promoure la
presentacié d'antigens i iniciar respostes immunitaries adaptatives contra cel-lules tumorals, o
dirigir-se a elements clau de les vies moduladores immunes per superar |'efecte de I'anergia cel-lular
(inactivacid de limfocits). Una altra funcid pot ser desorganitzar el microambient tumoral, per inhibir
I'angiogenesi, restringint els subministrament de nutrients vitals a les cél-lules tumorals i/o reduint

el nombre de cél-lules capaces de migrar a la circulacié i generar metastasis (Malas et al. 2014).

Alguns estudis exposen que tot i que alguns pacients poden beneficiar-se de mAbs administrats com
a tractament de primera linia d'un sol agent i/o com a terapia de consolidacié (per eliminar
qualsevol cel-lula tumoral que hagi persistit després del tractament terapeéutic inicial), la majoria
dels pacients que puguin rebre mAbs terapeutics ho faran amb combinacié amb altres compostos de
terapia dirigida o immunoterapia. No obstant, fins a la data, tot i que esta clar que els mAbs han
contribuit significativament a millorar el resultat de pacients afectats per diferents tipus tumorals
com cancer de colon (Jeong et al. 2014), melanoma (Foong et al. 2016) o cancer de pulmd (Hong
2016), no hi ha cap prova confirmatoria de que els mAbs modifiquin la cura d'aquells tipus de cancer
gue no es podrien curar amb tractaments convencionals (Reslan et al. 2009). En aquest context, s’ha
demostrat que I’anticos monoclonal 1gG1 (Cetuximab, Panitumumab) que inhibeix la funcié d’EGFR
suprimeix la formacid de metastasis en ratolins SCID préviament injectats amb cel-lules de
melanoma a més de reduir la capacitat invasiva (Boone et al. 2011). En un altre estudi van utilitzar
Bevacizumab (mAb neutralitzant de VEGF) com a potent terapia angiogenica, perd no antitumoral
en el melanoma (Loops et al. 2012). No obstant, anti-VEGF sembla inhibir la fosforilacié de VEGFR2

en cancer de mama (Wedam et al. 2006) i cancer de pulmé (Inoue et al. 2007).
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Actualment, en un assaig de fase I/Il en curs s’estudia la millor dosi i els efectes secundaris de
I'anticos monoclonal anti-M-CSF (MCS110) i el seu funcionament quan s'administra en combinacio

amb Dabrafenib i Trametinib en el tractament de pacients amb melanoma BRAF6%%/V600

(Aris et al.
2017; https://www.cancer.gov). L'Us d'un mAb de M-CSF, per al bloqueig de M-CSFR i la inhibicié de
TAM, redueix el creixement primari del tumor en diferents models de tumors de ratoli (Hume and
Macdonald 2018; Kubota et al. 2009). Per aix0, s'estan investigant diverses estrategies
terapéutiques per superar la resisténcia als farmacs convencionals mitjancant mAbs, que sembla ser

que poden tenir un rol prometedor en la immunoterapia contra el cancer (Jeong et al. 2014).
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5. RESULTATS PREVIS

Estudi de 'autofagia i els TTCCs sobre la mort cel-lular, la migracid i la invasié en el melanoma
metastatic segons el perfil genétic i mutacional.

A continuacid s’exposen resultats previs els quals han estat parcialment publicats en la revista
Pigment Cell and Melanoma Research (ANNEX) (Maiques et al. 2018) i préviament presentats en una
tesi anterior del grup (http://hdl.handle.net/10803/405513). Tot i ser co-primera autora de I'article
publicat, des d’un punt de vista de frau legal i segons peticié de la comissié academica, aquests
resultats no es poden incloure en I'apartat de Resultats de la present tesi, i per aixd es presenten
com una seccid de resultats preliminars. No obstant, aquests resultats seran degudament discutits

en I'apartat de Discussio.

En el nostre grup hem demostrat en diverses publicacions una sobreregulacié de I'expressié dels
canals de calci tipus T (TTCCs) en multiples linies cel-lulars de melanoma i en biopsies de pacients,
comparant-los amb melanocits normals (Das et al. 2013; Das et al. 2012). En aquestes dues
publicacions, també es va demostrar que aquests canals sén funcionals i que el seu bloqueig o
inhibicié repercuteix en la viabilitat cel-lular, la progressié del cicle cel-lular, ja que indueix una
parada del cicle cel-lular en fase G1 i promou la mort per apoptosi. A més, també hem descrit que el
tractament de les linies de melanoma amb inhibidors dels TTCCs (Mibefradil i Pimozide), indueix un
estres de reticle endoplasmatic i la posterior inhibicié de I'autofagia constitutiva en el melanoma.
Per altra part, en un article més recent del grup, es va descriure per primera vegada la
immunoexpressid dels TTCCs en pell normal, en nevus melanocitics comuns i displasics i en
melanoma primari i metastatic, i es van establir els TTCCs com a potencials marcadors de progressié
tumoral i mal pronostic del melanoma cutani (Maiques et al. 2016). En conjunt, aquests resultats
obren la possibilitat d'utilitzar els TTCCs com a dianes terapéutiques per al tractament del

melanoma disseminat.

Expressio dels TTCCs en cel-lules de melanoma amb perfil genétic diferent.

El calci té un paper molt rellevant en la senyalitzacié cel-lular, controlant processos vitals com la
proliferacid, la diferenciacid, el creixement i I'apoptosi (Santoni et al. 2012). Per la importancia del
calci com a segon missatger i regulador de multiples vies de senyalitzacié capaces de definir el desti
cel-lular, hem estudiat per primer cop I'expressié dels TTCCs per RT-gPCR en una amplia gamma de

linies cel-lulars de melanoma huma amb diferents caracteristiques moleculars: 5 linies cel-lulars
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BRAF'®%% (M3, M238, M249, A375M, M36) i 5 linies cel-lulars amb mutacié NRAS®™" (TPR, WM-
1366, Skmel-147, Skmel-173, UACC257). Com s’observa en la figura 34, totes les linies cel-lulars de
melanoma expressaven a nivell transcripcional les isoformes de Cav3.1 (Figura 34a), Cav3.2 (Figura
34c) i Cav3.3 (Figura 34e) i els seus nivells sén, en general, superiors als melanocits no transformats

(HEMn-LP). A més, vam observar que l'expressi6 de I'mRNA de Cav3.1 i Cav3.3 es trobava

V600E SQ61H/K/L/ R

incrementada en les linies cel-lulars de melanoma BRAF en comparacié amb les NRA
(Figura 34b,f), mentre que no s’observaven diferéncies significatives respecte als nivells de mRNA de

Cav3.2 (Figura 34d).
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Figura 34. Els TTCCs s'expressen en linies cel-lulars de melanoma. RT-qPCR de (a) Cav3.1, (c) Cav3.2 i (e)

V600E Q6E

Cav3.3 en diferents linies cel-lulars de melanoma amb mutacions en BRAF o NRAS™"" normalitzada respecte
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els nivells d’expressio de GAPDH. Els nivells d'mRNA de melanocits (HEMn-LP) es mostren per comparar.
Comparacio dels nivells d'mRNA de (b) Cav3.1, (d) Cav3.2 i (f) Cav3.3 de les linies cel-lulars segons I’estat

mutacional. L'analisi estadistic utilitzat va ser la prova de Mann Whitney (*p <0,05; n.s, no significatiu).

Els inhibidors dels TTCCs bloquegen I'autofagia basal en totes les linies cel-lulars de melanoma.

L'autofagia a les cél-lules de melanoma es troba constitutivament activa (Das et al. 2013; Maes and
Agostinis 2014). Per estudiar el procés autofagic en aquestes cél-lules tumorals, vam mesurar per
Western blot (WB) la proteina LC3, concretament la forma lipidada d’aquest marcador autofagic,
LC3lII, la qual es troba en ambdues superficies de 'autofagosoma (externa i interna) on es degrada
amb el seu cargo quan l'autofagosoma es fusiona amb el lisosoma (Sahani et al. 2014). Els resultats

v600E

van revelar que les cél-lules de melanoma BRAF expressen de forma general nivells més alts

d’aquesta proteina autofagica (Figura 35a).

a BRAFV600E NRASQ61H/K/L/R
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Figura 35. Andlisi de LC31/Il per WB a partir de lisats de proteina totals de les linies de melanoma

estudiades.

Tal com hem comentat, segons els nostres resultats previs, els inhibidors farmacologics (Mibefradil i
Pimozide) dels TTCCs provoquen la mort cel-lular en el melanoma per una prévia induccié d’estres
del reticle endoplasmatic i inhibicié de I'autofagia basal constitutiva (Das et al. 2013). En aquest
treball, perd, no vam diferenciar entre linies amb mutacié de BRAF o de NRAS. Per determinar si la
induccio de la mort cel-lular després dels tractaments amb inhibidors dels TTCCs era deguda a un
bloqueig del flux autofagic tant a les linies cel-lulars BRAF com NRAS, vam tractar les cel-lules amb

els inhibidors farmacologics dels TTCCs (Mibefradil (Mib) 10uM i Pimozide (Pim) 10uM).

Els resultats van determinar nivells més elevats de LC3Il i p62 (ambdds marcadors autofagics més
utilitzats) en les linies cel-lulars de melanoma BRAF'®° (Figura 36a,c) i NRAS (Figura 36b,d) en
comparacié amb l'estat basal (sense tractament). Aquestes dades suggereixen un bloqueig de
I'autofagia en un punt posterior a la biogénesi de I'autofagosoma, per aix0 podem observar

increment d’ambdds marcadors autofagics.
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Figura 36. Els inhibidors dels TTCCs bloquegen I'autofagia basal en totes les linies cel-lulars de melanoma.

Analisi per WB dels nivells de proteina p62 i LC31/Il en linies cel-lulars de melanoma amb mutacid a,c) BRAF"***

i b,d) mutants de NRAS exposades a Mibefradil (Mib, 10uM) i Pimozide (Pim, 10uM) durant 24 hores. La 8-

actina es va utilitzar com a control de carrega.

Paral-lelament, vam tractar les linies cel-lulars de melanoma amb Cloroquina (CQ), un inhibidor per
excel-léncia de la fusid d'autofagosomes amb lisosomes (Boya et al. 2005) i per tant, un dels majors
inhibidors del flux autofagic (Mauthe et al. 2018; Singh et al. 2014). Aquest tractament amb CQ, va
conduir a augments similars de les proteines p62 i LC3Il en totes les linies cel-lulars, tant les

portadores de mutacié de BRAF com de NRAS (Figura 37).
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Figura 37. La Cloroquina (€CQ) inhibeix I'autofagia en totes les linies cel-lulars de melanoma metastatic.

Analisi per WB dels nivells de proteina p62 i LC3I/Il en linies cel-lulars de melanoma amb mutacid a,c) BRAF"*%*

i b,d) mutants de NRAS tractades amb CQ (25uM) durant 24 hores. La 8-actina es va utilitzar com a control de

carrega.

Per acabar de confirmar aquests canvis en I'autofagia observada per Western blot, vam realitzar la
immunofluorescéncia (IF) de LC3B com a marcador d'autofagosomes (Mizushima et al. 2010) i la
transfecci6 amb el plasmidi tandem (ptLC3/MRFP-GFP) per tal de monitoritzar el flux autofagic
(Kimura et al. 2009). Pel que fa a la immunofluorescencia, es va observar un augment significatiu de
punts (autofagosomes) en les linies cel-lulars M3 (BRAF'®°%) j Skmel-147 (NRASQ61R) quan aquestes
van ser sotmeses a tractaments de Mib o CQ (Figura 38a). Per altra banda, el plasmidi tandem
(ptLC3/mMRFP-GFP) és una construccié que permet la sobreexpressié de la proteina autofagica LC3
associada a les proteines fluorescents mRFP i GFP. La proteina GFP perd la fluorescéncia a pH acid,

per tant, una vegada es fusionen I'autofagosoma i el lisosoma aquesta proteina perd emissio verda
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fluorescent, quedant només la fluorescéncia vermella. Aquest assaig ens permet distingir els
autofagosomes, on la fluorescéncia sera groga a causa de la colocalitzacié verda i vermella, dels
autofagolisosomes que mostraran fluorescencia vermella per la pérdua de la fluorescéncia verda

dins dels lisosomes (Yoshii and Mizushima 2017).

Per aquest tipus d’assaig és imprescindible la preséncia de controls positius i negatius del flux
autofagic. Com a control d’induccié d’autofagia vam utilitzar la Rapamicina, coneguda per ser un
inhibidor de mTOR i activador de I'autofagia. Aixi, en aquesta condicié s’observa un increment del
marcatge en punts vermells (autofagolisosomes) respecte del control. Com a control de bloqueig de
I'autofagia vam utilitzar la Cloroquina, farmac antipaliudic que s’ha demostrat que inhibeix
I’autofagia produint un patré de punts grocs (autofagosomes). Finalment, el tractament amb
Mibefradil presentava un marcatge amb puntejat groc, molt semblant al tractament amb CQ,

indicant que és un inhibidor de I'autofagia (figura 38b).
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Figura 38. El Mibefradil i la Cloroquina bloquegen I'autofagia en totes les linies cel-lulars de melanoma. a)

Imatges i grafics de la immunofluorescencia de LC3B en linies cel-lulars M3 (BRAFVEOOE) i Skmel-147 (NRASQ61R)
sotmeses al tractament amb Mib o CQ. AP: Autofagosomes. b) Assaig del plasmidi mRFP-GFP-LC3 en la linia

cel-lular M3 BRAF"**

. Les cél-lules control mostren els nivells basals d'autofagia. Després dels tractaments
amb Chlororoquine (CQ) 25uM i Mibefradil (Mib) 10uM, hi ha punts grocs que indiquen un bloqueig del flux

autofagic. El tractament amb Rapamicina (Rapa) 500nm s'ha utilitzat com a control positiu de la induccié de
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I'autofagia. L'analisi estadistic es va realitzar mitjangant la prova one-way ANOVA, seguida del test post hoc de

Bonferroni (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s, no significatiu).

Per acabar de validar que efectivament el Mibefradil produeix un bloqueig de I'autofagia, es va fer
un co-tractament amb Mibefradil durant 24 hores i en les Ultimes 3 hores s’hi va afegir Cloroquina.
L'addicié de Cloroquina al tractament amb Mibefradil no va augmentar encara més els nivells
proteics de p62 i LC3Il (Figura 39). En conjunt, aquests resultats indiqguen que els inhibidors
farmacologics dels TTCCs bloquegen I'autofagia, independentment de la mutacid especifica present

en les linies cel-lulars del melanoma.
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Figura 39. El co-tractament de Mibefradil i Cloroquina no incrementa encara més els nivells de p62 i LC3II.

VE0%E i Skmel-

Analisi per WB dels nivells de proteina p62 i LC3I/Il en les linies cel-lulars de melanoma M3 BRAF
147 NRAS mutat tractades amb Mib (10uM) durant 24 hores i amb CQ (25uM) en les ultimes 3 hores. La 8-

actina es va utilitzar com a control de carrega.

El bloqueig de I'autofagia inhibeix la migracid col-lectiva de les linies cel-lulars de melanoma

BRAF*",

La migracié cel-lular és un procés clau durant la metastasi del melanoma. Per aix0, es va avaluar
I'efecte dels inhibidors dels TTCCs sobre la migracié del melanoma mitjancant un assaig de
cicatritzacié de ferides (wound healing) que mesura la migracié grupal de les cél-lules. Ambdds
inhibidors farmacologics dels TTCCs (Mib i Pim) van reduir el percentatge de cél-lules migratories de
totes les linies cel-lulars de melanoma BRAF*°* (Figura 40). De forma coherent, el tractament de les

V600E

linies cel-lulars BRAF amb CQ també va reduir el percentatge de migracio (Figura 40).
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Figura 40. El bloqueig de I'autofagia inhibeix la migracio de cél-lules de melanoma BRAF """. Imatges i

Ve tractades amb Mibefradil

grdfics representatius de l'assaig de wound healing en linies cel-lulars BRAF
(10uM, Mib), Pimozide (10uM, Pim) i CQ (25uM) durant 24h. Els panells de I'esquerra de la linia M3 i M249
representen el percentatge de tancament de la ferida com a resultat de com a minim tres experiments
independents. Els panells de la dreta representen la velocitat de tancament (umz/h) de les cél-lules després del

tractament en comparacio amb el control. L'andlisi estadistic es va realitzar mitjancant la prova one-way

ANOVA, sequida del test post hoc de Bonferroni (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s, no significatiu).

No obstant, i curiosament, la migracié no es va veure afectada en les cél-lules de melanoma amb
mutacid de NRAS tractades amb els inhibidors dels TTCCs o fins i tot quan l'autofagia estava

bloquejada per I'efecte de la CQ (Figura 41).
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Figura 41. El bloqueig de I'autofdagia no inhibeix (de forma significativa) la migracio de cél-lules de
melanoma NRAS. Imatges i grafics representatius de l'assaig de wound healing en linies cel-lulars NRAS
tractades amb Mibefradil (10uM, Mib), Pimozide (10uM, Pim) i CQ (25uM) durant 24h. Els panells de I'esquerra
de la linia SKmel147 i WM 1366 representen el percentatge de tancament de la ferida com a resultat de com a
minim tres experiments independents. Els panells de la dreta representen la velocitat de tancament (umz/h) de
les cel-lules després del tractament en comparacio amb el control. L'analisi estadistic es va realitzar mitjan¢ant

la prova one-way ANOVA, seguida del test post hoc de Bonferroni (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s, no

significatiu).

A més, mitjancant la microscopia time-laps, es va mesurar també la migracié en les nostres linies
cel-lulars tumorals i els resultats van revelar una migracié més lenta de les cél-lules BRAFY% (M3 i
M249) una vegada eren tractades amb Mibefradil o CQ respecte la condicié control, fins i tot

després d’un tractament curt de 8h (Figura 42a,b). En canvi, els tractaments amb Mibefradil o CQ no
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van afectar ni el percentatge de cicatritzacié de la ferida ni la velocitat de tancament de les cél-lules

amb mutacié de NRAS (Figura 48c,d).
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Figura 42. El front de migracio cel-lular BRAF
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és més lent quan es tracta amb Mibefradil i Cloroquina.

Totes les linies cel-lulars es van plantar en monocapes 100% confluents usant inserts de cultiu. El percentatge

(%) de la cicatritzacio de la ferida es va analitzar gracies a una macro creada al programa ImageJ, durant 21

hores tant en linies cel-lulars (a,b) BRAF

V600E

com (c,d) NRAS després del tractament amb Mib (10uM) o CQ

(25uM). L'analisi estadistic es va realitzar mitjancant la two-way ANOVA, seguida del test post hoc de

Bonferroni (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s, no significatiu).

Per estudiar amb més profunditat com la inhibicié de I'autofagia afectava la migracié cel-lular del

melanoma, vam silenciar ATG5 mitjancant shRNA, una proteina relacionada amb |'autofagia i

indispensable per a la formacidé dels autofagosomes (Pyo et al. 2005). El silenciament d'ATG5 va

induir una disminucié de LC3II tant en les linies cel-lulars BRAF*® com NRAS (Figura 43a). Tal i com

esperavem, també va disminuir la migracié de cél-lules de melanoma BRAF'®* (M3) (Figura 43b),

perod no la de les cél-lules amb mutacié de NRAS (WM-1366) (Figura 43c).
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Figura 43. El silenciamient génic d’ATG5 inhibeix la migracié de cél-lules de melanoma BRAF"**, a) L’analisi
per WB mostra la regulacid a la baixa dels nivells ATG5 i LC3I/Il tant en cél-lules BRAF** com NRAS. La 6-
actina es va utilitzar com a control de carrega. b) Percentatge de tancament de la ferida en (b) M3 i (c) WM-
1366 entre cel-lules control (vector) i cél-lules silenciades amb shRNA d’ATG5. L'andlisi estadistic es va realitzar
mitjangant T-test (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s., no significatiu).

En conjunt, aquests resultats mostren que les linies cel-lulars BRAF*°* sén menys migratories
després del tractament amb Mibefradil, Pimozide, Cloroquina o silenciant I'expressié d’ATGS5, el que

suggereix que els inhibidors dels TTCCs impedeixen la migracié de les cél-lules BRAF'*** bloquejant

el procés autofagic.
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El Mibefradil i la Cloroquina inhibeixen la migracié de cél-lules individuals en linies de melanoma

BRAFVGOOE

Per analitzar I'efecte dels inhibidors dels TTCCs en la migracié cel-lular independentment de les
unions cel-lulars, vam estudiar la migracié aleatoria de cel-lules individuals mitjancant microscopia
per time-lapse. Per a aquests experiments de Single Cell Random Assay, les cel-lules malignes de
melanoma es van plantar amb menor densitat en comparacié amb els métodes anteriors i les
concentracions de Mibefradil i CQ es van reduir a la meitat (5uM i 12.5uM, respectivament) per
maximitzar la supervivencia cel-lular. Els resultats van indicar que tot i la reduccié de la concentracio
dels dos farmacs (Mib i CQ), ambdds provocaven de forma efectiva la disminucié de I'autofagia basal

(Figura 44) en les cél-lules individualitzades de melanoma, tant BRAF Y*°° com NRAS.
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Figura 44. Les concentracions a la meitat de Mibefradil i CQ inhibeixen I'autofagia de les cél-lules individuals
de melanoma. (a,c) BRAF"™* j (b-d) les linies cel-lulars de NRAS es van tractar amb Mibefradil (5uM) i
Cloroquina (12.5uM) durant 24 hores. Els nivells de proteina de p62 i LC3l/ll van ser analitzats per WB. La 8-

actina es va utilitzar com a control de carrega.

Per altra banda, I'analisi de les cel-lules seguides individualment (durant 24 hores, generant imatges
cada 20 minuts) van demostrar que tant la distancia acumulada (Accumulated distance) com la

V600E

velocitat de migracié individualitzada (Migration Speed) de les cel-lules BRAF es reduia de forma

significativa sota el tractament amb ambdds farmacs (Figura 45a-b).
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Figura 45. El Mibefradil i la CQ redueixen la migracio de cél-lules individuals en el melanoma BRAF"*°*,

Analisi de la longitud acumulada total migrada (um) i la velocitat de migracid (um/h) de les cel-lules tractades

en (a) M3 i (b) M249 BRAF"***

en comparaciéo amb les no tractades. Els grafics de la dreta representa la
trajectoria de moviment. L'analisi estadistic es va realitzar mitjan¢ant la prova one-way ANOVA, seguida del

test post hoc de Bonferroni (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s, no significatiu).

En linia amb els nostres resultats, ni la distancia ni la velocitat de les ceél-lules es van veure

significativament afectades pel tractament en les cél-lules amb mutacié de NRAS (Figura 46a-b).

Aguests resultats mostren que el Mibefradil i la CQ disminueixen també la migracié de les cél-lules

individuals en les linies de melanoma amb la mutacié BRAF'*%*

mitjancant la inhibicié del procés
autofagic, pero no afecten a la migracid individual de les cel-lules que presenten una mutacié en

NRAS.
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Figura 46. El Mibefradil i la CQ no afecten en la migracié de cél-lules individuals NRAS. Analisi de la longitud
acumulada total migrada (um) i la velocitat de migracié (um/h) de les cél-lules tractades amb Mib o CQ en (a)
WM-1366 i (b) Skmel147 NRAS en comparacié amb les no tractades. Els grafics de la dreta representa la
trajectoria de moviment. L'anadlisi estadistic es va realitzar mitjangant la prova one-way ANOVA, seguida del

test post hoc de Bonferroni (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s, no significatiu).

El bloqueig de I'autofagia inhibeix la invasié de linies cel-lulars de melanoma BRAF*°*,

A continuacio, es va investigar |'efecte dels inhibidors dels TTCCs sobre la capacitat invasiva de les
cél-lules de melanoma. Aixi, es va realitzar un assaig d’invasié Transwell en diferents linies cel-lulars i
es va mesurar I'efecte dels farmacs en aquest procés. El tractament amb Mibefradil o CQ durant 24
hores va inhibir la capacitat invasiva de les cél-lules del melanoma BRAF'®* (Figura 47a,b). A més,
vam observar resultats similars amb el tractament durant 24h amb Pimozide sobre les cél-lules de

V6O00E (Figura 47c,d). Tot i aixi, contrariament, ni els inhibidors farmacologics dels

melanoma BRAF
TTCCs ni la CQ van afectar la capacitat d'invasid de les linies cel-lulars amb mutacié de NRAS (Figura

47a-b).
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Figura 47. El bloqueig farmacologic de I'autofagia redueix la invasio cel-lular del melanoma BRAF
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Imatges representatives de tincio nuclear de Hoechst a les 24h (camp microscopic x10). b) Percentatge (%) de
les cel-lules que van envair el matrigel després del tractament amb Mib i CQ en comparacié amb el control. b)
Imatges representatives de la tincio nuclear de Hoechst en les linies cel-lulars M3 i M249 tractades amb
Pimozide 10uM després de 24 hores (camp microscopic x10). b) Es van comptar les cél-lules M3 i M249 que van
envair la capa de matrigel i es presenten el percentatge (%) de les cél-lules envaides després del tractament
amb Pimozide en comparaciéo amb el control. Es van utilitzar per a [I’anadlisi estadistic la prova two-way

ANOVA, sequida del test post hoc de Bonferroni (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s, no significatiu).

Per altra banda, el silenciament génic de I'expressido d’ATG5 (Figura 48a,b) també va conduir a una

V609 (\M3). De nou, les diferéncies

reduccio de la capacitat invasiva de les cél-lules de melanoma BRAF
no van ser significatives en les linies cel-lulars NRAS (WM-1366) (Figura 48a,b). Aquests resultats
indiquen que la inhibicié o el bloqueig de I'autofagia es pot utilitzar per controlar el potencial invasiu

de les ceél-lules del melanoma BRAF"*%,
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Figura 48. El silenciament génic d’ATG5 redueix la invasié cel-lular en les linies cel-lulars de melanoma

BRAF"*%*

. Les cél-lules M3 i WM-1366 van ser infectades amb lentivirus control (vector, control) o lentivirus
que expressen un shRNA d'ATGb5. a) Representacio de la tincié nuclear de Hoechst de cél-lules que van envair el
matrigel i (d) un grafic que representa el percentatge (%) de les cél-lules invasores. Es van utilitzar per a
I'analisi estadistic Two-way ANOVA, seguida del test post hoc de Bonferroni (* p <0,05; ** p <0,01; *** p

<0,001; n.s., no significatiu).

El silenciament génic dels TTCCs redueix la capacitat d'invasié de les linies cel-lulars del melanoma

BRAF®%,

Anteriorment vam demostrar que el silenciament dels TTCCs comporta un bloqueig de I'autofagia
que imita l'efecte dels inhibidors farmacologics dels TTCCs (Das et al. 2013). Per investigar la

possible implicacié dels TTCCs en la capacitat d'invasié de les cél-lules de melanoma BRAF %,

vam
silenciar els TTCCs en les cel-lules M3 utilitzant construccions lentivirals que porten seqliéncies de

shRNA especifiques de Cav3.1i Cav3.2.

Primer, per validar els shRNAs en la capacitat de silenciar I'expressié dels TTCCs vam determinar els
nivells de mRNA per RT-gPCR (Figura 49a,b) i el nivells proteics per IHC després de la infeccid
lentiviral (Figura 49c). Aixi, es va obtenir un silenciament genic d’aproximadament un 90% tant per
la isoforma Cav3.1 com Cav3.2 a nivell de mRNA, i una disminucio de la immunodeteccio dels TTCCs
en talls de parafina. Després del silenciament, es va avaluar I'expressié dels marcadors autofagics
observant un augment dels nivells de proteina p62 i LC3Il (Figura 49d), imitant aixi els efectes del

Mibefradil o Pimozide.
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Figura 49. RT-qPCR i IHC de les isoformes Cav3.1 i Cav3.2 dels TTCCs. Nivells de mRNA relatius de (a) Cav3.1 i
(b) Cav3.2 de les cél-lules M3 4 dies després de la infecci6 amb lentivirus que porten els respectius shRNAs. Es
va utilitzar una prova Mann Whitney per a l'anadlisi estadistic (*** p <0,001). c) Imatge representativa
d’immunohistoquimica per a la tincio de CAV3.1 i CAV3.2 en la linia cel-lular M3 després de silenciar els TTCCs.
d) Els nivells de proteina P62 i LC3l/ll van ser analitzats per WB a partir de lisats totals de cél-lules M3 4 dies

després de silenciar I'expressio CAV3.1i CAV3.2.

Una vegada obtinguda I'eficiencia i eficacia del silenciament de Cav3.1 i Cav3.2 vam estudiar la seva

capacitat invasiva mitjancant assaigs de Transwell. Tal com indiquen el resultats, s’observa una

V600E

disminucio de la invasid d’aquestes cel-lules BRAF qguan els TTCCs es trobaven silenciats (Figura

50a,b). En conjunt, aquests resultats indiquen que els TTCCs condueixen a induir la invasié en les

linies cel-lulars de melanoma BRAF"®%,
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Figura 50. El silenciament génic dels TTCCs redueix la invasié de les linies cel-lulars de melanoma BRAF"**".

a) Imatges representatives de la tincio nuclear de Hoechst de la linia cel-lular M3 infectada amb shRNA de
CAV3.1i CAV3.2 en comparacié amb el control (Vector) i b) Percentatge (%) de les cél-lules que han envait la
capa de matrigel. Augment de les fotos 10x. L'andlisi estadistic es va realitzar mitjangant la prova one-way

ANOVA, sequida del test post hoc de Bonferroni (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s, no significatiu).

Les biopsies humanes de melanoma amb la mutacié de BRAF presenten un increment de la

immunoexpressié de Cav3.1i LC3.

Per aplicar les nostres observacions in vitro a la clinica, vam utilitzar una cohort de 33 bidpsies de
melanomes primaris i 28 metastatics. Aquesta cohort es va dividir en dos grups principals segons si
presentaven la mutacié més freqiient en BRAF o no (mutant BRAF'*X ys BRAF WT) analitzada
préviament per seqienciacio. Amb aquestes biopsies guardades amb blocs de parafina, es va
generar un array matricial (TMA), per tal de realitzar tots els estudis d'immunohistoquimica. Els
nivells d'expressio (Histoscore, HS) dels TTCCs (Cav3.1i Cav3.2) i LC3 van ser determinats mitjangant
IHC (Figura 51a-d). Aixi, la puntuacio histologica es va obtenir per a cada mostra amb valors que van

des de 0 (sense immunoreaccid) fins a 300 (immunoreactivitat maxima).

V600E/K mostraven una

Pel que fa als resultats, totes les mostres de melanoma amb mutacié BRAF
major immunoexpressio de Cav3.1 en comparaciéo amb la cohort BRAF WT (Figura 51a-b). En canvi,
la immunoexpressido de Cav3.2 no va mostrar diferencies significatives entre els dos grups (Figura
51c-d). També vam comprovar si el tipus de mutacié genera un impacte en la autofagia quantificant
I'expressio de LC3 en aquestes mateixes mostres. La immunoexpressio de LC3 es trobava

V600E/K

incrementada en les biopsies BRAF en comparacié amb el grup BRAF WT, indicant una
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V600E/K

autofagia basal més elevada en les mostres de pacients BRAF (Figura 51e-f). En general,

aquests resultats validen els obtinguts amb les linies cel-lulars in vitro.
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Figura 51. Expressio diferencial de Cav3.1, Cav3.2 i LC3 en biopsies de melanoma depenent de l'estat

mutacional de BRAF. Immunoexpressio diferencial (Histoscore, mitjana + SD) i imatges representatives de la

V600E/K V600E/K
/! /K s

inmunotincié de (a,b) Cav3.1 (mitjana HS BRAF
WT: 147.5 | 146.6) i (e,f) LC3 (mitjana HS BRAF

vs WT: 85 vs 37.5), (c,d) Cav3.2 (mitjana HS BRAF
VEOOE/K \is WT: 84 vs 44.6) entre biopsies de melanoma amb
mutacio de BRAF en comparacio amb mostres de melanoma wild-type per BRAF. Augment de les fotos 20x.
L'analisi estadistic utilitzat va ser la prova de Mann Whitney (* p <0,05;, ** p <0,01; *** p <0,001; n.s., no

significativa).
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La sobreexpressio de NRAS rescata els efectes inhibidors del Mibefradil i la CQ sobre la

migracié cel-lular en les cél-lules del melanoma BRAF"*"*,

Encara que es tracta d’'un model que no es déna en pacients reals, ja que les mutacions de BRAF i de
NRAS sén excloents en el melanoma, per tal de demostrar una associacié entre I'abséncia de la
mutacié de NRAS i la sensibilitat a la inhibicié de |'autofagia respecte a la migracié i invasié cel-lular,

V600E
)

vam sobreexpressar 'oncogen NRAS®®** en cél-lules M3 (BRAF a través d'un sistema lentiviral

(Figura 52a). Els nivells proteics de p62 i LC3Il van mostrar un bloqueig del flux autofagic en les

cél-lules que sobreexpressaven NRAS™

quan aquestes es tractaven amb Mibefradil i CQ (Figura
52e), tal com succeeix en les linies cel-lulars NRAS. A més, la comparacié dels nivells de p62 i LC3II
anteriors i posteriors al tractament amb CQ durant 3 hores mostrava un menor augment dels dos
marcadors autofagics quan NRAS®'® estava sobreexpressat (Figura 52f). Aquest resultat va suggerir

61K
SQ

que l'autofagia basal era menys intensa en les cel-lules amb sobreexpressié de NRA en

.7 \ s . E
comparacié amb les cél-lules M3 basals (Gnicament BRAF ).

