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SF: suero fisiologico

SMA: ensayo de metastasis espontaneas

SOI: implantacion quirurgica ortotdpica

UV: ultravioleta

Val, V : valina

V12: gen K-ras con una mutacion en el codén 12 que codifica para Valina
Wt: wild type (gen silvestre)

Zona SPF: zona libre de patogenos (“Specific patogen free”)

13



14



15

I. INTRODUCCION




16



INTRODUCCION

1. CANCER COLORRECTAL HUMANO

1.1 Etiopatologia

La mayoria de los tumores (alrededor del 85%) derivan de células
epiteliales, pudiéndose originar en diversos o6rganos. Estos tipos de tumores
epiteliales se denominan carcinomas y se generan por la acumulacion
sucesiva de alteraciones de diferentes genes que llevan a una
transformacion progresiva de las células humanas sanas, en células

altamente malignas' .

El carcinoma colorrectal (CCR) es una de las neoplasias mas comunes en
paises occidentales, seguida del cancer de mama y de pulmén (U.S.

Cancer Statistics Working Group 2011) (figura 1)

Los factores de riesgo asociados al CCR incluyen la edad, el estilo de vida,
antecedentes de haber padecido otras enfermedades colorrectales y factores
hereditarios. En cuanto al estilo de vida, la alimentacion, el consumo de
alcohol, el tabaquismo y la inactividad fisica favorecen la aparicion de

CCR>

En relacidon a los factores hederitarios, sélo un 25% de lo casos de CCR
son de origen familiar. Los sindromes de origen hereditario que
predisponen al CCR se dividen en poliposicos, siendo el mas frecuente la
Poliposis colica familiar (“familial adenomatous polyposis”, FAP)
asociada con mutaciones en el gen APC; y los no polipdsicos, como el
sindrome de Lynch. Este ultimo estd asociado con mutaciones en linea

germinal de genes del sistema de reparacion de bases desapareadas (MMR)
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del ADN, principalmente MLHI y MSH2, que se heredan de forma
autosomica dominante. Por otro lado, los antecedentes de enfermedades
colorrectales, como son los polipos adenomatosos (adenomas), o la
enfermedad inflamatoria intestinal (“inflammatory bowel disease”, IBD),
que incluye la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn, son factores

adicionales que aumentan el riesgo de padecer CCR®.

El 75% de los casos de CCR son esporadicos, es decir no cuentan con
factores hereditarios que influyan en su evolucion. El CCR hereditario se
desarrolla por la acumulacion de alteraciones epigenéticas o genéticas a lo

largo de toda la vida.

La transformacion del epitelio colonico y su progresion hasta un fenotipo
maligno sucede secuencialmente, pasando de focos de criptas aberrantes, a
adenoma y posteriormente, a carcinoma. Las mutaciones en K-RAS, B-RAF
y APC son eventos tempranos, mientras que las deleciones en DCC y
Smad4 o mutaciones en p53 son eventos tardios en el proceso de

transformacion del epitelio colonico® (figura 2).
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La diseminacién tumoral juega un papel determinante en la malignidad y
en la supervivencia de los pacientes. En el momento del diagnéstico, la
mayoria de los pacientes con carcinomas, incluido el CCR, estan afectados
por metastasis macroscopicas visibles, o micrometastasis subclinicas cuya

progresion es la causa principal de su muerte’.

1.2 Metastasis

1.2.1 Mecanismos moleculares asociados con la vascularizacion tumoral

y el desarrollo de metdstasis en cdncer colorrectal humano

La metastasis es un proceso que implica el escape de las células tumorales
del tumor primario, su acceso a los vasos linfaticos (diseminacion
linfatica), sanguineos (diseminacion hematdgena) y/o liquidos intersticiales
(diseminacion transcelomicas) y la colonizacidon y crecimiento de éstas
células tumorales en organos distantes * (figura 3). Las metastasis
hepaticas son frecuentes en CCR y tienen gran importancia clinica ya que
la mayoria de los pacientes acaban desarrollandolas, lo que limita su

supervivencia.
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Figura 3. Vias para el desarrollo de metastasis en cancer colorrectal.

a) circulacion portal hacia el higado y posterior salida a la circulacion
sistematica, b) diseminacién mesotelial hacia el peritoneo, ¢) diseminacion
linfatica. *
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La linfangiogénesis y la vasculogénesis son esenciales para el crecimiento
del tumor primario y de los focos metastasicos en los 6rganos diana °.
Factores secretados por el tumor primario juegan un papel relevante en
estos procesos '°. Los tumores con un alto grado de vascularizacién se
asocian con mayor tasa metastasica que los escasamente vascularizados '
Miembros de la familia de proteinas VEGF: VEGF-C y VEGF-D,
secretados principalmente por el tumor, a través de la activacion de su
receptor VEGFR3, expresado en células endoteliales, estdn implicados en
la proliferacion de los vasos linfaticos tumorales (6 linfangiogénesis) 2.
Por otra parte, VEGF-A participa en la diseminacion hematdgena,
mediante la induccidén de la vasculogénesis, uniéndose a los receptores

VEGFR-1 y VEGFR-2 . En CCR se ha descrito una correlacion entre la
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expresion de VEGF-C y VEGF-D y la formacion de vasos linfaticos en el
tumor primario y formacién de metastasis en ganglios regionales .

1.2.2 Estroma tumoral, diseminacion metastdsica y tropismo

El tumor primario estd formado por un microentorno complejo, que
comprende no sélo las células tumorales, sino otros tipos celulares como
son las células endoteliales, que componen el sistema linfatico y
sanguineo, pericitos, fibroblastos y células derivadas de precursores
celulares de la médula dsea (BMDCs) como macréfagos, neutrofilos,
mastocitos y células mieloides. Todos estos tipos celulares derivan de las
células supresoras mieloides (MDSCs) o células madre mesenquimales

(MSC)" (figura 4)
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Figura 4. Componentes celulares del microentorno del tumor primario'

vasive
[}
tumour cell

Actualmente, existen varias teorias que revelan un rol activo del

microentorno tumoral en la diseminacion metastasica. La teoria de la
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colonizacion dirigida por parte de la célula tumoral sélo hacia
determinados drganos (tropismo), coexiste con la idea de hace una década,
de que los organos implicados en metastasis reflejan la retencion de las
células tumorales en los capilares locales. En cancer de colon, las
metastasis hepdticas se forman, en parte, porque las células tumorales
viajan inicialmente hasta el higado a través de la circulacion hepatica
portal. Algunas de estas células quedan atrapadas en los capilares hepaticos
generando las metastasis. Las células que escapan de los capilares del
higado viajan por la vena cava y terminan atrapadas en los capilares del

pulmén formando las metastasis pulmonares.

Se ha propuesto que la formacién de las metastasis puede deberse a la
capacidad que tiene una pequefla proporcion de células tumorales de
sobrevivir, invadir y crecer en un medio particular (formado por el nicho
premetastasico) al contar con las mutaciones apropiadas que les confieren

estas capacidades '°.

Trabajos recientes han descrito que el tropismo hacia determinados
organos estd mediado por citoquinas, quimioquinas y/o proteasas,
producidas por el tumor primario, que son las responsables de preparar el
microentorno para favorecer la migracion, la invasién, y la implantacion de
la célula tumoral, en tejidos concretos , asociandose con un determinado
patron de diseminacion tumoral especifico'!. Ademas, la expresion y
regulacion anormal de las citoquinas y/o quimioquinas estd implicada,
también, en el proceso de migracion, proliferacion y diferenciacion del

sistema vascular, facilitando la diseminacion metastasica.
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Aun teniendo en cuenta un rol pasivo del microentorno en la formacion del
nicho metastéasico; la adhesion y la invasion activa son necesarias para la
colonizacién vy el crecimiento tumoral posterior '’. Tenemos atn un escaso
conocimiento molecular de los primeros pasos implicados en este proceso.
En algunos modelos, la proliferacion se produce dentro de los vasos
sanguineos, y su posterior ruptura permite que el foco metastasico crezca
'8 En otros modelos, las células tumorales extravasan y luego profileran.
Las integrinas expresadas en la superficie de las células tumorales son
importantes en este proceso, ya que se adhieren a proteinas de la matriz

extracelular, como la laminina y la fibronectina '’

Por otro lado, el grupo de Joan Massagué ha descrito patrones de expresion
génica especificos de células tumorales que median la diseminacién
metastasica hacia érganos concretos. Este grupo identifico dos perfiles de
expresion multigénica que median la diseminacion hacia los huesos o hacia

el pulmén en cancer de mama 2 %!

. Ademas, han identificado y validado
los genes implicados en el desarrollo de las metastasis en cerebro en éste
tipo de neoplasia, proponiendo un mecanismo capaz de explicar el

organotropismo hacia esta localizacion.

1.2.2 .1 Papel de CXCR4 y VEGF en metdastasis.

Los precursores hematopoyéticos, movilizados desde la médula Odsea,
participan en el establecimiento del nicho pre-metastasico y la formacion
de focos metastasicos en los oOrganos diana ! Las células madre
hematopoyéticas (HSC) expresan en su superficie el receptor de citoquinas
CXCR4, cuya activacion las moviliza hacia los 6rganos que secretan su

ligando, SDF-1, siguiendo un gradiente de concentracién creciente *. El
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factor de crecimiento hematopoyético G-CSF, ademas de producir la
expansion del pool de HSC, las moviliza induciendo la liberacion de
proteasas a partir de células mieloides maduras y reduciendo la afinidad de
las HSCs por la medula 6sea”. Las células madre tumorales expresan
también CXCR4 y cooperan con las HSC para colonizar los érganos
diana, explicando, en parte, el tropismo hacia 6rganos especificos .
Previamente a la movilizacién de las células tumorales, las HSC migran
para formar el nicho premetastasico, secretar SDF-1 y reclutar a las células
tumorales que expresan CXCR4 **. Por otra parte, se ha descrito que la
estimulacion de CXCR4, por su ligando SDF-1, determina la transicion de
micro a macrometastasis en un modelo de metastasis hepaticas y
pulmonares de carcinoma colorrectal 2°. Este efecto se produce,
posiblemente, por activacion del “switch” angiogénico mediante la
induccion de la expresion de VEGF, lo que requiere la activaciéon de la via
de PI3K/AKT %, una de las vias efectoras de RAS. De modo consistente
con su participacion en el proceso metastasico, la expresion de CXCR4 en
CCR humano aumenta la tasa de metastasis hepaticas y el riesgo de
recurrencia lo que produce una disminucién de la tasa de supervivencia **.
La activacion de la sefializacion a partir del receptor CXCR4 puede ser

activado por el oncogén K-RAS*.

1.2.2 .2 Papel de GCSF en metdstasis.

El G-CSF, o factor estimulante y movilizador de colonias de granulocitos,
es una citoquina, de naturaleza glicoproteica, secretada por las células del
endotelio, los macrofagos y células precursoras del sistema inmune. Su
funcién fisioldgica consiste en estimular la produccion de granulocitos y

células madre de la médula ésea y movilizarlas al torrente circulatorio™.
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Por otro lado, este factor estimula la supervivencia, proliferacion y
diferenciacion de los precursores de los neutrofilos hacia neutréfilos, a
través del receptor de G-CSF (GCSF-R) y activaciéon de las vias de
sefalizacion (JAK/STAT), RAS/MAPK y PI3K/AKT, potenciando de este
modo su funcién *'2,

El papel de los neutréfilos en el sistema inmune y en el proceso
inflamatorio es ampliamente conocida, actuando como primera barrera de
proteccion contra patdégenos. Su citoplasma contiene abundantes enzimas
liticas y fagociticas que destruyen a las bacterias y los hongos en respuesta
a estimulos inflamatorios. La liberacion de los neutréfilos desde los vasos
sanguineos estd condicionada por la liberacion de histamina (por
mastocitos) y TNF-a (secretada por macréfagos), proteinas que actiian
sobre las células del endotelio del vaso, induciendo su activacion a través
de la expresion de selectina-E. Los neutrofilos activados mediante 1L-8
pueden unirse a la selectina-E a través de su ligando glucidico. De esa
manera, son capaces de estar presentes en tejidos al poco tiempo después

del inicio de la infeccidn.