Per altra banda, es van realitzar assajos de migracid i invasié per comprovar si amb |'expressio de
NRAS®* els inhibidors dels TTCCs i de I'autofagia no tenien efecte en aquests processos cel-lulars.
L'assaig de cicatritzacié de la ferida (wound healing) va revelar que I'expressié de NRAS®™ evitava
completament l'efecte del Mibefradil, i parcialment I'efecte de la CQ sobre la migracié cel-lular
(Figura 52b). Es van obtenir resultats similars a partir de I'analisi de la migracié independentment de
la interaccié cel-lular, és a dir, a partir de I'avaluacié de I'assaig de Single Cell. Doncs, ni la distancia
acumulada (Figura 52d) ni la velocitat de migracid (Figura 52e) es van veure afectades per Mibefradil

0 CQ en cel-lules M3 que sobreexpressaven NRAS®'¥,
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Figura 52. La sobreexpressio de NRAS®™ rescata l'efecte inhibidor de Mibefradil i CQ sobre la migracio

cel-lular de les cél-lules del melanoma BRAF'*** i redueix l'autofagia basal. a) Analisi de I'expressié de NRAS

per WB d'extractes de proteines totals de la linia M3 control (vector) i la que sobreexpressa NRAS® (M3

61K
BIK tractades amb

NRAQ61K). b) Assaig de wound healing de M3 infectades amb el Vector i amb NRAS
Mibefradil (10uM) i Cloroquina (25uM). Totes les mostres van ser analitzades després de 24 hores. Es va
analitzar l'interval de temps de la migracio de cél-lules individualitzades per avaluar (c) la distancia acumulada

i (d) la velocitat de migracid de les cel-lules de melanoma M3 (M3 Vector i M3 NRASQEIK)

quan es sotmeten a
tractament amb MIB o CQ. L'analisi estadistic es va realitzar mitjangant un Two-Way ANOVA, sequit del test
post hoc de Bonferroni (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s, no significatiu). e) WB per analitzar els nivells
de p62 i LC3Il després del tractament amb MIB o CQ a fi d’avaluar el flux autofagic. f) El vector M3 o la linia

Q61K

cel-lular M3 NRAS O/E van ser tractades amb CQ durant 3h. Els nivells de proteina de p62 i LC3Il van ser

analitzats per WB i normalitzats per 8-actina.
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En resum, els resultats indiquen que en preséncia de la mutacié oncogénica NRA no disminueix

la migracid cel-lular quan l'autofagia esta bloquejada per Mibefradil o Cloroquina i a més, I'autofagia

V600E

basal és més baixa en comparacié amb les cél-lules basals BRAF . Aguests resultats justifiquen els

previs observats entre ambdds grups de linies de melanoma (BRAF vs NRAS).

V600E

L'expressié de Snaill és major en els melanomes BRAF i disminueix amb el bloqueig de

I'autofagia.

Snaill juga un paper molt important tant en la migracio cel-lular com en el procés d’EMT (transicio
epitelial-mesesenquimal) (Cano et al. 2000). L'expressid d’aquest factor de transcripcié esta
estretament regulada a nivell transcripcional i la seva activitat es modula per la seva localitzacié
subcel-lular (Mingot et al. 2009). Per aix0, la modulacié de les proteines implicades en el transport
nuclear pot alterar la localitzacié cel-lular de Snaill i, en conseqiiéncia, I'impacte de Snaill en la

senyalitzacié de I'EMT (Mugbil et al. 2014).

Per comprendre si I'autofagia regulava la migracid cel-lular i la invasié a través de Snaill, vam
quantificar I'expressié de Snaill en les nostres linies cel-lulars de melanoma tant per WB com per

RT-gPCR, i vam observar que tant els nivells de proteina (Figura 53a) com els de mRNA (Figura 53b)

V600E

es trobaven augmentats en les linies BRAF en comparacié amb les linies amb mutacié de NRAS.
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Figura 53. Els melanomes BRAF expressen nivells més alts de Snaill. a) WB i b) nivells de mRNA del

V600E

marcador d’EMT Snaill entre linies cel-lulars de melanoma BRAF i NRAS. L'analisi estadistic es va realitzar

mitjangant la prova de Mann Whitney (*** p <0,001).

Després vam avaluar I'efecte del bloqueig de I'autofagia, mitjancant inhibidors farmacologics dels
TTCCs o CQ, o mitjangant el silenciament genic de ATG5 o dels TTCCs, sobre I'expressio de Snaill. Els

resultats mostren que quan tractavem farmacologicament aquestes linies amb inhibidors dels TTCCs
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(Figura 54a) o amb Cloroquina (Figura 54b), o les sotmetiem a un silenciament génic (shRNA) de
ATG5 (Figura 54c) aixi com a un silenciament genic dels TTCCs (Figura 54d), veiem una disminucié

VB0OE - Aquests resultats ens suggereixen que

dels nivells de Snaill en les linies cel-lulars BRAF
I'expressid de Snaill esta relacionada amb el flux autofagic de les cel-lules de melanoma que

presenten una mutacio a BRAF.
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Figura 54. L’expressio de Snaill disminueix quan I'autofagia esta bloquejada. Analisi per WB de Snaill en les

V600E

cél-lules BRAF i NRAS tractades amb (a) Mibefradil, Pimozide o (b) CQ. Nivells proteics d’Snaill en cél-lules

V600E

BRAF silenciades per (c) ATG5, (d) Cav3.1i Cav3.2.

Atés que s'ha demostrat que Snaill té un paper important en la progressié del melanoma (Hao et al.
2012; Peinado et al. 2007) i tenint en compte que l'increment de la seva expressié en els tumors
primaris promou la motilitat cel-lular i la conseglient adquisicid de propietats metastatiques (Mugqbil
et al. 2014), vam procedir a silenciar aquest factor de transcripcid mitjancant un shRNA per tal
d’avaluar I'efecte de la seva inactivacié en els processos de migracid i invasié. Aixi, vam observar que
amb el silenciament de Snaill (shSnaill) (figura 55a) es produia una disminucié de la migracid i la

V600E

invasio de les cel-lules BRAF™"™, simulant |'efecte dels bloquejadors dels TTCC i la CQ (figura 55b,c).
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Figura 55. El silenciament génic d’Snaill redueix la migracié i invasié de les cél-lules de melanoma BRAF"**”.
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Analisi per WB de Snaill en les cel-lules BRAF silenciades per (a) Snaill. (b) Assaig de wound healing i (c)

V600E

Assaig de Transwell en cél-lules BRAF després del silenciament de Snaill en comparacié amb cél-lules

control (vector). L'andalisi estadistic es va realitzar mitjangcant la prova T-test (* p <0,05; ** p <0,01; *** p

<0,001; n.s., no significatiu).

Per confirmar que efectivament Snaill podria modular I'autofagia de les cél-lules del melanoma,
vam sobreexpressar Snaill mitjangant un vector lentiviral (PLX-Snaill) en una linia cel-lular amb
mutacié de NRAS (Skmel-147). Els resultats indiquen, que la sobreexpressié de Snaill indueix un
augment en els nivells de p62 i LC3I/Il en comparacié amb les cél-lules infectades amb els vector
PLX-GFP control (Figura 56a). A més, laimmunofluorescéncia de LC3B mostrava un lleuger augment
d'autofagosomes amb la sobreexpressié de Snaill i aquest augment era encara major després d’un
breu tractament de CQ (3h), suggerint un possible augment de |'autofagia basal. Per altra banda, el
tractament amb Mibefradil també va augmentar els punts positius (AP) per a LC3B en les cel-lules,

perd aquest augment era independent de I'expressid Snaill (Figura 56b).
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Figura 56. La sobreexpressio d’Snaill indueix un augment de I'autofagia basal en cél-lules de melanoma
NRAS a) Andlisi per WB de LC3I/Il i p62 en les cel-lules PLX-Snaill vs PLX-vector. b) Immunofluorescéncia
endogena de LC3B quan es van tractar cél-lules amb Cloroquina (CQ, 3h) o Mibefradil (Mib, 24h). L'analisi
estadistic es va realitzar mitjan¢ant la prova Two-Way ANOVA sequida del test de comparacions mdultiples de

Bonferroni (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s, no significatiu).
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A continuacio, per investigar si Snaill participa en el procés de migracid/invasié durant la modulacié
del flux autofagic, varem tractar les cél-lules NRAS amb sopreexpressiéo de Snaill amb Mib o CQ
durant 24 hores. Com podem observar, es va produir una reduccié de la taxa de migracio (Figura
57a) i la invasid (Figura 57c) en les cél-lules amb Snaill sobreexpressat després d’un bloqueig de
I'autofagia. A més, el Mibefradil va disminuir la migracié de cél-lules individuals en aquestes cel-lules

PLX-Snaill (Figura 57b).
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Figura 57. La sobreexpressié d’Snaill disminueix la migracié/invasié cel-lular quan lautofagia esta
bloquejada. a) Assaig de la cicatritzacié de la ferida (wound healing), (b) assaig de la migracioé de cél-lules
individuals i (c) assaig de Transwell en cel-lules Skmel-147 PLX-Snaill vs PLX-vector (control) tractades amb (a,
¢) Mibefradil 10uM o (b) 5uM i (a) CQ 25uM durant 24h. L'analisi estadistic es va realitzar mitjancant la prova
Two-Way ANOVA seguida del test de comparacions multiples de Bonferroni (* p <0,05; ** p <0,01; *** p

<0,001; n.s, no significatiu).

Aquests resultats suggereixen que Snaill podria ser essencial per disminuir la migracid/invasié quan
I'autofagia esta bloquejada, en particular mitjancant la modulacié dels TTCCs. Per complementar
aquests estudis, es va utilitzar la base de dades TCGA disponible publicament i es va trobar que
I'expressio de Snaill es veia incrementada en les biopsies de melanoma dels pacients amb mutacid

BRAF"*°*, en comparacié amb els BRAF WT (Figura 58a).
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A més, com ja s’ha comentat, la migracidé i la invasid cel-lular sén processos clau durant la
disseminacié metastatica; per tant, es va realitzar I'analisi immunohistoquimic de Snaill en bidpsies
de pacients, comparant mostres de melanoma metastatic i de melanoma primari, diferenciades a la

vegada pel seu estatus mutacional.

Els resultats mostren que la tincié nuclear de Snaill (forma activa) va ser significativament major en
les metastasis en comparacié amb les lesions primaries només en pacients amb mutacions

BRAF**°*X (Figura 58b). D'altra banda, es va observar una immunotincié nuclear d’Snaill més alta en

V600E/K

les metastasis BRAF , en comparacié amb els tumors metastatics BRAF WT. Aquests resultats

indiquen un paper important de Snaill durant la propagacié metastatica dels melanomes BRAF %%

en comparacio amb les biopsies que no presenten el gen BRAF mutat.
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Figura 58. Les metastasis dels melanomes BRAF presenten major expressio de Snaill en comparacio amb

VeOOE i BRAF WT utilitzant

els melanomes WT per BRAF. (a) Expressio d’SNAI1 en mostres de melanoma BRAF
dades d'expressio (mRNA) normalitzades de la base de dades TCGA. b) Imatges grafiques i representatives
(ampliacions 10x i 40x) dels nivells nuclears de la immunotincié de Snaill en biopsies amb mutacio BRAF. Per

avaluar-ho es van definir 4 nivells (0-3). L'analisi estadistic es va realitzar mitjancant (a) la prova de Mann
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Whitney i (b) two-way ANOVA seguit del test de comparacions multiples Bonferroni (* p <0,05; ** p <0,01; ***

p <0,001; n.s, no significatiu).

Com a resum, en aquest primer treball vam confirmar que les cél-lules de melanoma expressaven

nivells elevats de TTCCs, dels quals les isoformes Cav.3.1 i Cav.3.3 eren més intensament

V600E

expressades en les linies BRAF gue en les portadores de mutacid de NRAS. Malgrat que tant els

bloquejants dels TTCCs com la Cloroquina inhibien de forma efectiva I'autofagia en totes les linies

Ve00F 5 questa inhibicié de I'autofagia produia una disminucié de la seva

cel-lulars, tan sols en les BRAF
capacitat de migracid i invasid. El mateix efecte es va aconseguir per silenciament génic dels TTCCs o
de molécules implicades en el procés autofagic (ATG5). L'estudi de biopsies de melanoma va

V600E/K

confirmar aquest Iligam entre la preséncia de mutacié BRAF i la immunoexpressio de

I'isoforma Cav3.1i de LC3.

E . ,
Veoo expressaven nivells més

Per altra banda, vam demostrar que les cél-lules de melanoma BRAF
alts de Snaill que les NRAS, i aquests nivells disminuien a l'inhibir I'autofagia per diversos
mecanismes (bloquejants dels TTCCs o la Cloroquina). A més, el silenciament génic de Snaill produia
una disminucié de la capacitat de migracié i invasié de les cél-lules BRAF'*°* i |a seva sobreexpressid
en cel-lules NRAS un augment de l'autofagia basal. En aquestes cél-lules NRAS modificades
geneticament, es produia una disminucié de les capacitats de migracidé i invasié al bloquejar
I'autofagia. En biopsies de melanoma huma es va confirmar que en conjunt els melanomes BRAF
expressen majors nivells de Snaill que els melanomes NRAS i, en concret, que les metastasis
BRAF'* presenten una incrementada expressié de Snaill que les WT per BRAF i que els propis

tumors primaris BRAFVEO0F/K
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HIPOTESIS

1. HIPOTESI

Hipotesi 1:

La present tesi estudia la modulacid de l'autofagia com a nova estrategia terapeutica en el
melanoma, i concretament en I'aparicié de resisténcies a la terapia amb inhibidors de BRAF'*%%,
Hem descrit I'existéncia d'un patré diferencial i progressiu dels canals de calci de tipus T (TTCCs) des
dels melanocits normals, els nevus benignes, les lesions amb atipia histologica i el melanoma.
Agquests resultats donen suport a la possible utilitzacié dels inhibidors dels TTCCs, com a potencials
farmacs contra dianes terapeutiques a emprar durant la progressid tumoral i 'adquisicid d’un
fenotip de resistencia en el melanoma. Per tot, I'expressié dels TTCCs és possible que també

presenti un patrd d'expressio diferencial que pugui relacionar-se amb I'adquisicié de resistencies

aparegudes sota tractament.

Atés que, segons els nostres resultats, els inhibidors dels TTCCs indueixen la mort cel-lular i
redueixen la migracié/invasido en el melanoma mitjancant el bloqueig del flux autofagic, i que

existeix una relacié entre la seva expressio i el perfil genetic i mutacional, les nostres hipotesis sén:

1. Els canals de calci de tipus T podrien estar implicats en els processos de migracid i invasié en

les linies cel-lulars de melanoma resistents a Vemurafenib a causa del flux autofagic.

V600E

2. La resisténcia adquirida durant la terapia amb inhibidors de BRAF podria determinar

I’eficacia dels inhibidors dels TTCCs.

3. Els nivells dels TTCCs es correlacionen amb els nivells d'expressié de proteines implicades en

els processos de migracid i invasio.
Hipotesi 2:

Esta ampliament descrit que el desenvolupament de resisténcies en el melanoma sota el tractament
amb inhibidors de BRAF'®°F &s altament freqlent i que s’indueixen canvis en el microambient
tumoral. La caracteritzacid del secretoma de les linies cel-lulars resistents respecte a la linia
parental, podria proporcionar informacié per identificar nous biomarcadors i/o dianes terapéutiques

gue permetin abordar la progressié del melanoma i I'aparicié de resistencies.
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OBJECTIUS

V600E rasistents a

Objectiu 1. Creacio i caracteritzacio de linies cel-lulars de melanoma huma BRAF
Vemurafenib. Analisi de I'efecte dels inhibidors (Mibefradil) dels TTCCs sobre I'autofagia i la

mort cel-lular aixi com sobre els processos de migracioé i invasid.

1.1 Analitzar I'expressié dels TTCCs i I'autofagia basal de les linies cel-lulars de melanoma
resistents a Vemurafenib i de les biopsies aparellades de melanoma abans i després del

tractament amb inhibidors de BRAF.

1.2 Analitzar els processos de mort cel-lular i migracid/invasiéo de les linies cel-lulars de
melanoma resistents a Vemurafenib després del tractament amb un inhibidor dels TTCCs

(Mibefradil) en monoterapia o en combinacié amb Vemurafenib.

1.3 Analisi de l'efecte del Mibefradil sobre el creixement tumoral (xenografts in vivo) de

cel-lules de melanoma sensibles i resistents a Vemurafenib en ratolins SCID.

Objectiu 2. Estudi del secretoma de les linies cel-lulars de melanoma metastatic BRAF'*%*

resistents a Vemurafenib.

2.1 Analisi mitjancant citoarray de les citoquines secretades per les linies cel-lulars de

V600E

melanoma BRAF sensibles i resistents a Vemurafenib.

2.2 Estudi dels processos de migracid/invasio i viabilitat cel-lular de cél-lules sensibles de
melanoma sota I’'exposicié de medis condicionats de linies resistents a Vemurafenib: citoquines

implicades en I'adquisicié d’un fenotip de resistencia.
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1. TECNIQUES DE BIOLOGIA CEL-LULAR:

1.1. Cultius Cel-lulars

1.1.1. Cultiu de les linies cel-lulars de melanoma

En aquest treball hem utilitzat diferents linies cel-lulars de melanoma huma d’origen cutani, les

guals s’han distribuit per una banda, en dos grups segons la preséncia de la mutacié V600E en el gen

de BRAF o NRAS préeviament seqiienciades per PCR (Taula 4). Per una altra banda, les linies cel-lulars

les hem diferenciat segons linies BRAF

VOO0 sensibles al farmac Vemurafenib (PLX4032) aparellades

amb la seva resistent corresponent al tractament (Taula 5). En les taules seglients es detalla cada

una de les linies cel-lulars utilitzades, amb la mutacié que presenta aixi com la seva procedéncia.

BRAF  NRAS Procedeéncia

m3 V600E WT Departament d'immunologia de I'Hospital Clinic de Barcelona, Espanya
M238 V600E WT A. Fabra, IDIBELL, Barcelona, Espanya
M249 V600E WT A. Fabra, IDIBELL, Barcelona, Espanya
A375M V600E WT A.Yeramian, IRB Lleida, Lleida, Espanya

M36 V600E WT Departament d'immunologia de I'Hospital Clinic de Barcelona, Espanya

TPR pS467L  Q61H Departament d'immunologia de I'Hospital Clinic de Barcelona, Espanya
WM-1366 WT Q61H A. Fabra, IDIBELL, Barcelona, Espanya
Skmel-147 WT Q61H A. Fabra, IDIBELL, Barcelona, Espanya
Skmel-173 WT Q61H A. Fabra, IDIBELL, Barcelona, Espanya
UACC257 WT Q61H A. Fabra, IDIBELL, Barcelona, Espanya

Taula 4. Linies cel-lulars de melanoma segons mutacié en BRAF

V600E 61H
o NRAS®*™,

BRAF/*®  BRAF'®** Procedéncia
Sensible Resistent
m3 M3R Laboratori Patologia Oncologica, IRB Lleida, Espanya
M238 M238R A. Fabra, IDIBELL, Barcelona, Espanya
M249 M249R A. Fabra, IDIBELL, Barcelona, Espanya
A375 A375R DS. Pepeer, VU University Medical Center, Amsterdam

SK-Mel-28

SK-Mel-28R  DS. Pepeer, VU University Medical Center, Amsterdam

Mel888

Mel888R DS. Pepeer, VU University Medical Center, Amsterdam

Taula 5. Linies cel-lulars de melanoma BRAF

V600E . . . .
sensibles i resistents a Vemurafenib.
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Les linies cel-lulars les cultivem amb medi DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium, ThermoFisher
Scientific®, GIBCO) que conté 4.5g/L de Glucosa i suplementat amb 10% de sérum fetal bovi
inactivat (FBSi), 20ug/ml de Penicil-lina/Estreptomicina (ThermoFisher Scientific®, GIBCO) i 0.1%
d’Amfotericina B (ThermoFisher Scientific®, GIBCO). Aquestes linies creixen en incubadors de CO,
(ThermoFisher Scientific®) a 372C amb atmosfera humida al 5% de CO,. En el cas de les linies
resistents al farmac Vemurafenib, el medi conté les mateixes condicions, perdo a més, s’hi afegeix

Vemurafenib 1uM.

Pel manteniment d’aquestes linies cel-lulars es renten les plaques de cel-lules amb tampé fosfat sali
(PBS) 1x, i es desenganxen les cél-lules amb tripsina-EDTA (ThermoFisher Scientific®, GIBCO) durant
3 minuts al incubador de 372C. Després s’inactiva la tripsina amb medi que conté 10% de sérum
FBSi, i tot seguit es recullen les cél-lules i es centrifuguen a 1000rpm durant 5 minuts. Un cop
centrifugades, les cél-lules es divideixen en un ratio de 1:2, 1:3 o 1:4, depenent del tipus cel-lular, i

es planten.

1.1.2. Generacid i cultiu de la linia cel-lular resistent al farmac Vemurafenib (PLX4032)

S’ha creat en el nostre laboratori una nova linia resistent al farmac PLX4032 (Vemurafenib, Vem),
amb la intencié d’establir un model de resisténcia a aquesta droga utilitzada des de 2011 per a

V6O0E 1 3 linia

tractar pacients en estadis avancats de melanoma positius per a la mutaci6 BRAF
cel-lular M3 BRAF'* parental ha estat sotmesa a una concentracié de 20uM de Vemurafenib
durant 3 dies i després a una concentracié de 5uM durant uns 6 mesos fins aconseguir clons
resistents. Després de la seva expansid, s’ha anat mantenint a una concentracié d’1uM de
Vemurafenib.

Més endavant, es van crear linies cel-lulars resistents a Vemurafenib amb les mateixes condicions a

partir de les linies estables parentals M3 amb sobreexpressio de PTEN i A375 amb shRNA de PTEN.

1.1.3. Cultiu de la linia cel-lular melanacits (HEMn-LP)

Els melanocits epidermics humans neonatals (HEMn-LP) es van adquirir de Cascade Biologics® i es
van cultivar amb medi 254 (ThermoFisher Scientific®, GIBCO) complementat amb 1% de HMGS-2
(Human Melanocyte Growth Supplement-2, ThermoFisher Scientific®, GIBCO), 20ug/ml de
Penicil-lina/Estreptomicina (ThermoFisher Scientific®,GIBCO) i 0.1 % d’Amfotericina B (ThermoFisher

Scientific®, GIBCO) a 372C i 5% de CO,.
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Pel manteniment d’aquestes linies cel-lulars es renten les plaques cel-lulars amb tampé fosfat sali
(PBS) 1x, i es desenganxen les cel-lules amb tripsina-EDTA (ThermoFisher Scientific®, GIBCO) durant
3 minuts al incubador de 372C a una dilucié 1:1 amb PBS, ja que en general sdn molt poc adherents.
Després s’inactiva la tripsina amb el medi 254 complementat i tot seguit es recullen les cél-lules i es
centrifuguen a 1000rpm durant 5 minuts. Un cop centrifugades, les cél-lules es divideixen en un

ratio no més de 1:2 o0 1:3, doncs és una linea cel-lular que creix molt lentament, i es planten.

1.1.4. Cultiu de la linia cel-lular HEK 293T

Les cél-lules HEK 293T, una linia cel-lular humana de ronyé embrionari, és un bon model per Ila
sobreexpressié de proteines intracel-lulars, extracel-lulars, secretades o de membrana. Es una
variant de la linia cel-lular humana del epiteli renal 293, transformada amb el gen E1A d’adenovirus,
que expressa I’antigen T de SV40. Es un linia cel-lular que creix molt rapid i es transfecta molt bé, per
aix0 I’hem utilitzat en aquest treball per a la produccié de virus. Creixen en medi DMEM
suplementat amb 10% FBSi, 1% d’aminoacids no essencials (NEAA, GIBCO), 1mM Piruvat Sodic
(GIBCO) i 20ug/ml de Penicil-lina/Estreptomicina (ThermoFisher Scientific®, GIBCO).

El manteniment d’aquesta linia cel-lular es realitza desenganxant les cel-lules de forma mecanica (no
és necessari I'Us de tripsina), després es centrifuguen les cel-lules a 1000rpm durant 3 minuts i es
divideixen les cel-lules 1:10 o 1:15, ja que el temps de duplicacid és molt rapid. Les cél-lules

s’incuben a 372C en un atmosfera controlada del 5% de CO2.

1.1.5. Descongelacid i congelacio

Descongelacio:

Les aliquotes de les linies cel-lulars sén guardades en nitrogen liquid per tal d’emmagatzemar-les
durant molt temps. Per descongelar-les d’'una manera adequada, s’extreuen els criotubs del
nitrogen liquid i directament es passen a un bany a 372C, ja que per una descongelacié optima és
necessari que aquesta sigui molt rapida. Una vegada descongelats els tubs, s’aboca el contingut a un
tub de 15mL que conté 5mL de medi DMEM complet i es centrifuga 5 minuts a 1000 rpm. S’elimina
el sobrenedant per eliminar el dimetil sulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich®) i es resuspen el pellet amb
1mL de medi DMEM complet. Es planta el mil-lilitre resuspés en una placa p100 amb medi DMEM

complet.
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Congelacio:

Per a una congelacié apropiada, les cel-lules s’han de congelar lentament, idealment, a un grau per
hora. En el nostres cas, disposem els criotubs en un tanc de congelacié a -802C que conté
isopropanol. Després de 24h les cel-lules sén transferides al nitrogen liquid on poden romandre
durant anys.

Per a realitzar la congelacié de les cel-lules en cultiu, el pellet de cada placa p100 és resuspées amb
100pL de DMSO i 900pL de serum FBSi. Es transfereix el contingut a un criotub i aquest al tanc de -
80°C.

1.2. Assajos de proliferacid in vitro i viabilitat cel-lular
1.2.1. Recompte cel-lular

Aquest assaig s’utilitza per fer un comptatge directe de la viabilitat cel-lular. Es planten 20.000
cel-lules en pous d’una placa M24 i es conta el nombre de cél-lules al llarg dels dies indicats. Es
renten les cél-lules amb PBS 1X, es tripsinitzen i es centrifuguen. El pellet es resuspén en 1000uL de
medi DMEM complet i s’agafen 10uL de la resuspensid afegint-la a un eppendorf amb 90uL de medi
(Dilucié 1:10). Aleshores s’agafen 10uL d’aquesta dilucié i es conten les cél-lules a la cambra de
Neubauer. Es van realitzar triplicats per cada temps i I'experiment es va repetir com a minim tres

vegades.

1.2.2. Recompte de proliferacié mitjangant ki67

El Ki-67 és una proteina nuclear que s’expressa en cel-lules proliferatives. Aixo significa que es troba
present en aquelles cél-lules que estan dividint-se. L’analisi d’aquest marcador es fa mitjancant
immunofluorescéncia (apartat de deteccio de proteines: immunocitoquimica). D’aquesta manera es
pot calcular el percentatge de cel-lules positives i negatives per ki67 respecte el nombre de cél-lules

totals (positives per Hoechst).
1.2.3. Assaig de viabilitat cel-lular: MTT

Aguest assaig es basa en la reduccié metabolica del Bromur de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-ilo) -2,5-
difeniltetrazol (MTT) realitzada per I'enzim mitocondrial succinat-deshidrogenasa en un compost

acolorit de color blau (Formaza), permetent mesurar el potencial de reduccié mitocondrial i per
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tant, determinar la funcionalitat mitocondrial de les cel-lules tractades (Patravale et al. 2012).
Aguest metode ha estat molt utilitzat per mesurar supervivéncia i proliferacié cel-lular. La quantitat

de cel-lules vives és proporcional a la quantitat de formaza produit.

Per tal de determinar doncs, la viabilitat cel-lular mitjancant aquest assaig, es planten
aproximadament 5000 cél-lules en plagues M96 i es tracten si es cau d’acord amb l'objectiu de
I’experiment. Transcorregut el temps, s’aspira el medi i s’hi afegeix el MTT a una dilucié 1:5 amb
medi DMEM complet. Es deixa la placa a I'incubador durant 30 minuts. Llavors, amb cura, es
descarta el sobrenedant i s’hi afegeixen 100uL de DMSO per tal de dissoldre els cristalls de formaza
produits per les cel-lules actives. La placa de cultiu M96 és llegida en un lector de plaques a una
longitud d’ona de 595nm. Els valors resultants sén presos com a mesura indirecta de massa cel-lular
viable. La resistencia de les cél-lules al tractament es representa com el percentatge de cél-lules

vives que han sobreviscut al tractament, en relacié amb la condicié control.
1.2.4. Recompte de mort apoptotica per tincié de Hoechst

L'analisi de la fragmentacid nuclear que ocorre en l'apoptosi s'evidencia mitjancant tincié de
Hoechst. El reactiu Hoechst 33258 o Bisbenzimida és un compost fluorescent que s’uneix al DNA i es
visualitza al microscopi optic de fluorescencia. Pot tenyir tant cel-lules vives com fixades, ja que la

seva estructura molecular pot travessar la membrana plasmatica de les cel-lules intactes.

Pel recompte de la mort apoptotica es planten les cél-lules i s’estabilitza el cultiu durant dos dies,
després es fixa amb PFA al 4% durant 15 minuts, es fan tres rentats amb PBS i es tenyeixen les
cél-lules amb 0,5ug/ml de colorant Hoechst durant 30 minuts a temperatura ambient. Per
comptabilitzar la mort apoptotica, es consideren positives aquelles cel-lules que presenten
condensacid de la cromatina nuclear o aquells nuclis que formen petits organuls anomenats nuclis

apoptotics.

1.2.5. Assaig d'exclusié amb Blau de Tripa

La prova d'exclusié amb el colorant Blau de Tripa s'utilitza per determinar la quantitat de cel-lules
viables presents en un cultiu cel-lular. Es basa en el principi que les cél-lules vives posseeixen

membranes cel-lulars intactes que exclouen certs tints, com el blau de tripa, mentre que les cél-lules
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mortes no ho fan (Strober 2015). En aquest assaig, les cél-lules es barregen amb el colorant i després

s'analitza visualment per determinar si les cél-lules incorporen o exclouen el colorant.

Les cel-lules es van plantar amb una densitat de 0,05 x 10° cél-lules/pou en plaques de 24 pous i es
van incubar amb diferents farmacs: 1uM de Vemurafenib (48h), 10uM de Mibefradil (24h) i el doble
tractament. A continuacid, s’hi afegeix la solucié de Blau de Tripa (Gibco) en una proporcio de 1:1
amb PBS 1X. Les cél-lules totals i les cél-lules mortes (tacades de color blau) es van comptar utilitzant
la cambra de Neubauer. Es va calcular el percentatge de cél-lules vives i ceél-lules mortes, seguint la

seglient férmula:

% cel-lules viables = [1.00 - (Nombre de cél-lules blaves + Nombre de cél-lules totals]] x 100

1.2.6. Assaig de cicle cel-lular

Amb I'objectiu de determinar el percentatge de cél-lules en cultiu que es troba a cada fase del cicle

cel-lular es realitza aquest tipus d’assaig mitjan¢ant citometria de flux.

En planten 1x10° cél-lules en cada pou d’una placa M6. Al dia segiient es realitzen els tractaments si
escau i a les 24h o 48h es procedeix a la seva recollida. Es resuspenen les cel-lules varies vegades
amb 500uL de PBS 1X per a que quedin ben individualitzades i amb I'ajuda del vortex es va afegint
1mL d’etanol fred al 70% gota a gota a cada pou/condicié per tal de fixar les ceél-lules. Després, es
deixen 2 hores a -202C i a continuacié es centrifuga i es decanta I’etanol. Es fan dos rentats amb PBS
1X i es resuspeén el pellet amb 500 pL de solucié de lodur de Propidi 0.02mg/mL + RNAsa DNAsa
free 50pg/mL (Sigma-Aldrich®en PBS 1X. Es deixen els tubs a 372C en agitacié durant 30 minuts i es
processa cada mostra al citometre BD FACSCanto™ valorant-se el contingut de DNA cel-lular per
incorporacié de lodur de propidi (emissid fluorescent entre 562-588nm), podent diferenciar les

ceél-lules apoptotiques (<2n), cél-lules en fase GO/G1 i cél-lules en proliferacio (fase S/G2-M, > 2n).