El receptor de G-CSF se expresa principalmente en neutrofilos maduros,
. , . 33 , . ;.
monocitos, células endoteliales™ y células progenitoras hematopoyéticas
(HSPCs)*. Ademas, se expresa en lineas celulares tumorales derivadas de
carcinoma humano de células pequefias del pulmén®, astrocitoma®®, cancer
de ovario®’, cancer de vejiga™, carcinoma de nasofaringe ** y en CCR*. Su
sobrexpresion se asocia con mal prondstico®® , con crecimiento tumoral y

neovascularizacion in vivo*'.

El G-CSF se utiliza en la practica clinica para la movilizacién autdloga y

alogénica de células madre, para aumentar el nimero de neutrdfilos
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circulantes en los pacientes con neutropenia como consecuencia del
tratamiento quimioterdpico, y potenciar el sistema inmune en leucemias y

neumonias.

G-CSF ha demostrado ser un factor prometastisico en diversas
publicaciones previas. Varios estudios, entre ellos los realizados por el
grupo de Kaplan et al., 2006, demostraron que G-CSF es capaz de inducir
la movilizacion de las células derivadas de la médula o6sea que son
dirigidas hacia el futuro lugar de metastasis, y participar activamente en la
formacidon del nicho premetastdsico para interaccionar con las células
tumorales que migran desde el tumor primario y establecer las

metastasis' 2?42,

1.2.2 .3 Papel de las integrinas en cdncer.

Las integrinas constituyen una familia de receptores transmembrana
compuestos por complejos heterodiméricos de cadenas alfa y beta unidas
de manera no covalente. Las integrinas son reguladas por moléculas de
sefializacidon intracelular que incluyen a las proteinas de la matriz
extracelular (por ejemplo: fibronectina, laminina, vitronectina, colageno,
trombospodina, entactina, fibrindgeno), las moléculas de adhesion
intercelular (p.e. [-CAM) y de adhesion vascular (p.e VCAM). Las
integrinas participan en la motilidad celular y en la activacién de vias de
sefializacion como la via de ERK1/2*. Ademas, median el crecimiento y
diferenciacion celular, inducido por la matriz extracelular (ECM), y
participan en la interaccion célula-célula y célula-matriz extracelular,
transduciendo sefales desde la ECM hacia el interior de la célula y

viceversa, participando en el proceso de migracion celular, invasion, e intra
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y extravasacion, y por lo tanto, en el crecimiento del tumor y el desarrollo

de las metastasis. En definitiva, la matriz extracelular juega un papel

importante en el desarrollo oncogénico, el mantenimiento de la fisiologia
o . L 44-46

celular y reparacion tisular, asi como el crecimiento tumoral™ ™. De modo

consistente, la alteracion en la expresion de las integrinas esta asociada con

la progresion tumoral y la diseminacion metastasica®’ .

La transformacion hacia la malignidad estd caracterizada por la
desorganizacién del citoesqueleto, reduccion de la adhesion y alteracion
de las respuestas adhesion-dependientes. La transduccion de sefial mediada
por integrinas esta influenciada por cambios en su estructura asociados a la
alteracion de su nivel de expresion y/o fosforilacion. De este modo,
algunas integrinas pueden dejar de expresarse o bien sobreexpresarse

mientras otras se fosforilan, afectando su union al ligando ***°.

Estudios sobre la expresion de las integrinas en diversos tipos tumorales
sugieren que varias subunidades de integrinas pueden contribuir tanto

positiva como negativamente en el fenotipo de las células transformadas *'.

Por otro lado, las integrinas han estado implicadas en la formacion de
metastasis hacia determinados 6rganos™ . Pecheur et al, demostraron que la
sobreexpresion de la integrina avPp3 en células tumorales CHO (Chinese
Hamster Ovary) aumenta la frecuencia, el numero y el éarea de las
metastasis Oseas osteoliticas en ratones inmunodeprimidos, a través del
aumento de la invasion tumoral y la adhesion al hueso mineralizado y a las
proteinas de la matriz 6sea (BSP y colageno tipo I). >> Por otro lado, la
integrina B4 se ha relacionado con la formacion de metéstasis pulmonares

en cancer de mama>”,
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Por lo tanto, el conocimiento de las vias de sefializacion que involucran las
integrinas y la obtencion del perfil de expresion de las mismas en tumores,
permitirian crear una signatura de la superficie celular propia de cada
tumor, lo que posibilitaria su desarrollo como marcadores de progresion,

con capacidad pronostica y diagndstica.

1.2.3. Activacion oncogénica y transicion de micro- a macrometdstasis.

De todos los procesos implicados en la formacion de metastasis
(protedlisis, invasion tisular, intravasacidén, extravasacion, etc.), el
crecimiento de las células tumorales en el érgano colonizado parece ser el
mas limitante’. En varios tipos tumorales, se han observado focos
tumorales durmientes de 1-2 mm de didmetro (micrometastasis), que son
incapaces de aumentar su masa debido a la limitada difusion de nutrientes.
Estos focos no son quiescentes ya que presentan elevada tasa apoptdtica y
mitética °, y soélamente abandonan su estado hipovascular, cuando
adquieren la capacidad de activar la angiogénesis (“swicht” angiogénico)
para realizar la transiciéon de micro- a macrometéstasis'®. Algunos
oncogenes son capaces de inducir esta activacion. Por ejemplo, la
transformacion de fibroblastos de raton por el oncogén K-RAS vall2
(K12V) inhibe la apoptosis y aumenta la proliferacion celular en un
modelo de metastasis hepaticas. Estos efectos conducen a la activacion de
la transicicion de micro- a macrometastasis tras la activacion del “switch”

angiogénico >°.
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1.3 Inestabilidad genomica

Existen dos tipos fundamentales de inestabilidad genética en cancer
colorrectal. Una de ellas es la inestabilidad cromosémica (CIN), que se
asocia con pérdidas, translocaciones o amplificaciones cromosomicas,
aneuploidia y con estabilidad de microsatélites, habiéndose detectado en el
85% de pacientes con CCR. Otro tipo de inestabilidad es la de
microsatélites (MSI), que se asocia con diploidia y alteracion del sistema
de reparacion del apareamiento de bases, que afecta al 15% restante de

pacientes 7

, que genera mutaciones transformantes en oncogenes o en
genes supresores de tumores —fenotipo mutador- . La frecuencia de

mutaciones en K-RAS Asp12 es mas alta en CCR MSS que en los MSI.
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2. PROTOONCOGENES RAS

Los protooncogenes H-Ras, N-Ras y K-Ras codifican para una proteina de
21-kDa, que tiene capacidad GTPasa intrinseca, y es capaz de unirse a
GDP (forma inactiva) y GTP (forma activada) (figura 5). Las proteinas
RAS son un conjunto de "interruptores" moleculares implicados en una
gran variedad de rutas de sefializacion celular que controlan fenémenos tan
diversos como la integridad del citoesqueleto, proliferacion, diferenciacion,
adhesion, apoptosis y migracion celular. Una de las rutas mas importantes
en la que estd implicada RAS es la de quinasas activadas por mitdgenos
(MAPK Mitogen-Activated Protein Kinases), las cuales activan a otras
proteinas kinasas y genes reguladores de proteinas, que afectan a la
proliferacion y diferenciacion celular. Otras vias de activacion mediadas

por Ras son las vias PI3K/AKT y RalGDS/Ral/RalBP1 (figura 6).

Las proteinas RAS (H-RAS, N-RAS y K-RAS) comparten entre ellas el
85% de su secuencia de aminoacidos, diferencidndose Unicamente en su
fragmento C-terminal. Las distintas proteinas RAS se expresan de manera
diferencial en los diversos tipos celulares, lo que explicaria las distintas
frecuencias de mutaciones e los genes Ras encontradas en los diferentes
tipos tumorales. La mayoria de las mutaciones afectando a los genes de
esta familia se producen en el gen K-RAS, que estan presentes en casi todos
(95%) los adenocarcinomas pancreaticos y en un porcentaje elevado (30-
50%) de tumores de pulmén y colon; mientras que las mutaciones en N-
RAS son menos habituales y se detectan principalmente en leucemias. Mas
infrecuentes son las mutaciones en H-RAS, que se observan so6lo en

algunos tipos de cancer de piel, vejiga y rifion *°.
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La mutacion en la proteina K-RAS impide la hidrolisis del GTP cuando
esta unido, lo que les permite permanecer en estado activado (estado ON) y
le confiere capacidad oncogénica (figura 5). Las principales y mas
frecuentes mutaciones puntuales de los genes RAS se observan en los
codones 12, 13 y 61, e inducen distintos cambios de aminoacido en las

correspondientes oncoproteinas .

Los codones 12 y 13 en la forma
salvaje del gen estan codificados por GGC (glicina). Las mutaciones mas
frecuentes producen la sustitucion de este aminoacido por Valina o
Aspartico en el codon 12 o por Aspartico en codon 13 (K12V o K13D).
Estas mutaciones generan proteinas RAS insensibles a la accion de
proteinas activadoras de GTPasas (GAPs, del inglés GTPase Activating
Proteins o GEFs) por lo que permanecen en estado activo, ya que RAS
requiere GAP para ser inactivada, y no puede inactivarse debido al cambio
conformacional generado por la mutacion que impide la exposicion del
dominio G que contiene la subunidad alfa de las proteinas G
heterotriméricas donde GAP se une. Esta activacion de Ras induce la
fosforilacion y activacion constitutiva de las vias Raf/Erk, PI3K/AKT y
RalGDS/Ral/RalBP1 y la transformaciéon celular ®'. No obstante, es
importante sefialar que las distintas mutaciones en la proteinas Ras inducen
cambios conformacionales distintos en funcion de la naturaleza de la
mutacion (.p.e K12V o K13D). Consecuentemente, cada mutacion puntual
puede activar diferencialmente a los efectores distales a Ras y asociarse
con distinta sefalizacion y activacion diferencial de procesos celulares,

como la proliferacion, la regulacion de la muerte celuar o la migracion.
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Figura 5. Ciclo de activacion de las proteinas RAS.

EL gen KRAS localizado en el cromosoma 12, cuando presenta
una mutacion en el codon 12, la mas frecuentel en CCR, activa
constitutivamente las vias distales a RAS .

Recientemente se ha demostrado la presencia de una mutacion en el codon
19 del gen K-RAS, sin embargo, parece ser menos frecuente que las
detectadas en los codones 12, 13 o0 61, ya que sdlo se ha encontrado en tres

de 600 casos, *.

Otras de las mutaciones frecuentemente observadas en CCR son BRAF y
PI3KCA. BRAF es una proteina kinasa involucrada en crecimiento celular
y sefializacion intracelular. Se encuentra habitualmente mutada en céancer,
con un 40-60 % en melanoma, 40-70 % en carcinoma de tiroide papilar y
5-15 % en CCR. BRAF es un efector de KRAS que participa en la via de
RAS/BRAF/MAPK (figura 6). La mutacion mdas frecuente en BRAF
ocurre en el nucledtido 1796 en el que una timina es sustituida por una
adenina, originando la mutacion V600OE y generando un aumento de la
proliferacion celular, de modo similar a la producida por la mutaciéon en

KRAS 46
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Las mutaciones en PIK3CA que codifica para la unidad catalitica de PI3K
fueron descubiertas en cadncer de mama, endometrio, pulmodn, cerebro y
colon, siendo las mas frecuentes las encontradas en el exon 9 y 20. En
cancer de colon, estd presente en un 11 a 14 % de los casos. PI3K juega un
papel importante en una de las vias distales a KRAS, la via de PI3K-AKT,
involucrada en tumorogénesis fundamentalmente a través de la la

inhibicion de la muerte celular y la estimulacion de la migracion celular .

Cytokines
Growth Factors
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Grab Riz0
<Raf-1 RalGDS
— N Cascade
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MEK/MEKK/ERG Golgi Transport

MAP Kinase
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Proliferation

/ \ Gene Expression
Akt “PDK1 AC GEFs
BAD/FKHD/GSK3 p70-SEK/PKC NE-KB
Cascade Cascade Cascade

Anti-apoptosis

Gene Expression
Cytoskeleton Regulation
Protein Synthesis Regulation

Gene Expression

Figura 6. Vias de sefializacién de K-RAS®’

En pacientes con CCR, el estado del gen K-RAS (salvaje o mutado) en el
tumor es un factor esencial en la toma de decisiones terapéuticas, en
relacion con la utilizacion de inhibidores del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) ®®. Estudios recientes han demostrado que,
en CCR metastatico, la mutacion en K-ras, estd asociada con una falta de

respuesta al tratamiento con anticuerpos anti-EGFR (ej. cetuximab o
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panitumumab), que se utilizan en combinacion con los citotdxicos clésicos,
oxaliplatino y/o 5-Fluorouracilo ®. Los tumores con K-RAS no mutado
responden al tratamiento con Cetuximab y/o Panitumumab, ya que estos
anticuerpos neutralizan la uniéon de los ligandos al receptor EGFR,
bloqueando asi el inicio de la sefializacion (figura 7). En cambio, los
tumores portadores de K-RAS mutado presentan la activacion constitutiva
de las vias de sefializacion distales de manera continua, con independencia
de si el propio EGFR est4 activado o inhibido terapéuticamente . Por
ese motivo, los pacientes con tumores que tienen K-RAS mutado no

responden a las terapias anti-EGFR.

Sin embargo, estudios recientes indican que no todas las mutaciones en K-
RAS tienen las mismas caracteristicas bioldgicas en cuanto a respuesta
tumoral, siendo la mutacion en el codon 13 la que puede estar asociada

con mejor respuesta al tratamiento con farmacos anti-EGFR !
Cetuximaby/

Panitumumab ‘/
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Figura 7. Tipo de respuesta tumoral a la terapia anti-EGFR en
funcion de la presencia de mutaciones en K-RAS, B-RAF o PI3K
en CCR "
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En el tratamiento del CCR

se utilizan,

ademas,

farmacos

antiangiogénicos, como el anticuerpo monoclonal Bevacizumab que actua

bloqueando VEGF, el ligando del receptor VEGFR y como consecuencia,

inhibiendo el desarrollo de vasos sanguineos tumorales. La respuesta

tumoral a este farmaco es independiente del estado mutacional del gen K-

RAS (figura 8).
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iohal

afecta la

agresividad de los tumores colorrectales humanos. De este modo, se han

descrito diferencias en cuanto a la capacidad transformante de los

oncogenes H- o K-RAS portadores de distintas mutaciones, tanto in vitro

como in vivo. Asi, K-RAS con una mutacion en el codon 13 (K13) se
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asocia con benignidad, mientras que K-RAS mutado en el codon 12 (K12)
lo hace con agresividad. Ademas, K-RASD12 (aspartico 12) es frecuente
en focos de criptas aberrantes y en lesiones no metastasicas, mientras que
K-RASV12 esta presente en adenocarcinomas y en lesiones metastasicas
™75 Por otra parte, K-RASV12 incrementa la tasa de recidiva tumoral y se
asocia con una disminucién de la supervivencia del paciente en CCR "%,
El oncogén K-RAS con una mutacion en el codon 12 es mas agresivo in
vitro que la mutacion en el codon 13. Este efecto es fundamentalmente
consecuencia de un aumento de la resistencia a apoptosis por activacion de
la ruta PI3K/AKT . De modo similar, in vivo distintos oncogenes K-RAS
generan sarcomas de morfologia y agresividad diferente tras la

8 Ademas,

implantacion de fibroblastos transformados en musculo
nuestro grupo ha demostrado que, in vivo, K-RASV12, interacciona con Raf
y activa fundamentalmente la ruta Erk, lo que induce mayor tasa
proliferativa y mitotica que K-RASD12. A diferencia de V12, la mutacion
D12 no interacciona con Raf, y en lugar de utilizar la via canoénica Erk
(MAPK), transduce sefial a través de las vias de PI3K, INK y p38 . Estos
resultados indican que distintos mutantes de K-RAS activan
diferencialmente rutas de sefializacidon distal, generando diferencias en el

fenotipo transformante del tumor primario, un aspecto que en este trabajo

proponemos estudiar en las metastasis.

El oncogén RAS estimula la angiogénesis a través de la induccion de la
secrecion de VEGF-A y de la inhibicién de TPS-1 *2. Bajos niveles de
expresion del oncogén RAS mantienen los focos metastasicos de cancer de
mama en estado durmiente y no angiogénico, mientras que niveles
elevados de este oncogén inducen la expresion de VEGF-A vy su transicion

a tumores angiogénicos de crecimiento progresivo **. Por otra parte, en
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carcinoma de tiroides, K12V aumenta la expresion de CXCRA4,
participando en la colonizacion metastasica, mientras que este efecto es

bloqueado por un inhibidor de Erk *°.
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3. MODELOS ANIMALES DE CANCER COLORRECTAL Y
METASTASIS CON EXPRESION DEL, ONCOGEN K-RAS

El raton de laboratorio (Mus muculus) es uno de los mejores modelos para
ser utilizado en oncologia experimental, por su pequefio tamafio, su
facilidad de reproduccion en cautividad, periodo de vida corto (de
aproximadamente 3 afios), su similitud fisiolégica y molecular con el

humano y por contar con un genoma totalmente secuenciado.

Entre los modelos murinos mds usados para el estudio del cancer se
encuentran los xendgrafos que se generan por implantacion de lineas
celulares tumorales o explantes humanos, los modelos generados por
carcindgenesis quimica y/o viral y los modelos murinos modificados

genéticamente (GEM).

Un buen modelo de metastasis debe replicar la histopatologia tisular, los
distintos pasos implicados en el proceso de diseminacion y las alteraciones
moleculares observadas en el tumor primario y en las metastasis en

humanos.

Tradicionalmente, el estudio de las metastasis se ha realizado en modelos
de colonizacion pulmonar tras administracion intravenosa de células
transformadas, que para el H-RAS, este tipo de colonizacién se produce
cuando la via Erk estd activada constitutivamente **. Sin embargo, el uso
de células mesenquimales de especies diferentes a la humana, o Ia
inyeccion intravenosa de células tumorales, que quedan inespecificamente
atrapadas en el pulmdén no reproducen la diseminacion linfatica y

hematdgena de las células epiteliales humanas transformadas, que se

39



INTRODUCCION

observa en clinica. Por otra parte, los modelos de ratén modificados
genéticamente (GEM) por activacion de K-RAS (“knockin”) replican las
fases tempranas del cancer de colon, pero son ineficientes a la hora de
producir metastasis *°. Estos resultados son consistentes con la existencia
de diferencias en la transformacion entre especies (hombre y raton) para el
mismo tipo celular (p.e. fibroblastos), y entre tipos celulares distintos
(fibroblastos vs. c€lulas de mama) dentro de una misma especie (p.e.
hombre) ¥. Por tanto, un buen modelo de cancer de colon requiere el uso
de células transformadas a partir del epitelio colénico humano. La
implantacioén ortotopica de tumores humanos en ratéon inmunodeprimido
genera una elevada tasa de metastasis *. El grupo de Hoffman utiliza la
implantacién quirurgica ortotopica (SOI) de fragmentos tumorales, en la
pared del colon; sin embargo, a diferencia del modelo de implantacion
ortotopica, OCMI, generado por nuestro grupo **, que microinyecta células
en la submucosa de la pared del colon, en la que se encuentra la mayor
densidad de vasos linfaticos y sanguineos, el procedimiento SOI no genera
tumores que diseminen a ganglios linfaticos regionales, ni permite la
manipulacién genética ex vivo de las células tumorales ®' (figura 9). Los
modelos tumorales generados mediante OCMI acortan el tiempo
experimental respecto a los GEM, ya que su estudio se puede completar en
4-5 meses en lugar de los 1.5-2 afios que toma el generar un knockout o un
knockin ®'. Por otra parte, el procedimiento OCMI genera modelos con una
tasa de metastasis significativamente mayor que los modelos “knockin” o
“knockout”. Es por ello que, la utilizacion del modelo OCMI, es mas
adecuada para el estudio de cancer avanzado que la utilizacion de los GEM
(tablal). La figura 10 muestra un resumen de la utilidad de los distintos
modelos animales en funcion de los procesos concretos a estudiar a lo

largo del curso temporal de la progresion tumoral.
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Por otro lado, los ensayos de metastasis experimentales (EMA) o
espontaneos (SMA), en los que se inyecta una suspension de células en una
localizacion heterotdpica, como son la vena de la cola o la planta del pie®"
! no replican la diseminacién metastasica observada en pacientes con
CCR. Por otra parte, la inyeccion de células colorrectales en el peritoneo,
descrita por Goldrosen (1980)°%, produce bajas tasas de injerto y de
metastasis, limitando el uso de este procedimiento para el estudio del CCR

avanzado.

Figura 9. Tipos de implantacion quirdrgica utilizadas en la
generacion de los modelos animales ortotopicos de CCR.
Implantacién ortotdpica quirdrgica (SOI) de fragmentos de tumor
(a); Microinyeccion ortotopica (OCMI) de células tumorales (b)
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TUMOR CELL ORGAN-SPECIFIC SURVIVAL,
TUMBE IITATION INVASION LATENCY & REACTIVATION

(GEM) (GEM & GRAFTS) (GRAFTS)

Primary site Distant organ

A I s,

. QS
f
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[ |
EARLY METASTATIC STROMAL TARGET ORGAN TARGET ORGAN
DISSEMINATION CONTRIBUTION EXTRAVASATION COLONIZATION
(GEM) (GEM & GRAFTS) (GRAFTS) (GRAFTS)

Figura 10. Contribucién de los diferentes modelos animales al estudio de las

diferentes etapas de la diseminacion metastasica.
GEM: Animales modificados genéticamente, GRAFTS: implantacion de xenografts o

“allograft” .

En la Tabla 1 se describen las ventajas e inconvenientes de cada modelo

animal para el estudio del proceso tumoral y de su utilizacién en desarrollo

preclinico de farmacos.
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Tabla 1. Ventajas e inconvenientes del uso de OCMI frente a otros
procedimientos para la generacion de modelos animales de CCR.

Implantacion
(tumores
solidos)
SC SOI HET ORT
VENTAJAS EMA SMA
-Procedimiento
quirargico sencillo v v v
-Crecimiento ortotdpico \ \
-Tasa de injerto y elevada N N
diseminacién metastasica
-Manipulacién ex vivo \ \
-Relacién in vivo/ in vitro \ V \
-Replicacion de la \ v
enfermedad
DESVENTAJAS

-Procedimiento N N
quirargico complejo
-Microambiente ectdopico \ \ \
-Baja tasa de injerto V
-Baja tasa de N
diseminacion metastasica
CAPACIDADES
-Colonizacién de 6rganos
distantes

-Crecimiento de tumor N
local
-Uso en estudios \
preclinicos

-Uso en estudios de
metastasis

-Uso para el analisis de N
mecanismos moleculares

Inyeccion de células en
suspension

<

< 2] 2] 2
< 2] 2] 2

Abreviaturas: SC, subcutdaneo; ORT: ortotopico;, HET, heterotopico; EMA, ensayo
experimental de metastasis; SMA, ensayo de metdastasis espontaneas.
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El modelo de microinyeccion ortotépica, OCMI, desarrollado previamente
en nuestro laboratorio®, genera tumores locales en el colon de ratones
inmuno-deprimidos, cuyo crecimiento causa su muerte cuando la mayoria
de los focos metastaticos son aun microscopicos. Por otra parte, se ha
descrito en la literatura que algunas lineas celulares de cancer colorrectal
humano, tras su cultivo in vitro, son tumorigénicas; sin embargo, pierden
su capacidad metastasica, incluso si se han establecido a partir de
metastasis humanas. Esta observacion sugiere la posibilidad de que in
vitro, las células tumorales generen una adaptacion a este nuevo entorno,
asociada con cambios moleculares que podrian ser los responsables de la
pérdida de la diseminacion metastdsica. Estas alteraciones moleculares
podrian suceder como consecuencia de la falta de interaccion de las células
tumorales con las células del estroma (p.e. fibroblastos) o con sus
productos (factores de crecimiento local o proteinas de la matriz
extracelular secretados por células del estroma), un proceso que

Unicamente ocurre in vivo.