1.2.7. Assaig d’AnexinaV

L’anexina V és una proteina recombinant que s'uneix especificament a residus de fosfatidilserina, els
quals es troben exposats a la cara externa de la membrana plasmatica, que s’utilitza com a
biomarcador efectiu en cél-lules apoptotiques (Pozarowski et al. 2003). L'anexina V pot ser

combinada amb un marcador d'ADN que no sigui permeable a la membrana sempre i quan aquesta
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no es vegi compromesa, per tal de distingir cél-lules apoptotiques de necrotiques. S'ha evidenciat
gue la combinacié d’anexina V-FITC i el marcador cationic iodur de propidi (IP) pot garantir aquesta
diferenciacid, registrant cél-lules no apoptotiques i per tant viables (anexina V-FICT negatiu/IP
negatiu), cél-lules en apoptosi primerenca (anexina V-FICT positiu/IP negatiu) i cél-lules necrotiques

(anexina V-FICT positiu /IP positiu) (Mukhopadhyay et al. 2007).

Es planten 10° cél-lules/pou a plaques de cultiu M6. Després d’aplicar els tractaments adients, es
recullen tant el sobrenedant com les cél-lules adherides de cada condicié experimental. Es resuspen
cada mostra amb 100ul d’Annexina + V Binding Buffer 1X (BD D Falcon®) i s’hi afegeix 3ul
d’Annexina-V FITC (Immunotools®) i 2uL de lodur de Propidi (0,02 mg/ml; Sigma-Aldrich®). Es
conservaren les mostres durant 15 minuts a temperatura ambient i s’analitzen els resultats al
citometre BD FACSCanto™ utilitzant el software Win MDI 2.9. Les mostres sén analitzades a través

d’una quantificacid objectiva i rapida.

1.3. Assajos de migracid i invasio cel-lular
1.3.1. Assaig de migracid col-lectiva: Wound Healing

L'assaig de tancament de la "ferida" (Wound Healing) es basa en I'observacié del comportament
d'una monocapa de maxima confluéncia (100% de confluéncia) de cel-lules a la que préviament se li
ha realitzat una ratllada amb una punta groga de 200uL. A partir de llavors, s'aspira el medi i es
tracten les cél-lules amb la droga corresponent. Es capturaran tres imatges per pou a temps Oh i

després de 24h per calcular el percentatge de la ferida plena de cél-lules.

Figura 59. Representacio esquematica de I'assaig de migracio Wound healing. Modificat de Pljuan, J (Servei

de Citometria i Microscopia de I'IRB Lleida).

Pel que fa a les pellicules d’aquest assaig de cicatritzacid de la ferida mitjancant time-laps, es
registra el tancament de la ferida, prenent imatges cada 1 hora durant 24 hores utilitzant un

microscopi de contrast de fase i el programa Olympus IX-81 i FluoView 1000). Totes les imatges s'han
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analitzat utilitzant un connector de Fiji/Image) macro dissenyat per Panosa A i Pijuan J del Servei de
Citometria i Microscopia de I'IRB Lleida que calcula diversos parametres, com la velocitat a la qual

les cél-lules cobreixen la ferida i la seva velocitat curativa (um/h).

Processingimages (Our macro) _
A A — Data analysis

Figura 60. Representacio esquematica de I'andlisi de I'assaig de migraciéo Wound healing. Modificat de

Pljuan, J (Servei de Citometria i Microscopia de I'IRB Lleida).

1.3.2. Assaig de migracié aleatoria de Single Cell

Es un assaig per analitzar la migracié de cél-lules individualitzades i no de forma col-lectiva com en el
cas del wound healing.

Les cél-lules es planten a baixa densitat (6000 cél-lules/cm2) per tal de minimitzar la influéncia de les
interaccions cel-lulars. Es tracten les cél-lules i es realitza una captura d’imatge cada 20 minuts
durant les 20h-24h. D’aquesta manera, es va fent un seguiment de les cél-lules mitjangant un
complement del programa ImageJ avaluant la distancia acumulada (um) i la velocitat (um/h) de les

cel-lules individualitzades.

Data analysis

8

Processingimages
(Image J, plugins, macro. ) )

Accumulated distance (m)
-8 88888

Figura 61. Representacio esquematica de I’analisi de I'assaig de migracio Single cell. Modificat de Pljuan, J

(Servei de Citometria i Microscopia de I'IRB Lleida).
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1.3.3. Assaig d’invasié: Transwell

Amb el proposit d'avaluar la capacitat invasiva de les cél-lules hem utilitzat I'assaig d'invasié en un
sistema bicameral tipus Transwell (porus de 8 um, ThermoFisher Scientific®, Falcon). Hi ha diferents
maneres de portar a terme aquesta técnica:

1. Primer es tracten les cél-lules durant 24 hores amb el farmac corresponent. Després, les
cel-lules es tripsinitzen i es planten en un medi sense serum sobre el filtre pords del Transwell
préviament recobert d'una matriu extracel-lular reconstituida (Matrigel).

2. Primer es prepara el Transwell amb Matrigel i després es planten les cel-lules en la part
superior de la cambra amb medi sense serum. En la part de baix del Trasnwell, com a

guimioatreient, s’hi afegeixen els farmacs amb el medi corresponent.

Upper Transwell
chamber

Serumfree

chamber

Figura 62. Representacio esquematica de I'assaig d’invasio Transwell. Modificat de Pljuan, J (Servei de

Citometria i Microscopia de I'IRB Lleida).

Passades 24 hores o depenent de I'experiment, les cel-lules es fixen amb paraformaldehid 4% i es
tenyeixen amb Hoechst (5ug/ml). Finalment, les cél-lules s'observen sota un microscopi

epifluorescent (Leica), abans i després de l'intercanvi de cotd, i es realitza un comptatge (Image))

per tenir el percentatge de les cel-lules que han envait.

Data analysis

Percentatge of

migrated cells (%)

Figura 63. Representacioé esquematica de I’analisi de I’assaig d’invasioé Transwell. Modificat de Pljuan, J

(Servei de Citometria i Microscopia de I'IRB Lleida).
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1.4. Tractaments i drogues per als experiments in vitro

Proveidor N2 Cataleg Stock Diluent
Cloroquina Sigma-Aldrich® (6628 25mM DMSO
Rapamicina Sigma-Aldrich® R0395 2mM DMSO
Mibefradil Santa Cruz 2040832 10 mM DMSO
Biotechnology
Pimozide Santa Cruz 2062784 10 mM DMSO
Biotechnology
Vemurafenib Roche 10123741 10 mM DMSO
rhM-CSF Immunotools® 11343113 20ug/uL H,0
mAb M-CSF ThermoFisher 15583502 20ng/uL H,0
Scientific®
Puromicina Sigma-Aldrich® P7255 1mg/mL H,0
Blasticidina Sigma-Aldrich® 15205 1mg/mL H,0

Taula 6. Tractaments i drogues utilitzats en aquest treball.

1.5. Producci6 de lentivirus i infeccio

Els vectors lentivirals permeten la integraci6 de DNA plasmidic al genoma de les cel-lules que
infecten, i per tant presenten I'avantatge d’aconseguir una expressié mantinguda al llarg del temps i

gue aquesta es transmeti a la descendéncia.

1.5.1 Transfeccid i produccié de lentivirus en la linia cel-lular HEK293T

Les particules lentivirals varen ser produides gracies a la linia cel-lular HEK293T, mitjancant la

transfeccié amb Polietilenamina (PEI, Sigma-Aldrich®).

La majoria de les membranes cel-lulars tenen carrega neta negativa, sent molt dificil que les
molécules amb carrega negativa, com sén els acids nucleics, puguin travessar-les. La PEl és una
macromoléecula organica amb un alt potencial de carregues positives, doncs els lipids cationics que
conté condensen el DNA plasmidic, neutralitzant aixi les carregues negatives i protegint-lo de I'accid
de les DNAses. La transfeccio amb PEl és un métode economic, senzill i molt utilitzat per a la

incorporacié de material genétic en les linies cel-lulars de forma eficient, com les HEK293T.

128



Materials i metodes

Per a realitzar aquesta técnica de transfeccié es planten les HEK293T a una confluéncia del 25% en
una placa p100 amb medi DMEM sense antibiotic ni serum. Al dia seglient es transfecten les
cél-lules amb PEI utilitzant dues solucions. La primera conté 5uL de PEl 1X (10uM) per cada pg de
DNA en 4 volums de NaCl 150mM. La segona conté el DNA plasmidic, que es dilueix també en NaCl
150mM en el mateix volum que esta diluit el PEI. A continuacio, la solucié de PEIl s’afegeix sobre la
solucié que conté el DNA plasmidic i es vorteja durant 30-60 segons. La barreja es deixa reposar
durant 20 minuts a temperatura ambient, donant lloc a la formacié dels complexes PElI i DNA.
Passats aquests minuts, s’afegeix la mescla a la placa de cultiu gota a gota. A les 3 hores després de

la transfeccio es canvia el medi per medi DMEM complet.

Es transfecta un total de 40ug de DNA per placa p100, que corresponen als tres vectors plasmidics
necessaris en proporcio 3:2:1. El primer vector utilitzat és el vector lentiviral que conté la seqliéncia
de DNA a transferir a les cél-lules diana, el segon vector conté totes les proteines necessaries per
I’empaquetament del virus, en el nostre cas hem utilitzat el vector psPAX2, i el tercer vector conté

totes les seqiiencies que codifiquen per I’'embolcall del virus, on hem utilitzat el plasmidi pMD2G.

Les plaques transfectades es deixen incubant durant 2-3 dies més, perque les cel-lules HEK293T
tinguin temps de produir les particules viriques i les secretin al medi de cultiu. A continuacio, es
recullen els sobrenadants de les plaques, on s’hi troben les particules viriques, i centrifuguem durant
5 minuts a 2500rpm per precipitar restes cel-lulars, mentre que el sobrenadant es filtra amb filtres
de 0,45um. Finalment o bé s’apliquen directament a les cél-lules que es volen infectar, o bé es

conserven a -802C en aliquotes.

1.5.2 Transduccio de les linies cel-lulars mitjangant lentivirus

S’afegeixen les particules lentivirals a la placa de cultiu que volem infectar en una dilucié 1:4 amb el
medi habitual més Polibré (Hexadimethrine Bromide, Sigma-Aldrich®), polimer cationic que
augmenta I'eficiéencia de la infeccid, a una concentracié final de 1.75ug/mL, en la campana Bio2A.
Les linies cel-lulars es deixen en contacte amb el virus durant 24 hores i posteriorment reemplacem
el medi amb medi complet. En els casos dels shRNA de SNAI1, CAV3.1 i CAV3.2 el medi inclou també
I’antibiotic de seleccid, puromicina (3ug/ml). El virus de shATG5 conté un tag amb GFP i per tant les
cél-lules es poden veure verdes, cosa que ens facilita el fet de poder analitzar el percentatge

d’infeccié de les cel-lules. Pel que fa al experiment amb PTEN sobreexpressat s’hi va afegir
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Blasticidina (10pug/ml) per tal de seleccionar la poblacié que conté el plasmidi, abans de generar la
linia resistent. L'experiment es processa després de 4 a 6 dies depenent del tipus d’experiment

plantejat, o es manté com a linia cel-lular estable.

1.6. Transfeccié amb Lipofectamina del plasmidi ptf-LC3

La transfeccio és el procés pel qual s'introdueix DNA plasmidic exogen a l'interior de cél-lules
receptores. En aquest treball s’utilitza la Lipofectamina 2000 (LFT, Invitrogen™), una mescla de
liposomes amb carrega positiva que tenen la capacitat d'unir-se al DNA i traspassar les membranes

plasmatiques amb carregues negatives.

El tandem ptfLC3 és una construccié plasmidica (p-EGFP-C1+mRFP) cedida pel Dr. Tamotsu
Yoshimori de la Universitat de Tokio (Japd). Aquest plasmidi conté un promotor, el DNA codificant
de la proteina LC3 i dues proteines fluorescents pEGFP-LC3 (que atorga fluorescéncia verda) i mRFP-

LC3 (fluorescencia vermella).

Les cel-lules es planten en pous de M24 a una confluéncia del 70% amb el seu medi habitual (Medi
DMEM complet) un dia abans de ser transfectades. L'endema es canvia el medi per 100uL de medi
OptiMEM (Invitrogen™) per pou i es procedeix a fer la barreja de la transfeccié. Per una banda, es
prepara la mix de DNA (1pg DNA/50uL Medi OptiMEM) i per una altra la mescla de la lipofectamina
(1,5ug LFT2000/50uL Medi OptiMEM). Les dues mescles s’incuben en un inici 5 minuts per separat i
tot seguit s’afegeix la mix de DNA sobre la mescla de lipofectamina i s’incuba durant 15-20 minuts a
temperatura ambient per a que es formin els complexes dels acids nucleics amb la LFT. A
continuacié, 100uL de la barreja total sén afegits gota a gota a cada pou. Després de 4 hores, el
medi es reemplaca per medi DMEM complet i s’incuben les cel-lules a 372C durant 24 hores.
Transcorregut el temps, es realitzen les imatges pertinents al microscopi de fluorescencia per

I"avaluacié del flux autofagic a partir de la colocalitzacié de pEGFP-LC3 i mRFP-LC3.
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2. TECNIQUES DE BIOQUIMICA | BIOLOGIA MOLECULAR:

2.1. Construccions plasmidiques

En enginyeria genética, un vector és una moléecula de DNA portadora d’una seqiiencia de DNA
d’interés que és capac¢ d’inserir-se en una cél-lula, dins la qual es mantindra i es replicara. Els
plasmidis que son fragments de DNA circular extracromosomic i es produeixen de forma natural en
bacteris, s’utilitzen com a vectors ja que es repliquen de forma autonoma i es poden trobar

multiples copies del plasmidi en una mateixa cél-lula.

2.1.1. Vectors de sobreexpressio

Per a generar vectors de sobreexpressid, i com en qualsevol clonatge, primer de tot hem de digerir
el vector lentiviral, en el nostre cas el vector FCIV, i el plasmidi que conté el gen que volem clonar,
amb I'’enzim Bam HI del multiclonning site. Un cop digerit el vector i I'insert, aquests es carreguen en
un gel d’agarosa amb la finalitat de netejar de sals i dels enzims de restriccié i/o dels fragments de
DNA que no interessen. Per dur a terme aquest procés s’utilitzen kits comercials (DNA de Macherey-
Nagel®) de purificaci6 de DNA a partir de gels d’agarosa. En aquest punt tindrem en el vector
extrems compatibles amb els extrems del fragment o insert de DNA que conté la seqliencia del gen

gue volem clonar.

Abans de dur a terme la reaccié de Lligacid, s’ha de defosforilar el vector tallat, per tal que es relligui
amb exit amb I'insert. Un cop tenim l'insert i els vectors preparats, es fa la reaccié de lligacid, que es
realitza en una proporcid 1:5 de vector respecte a l'insert, utilitzant I'enzim T4 Lligasa (Roche), i es
transforma amb la soca bacteriana E. Coli Stbl3, que sén bacteris competents que incorporen el
vector clonat gracies a un protocol de xoc termic. Un cop transformada la lligacio, els bacteris es
planten amb plaques d’agar que contenen I'antibiotic especific del vector subclonat, en el nostre cas

Ampicil-lina, i es deixen O/N (overnight) a una estufa a 372C.

Per ultim, es preparen cultius bacterians de les colonies crescudes al agar i s’extreu el DNA
mitjancant uns kits comercials de purificacié del DNA de Macherey-Nagel®. El DNA obtingut es
digereix amb uns enzims de restriccio especifics (Pvull i Smal) que tallin tant a I'insert com al vector

per tal de fer un analisi direccional de les colonies crescudes. Finalment i gracies a I'analisi de
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restriccio podem escollir quines colonies han internalitzat el vector amb I'insert i descartar aquelles
gue han internalitzat el vector buit o han incorporat I'insert en la direccié erronia. Finalment es va
sequenciar el plasmidi obtingut, per tal de corroborar la incorporacié del gen al vector FCIV i la

presencia de la mutacié desitjada.

Aixi doncs, utilitzant aquesta técnica hem obtingut la seqliencia del gen NRASQ61. En la Taula 7 es

mostren les construccions plasmidiques de sobreexpressié utilitzades en aquest treball.

Vector Referéncia, Proveidor
PLX304-GFP SNAI1 Pepeer DS (Amsterdam)
PLX304-GFP Empty Pepeer DS (Amsterdam)

FCIV-GFP NRASQ61 Macia A (IRB Lleida, Lleida, Espanya)
FCIV-GFP PTEN Dolcet X (IRB Lleida, Lleida, Espanya)
FCIV-GFP Empty Dolcet X (IRB Lleida, Lleida, Espanya)

Taula 7. Construccions plasmidiques de sobreexpressié utilitzades en aquest treball.

2.1.2. Silenciament génic mitjangant shRNA

El silenciament génic mitjancant la interferéncia de RNA dels shRNA (small hairpin RNA) indueix la
degradacio d’un RNA missatger concret. S6n fragments de RNA entre 20-25 nucleotids, derivats de
la fragmentacio lineal de la doble cadena que s’uneixen a les seqliencies de RNA homologues induint

la seva degradacio.

En aquest treball s’ha utilitzat com a vector per a I'expressio dels shRNA el lentivirus. A diferencia de
la transfeccié, amb un vector viral és possible assolir eficiencies del 100%, és a dir, infectar totes les

cel-lules. En el cas de la transfeccio I'eficiencia sol ser del 60-70%.

A la taula 8 s’indiquen els shRNA que s’han emprat en aquest treball pel silenciament genic:

PkLopuro Scrambled MFCDO07785395, Sigma-Aldrich® 5" CAACAAGATGAAGAGCACCAA 3’
PkLopuro CACNA1G(CAV 3.1) TRCN0000044239, Sigma-Aldrich® 5" CGCCCTAGAAATCAGCAACAT 3’
PkLopuro  CACNA1G(CAV 3.2) TRCN0O000044209, Sigma-Aldrich® 5" GCACTGAAGCTGGTAGCATTT 3’

PkLopuro SNAI1 TRCN0000063818, Sigma-Aldrich® 5" CCACTCAGATGTCAAGAAGTA 3’
FSV-GFP ATG5 Yeramin A (IRB Lleida, Lleida, Espanya) 5’ CCTTTCATTCAGAAGCTGTTT 3’

FSV-GFP Control Dolcet X (IRB Lleida, Lleida, Espanya) 5" GCAGTATAGAGCGTGCAGATA 3’
FSV-GFP PTEN Dolcet X (IRB Lleida, Lleida, Espanya) 5" ATATAGGTCAAGTCTAAGTCG 3’

Taula 8. shRNA utilitzats en aquest treball. Es mostren els shRNA utilitzats i el plasmidi on es troben.
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2.2. Analisi de I’expressié génica
2.2.1. Extraccié de RNA

L'extraccié del RNA a partir de cultius cel-lulars es realitza mitjancant el kit comercial SurePrep™
TrueTotal™ RNA Purification Kit (ThermoFisher Scientific®) acoblat a la digesti6 amb DNAsa |, que
elimina tot el DNA genomic contaminant que pugui restar en la mostra i que pot donar una senyal
falsa durant la RT-PCR. El buffer d’extraccié de RNA (Per cada 350uL de lysis buffer s’hi afegeixen
3,5uL de B-mercaptoetanol) s’aplica directament a les cél-lules i els extractes de RNA es guarden a -

802C. Un cop extret el RNA se’n quantifica la concentracié obtinguda amb el NanoDrop ® ND-1000.

2.2.2. Sintesi de cDNA

L'ADN complementari (cADN) és un ADN sintetitzat a partir d'una sola cadena de RNA (RNA
missatger (mRNA)) en una reaccid catalitzada per I'enzim transcriptasa inversa. Per a la sintesi de
cDNA s’utilitza el maxim de pug de RNA de la mostra i es realitza el protocol descrit pel kit Tagman®
(Applied Biosystems). Les condicions de la reaccié de retrotranscripcid sén: 2 minuts a 902C (només
el RNA), 10 minuts a 252C, 60 minuts a 422C i 5 minuts 952C. Un cop sintetitzat, el cDNA es pot
guardar a -209C fins al moment del seu Us, o es pot emprar directament per a continuar amb la

tecnica de la PCR quantitativa a temps real (RT-qPCR).

2.2.3. PCR en Temps Real: RT-qPCR

La técnica de PCR en temps real utilitza una sonda especifica per a cada gen a analitzar. Aquesta
sonda esta marcada amb un fluorocrom que el termociclador CFX96™ (BioRad) llegeix i quantifica.
El programa que utilitzem comenca per 10 minuts a 952C i després, consta de 50 cicles a 95°C durant
15 segons i 1 minut a 602C. Les sondes que es detallen a la Taula X van ser adquirides a Applied
Biosystems. El gen de la GADPH ha estat utilitzat com a control d’expressid de les mostres

analitzades.

133



Materials i métodes

Gen Especie Referéncia
CACNA1H, Cav3.1 Human Hs00234934_m1
CACNAI1G, Cav3.2 Human Hs00367969_m1

CACNAI, Cav3.3 Human Hs01096207_m1
SNAI1, Snaill Human Hs00195591_m1
CSF1 o M-CSF Human Hs00174164_m1

CSF1-R Human Hs00911250_m1
GAPDH Human Hs99999905_m1

Taula 9: Sondes emprades per a I'analisi per RT-qPCR obtingudes a Applied Biosystems.

Un cop finalitzat el protocol de PCR, els resultats ens mostren a quin cicles de PCR comenca el
creixement exponencial de sintesi de la mostra analitzada, és a dir la Ct (Cycle Threshold). Per tant,
com més petita sigui la Ct d’'un gen analitzat més quantitat de mRNA s’ha amplificat i per tant, més
nivells d’expressié d’aquest gen hi ha a la mostra.

La quantitat relativa de mRNA de cada gen es calcula de la seglient manera:
ACt = Ct del gen diana - Ct del gen GAPDH
A(ACt) = ACt condicid experimental - ACt control

A partir d’aquests calculs, el nivell relatiu de mRNA de la condicié experimental respecte al control
és 27°8% Amb aquests valors es calcula la mitjana de cada mostra (es realitzen triplicats) i I'error

estandard.

En tots els experiments realitzats, s’inclou també, per a cada sonda, un control negatiu amb aigua i
un control negatiu de la retrotranscripcié RT, per descartar la presencia de DNA genomic

contaminant.
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2.2.4. Analisi del transcriptoma mitjangant Microarray d’expressio (RNA)

Un microarray és una eina que s'utilitza per detectar I'expressid de milers de gens al mateix temps.
S'empren per fer estudis d'expressié global, i comparar sobre un suport solid I'expressié diferencial
en dues mostres diferents, una control respecte a una tractada o dos tractaments diferents (Tarca et

al. 2006).

Per al marcatge fluorescent de les mostres de RNA, fem servir el métode indirecte. Aquest metode
requereix un pas de sintesi de cDNA a partir del RNA total o mRNA, en el qual s'incorpora una
proporcié d'un dels nucleotids modificat quimicament amb un grup aminoacil. En una segona etapa,
es produeix una reaccié quimica en la qual el fluorofor es conjuga amb el grup aminoacil del cDNA.
Després de la hibridacid, el xip es renta diverses vegades per eliminar qualsevol cADN que no s'ha
unit a un oligo en el xip. Llavors es procedeix a I’analisi de les dades. El xip s'escaneja amb un laser
gue excita els marcadors fluorescents. La informacid de la fluorescéncia en cada punt es recull i es
processa mitjangant un programa especialitzat que crea una imatge en color de la micromatriu. La

imatge s'analitza utilitzant un programa que interpreta la fluorescencia de cada punt.

L'analisi de l'expressid global es va realitzar mitjangant el Kit Microarray SurePrint G3 Gene
Expression v3 8x60K Microaaray kit (G4851C, Agilent). El microarray conté sondes Uniques de més
de 60.000 gens humans i transcrits, totes amb anotacions publicades per OMIM (base de dades de:
RefSeq, Goldenpath, Ensembl, Unigene Human Genome i GenBank). En general, 50 ng d'ARN es van
carregar amb el kit Low input Quickamp Labeling kit (Agilent). En totes les mostres es van afegir 10
sondes amb controls comercials per estandarditzar els resultats (RNA Spike-in kit, Agilent). Les
matrius es van escanejar utilitzant I'ADN Microarray Scanner G2565CA (Agilent). Finalment, el
programa Feature Extraction (FES, Agilent) es va utilitzar tant per a realitzar el procés de control de

gualitat com per extreure la informacio.

En aquest treball hem realitzat gracies a la col-laboracié amb el Departament de Dermatologia

(Unitat Melanoma) de I’'Hospital Clinic de Barcelona i IDIBAPS microarrays d’expressio génica per a

V600E

comprar les linies de melanoma BRAF , les linies amb NRAS mutat i les linies resistents a

Vemurafenib, descrites totes elles anteriorment.
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2.3. Immunodeteccid de proteines
2.3.1. Obtencid d’extractes proteics

Després de cada tractament, les cél-lules es renten tres vegades amb tampod fosfat (PBS 1X) fred,
abans de processar la mostra. L'extraccié de proteina es realitza mitjangant un buffer de lisis
desnaturalitzant (Tris 62,5 mM ph 6.8 i 2%SDS) i després es conserva el lisat a -202C. Es important
gue aquest procés es realitzi de forma rapida i eficient per evitar degradacions i per a qué I'extraccié

representi I'estat fisiologic de les proteines.

2.3.2. Quantificacio de proteines total pel Métode Lowry

La valoracié quantitativa de les proteines es realitza mitjangant el Métode de Lowry . Es un métode
colorimétric en el qual s’afegeix a la mostra un reactiu que forma un complex de Cu®* acolorit amb
les proteines, sent la intensitat de color proporcional a la concentracié de proteines, segons la llei de

Lambert-Beer A = e.l.c.

Per determinar la concentracié de proteines de la mostra problema es construeix una corba patré o
de calibratge a partir d'una solucid patré (BSA) coneguda. S’afegeixen 3uL de mostra per duplicat en
una placa M96 i s’hi apliquen 25puL dels reactius A i S (proporcié 50:1) de la casa comercial BioRad. A
continuacid, s’afegeix 200uL del substrat flurogénic (reactiu B) i es deixa reposar durant 15 minuts
protegit de la llum. Seguidament, es llegeix la placa a una absorbancia de 595 nm. Els valors
d’absorbancia obtinguts per a les mostres s’extrapolen als de la recta patrd, determinant aixi, la

concentracié proteica de cadascuna de les mostres.

2.3.3. Western Blot

2.3.3.1. Electroforesi en gel de SDS-Poliacrilamida (SDS-PAGE)

Un cop tenim els extractes proteics quantificats, les mostres es resolen mitjancant electroforesi amb
gels de poli-acrilamida amb SDS. Aquests gels s’utilitzen per a separar barreges proteiques

complexes segons el seu pes molecular.

Els gels es preparen a partir de la solucié ACRYL/BIS ™(BioRad), que conté un 39% d‘acrilamida amb

un 1% de bis-acrilamida. La reaccié de polimeritzacié es realitza amb 0,1% de TEMED (Sigma-
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Aldrich®) com a iniciador de la reaccié i amb persulfat d’amoni (Sigma-Aldrich®) al 0,05% com a

catalitzador.

En aquest treball, s’Than emprat gels discontinus, formats basicament per dos parts amb
percentatges d’acrilamida diferents. En la part superior o gel apilador es carreguen les mostres, i
serveix per concentrar el front de proteines de manera que totes entrin a la vegada al gel separador.
Es troba constituit per un percentatge baix d’acrilamida (5%) que es prepara amb tampd 125uM
Tris-HCl a pH 6,8. Per I’altra banda, el gel separador, en la part inferior, és on realment es separen
les proteines segons el seu pes molecular. Es prepara amb tampd 375uM Tris-HCl a pH 8,8, i el seu
percentatge d‘acrilamida depén del pes molecular de les proteines que es volen detectar, oscil-lant

entreel 6iel 15%.

Una vegada han polimeritzat els gels es preparen les mostres previament quantificades afegint
tampod de carrega 5x (10% de SDS, 50% de glicerol, 720 nM B-mercaptoetanol, 250 mM Tris pH 6,8 i
blau de bromofenol) i es carreguen al gel. L’electroforesi es deixa migrar a voltatge constant (125 V)
amb un tampd de migracid que conté 25mM Tris, 1,44% glicina i 0,1% SDS en el sistema
MiniProtean® de BioRad. En un dels carrils es carrega un marcador de pes molecular pretrenyit
(Page Ruler, ThermoFisher Scientific®), utilitzant-lo com a referéncia per a poder interpretar cada

una de les bandes proteiques que detectem.

2.3.3.2. Transferéncia de proteines

Després de la separacié de les proteines en el gel, es transfereixen a una membrana de PDVF
(Immobilon-P, Millipore®). EI metode emprat per la transferencia és de nou el sistema MiniProtean®
de BioRad, on es forma un sandvitx amb el gel, la membrana, dos papers Watman i dues
espongetes. El sandvitx es col-loca en una solucié de transferencia (25 mM Tris 25 i 192 mM glicina a
pH=8,3) amb un bloc de gel que evita els sobreescalfaments, i es deixen transferir les proteines del

gel ala membrana durant 1 hora a un voltatge constant de 70V.

En acabar la transferéncia i per tal d’evitar possibles unions inespecifiques, la membrana es
bloqueja amb llet en pols descremada al 5% en tampd TBS-T (20 mM Tris a pH 7,4; 150 mM NaCl i

0,1% de Tween 20) durant una hora a temperatura ambient.

137



Materials i métodes

2.3.3.3. Immunodeteccié de proteines

Una vegada bloquejada la membrana, es fan tres rentats de 15 minuts amb TBS-T i s’incuba la
membrana amb I’anticos primari d’interés. Els anticossos i les dilucions emprades en aquest treball
es detallen a la taula 10. La dilucié de I'anticos primari es prepara en una solucié de TBS-T amb 3%
de BSA i 0,02% d’Azida sodica, que evita contaminacions bacterianes i permet reutilitzar I’anticos.
Generalment, la incubacié s’acostuma a realitzar durant tota la nit a 42C, encara que en alguns casos

i en funcié de I'anticos, es pot dur a terme durant 1 hora a temperatura ambient.

Cav3.1 AntibodyBCN IHC 1:100
Cav 3.2 AntibodyBCN IHC 1:100
p62/SQSTM1 #NBP1-48320, Novus Biologicals WB 1:1000
LC31/1l #NB100-2331, Novus Biologicals WB,IHC 1:5000
LC3B #2775, Cell Signaling technology ICQ 1:1000
Atg5 A0731-100UL, Sigma-Aldrich® WB 1:2000
Snaill #3879, Cell Signaling technology WB, ICQ 1:1000

Snaill #17732, Abcam IHC 1:100
p-AKT #4058, Cell Signaling technology WwB 1:1000
p-ERK #4370, Cell Signaling technology WwB 1:1000
Ki67 # Sc-15402, Santa Cruz Biotechnology ICQ 1:1000
PTEN #9188, Cell Signaling technology WB, IHC 1:1000
B-actin a5441, Sigma-Aldrich® WB 1:10000
GAPDH #8245 , Abcam wB 1:10000

Taula 10. Anticossos primaris utilitzats en aquest treball. IHC: immunohistoquimica; WB: Western Blot; ICQ:

Immunocitoquimica.

Tot seguit, es recupera I'anticos primari i la membrana es renta 3 vegades (3 x 10 minuts) amb TBS-
T. A continuacid, s’incuba amb I’anticos secundari en solucié de bloqueig durant 1h a temperatura
ambient. Finalment, la membrana es renta 3 vegades (3 x 10 minuts) amb TBS-T 1X. L’anticos
secundari esta conjugat a una peroxidasa (HRP), que permet la deteccié de la senyal. Per detectar-la
utilitzem un reactiu comercial Luminata™ Forte Western HRP Substrate (Millipore®) que associa la
catalisi de l'aigua oxigenada a l'oxidacid del luminol, donant lloc a un increment de la
guimioluminescéncia. Finalment, la membrana es visualitza amb el sistema de documentacié
ChemiDoc™ MP Imaging System (BioRad) i s’analitza amb el programa informatic associat, Image

Lab.
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Conill-IgG HRP A0545, Sigma-Aldrich® WB 1:10000

Cabra-IgG HRP A5420, Sigma-Aldrich® WB 1:10000
Mouse IgG Alexa Fluor 594 A11005, Molecular Probes IcCQ 1:600
Mouse IgG Alexa Fluor 488 A11029, Molecular Probes IcCQ 1:600
Rabbit 1gG Alexa Fluor 588 A11034, Molecular Probes IcCQ 1:600

Taula 11. Anticossos secundaris utilitzats en aquest treball. WB: Western Blot; ICQ: Immunocitoquimica.

2.3.4. Immunocitoquimica (1CQ)

La técnica d'immunofluorescéncia (ICQ) I’hem realitzat en cel-lules de cultiu fixades. En primer lloc,
es fan tres rentats amb PBS 1X i en el cas del KI-67 s’incuba amb metanol 100% fred durant 10

minuts, per tal de millorar la deteccid nuclear.

Abans d’aplicar I'anticos primari, cal incubar les cél-lules amb solucié de bloqueig, que conté PBS 1X
amb 5% de Horse Serum (HS, ThermoFisher Scientific®), 0,2% Glicina (ThermoFisher Scientific®,) i
0,1% de Tritd X-100 (Merck Millipore®) durant 1 hora a temperatura ambient. Durant el procés de
bloqueig es donen dos processos, per una banda el Trité provoca la permeabilitzacié de les
membranes de les cel-lules, fet que permetra I'accés dels anticossos i la unid als seus antigens

especifics; i per I'altra, gracies al serum de cavall (HS) es bloquegen els llocs d’unié inespecifics.