Por este motivo, como primer objetivo de esta tesis doctoral, nos
proponemos mejorar el modelo de inyeccion ortotopica OCMI de CCR,
desarrollando dos estrategias dirigidas a aumentar la eficiencia metastasica
de las lineas celulares de CCR: 1) Inducién de un aumento en el nimero
de neutroéfilos circulantes, movilizando células derivadas de la medula 6sea
(BMDC) para favorecer la formacion de metastasis, y 2) Desarrollo de un
protocolo de condicionamiento subcutdneo de las células tumorales,
previamente a su inyeccion ortotopica, que favorezca la interaccion entre
células tumorales y estromales (a través de sefializacion paracrina o con las
proteinas de la matriz extracelular). Nuestra meta es generar un modelo de
CCR metastasico, en el que sean las metastasis y no el tumor primario lo

que limite la supervivencia de los animales.
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Por otra parte, la literatura sobre transformacion por oncogenes RAS suele
tratar de forma similar a todas sus mutaciones puntuales, atribuyéndoles la
misma capacidad transformante, hecho que ha podido conducir a
conclusiones contradictorias en cuanto a su capacidad prondstica **. Esta
controversia en relacion con su uso como marcador prondstico podria
explicarse por la existencia de diferencias en capacidad transformante de
los oncogenes RAS dependiendo del codéon mutado al generar
oncoproteinas con estructura diferente. Observaciones previas de varios
grupos apoyan esta posibilidad. Por ejemplo, se sabe que las mutaciones
puntuales oncogénicas cambian la conformacion de la proteina RAS,
volviéndola insensible a la regulacion por GAP o NF1, y alteran la afinidad
de los Switchs I y II por los efectores Raf-1, RalGDS o PI3K. De este
modo, la afinidad de los mutantes K-RASAsp13 (K13D) y K-RASVall2
(K12V) respecto a estos efectores es significativamente distinta. De modo
consistente con estos hallazgos, nuestro grupo ha observado previamente,
en un modelo murino de sarcoma, la capacidad de distintos mutantes del
oncogen K-RAS de generar diferentes tipos de sarcomas de partes
blandas® asociados con una sobre-activacion de la via de PI3K/Akt, en el

sarcoma mas agresivo que porta la mutacion K12V,

También se ha descrito que los tumores colorrectales que expresan el
oncogen K12V se asocian con peor pronostico que otras mutaciones
puntuales como Aspl2, Aspl3, Cysl2 o Serl2 6. K12V podria
incrementar su agresividad estimulando la formacion de focos
metastasicos, aumentando su proliferacion e inhibiendo la apoptosis > y/o
estimulando la angiogénesis mediante la induccion de la secrecion de
VEGF-A ® y como consecuencia  potenciaria la transicién de
micrometastasis a macrometastasis. En cambio, K13D se asocia con

tumores benignos y con menor tasa de metéstasis’”. Estas diferencias
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podrian deberse a la alteracion de distintas vias de sefializacion en funcion
de la mutacion puntual en K-RAS, hecho que, como hemos indicado
previamente, observamos en otros tipos tumorales, como el sarcoma de

partes blandas .

Nuestra hipdtesis de trabajo es que las distintas mutaciones en el oncogen
K-RAS inducirdn una sefializacion diferencial en las células de cancer de
colon humano, y que ésta distinta activacidn de las vias de sefializacion se
asociara con diferente comportamiento bioldgico y generara un distinto
patrén de metastasis en el modelo ortotopico. Consecuentemente,
proponemos como segundo objetivo, evaluar si las células de CCR
humano que expresan diferentes mutaciones del oncogén K-RAS (esto es:
K12V o KI13D) generan distinta tasa y patron de metastasis y diferente
grado de agresividad tumoral, y si estas diferencias se asocian con
mecanismos distintos en términos de sefializacion celular. Para ello,
transfectaremos vectores de expresion portadores de los distintos
oncogenes RAS mutados en lineas celulares de CCR humano portadoras de
K-RAS silvestre (Caco2, Colo 320 y SW48). A su vez, generaremos
recombinantes que expresen K12V o K13D, en colaboracién con el grupo
de Alberto Bardelli (Universidad de Torino) en la linea celular de CCR
humano SW48.

Este segundo objetivo incluye ademas del analisis de los distintos
procedimientos dirigidos a aumentar la eficiencia metastasica y de las
diferencias en capacidad metastasica entre los oncogenes K12V y K13D,
su asociacion con patrones de expresion y/o activacion diferencial en

cuanto a las proteinas que regulan la proliferacion, muerte celular,
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adhesion, invasion, diseminacion tumoral y la vascularizacion del tumor

primario y de los focos metastésicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los objetivos especificos de esta tesis son:

1. Mejora del modelo OCMI de CCR metastasico, desarrollando dos
estrategias dirigidas a aumentar la eficiencia metastdsica de las lineas
celulares de CCR y la evaluacion de los mecanismos moleculares

asociados:

1.1 Estudio del tiempo de supervivencia y patréon de
diseminacién metastasica en animales implantados ortotopicamente con la

linea de CCR HCT116, administrando G-CSF.

1.2 Estudio del tiempo de supervivencia, patrén, y nimero y
tamafio de metastasis en los distintos Organos diana de metastasis,
comparando la implantacion ortotopica directa de células de CCR HCT116
en el ciego de ratones inmunodeprimidos (grupo ORT) frente a esta

implantacion después de su pase subcutaneo previo (grupo SC+ORT).

1.3. Estudio de la asociacion entre el patron de diseminacidon
tumoral linfatica, hematdgena y peritoneal en el grupo ORT y SC+ORT
con la expresidon o activacion de proteinas que regulan la proliferacion,
muerte celular, adhesién, invasidon, diseminacién tumoral y su
vascularizacion (AKT, MAPK, integrinas, Ki67, VEGF-A, ANGPT-2, IL-

8 y CXCR4) tanto en tumor primario como en focos metastasicos.
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2. Evaluacion de la tasa, patron de metastasis y agresividad de los clones
que expresan K12V o K13D en células de CCR humano y su asociacion
con mecanismos moleculares especificos en relacion con las distintos

procesos implicados en la diseminacion metastasica.

2.1.  Obtencién de transfectantes o recombinantes que expresen
los oncogenes K-RAS con las mutaciones Vall2 (K12V) y Asp13 (K13D),
mediante la construccion de vectores de expresion y su transfeccion en las

lineas de CCR Colo-320, Caco-2 o SW48 y su validacion.

2.2. Estudio de la supervivencia, patrén de diseminacidon
linfatica, hematologica y peritoneal, y del numero y tamafio de metastasis,
tras la implantacion ortotopica directa de células de CCR de los clones que
expresen los oncogenes KI2V o KI13D, en el ciego de ratones
inmunodeprimidos en comparacién con la implantacién en el ciego tras

pase previo subcutaneo.

2.3. Estudio de la asociacion entre el patron de diseminacion
tumoral linfatica, hematdgena y peritoneal en los grupos K12V y K13D
con la expresion o activacion diferencial de proteinas que regulan la
sefializacion distal a K-RAS (B-Raf/MAPK, PI3K/Akt) y las vias que
regulan la proliferacion, muerte celular, adhesion, invasion, diseminacion
tumoral y su vascularizacion (integrinas, Ki67, VEGF-A, ANGPT-2, IL-8

y CXCR4) tanto en tumor primario como los focos metastasicos.
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1. MEJORA DEL  MODELO DE MICROINYECCION
ORTOTOPICA DE CCR

Para llevar a cabo el primer objetivo de esta tesis, se generaron distintos
modelos ortotopicos de metastasis de cancer colorrectal humano, en raton
atimico, por microinyeccion en el ciego mediante OCMI **, utilizando la
linea de CCR HCTI116. Con intenciéon de aumentar el patréon de
diseminacién metastasica del modelo OCMI, se utiliz6 como primera
estrategia la movilizacién de células de la médula dsea a través de la
administracidon, antes y después de la inyeccion ortotdpica, de G-CSF
(Sigma, Ref. G0407-5UG). Como segunda estrategia se utilizd el pase
subcutaneo previo a la inyeccion ortotopica. A continuacion se describen

en detalle ambas metodologias:

1.1 Lineas celulares

Para generar los modelos animales de metastasis utilizamos la linea celular
de cancer colorrectal humano HCT116 (portadora de la mutacién en
K13D). Fue cultivada en medio DMEM suplementado con 10% FBS, 1%
glutamina, 0.25% fungizona, y 1% penicilina/streptomicina (Life
Technologies), hasta obtener el nimero de células necesario para su

inyeccion en los animales.

1.2 Animales

Para generar los modelos animales de cancer CCR metastasico se
utilizaron ratones inmunodeprimidos de la cepa Swiss nude (Charles River

Laboratories) hembras, de 5-6 semanas de edad y pesos comprendidos

entre 18 y 20g. Los animales se estabularon a una temperatura de 22-24°C
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y un fotoperiodo de 12:12 horas, en un ambiente libre de patdgenos (SPF),
en armarios ventilados y jaulas protegidas con tapa y filtro, con viruta
esterilizada en autoclave, comida irradiada y agua estéril.

Previamente a cualquier intervencion quirtrgica, los ratones se
anestesiaron con una soluciéon de ketamina (100 mg/Kg) y xilacina (10
mg/kg) por administracion intraperitoneal. Cada ratébn se marco con un
numero para su identificacion y posterior seguimiento en cuanto a la

evolucion del crecimiento tumoral.

1.3 Aumento de la diseminacion metastasica mediante administracion

G-CSF.

Para evaluar si la movilizacion y aumento en la circulacion sanguinea de
células madre hematopoyéticas, favorecia la diseminacion metastasica, nos
planteamos administrar ~ G-CSF a ratones Swiss nude implantados
ortotopicamente con células tumorales HCT-116. Para ello, se
ramdomizaron los animales en dos grupos: Grupo Control (GC, n= 16) y
Grupo Experimental G-CSF (GE, n=12). A los animales del Grupo
Experimental se les administré 200 pnL. de G-CSF cada 24h, a una dosis de
(30ug/kg) por via subcutanea (s.c), diez dias antes de la inyeccion de 2
millones de células HCT-116 (suspendidas en 50 pL de medio), en el ciego
mediante OCMI. Posteriormente, se dejo que los animales siguieran un
periodo de 2 dias de recuperaciéon post-operatoria y se continuo
administrando G-CSF a la misma dosis, cada 24h, durante 5 dias. A los
animales del Grupo Control se les administré 200 pL de suero fisiologico

siguiendo la misma pauta de administracion que en el GE (figurall).
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Adm. Vehiculo (GC) o G-CSF (GE)
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Figura 11. Pauta de administraciéon de G-CSF e implantacion de células
HCT-116 en el ciego de ratones Swiss nude.

GC: grupo control, administrado con suero fisioldgico; GE: grupo experimental
administrado con G-CSF a una dosis de 30ug/kg. En color violeta se representa
la frecuencia de las administraciones y el numero de dosis.

Los ratones se pesaron y chequearon una vez por semana hasta el momento

de su sacrificio.

Para cuantificar el efecto de G-CSF sobre la poblacion de células
hematopoyéticas, se seleccionaron aleatoramente cinco animales de cada
grupo 48h antes de la implantacion de las células tumorales, y se les

extrajo 200 pL sangre para realizar el recuento celular.

1.3.1 Extraccion de sangre en raton

La extraccidon de sangre se realizd por puncidn en la vena mandibular. Es
una técnica rapida e indolora que no requiere la utilizacion de anestesia. Se
utilizaron agujas convencionales (BD Microlance, Becton Dickinson,
EE.UU.) de 23G. Se sujeto al animal por la piel del cuello provocando la
suficiente tension como para dificultar temporalmente el retorno venoso
yugular y facilitar el sangrado, pero teniendo la precaucion de que el

animal continuara respirando sin dificultad. La punciéon que permite
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acceder al vaso se realizo teniendo como referencia una marca en la zona
mandibular (figura 12), extrayéndose la sangre del grupo de vasos
mandibulares (venas facial, maxilar y temporal superficial) segin el
método propuesto por Golde et al., 2005%. Tras la puncidn, la sangre cae
por goteo y es recogida en tubos heparinizados para evitar su coagulacion

(Sarsted Ref:20.1341) (figura 13).

Figura 12. Vascularizacion de la mejilla del ratén.
Venas retro-orbitales y submandibular que
drenan la mejilla del ratén y desembocan en de

la venayugular. La flecha indica la zona
despoblada de pelo (referencia anatémica)
utilizada para realizar la puncion

Figura 13. Extraccion de sangre de la vena mandibular del

raton.

(a) Puncién con una aguja de un calibre de 23G (b) Recogida de sangre en un
tubo heparinizado
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Para prevenir un posible sangrado prolongado, se hizo presion con una
gasa seca sobre el sitio de la puncion durante unos segundos. Una vez
extraida, se realizd el recuento de células sanguineas utilizando un

contador Beckman coulter LH serie 70.