A continuacid s’incuba amb I’anticos primari (Taula 10) diluit en la mateixa solucié de bloqueig
durant tota la nit (ON) a 49C. Després de tres rentats amb PBS 1X s’incuba amb I’anticos secundari
unit al fluorocrom (Taula 11) en una dilucié 1:600 en la solucié de bloqueig i per tal de marcar els
nuclis s’inclou a la mescla el colorant Hoechst 33258 a una dilucié 1:400 durant 40 minuts a
temperatura ambient en obscuritat. En acabar es fan tres rentats de 10 minuts amb PBS 1X i ja es
poden observar i analitzar les mostres al microscopi optic invertit d’epifluorescéncia Olympus IX70
(10x 0,3 NA i 20x, 0,4 NA) i equipat amb camera (Olympus OM-4 Ti). Les imatges es van prendre

utilitzant el programa DPM manager.
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2.3.5. Analisi del secretoma mitjancant Array de citoquines

Les citoquines, son proteines de senyalitzacid cel-lular secretades les quals tenen un paper
important en la inflamacid, la immunitat innata, I'apoptosi, I'angiogénesi, el creixement cel-lulari la
diferenciacié. Estan involucrades en la majoria de malalties, inclos el cancer. La regulacié dels

processos cel-lulars per les citoquines és un procés complex i dinamic (Keren et al. 2009).

En aquest treball hem utilitzat Human Cytokine Antibody Array G-Series 3 (AAH-CYT-G3-4) (bioNova,
RayBio®) per a la deteccié simultania de multiples citoquines (42) en el sobrenadant de diferents
linies cel-lulars de melanoma amb mutacié BRAF'®* sensibles (M3, SK-Mel-28, M238, A375) i
resistents (M3R, SK-Mel-28R, M238R, A375R) al farmac Vemurafenib amb I'objectiu de detectar

possibles biomarcadors i/o dianes terapéutiques.
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Figura 64. Protocol esquematitzat del citoarray.

Per comencar, col-loquem el xip de vidre que conté les citoquines a detectar en la campana de flux
laminar per assecar-lo durant 1-2h. Transcorregut aquest temps, afegim 100ul de Blocking Buffer 1X
a cada pou i ho deixem incubar a temperatura ambient durant 30 minuts per tal de bloquejar les
diapositives. Llavors, decantem el Blocking Buffer 1X i aspirem el liquid restant de cada pou. Tot
seguit, s’hi afegeixen 100ul de les mostres problema (En aquest cas, volem analitzar les citoquines

secretades presents en el medi de cultiu i per tant no cal concentrar el sobrenadant). Es cobreix la
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cambra que hi conté el xip de vidre i el sobrenadant problema amb fil adhesiu i s’incuba durant tota

la nit (ON) a 42C.

A continuacid, es fan 3 rentats de 2 minuts amb 150ul Wash Buffer | 1X i després, es decanta la
solucid de rentat final. Llavors, es submergeix tot el xip amb Wash Buffer | 1X durant 10 minuts més.

Aquests mateixos rentats es realitzen una altra vegada, pero aquest cop amb Wash Buffer Il 1X.

Una vegada acabats els rentats, s’incuba amb anticos primari (70ul de Biotin-conjugated Anti-
Cytokines) durant tota la nit (ON) a 42C i després es repeteixen els rentats amb ambdds buffers.
Seguidament, es fa I'incubacié amb I’anticos secundari (70ul de Streptavidin-Fluor 1X) a temperatura
ambient durant 2 hores i en foscor per evitar I'exposicido a la llum. Transcorregut el temps es

repeteixen els rentats anteriors.

Per a I'obtencié d’intensitats de la senyal fluorescent, es deixa que el xip de vidre s'eixugui en una
campana de flux laminar durant 20 minuts amb paper d’alumini per protegir-lo de la llum, i després
es procedeix a I’escaneig amb un escaner laser (Innopsys 'InnoScan®) utilitzant el canal cy3 o "verd"
amb una freqliencia d'excitacié de 532 nm. La intensitat de fluorescéncia és proporcional a la

guantitat de citoquina de la mostra problema.

Per a l'analisi, el programa d'escaner de fluorescéncia laser té una opcié per mesurar
automaticament el background local al voltant de cada punt/spot/citoquina. En aquest valor se li ha
de restar el renou de fons mitjancant el parametre MITJANA-B532. Després, s’han de normalitzar les

dades mitjancant la férmula:

X(Ny) = X(y) * P1/P(y)

On: P1 = intensitat de la senyal mitjana dels punts/controls positius en la matriu de referencia predeterminada;
P (y) = intensitat de la senyal mitjana dels punts/controls positius en la matriu problema"i"; X(y) = intensitat de
la senyal mitjana per al punt "X" a la matriu "i"; X (Ny) = intensitat de la senyal normalitzada per al punt "X" a

e
i

la matriu

Una vegada normalitzats tots els valors, es referencien les dades segons la quantitat de proteina en

la placa cel-lular, quantificada previament mitjancant el Métode Lowry.
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3. AILLAMENT | PURIFICACIO D’EXOSOMES:

Els exosomes son petites vesicules (de 30 a 150 nm) que contenen ARN complex i carregaments de
proteines. En |'actualitat, els exosomes es consideren vesicules secretades especificament que

permeten la comunicacié intercel-lular (Wang et al. 2016).

Les linies cel-lulars M3 (BRAF'*°*) parental i la seva resistent a Vemurafenib es van plantar a un 70%
de confluéncia en 7 plaques de 150cm” (a una densitat de 8x10°) amb els seus corresponents medis
de cultiu suplementats amb un 10% de sérum fetal bovi inactivat (FBSi) durant 48 hores.
Transcorregut el temps, es va aspirar el medi, es van fer 3 rentats amb PBS 1X i es van afegir 25mL
de medi serum free (medi deplecionat d’exosomes). Es va deixar incubant a 372C durant 6 hores.
Després es va aspirar de nou aquest medi i es van afegir 20mL de medi serum free per placa durant
60 hores. Passat aquest temps d'incubacié es van recollir els medis i, a continuacid, es va procedir a
aillar els exosomes a partir dels sobrenadants cel-lulars mitjangant una primera centrifugacié a
300xg durant 10 minuts a una temperatura de 42C per eliminar les restes cel-lulars. Seguidament, es
va realitzar una segona centrifugacido a 15.000xg durant 20 minuts a 42C per descartar cossos
apoptotics i vesicules més grans (detritus cel-lulars). Després, es va dur a terme un pas de filtracio
amb un filtre (Merck Millipore®) de mida de porus de 0,22 micres de fluorur de poliviniliden (PVDF)
per eliminar particules superiors a 200nm. Aquest pas és molt important, doncs depenent de
I’objectiu de I'experiment, guardem una part d’aquest sobrenedant que conté exosomes i per tant,

ens pot servir com a control positiu en I'experiment.

En darrer lloc, els exosomes es van sedimentar mitjancant una ultracentrifugacié a 120.000xg durant
70 minuts a 4°C a la ultracentrifuga Optima™ MAX-XP (Beckman Coulter). A continuacié, descartem
el sobrenedant reservant de nou els mil-lilitres de medi exosom free que necessitem per a realitzar
I’experiment. El sediment d’exosomes obtingut es resuspés en un volum de 500uL de PBS 1X i es

torna a realitzar una centrifugacié a 120.000xg durant 70 minuts a 4°C.

Depenent del que vulguem fer amb els exosomes el pellet dels exosomes el resuspenem amb el
buffer adient. A una part d’aquest pellet li vam afegir lysis buffer per a poder determinar la quantitat

de proteina, i a I'altra li vam afegir medi serum free per procedir a realitzar I'experiment de migracio.
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4. IMMUNOHISTOQUIMICA (IHC) | TMA (TISSUE MICROARRAY):

4.1. Histologia basica i Preparacio de les biopsies

Les mostres d’interés de teixit tant humanes com d’animals s’extreuen i es fixen immediatament
amb formol durant 16 hores a 42C. A continuacié, es col-loquen en cassets, es deshidraten i
s’inclouen en parafina. Amb la finalitat d’estudiar la histologia de cada teixit, es fan talls de cada bloc

de parafina de 5 um i es tenyeixen amb hematoxilina i eosina (H-E).

4.2. Construccio de TMA

Es va construir un microarray de teixits (TMA) utilitzant I'instrument Beecher Instruments TMA
apparatus a partir de 61 mostres FFPE (Formalin-fixed, Paraffin-embedded) de melanoma (33
melanomes primaris i 28 melanomes metastatics) provinents del Servei d'Anatomia Patologica de
I'Hospital Arnau de Vilanova de Lleida. Per triar les mostres de melanoma, tant primari com
metastatic, es van obviar totes aquelles que no provinguessin de melanoma superficial (SSMM) o de
melanoma nodular (NM), que sén tradicionalment els dos tipus més comuns de melanoma i els que
més freqlientment sén portadors de mutacions de BRAF o de NRAS (Yaman and Akalin 2015). En
tots el casos, I'estatus mutacional de BRAF havia estat estudiat previament per seqlienciacio per

PCR. A més, es van afegir mostres de teixit normal (pell) que es van utilitzar com a controls.

Per a la seleccié de les zones més representatives de cada tumor, es van efectuar tincions simples
d'hematoxilina-eosina sobre els talls complets de les mostres obtingudes. Es va utilitzar un sistema
manual per a l'extraccié i insercié dels cilindres. La técnica va consistir en prendre un petit cilindre
del bloc de parafina de la mostra d'interées (bloc donant), segons el mapa elaborat préviament sobre
els talls tenyits, i inserir de manera precisa en un bloc receptor de parafina (bloc "en blanc")
adequadament perforat. Es varen utilitzar cilindres d'lmm de gruix. L'homogeneitzacid de les
mostres un cop introduides en el bloc receptor es va realitzar mitjancant calor. Es va anotar la
posicié de cada cilindre per poder identificar-los posteriorment. D'aquesta manera, es va controlar
la identificacié de cada cilindre, la seva disposicid a la matriu i la determinacié del nombre de

mostres.
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Per altra banda es van utilitzar seccions completes de cinc mostres aparellades de biopsies FFPE de

pacients amb melanoma BRAF'%*

abans i després de la terapia amb inhibidors de BRAF. Les
bidopsies van ser realitzades pel Dr. JM Piulats de la Unitat d'Oncologia Médica de I'Institut Catala
d'Oncologia de Barcelona (ICO-IDIBELL) i proporcionades pel Servei d'Anatomia Patologica de
I'Hospital de Bellvitge (I'Hospitalet de Llobregat, Barcelona). El tractament especific en cada pacient
va ser: Pacient 1i 3 (Vemurafenib), Pacient 2 i 4 (Dabrafenib + Trametinib) i Pacient 5 (Vemurafenib
+ Cobimetinib). El comité d'ética local va aprovar I'estudi i es va obtenir el consentiment informat de

cada pacient.

4.3. Immunohistoquimica

Per estudiar la presencia de les proteines d’interés en les mostres FFPE dels TMAs o de les biopsies
humanes, o de les seccions completes que procedien de models murins, es va fer un analisi
immunohistoquimic emprant anticossos especifics contra les mateixes. El metode utilitzat va ser el
seglient: Es realitzen talls de 3um dels blocs de parafina i s’assequen durant 1 hora a 652C. A
continuacid, es realitza un pretractament de desparafinaciod i rehidratacid del teixit. El seglient pas
consisteix en el desemmascarament antigenic, que permet recuperar i exposar antigens
emmascarats durant la preparacié de la mostra. Aixi, s'incuben els portaobjectes amb un tampd
comercial, que conté Tris/EDTA 50X a pH 9, en un modul de pretractament PT-LINK (Dako) durant 20
minuts a 952C. A continuacié, es bloqueja la peroxidasa endogena de la mostra incubant els
portaobjectes amb una solucié d’H,0, al 3% per reduir el soroll de fons que s’obté amb el cromogen
emprat. Tot seguit, es realitzen tres rentats amb PBS 1X i s’incuba la mostra amb I'anticos primari
durant 30 minuts a temperatura ambient. Posteriorment, es fan tres rentats més amb PBS i s’incuba
la mostra amb I'anticos secundari. Si la senyal és prou forta, s’utilitza un anticos secundari conjugat
amb la peroxidasa (HRP) i s’incuba durant 30 minuts. Per contra, en aquells casos en que sigui
necessari amplificar la senyal, s'empra un anticos secundari conjugat a biotina durant 30 minuts, i
finalment, s’incuba la mostra 15 minuts més amb estreptavidina unida a la peroxidasa (HRP),
sempre a temperatura ambient. Per acabar, s’aplica el cromogen diaminobenzimida (DAB, Dako) per
rebel-lar la reaccid, i es realitza una contra-tincié amb hematoxilina per visualitzar els nuclis de les

cel-lules del teixit analitzat.
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El protocol optimitzat requereix, per tant, un pretractament amb solucié High pH (DM828) durant
40 minuts a 979C, una dilucié d'anticossos primaris (Cav3.1: 1/150; LC3: 1/200) amb diluent FLEX
(DM830) durant 30 minuts, i el sistema d'afinitat EnVision FLEX HRP de Dako (K802321).

A la taula 10 s’indiquen els anticossos que s’han emprat en aquest treball per als analisis

immunohistoquimics.

4.4. Avaluacio dels resultats de I’analisi immunohistoquimic

Es va obtenir una puntuacio histologica (Histoscore, Hs) de cada mostra amb valors que van des de 0
(sense immunoreaccio) fins a 300 (immunoreactivitat maxima). La puntuacié es va obtenir aplicant

la seglient formula:

Hs =1 x (% de tincio de llum) + 2 x (tincié moderada%) + 3 x (% de tincid forta).

S'ha utilitzat un sistema de puntuacié alternativa per avaluar la tincié nuclear de Snaill. Es va
utilitzar una puntuacié nuclear de 4 nivells (0-3), tenint en compte el patrd de tincié nuclear amb
diversos nivells d'intensitat (0-negatiu, 1-baix, 2-moderat, intensitat 3-alta). En totes les tincions

s’han realitzat els controls negatius i positius adequats.

En el cas de les biopsies aparellades de pacients abans i després del tractament amb BRAFi, la
guantificacié de la tincid es va realitzar amb el programa QuPath 0.1.2 (Bankhead et al. 2017)
(Centre for Cancer & Inflammation of Barts Cancer Institute, Regne Unit). La regié d'interes (ROI) es
va definir com a teixit tumoral viable, excloent la necrosi. Es va realitzar una deteccié de cél-lules
positives i es van aplicar tres llindars diferents segons les puntuacions d'intensitat (0, 1, 2 i 3). A
continuacié, es va utilitzar el programa creant un algoritme de classificaciéd d'arbres aleatoris
combinat amb la informacié obtinguda sobre les diferents intensitats, per tal de diferenciar el tumor

de I'estroma i de les cel-lules immunes.
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5. ANIMALS D’EXPERIMENTACIO:

5.1. Consideracions previes

En aquest treball, s’han emprat com a animals d’experimentacié ratolins de laboratori allotjats en
instal-lacions de barrera. Els ratolins s’han sotmés a procediments lliures de patogens i s’han
mantingut a 20£22C amb una humitat relativa del 50£5%, seguint cicles de 12 hores de llum/foscor i
amb un accés ad libitum a menjar i aigua. A més els ratolins immunodeprimits SCID (severe

combined immunodeficiency) s’"han mantingut en condicions SPF (specific-pathogen free).

Tots els estudis in vivo realitzats en aquest treball, i per tant, emprant ratolins d’experimentacio,

s’han regit per les seglients disposicions legals:

- Llei 5/1995, del 21 de juny, de la Generalitat de Catalunya, de proteccié dels animals

emprats per a experimentacié animal y per a altres finalitats cientifiques.

- Decret 214/1997, del 30 de juliol, de la Generalitat de Catalunya, pel qual es regula la

utilitzacidé d’animals per a experimentacid i per a altres finalitats cientifiques.

- Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las normas basicas
aplicables para la proteccién de los animales utilizados en experimentacidn y otros fines

cientificos, incluyendo la docencia.

- En el marc de la legislacié europea, la Directiva 63/2010/UE, que deroga a la Directiva
86/609/CEE, del 22 de setembre del Consell d’Europa sobre la proteccion de los vertebrados

utilizados con fines experimentales y otros fines cientificos.

Finalment, tots els procediments amb ratolins s’han realitzat sota la supervisié del personal
corresponent del nostre centre, i sempre respectant les directrius legals i etiques vigents. A més,

I’estudi ha estat aprovat pel Comiteé Etic d’Experimentacié Animal de la Universitat de Lleida.
5.2. Ratolins SCID

Els ratolins SCID (Severe Combined Immunodeficiency) es caracteritzen per la incapacitat de poder
donar una resposta immune apropiada a causa de I'absencia o defectuositat dels limfocits T i B,

degut a una mutacié recessiva en el cromosoma 16. A nivell funcional, aquesta mutacio provoca que
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el sistema immunologic no maduri i aquests ratolins no poden combatre infeccions ni rebutjar
tumors o trasplantaments. Per tant, son un model animal molt util per I'estudi de tumors subcutanis
o xenogrdfts. El nostre laboratori va adquirir els ratolins SCID a través de la companyia The Jackson

Laboratory.

5.3. Establiment de tumors subcutanis en ratolins SCID

Per a I'establiment de tumors subcutanis o xenografts in vivo s’utilitzen animals SCID d’entre 8-12
setmanes d’edat i amb un pes comprés entre els 20-25 grams. Els animals van ser alimentats ad
libitum. S’injecten subcutaniament, a cada flanc del ratoli, 10° cél-lules de cadascuna de les linies
cel-lulars emprades (Skmell47, M238, M238R, Sk-Mel-28R, A375, A375R) en un volum total de
100pl. El creixement tumoral es mesura cada dos dies amb un peu de rei digital i el volum tumoral

es calcula d’acord amb la seglient férmula:

TV (tumor volume) = (Dxd?)/2,
D correspon al diametre gran del tumor i d, al petit.

Si es cau, els ratolins es comencen a tractar en el moment que els tumors mesuren 100 mm?. Un cop
finalitzat el tractament, els ratolins es sacrifiquen per dislocacio cervical i el tumor es col-lecta per al

seu analisi macroscopic i immunohistologic.

5.4. Tractaments farmacologics in vivo

Vemurafenib

El Vemurafenib s’adquireix en pols (Roche) i es dissol, per al seu Us in vivo, en aigua miliQ amb un
4% de DMSO + 3% PEG400 (polietilenglicol) + 5% Tween 80 fins a una concentracié de 5 mg/mL. Es
important mantenir la preparacié a 4 °C i vortejar-la bé per dissoldre completament el farmac.
Aguest tractament s’administra via oral mitjancant unes canules especials per I'administracié de

farmacs a ratolins (50mg/kg) de forma diaria durant 10 dies consecutius.

Mibefradil

El Mibefradil s’adquireix en pols (Santa Cruz Biotechnology) i, per als experiments in vivo, es dissol

en aigua miliQ per a que estigui a 50mM. En aquest punt es conserva a -202C fins el seu Us. En el
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moment de I'experiment, s’hi afegeix aigua miliQ fins una concentracié 28.4mg/mL. Aquest

tractament s’administra via oral (25mg/kg) de forma diaria durant 10 dies consecutius.

5.5. Extraccié de plasma de ratoli

Per tal de validar els biomarcadors detectats en els medis de cultius in vitro, s’han extret mostres de
serum dels ratolins d’interés. Mitjancant una petita punxada a la vena facial dels ratolins podem
aconseguir uns 400-500ul de sang, o bé si en necessitem més quantitat la podem obtenir per puncié
cardiaca sempre i quan es produeixi I'eutanasia de I'animal quan s’hagi completat I'extraccié. La
sang es recull amb uns tubs que contenen heparina i després d’uns 15-20 minuts a temperatura
ambient, es centrifuguen els tubs a 13000rpm durant 5 minuts i aconseguim un volum de 100-150pl

de plasma que es pot utilitzar per diversos analisis o guardar a -80°C.
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6. EINES BIOINFORMATIQUES:

Base de dades TCGA

Ofereix la possibilitat de visualitzar, analitzar i descarregar una gran quantitat de dades genomiques

de multiples tipus de cancers (Gao et al. 2013).

Per a I'analisi in silico de I'expressid d’SNAI1, es van descarregar dades d'expressié genica d’'mRNA
normalitzades (RNA-Seq z-score) del (cBioPortal(http://cancergenome.nih.gov/)). Es van analitzar
243 mostres de melanoma huma (109 BRAF'*°*® i 134 BRAF WT). Només es van considerar mostres

amb més del 70% de contingut de cél-lules tumorals.

Per a I'estudi de I'autofagia amb mostres de pacients abans i després de la terapia dirigida amb
inhibidors de BRAF, I'expressié genica i les dades cliniques es van obtenir del conjunt de dades de la
serie GEO "GSE50509" (Rizos et al. 2014) a través del paquet R "GEOquery". Es van descarregar un
total de 61 mostres amb tota la informacio disponible. Les dades d'expressid es van descarregar com
a sondes normalitzades de microarrays lllumina HumanHT-12 V4.0. Els identificadors de la sonda es
van anotar amb simbols de gens HGNC pel resum dels components principals. A continuacio, les
dades es van transformar a escala log-2. Es van analitzar les dades cliniques per obtenir informacid

sobre el tractament i el temps d'extraccié de la mostra (basal o resistent).
GSEA

Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) és un metode computacional que determina si un conjunt de
gens definit a priori mostra estadisticament diferencies significatives i concordants entre dos estats
biologics (Damian and Gorfine 2004; Subramanian et al. 2005). Aquest analisi es pot realitzar

mitjancant dades amb perfil molecular conegut o mitjancant base de dades de conjunts de gens.

En el nostre cas, hem utilitzat aquest metode per a explorar si els gens relacionats amb I'autofagia
estan implicats en la terapia amb els inhibidors de BRAF. Es va comparar per una banda, el
microarray d'expressio genica (SurePrint G3 Human Expression v3 8x60K Microarray Kit, Agilent)
entre tres linies cel-lulars de melanoma sensibles i les corresponents resistents a Vemurafenib amb
el Gene set GO-autophagy. De la mateixa manera, es va comparar la Gene set GO-autophagy amb el
perfil d'expressié génica publica (Rizos 2014: GSE50509) de pacients amb melanoma abans i després

de la terapia dirigida amb inhibidors de BRAF.
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Imagel/Fiji

Image J és un programa de processament d’imatge digital de domini public programat en Java.
Aquesta aplicacié permet visualitzar i manejar imatges obtingudes a partir de qualsevol microscopi.
Es molt util, ja que permet editar o donar color a qualsevol imatge, quantificar intensitats, comptar
punts, seleccionar regions d’interés, desenvolupar analisis de colocalitzacié, avaluar assajos de

migracid i invasio, entre d’altres moltes funcions.
Analisi estadistic

L'analisi estadistic s'ha realitzat mitjangant el programa GraphPad Prism. Atés que totes les dades
emprades son variables continues, s’han expressat com a mitjana £ SD de com a minim tres
experiments independents. En tots els analisis estadistics s’ha fixat un nivell de significacio
estadistica de p=0.05, corregint els p-valors per el test de comparacions multiples quan ha estat
adient. La significacié estadistica es va verificar mitjancant I'aplicacié de la prova de normalitat
Kolmogorov-Smirnov seguida de la prova T o la prova One-way ANOVA (comparacié de dues o més
variables, respectivament) i comparacions miultiples mitjancant el test de Bonferroni per a dades
parametriques. En el cas de dades no parameétriques s’ha utilitzat la prova de Mann-Whitney per a la
comparacié de dues variables o Kruskal-Wallis per a més de dues. Per tal d’avaluar tant I'efecte
principal de cada variable independent sobre una depenent continua com també si hi ha alguna
interaccio entre totes elles s’ha realitzat la prova Two-way ANOVA amb la conseqlient correccié amb
la prova post-hoc Bonferroni. En el cas de I'analisi de les biopsies aparellades abans i després del
tractament amb els inhibidors de BRAF, s’ha utilitzat el test de Wilcoxon per a determinar
I’existencia de diferencies entre les mostres abans i després del tractament. Els p valors s'indiquen

amb asteriscs * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.
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Resultats

1. Creacid i caracteritzacio de linies cel-lulars de melanoma huma BRAF'®°* resistents a

Vemurafenib. Analisi de I'efecte dels inhibidors (Mibefradil) dels TTCCs sobre I'autofagia i
la mort cel-lular aixi com sobre els processos de migracio i invasio.

Tal i com hem comentat, un alt percentatge de melanomes (40-60%) son portadors de la mutacié
BRAF'*% (V600E o V600K) (Ascierto et al. 2012). El primer farmac inhibidor de BRAF'*® aprovat pel
tractament del melanoma avancat va ser el Vemurafenib. El seu principal problema (comu a altres
inhibidors de BRAF, com Dabrafenib) és el desenvolupament freqlient de resisténcies secundaries
(Winder and Virds 2017). Per aixo, la caracteritzacié dels mecanismes de resisténcia a Vemurafenib
pot ser essencial per determinar estratégies terapeutiques de nova generacié (Amann et al. 2017;

Dummer et al. 2016; Mufioz-Couselo et al. 2017).

Establiment i validacié d’un_model resistent a Vemurafenib (M3R) generat a partir de la linia

parental M3.

La linia cel-lular M3R resistent al inhibidor de BRAF, Vemurafenib, es va crear al laboratori a partir de
la linia cel-lular sensible M3, la qual es va anar exposant a dosis decreixents del farmac comengant
per una concentracié de 20uM de Vemurafenib durant 3 dies i després a una concentracié de 5uM
durant uns 6 mesos fins aconseguir clons resistents. Després de la seva expansié, s’ha anat
mantenint a una concentracié d’1uM de Vemurafenib, aconseguint un model de resisténcia escalat

evidenciat en la figura 65.

La linia M3R tractada amb el farmac (Vemurafenib) era capac de proliferar de forma semblant al
control no tractat, mentre que la linia M3 sensible parental quan es tractava amb Vemurafenib,
presentava una disminucid de la proliferacié (Figura 65a-b) aixi com de la tincié positiva per ki-67
(marcador de proliferacid), a més de mostrar parada del cicle cel-lular en les fases G1 i S (Figura

65c).
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Figura 65. Model de resisténcia a Vemurafenib. Taxes de proliferacio, viabilitat i cicle cel-lular. a) Corba de
proliferacié de la linia cel-lular parental M3 i resistent M3R sota el tractament amb Vem (1um) durant 7 dies.
b) Imatges representatives de les cel-lules M3 vs M3R abans i després del tractament amb Vem. c) Assaig de
cél-lules positives per Ki-67 (%) i assaig del cicle cel-lular (%) de la linia cel-lular parental (M3) i la seva resistent
corresponent (M3R) després del tractament amb Vem (1um, 48h). L'analisi estadistic es va realitzar mitjan¢ant
un Two-Way ANOVA, seguit del test post hoc de Bonferroni (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s, no

significatiu).

Seguidament, vam realitzar assajos de mort cel-lular per determinar si el tractament amb
Vemurafenib a més de reduir la proliferacio cel-lular, també induia mort en les cél-lules sensibles. En
la Figura 66 observem que efectivament amb el tractament amb Vemurafenib (1uM) les M3 van

reduir la viabilitat cel-lular (mesurada en assaigs MTT) (Figura 66a); i aixi mateix es va induir la seva
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mort per apoptosi, com podem observar amb el contatge de nuclis apoptotics i mitjancant les

cél-lules positives per Annexina V (Figura 66b). Per contra, la linia M3R, resistent al farmac, mantenia

la seva viabilitat cel-lular després de ser tractada amb BRAFi (Vemurafenib).
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Figura 66. Model de resistencia a Vemurafenib. El Vemurafenib indueix mort cel-lular per apoptosi a la linia

sensible. a) Assaig de viabilitat cel-lular (%) de la linia cel-lular parental M3 i resistent M3R sota el tractament

amb Vem (1um) durant 48h. b) Nuclis apoptotics i assaig d’Annexina V (%) després del tractament amb

Vemurafenib a les 48h. L'anadlisi estadistic es va realitzar amb (a) la prova de Mann Whitney i (b) ANOVA,

seguida del test post hoc de Bonferroni (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s., no significatiu).
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V600E

Cav3.1 esta sobreexpressat en cél-lules de melanoma BRAF resistents a Vemurafenib.

Ates que anteriorment haviem determinat que el TTCC Cav3.1 es trobaven altament expressat en els

VOO an comparacié amb les cél-lules de melanoma NRAS (Maiques et al. 2018),

melanomes BRAF
vam voler comprovar la seva expressié per RT-qPCR en sis linies cel-lulars de melanoma (M3, M249,
SK-Mel-28, M238, A375, Mel888) sensibles i resistents a Vemurafenib portadores de la mutacio
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Figura 67. L’expressio de la isoforma Cav3.1 dels TTCCs es troba incrementada en les linies BRAF"*"*

V600E

resistents a Vemurafenib. gqRT-PCR de Cav3.1 en tots els parells cel-lulars BRAF sensibles i resistents a

Vemurafenib. Les dades es van normalitzar amb I'expressio de la GAPDH. Els nivells d'’ARNm dels melandcits

(HEMn-LP) es mostren per comparar.

Les dades mostren que el TTCC Cav3.1 esta sobreexpressat en totes les linies cel-lulars resistents en
comparacié amb els melanocits (HEMn-LP). A més, si comparem cada linia cel-lular (sensible vs
resistent) I'expressio de mRNA de Cav3.1 es veu incrementada en gairebé totes les linies cel-lulars

resistents a |'inhibidor de BRAF (BRAFi) en comparacié amb les seves parentals (Figura 67).
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V600E

Les cél-lules de melanoma BRAF resistents a Vemurafenib presenten un increment de

I'autofagia basal.

El melanoma presenta una autofagia constitutiva, la qual es troba incrementada en bidpsies i linies
cel-lulars de melanoma BRAF'*°* (Maiques et al. 2018; Maiques et al. 2016). Per tal d’estudiar
I'autofagia en les cel-lules de melanoma resistents, vam mesurar els nivells proteics de p62 i LC3II, ja
que sén molecules associades als autofagosomes i representen els marcadors autofagics
quantitatius més utilitzats per Western blot (WB). Els resultats van mostrar nivells de p62 i LC3Il més
alts en la majoria de les linies cel-lulars resistents (Figura 68a). A més, a la figura 68b, les cél-lules
M3R mostren un lleuger augment dels nivells de p62 i LC3ll en comparacié amb M3 i aquest
increment és encara major després d'un breu tractament amb Cloroquina (CQ, inhibidor de

I'autofagia), el que suggereix un augment de |'autofagia basal en les cél-lules resistents.
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Figura 68. Els melanomes BRAF resistents a Vemurafenib presenten un increment de I'autofagia basal.

a) Analisi de p62 i LC3Il per WB a partir de lisats proteics totals de totes les linies cel-lulars sensibles i resistents
al farmac. b) Analisi per WB per a determinar els nivells de proteina p62 i LC3Il de M3 i M3R després d'un breu

tractament amb Cloroquina (CQ) durant 3h. S'ha utilitzat la GAPDH com a control de carrega.

Per explorar si els gens relacionats amb I'autofagia estaven implicats en la terapia BRAFi, es va
realitzar un microarray d'expressio genica (SurePrint G3 Human Expression v3 8x60K Microarray kit,
Agilent), gracies a la col-laboracié amb la unitat de melanoma del Departament de Dermatologia de
I’'Hospital Clinic i IDIBAPS de Barcelona sota la direccidé de la Dra. Susana Puig. Gracies a |'extraccid

de mRNA de tres linies cel-lulars de melanoma BRAF'®%%

sensibles i Vem-resistents (M3, M249,
M238 i les corresponents resistents) es va realitzar el microarray d’expressio, i es va comparar amb
la Gene Set GO-AUTOPHAGY signature. Un analisi especific d'enriquiment del conjunt de gens
(GSEA) va mostrar una associacié significativa (p <0.05) entre les nostres mostres i el conjunt de
gens implicats en I'autofagia (Figura 69a). Per altra banda a més, es va comparar la Gene Set GO-

AUTOPHAGY signature amb el perfil d'expressié geénica d’'una base de dades publica de pacients amb
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melanoma abans i després de la terapia dirigida contra BRAF (Rizos 2014, GSE50509). L'analisi
mitjangant GSEA va mostrar un solapament significatiu entre els melanomes resistents a inhibidors
de BRAF i la signatura d’autofagia (GO-AUTOPHAGY) (Figura 69b). Aquestes dades suggereixen que
els melanomes resistents presenten un perfil d'expressié genica associat amb la via de I'autofagia,

indicant un increment de I'autofagia basal.
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Figura 69. Andalisi d'enriquiment del conjunt de gens (GSEA) de la GO-autophagy signature del (a) microarray
d'expressio genica (SurePrint G3 Human Gene Expression v3 8x60K Microarray kit, Agilent) de tres linies

V600E

cel-lulars de melanoma BRAF sensibles versus Vem-resistents i (b) base de dades publica de pacients amb

melanoma abans i després del tractament amb BRAFi (Rizos 2014: GSE50509).

Els nivells de Cav3.1 i LC3 augmenten en les biopsies humanes de melanomes resistents a BRAFi.

Per ampliar les nostres observacions a la clinica, es van avaluar els nivells proteics de Cav3.1i LC3 en
una cohort de cinc bidopsies de pacients aparellades abans i després de la terapia BRAFi. Es van
analitzar els nivells d’ambdds marcadors en les seccions tumorals de cada pacient abans i després de

la terapia. Els nivells (histoscore) dels dos biomarcadors van ser determinats per IHC.

En general, es va observar una major immunoexpressié de Cav3.1 i també de LC3 en gairebé tots els
tumors resistents després del tractament (Figura 70), confirmant aixi els resultats amb cultius
cel-lulars. A més, si dividim la immunotincié per scores utilitzant tres llindars diferents segons la
intensitat, el score 3 d’ambdds biomarcadors augmentava significativament en les biopsies
posteriors al tractament (Figura 70a). Aquestes dades suggereixen un increment de I'autofagia basal
i un augment progressiu del TTCC Cav3.1 sobre les biopsies resistents a la terapia inhibitoria per
BRAF, assenyalant una possible implicaci6 de Cav3.1 en el mecanisme de resistencia en el

melanoma.
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Figura 70. La immunoexpressio de LC3 i Cav3.1 augmenta en biopsies de pacients amb melanoma resistent a
BRAFi. a) El grafic de I’esquerra de cada biomarcador mostra la quantificacié de la tincié de Cav3.1i LC3 abans
i després del tractament amb BRAFi de 5 pacients. L'analisi estadistic es va estimar mitjan¢ant la prova de
wilcoxon. Per al grafic de la dreta es van aplicar tres llindars diferents de cél-lules positives per Cav3.1 i LC3
segons la intensitat (0, 1, 2 i 3). L'analisi estadistic es va estimar mitjan¢ant proves ANOVA i Bonferroni (** p
<0,01). b) Fotografies representatives de Cav3.1 i LC3 en les mostres aparellades de pacients abans i després de
a terapia a BRAFi. Ampliacié de fotos 10x i 20x. El tractament especific en cada pacient va ser: Pacient 1 i 3

(Vemurafenib), Pacient 2 i 4 (Dabrafenib + Trametinib) i Pacient 5 (Vemurafenib + Cobimetinib).
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L'inhibidor dels TTCCs, Mibefradil, indueix mort cel-lular mitjancant un bloqueig de I'autofagia en
totes les linies cel-lulars de melanoma resistents a Vemurafenib.

Seguint amb la nostra linia d’estudi, vam voler avaluar |'efecte de la inhibicié de l'autofagia
mitjangant l'inhibidor dels TTCCs, Mibefradil, sobre la viabilitat cel-lular en totes les linies de
melanoma resistents a Vemurafenib per tal de determinar la sensibilitat al farmac de cada una
d’elles. Per dur a terme aquests experiments de mort cel-lular de les linies enfront al tractament

amb Mibefradil, vam generar cultius cel-lulars al 70% de confluéncia.

Tal com observem en els grafics que mostren la viabilitat cel-lular (%) mitjangant I'assaig MTT, les
linies resistents no eren més sensibles a Mibefradil en comparacié amb les seves parentals (Figura
71), tot i expressar nivells transcripcionals (mMRNA) més alts de la isoforma Cav3.1 dels TTCCs (Figura
67). Tal com es mostra en la corba de dosi-resposta generada (Figura 71), la concentracid essencial
per aconseguir I'IC50 va ser entre 10-12uM en totes les linies cel-lulars i no es van observar
diferencies en la viabilitat cel-lular entre les parelles sensibles i resistents. Aquests resultats
suggereixen que l'increment de I'expressié de Cav3.1 no incrementa la sensibilitat a Mibefradil de

les linies resistents respecte a la viabilitat cel-lular.
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Figura 71. Les linies de melanoma BRAF
parentals. Corba de dosi-resposta (%) de Mibefradil en les linies cel-lulars M3, M238, SK-Mel-28 i A375
sensibles i resistents a Vemurafenib. L'analisi estadistic es va realitzar mitjancant un Two-Way ANOVA, seguit

del test post hoc de Bonferroni (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s, no significatiu).

158



Resultats

Per altra banda, en linia amb resultats anteriors utilitzant I'inhibidor dels TTCCs, vam voler estudiar
si el bloqueig dels TTCCs mitjancant el tractament amb Mibefradil induia un bloqueig del flux
autofagic també en les linies de melanoma resistents a Vemurafenib. Amb aquest fi, vam portar a

terme un analisi proteic dels marcadors d’autofagia per WB i per immunocitoquimica.

Els resultats van indicar nivells més elevats de p62 i LC3Il en les linies cel-lulars resistents a BRAFi
respecte les sensibles al farmac (Figura 72a) una vegada sotmeses a un tractament de 24h de Mib. A
més, el tractament amb CQ, que impedeix la fusié d'autofagosomes (AP) amb lisosomes (Boya et al.
2005), va conduir a increments similars de les proteines LC3Il i p62 en totes les linies cel-lulars
resistents a Vem (Figura 72b), indicant que efectivament el tractament amb Mibefradil bloqueja

I'autofagia a les linies resistents a Vemurafenib.

Addicionalment, la immunofluorescencia LC3B mostrava un augment del nombre d’autofagosomes
(AP) tant en les cél-lules M3 com en les M3R quan van ser sotmeses al tractament amb Mib o CQ
(Figura 72b-c). Per corroborar que certament el Mibefradil també indueix un blogqueig de I'autofagia
en les linies resistents, vam determinar per WB que I'addicié de CQ durant 3h en les céel-lules
tractades amb Mibefradil, no augmentava encara més els nivells de p62 i LC3Il (Figura 72c). En
conjunt, aquests resultats indiquen que el Mibefradil bloqueja I'autofagia, independentment de

I'adquisicid o no de la resisténcia a Vemurafenib.

Per tal d’analitzar I'efecte dels inhibidors farmacologics de I’autofagia en la mort cel-lular i I'apoptosi
de les linies cel-lulars resistents a Vemurafenib, es van realitzar assajos de viabilitat cel-lular i
d’Annexina V després dels tractaments amb Vem (1uM) durant 48h, Mibefradil (Mib, 10uM) i CQ
(12.5uM) durant 24 hores en les linies cel-lulars M3 i M3R. De nou, tots els tractaments
augmentaven el percentatge de cel-lules positives per Annexina V i reduien la viabilitat cel-lular en
ambdues linies cel-lulars, indicant en resum, que el Mibefradil indueix mort per apoptosi també en

V600E

les linies cel-lulars de melanoma BRAF resistents a Vemurafenib (Figura 72d).
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Figura 72. El Mibefradil indueix la mort cel-lular en totes les cél-lules de melanoma resistents per inhibicio de
l'autofagia. a) Analisi dels nivells proteics de p62 i LC3 per WB de les linies cel-lulars de melanoma M3 i M3R
exposades a Vem (1uM) durant 48h, Mibefradil (Mib, 10uM) i CQ (12.5uM) durant 24 hores. S'ha utilitzat la
GAPDH com a control de carrega. b) Imatges i grafics de la Immunofluorescéncia de LC3B en cél-lules sensibles
(M3) i Vem-R (M3R) després dels tractaments. AP: Autofagosomes. c) Els nivells de les proteines p62 i LC3I/II
van ser analitzats per WB en linies cel-lulars M3 i M3R tractats amb Mibefradil (10uM) durant 24 hores.
Paral-lelament, la meitat dels cultius cel-lulars es van tractar addicionalment amb CQ (25uM) durant les
ultimes 3h per comprovar els nivells proteics dels marcadors autofagics. d) Per analitzar la mort cel-lular es van
realitzar assajos de viabilitat cel-lular i I'assaig d’Annexina V després dels tractaments amb Vem (1uM) durant
48h, Mibefradil (Mib, 10uM) i CQ (12.5uM) durant 24 hores en linies cel-lulars M3 i M3R. Els tractaments
augmenten el percentatge de cel-lules positives per Annexina V i redueixen la viabilitat cel-lular. * p <0,05; ** p
<0,01; *** p <0,001; n., no significatiu, van ser determinats per la prova Two-Way ANOVA, sequit del test post

hoc de Bonferroni.
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El Mibefradil inhibeix el creixement tumoral in vivo de les cél-lules de melanoma sensibles i

resistents per inhibicié de I'autofagia.

A continuacid, es va pretendre analitzar I'efecte del Mibefradil sobre el creixement tumoral in vivo
utilitzant models de xenografts. Vam injectar cél-lules A375 i A375R (10°) subcutaniament en
ratolins SCID. Deu dies després del trasplantament, vam administrar cada dia i durant dues
setmanes Vemurafenib (50mg/kg) o Mibefradil (25mg/kg) per via oral. Com era d'esperar, els
tumors derivats de les cél-lules A375R tractats amb Vemurafenib van créixer de manera similar a
aquells tractats amb el control (vehicle). No obstant, el tractament amb Vemurafenib va disminuir el
creixement dels tumors dels xenografts sensibles (A375). Per altra banda, en tots els casos, el
Mibefradil va inhibir significativament el creixement del tumor tant en el model sensible com

resistent en ratolins SCID en comparacié amb els xenografts control (Figura 73a).

Després, vam analitzar 'autofagia i I'apoptosi per IHC en els xenografts generats. Els tumors tractats
amb Mibefradil van mostrar una major immunoexpressié de LC3 en comparacié amb els controls
(Figura 73b), confirmant aixi els nostres resultats in vitro (Figura 72a-b). A més, la immunotincié de
Caspasa-3, un marcador d'apoptosi (Chen et al. 2015), mostrava una major tincié en els tumors
tractats amb Mibefradil, indicant que I'inhibidor dels TTCC indueix mort cel-lular també en el model

de xenografts de ratolins in vivo (Figura 73b).

En conjunt, aquests resultats suggereixen que el Mibefradil té un paper important en la reduccié de
la proliferacié cel-lular i del creixement tumoral mitjangant un bloqueig de |'autofagia, i per tant,
indueix mort cel-lular per apoptosi en cel-lules de melanoma tant sensibles com resistents in vivo

(Huang et al. 2015).
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Figura 73. El Mibefradil inhibeix el creixement tumoral en ratolins SCID préviament injectats amb ceél-lules de

melanoma BRAF"***

sensibles i resistents a Vemurafenib. a)Eficacia terapeéutica in vivo (fold tumor increase)
del Mibefradil (25mg/kg) i Vemurafenib (50mg/kg) després de 10 dies de tractament en tumors A375 i A375R.
b) Imatges representatives que mostren la tincié de LC3 i Caspase-3 per IHC en el model subcutani de A375R.
L'analisi estadistic es va realitzar mitjancant un Two-Way ANOVA, seguit del test post hoc de Bonferroni (* p

<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s, no significatiu).
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El Vemurafenib indueix I'autofagia com a mecanisme de resisténcia en les linies cel-lulars de

melanoma BRAF'*%%,

S’ha descrit que el Vemurafenib podria induir l'autofagia com un mecanisme potencial per
promoure la resistencia en cél-lules de melanoma BRAF'* (Ma et al. 2014; Martin et al. 2017).
Primer, per confirmar que el Vemurafenib induia I'autofagia en les nostres linies cel-lulars, vam
tractar-les amb el farmac a una concentracié d’1uM durant 48h i després li vam afegir CQ durant les
ultimes 3 hores de cultiu per avaluar els nivells dels marcadors autofagics tant per proteina com per

immunofluorescencia.

L'acumulacié de LC3Il i el punteig d’autofagosomes (punts positius per LC3B) amb el co-tractament
va ser més elevada en comparacié amb la condicié tractada només amb Vem (Figura 74a),
demostrant que el Vemurafenib també indueix |’autofagia en les nostres linies de melanoma cutani

tant parentals com resistents.

Per acabar de confirmar els resultats descrits anteriorment, es va mesurar el flux autofagic tant en
condicions basals com després dels tractaments amb Mibefradil i Vemurafenib amb el sistema
tandem en la linia resistent M3R. Com s’ha comentat, el plasmidi tandem (ptLC3/mRFP-GFP) és una
construccié que permet la sobreexpressié de la proteina autofagica LC3 associada a les proteines
fluorescents mRFP i GFP. La proteina GFP perd la fluorescéncia a pH acid, per tant, una vegada es
fusionen els autofagosomes i el lisosomes aquesta proteina perd emissid verd fluorescent, quedant
només la fluorescéncia vermella. Aquest assaig ens permet distingir els autofagosomes, on la
fluorescéncia sera groga a causa de la colocalitzacié verda i vermella, dels autofagolisosomes que
mostraran fluorescencia vermella per la pérdua de la fluorescéncia verda dins dels lisosomes. De
nou, com a controls s’han utilitzat la CQ (control de bloqueig d’autofagia) i la Rapamicina (control

induccio autofagia).

Les imatges mostren que les cél-lules control presentaven nivells basals d'autofagia elevada
(puntejat vermell). Després dels tractaments amb Cloroquina (CQ) 25uM i Mibefradil (Mib) 10uM,
es van observar punts grocs que indiquen un bloqueig del flux autofagic. El tractament amb
Rapamicina (Rapa) 500nm i Vemurafenib (Vem) 1uM mostrava punts vermells demostrant una
induccio de I'autofagia. En resum, el conjunt de resultats indiquen que el Mibefradil també inhibeix

V600E

I’autofagia i que el Vemurafenib la indueix en les linies resistents de melanoma BRAF (Figura

74b).
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Figura 74. El Vemurafenib actua com inductor de I'autofagia en les cél-lules de melanoma BRAF

VGOOE' G)

Immunofluorescéncia de LC3B en M3 i M3R després del tractament amb Vem (1uM, 48h) i co-tractament amb
Vem més 3 hores de CQ. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n., no significatiu, van ser determinats mitjangant
la prova one-way ANOVA, sequida del test post hoc de Bonferroni. b) Imatges representatives de les cél-lules
M3R transfectades amb el plasmidi ptfLC3 i tractades amb Cloroquina (bloquejant de I'autofagia) o rapamicina
(inductor de I'autofagia), a més de Vemurafenib i Mibefradil. Les cél-lules amb puntejat de LC3 groc degut a la
colocalitzaciod de la fluorescéncia vermella i verda mostren els autofagosomes. Les cel-lules amb puntejat

vermell indiquen la preséncia d’autofagolisosomes.
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El bloqueig de I'autofagia restableix la viabilitat cel-lular en combinaci6 amb Vemurafenib en

algunes linies cel-lulars de melanoma resistents al farmac.

Llavors, vam procedir a estudiar la viabilitat cel-lular en totes les linies sensibles i resistents de
melanoma cutani sota diferents condicions i en combinacié amb els diferents tractaments. Com era
d’esperar, les cél-lules de melanoma sensibles reduien la viabilitat quan es tractaven amb
Vemurafenib, no aixi en el cas de les seves resistents (Figura 75a). Basant-nos en aquesta evidéncia i
pel paper citoprotector conegut de I'autofagia en el melanoma (Ma et al. 2014), vam testar |'efecte
de l'inhibidor dels TTCCs, Mibefradil, en la mort cel-lular induida per Vemurafenib. La viabilitat i la
mort cel-lular de les cél-lules de melanoma es van analitzar després del tractament amb Vem (1uM)

durant 48h i/o amb Mibefradil (10uM) i CQ (25uM) durant 24 hores.

En termes de viabilitat cel-lular, els resultats van mostrar que en totes les cél-lules de melanoma
sensibles, la terapia combinada (Vem+Mib o Vem+CQ) reduia la viabilitat cel-lular tant com la
monoterapia sola, és a dir, amb el tractament amb Mibefradil sol, fins i tot quan I'autofagia esta
bloquejada (amb el tractament amb CQ). Tot i aix0, no es van observar efectes additius ni sinérgics
en els tractaments combinats (Figura 75a). Pel que fa a les linies cel-lulars resistents, tant el
tractament amb Mibefradil com el bloqueig de I'autofagia amb CQ promovien la mort cel-lular i
reduien la viabilitat en totes les cél-lules, tal com s'ha descrit anteriorment. No obstant,
sorprenentment, amb les terapies combinades podiem separar clarament dos grups de linies
cel-lulars segons el seu efecte. Els resultats van revelar que les terapies combinades disminuien la
viabilitat en algunes linies cel-lulars resistents (M238R, A375R i Mel888R), pero en altres (M3R i Sk-
Mel-28R), el tractament combinat mantenia la seva viabilitat en comparacié amb el tractament en
monoterapia (Mib o CQ). Es a dir que, en algunes linies resistents (M3R i Sk-Mel-28R) el tractament
combinat (Vem+Mib o Vem+CQ) no tan sols no actuava additiva o sinergicament, sind que
determinava una millor viabilitat cel-lular que el tractament amb monoterapia tan sols amb

Mibefradil o tan sols amb Cloroquina (Figura 75a-b).
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Figura 75. El bloqueig de I'autofagia restableix la viabilitat cel-lular en combinacié amb Vemurafenib en
algunes linies cel-lulars de melanoma resistents. a) Assajos de viabilitat cel-lular (%) per MTT de totes les
linies cel-lulars parentals i les seves resistents corresponents sota tractament de Vem (1uM, 48h) i/o de
Mibefradil (10uM) durant 24h. b) Imatges representatives de la viabilitat cel-lular afectades pels tractaments
en M3R. L'analisi estadistic es va realitzar mitjancant un Two-Way ANOVA, seguit del test post hoc de

Bonferroni (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s, no significatiu).

A més, la corba dosi-depenent de Mibefradil en les cél-lules resistents préviament tractades amb
Vemurafenib mostrava un efecte lleugerament sinergic en unes linies (M238R, A375R i Mel888R) o
es produia un shift que resultava en una recuperacié significativa de la viabilitat cel-lular en les linies

resistents M3R i Sk-Mel-28R (Figura 76a).

Finalment i per analitzar I'apoptosi de la terapia combinada, es va realitzar I'analisi d'Annexina V i

|"assaig d’exclusio de Blau de Tripa en les cél-lules M3R i Sk-Mel-28R. Els resultats ens indiquen una
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disminucio del percentatge de cel-lules apoptotiques (Annexin V) i de mort cel-lular (positives per

Blau Tripa) després de I'exposicié de la terapia combinada(Figura 76bc).
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Figura 76. El bloqueig de I'autofagia disminueix la mort cel-lular en combinacio amb Vemurafenib en
algunes linies cel-lulars de melanoma resistents. a) Analisi de la concentracio inhibitoria (IC50) de Mibefradil a
les 24 hores en les linies cel-lulars M3, M338, A375 i Mel888 i les resistents corresponents després d’un pre-
tractament amb Vem de 48 hores. Per analitzar I'apoptosi vam realitzar b) Assaig d’Annexin V i c) Assaig
d'exclusio de Blau de Tripa per explicar les cél-lules apoptotiques i el percentatge de mort cel-lular després dels

tractaments. p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s, no significatiu, van ser determinats per els test ANOVA,

seqguit de la prova de comparacio multiple de Bonferroni.

En conclusid, les terapies combinades que indueixen un manteniment de la viabilitat en algunes
linies cel-lulars resistents a Vemurafenib (M3R i Sk-Mel-28R), presenten una disminucié significativa
de la mort cel-lular sota el doble tractament en comparacié amb el tractament amb monoterapia,

Mib o CQ, en aquestes mateixes linies (Figura 76b-c).
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Per altra banda, amb I'objectiu de determinar si la terapia combinada bloqueja I'autofagia, es van

analitzar els nivells de p62 i LC3Il per WB en totes les linies cel-lulars sensibles i resistents, i en tots

els casos es va observar un increment d’ambdds marcadors autofagics tant amb el tractament amb

monoterapia com també amb el doble tractament (Figura 77).
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Figura 77. Les terapies combinades bloquegen I'autofagia de les linies de melanoma basals i resistents. a)

Analisi de P62 i LC3Il per WB després del tractament amb Vem (1uM) durant 48h i/o amb Mibefradil (10uM) i

CQ (12,5 uM) durant 24h.

Tot plegat, aquestes dades suggereixen que malgrat que l'autofagia estigui bloquejada de forma

efectiva per l'accid dels farmacs (Mibefradil o Cloroquina), les terapies combinades amb

Vemurafenib podrien restaurar parcialment la viabilitat i la mort cel-lular en alguns melanomes

resistents a Vemurafenib.
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El bloqueig dels TTCCs afecta a la migracié i la invasié de les cél-lules de melanoma BRAF'***

resistents i recupera les taxes de migracié en linies cel-lulars especifiques en combinacié amb

Vemurafenib.

En concordanca amb la nostra linia d'estudi, el seglient punt va ser avaluar I'efecte del bloqueig dels
TTCCs sobre la migracid i la invasié cel-lular en cel-lules de melanoma resistents, com a processos
clau en la metastasi del melanoma (Paluncic et al. 2016). Per a aquests experiments, les cel-lules de
melanoma es van plantar al 100% de confluencia per prevenir la mort cel-lular amb els tractaments

utilitzats.

Tal i com es podia predir, el tractament amb Vemurafenib reduia la migracié cel-lular en totes les
cel-lules de melanoma sensibles, pero aquest efecte no es produia en les linies resistents al farmac

(Figura 78).

Per altra banda, el tractament amb Mibefradil inhibia la migracid cel-lular no només en les cél-lules
sensibles BRAF*™F tal com s'esperava (Maiques et al. 2018), sind també en totes les cél-lules de
melanoma resistents. Per contra, la terapia combinada reduia el percentatge de cicatritzacié de la
ferida en les linies cel-lulars resistents M238R, A375R i Mel888R, perd va mantenir el tancament de
la ferida en altres linies (M3R i SK-mel-28R) en comparacié amb la monoterapia (Mib) (Figura 78).
Aguests resultats corroboren els obtinguts amb els assajos de viabilitat i mort cel-lular (Figura 75 i

Figura 76).
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Figura 78. El bloqueig dels TTCCs afecta a la migracié de les cél-lules de melanoma resistents i restaura les

taxes de migracié en linies cel-lulars especifiques en combinacio amb Vemurafenib. a) Imatges i grafics

representatius de l'assaig de wound healing de les linies cel-lulars M3 i M238 i les seves Vem-R corresponents

tractades amb 48h de Vem (1uM) i/o Mib (10uM) durant 24 hores. Els panells situats a la dreta de cada linia

cel-lular representen el percentatge de tancament de la ferida com a resultat de com a minim tres experiments

independents. L'analisi estadistic es va realitzar mitjan¢ant un Two-Way ANOVA, seguit del test post hoc de

Bonferroni (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s, no significatiu).
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A continuacid, per tal d’avaluar I'efecte de la inhibicié farmacologica de I'autofagia sobre la migracié
de les cél-lules de melanoma resistents, totes les linies cel-lulars van ser sotmeses a CQ sola o en
combinacid6 amb Vemurafenib. Els resultats indicaven que el bloqueig de l'autofagia també
disminuia la migracid cel-lular en totes les linies cel-lulars resistents, perd quan la CQ es combinava
amb Vemurafenib es recuperava el percentatge de tancament de la ferida en les mateixes linies

cel-lulars resistents que ho feia el tractament Mib+Vem (M3R i SK-mel-28R) (Figura 79).
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Figura 79. El bloqueig de I’autofagia afecta a la migracio de les cél-lules de melanoma resistents i manté les
taxes de migracié en linies cel-lulars especifiques en combinacio amb Vemurafenib. a) Imatges i grafics
representatius de I'assaig de wound healing de les linies cel-lulars M3 i M238 i les seves Vem-R corresponents
tractades amb 48h de Vem (1uM) i/o CQ (25uM) durant 24 hores. Els panells situats a la dreta de cada linia
cel-lular representen el percentatge de tancament de la ferida com a resultat de com a minim tres experiments
independents. L'analisi estadistic es va realitzar mitjancant un Two-Way ANOVA, seqguit del test post hoc de

Bonferroni (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s, no significatiu).

En la mateixa linia, tant en I'assaig de single cell que avalua la migracié de les cél-lules individuals
com en |'assaig d’invasio per Transwell, |la terapia combinada (Vem+Mib) mantenia tant la velocitat
migratoria com la distancia acumulada (figura 80a), i el percentatge de cel-lules invasives (figura

80b) en cel-lules M3R en comparacié amb el tractament amb Mibefradil en monoterapia. Aquests
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resultats mostren que el bloqueig de I'autofagia també redueix les taxes de migracié individualitzada

V600E

i invasio en les linies cel-lulars de melanoma BRAF resistents a BRAFi i recupera aquest fenomen

qguan es combina amb Vemurafenib en algunes linies resistents especifiques (M3R i Sk-Mel-28R).
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Figura 80. El bloqueig dels TTCCs afecta la migracio individualitzada i la invasio de les cél-lules de melanoma
resistents i restableix les taxes d’invasié en linies cel-lulars especifiques en combinacio amb Vemurafenib a)
L'analisi de sequiment de cel-lules es va dur a terme durant 24 hores a una velocitat de 1 marc per 20 minuts.
La velocitat de migracié (um / h) i la longitud acumulada total migrada (um) de les cél-lules tractades i no
tractades es van analitzar en cél-lules M3 i M3R. b) Imatges representatives de tincié nuclear de Hoechst de les
linies cel-lulars M3 i M3R després del canvi de coté (camp microscopic x10) i percentatge (%) de les cel-lules
que van envair el matrigel després del tractament amb Vem i/o Mib en comparacié amb el control. * p <0,05;
** p <0,01; *** p <0,001; n., no significatiu, van ser determinats mitjangant un Two-Way ANOVA, sequit del

test post hoc de Bonferroni.
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L'expressié6 de mRNA de Cav3.1 s’incrementa en cél-lules de melanoma resistents a Vemurafenib

quan PTEN no és funcional.

PTEN és un gen supressor tumoral que inhibeix la via PI3K en condicions normals (Wu et al. 2003).
Com s’ha comentat, el 20-30% dels melanomes presenten pérdua de funcié de PTEN (Wu et al.
2003), ja sigui per mutacié o delecié. A més, aquesta perdua de funcié de PTEN és muatuament
excloent de les mutacions NRAS i coexisteix amb la mutacié de BRAF (Manzano et al. 2016). Per
estudiar si els mecanismes d’adquisicié de la resistéencia a Vemurafenib en cel-lules de melanoma
depenen de l'estat funcional de PTEN, primer vam comprovar |'expressid d’aquest supressor

tumoral en totes les linies cel-lulars de melanoma BRAF'***

. Segons el publicat en la literatura, tres
de les nostres linies cel-lulars tenen PTEN WT (M238, A375, Mel888), mentre que tres linies no
expressen PTEN o el tenen mutat, és a dir, no funcional (M3 i M249 amb pérdua PTEN, SK-Mel-28
amb mutacié en PTEN) (Zuo et al. 2018). El nivell proteic de PTEN en aquestes linies cel-lulars va ser

confirmat mitjancant WB (Figura 81a).

E
V600 a5 va observar

Després del tractament amb Vemurafenib de les cel-lules de melanoma BRAF
una disminucié significativa de p-ERK en les cél-lules de melanoma sensibles. Al contrari, el
tractament amb Vemurafenib en les linies cel-lulars resistents mantenia els nivells proteics de p-ERK,
representant una major activacié de la via ERK en els melanomes resistents a Vemurafenib (Lidsky et
al. 2014; Das Thakur et al. 2013; Villanueva et al. 2010) (Figura 81b). Aquests resultats indiquen que

V60 sansibles i,

el Vemurafenib inhibeix la senyalitzacié de les MAPKs en cel-lules de melanoma BRAF
per tant, inhibeix la proliferacié cel-lular en aquestes linies cel-lulars (Su et al. 2012). Els nivells de
proteina p-AKT es trobaven incrementats amb el tractament amb Vemurafenib tant en cél-lules
sensibles com en resistents (Figura 81b). Aquestes dades indiquen que |’activacid de la resisténcia a
Vemurafenib pot estar determinada per un alt nivell d'AKT fosforilat (p-AKT) en les cel-lules de

melanoma BRAF"*° (Luo et al. 2016).
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Figura 81. Expressio de PTEN en les linies de melanoma sensibles i resistents a Vemurafenib. a) WB dels
nivells de PTEN en tot les linies de melanoma sensible i resistents. b) Analisi dels nivells proteics per WB de p-

AKT i p-ERK en totes les linies de melanoma tractades amb o sense Vemurafenib (1uM, 48h).

A continuacid, es va voler estudiar si I'expressié del TTCC Cav3.1 tenia alguna correlacié amb I'estat
funcional de PTEN en les nostres linies cel-lulars de melanoma. Per aix0, es van analitzar i comparar
els nivells de mRNA de Cav3.1 entre els dos grups de linies de melanoma segons I'estat de PTEN
(PTEN WT vs PTEN KO/mutat). Els resultats obtinguts representats en la figura 82a mostren un
increment significatiu dels nivells de mRNA de Cav3.1 en les cel-lules de melanoma resistents a

Vemurafenib amb PTEN KO/mutat, en comparacié amb el grup PTEN WT.

Llavors, amb l'objectiu d’investigar si PTEN podria modular I'expressié dels TTCCs en cel-lules de
melanoma resistents, en primer lloc vam sobreexpressar PTEN, mitjangant infeccio lentiviral, en una
linia cel-lular de melanoma sensible amb PTEN delecionat (M3). Una vegada aconseguida aquesta
linia estable, vam generar-ne la linia resistent a BRAFi (Vem) (Figura 82b). A continuacio, vam
procedir a analitzar els transcrits de Cav3.1 després de la sobreexpressié de PTEN. Els resultats van
indicar que la sobreexpressié de PTEN a la linia resistent (M3R OE PTEN) augmentava els nivells de
mMRNA de Cav3.1 en comparacié amb la linia sensible amb PTEN no funcional (M3) (Figura 82c), pero
mostrava una disminucié de I'expressié de Cav3.1 quan es va comparar amb les cel-lules resistents

amb PTEN knockout (M3R) (Figura 82c).

De forma complementaria, es va realitzar I'shRNA de PTEN a una linia sensible amb PTEN WT (A375).
De nou, després de generar la linia estable amb el silenciament genic de PTEN es va crear la
resistencia al BRAFi (Figura 82d). Seguidament, es van analitzar els nivells de mRNA de l'isoforma
Cav3.1 dels TTCCs mitjangant RT-gqPCR. Els resultats obtinguts indicaven una sobreregulacié dels
nivells de Cav3.1 en la linia A375R amb I'shRNA-PTEN en comparacié amb la linia parental, pero

també respecte I’A375R PTEN WT (Figura 82e), corroborant els nostres resultats previs.
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Figura 82. Increment dels nivells de TTCC Cav3.1 en les linies resistents amb PTEN no funcional (pérdua o
mutacid). a) Nivells de mRNA de PTEN en les inies resistents segons PTEN KO/mutat o PTEN WT. b) Analisis de
PTEN per WB en les linies GFP-PTEN vs GFP-vector resistents a Vemurafenib. c) gRT-PCR de Cav3.1 en la M3
sensible, la M3R resistent i la resistent amb sobreexpressio de PTEN (M3R OE PTEN). L’expressio de GPADH es
va utilitzar per normalitzar els nivells. d) Analisis de PTEN per WB en les cél-lules A375R amb I'shRNA de PTEN
vs el vector buit resistents a Vemurafenib. e) gRT-PCR de Cav3.1 en la A375 sensible, la A375R resistent i A375R
ShRNA PTEN. L’expressio de GPADH es va utilitzar per normalitzar els nivells. * p <0,05; ** p <0,01; *** p
<0,001; n.s., no significatiu, es van determinar mitjangant (a) la prova de Mann Whitney o (c,e) la prova one-

way ANOVA, sequida del test post hoc de Bonferroni.
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L’expressié de PTEN determina la viabilitat i migracié/invasié de les linies cel-lulars de melanoma

resistents a Vemurafenib en combinacié amb Mibefradil.

En primer lloc, vam procedir a investigar si PTEN participa en la viabilitat cel-lular i en el procés de
migracié/invasié durant la modulacié del flux autofagic. Com observem en la figura 83, les cél-lules
sobreexpressades amb PTEN i resistents redueixen la viabilitat cel-lular (Figura 83a), la taxa de
migracié (Figura 83b) i la invasid (Figura 83c) quan l'autofagia estava bloquejada amb Mibefradil,
pero també amb la terapia combinada (Vem+Mib) (Figura 83d), en concordanga amb els resultats

obtinguts amb les altres linies cel-lulars (M238R, A375R, Mel88R) amb PTEN WT funcional.
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Figura 83. La sobreexpressio de PTEN en la creacio de linies resistents a Vemurafenib redueix la viabilitat i la
migracié/invasié cel-lular en la terapia combinada (Vem + Mib). Assajos de a) wound healing, (b), single cell i
(c) invasié transwell en les linies resistents amb sobreexpressié de PTEN vs les cél-lules controls (vector) després
del tractament amb Vem (1uM, 48h), Mib 10uM (a,c) or 5uM(b) i Vem+Mib durant 24h. b) Analysis de p62 i
LC31/Il per WB després del tractament amb Vem (1uM, 48h) i/o amb Mib (10uM, 24h) en les M3R GFP-vector i
M3R GFP-PTEN. La GAPDH s’ha utilitzat com a control de carrega. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s, no
significatiu, es van determinar mitjancant el test Two-way ANOVA, seguit de la prova de comparacions

multiples de Bonferroni.