Paralelamente, se hizo un frotis sanguineo y se aplico la tincion de Diff-
Quick que utiliza diferentes colorantes para obtener una tincion diferencial
que discrimina entre distintos tipos celulares sanguineos. Los colorantes
utilizados son de la casa comercial QCA (Quimica Clinica Aplicada). Las
preparaciones se sumergieron durante 30 segundos en el colorante
Pandptico rapido n® 1 (Ref. 992612), luego 30 segundos en Panoptico
Réapido n°2 (Ref. 993886) y posteriormente 20 segundos en Panoptico
rapido n° 3 (Ref. 996116). A continuacion, se lavaron con agua para retirar
el exceso de solucion y se dejaron secar en la estufa a 60 °C, durante
aproximadamente 10 minutos. Para finalizar, se pasaron por Xilol y se
mont6 la preparacion. Los neutrofilos son reconocidos por el nucleo de
color azul violeta, el citoplasma rosa y la granulacién de un color violeta
rojizo. Los eritrocitos se tifien de color rosa asalmonado y las plaquetas de

color violeta.

1.3.2 Seguimiento de los animales

Se estim¢ el estado general de los ratones, tanto en el grupo contol como
en el experimental mediante la medida de su peso corporal una vez por
semana. También se observo su aspecto y comportamiento, considerando
los parametros establecidos en el protocolo de supervision que se adjunta
en anexo I. Se registro el dia de inyeccion de las células tumorales y el dia
de sacrificio de los ratones, considerandose como tiempo de supervivencia

la diferencia entre ambos tiempos. El sacrificio de los animales se realizo
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cuando el raton disminuyd su peso en un 20%, o bien mostr6 signos de

estrés o de dolor.

1.3.3 Necropsia y procesado de muestras.

Los animales fueron sacrificados mediante dislocacion cervical. Se
extrajeron los organos en bloque y se fotografiaron utilizando una camara
Kodak Z740. Se registro la presencia de tumor, se midieron sus ejes mayor
y menor y se estimé el volumen tumoral utilizando la formula del volumen
de una elipsoide (V= Eje menor’ x Eje mayor x 0,5). Se recogieron
muestras de ciego, de tumor local (desarrollado en el sitio de
implantacion), y de aquellos organos en los que tedricamente pudieran
haberse desarrollado metastasis (ganglios mesentéricos, higado, pulmén y

peritoneo).

Cada muestra obtenida se dividid en dos alicuotas: una se fijo en
paraformaldehido al 3,7% a pH 7,4 y se incluy6 en parafina, mientras que
la otra se congeld inmediatamente en nitrégeno liquido, y se guardd a -

80°C, para su posterior analisis molecular.

A partir de los bloques de parafina obtenidos, se realizaron cortes de 4pum,
que se tifieron con Hematoxilina-eosina (H&E)  para su andlisis
histopatologico.

1.3.4 Anadlisis histopatologico e inmunohistoquimico

Dos observadores independientes realizaron el analisis histopatoldgico de

las muestras de tumor primario y de los érganos diana de metastasis, sin

conocer cuales de las muestras pertenecian al grupo control o al

60



METODOLOGIA

experimental. Una vez tefiidos con hematoxilina y eosina y observados con
una magnificacion de 4-20 aumentos se evalud su grado de diferenciacion,
area de necrosis tumoral, tasa apoptdtica y mitdtica, grado de invasion
tumoral y grado de vascularizacion. Se registrd, ademads, el ntimero de
focos micro y macroscopicos observados en los organos afectados, y el
~ . , , 2 .
tamafio de los mismos, que se expresd como area (um~) y que fue medida

utilizando el software CellD de Olympus (v 3.3).

1.3.5. Variables evaluadas y andlisis estadistico.

Las variables clinico-histopatoldgicas analizadas en cada grupo fueron:
tiempo de supervivencia, tasa de injerto, tamafio tumoral, afectacion
metastasica linfatica, hepatica, pulmonar y peritoneal, nimero y tamafio de

los focos metastasicos en las localizaciones afectadas.

El andlisis estadistico que permitio la comparacion de las variables
evaluadas en cuanto a evolucion y diseminacién tumoral, moleculares, y de
supervivencia entre los grupos GC y GE (G-CSF) se realiz6 utilizando el

programa SPSS vs.19 (SPSS INC., Chicago, IL, USA).

El analisis comparativo de las diferencias entre las variables categdricas,
expresadas como porcentaje o numero de casos (por ejemplo, animales
afectados, tasa de injerto...) se llevd a cabo utilizando las tablas de
contingencia y seguidamente el test Chi cuadrado o el Test de Fisher, éste

ultimo utilizado cuando el numero de observaciones es muy bajo.
Cuando la distribucion de las variables continuas (volumen tumoral, areas

de micro o macrometastasis y numero de focos tumorales) cumplian los

criterios de homocedasticidad y normalidad para cada uno de los grupos
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comparados, la existencia de diferencias entre grupos se determino
utilizando el test paramétrico de Student. De no cumplirse estos criterios,

se utilizé su equivalente no paramétrico de U de Mann Whitney.

La supervivencia para cada grupo (GC y G-CSF) se calculé usando el
método de Kaplan-Meier y las distribuciones de supervivencia se
compararon utilizando el test de log-rank. Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas cuando alcanzaron una probabilidad de

p<0.05.

1.4 Generacion del modelo ortotopico de CCR metastasico después de

condicionamiento subcutaneo.

Este procedimiento consistio en la obtencion de tumores tras la inyeccion
subcutanea de células HCT116, que fueron posteriormente disgregados
para obtener una suspension de células, que se inyectd ortotopicamente en
el ciego mediante OCMI, para generar el grupo SC+ORT. La capacidad
tumorigénica y metastagénica de este grupo seria comparada con el grupo
obtenido mediante microinyeccion ortotdpica directa de celulas HCT116

(ORT).

1.4.1 Inyeccion subcutdnea en raton atimico

Cada raton, previamente anestesiado con ketamina (100mg/kg) y xilacina
(10 mg/kg), fue inyectado con 20 millones de células en 250 pL de medio
de cultivo, utilizando una jeringa de tuberculina (23G). Las inyecciones se
distribuyeron en 4 flancos (anterior derecho e izquierdo y posterior derecho

e izquierdo), implantando 5 millones/flanco en el dorso del animal
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repitiéndose este mismo procedimiento para cada una de las lineas

celulares.

Se registrd el crecimiento tumoral dos veces por semana, que se estimd
mediante la formula del volumen de un elipsoide (V= eje menor’x eje
mayor x 0,5), después de medir el eje mayor y menor del tumor con un pie
de rey. Se registrd el peso corporal del animal y se observd su aspecto y
comportamiento, considerando los parametros establecidos en el protocolo

de supervision que se adjunta en anexo 1.

1.4.2 Obtencion de las células disgregadas procedentes de tumores

subcutaneos

Los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical cuando los
tumores subcutdneos alcanzaron un volumen aproximado de 700 mm’. Se
extrajo los tumores subcutdneos con la ayuda de tijeras y pinzas
quirurgicas, y se limpiaron las zonas necréticas para desechar el material
no viable. Se congeld una alicuota de tumor en nitrégeno liquido para su
posterior estudio molecular, mientras que otra se fijo en paraformaldehido
al 3,7% a pH 7,4, y se incluy6 en parafina. El resto del tumor se disgrego
para obtener una suspension celular que fue utilizada para la inyeccién
ortotdpica. Previamente a la realizacion del procedimiento, se optimizo el
protocolo de disgregacion de tejido tumoral. En la siguiente tabla se

muestra la cantidad de enzimas y los tiempos de digestion utilizados:
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Tabla 2. Optimizacion del protocolo de disgregacion del tumor para la obtencion
de la suspension celular a partir de tumores subcutaneos

Tiempo de Tiempo de
Concentraciéon Concentracion
incubacién incubacion 2
Colagenasa (ug/ml) tripsina
(minutos) (minutos)
0 0.05 10 5
0 0.25 15 10
100 0.05 10 5
100 0.25 15 10

Una vez establecidas las condiciones del proceso, se disgregd el tejido
tumoral viable aplicando el siguiente protocolo. En primer lugar se
sumergieron 300 mg de tejido tumoral (procedente de todos los tumores
del mismo grupo, es decir aquellos que derivaban de una tUnica linea
celular con las caracteristicas o la mutacién oncogénica concreta a evaluar)
en una solucion de 3 ml de tripsina 0.05% y 30 pL de DNAsa
(concentracién final 100 pg/ml). A continuacion, se realizaron 30 pipeteos
sucesivos, utilizando una pipeta de 10 ml, para incubar después la mezcla
durante 10 minutos a 37°C, con agitacion. Posteriormente, se realizaron
pipeteos con pipetas de diferente volumen (10-3-1 ml) y seguidamente, se
incubd durante 5 minutos. Transcurrido este tiempo, se volvio a realizar el
ciclo de 30 pipeteos con las pipetas de distintos calibres y luego se filtrd,
utilizando una malla estéril de 41 um de tamafio de poro, para excluir los
fragmentos tumorales no digeridos. Se afiadié medio de cultivo al filtrado
hasta alcanzar un volumen de 25 ml, y se centrifugd a 2.400 rpm durante
10 minutos. Finalmente, se cont6 el nimero de células de la suspension en

una camara de Neubahuer.
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1.4.3 Inyeccion ortotépica en raton atimico

Para generar el grupo SC+ORT, se inyectd una suspension de 2 millones
de células disgregadas procedentes de los tumores subcutdneos (derivados
de la inyeccion subcutanea de células HCT116) en 50 uL de medio en el
ciego de ratones inmunodeprimidos (n=12) previamente anestesiados,

mediante OCMI.

Para generar el grupo ORT, se inyectd una suspension de 2 millones de
células HCT116 directamente en 50 uL de medio en el ciego de ratones

inmunodeprimidos (n=12).

El seguimiento del crecimiento del tumor en los animales de ambos grupos

se realizd como se describe en el apartado 1.3.2.

1.4.4 Necropsia y procesado de muestras.

Se realizaron necropsias siguiendo el mismo protocolo descrito en el
apartado 1.3.3.

1.4.5. Anadlisis molecular del tumor primario y de los focos metastdsicos.

En las muestras de tumor primario y focos tumorales, observados en los
organos afectados de los grupo ORT y SC+ORT, durante la necropsia, se
realiz6 un analisis molecular por inmunohistoquimica y mediante ELISA
para evaluar la expresion y/o activacion de reguladores de la
linfangiogénesis,  vasculogénesis, transicion  epitelio-mesenquimal,

invasion y migracion y su posterior comparacion entre grupos.
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1.4.5.1 Extraccion de proteinas a partir de tejido tumoral para su estudio

por ELISA

Las muestras tumorales de interés, conservadas a -80 °C, fueron
descongeladas, pesadas y disgregadas con la ayuda de un bisturi. A
continuacion, se procedio a la extraccion de proteinas del tumor, afiadiendo
el tampon de extraccion necesario para obtener una concentracion de tejido
de 150 mg/ml. La composicion del tampon de extraccion utilizada era la
siguiente: 1M Tris/acetato, 100mM EDTA pH 8.8, 100 mM EGTA pH 8.8,
IM Sucrosa, 10% Tritdo X-100 en 20mM tris/acetato,0.27M Sucrosa, 100
mM Ortovanadato, 1M Glicerofosfato, 0.5 M NaF, 100 mM Pirofosfato,
100 mM Benzamidina, 100mM PMSF, 2 mg/ml Leupeptina y 2-B-
mercaptoetanol. Este tampdn contiene inhibidores de quinasas y fosfatasas
que impiden la alteracion del estado de fosforilacion de las proteinas
celulares y permite la determinacion de la activacion de vias de

sefalizacidon concretas por WB.