Paral-lelament, es va procedir a avaluar la migracid6 en les cel-lules resistents silenciades
geneticament amb I'shRNA de PTEN. En la figura 84 es pot observar que amb tal silenciament la
migracié cel-lular sota el tractament amb la doble terapia incrementava la taxa de tancament de la

ferida respecte la monoterapia amb Mibefradil (Figura 84).
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Aquests resultats suggereixen que l'estat de PTEN podria tenir un paper important en el mecanisme
de resisténcia en les cél-lules de melanoma a més de modular la resposta de les cel-lules a la terapia
combinada de Vemurafenib i Mibefradil durant el procés de migracié/invasié (Dankort et al. 2009;

Lin et al. 2010).
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= . i ns " 3 Vem
?‘3 1 Mib
= B Vem + Mib
*%
B2 ok
>
o
;D 10
>
[oF
A375R FSV A375R sh PTEN

Figura 84. El silenciament génic de PTEN en la creacio de linies resistents a Vemurafenib recupera la
migracié cel-lular en la terapia combinada (Vem + Mib). Assaig de a) wound healing en les linies resistents
A375R amb shRNA de PTEN respecte les cél-lules control després del tractament amb Vem (1uM, 48h), Mib
10uM) i Vem+Mib durant 24h. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s, no significatiu, es van determinar

mitjangant el test Two-way ANOVA, seguit de la prova de comparacions multiples de Bonferroni.

El tractament combinat de Vemurafenib i Mibefradil retarda la mort cel-lular i la inhibicié del

creixement tumoral in vivo quan PTEN no és funcional.

En un intent per aclarir si el restabliment de la viabilitat cel-lular durant el tractament combinat en
les cel-lules resistents amb PTEN mutat (M3R) era degut a una recuperacio del fenotip o simplement
a un retard de la mort cel-lular, es va realitzar un assaig de viabilitat dels tractaments farmacologics
utilitzats al llarg del temps. Com observem en la figura 85, les cel-lules resistents PTEN KO (M3R)
mantenen la viabilitat cel-lular durant les primeres 24-48 hores del tractament combinatori
(Vem+Mib) respecte a la monoterapia (Mib), fet que no s’observa en les cel-lules resistents
sobreexpressades amb PTEN (M3R OE PTEN) ni com ja haviem demostrat, en la M3 sensible al
farmac. No obstant aix0, els resultats van determinar que la viabilitat cel-lular es retardava en el
temps, ja que a les 96 hores després del tractament amb la terapia combinada es va acabar produint
una disminucié de la viabilitat cel-lular quasi completa en totes les linies estudiades, de la mateixa
manera que succeeix sota el tractament amb la monoterapia (Mib). Aquests resultats ens
suggereixen que la terapia combinada activa un retard en la viabilitat de les cél-lules de melanoma

resistents a Vemurafenib que presenten una disfuncié de PTEN.
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Figura 85. La terapia combinada activa un retard en la viabilitat de les cél-lules que presenten una delecio o
mutacio de PTEN. Corba de viabilitat a diferents hores dels tractaments amb Vem (1uM, 48h), Mib 10uM) i
Vem+Mib durant 24h en les linies cel-lulars M3, M3R | M3R amb sobreexpressio de PTEN. L'analisi estadistic es
va realitzar mitjangant un Two-Way ANOVA, seguit del test post hoc de Bonferroni (* p <0,05; ** p <0,01; ***

p <0,001; n.s, no significatiu).

A continuacid, es va tractar d'analitzar |'efecte del tractament combinat (Vem+Mib) sobre el
creixement tumoral in vivo utilitzant models de xenografts. Vam injectar cel-lules Sk-Mel-28R
subcutaniament en ratolins SCID. Aproximadament 17 dies després del trasplantament, vam
administrar diariament per via oral Vemurafenib i/o Mibefradil durant dues setmanes i vam mesurar
el volum tumoral cada dos dies fins al final de I'experiment (15 dies). Els resultats van mostrar que
els tumors dels ratolins tractats amb Vemurafenib van créixer de manera similar al grup control
(vehicle) i el tractament amb Mibefradil va reduir significativament el creixement tumoral, tal com
s'esperava. Pel que fa a la terapia combinada, no es van observar diferencies significatives en el
creixement del tumor durant la primera setmana de tractament en comparacié amb els tumors
tractats amb Vemurafenib, corroborant els resultats in vitro a temps curts. Tot i aixi, amb el
tractament combinat a temps més llargs es va observar una inhibicié del creixement tumoral, similar
a la observada en els tumors tractats amb monoterapia (Mibefradil), per tant sense presentar un

efecte de sinergia (Figura 86a).

A més, els tumors tractats amb Mibefradil en monoterapia o en combinacié amb Vemurafenib van
mostrar una major immunoexpressido de LC3 en comparacié amb els controls (Figura 86b). Aquests
resultats reforcen els descrits anteriorment in vitro (Figura 85). En resum, els resultats obtinguts

posen de manifest que el bloqueig dels TTCCs, en monoterapia o en combinacié amb Vemurafenib,
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inhibeix I'autofagia i redueix la proliferacio i el creixement tumoral del melanoma en models de

xenografts in vivo.
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Figura 86. El Mibefradil en monoterapia o en combinacié amb Vemurafenib inhibeix la progressio tumoral

del melanoma resistent in vivo. a) Eficacia in vivo (Fold tumor increase) de la terapia combinada durant 15

dies per via oral de Vem (50mg/kg) i/o Mib (25mg/kg) en xenorafts de Sk-Mel-28R. b) IHC de LC3 dels

xenografts subcutanis de ratoli de la linia Sk-Mel-28R. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s, no significatiu,

es van determinar mitjancant el test Two-way ANOVA, seguit de la prova de comparacions mdultiples de

Bonferroni.

179



Resultats

El Mibefradil impedeix I'adquisici6 de resisténcia a Vemurafenib en cél-lules de melanoma

BRAFVGOOE

Finalment, vam voler crear una linea resistent al tractament combinatori (Vem+Mib) a partir d’'una
linia cel-lular sensible, la M3. Aixi, les cél-lules M3 es van exposar a les drogues corresponents (Vem,
Mib, o Vem+Mib) i vam anar tractant-les amb els farmacs cada 3-4 dies. A més, vam comptar el

nombre de cel-lules vives, durant els intervals de temps que es mostren a la figura 87a.

Com ens mostren els resultats, al voltant de 30-60 dies després del tractament amb els diferents
farmacs, les cél-lules es van anar fent resistents al tractament amb Vemurafenib i van comengar a
créixer lentament. No obstant, cap cel-lula sota el tractament combinatori (Vem+Mib) va sobreviure,
per tant no varem poder obtenir cap clon resistent. L'experiment es va repetir gairebé 5 vegades,
perd amb les nostres mans, no vam aconseguir en cap cas una resisténcia ni a la terapia combinada

ni tampoc al tractament amb monoterapia amb Mibefradil (Figura 87a-b).

Aquests resultats podrien suggerir que la inhibicié dels TTCCs podria ser una estratégia per evitar

< e _es . \ . . \ E
I'adquisici6 de resisténcia a Vemurafenib en les cél-lules de melanoma BRAF'*°%,

180



Vem 1uM Untreated

Mib 10pM

Vem 1+Mib 10

Resultats

a
114007 - »

8802000.0 K
6604000.0 J
4406000.0 I:'
2208000.0
- 10000.0+
= 2600
S 1800-
< 1000
S 200t
- 50— + Untreated
é Vem 1pM
3 40+ - Mib 10uM
% 30- Vem 1uM + Mib 10uM
o

20

10

0 et
0
V600E
M3 (BRAF )

1day 3 days 13 days 30 days 60 days 90 days

Figura 87. El Mibefradil en combinacié amb Vemurafenib inhibeix I’adquisicio de resisténcia als farmacs en
el melanoma BRAF'*°*. Corba de proliferacio (Nombre de cél-lules) de la linia cel-lular parental (M3) sota el
tractament amb Vem(1um), Mib (10uM) i terapia combinada durant 90 dies. * p <0,05; ** p <0,01; *** p
<0,001; n.s, no significatiu, es van determinar mitjancant el test Two-way ANOVA, seguit de la prova de

comparacions multiples de Bonferroni.
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En conclusio, en aquest treball vam verificar que tant les cel-lules com les bidopsies de melanoma
BRAF®% resistents a Vemurafenib expressaven nivells majors de TTCC Cav3.1 en comparacié amb
les parentals respectives, i a més, presentaven un increment de 'autofagia basal. Tant I'inhibidor
dels TTCCS, Mibefradil, com la Cloroquina, inhibien de forma efectiva |'autofagia en totes les linies
cel-lulars BRAF"*®* resistents al inhibidor de BRAF, Vemurafenib, aixi com en xenografts de ratoli in
vivo, i produien una disminucid tant de la viabilitat cel-lular com de la seva capacitat de migracié i

invasid i del creixement tumoral en models murins in vivo.

Pel que fa a la terapia combinada (Vem+Mib), no es va demostrar una accié additiva o sinérgica de
la mateixa en linies resistents a Vemurafenib. De forma sorprenent, perd, vam demostrar que el
tractament amb ambdds farmacs tenia un efecte diferencial en el comportament d'aquestes
cel-lules resistents i que depenia de I'estat funcional de PTEN. En aquest sentit, quan PTEN no és
funcional, la terapia combinada provocava un retard en la induccié de mort i la inhibicié de la
migracié cel-lular en les linies resistents a Vemurafenib. A més, els nivells d’expressié del TTCC
Cav3.1 eren significativament majors en les linies amb PTEN no funcional respecte les linies
resistents que si expressen PTEN. Aixi mateix, per una banda, el silenciament de PTEN produia un
increment de I'expressié del TTCC Cav3.1 i un manteniment de la capacitat de migracié sota el
tractament combinat (Vem+Mib). Per altra banda, amb la sobreexpressié de PTEN en cel-lules PTEN
KO, s’observava una disminucié de I'expressié del TTCC Cav3.1 i una reduccié de les taxes

migratories/invasives després de la terapia combinada.

Finalment, vam demostrar que sota el bloqueig dels TTCCs no s'obtenen in vitro cél-lules de

V600E

melanoma BRAF resistents a Vemurafenib. En conjunt, els nostres resultats suggereixen que els

VE00E rasistents a

TTCCs constitueixen dianes terapéutiques valides en linies de melanoma BRAF
Vemurafenib. Aquests resultats estan enviats a una revista d’'impacte en I'ambit de la dermatologia

oncologica i es troben a I'espera de ser publicats (ANNEX).
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2. Estudi del secretoma de les linies cel-lulars de melanoma metastatic BRAFV60%

resistents a Vemurafenib.

En el melanoma les cel-lules veines, és a dir, les cél-lules estromals, com els neutrofils, els macrofags
i els fibroblasts, tenen una importancia cabdal en una série d'esdeveniments bioldgics de
senyalitzacid relacionats amb I'oncogénesi tals com la invasid i la migracié tumoral. La secrecid de
molécules bioactives com ara factors de creixement i proteases, promouen el reclutament de les
cel-lules estromals per part de les cel-lules tumorals per a participar en I'oncogénesi, conduint
eventualment a la progressio i la difusié del tumor (Liberato et al. 2018; Rocco et al. 2011). Aixi, la
manipulacié terapéeutica del microambient tumoral sembla ser un enfocament molt prometedor en

la terapia contra el cancer (Kupcova Skalnikova et al. 2017; Liberato et al. 2018).

V600E

Els melanomes BRAF resistents a Vemurafenib secreten citoquines que promouen I’adquisicié

de resisténcia a la terapia amb inhibidors de BRAF.

Hi ha prou evidéncies que suggereixen que la resisténcia a la inhibici6 de BRAF no només esta
impulsada per mecanismes intratumorals, sind també mitjangant la induccié d'un microambient
tumoral immuno-supressor (Kodet et al. 2018; Menon and Schaider 2015; Sandri et al. 2016). Per
aixo, vam voler estudiar si I'adquisicié de la resisténcia a Vemurafenib de les linies de melanoma
utilitzades depenia Unicament de la modulacié de les vies de senyalitzacié intrinseques o si el
microambient tumoral (secretoma) també tenia un paper rellevant. Per a portar-ho a terme, en
primer lloc es van anar recollint els sobrenadants de les linies de melanoma resistents (M.C liniaR)
per utilitzar-los com a medi de cultiu sobre les cél-lules parentals. A banda, també es van recollir els
sobrenadants (medis condicionats, M.C linia) de les propies linies sensibles com a control per

verificar que els medis no estaven obsolets (Figura 88).
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Figura 88. Representacio grafica del protocol de treball per a la recol-leccié dels medis condicionats.

Llavors, vam cultivar les cél-lules parentals (M3, M238, Sk-Mel-28, A375) amb el seu propi medi
condicionat i amb el medi condicionat de les seves corresponents resistents. Seguidament, es va
avaluar l'efecte de l'inhibidor de BRAF, Vemurafenib, sobre la viabilitat i la migracié cel-lular

mitjancant assajos MTT i de wound healing, respectivament.

Els resultats van mostrar que quan les cel-lules sensibles es cultivaven amb el seu propi medi
condicionat i sota el tractament amb Vemurafenib, la viabilitat i la migracié cel-lular es veia reduida
de manera similar al que succeeix amb el medi de cultiu fresc. Sorprenentment, vam observar que
qguan les cél-lules parentals es cultivaven amb medi condicionat procedent de la seva linia resistent
(M.C liniaR) i es tractava amb Vemurafenib, mantenien la viabilitat cel-lular gairebé al 100% i es

restablien les taxes migratories, comportant-se com una linia resistent (Figura 89).

Aguestes troballes suggereixen que les linies cel-lulars sensibles a Vemurafenib cultivades amb medi
condicionat de la linia resistent en combinaci6 amb Vemurafenib es comporten com a linies
cel-lulars resistents al farmac tant en termes de viabilitat cel-lular com de migracié. Per tant, la
secreci6 de les linies resistents condiciona el microambient tumoral i indueix resisténcia a la terapia

en les cel-lules sensibles.
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Figura 89. Efecte del secretoma en la viabilitat i migracié cel-lular de les linies resistents a Vemurafenib
sobre les linies parentals de melanoma. Assaig de viabilitat en cél-lules (a) M3 i (b) M238 tractades amb medi
condicionat (M.C) propi i procedent de la linia resistent tractades amb Vemurafenib (1uM,48h). Assaig de
migracio (wound healing) en (a) M3, (b), M238, (c) Sk-Mel-28 i (d) A375 després de cultivar les cél-lules amb
medi condicionat propi o procedent de la corresponent resistent amb Vemurafenib (1uM,48h). * p <0,05; ** p
<0,01; *** p <0,001; n.s, no significatiu, es van determinar mitjancant el test Two-way ANOVA, seguit de la

prova de comparacions multiples de Bonferroni.

A continuacié, vam procedir a investigar I'efecte dels medis condicionats i I'inhibidor de BRAF sobre
la capacitat invasiva de les cel-lules de melanoma. Per a realitzar I'assaig Transwell en aquest cas, les

cél-lules es van tripsinitzar i es van plantar en la part superior de la cambra del Transwell recoberta
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amb Matrigel en un medi sense serum. Com a quimioatraient (en la part inferior de la cambra), vam

utilitzar 3 condicions diferents (Figura 90a):
a) Medi fresc com a control positiu d’invasio
b) Medi condicionat
¢) Medi condicionat en combinacié amb Vemurafenib

En consonancia amb els nostres resultats, el tractament de la linia sensible M3 amb el seu propi
medi condicionat i Vemurafenib durant 48 hores inhibia la seva capacitat invasiva. De nou, les
diferencies no eren significatives quan es tractaven les cél-lules M3 amb medi condicionat procedent
de la linia resistent M3R en combinacié amb Vemurafenib. Aquests resultats ens manifesten que la
linia resistent a Vemurafenib secreta factors al medi que condicionen també la capacitat invasiva de

la linia parental (Figura 90b).
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Figura 90. El secretoma de les cél-lules M3R indueixen el procés d’invasio cel-lular sobre la linia M3

parental tractades amb Vemurafenib. a) Esquema representatiu de I’'experiment d’invasio per Transwell. b)
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Imatges representatives de tincio nuclear de Hoechst de la linia cel-lular M3 (camp microscopic x10) i
percentatge (%) de les cél-lules que van envair el matrigel després de cultivar-les amb medi condicionat propi o
procedent de la corresponent resistent amb Vemurafenib (1uM,48h). * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s,
no significatiu, es van determinar mitjangant el test Two-way ANOVA, sequit de la prova de comparacions

multiples de Bonferroni.

Per acabar de confirmar els resultats obtinguts anteriorment, es van utilitzar diferents combinacions
entre medis condicionats procedents de linies resistents i cél-lules parentals per tal de verificar si
totes les linies cel-lulars sensibles a Vemurafenib adquirien la resisténcia a I'inhibidor de BRAF sota

la influéncia del medi condicionat procedent de qualsevol linia resistent (Figura 91).

Els resultats mostren que ambdues linies cel-lulars parentals (M3 i M238) quan s’exposaven amb
medi condicionat procedent de qualsevol linia sensible al farmac conjuntament amb Vemurafenib
disminuien la taxa de migracid. Per contra, aquestes mateixes cel-lules sotmeses a medi condicionat
procedent de diferents linies resistents en combinaci®é amb Vemurafenib mantenien els

percentatges de migracid, indicant de nou, que es feien resistents al farmac (Vem) (Figura 91).

En conjunt els resultats suggereixen que les linies resistents secreten factors determinants per a
I’adquisicid de resisténcia a la terapia amb Vemurafenib (Menon and Schaider 2015; Whipple and

Brinckerhoff 2014).
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migracio resistent sobre diferents linies parentals de melanoma. Assaig de migracio (wound healing) de les
linies (a) M3 i (b) M238 cultivades amb medi condicionat de diferents parentals o resistents amb Vemurafenib

(1uM,48h). * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s, no significatiu, es van determinar mitjancant el test Two-
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de les linies resistents a Vemurafenib provoquen I'adquisicio d’un fenotip de

way ANOVA, sequit de la prova de comparacions multiples de Bonferroni.
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El bloqueig de I'autofagia amb medis condicionats de cél-lules resistents inhibeix la migracié de les

V600E

linies cel-lulars de melanoma BRAF sensibles i restaura les taxes de motilitat cel-lular en

combinacié amb Vemurafenib depenent del estat funcional de PTEN.

En els estudis previs haviem demostrat que el Mibefradil inhibeix la migracié cel-lular en totes les

VOO0 tant sensibles com resistents a Vemurafenib. Aqui en primer lloc, es

cél-lules de melanoma BRAF
va tractar d’avaluar si el bloqueig dels TTCCs amb Mibefradil també inhibia la migracié cel-lular de
les cél-lules de melanoma cultivades amb els medis condicionats de les linies resistents. Tal i com
s’observa a la Figura 92, efectivament el tractament amb Mibefradil també reduia la capacitat
migratoria de les cél-lules de melanoma cultivades indistintament tant amb medi condicionat

procedent d’una linia cel-lular sensible (M3 o M238) o procedent de les resistents (M3R o M238R),

constatant per tant, els estudis anteriors.

Per altra banda, préviament haviem determinat que la doble combinatoria (Vem + Mib) provocava
un efecte diferencial sobre la viabilitat cel-lular, la migracié i la invasié depenent de I’estat funcional
de PTEN (Figura 83 i 84). Per aprofundir en aquest aspecte, es van realitzar assajos de wound healing
amb una linia cel-lular de melanoma sensible a Vemurafenib amb PTEN KO (M3) i una amb PTEN WT
(M238). En ambdds casos es va utilitzar com a medi condicionat 3 medis diferents: 1. Medi fresc
com a control positiu, doncs préviament ja haviem avaluat aquesta condicid; 2. Medi condicionat de
la propia linia sensible com a segon control per determinar que el medi condicionat no estava
obsolet; 3. Medi condicionat procedent de la seva linia resistent corresponent. Després del
tractament amb els farmacs, es va observar que en ambdues linies cel-lulars (M3 i M238) el medi
condicionat propi amb Vemurafenib o amb Mibefradil en monoterapia o en combinacié amb els dos
farmacs provocava una disminucid significativa de la migracid cel-lular (Figura 92). Al contrari, i
corroborant els resultats in vitro, la linia M3 (KO per PTEN) cultivada amb el medi de la linia cel-lular
resistent i amb el doble tractament (Vem + Mib) provocava una recuperacio de la taxa de migracid
respecte el tractament amb Mibefradil en monoterapia. En canvi, la linia M238 (WT per PTEN)
cultivada amb el M.C.M238R i la terapia combinada va disminuir la motilitat cel-lular tal com passava

en els experiments in vitro amb medi fresc(Figura 92).
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Figura 92. El bloqueig de I'autofagia amb medis condicionats de resistents inhibeix la migracié de linies

V600E

sensibles de melanoma BRAF i manté les taxes de motilitat cel-lular en combinacio amb Vemurafenib

depenent de I'estat funcional de PTEN. Assaig de migracié (wound healing) en M3 i M238 després de cultivar
les linies cel-lulars amb M.C. de la linia cel-lular parental o M.C. de la linia resistent i els diferents tractaments
(Vemurafenib 1uM,48h, Mibefradil 1uM,24h i combinacio Vemurafenib+Mibefradil). * p <0,05; ** p <0,01; ***
p <0,001; n.s, no significatiu, es van determinar mitjancant el test Two-way ANOVA, seguit de la prova de

comparacions multiples de Bonferroni.

Finalment, vam voler determinar si el restabliment o no de la migracid cel-lular durant la terapia
combinada es deu a la mecanistica intrinseca de les linies cel-lulars parentals, segons tinguin PTEN
WT o PTEN KO/mutat, o bé és degut als factors secretats per les linies resistents. Amb aquest
objectiu, vam realitzar assajos de migracid utilitzant, en aquest cas, diferents medis condicionats de

resistents sobre les linies cel-lulars parentals M3 (PTEN KO) o M238 i Mel888 (PTEN WT) (Figura 93).

Els resultats mostren que la linia M3, amb PTEN KO, sempre presentava un manteniment de la
migracié cel-lular amb la terapia combinada idependentment del medi de cultiu de resistent
utilitzat. Ara bé, en les dues linies cel-lulars (M238 i Mel888) amb PTEN WT cultivades amb medi
condicionat d’una linia resistent que no té I'expressi6 de PTEN (M3R), s’observava inclds una

sinergia amb la terapia combinada (Vem + Mib) (Figura 93).
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Figura 93. El bloqueig de I'autofagia en combinacio amb Vemurafenib juntament amb medis condicionats de
diverses linies resistents recupera la taxa de migracio en les linies parentals amb PTEN KO. Assaig de
migracié (wound healing) en M3, M238 i Mel888 després de cultivar les cel-lulars amb M.C. de diferents linies
resistents | els diferents farmacs (Vemurafenib 1uM,48h, Mibefradil 1uM,24h | combinacio
Vemurafenib+Mibefradil). * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s, no significatiu, es van determinar

mitjangant el test Two-way ANOVA, seguit de la prova de comparacions multiples de Bonferroni.

Aguests resultats indiquen que indistintament del medi condicionat resistent utilitzat per cultivar les
linies cel-lulars parentals, I'efecte de la terapia combinada depén del mecanisme intrinsec de les

cél-lules i no pas dels factors presents en la secrecio cel-lular.

Doncs en conjunt, els factors secretats per les cel-lules de melanoma resistents és determinant per a
I’adquisicid de la resisténcia, pero una vegada establerta, la seva modulacié sota els inhibidors
farmacologics dels TTCCs en combinacié amb Vemurafenib és una caracteristica intrinseca de les

propies cel-lules.
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El plasma de ratolins amb tumors subcutanis de cél-lules de melanoma resistents a Vemurafenib

indueix un fenotip de resisténcia a les cél-lules en cultiu.

Per acabar de validar si I'adquisicié de resisténcia a I'inhibidor de BRAF de les linies cel-lulars
sensibles era induida per la secrecié a I'entorn de factors per part de les cel-lules de melanoma
resistents (Koya et al. 2012; Straussman et al. 2012), es va extreure plasma de ratolins SCID amb
xenografts de linies cel-lulars de melanoma (A375 i A375R; M238 i M238R; i SK-Mel-28R). Es van
utilitzar ratolins control sense injeccid subcutania de cél-lules tumorals per comparar. Després de 4
setmanes de creixement dels xenografts es va extreure la sang de cada ratoli mitjangant puncié
cardiaca i es van obtenir els plasmes. Aquests plasmes es van filtrar (filtres 0,22um) i es van utilitzar

al 10% amb el medi de cultiu d’interés per cultivar la linia de melanoma M3 i SK-Mel-28 (sensibles).

Amb I'objectiu d’avaluar el procés de migracid cel-lular, la linia M3 o SK-Mel-28 es va cultivar amb el
medi + 10% de plasma de ratoli durant 48h amb Vemurafenib i es van realitzar assajos de wound
healing. Els resultats obtinguts mostraven que el percentatge de migracié de les M3, tant amb el
plasma control (no tumoral) com amb els plasmes procedents dels ratolins amb xenografts de linies
cel-lulars parentals, disminuia amb el tractament amb Vemurafenib. Per contra, i verificant els
resultats in vitro, la migracié de la M3 no es veia afectada sota I'exposicié dels plasmes procedents
dels models tumorals de linies resistents i sota el tractament amb Vemurafenib (Figura 94). En
aquest sentit, la linia cel-lular parental SK-Mel-28 tampoc presentava diferéncies significatives en la
migracié cel-lular quan les cél-lules es cultivaven amb plasma procedent dels xenografts SK-Mel-28R

en combinaciéo amb Vemurafenib.

Aquests resultats suggereixen, que en el plasma dels ratolins hi ha factors implicats en I'adquisicié
de la resisténcia als inhibidors de BRAF que modulen el comportament migratori de les cél-lules

parentals.

A més, es va mesurar la migracié cel-lular sota el bloqueig dels TTCCs amb Mibefradil en les linies
cel-lulars sensibles (M3 i SK-Mel-28) tractades préviament amb els plasmes dels ratolins i es va
observar que en totes les condicions (amb tots els plasmes procedents dels ratolins amb xenografts
de cel-lules de melanoma tant parentals com resistents) el tractament amb el Mibefradil inhibia la

migracié de les cel-lules M3 (Figura 94).
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Figura 94. Efecte del plasma procedent de ratolins amb tumors subcutanis de linies resistents sobre la
migracio de les linies parentals, M3 i SK-Mel-28. Assaig de migracio (wound healing) després de cultivar la
linia M3 amb 10% de plasma Control, A375, A375R, M238, M238R i Sk-Mel-28R o la linia cel-lular SK-Mel-28
amb 10% de plasma SK-Mel-28R i/o Vemurafenib (1uM,48h) i/o Mibefradil (10uM,24h). * p <0,05; ** p <0,01;
*** p <0,001; n.s, no significatiu, es van determinar mitjan¢ant el test Two-way ANOVA, seguit de la prova de

comparacions multiples de Bonferroni.
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La secrecido d’exosomes dels melanomes resistents a Vemurafenib no promou l'adquisicié de

resisténcia a la terapia amb l'inhibidor de BRAF.

Per tots els resultats obtinguts fins aleshores, i segons la literatura, les linies cel-lulars resistents a
Vemurafenib secreten factors i diversos productes que afecten al fenotip de les linies cel-lulars
parentals. En un intent per descobrir algun biomarcador diferencial entre els melanomes resistents i
els sensibles, vam dur a terme la tecnica d'aillament i purificacié d'exosomes amb I'ajut de la Dra.

Angels Fabra del laboratori d’Oncologia Molecular del ICO-IDIBELL.

Els exosomes son vesicules derivades de cel-lules que estan presents en la majoria de fluids, incloent
sang, orina i medi dels cultius cel-lulars. Diferents estudis suggereixen que els exosomes derivats de
cél-lules cancerigenes estan implicats en el creixement del tumor, la tumorigénesi, I'angiogéenesi,
I'evacuacié immunitaria del tumor, la metastasi i la resisténcia a la terapia (Peinado et al. 2012;
Somasundaram and Herlyn 2012; Tucci et al. 2018). Els exosomes també participen en la
comunicacié intercel-lular tumoral i amb les cél-lules estromals, especialment amb fibroblasts

associats al cancer (CAF) (Pan et al. 2017).

Per tal de determinar si els exosomes estaven involucrats en |'adquisicid de resisténcia a
Vemurafenib, vam realitzar I'aillament i purificacié d’exosomes per la técnica d’ultracentrifuga de la
linia cel-lular sensible M3 i la resistent M3R. Una vegada aillats els exosomes, vam realitzar
experiments de migracio, pero en aquest cas, utilitzant cambres Transwell, per veure si eliminant els
exosomes dels medis condicionats de les linies resistents observavem un patrd diferencial en la

migracié cel-lular després del tractament amb Vemurafenib.
En aquest cas com a quimioatraient (en la cambra de baix del Transwell), vam utilitzar (Figura 95a):
a) M.C. M3
» Medi M3 amb exosomes +/- Vemurafenib
» Medi M3 deplecionat d’exosomes +/- Vemurafenib
b) M.C M3R
» Medi M3R amb exosomes +/- Vemurafenib

» Medi M3R deplecionat d’exosomes +/- Vemurafenib
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No obstant, els resultats no van ser els esperats. Per a ambdues linies cel-lulars (tant la sensible com
la resistent) tant el medi amb exosomes com el medi deplecionat dels mateixos no produien
diferéncies en la migracid cel-lular, és a dir, el tractament amb Vemurafenib no disminuia la taxa de
migracio de les cél-lules quan s’utilitzava com a quimioatraient el medi condicionat de la linia
resistent sense exosomes (Figura 95b). Aquests resultats ens suggereixen, que els exosomes no son
el component secretat implicat en el mecanisme de resisténcia en les nostres linies cel-lulars de

melanoma BRAF'®%%,
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Figura 95. La secrecio d’exosomes de les cél-lules de melanoma resistents a Vemurafenib no tenen un paper
important sobre I'adquisicio de resisténcia a la terapia amb I'inhibidor de BRAF. a) Esquema representatiu de
I’experiment de migracié Transwell. b) Percentatge (%) de les cél-lules que van migrar després de cultivar les
ceél-lules amb medi condicionat propi (M3) o procedent de la corresponent resistent (M3R) i amb Vemurafenib
(1uM,48h). * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s, no significatiu, es van determinar mitjancant el test Two-

way ANOVA, sequit de la prova de comparacions multiples de Bonferroni.
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El secretoma de les linies cel-lulars de melanoma resistents a Vemurafenib presenta un increment

de citoguines pro-tumorals respecte la secrecié de les linies parentals.

Per tal de determinar biomarcadors amb aplicabilitat clinica i/o dianes terapéutiques implicades en
el mecanisme de resisténcia en el secretoma del melanoma huma, vam voler estudiar les citoquines

VOOOE | 5 citoquines,

presents en el medi de cultiu de les diferents linies cel-lulars de melanoma BRAF
ampliament definides com a proteines de senyalitzacié cel-lular, tenen un paper important en la
inflamacié, la immunitat innata, I'apoptosi, I'angiogénesi, aixi com en el creixement cel-lular i la
diferenciacié. A més, estan implicades en nombroses malalties entre les que s’hi inclou el cancer

(Duque and Descoteaux 2014; Elias et al. 2010; Quail and Joyce 2013).

Gracies al citoarray "Human Cytokine Antibody Array G-Series 3 (AAH-CYT-G3-4)” vam portar a
terme una deteccié multiple i simultania de citoquines humanes (n = 42) en els medis condicionats
de les linies cel-lulars M3, SK-Mel-28, A375 i M238 i en els procedents de les linies resistents. Primer
de tot, com es mostra en la figura 96, vam observar que practicament totes les citoquines
detectades es trobaven incrementades en els medis condicionats procedents de les linies resistents

en comparacio amb els medis condicionats parentals.

Sk-Mel-28 Sk-Mel28R

M238 M238R i A375 A375R

V600E . . .
sensibles i resistents

Figura 96. Secrecio de citoquines pro-tumorals per part de les linies cel-lulars BRAF
a Vemurafenib. Heatmaps que mostren un resum dels nivells relatius de secrecio de les linies sensibles i

resistents utilitzades en els citoarrays.

196



Resultats

updan

197

En la figura 97 es mostren els perfils de secrecid de citoquines de la linia resistent respecte la linia

parental de cada parella sensible i resistent a Vemurafenib de les diferents linies cel-lulars.
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Figura 97. Representacio grdfica del perfil de secrecio de citoquines de les linies cel-lulars resistents respecte

les parentals. En els grdfics, el 100% representa la secrecio de les linies parentals M3, SK-Mel-28, A375 i M238.