Seguidamente, se homogeneiz6é con un polytron (ciclos de 1 minuto, 3
veces), y se dejo reposar en hielo durante 20 minutos. Posteriormente, se
centrifugd a 14.000 rpm y 4°C durante 10 minutos, guardando el
sobrenadante a -80°C. La muestra se mantuvo en hielo durante todo el

proceso.
1.4.5.1.1. Cuantificacion de proteinas

Para cuantificar los extractos proteicos utilizamos el método de Bradford,

que consiste en la adicion del colorante acido azul de coomassie a la

solucion de proteinas, y medida posterior de la absorbancia a 595 nm con

un espectrofotometro. El colorante de Coomassie se une principalmente a
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los residuos de aminoacidos basicos y aromaticos, especialmente la
arginina. La absorbancia maxima cambia de 465 nm a 595 nm cuando se
une a las proteinas. El valor de la concentracidon de proteina de una muestra
en particular, se calcula interpolando el valor de su absorbancia en una

curva estandar de un patron de proteina conocido.

La cuantificacion de la concentracion de proteina se realizo en placas de 96
pocillos utilizando agua como blanco, la curva estdndar con
concentraciones crecientes de albumina (0 a 150 pg/uL) y las muestras a
cuantificar. A un total de 10 ul, se agregaron 190 pL del reactivo de
Bradford (Bio Rad) diluido 1/5 en agua, incubandose durante 5 minutos,
para registrar a continuacion la absorbancia a 595 nm en un lector Fluo tar
Optima. A partir de los valores obtenidos, y teniendo en cuenta las
diluciones del ensayo, se calculd la concentracidn final por interpolacion

del valor de absorbancia en la curva estandard.

1.4.5.2 Cuantificacion de Interleuquina 8 y VEGFA mediante ELISA

La técnica de ELISA (“Enzyme Linked InmunoSorbent Assay”) se basa en
la deteccidon de antigeno (Ag) o anticuerpo (Ac) inmovilizado sobre una
fase solida, mediante anticuerpos que directa, o indirectamente, producen
una reaccion al estar conjugados con una enzima que al proteolizar un
sustrato  especifico  genera color que puede ser medido
espectrofotométricamente. Esta técnica se utilizo para la cuantificacion de
la IL-8 y VEGFA humana en las proteinas extraidas a partir de tumor
primario y de focos metastaticos. Cada uno de los kit utilizados (Ray Bio
Human IL-8 ELISA Kit, cat. EHL-IL8-001C para IL-8 y, eBioscience
Human VEGF-A Platinum ELISA, ref. BMS277/2CE para VEGFA)

contenia el anticuerpo especifico para IL-8 6 VEGFA inmovilizado en una
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placa de 96 pocillos. Las muestras a partir de las cuales se contruiria la
curva estandar y las muestras experimentales fueron afiadidas a los
pocillos, incubandose durante 2,5 horas a temperatura ambiente para
favorecer la union de la IL-8 6 VEGFA, presente en cada muestra, con el
anticuerpo inmovilizado. Previamente, se optimiz6 la concentracion de
muestra necesaria mediante diluciones para obtener una concentracion
contenida dentro del rango lineal de la curva de calibrado. En las muestras
de HCT-116, se ensayo a 1-5 pg de proteina tanto para IL-8 como para
VEGFA. Después de la incubacion de la muestra con el anticuerpo, se
lavd cada pocillo tres veces con 300 pL del tampén de lavado
(suministrado por el kit) para eliminar los antigenos fijados
deficientemente o no fijados. A continuacion, se afadio 100 pL de un
segundo anticuerpo anti IL-8 humana biotinilado o anti-VEGFA segun el
ensayo realizado. Tras incubacién de una hora a temperatura ambiente y
con agitacion, se volvio a realizar una tanda de lavados para eliminar los
anticuerpos marcados que no hubieran reaccionado. Seguidamente se
afiadié 100 pL de estreptadivina HRP-conjugada, incubandose durante 45
minutos, y lavandose posteriormente para eliminar el segundo anticuerpo
especifico sobrante, afiadido en el paso anterior. Finalmente, se afiadio el
sustrato TMB, que se incubd durante media hora, con agitacion y en
oscuridad. Posteriormente, se bloqueo con 50 uL de una solucién stop,
generando un cambio de color, de azul a amarillo, cuya intensidad de color
fue medida a 450 nm con un espectrofotometro (TECAN M200PRO). La
intensidad de color es directamente proporcional a la cantidad de IL-8 o de

VEGFA presente en la muestra.
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1.4.5.3 Construccion del bloque celular

El bloque de parafina de las células HCT116 se realizd atrapando las
células en un codgulo natural de plasma humano y trombina. Para ello, la
células en cultivo se tripsinizaron y se centrifugaron durante 5 minutos a
1000 rpm. Se descartd el sobrenadante y se agregd 5 gotas de plasma
(proveniente del Banco de sangre del Hospital de Sant Pau) al pellet
obtenido para disolverlo. A continuacidn, se afiadieron 5 gotas de trombina
(Sigma Ref. T8885-10VL), agitando continuamente, hasta que se formé un
coagulo. Una vez obtenido el coagulo, se guardd en un paquete de papel
(secamanos) y se introdujo dentro de un cassette y en formol 10% hasta

su procesado

1.4.5.4 Analisis inmunohistoquimico

A partir de los bloques de parafina de las muestras obtenidas en la
necropsia (apartado 1.4.4), se realizaron cortes de 4 pm de espesor que
fueron colocados en un portaobjetos disefiado para su analisis
inmunohistoquimico (Flex THC microscope slides, Dako). Los cortes
fueron incubaron en una estufa a 58 °C, durante una hora, previamente a su
tincion THQ. La desparafinacion, rehidratacion y recuperacion antigénica
de las muestras con tampon citrato sddico (pH 6.0) (20 minutos a 97 °C) se

llevo a cabo utilizando el equipo DAKO PTLink.

Se utilizo el sistema automatizado DAKO autostainer Link48 para realizar
las tinciones IHQs. Una vez recuperada la actividad antigénica, se lavd con
tampon, y se bloqueo la actividad peroxidasa enddgena con perdxido de
hidrégeno al 3% durante 10 minutos. Posteriormente, la muestra se incubd

con el anticuerpo primario a la diluciéon que se indica en la tabla 3. Como
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anticuerpo secundario se utilizd6 mouse o rabbit (EndVision, DAKO).
Seguidamente, se incubaron los cortes con el revelador DAB (DAKO)
durante 5 minutos, utilizdndose hematoxilina para la tincion de contraste.
Finalmente, se deshidrataron las preparaciones con concentraciones
crecientes de etanol, para ser montadas posteriormente con medio de
montaje DPX.

Los anticuerpos utilizados en el analisis inmunohistoquimico se muestran

en la tabla siguiente:

Tabla 3. Anticuerpos utilizados para el andlisis inmunohistoquimico de tumores

Anticuerpo Primario Dilucion Casa comercial
Integrina B1(CD29) 1:100 BD ( 610468)
ANGPT2 (C-term) 1:50 Abgent (AP10103b)

- Egﬁfﬁﬁgggf{;fzﬁ?ggm 1100 Cell signalling (4376)

Phospho-MAPK-P38 1:100 Cell signalling (9211S)

Vimentina 1:300 Dako (M0725)
Integrina (B y o) “screening” Kit Chemicon (ECM440)
Anti-PTHLH 1:50 Abgent (ABIN394303)
VEGF-A 1:1000 Abcam (ab46154)
CD44v6 [VFF-18] 1:1000 Abcam (ab78960)
[-catenina 1:300 Dako(M33539)
Serpina-1 1:750 Abcam (ab28207)
CXCR4 1:300 Epitomi;; gc(:)lg_nle) UMB2;
AKT-P (S473) 1:10 Dako (M3628)
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1.4.5.5 Anadlisis histopatolégico e inmunohistoquimico

Dos observadores independientes realizaron el andlisis histopatologico
valorando los parametros indicados en el aparatado 1.3.4 de metodologia,

sin conocer que ratones pertenecian al grupo ORT y cuales al SC+ORT.

Las tinciones inmuhistoquimicas fueron, también, evaluadas por dos
observadores independientes. Se cuantificé el porcentaje de células tefiidas
respecto al numero de células tumorales y la intensidad de la tincidon, que
se estimo entre 1 y 3, asignandose a la intensidad maxima el valor 3.
Finalmente, el parametro resultante de multiplicar ambos valores

represento la expresion de la proteina en cada muestra.

El recuento de células muertas, en cada tumor primario, se realizd
cuantificando 10 campos diferentes por tumor a un aumento de 400X, para
obtener el nimero de células muertas sumando las observadas en todos los

campos.

1.4.6. Variables evaluadas y andlisis estadistico

Las variables clinico-histopatoldgicas analizadas en cada grupo fueron:
tiempo de supervivencia, tasa de injerto, tamafio tumoral, afectacion
metastasica linfatica, hepatica, pulmonar y peritoneal, nimero y tamafio de
los focos metastasicos en las localizaciones afectadas y numero de células

muertas en el tumor primario.
Las variables moleculares analizadas en cada grupo fueron: para

inmunohistoquimica en tumor primario y en los focos metastasicos

linfaticos, hepaticos y pulmonares los anticuerpos que se describen en la

71



METODOLOGIA

tabla 3 y por ensayo ELISA la IL-8 (en tumor primario y en metastasis
linfaticas) y el VEGFA (en tumor primario).

El andlisis estadistico que permitio la comparacion de las variables
evaluadas en cuanto a evolucidon y diseminacidon tumoral, moleculares, y de
supervivencia entre los grupos ORT y SC+ORT se realizd como se

describe en el apartado 1.3.5 de metodologia.
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2. CONSTRUCCION DE__VECTORES CON __DIFERENTES
MUTACIONES EN EL GEN K-RAS.

Para llevar a cabo el segundo objetivo de esta tesis construimos, como
primera estrategia, vectores portadores de diferentes mutaciones en el gen
K-RAS para ser transfectados en lineas de CCR humano. Los
transfectantes obtenidos serian posteriormente utilizados para generar los
modelos ortotdpicos en los que estudiar la asociacidon entre expresion de
una determinada mutacidn en este oncogen y su capacidad metastasica. La
construccion de los vectores de expresion requirid obtener fragmentos de
cDNA de vectores previamente disponibles, su insercion en los vectores de
expresion y la posterior generacion de las mutaciones de interés en el
oncogén K-RAS mediante mutagénesis dirigida. A continuacion se

describe en detalle esta metodologia.

2.1 Obtencion del fragsmento c-DNA de K-RAS

Los vectores de expresion que contenian los insertos de c-DNA de K-RAS
con las distintas mutaciones fueron construidos a partir de un c-DNA de K-
RAS subclonado en el vector pDNR-Dual 4,9 kb (figura 14), que se
obtuvo de Plasmid ID bank (Harvard, USA). Este c-DNA contenia la
secuencia silvestre de K RAS en el codon 12 (G12, wt) y tenia, ademas

una mutacion en el codon 61 (H61).

Inicialmente, obtuvimos el c-DNA de K-RAS por amplificacion mediante
PCR, utilizando como molde el vector pDNR-Dual (tabla 4 y 5). En la
figura 15 se muestran los oligonucleodtidos que se disefiaron, que contienen
un fragmento de 23pb de K-RAS, permitiéndo la hibridacion a éste

(sefialado en color azul), ademas de una secuencia del epitopo
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Hemaglutinina humana (HA), que no se expresa en mamiferos y que
permite realizar ensayos funcionales en los que se puede discriminar la
proteina K-RAS exodgena de la enddgena, (indicado en color verde, en el
caso del oligo pTRE up); y de secuencias de corte para los enzimas de
restriccion Not [ y Puvll (Promega), sefialadas en rojo. Este fragmento de
c-DNA generado por PCR fue clonado en el Multiple cloning site (MCS)
del vector de expresion pTRE2 pur (Clontech) entre las enzimas Not [ y
Puvll, permitiendo que el gen insertado se exprese a partir del promotor

inducible (por doxiciclina) de Citomegalovirus (CMV) (figuras 15y 16).

45
oxP_

TTIQICCLGTQﬁd;QETAQ!‘,GGAQATATECCCGGGMTTCCTGLGGATCCGCTCG_BAAGCTTTCTJ\GACCATTCGWTGGCGCGC
Ndel  Smal Ecomi Pstl gamH) Xhol Hipdui  Xbal BstX| BssHl

I24
SD st BxHN tag

GG GCC CAGGTG AGTT 66 T|EAT AAT CAT AAT CAT AAT CAT AAT CAT AAT CAC MEHABECT
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Bspizol STOP gm :‘rus
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Figura 14. Plaismido pDNR-Dual con el inserto de cDNA de K-RAS.