De totes les citoquines secretades per part de les linies cel-lulars resistents ens vam centrar en

aquelles que es secretaven en més del 50% respecte la linia cel-lular parental (Figura 97).

Curiosament, el perfil de secrecid de citoquines obtingut es relaciona amb la infiltracié de macrofags
associats a tumors (TAM) i especificament amb els macrofags M2, que han estat associats amb
I’estimulacié del creixement tumoral, I'angiogenesi, la invasié i la metastasi, aixi com amb la
resistencia a la terapia. Aquest fenotip és conseqliéncia, en gran part, de la presencia de M-CSF,

d’altres factors com de les interleuquines IL4, IL 13 i IL 10 (Figura 98) (Cannarile et al. 2017).
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Figura 98. Regulacié de la supressié o estimulacio immunitaria depenent del subtipus de macrofags

associats a tumors.

M-CSF promou I'adquisicié de resisténcia a Vemurafenib en els melanomes BRAF'*** amb pérdua

de PTEN.

Inicialment, vam aprofundir en 'estudi sobre el factor M-CSF, perqué va resultar ser una de les
citoquines més representada i predominant en el medi condicionat procedent de les linies resistents
a Vemurafenib (M3, Sk-Mel-28 i A375). El factor estimulant de la colonia de macrofags també
conegut com M-CSF o CSF-1, és una citoquina secretada que es sobreexpressa en molts tumors
(Chockalingam and Ghosh 2014) i esta involucrada en diversos efectes pro-tumorals com en la
promocid i la progressié tumoral, en I'angiogénesi associada a tumors durant la migracié i la invasid,

aixi com en la supressid de respostes immunitaries antitumorals (Dwyer et al. 2017).

Per comengar, vam avaluar I'efecte de la proteina recombinant de M-CSF (rhM-CSF) a diferents dosis
sobre la viabilitat cel-lular de la linia parental M3 i després la varem combinar amb Vemurafenib per
tal d’estudiar els seus efectes durant I'ladquisicio de resistencia farmacologica. Els resultats indiquen
gue l'exposicio de la linia cel-lular parental M3 a rhM-CSF en el rang de concentracions entre 100 i
800ng/mL no va mostrar variacions en la viabilitat cel-lular. Per tant, la proteina recombinant de M-
CSF no induia canvis en la proliferacié o en la mort d’aquesta linia cel-lular (Figura 99a). A banda, la
combinacié de rhM-CSF tant a 100 com a 200ng/mL amb l'inhibidor de BRAF (Vem) en la linia
sensible M3 revertia la viabilitat cel-lular respecte el tractament amb Vemurafenib sol, comportant-

se com una linia cel-lular resistent (Figura 99b).
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Una vegada optimitzada la concentracié de rhM-CSF a 200ng/mL, es va avaluar la viabilitat cel-lular
de totes les linies BRAF'®* després de I'estimulacié amb la proteina recombinant amb combinacié
amb Vemurafenib (Figura 99c-d). Els resultats van mostrar que amb el tractament amb Vemurafenib
es produia una disminucié de la viabilitat cel-lular en totes les linies cel-lulars, tal i com s’esperava,
mentre que amb la condicié rhM-CSF no hi havia diferéncies significatives respecte el control no
tractat. No obstant, només aquelles linies cel-lulars amb PTEN KO/mutat no responien en termes de
viabilitat cel-lular al tractament conjunt de rhM-CSF i Vemurafenib, mantenint doncs el percentatge
de cel-lules viables (Figura 99c). En canvi, les linies PTEN WT reduien el percentatge de cel-lules
viables amb la doble combinacié (rhM-CSF + Vem) (Figura 99d), suggerint que el M-CSF és

determinant per a l'adquisicié de resisténcia a Vemurafenib en el melanoma quan PTEN no és

funcional.
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Figura 99. M-CSF en combinacio amb Vemurafenib restableix la viabilitat cel-lular en els melanomes

BRAF"*™f amb pérdua de PTEN. a) Assaig de dosi-resposta de rhM-CSF en la linia M3 parental després de 48h
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d’estimulacio amb la citoquina. b) Assaig de viabilitat cel-lular de les cél-lules M3 estimulades durant 48h amb
M-CSF (100ng/mL i 200ng/mL) i/o Vemurafenib (1uM, 48h). Com a controls es va utilitzar la M3 i M3R tractada
amb només Vemurafenib. MTT a les 48h de tractament amb Vemurafenib (1uM, 48h), rhM-CSF
(200ng/mL,48h) i rhM-CSF+Vemurafenib en les linies parentals (c) amb PTEN no funcional (M3 i SK-Mel-28) i
(d) amb PTEN WT (M238 i A375). L'andlisi estadistic es va realitzar mitjangant el test One-way ANOVA, seguit

de la prova de comparacions multiples de Bonferroni (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s, no significatiu).

Per avaluar doncs, si I’'adquisicié de resisténcia produida per I’estimulacié amb M-CSF també tenia el
seu efecte en la migracié cel-lular, es va mesurar la taxa de migracié en totes les linies cel-lulars
sensibles sota el tractament amb rhM-CSF i en combinacié amb Vemurafenib. De nou, els resultats
demostraven que els melanomes amb péerdua de PTEN (M3 i SK-Mel-28) recuperaven la migracié
amb la doble combinacié (rhM-CSF + Vemurafenib) respecte la monoterapia amb Vemurafenib
(Figura 100a), mentre que s’observava una disminucié de la migracié en les linies cel-lulars amb

PTEN funcional (M238 i A375) (Figura 100b).
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Figura 100. M-CSF en combinacio amb Vemurafenib restaura la migracio cel-lular en els melanomes
BRAF"*¢ amb perdua de PTEN. Assaig de Wound healing a les 48h de tractament amb Vemurafenib (1uM,
48h), rhM-CSF (200ng/mL, 48h) i rhM-CSF+Vemurafenib en les linies parentals (a) amb PTEN no funcional (M3 i
SK-Mel-28) i (b) amb PTEN WT (M238 i A375). L'analisi estadistic es va realitzar mitjancant el test One-way
ANOVA, seguit de la prova de comparacions multiples de Bonferroni (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s,

no significatiu).
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Llavors, amb I'objectiu de validar els resultats previs i investigar si efectivament PTEN participava en
la viabilitat cel-lular i en el procés de migracié durant I'adquisicié de resistencia a causa de M-CSF,
vam sobreexpressar PTEN, mitjancant infeccié lentiviral, en una linia cel-lular KO per PTEN, la M3.
Les ceél-lules sobreexpressades amb PTEN (M3 OE PTEN) reduien la viabilitat cel-lular (Figura 101a) i
la migracio cel-lular (Figura 101b) quan s’estimulaven amb rhM-CSF en combinacié amb I'inhibidor
de BRAF (Vem), mimetitzant el que succeia en les linies cel-lulars amb PTEN funcional (M238 i A375)

(Figures 99 100).

a b
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Figura 101. M-CSF esta implicat en la viabilitat i la migracié cel-lular durant I'adquisicio de resisténcia a
Vemurafenib en les cél-lules KO per PTEN. a) Assaig de viabilitat cel-lular (MTT) i (b) Assaig de Wound healing
a les 48h de tractament amb Vemurafenib (1uM, 48h), rhM-CSF (200ng/mL, 48h) i rhM-CSF+Vemurafenib en la
linia parental M3 sobreexpressada amb PTEN (M3 OE PTEN). L'analisi estadistic es va realitzar mitjangant el
test One-way ANOVA, seguit de la prova de comparacions multiples de Bonferroni (* p <0,05; ** p <0,01; *** p

<0,001; n.s, no significatiu).

Aquests resultats suggereixen que M-CSF podria tenir un paper important en el mecanisme de

resistencia a Vemurafenib en cél-lules de melanoma que presenten pérdua de PTEN.

L’anticos monoclonal de M-CSF inhibeix l'adquisicio6 de resistencia a Vemurafenib en els

melanomes BRAF'*°* amb pérdua de PTEN.

Atés que s’ha descrit que la secrecié de M-CSF s'associa amb la resisténcia a la terapia dels
inhibidors de BRAF (Hugo et al. 2015; Wang et al. 2015), vam avaluar si la neutralitzacié d’aquesta
citoquina, mitjancant I'anticos monoclonal de M-CSF (mAb M-CSF), inhibiria I'adquisicié de

resisténcia en les cél-lules de melanoma BRAF*%,
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En primer lloc, varem voler estudiar la concentracié d’anticos necessaria per neutralitzar la secrecid
de M-CSF. Segons el datasheet de |'anticos, vam tractar la linia sensible M3 amb mAb M-CSF
(20ng/mL) en combinacié amb la proteina recombinant rhM-CSF (200ng/mL) (Figura 102). Les dades
obtingudes van demostrar la funcionalitat del mAb M-CSF a 20ng/mL, ja que en combinacié amb la
proteina recombinant (rhM-CSF) es produia una disminucido de la viabilitat de les ceél-lules M3

tractades amb Vemurafenib.
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M3 (BRAFV600E)

Figura 102. Grdfic representatiu de la funcionalitat de I'anticos monoclonal de M-CSF. L'analisi estadistic es
va realitzar mitjangant el test One-way ANOVA, sequit de la prova de comparacions multiples de Bonferroni (*

p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s, no significatiu).

En segon lloc, es va avaluar si I'anticos contra M-CSF tenia un efecte en la viabilitat i la migracié de
les propies linies cel-lulars resistents amb perdua de PTEN (M3R i SK-Mel-28R). Com es mostra a la
figura 103, el tractament amb mAb M-CSF no disminuia la viabilitat (Figura 103a) ni la migracié
cel-lular (Figura 103b) quan es combinava amb Vemurafenib, indicant que aquesta combinacié no

produia cap efecte en la resisténcia establerta de les linies de melanoma BRAF %,
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Figura 103. L’anticos monoclonal de M-CSF no modifica la viabilitat ni la migracio de les cél-lules de
melanoma resistents a Vemurafenib. a) Assaig de viabilitat cel-lular (MTT) en M3R i Sk-Mel-28R i (b) Assaig de
Wound healing en M3R i Sk-Mel-28R a les 48h de tractament amb Vemurafenib (1uM, 48h), mAb hM-CSF
(20ng/mL, 48h) i mAb M-CSF+Vemurafenib. L'analisi estadistic es va realitzar mitjan¢ant el test One-way

ANOVA, seguit de la prova de comparacions mdltiples de Bonferroni (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s,

no significatiu).

Aquests resultats sobre la viabilitat cel-lular i la migracié en les linies resistents amb PTEN KO o
mutat (M3R i Sk-Mel-28R, respectivament) suggereixen que el mAb M-CSF no és capag d’inhibir la
viabilitat ni la migraci6 en aquestes linies cel-lulars de melanoma que ja sén resistents a

Vemurafenib, indicant doncs un efecte nul de I'anticos monoclonal com a terapia en les cel-lules

amb una resisténcia ja adquirida.
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Seguidament, vam tractar d’analitzar la implicacié del mAb M-CSF durant I'adquisicié de resistencia
al farmac Vemurafenib. Per portar a terme aquest analisi, vam tractar les dues linies de melanoma
parentals amb PTEN KO/mutat (M3 i Sk-Mel-28) amb medi condicionat procedent de la seva
resistent i/o Vemurafenib i/o mAb M-CSF i vam determinar la viabilitat cel-lular mitjancant MTT

(Figura 104).

Després de 48 hores amb els diferents tractaments els resultats van mostrar, en ambues linies
cel-lulars, que la viabilitat cel-lular no es veia alterada quan es tractaven les cel-lules parentals amb
medi condicionat de resistents juntament amb mAb M-CSF sol. No obstant, quan les linies PTEN
KO/mutat parentals es van cultivar amb medi condicionat de resistent i a la vegada amb la
combinaciéo de mAb M-CSF i Vemurafenib disminuia significativament la viabilitat cel-lular. Aquests
resultats, suggereixen doncs, que el mAb M-CSF neutralitza la citoquina M-CSF secretada al medi

condicionat durant I’adquisicié de resisténcia (Figura 104).
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Figura 104. L’anticos monoclonal de M-CSF inhibeix la viabilitat cel-lular en combinacié amb Vemurafenib

V600E

durant I'adquisicié de resisténcia en els melanomes BRAF °""". MITT de M3 i SK-Mel-28 parentals després de

ser exposades a 48 hores de medi condicionat propi o de la corresponent linia resistents /o Vemurafenib (1uM,
48h) i/o mAb M-CSF (20ng/mL). L'analisi estadistic es va realitzar mitjangant el test One-way ANOVA, seguit de

la prova de comparacions multiples de Bonferroni (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s, no significatiu).

A continuacid, es va determinar I'efecte del mAb M-CSF durant I’'adquisicié de resisténcia al farmac
sobre la migracié de les cél-lules PTEN KO/mutat (M3 i Sk-Mel-28). Per aquest experiment, es va
realitzar un assaig de wound healing després del tractament amb medi condicionat procedent de les

ceél-lules resistents corresponents i/o Vemurafenib i/o mAb M-CSF (Figura 105). En aquest cas, les
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cél-lules cultivades amb el medi condicionat de resistents amb I’antids mAb M-CSF ja provocava una
disminucio significativa de la migracié cel-lular i es mantenia amb la combinacié amb Vemurafenib,
pero sense produir-se un efecte sinérgic amb la doble terapia (BRAFi + mAb M-CSF). Aquestes dades
ens demostren que el mAb M-CSF inhibeix la migracié durant I'adquisicé de resisténcia a

Vemurafenib en els melanomes BRAF®%F,
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Figura 105. L’anticos monoclonal de M-CSF inhibeix la migracié cel-lular en combinacié amb Vemurafenib

V600E

durant I'adquisicio de resisténcia en els melanomes BRAF """. Wound healing de M3 i SK-Mel-28 parentals

després de ser exposades a 48 hores de medi condicionat propi o de la corresponent linia resistents i/o
Vemurafenib (1uM, 48h) i/o mAb M-CSF (20ng/mL). L'analisi estadistic es va realitzar mitjancant el test One-
way ANOVA, seguit de la prova de comparacions multiples de Bonferroni (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001;

n.s, no significatiu).

Finalment, es va avaluar |'efecte del mAb M-CSF en monoterapia i en combinacié amb Vemurafenib
sobre cél-lules cultivades amb medis que contenien 10% de plasma de ratoli que tenien tumors
subcutanis de Sk-Mel-28R. Aixi, les cel-lules Sk-Mel-28 es van cultivar amb el plasma de ratoli i es
van tractar amb I’anticos mAb M-CSF en monoterapia i en combinaciéo amb Vemurafenib, observant-

se en ambdds tractaments una disminucio de la migracié cel-lular (Figura 106).
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Figura 106. L’anticos monoclonal de M-CSF inhibeix I'adquisicié de resisténcia a Vemurafenib en els

V600E

melanomes BRAF tractats amb plasma de ratoli. Wound healing de SK-Mel-28 parental després de ser

exposada a 48 hores al 10% de plasma de ratoli amb tumors subcutanis de Sk-Mel-28R /o Vemurafenib (1uM,
48h) i/o mAb M-CSF (20ng/mL). L'analisi estadistic es va realitzar mitjan¢ant el test One-way ANOVA, seguit de

la prova de comparacions multiples de Bonferroni (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n.s, no significatiu).

En conclusié, podem suggerir que la neutralitzacié del factor M-CSF secretat amb |'anticos
monoclonal disminueix la viabilitat cel-lular i la migracié en combinacié amb Vemurafenib durant
I’adquisicid de resisténcia al farmac, fet que podria prevenir la creacié de resisténcia a l'inhibidor de

BRAF a les linies de melanoma parental.

Finalment, en aquesta darrera part del treball, vam constatar el potencial terapeutic de I'anticos
neutralitzant de M-CSF en l'aparicié de resisténcia a Vemurafenib de les cél-lules de melanoma
BRAF"®%F mitjancant I’'Gs de medis condicionats. Aixi, vam demostrar que el secretoma dels medis
de cultius de cel-lules resistents a Vemurafenib induia resisténcia al tractament i modulava el
fenotip de mort cel-lular i de migracié de les cel-lules parentals. Per altra banda, el plasma de
ratolins amb tumors subcutanis de cel-lules resistents, promovien també un fenotip de resisténcia a
les cél-lules parentals in vitro. Doncs en conjunt, vam descriure que els factors secretats per les
cél-lules de melanoma resistents és determinant per a I’adquisicio de la resisténcia, perd una vegada
establerta, la seva modulacid sota els inhibidors farmacologics dels TTCCs en combinacié amb

Vemurafenib és una caracteristica intrinseca de les propies cel-lules.
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Seguidament, vam observar que el secretoma de les cel-lules resistents presentava un increment de
la secrecid de citoquines pro-tumorals, entre les que s’inclou M-CSF. La citoquina M-CSF va ser
determinant per a |'adquisici6 de resisténcia a Vemurafenib en melanomes BRAF'®® amb PTEN no
funcional, ja que amb I’estimulacio de les cél-lules basals amb la proteina recombinant (rhM-CSF) i
Vemurafenib es comportaven com unes cel-lules resistents a la terapia (BRAFi). Posteriorment,
aquests resultats es van validar mitjancant la sobreexpressié de PTEN en linies de melanomes
sensibles (PTEN KO), que mostraven una reduccié tant de la viabilitat com de la motilitat una vegada
sotmeses a l'estimulacio de M-CSF en combinacié amb linhibidor de BRAF, Vemurafenib. En
conseqliencia, la neutralitzacié de la citoquina secretada M-CSF, mitjangant I'anticos monoclonal, va

V9% 3mb PTEN no funcional.

inhibir I'adquisicié de resisténcia en les cél-lules de melanoma BRAF
Aquestes dades posen de manifest que el factor de secreci6 M-CSF podria tenir un paper rellevant

en el mecanisme de resisténcia als inhibidors de BRAF com Vemurafenib.

208



DISCUSSIO







Discussio

RESULTATS PREVIS

Estudi de I'autofagia i els TTCCs sobre la mort cel-lular, la migracio i la invasio en el melanoma

segons el perfil genétic i mutacional.

El melanoma maligne és una de les neoplasies cutanies que causa major mortalitat a nivell mundial
(Leiter and Garbe 2008; Miller and Mihm 2006). Per aix0, encara es requereix d’investigacid
detallada sobre la seva patogéenesi i progressid, per tal de ser utilitzada durant la recerca de

marcadors pronostics i/o de noves estratégies terapéutiques.

En treballs anteriors, el nostre grup va demostrar mitjangant técniques d’IHC en biopsies de
melanoma parafinades (FFPE) que I'expressid dels TTCCs augmentava gradualment des dels
melanocits a melanomes primaris i metastatics, i aquest increment es relacionava amb un mal
pronostic (Maiques et al. 2016). En el present estudi es descriu (tant en cél-lules de melanoma com
en biopsies) que la isoforma Cav3.1 dels TTCCs es sobreexpressa especialment en els melanomes

V600E

amb la mutacié BRAF™, i aquests estan associats amb un augment dels nivells proteics de LC3lI,

en comparacié amb les cel-lules de melanoma portadores de mutacions NRAS. A més, s'ha descrit

VOO0 mostren un increment de I'autofagia basal, fet que ens

que les cel-lules amb mutacié BRAF
reafirma els resultats obtinguts (Armstrong et al. 2011; Corazzari et al. 2015; Giglio et al. 2015;
Maddodi et al. 2010). L'autofagia és una estrategia adaptativa de supervivéncia induible que permet
a les cel-lules fer front a diferents tipus d'estimuls mitjancant I’eliminacié de components danyats o
nocius a través del catabolisme i el reciclatge per mantenir els nutrients i una homeostasi energeética
(Galluzzi et al. 2015; Kroemer et al. 2010). A més, I'autofagia té un paper clau en la metastasi del
melanoma. Per exemple, Xie et al. van descriure que la inhibicié de I'autofagia mitjancant la delecié
d’ATG7 o el tractament amb CQ suprimia el creixement de tumors de melanoma i augmentava la
supervivencia dels ratolins amb cel-lules melanocitiques portadores de la mutacié BRAF*°*® i perdua
de PTEN (Xie et al. 2015). Un altre estudi va revelar que la CQ reduia el creixement del melanoma i
afectava a la invasié i les metastasis de les cel-lules tumorals (Maes et al. 2016; Maes and Agostinis
2014). Per altra banda, Sharifi et al. van demostrar que la inhibicié de I'autofagia reduia la migracié i
la invasid en cel-lules de cancer de mama i melanoma, i atenuava la induccié de les metastasis

mitjancant el bloqueig del flux autofagic regulat per les proteines d’adhesié (Sharifi et al. 2016). En

un altre estudi es va demostrar que la combinacié de CQ i 5-FU (5-Fluoracil, primera linia de farmacs
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per al cancer colorectal) causava un bloqueig de l'autofagia amb la conseglient disminucio
significativa del creixement cel-lular tant in vitro com in vivo en cél-lules de cancer de colon (Sasaki
et al. 2012). Totes aquestes publicacions descriuen el bloqueig de I'autofagia com un mecanisme

important a combatre per inhibir o revertir els processos metastatics de les cél-lules tumorals.

El nostre treball s’"ha centrat en estudiar el paper de I'autofagia en la migracid i la invasié de les
cel-lules de melanoma amb diferent perfil genétic. Els nostres resultats mostren que tant els
inhibidors farmacologics dels TTCCs (Mibefradil i Pimozide) com el silenciament génic de Cav3.1,

afecten a la migracié i la invasié de les cél-lules BRAF/**

mitjangant un bloqueig de I'autofagia. A
més, resultats semblants els observem al bloquejar directament I'autofagia a través del tractament
amb CQ o mitjangant el silenciament génic d’ATGS5. Per contra, la inhibicié de I'autofagia, gracies a
tots els mecanismes comentats anteriorment, no afecta ni a la motilitat ni a la invasié in vitro de les

cél-lules de melanoma que presenten la mutacid en NRAS. En linia amb aquestes troballes, la

SQ61K V600E

sobreexpressio de I'oncogen NRA als melanomes BRAF recupera els efectes inhibidors del

. . . .7 \ E
Mibefradil i la CQ sobre la migracié cel-lular en les cél-lules de melanoma BRAF "%

. En resum, en
. . .. . Q61K .
aquest treball demostrem que en presencia de la mutacid oncogenica NRAS la capacitat de
migracid/invasio cel-lular no es veu afectada (no disminueix) quan inhibim I'autofagia mitjancant
Mibefradil o Cloroquina i a més, I'autofagia basal és més baixa en comparacié amb les cél-lules

BRAF®% Al contrari, les cél-lules de melanoma BRAF %%

manifesten un augment de la isoforma
Cav3.1 dels TTCCs aixi com majors nivells d’autofagia basal, i el tractament amb Mibefradil o

Cloroquina inhibeix la migracid/invasié d’aquestes cél-lules mitjangant un bloqueig de I'autofagia.

Per altra banda, vam avaluar I'expressié de Snaill, un factor de transcripcié ampliament conegut
que regula i indueix I'EMT (Hao et al. 2012; Olmeda et al. 2007). Vam observar que les linies de

melanoma BRAF %%

presentaven nivells més elevats de Snaill comparat amb les linies BRAF WT. A
més, els nivells de Snaill disminuien quan es bloquejava I'autofagia mitjancant CQ o inhibidors dels
TTCCs, impedint d’aquesta manera la migracié i la invasid cel-lular. De fet, varem sobreexpressar
Snaill a una linia cel-lular de melanoma amb mutacié de NRAS, i es va observar una inhibicié de les
capacitats migratories/invasives de les cél-lules quan I'autofagia estava bloquejada. Per contra, amb
el silenciament d’aquest factor de transcripcié d’EMT es produia una disminucié de la migracid i la

invasié de les cel-lules BRAF'6%%

, simulant |'efecte dels inhibidors dels TTCCs i la CQ. Per tant,
|'autofagia sembla regular la motilitat cel-lular a través de diferents mecanismes on I'expressié de

Snaill hi pot ser determinant (Kenific et al. 2010).
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Les mutacions NRAS i BRAF son mutuament excloents en el melanoma (Davies et al., 2002). No
obstant, ambdues mutacions presenten una sobreactivacié de la via de senyalitzacié MEK-ERK. La
via PI3K esta directament activada com a resultat de la mutacié de NRAS i sovint també en cél-lules

V600E

de melanoma BRAF per perdua concomitant de PTEN (Griewank et al. 2014; Vu and Aplin 2016).
No obstant aixo, els nostres estudis indiquen que les mutacions BRAF'*°%* i NRAS®' activen
mecanismes cel-lulars diferents relacionats amb la progressié del melanoma. S’ha observat que

VOOOE 45 la responsable de la induccié de Snaill

I’activacidé d’ERK, la diana principal de la mutacié BRAF
en cel-lules de melanoma (Massoumi et al. 2009). Concretament Massoumi et al., van demostrar
gue la inhibicié farmacoldgica d’ERK i per tant, de la cascada de la via de senyalitzacié de les MAPKs
mitjangant el tractament amb inhibidors de MEK (PD98059 i U0126), induia una perdua gairebé
completa de I'expressi6 de mRNA de Snaill en celllules de melanoma acompanyant-se d’un
increment significatiu dels nivells de mRNA de CYLD, un supressor tumoral amb un paper
predominant en la regulacié de NF-kappaB. En conseqiiéncia, la sobreexpressié de BRAF'* en
melanocits epidermics humans va resultar en una sobreregulacié de Snaill gracies a una disminucié
de I'expressié de CYLD (Massoumi et al. 2009). En relacié amb els nostres resultats, altres grups
d’investigaciéd han descrit que el silenciament de Snaill provoca una disminucié del creixement
tumoral i bloqueja la progressié i migracié del melanoma (Hao et al. 2012; Massoumi et al. 2009).
Per altra banda en melanomes BRAF'®°® |a fosforilacié de Cortactina i de la subunitat exocyst Exo70
després de |'activacidé d’ERK, regula la secrecié de la metal-loproteasa de matriu (MMP-2), i ha estat

descrit com un mecanisme rellevant implicat en la migracid cel-lular (Lu et al. 2016; Sandri et al.

2016).

Els nostres resultats revelen una nova relacié entre I'expressié de Snaill i 'autofagia que regula la
migracid i la invasié en les linies BRAF'*°f de melanoma. A més, s’ha descrit que p62 a través del
domini UBA modula I'estabilitat de Snaill (Bertrand et al. 2015). En la mateixa linia, noves
evidéncies indiquen que l'autofagia no solament esta implicada en la degradacié de proteines i
organuls, sind que també pot tenir un paper important en la secrecié de proteines afectant al
microambient del tumor (Kraya et al. 2015; Narita et al. 2011). Un estudi recent, ha relacionat que la
via TGFB/Snaill indueix EMT de forma paracrina en cél-lules de melanoma (Lv et al. 2017). A més, en
un model de ratoli amb silenciament de GABARAP, un membre de la familia ATG8/LC3 relacionat
amb la induccié de l'autofagia, s’ha descrit una reduccid dels nivells de TGFB en serum i la inhibicid
de la progressid tumoral, mitjancant I'estimulacié de la resposta immune anti-tumoral i la

senyalitzacio de la mort cel-lular programada (Salah et al. 2016). Per tant, tot i la manca d’estudis en
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consonancia amb el nostre treball, els nostres resultats podrien estar relacionats amb la secrecié de
TGF-B a través de I'autofagia, mitjancant un augment de Snaill durant la migracié/invasié de les

V600 ‘No obstant, per descriure el mecanisme pel qual els nivells de Snaill

linies de melanoma BRAF
disminueixen a través del bloqueig de I'autofagia necessitem d’una investigacié més extensa. Tot i
aixi, és possible que la disminucié de Snaill sigui per una degradacié d’aquest factor de transcripcié

a través del proteasoma quan l'autofagia esta bloquejada (Mugqbil et al. 2014).

En una altra direccid, els membres de la familia RalGEF, Rala/B, sén efectors de les proteines RAS
que regulen la migracid i la invasié de cél-lules de melanoma amb mutacié de NRAS (Vu and Aplin
2016). A més, l'activacio constitutiva de Ras-RalGEF estimula la invasio dels melanocits (Mishra et al.
2010). Per altra banda, la Rho GTPasa, Racl, s'activa també com a conseqliéncia de I'activacié de
NRAS, i la seva inhibicié farmacologica o silenciament génic causa una supressié del creixement del
tumor i de la invasio cel-lular en cél-lules de melanoma NRAS (Li et al. 2012). Aquests i altres estudis
reflecteixen que la preséncia d’'una mutacié en BRAF o NRAS, activa una gran diversitat de vies de

senyalitzacid implicades en la migracio de les cél-lules de melanoma.

V60%E mostren nivells

En conclusio, els nostres resultats indiquen que les cél-lules de melanoma BRAF
més alts d’autofagia basal, un increment de I'expressiod de la isoforma Cav3.1 dels TTCCs i nivells
elevats de la proteina Snaill, en comparacié amb altres cel-lules de melanoma. A més, la capacitat

Ve0OE &5 sensible al bloqueig de I'autofagia tant a nivell

de migracid i invasié de les cel-lules BRAF
farmacologic com per silenciament génic. Per tant, les estrategies farmacologiques mitjancant el
bloqueig dels TTCCs i/o la macroautofagia poden tenir un paper essencial per fer front al
desenvolupament i progressid dels melanomes metastatics, especialment aquells amb mutacions de

BRAF.
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1. Creacid i caracteritzacio de linies cel-lulars de melanoma huma BRAF*°* resistents a

Vemurafenib. Analisi de I'efecte dels inhibidors (Mibefradil) dels TTCCs sobre I’autofagia i
la mort cel-lular aixi com sobre els processos de migracio i invasio.

El melanoma maligne és una neoplasia caracteritzada per presentar un ampli ventall de mutacions
en multiples gens amb un mal pronostic en estadi avancat i per tant, amb un potencial interés en el
desenvolupament de terapies més especialitzades que les que s’utilitzaven fins fa pocs anys (Hao et

al. 2015; Najem et al. 2017). El descobriment de mutacions puntuals en BRAF'*%%*

, una quinasa clau
en la ruta de senyalitzacié RAS-RAF-MEK-ERK, va conduir al desenvolupament de terapies
moleculars, com ara Vemurafenib o Dabrafenib, orientades al tractament especific del melanoma
metastatic amb aquesta mutacié (Manzano et al. 2016). Tots dos farmacs inhibeixen I'activitat de la
proteina BRAF mutada, que s'observa en el 40-60% dels melanomes cutanis (Scholtens et al. 2015).
Malgrat que aquests inhibidors selectius de BRAF van mostrar en el seu moment una millora en la
supervivéncia lliure de malaltia (PFS) i en la supervivencia global (0S), malauradament més del 50%
dels pacients desenvolupen resisténcia a la neoplasia durant el tractament (després de 5 a 6 mesos
de tractament) (Ribas et al. 2014; Shi et al. 2014; Trunzer et al. 2013). Actualment, el Vemurafenib

s'administra en combinacié amb inhibidors de MEK en pacients amb melanoma BRAF*

avangat
per tal de millorar les taxes de supervivencia lliure de malaltia i de la supervivéncia global. No
obstant, tot i que s'han observat taxes de resposta de fins al 70% amb la terapia dirigida combinada
BRAFi/MEKi de primera linia, la durada de les respostes a causa de la resisténcia adquirida o de la
toxicitat general, segueix sent només al voltant d'un any (Eroglu and Ribas 2016). La comprensié de
les rutes moleculars alternatives que s’activen durant la resistencia als tractaments milloraria

I'aplicacié clinica de les terapies especifiques a través d’una seleccié de pacients més optima i

I’administracié de terapies més personalitzades (Ahronian and Corcoran 2017).

El melanoma presenta una autofagia constitutiva que, a més, és més important en els melanomes
BRAF V0% (Corazzari et al. 2015; Das et al. 2013; Maddodi et al. 2010; Maiques et al. 2018; Maiques
et al. 2016). Més recentment, s’ha descrit que l'augment de I'autofagia esta implicat en el
mecanisme de resisténcia secundaria als inhibidors de BRAF en melanomes, precedida per
I’activacioé d’ER (Liu et al. 2018; Ma et al. 2014). Els nostres resultats confirmen les dades préviament
publicades respecte a que el tractament amb Vemurafenib de cél-lules de melanoma BRAF'®*
basals indueix el flux autofagic, a part d’induir mort cel-lular i de reduir la migracié cel-lular. No

obstant, l'exposicié perllongada a Vemurafenib en cel-lules de melanoma permet I'aparicio

emergent de clons resistents al farmac. Tot i aixd, més enlla de la modulacié de la mort cel-lular, els
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mecanismes pels quals les cél-lules amb fenotip resistent adquireixen un augment de I'autofagia, és
encara un tema candent d’estudi (Li et al. 2016; Ma et al. 2014; Martin et al. 2017). Préviament hem
demostrat que la immunoexpressid de la isoforma Cav3.1 dels TTCCs esta subrogada als melanomes
BRAF'*°® i que s'acompanya paral-lelament d'un augment de la proteina LC3Il en comparacié amb
els melanomes amb mutacié en NRAS (Maiques et al. 2018). En aquest estudi, es descriu que el
TTCC Cav3.1 esta altament expressat en totes les linies cel-lulars de melanoma resistents a
Vemurafenib en comparacié amb les linies parentals. A més, les biopsies FFPE de melanoma
aparellades abans i després de la terapia amb inhibidors de BRAF, mostren un augment de la
immunotincié de LC3 i Cav3.1 en les mostres de melanoma huma resistents a la terapia, refor¢ant
doncs els resultats in vitro. L'estudi in silico va confirmar aquest lligam entre la preséncia de
melanomes resistents a Vemurafenib i el perfil d’expressié génica associat amb la via de I'autofagia.
A banda, el nostre grup ha demostrat que la immunoexpressié dels TTCCs augmenta gradualment
des de la pell normal fins a les mostres de nevus i melanoma, i en aquest és mes important en els
tumors primaris més agressius i en les metastasis, considerant-se com un potencial marcador
pronostic i de progressié en el melanoma (Maiques et al. 2016). En aquesta tesi, mostrem com
I’expressié dels TTCCs s’incrementa també durant el procés d’adquisicié de resisténcia en els

melanomes.