Se presenta el mapa de restriccion y el sitio de clonaje (MCS). El fragmento
c-DNA de K-RAS contiene una mutacion en el codén 61 (His) y la secuencia
silvestre glicina (Gly) en el codén 12 (salvaje).
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pTREup (forward)
t
Diana pvu II Secuencia HA inicio Secuencia Kras

pTREdown (reverse)

|
5' ATAAGAAT+ — .

Diana NOTI

Secuencia Kras
STOP Empezamos por el exiremo 3° y ya es la secuencia complementaria

Nucledtidos necesarios para que se pueda cortar bien la diana
Los primer tienen un Tm de 60 porque sdlo contamos los nucledtides que se uniran al gen Kras

Figura 15. Oligonucleétidos diseiiados para la amplificacién del
fragmento de c-DNA de K-RAS, con las dianas de restriccion para
Puvll, Notl y la secuencia de HA
En las tablas 4 y 5 se muestran los reactivos y el programa de PCR
optimizado para la amplificacion del c-DNA de K-RAS a partir de pDNR-

Dual.

Tabla 4. Reactivos utilizados para la amplificacion por PCR del c-
DNA de K-RAS.

Reactivo pormeR s
/muestra
Buffer 10X (Stratagene) 5
dNTPs 10mM (Aplied Biosystem) 4
Oligo 1(125mM) 0,2
Oligo2 (125mM) 0,2
Cloned pfu DNA polymerase (Stratagene) 1
H,0 mq hasta 50
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Tabla 5. Programa de PCR utilizado
para la amplificaciéon de K-RAS

Temperatura Tiempo
O (min)
2
95 34 ciclos
60 2
72 2
72 3
4 0

Una vez amplificado el c-DNA del gen K-RAS, se comprobd la presencia
y tamaifio del inserto (657 pb). Para ello, 8 puL del producto de PCR y 2 uL
de tampdn de carga (6x loading buffer) fueron corridos en un gel al 1% de
agarosa. Tras comprobar que su tamafio era correcto, se purificd el
producto de PCR mediante el Kit QIAquick PCR purification (QIAGEN,
ref:28104) y se determind su concentracion midiendo la absorbancia a 260

nm.

Para la secuenciacion del fragmento obtenido se utilizo el kit 3.1 Big Dye
terminador (Applied Biosystems, ref:4336921). Después de amplificar
mediante PCR, se cargaron 60 ng del fragmento (100 ng de DNA por cada
Kb del fragmento a secuenciar), y se utilizaron las condiciones que se
detallan en la tabla 6. Los oligonucledtidos que se disefiaron para la
secuenciacion se muestran en la figura 15 y se denominaron pTRE-up y

pTRE-down.
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Tabla 6. Reactivos y programa de PCR
utilizados en la reaccion de secuenciacion

del fragmento de K-RAS
Volumen
(uL)
Buffer 3
dNTP marcados- 5
BD3.1
Oligos SuM 1
DNA (60ng) X
H,O mq (pL) Hasta 20
Temperatura °C Tiempo
P (segundos)
96 60
96 11
25 ciclos
37 5
60 240
4 0

2.2 Digestion de pTRE2 pur

Paralelamente a la obtencion del c-DNA de K-RAS, se digirid el vector
PTRE2-pur (figura 16) con las enzimas de restriccion Not [ y Puv 1II
(Promega). Para ello fue necesario optimizar la concentracion de DNA, las
unidades de enzima necesarias, y el tiempo requerido para la digestion del
vector. Las condiciones optimizadas fueron: 16 U de enzima Notl y 19,2 U
de Puvll para la digestion de 600 ng de DNA en 4 pL de tampon (B o D)
10 x, durante 4 horas a 37°C.
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Figura 16. Vector de expresion pTRE2 pur con resistencia a puromicina

Las enzimas de restriccion requirieron el uso de tampones diferentes: el
“buffer D 10x para Not I y el “buffer B” 10x para Puv II. Por este motivo,
fue necesario digerir primero el vector con una de ellas, purificar el
producto de la digestion para eliminar las sales del tampon mediante el Kit
“QIAquick PCR purification” de QIAGEN (Ref. 28104), y
posteriormente, digerir el vector ya linearizado con la otra enzima. En la
reaccion de digestion, se agregd BSA a una concentracion final de 0.1
mg/ml. El BSA bloquea la restriccidon en sitios inespecificos y permite la

digestion especifica del enzima.
Una vez finalizada la digestion, los extremos 5°P se desfosforilaron, para

evitar la recircularizacion del vector, mediante incubacion a 37°C durante

30 minutos, con el enzima “Shrimp Alkaline Phosphatase”. Finalmente, la
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reacciéon se detuvo calentando a 65°C durante 15 minutos. El vector
desfosforilado fue purificado utilizando el Kit “QIAquick PCR
purification” (QIAGEN, Ref. 28104). Los reactivos utilizados para

desfosforilar se presentan en la tabla 7.

Tabla 7. Reactivos y condiciones utilizadas en la reaccion de
defosforilacion del vector linearizado pTRE2 pur

DNA 10-40 pL 1-10 pmol termini)
10x Reaction Buffer para SAP 5uL
Agua Esteril 49 nL
“Shrimp Alkaline Phosphatase” 1 uL (1)

Se comprobo el tamafio de los fragmentos de la digestion corriendo un gel
de agarosa al 1%, que fue tefiiddo con Bromuro de etidio. Como estandar se

utilizé un marcador de DNA de 10 kb (American Tools Ref. 31005).

2.3 Insercion de K-RAS en pTRE2 pur

El vector pTRE2 pur linearizado se ligd con el inserto que contenia el c-
DNA de K-RAS utilizando el Kit T4 DNA Ligase (Invitrogen, Ref. 15224-
017) para extremos romos (“blunt ends”). Para llevar a cabo la ligacién, y
teniendo en cuenta la corta longitud del inserto, se probaron tres ratios

molares de vector/inserto: 1:1; 1:2 y 1:3.

Teniendo en cuenta que la longitud del inserto era de 567 pb y la del vector
de 5.600 pb, la formula que se utilizé para calcular la cantidad de inserto y
de vector en nanogramos para obtener una relacion molar 1:1

inserto/vector fue la siguiente:
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Longitud inserto x ng vector/longitud del vector = ng inserto

Transcurrido el tiempo de incubacién de la ligacion (24h a 14 °C), se
afiadi6 un total de 50 pL de bacterias competentes DHS5a a 2 uLde
producto de ligacién que se mantuvo durante 30 minutos en hielo. A
continuacion se aplicd un choque térmico, a 42°C durante 45 segundos, y
posteriormente se incubd durante 2 minutos en hielo. A continuacion, se
afiadié 950 pL de medio SOC. La mezcla se incubd a 37°C durante 30

minutos en un bafio con agitacion.

Un volumen de 150 pL del producto de la transformacion bacteriana se
sembro6 en placas Petri con LB y ampicilina (0.1 mg/ml), para incubarse a
37°C O/N. En paralelo, se verificd la ausencia de contaminacidn para cada
uno de los componentes utilizados: control del medio SOC, control de la

contaminacion producida por el ambiente y control de células competentes.

Varios de los clones que presentaban resistencia a ampicilina, que por
consiguiente habian incorporado el vector pTRE-K-RAS, fueron
seleccionados mediante crecimiento O/N en medio LB con ampicilina 0.1
mg/ml, a 37 °C y con agitacion. Posteriormente, se extrajo el plasmido
utilizando el kit QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, ref: 27106). La
presencia del inserto en el vector pTRE2-pur fue corroborada por
secuenciacion, utilizando los oligonucle6tidos pTRE-up y pTRE-down (ver
apartado 2.1 de metologia) y el secuenciador 3130xl Genetic Analyzer

(Applied Biosystems).
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2.4 Mutagénesis Dirigida

Utilizamos el kit QuickChange II site directed Mutagenesis de Stratagene
(Ref. 200523) para introducir las mutaciones puntuales y sustituir el
aminodacido glicina de la secuencia silvestre del codon 12 de K-RAS, por
valina, aspartico o cisteina o la glicina silvestre del codon 13 por aspartico,
en el vector pTRE- pur-K-RAS (G12, H61) y, también, para revertir la
mutacion en el codon 61 a la secuencia silvestre.

Con objeto de expresar c-DNAs con una tnica mutacidn, bien en el codén
12 o en el coddn 13, se debia obtener primero la secuencia silvestre en el
codon 61 e introducir después la secuencia mutada en el codén 12 o 13.
Por tanto, se realizd la mutagénesis en el codén 61, que presentaba una
mutacion que codifica para histidina, sustituyéndose por glicina, presente
en la secuencia salvaje. Posteriormente, se introdujeron las mutaciones en
el codon 12 sustituyéndose glicina (G12) por valina (V12), aspartico (D12)
6 cisteina (C12); o bien, se sustituyd las secuencia silvestre glicina del

codon 13 (G13) por aspartico (D13).

Los oligonucleétidos disefiados para realizar la mutagénesis dirigida en los
codones 12 y 13 se muestran en la tabla 8, sefialandose, en cada caso, la
mutacion puntual en color rojo. También se muestran los oligos GIn61 que

se utilizaron para generar la secuencia salvaje de K-RAS en el codon 61.

81



METODOLOGIA

Tabla 8. Oligonucledtidos utilizados para realizar la mutagénesis dirigida en el
c-DNA del gen K-RAS

Mutacion
introducida codén Oligos de mutagénesis
Up: CTCGACACAGCAGGTCAGGAGGAGTACAGTGCA
GLN 61
down: TGCACTGTACTCCTCCTGACCTGCTGTGTCGAG
Up: GTGGTAGTTGGAGCTGTTGGCGTAGGCAAGAGT
VAL 12
Down: ACTCTTGCCTACGCCAACAGCTCCAACTACCAC
Up: GTGGTAGTTGGAGCTGATGGCGTAGGCAAGAGT
ASP 12
Down: ACTCTTGCCTACGCCATCAGCTCCAACTACCAC
Up: GTGGTAGTTGGAGCTTGTGGCGTAGGCAAGAGT
CYS 12
Down: ACTCTTGCCTACGCCACAAGCTCCAACTACCAC
Up: GTGGTAGTTGGAGCTGGTGACGTAGGCAAGAGT
ASP 13

Down: ACTCTTGCCTACGTGACCAGCTCCAACTACCAC

Una vez generados los distintos vectores con los insertos de K-RAS
mutado, se transformaron bacterias competentes (XLI1-Blue Super-
competent Cells, facilitadas por el Kit) con cada uno de ellos para obtener
un mayor numero de copias de estos plasmidos, necesarios para la
transfeccion posterior de células. Después de 16 horas de incubacion a
37°C, se seleccionaron las colonias de bacterias que habian incorporado el
plasmido creciéndolas en medio LB con 0.1 mg/ml de Ampicilina. Los
plasmidos se extrajeron utilizando el kit QIAprep Spin Miniprep Kit
(QIAGEN ref. 27106)

Los oligonucledtidos de secuenciacion disefiados para verificar la
presencia de las correspondientes mutaciones fueron PTRE-up y PTRE-

down (figura 15). El protocolo que se aplicé se describe en el apartado 2.1.
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3. OBTENCION DE LAS LINEAS CELULARES DE CANCER
COLORRECTAL CON DISTINTAS MUTACIONES EN K-RAS

3.1 Lineas celulares de CCR

Transfectamos los vectores que contenian los cDNAs de K-RAS con las
distintas mutaciones en las lineas celulares de céncer colorrectal humano
Colo 320DM, Caco2 y SW48. Estas lineas celulares se obtuvieron de
ATCC. Las caracteristicas de los tumores de las que se derivaron y las
mutaciones que portan se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 9. Origen, morfologia, medio de cultivo utilizado y presencia de

mutaciones en K-ras o B-Raf en las lineas colorrectales COLO320DM, SW48 y
CACO2.

Mutacion
Linea Tumor de origen Grado Medio de es en K-
Celular 8 tumoral cultivo RAS o
BRAF
COLO320 Adenocarcinoma Dukes tipo  90% RPMI 1640 K-RAS wt
DM de colon humano C +10% FBS B-Raf wt
Adenocarcinoma Dukes tipo DMEM K-RAS wt
S de colon humano C, grado IV completo con B-Raf wt
'8 20% FBS
No
Adenocarcinom. metastasica DMEM K-RAS wt
CACO2 de :01(2) Crilhcun?an?) ni completo con B-Raf
tumorogénic 20% FBS mutado
a

3.2 Determinacion de la concentracion optima de antibidtico para la

seleccion de los clones transfectados.