En conjunt, en aquest treball proposem per primera vegada que la sobreexpressio del TTCC Cav3.1
podria ser un mecanisme clau per a I'adquisicié de resistencia a l'inhibidor de BRAF en les cél-lules
de melanoma (Busselberg et al. 2017). Per aix0d, vam proposar-nos estudiar la modulacié dels TTCCs
i/o la inhibicié de I'autofagia com una possible terapia per al melanoma resistent a Vemurafenib.
Nosaltres ja hem demostrat que la inhibicié dels TTCCs provoca la mort cel-lular i disminueix les

capacitats de migracié i invasié en linies de melanoma BRAF'***

per inhibicid de l'autofagia
(Maiques et al. 2018). En aquest estudi mostrem que el bloqueig dels TTCCs també promou una
resposta proapoptotica i inhibeix la migracid i la invasié de les cél-lules de melanoma resistents a
Vemurafenib. D’altra banda, hem pogut demostrar que el Mibefradil inhibeix |'autofagia basal i
redueix el creixement tumoral de xenografts de ratolins in vivo tant sensibles com resistents a
Vemurafenib. Aquests resultats suggereixen que la inhibicié de I'autofagia provocada indirectament

a través dels inhibidors dels TTCCs, podria ser una eina terapeutica per tal d’induir apoptosi i reduir

les taxes de migracid i invasié de les cel-lules resistents als inhibidors de BRAF.
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Per altra banda, en el present treball hem estudiat PTEN com a proteina rellevant en l'adquisicié de
la resistencia a Vemurafenib. PTEN és un gen supressor tumoral que inhibeix la via PI3K (Wu et al.
2003) i la seva perdua funcional es produeix en el 10-35% dels melanomes (Manzano et al. 2016). A
més, la pérdua de PTEN coexisteix amb I'activacié de la mutacid BRAF i s’associa també amb
I’aparicié de la neoplasia en estadis avancats (Haluska et al. 2006; Maiques et al. 2016; Manzano et
al. 2016). Aixi, la pérdua funcional de PTEN s'ha trobat en diversos tipus de tumors solids i juga un
paper important en la tumorigeénesi i I'angiogénesi (Lin et al. 2010). Molts estudis sostenen que la
inactivacié de PTEN identifica un subconjunt diferenciat clinicament significatiu de melanomes, el
gue implica que I'estat de PTEN podria afectar al mecanisme molecular de la resistencia adquirida
soferta al llarg del temps degut als tractaments amb els inhibidors de BRAF (Spagnolo et al. 2014).
En aquest context, en el treball actual mostrem que tot i que I'expressié de la isoforma Cav3.1 dels
TTCCs és major en gairebé totes les cél-lules de melanoma resistents a Vemurafenib, quan PTEN no
és funcional a causa de la seva delecié o mutacio, I'augment dels nivells de mRNA de Cav3.1 encara
és major i de manera significativa. A més, el nostre estudi mostra que les terapies combinades d’un
inhibidor dels TTCCs (Mibefradil) juntament amb un inhibidor de BRAF (Vemurafenib) indueixen la
mort cel-lular i redueixen la migracié de les cel-lules resistents a Vemurafenib PTEN WT, pero
promouen un retard en la seva viabilitat i motilitat quan PTEN no és funcional (knockout o mutat).
Les nostres dades demostren doncs, que els nivells dels TTCCs podrien jugar un paper rellevant en
els canvis de resposta dels melanomes resistents a Vemurafenib segons |'estat funcional de PTEN
(Zuo et al. 2018). Per a confirmar-ho, vam sobreexpressar PTEN, mitjancant infeccié lentiviral, en la
linia cel-lular de melanoma amb PTEN knockout (PTEN KO (M3)) i després d’uns mesos vam obtenir
la linia resistent a Vemurafenib. En aquesta nova linia resistent creada, tot i que els nivells de mRNA
de Cav3.1 augmentaven en comparacid amb la seva linia sensible corresponent, |'expressid per
MRNA de Cav3.1 es trobava disminuida respecte a les cel-lules resistents amb PTEN no funcional
(M3R). Pel contrari, el silenciament génic de PTEN en una linia sensible amb PTEN wild-type (PTEN
WT (A375)) i després de la generacid de la resisténcia a I'inhibidor de BRAF, conduia a un augment
de I'expressio del TTCC Cav3.1 en comparacid tant amb la linia cel-lular sensible com també amb la
linia cel-lular resistent amb PTEN funcional (A375R). El paper de PTEN en I'adquisicié de resistencia a
les terapies s'ha proposat en diversos estudis (Spagnolo et al. 2014; Zuo et al. 2018), pero I'expressio
dels TTCCs segons |'estat funcional de PTEN mai no s'ha demostrat en la resisténcia a Vemurafenib.

Els nostres resultats revelen un vincle desconegut entre I'expressié diferencial del TTCC Cav3.1
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segons |'estat funcional de PTEN, que atorga un nou lligam en el mecanisme de resisténcia adquirida

en el melanoma.

Avui en dia, segueix existint una necessitat critica per entendre els nous mecanismes de resisténcia
amb la finalitat de trobar noves estratégies terapéutiques, ja sigui en monoterapia com en
combinacié amb els inhibidors farmacologics utilitzats actualment per al tractament del melanoma
metastatic. Aquestes dades permetran el disseny d'un ampli ventall de terapies per tal d’ampliar i
millorar la supervivencia d'aquests pacients (Arozarena and Wellbrock 2017; Kamta et al. 2017). Els
nostres resultats aporten nous coneixements respecte a la resistéencia adquirida als inhibidors de
BRAF en el melanoma segons l'estat funcional de PTEN que presenten. Malauradament, la
resistencia a BRAFi és un obstacle important per aconseguir I'éxit esperat de la terapia del
melanoma (Johnson et al. 2015; Spagnolo et al. 2014). Les dades tant in vitro com in vivo recolzen la
idea que l'autofagia facilita la resisténcia de les cél-lules tumorals al tractament terapeutic i que per
tant, la inhibicié de I'autofagia podria potenciar la sensibilitzacié terapéutica de les cel-lules
canceroses a les drogues per tal de combatre la progressié tumoral (Sui et al. 2013; Sun et al. 2015;
Zou et al. 2013). Diversos inhibidors de I'autofagia, com ara la CQ i el seu derivat, la HCQ, s'han
descrit com a potencials agents terapéutics en monoterapia o en combinacié amb altres farmacs,
per reduir el creixement tumoral en models preclinics de cancer (Eritja et al. 2017; Sui et al. 2013; Xu
et al. 2016). Per tot el descrit, la inhibicié de l'autofagia podria ser una eina terapeutica per
combinar amb I'activitat antitumoral dels inhibidors de BRAF (Vemurafenib, Dabrafenib) i prevenir
|"aparicié de resisténcies als tractaments (Ma et al. 2014). En suport a aquesta idea, s'ha demostrat
gue la combinacio del silenciament d’ATG5 i la inhibicié de MEK augmenta la mort cel-lular en linies
cel-lulars de melanoma amb resistencia a Vemurafenib (Martin et al. 2015). Notablement, aquest és
el primer estudi que utilitza models in vivo de xenografts de melanoma adrecats a estudiar un
bloquejant dels TTCCs (Mibefradil) com a terapia en combinacié amb Vemurafenib en linies de
melanoma resistents al farmac. No obstant, no hem pogut demostrar que la inhibicié dels TTCCs en
combinacié amb Vemurafenib sigui capac de millorar I'efecte del Mibefradil en monoterapia en els
melanomes resistents al inhibidor de BRAF. Els nostres resultats descriuen que el tractament
combinat pot mostrar una sinergia discreta (reduccié de viabilitat i migracid) en algunes linies
cel-lulars resistents, perd en canvi, en altres linies la terapia combinada pot retardar els efectes
desitjats de reduccié tumoral o viabilitat cel-lular, tot i que a exposicions més llargues del doble
tractament s'observen resultats semblants al tractament amb Mibefradil en monoterapia.

Coherentment amb els estudis in vitro, amb la terapia combinada, durant la primera setmana de
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tractament, s’observava un creixement tumoral en els tumors subcutanis de ratolins, en canvi, en la
segona setmana la terapia combinada produia una reduccié de la proliferacié tumoral de forma
similar a la produida amb el tractament amb Mibefradil en monoterapia. En aquest sentit, el present
estudi aporta una visid molecular de la diferent resposta de les linies de melanoma resistents a
Vemurafenib davant I'exposicio de la terapia combinada (inhibidors de l'autofagia (com els

inhibidors dels TTCCs) + Vemurafenib) segons I'estat funcional de PTEN.

Finalment, amb els Ultims resultats, demostrem que la combinacid dels inhibidors de BRAF amb els
bloquejants dels TTCCs, com a inhibidors de I'autofagia, evita l'aparicié de resistencia a Vemurafenib

V600E

en les cel-lules de melanoma BRAF . Per totes aquestes dades, el nostre estudi suggereix per

primera vegada, que potser la inhibicié dels TTCCs es podria emprar per evadir el desenvolupament

V600E

de resisténcies en pacients amb melanoma BRAF tractats amb Vemurafenib.

Tenint en compte les dades fins a la data, considerem Cav3.1 no només com a biomarcador
potencial de la progressiéo del melanoma (Maiques et al. 2016), sind6 també com a diana en el

melanoma (Das et al. 2013; Das et al. 2012), especialment en el melanoma BRAF 600

(Maiques et al.
2018), fins i tot en el mecanisme d’adquisicié de resisténcia a Vemurafenib. La manca de
tractaments terapéutics efectius contra la progressié del melanoma avangat ha obstaculitzat la
capacitat de millorar el pronostic dels pacients diagnosticats amb aquesta neoplasia. Segons els
nostres resultats, nous composts bioquimics destinats a bloquejar els TTCCs podrien ser una nova i
prometedora terapia valida en melanomes ja resistents a Vemurafenib i potser inclis es podrien

utilitzar per evadir el mecanisme d’aparici6 de resistencies als inhibidor de BRAF utilitzats

actualment en terapia clinica.
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2. Estudi del secretoma de les linies cel-lulars de melanoma metastatic BRAFV60%

resistents a Vemurafenib.

Una de les caracteristiques emergents del cancer és la seva descripcid6 com a masses tumorals
complexes i compostes no només per les propies cel-lules canceroses sind també per cél-lules
immunitaries tant malignes com no malignes que recolzen el creixement tumoral i eviten la seva
destruccié per part del sistema immunologic (Hanahan and Weinberg 2011). La comprensio i
descripcié dels components cel-lulars del microambient tumoral ha ajudat a guiar el disseny de
potents terapies cel-lulars capaces de provocar la regressid de grans carregues tumorals.
Malauradament, un dels principals obstacles és la necessitat de trobar dianes terapeutiques
tumorals adequades per aconseguir I'éxit esperat (Chinnasamy et al. 2010). De manera similar a
altres tipus de tumors, el melanoma representa un ecosistema complicat, on els queratinocits, els
CAFs i els leucocits infiltrats es comuniquen amb les cel-lules tumorals. Aquesta interaccid és capag
d'influir substancialment en les propietats biologiques del tumor, inclos el seu potencial metastatic i
la resistencia a la terapia. La manipulacié especifica del microambient del melanoma sembla, per
tant, una perspectiva terapeutica prometedora, per exemple, en la reversié de la resisténcia
terapeutica adquirida a Vemurafenib en tumors portadors de la mutaci6 en el gen BRAF

(Dvorankova et al. 2017; Kodet et al. 2018).

L'ds de medis condicionats a partir de cel-lules tumorals és un bon métode (Kim et al. 2015; Su et al.

V600 sansibles versus el

2012) per diferenciar i descriure el secretoma de cel-lules de melanoma BRAF
secretoma de cél-lules resistents. Al nostre laboratori, hem cultivat linies cel-lulars de melanoma
sensibles a Vemurafenib amb medis condicionats procedents de linies cel-lulars resistents al farmac
0 amb medis de cultiu que contenien un 10% de plasma de ratolins amb xenografts de cel-lules de
melanoma resistents. Després de 2 dies de cultiu, les cel-lules sensibles modulen el seu
comportament i promouen un fenotip d’adquisicié de resisténcia. La interaccio entre I'autofagia i el
microambient tumoral pot tenir un paper crucial en la modulacié del desenvolupament del tumor, la
metastasi i la resisténcia terapéutica (Yang et al. 2015). En aquest treball, hem demostrat que la
inhibicié de I'autofagia mitjancant el bloqueig dels TTCCs amb Mibefradil en cel-lules de melanoma
pre-tractades amb medis condicionats de linies resistents, provoquen la disminucid de la viabilitat i
de la migracié/invasio cel-lular. A més, nosaltres hem descrit per primera vegada que |'efecte de la

terapia combinada (Vem + Mib) juntament amb el microambient tumoral depen de la mecanistica

intrinseca (estat funcional de PTEN) de cada linia cel-lular de melanoma. Doncs, les linies de
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melanoma amb PTEN funcional pre-tractades amb medis condicionats de resistents, i sota
I’exposicié dels inhibidors farmacologics (Vem + Mib), redueixen la viabilitat i la migracio cel-lular. En
canvi, les cél-lules amb PTEN KO o mutat recuperen la viabilitat cel-lular i les taxes de migracié
després de l'exposici6 amb el tractament combinat (Vem + Mib) en combinacié amb medis
condicionats de resistents. Per tant, tot i que el microambient tumoral (secretoma) influeix en el
I'adquisiciéd del fenotip resistent de les cél-lules sensibles, el mecanisme de resposta davant el
tractament combinat dels farmacs esmentats, és intrinsec de cada linia cel-lular, indicant una forta

interaccio entre I’entorn i el mecanisme primari de resisténcia als BRAFi.

Amb l'objectiu de determinar biomarcadors o dianes diferencials implicades en la resisténcia
terapeutica modulada pel microambient tumoral, en aquest treball hem avaluat el secretoma de les
cél-lules de melanoma tant resistents com sensibles a Vemurafenib mitjancant arrays de citoquines.

E .
V6O0E resistents a

En aquestes condicions, el nostre estudi demostra que les linies de melanoma BRAF
Vemurafenib secreten citoquines al medi de cultiu que promouen la resisténcia terapéutica a les
cel-lules veines, és a dir, a les cel-lules sensibles al farmac. El secretoma conté citoquines associades
als macrofags associats a tumors (TAM), els quals poden controlar o afavorir el creixement tumoral.
Concretament els TAM amb fenotip M2, sén macrofags que es detecten en abundancia i sén crucials
pel desenvolupament del microambient tumoral per tal de fer front a la resposta de les cel-lules
tumorals davant de tractaments citotoxics com la quimioterapia (Solinas et al. 2009). Els TAM/M?2
també juguen un paper rellevant en I'estimulacié i promocié de l'angiogénesi, de Ia
immunosupressio, de la migracié i invasio cel-lular, i alhora de potenciar I'adquisicié de resistencies
(Qian and Pollard 2010). Aixi, hem mostrat que les linies resistents a Vemurafenib produeixen, en
general, major secrecid de citoquines pro-tumorals en comparacié amb les cél-lules parentals, entre
les que s’inclou M-CSF, un factor associat als TAM amb fenotip M2. Nombrosos sén els estudis que
descriuen que les cel-lules tumorals expressen nivells elevats de M-CSF implicat tant en la progressid
tumoral com en la metastasi, a més, s’ha associat aquesta expressid amb un pitjor pronostic en
diferents cancers com el de prostata, el de mama o en el carcinoma renal, possiblement a través
d'un efecte sobre els macrofags associats a tumors (TAMs) (Giricz et al. 2018; Yagiz and Rittling
2009). Per exemple, Neubert et al. van determinar un increment de M-CSF en la sang de pacients
amb melanoma en comparacié amb els casos sans i aquest augment es correlacionava positivament
amb un increment de Lactat Deshidrogenasa (LDH), un marcador de carrega tumoral, en la sang
d’aquests pacients. A més, en aquest mateix estudi es va demostrar que la concentracié de M-CSF

en sang encara era superior en els pacients de melanoma en estadi IV respecte els pacients en
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estadi IlIB, indicant que la produccié de M-CSF es troba elevada en pacients amb melanoma i que a
més s’incrementa la seva secrecié durant la progressié tumoral (Neubert et al. 2014). Les nostres
dades indiquen que la citoquina M-CSF és secretada per les cel-lules de melanoma i que a més es
troba incrementada en el medi de cultiu de les linies resistents a BRAFi. En aquest sentit, es planteja
la hipotesi que la secrecié de M-CSF en cél-lules tumorals metastatiques de melanoma no només és
important per activar la propagacid tumoral sind que és clau per la seva capacitat per estimular

I’adquisicié de resisténcia a la terapia convencional (Dwyer et al. 2017).

El nostre estudi descriu que una estimulacié exogena de M-CSF, mitjangant la proteina recombinant
rhM-CSF, produeix una falta de resposta a Vemurafenib sobre la viabilitat i la migracid, i per tant,
una possible adquisicid de resisténcia al farmac en les linies cel-lulars sensibles. Per altra banda, els
resultats ens demostren que aquesta adquisicidé de resisténcia només s’observa en les linies
cel-lulars de melanoma que presenten pérdua o mutacié de PTEN. De fet, quan estimulem amb rhM-
CSF i Vemurafenib una linia cel-lular amb PTEN funcional, les cel-lules perden viabilitat i
migracid/invasio igual que les tractades amb I'inhibidor de BRAF en monoterapia. En la mateixa linia,
guan sobreexpressem PTEN en la linea cel-lular M3 (PTEN KO) i s’estimula amb rAM-CSF en
combinacido amb Vemurafenib no s’aconsegueix un fenotip resistent a la terapia. Aquest fet
suggereix que la citoquina M-CSF podria ser determinant per a l'aparicié de recurrencies al
tractament amb BRAFi en els melanomes amb PTEN no funcional. En aquest context, diversos
estudis han analitzat el paper dels macrofags en la mediacid de la resisténcia terapéutica en
diferents models tumorals (De Palma and Lewis 2013; Ruffell et al. 2016; Ruffell et al. 2014). De fet,
estudis amb co-cultius que utilitzen linies cel-lulars de carcinoma de mama i macrofags derivats de
medul-la dssia van revelar una resisténcia mediada per macrofags a potents quimioterapéutics com
ara Paclitaxel, Doxorubicina, i Etoposid (Ruffell et al. 2016) i a Gemcitabina en cel-lules murines

d’adenocarcinoma pancreatic (Mitchem et al. 2013).

Els mecanismes observats després de I'adquisicié de resisténcia cel-lular als inhibidors de BRAF
resulta en l'augment de l'expressié de diversos receptors tirosina quinasa, com poden ser: el
receptor del factor de creixement derivat de plaquetes (PDGFR), el receptor del factor de
creixement d’insulina tipus 1 (IGF1R), el receptor del factor de creixement epidérmic (EGFR), el
receptor del factor estimulant de la colonia de macrofags (CSF1-R) (Sandri et al. 2016), a més de
I’activacié d’altres receptors no tirosina quinasa com els receptors transmembrana (G-CSFR) o

receptors heterodimers (GM-CSFR) (Hong 2016; Phan et al. 2013). Giricz O et al., van observar una
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sobreexpressid de CSF1-R, IL34 i RUNX1 en mostres de melanoma resistents a diferents inhibidors
de BRAF en comparaciéo amb els tumors no tractats. Després, van determinar |'eficacia de la terapia
combinada amb PLX3397 (Pexidartinib, inhibidor de CSF1-R) i PLX4720 (Vemurafenib, inhibidor de
BRAF) en ceél-lules de melanoma en cultiu cel-lular, en cultius de cél-lules 3D, i en un model de
xenograft muri, i es va trobar que l'efecte combinat era sinergic en diverses linies cel-lulars de

melanoma (Giricz et al. 2018).

Els inhibidors de CSF1-R o els anticossos contra M-CSF representen una nova i revolucionaria classe
de farmacs immune-moduladors. El bloqueig de CSF1-R o I'Us d’anticossos neutralitzats de M-CSF i la
consequent inhibicié dels TAM, redueix el creixement tumoral en diferents models de tumors com
ara en el cancer de prostata (Hume and Macdonald 2018), en ratolins amb retinopatia isquémica i
osteosarcoma (Kubota et al. 2009) o en glioblastoma i melanoma (Cannarile et al. 2017). En aquest
treball es suggereix I'Us de I'anticos contra M-CSF (mAb M-CSF) com a possible terapia antitumoral
del melanoma per evitar I'adquisicid de la resisténcia farmacologica als inhibidors de BRAF. El nostre
estudi revela que I'anticos neutralitzant de M-CSF no modula ni la viabilitat ni la migracid/invasié de
les cel-lules que ja sén resistents a Vemurafenib, ni en les cél-lules de melanoma sensibles. No
obstant aix0, I'anticds anti-M-CSF és capa¢ de neutralitzar I'efecte d’aquesta citoquina present en
els medis condicionats de linies resistents reduint la migracié de les cel-lules parentals i evitant que
les cel-lules sensibles desenvolupin la recidiva a Vemurafenib. En concordangca amb els nostres
resultats, Pyonteck et al. van demostrar que la intervencié primerenca amb un inhibidor de CSF-1R,
BLZ945, va impedir l'inici de la progressié del glioblastoma, mentre que la intervencié tardana va
causar un desenvolupament rapid i robust del tumor després de només una setmana de tractament
(Quail and Joyce 2013). En conjunt, les nostres dades suggereixen, que la citoquina M-CSF és
determinant durant I'adquisicio de resistencia als BRAFi de les cél-lules de melanoma amb PTEN no
funcional i que per tant, el seu bloqueig, podria ser clau per evitar I'aparicié de la resisténcia a

Vemurafenib.

Mentre que els inhibidors de BRAF han mostrat una taxa de resposta rapida en pacients amb

Ve0% 13 majoria d'aquests pacients eventualment

melanoma que presenten la mutacié BRAF
desenvolupen recidives. En canvi, s'ha demostrat que la immunoterapia indueix resposta a llarg
termini en aquests pacients (Najem et al. 2017; Zuo et al. 2018). De fet, diversos grups han
demostrat I’Gs d’inhibidors de BRAF en combinacié amb agents bloquejants del sistema immunitari,

basats en macrofags associats a tumors, com una possible terapia antitumoral o com a estratégia

221



Discussio

potencial per a superar I'aparicid de resisténcia als inhibidors de BRAF (Acquavella et al. 2015;
Cooper et al. 2014; Koya et al. 2012; Liu et al. 2013). En aquest sentit, Acquavella et al. van observar
in vitro que la combinacié de Vemurafenib + Citoquines efectores de cél-lules T (IFNy/TNFa) era més

efectiva en la inhibicié de la proliferacid i creixement tumoral que la monoterapia amb un Unic agent

V600E V600E

en un model de ratoli mutant per BRAF i en linies cel-lulars humanes de melanoma BRAF
(Acquavella et al. 2015). En un altre estudi van demostrar que els inhibidors de BRAF poden
sincronitzar-se amb el bloqueig de la via PD-1 per estimular la immunitat antitumoral en el
melanoma. Doncs, I'administracié d'anti-PD-1 o anti-PD-L1 juntament amb un inhibidor de BRAF va
prolongar de forma significativa la supervivencia dels pacients i va disminuir el creixement tumoral
del melanoma, aixi com també, va provocar un increment del nombre i de I'activitat dels limfocits
tumorals (Cooper et al. 2014). En aquest estudi hem descrit que I’anticos anti-M-CSF en combinacié
amb Vemurafenib en medis de cultius de linies resistents indueix mort cel-lular i redueix la migracié
cel-lular de les linies parentals i evita I'aparicié d’un fenotip resistent. En relacié amb els nostres
resultats, un estudi en fase I, va demostrar un increment de I'efecte antitumoral en pacients amb

melanoma avangat amb la mutacié BRAF'*% (NCT01826448) que es tractaven amb un inhibidor de

CSF1-R, PLX3397, en combinacié amb Vemurafenib (PLX4720) (Ngiow et al. 2016).

Malauradament, tot i que la inhibicié de CSF-1R/M-CSF pot millorar I'eficacia del Vemurafenib
reduint la infiltracié de cél-lules mieloides immunosupressores, les quals juguen un paper important
durant la immunosupressié tumoral (Holmgaard et al. 2016; Mok et al. 2015; Quail and Joyce 2016),
el mecanisme basat en la inhibicié de CSF1-R/M-CSF mitjancant el qual s’evita la resisténcia a
I'inhibidor de BRAF encara no roman clar. Els limfocits CD8 infiltrant de tumors suposen un
component clau en la resposta immunitaria adaptativa contra antigens associats al melanoma
(després del tractament amb inhibidors de BRAF). Les cel-lules CD8 circulants mantenen una forta
resposta inflamatoria amb efectes citotoxics. En aquest context, s'estan realitzant assaigs clinics per
determinar l'activitat clinica i les vies de senyalitzacid implicades després de la combinacio
simultania o seqlencial d'inhibidors de BRAF amb immunoterapeutics anti-CTLA4 (lpilimumab) o
anti-PD1/PDL1 (Lambrolizumab, Nivolumab, MPDL3280) (Amin et al. 2014; lJiang et al. 2013;
Manzano et al. 2016; Sullivan et al. 2013), o també anti-M-CSF (Emactuzumab, AMG820, IMC-CS4,
Cabiralizumab, MCS110, i PD-0360324) (Cannarile et al. 2017).

D’acord amb la literatura, després de l'aparicio de la resisténcia a Vemurafenib, les nostres linies

cel-lulars mostren una reactivacié de la ruta de les MAPKs, ja que augmenten els nivells de la
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proteina p-ERK. Els nostres resultats estan en concordanca amb estudis previs que demostren que la
resistencia a Vemurafenib esta associada a la reactivacié de I'eix MEK-ERK (Kwong et al. 2015). S'ha
descrit que la unié del lligand a CSF1-R indueix la seva dimeritzacié i promou l’activacié de les vies de
senyalitzacio de les MAPKs i la via PI3K/AKT (Achkova and Maher 2016), fet que podria associar-se
amb un increment de la secrecié de M-CSF observat durant la resisténcia (Giricz et al. 2018). Giricz
et al. van mostrar una correlacié entre els nivells de CSF1-R i una major expressié de RUNX1 i IL-34 i
ho van associar amb un augment de la fosforilacié d’ERK. Sembla que I'administracié d’inhibidors de
CSF1-R/M-CSF bloqueja completament la fosforilacio d'ERK evitant el mecanisme de resisténcia. Per
contra, l'addici6 de M-CSF accelera el mecanisme de rebot (hiperactivacié de noves vies de
senyalitzacié) causat per la inhibici6 de BRAF a les cel-lules, el qual pot atenuar-se mitjangant la
combinacié d’inhibidors de BRAF'®* i de CSF1-R. Les vies de senyalitzacié hiperactivades per la
inhibicio de BRAF (mecanisme de rebot de la via ERK), esta ampliament descrit que s'associa amb la
hiperactivacio de la via PI3K/AKT (Giricz et al. 2018; Shi et al. 2014). Per tot aix0, en aquest treball es
suggereix que la inhibicié dual de BRAF (Vemurafenib) i M-CSF (mAb anti M-CSF) pot ser una diana

. . . . \ . E
estrategica per evitar la resisténcia terapeutica en melanomes BRAF®®

, i consequentment, evitar
I’activacié de la via de senyalitzacio PI3K/AKT. Altres estudis proposen que M-CSF estimula la via NF-
kB i per tant, la supervivencia cel-lular tant dels macrofags derivats de monocits humans com de
macrofags murins (Wang et al. 2011) i en cél-lules murines de cancer de mama (Yang et al. 2014). El
bloqueig de M-CSF s’associa amb una reduccié de la fosforilacié de p65 en la Ser276 induida per M-
CSF (Wang et al. 2011), el que explicaria una altra via de senyalitzacié per la qual es podria evitar la

resisténcia adquirida i conseqiientment, millorar la supervivéncia dels pacients amb melanoma

tractats amb I’anticos monoclonal contra M-CSF.

En conclusio, I'administracié d’anticossos monoclonals anti-M-CSF evita la unié de M-CSF al seu
receptor CSF1-R, que s'expressa en diverses cel-lules immunes, com monocits i macrofags, i en les
cél-lules tumorals. Aquest esdeveniment impedeix |'activacié de CSF1-R i la seva senyalitzacid en
aquestes cél-lules, que condueix a la inhibicié de I'activitat i la proliferacié de macrofags associats a
tumors (TAM) dependents de CSF1-R, i per tant repercuteix en el microambient tumoral reduint la
immunosupressio creada pels TAM. A més, amb la terapia anti-M-CSF s’aconsegueix disminuir les
cél-lules T reguladores (Tregs) o activar el sistema immunologic per tal de millorar les respostes
antitumorals de les cél-lules de melanoma (Chaudhary and Elkord 2016; Takeuchi and Nishikawa

2016).
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En conjunt, els nostres resultats preliminars indiquen un paper rellevant de I'anticos anti-M-CSF com
una estrategia terapéutica prometedora en combinacié amb Vemurafenib per millorar la resposta

antitumoral dels inhibidors de BRAF.
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PRIMERA.

SEGONA.

TERCERA.

QUARTA.

La isoforma Cav3.1 dels TTCCs s’expressa a nivells més alts en les linies cel-lulars i

V600E

bidopsies de melanoma amb la mutacié BRAF , i es correlaciona amb un increment

dels nivells d’autofagia basals.

Els inhibidors farmacologics dels TTCCs, el silenciament génic o la Cloroquina,
inhibeixen els processos de migracid i invasio només en les cél-lules portadores de la

mutacié BRAF'**% gracies a la inhibicié del flux autofagic.

Ve0OF yresenten nivells

Les linies cel-lulars i les mostres de melanoma metastatic BRAF
d’expressid més elevats de Snaill, que és essencial en I'activacio dels processos de
migracid i de I'autofagia basal. La immunoexpressio de Snaill nuclear és més intensa en

V600E

biopsies humanes de melanoma metastatic amb la mutacié BRAF que en les

biopsies wild-type.

E . . G .
VOO0 rasistents als inhibidors de

Les linies cel-lulars i les biopsies de melanoma BRAF
BRAF presenten una sobreexpressio de la isoforma Cav3.1 dels TTCCs en comparacié
amb la linia o biopsia parental corresponent, aixi com un increment dels marcadors

d’autofagia basal.

CINQUENA. L’inhibidor dels TTCCs, Mibefradil, indueix apoptosi i redueix la proliferacioé cel-lular i les

SISENA.

SETENA.

taxes de migracié i invasid, mitjancant un bloqueig de l'autofagia, en cel-lules de
melanoma resistents a Vemurafenib tant in vitro com en xenografts de ratolins SCID in

vivo.

La terapia combinada (Vemurafenib + Mibefradil) no ofereix avantatges sobre la

V600E resistents, ni in vitro ni in vivo; i

monoterapia amb Mibefradil en melanomes BRAF
redueix o retarda la viabilitat cel-lular i les taxes de migracié i invasid segons l'estat

funcional de PTEN.

L'inhibidor dels TTCCs, Mibefradil, impedeix I'adquisicié d'un fenotip de resisténcia

cel-lular al co-tractar amb Vemurafenib cél-lules de melanoma BRAF®%%,
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VUITENA.

NOVENA.

DESENA.

ONZENA.
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El secretoma de cel-lules en cultiu (medis condicionats) de melanomes resistents a
Vemurafenib, indueix i modula el fenotip de resisténcia al inhibidor de BRAF 0%

(Vemurafenib) en les cél-lules parentals.

El secretoma de les linies cel-lulars de melanoma resistents a Vemurafenib presenta un
increment de citoquines pro-tumorals entre les que s’inclou M-CSF, la qual és
determinant per a I'adquisicié de resisténcia en els melanomes BRAF"*®F amb PTEN no

funcional (knockout o mutacio).

La neutralitzacié de M-CSF amb I’anticds monoclonal, inhibeix I'adquisicio de resistencia

V600E

a Vemurafenib en els melanomes BRAF amb PTEN no funcional.

El plasma de ratolins procedent de xenografts de linies de melanoma resistents a
Vemurafenib, indueix un fenotip de resisténcia en les cél-lules parentals en cultiu. La

neutralitzacié de la citoquina M-CSF del plasma reverteix aquest fenotip de resisténcia.
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