Para determinar la concentracion del antibiotico de seleccion de los clones
transfectados, sembramos las células a una densidad de 35x10%ml en

placas de 96 pocillos (100 uL. de medio/pocillo), incubandolas durante 24
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horas. A continuacion, se expusieron al antibidtico de seleccion, que en el
caso del vector construido pTRE2, (figura 16) fue puromicina y en el
vector que incluia el minigen de K-RAS fue geneticina, para ser después
incubadas durante 24, 48 o 72 horas. Trascurrido este tiempo, se afiadi6 el
reactivo XTT (50 pL/pocillo) y se midid la absorbancia a 490nm (Fluo tar
Optima) a las 4 horas. Se determind el porcentaje de células viables
dividiendo la absorbancia obtenida a cada concentracion de antibidtico de
seleccidn por la absorbancia obtenida en las células control (no expuestas a
antibiotico), después de restar el valor del blanco (que contenia medio de

cultivo sin antibiotico).

3.3 Transfecciones

Los métodos utilizados para transfectar las células con los distintos

vectores pTRE-KRAS fueron:

- Lipofectamina (Invitrogen; Ref. 15338100). Esta técnica permite la
formacion de complejos entre los lipidos cationicos del reactivo y el DNA,
lo que permite su paso a través de la membrana hasta el citosol.

- Fugene de Roche (Ref. 11818443001). Utiliza un reactivo (mezcla
de lipidos y otros componentes protegidos por patente) que forman un
complejo con del ADN, que lo transporta a través de la membrana lipidica
hasta el interior de la célula. Se probaron los ratios 3:1, 3:2 y 6:1 (uL
Fugene: ug DNA).

- Nucleofeccion (Amaxa Biosystems). Este método se basa en la
electroporacion, por el que se aplica un elevado voltaje a las células
durante un periodo corto de tiempo para inducir la despolarizacién de la

membrana, formando poros a través de los cuales penetra el DNA.
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Veinticuatro horas después de la transfeccion se seleccionatron las células
transfectadas, para todos los procedimientos utilizados, exponiéndolas a 2
pg/ml de puromicina (figura 16) durante 10 dias. Se eligio ésta
concentracion al ser la concentracion minima que producia una muerte del
100% en las células transfectadas.

Se aislaron los clones resistentes mediante el sistema “cloning cylinder
glass“(Sigma, ref. c-1059). Las células se despegaron utilizando 150 pLl
de tripsina 0.05%. Posteriormente, se crecieron en el medio de cultivo, de
acuerdo con la linea celular utilizada, reduciendo a la mitad la
concentracion de antibidtico utilizada para la seleccion. Durante el proceso
de seleccion y posterior crecimiento, se observo si se producia un cambio
en la morfologia de las células y se evalu6 ademas, el tiempo de

duplicacion.

Cuando obtuvimos un numero suficiente de células, se congeld una
alicuota en FBS con 10% DMSO a — 80°C para mantener el clon. Otra
alicuota se utilizo para extraer DNA utilizando el Kit QITAAmp DNA Mini
Kit (QIAGEN, ref. 51306) para su secuenciacion. Para verificar la
presencia del vector con la mutacidn correspondiente mediante
secuenciacion, se utilizaron los mismos oligonucledtidos (figura 15) y el

mismo protocolo descrito en el apartado 2.1.

Por otra parte, y paralelamente, se transfectd la linea celular SW48 con el
vector pMLCI12 (obtenido de Manuel Perucho, Burhman Institute,
California), que contenia el minigen de K-RAS con la mutacién en V12 y
operado bajo su propio promotor (figura 17), siguiendo el mismo
protocolo utilizado para el vector pTRE-KRAS. En este caso, las células
se seleccionaron con geneticina a 800 pg/ml, concentracion que fue

determinada utilizando el mismo procedimiento descrito en el apartado 3.2,
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durante 10 dias, reduciéndose la concentracion del antibiotico a la mitad

transcurrido este tiempo.

Para verificar la presencia del vector y la mutacién correspondiente,
secuenciamos los clones obtenidos, utilizando el mismo protocolo descrito
en el apartado 2.1, y utilizando los oligonucle6tidos KRASmini down y
KRASmini up que se muestran a continuacion:

KRASmini down: 5 GAGAAACCTTTATCTGTATCA 3’

KRASmini up: 5> TGGTGGAGTATTTGATAGTGTAT 3’

Neo

Tx

promoter i

lacZ /‘

Lac| b 13 Amp

biz

viz Bg Il. 10200
c1z

pMLC12

13.5 Kb ind Il 9300

Promoter region

Hind Il Hind Ill 7430
4410

Figura 17. Vector que contiene como inserto el
minigen de K-RAS.

Presenta las secuencias codificantes del gen K-RAS (sin
secuencias intronicas) que se expresan bajo su propio
promotor, ademas de portar un gen de resistencia a
geneticina.
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3.4 Generacion del modelo animal de CCR con expresion de K-RAS

mutado

3.4.1 Lineas celulares de CCR humano que expresan K-RAS mutado

Para generar los modelos animales de cancer colorrectal metastasico, se
utilizaron las lineas celulares humanas Colo320DM y Caco2 transfectadas
con distintos mutantes de K-RAS. Primeramente, se cultivaron en medio
DMEM (Life Technologies) suplementado con 1% glutamina, 0.25%
fungizona, 1% penicilina/streptomicina, y 10% FBS durante tiempo
suficiente para obtener el nimero de células necesario para su inyeccion (2
millones por animal). Para cuantificar su ntimero, centrifugamos las células
durante 10 minutos a 1500 rpm, el pellet se resuspendié en 1 ml y se

realizd el recuento en una camara de Neubauer.

3.4.2 Animales

Se utilizaron ratones inmunodeprimidos Swiss nude, hembras, de cuatro
semanas (18-20g). Las condiciones de estabulacién se describen en el

apartado 1.2.

3.4.3 Tipos de implantacion utilizados y seguimiento

Previamente a la implantacion de las células tumorales, se anestesid los
ratones con una solucion de ketamina y xilacina (100 y 10 mg/kg de peso,
respectivamente; en administracion intraperitoneal). Cada ratén fue
identificado con un numero para el posterior seguimiento de su evolucion

en relacion al crecimiento tumoral.
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3.4.3.1 Implantacion ortotdpica inmediata a la transfeccion _en raton

atimico

En animales previamente anestesiados (n=9), se inyectaron
ortotépicamente en el ciego, 2x10° células Colo-320 o Caco-2,
transfectadas 24 horas antes con los vectores portadores de las distintas
mutaciones en el gen K-RAS, siguiendo el procedimiento OCMI
desarrollado por nuestro grupo®™. Este procedimiento se realizd para
determinar si la implantacion inmediata en la pared del colon de las células
tumorales transfectadas aumentaba su viabilidad respecto a la seleccion de

los clones transfectados en cultivo in vitro.

El seguimiento de la evolucion de los animales se llevd a cabo como se

describe en el apartado 1.3.2 de metologia.

3.4.4 Necropsia y andlisis histopatologico.

A los 5 meses de la implantacion, aquellos animales que no mostraban
signos de progresion tumoral se sacrificaron mediante dislocacion cervical.

Se extrajeron los organos siguiendo el mismo protocolo descrito en el

apartado 1.3.3.
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4. GENERACION DE LINEAS DE CCR PORTADORAS DE
DISTINTAS MUTACIONES EN K-RAS POR RECOMBINACION
HOMOLOGA

La ausencia de lineas de CCR viables que expresaran los oncogenes K-
RAS durante el desarrollo del segundo objetivo de esta tesis, que consistid
en la construccion de vectores que expresaban distintas mutantes de K-
RAS bajo el promotor de CMV y su transfeccion en lineas de CCR
humano, no permitid la generacion de modelos ortotopicos en los que
estudiar la asociacion entre la expresion de este oncogén y su capacidad
metastdsica. Como consecuencia, y para cumplir con este objetivo,
desarrollamos una aproximacion alternativa que consistio en la obtencion
de lineas de CCR humano que expresaban distintos mutantes de K-RAS

obtenidos por recombinacion homdloga.

Por este motivo, se inicid6 una colaboracién con el grupo de Alberto
Bardelli (Universidad de Turin, Candiolo, Italia) que se inici6 estudiando
el papel de los oncogenes K-RAS Vall2 (K12V, de secuencia en codon 12
G12V), K-RAS Aspl13 (K13D, de secuencia en el codon 13 G13D) y de
determinadas mutaciones en sus efectores distales PI3K y B-Raf mediante
la generacion de clones obtenidos por recombinacion homologa que
expresasen solo un alelo mutado a partir del propio promotor de cada gen,
utilizando la linea tumoral colorrectal SW48, que expresa estos tres proto-
oncogenes (y no presenta por tanto mutaciones activantes en ninguno de

ellos).
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4.1 Técnica de recombinacion homadloga

Para introducir las mutaciones de interés por recombinacién homologa, se
utilizd un casette de expresion formado por dos secuencias homologas
(aproximadamente de 1Kb) del gen de interés, una de las cuales contenia la
mutacion y un marcador de seleccion flanqueado por dos dianas LoxP, que
permiten su eliminacién del genoma a través de la accion de la
recombinasa Cre. La casette se clono entre los extremos ITR de un vector
de virus Adeno-asociado (AAV) (figura 18). Después de infectar las
células con rAAV vy seleccionar con G418 (800ug/ml), se obtuvieron
clones resistentes, que por consiguiente habian integrado la mutaciéon de
interés, de los que se extrajo DNA para confirmar la presencia de las

mutaciones especificas por PCR.

A3140G (H1047R)

PIK3CA

.
=
-]
G38A (G13D)
\, [Ex2
KRS e s e G - 3¢ s - (]
G35T (G12V)
KRAS Bzl
croy | (el s s

Figura 18. Estructura de los Virus adeno-asociados (AVYV) construidos para
introducir las mutaciones puntuales en los genes K-RAS Vall12 (G12V), K-RAS
Aspl13 (G13D), B-Raf o PI3K mediante recombinacion homodloga, en la linea
celular SW48.

Abreviaturas: Vectores de AAV portadores del alelo oncogénico que introducen las
mutaciones puntuales de interés en células humanas por recombinacién homoéloga.
ITR: Terminaciones repetitivas del AAV; Neo, gen de resistencia a geneticina; P,
SV40 promotor; triangulos: secuencias loxP. El nucleétido y el amino acido alterado
estan indicados. Figura cedida por Federica DiNicolantonio’’.
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Todos los vectores utilizados para introducir las mutaciones de interés se
construyeron utilizando un plasmido pBluescript modificado, denominado
pSA-5A, que contiene un gen de resistencia a Neomicina bajo el promotor
de SV40 y dos dianas LoxP que flaquean el marcador de seleccion G418
(Invitrogen, Ref. 10131-027)%.

En la tabla 11 se muestran los ADN gendémicos provenientes de distintas
lineas celulares que se utilizaron para generar las secuencias homologas de
los genes K-RAS, PI3K, o BRAF y la lista de oligonucleotidos utilizados
para amplificar estas secuencias. Para la amplificacion se utilizé la
Platinum Taq DNA Polimerasa (Invitrogen, Carlsbad. CS). Las
condiciones de PCR y los primers de clonaje se muestran en las tablas 10
y 13. Los productos de PCR correspondiente a las secuencias homoélogas 3’
y 5° fueron purificados con el kit de purificacion de PCR MinElute
(Qiagen, Valencia, CA) y digeridos con las enzimas correspondientes
(tabla 10) segun el tipo de vector, para ser clonados, a continuacién, en el

vector, pSA-5A.

Para construir el vector pAAV —GEN KD, se extrajo el casette GEN-KD
(que comprende el gen de resistencia a Neo flanqueado por las dos
secuencias homdlogas del gen de interés: PI3K, BRAF, KRASVall2 o
KRASAsp13, del vector pSA-5A mediante una digestion con las dianas de
restriccion correspondientes (tabla 10). Este casette se subclond en el
vector pAAV-MCS (Stratagene, la Jolla, CA) para obtener los vectores
pAAV-GEN-KD que contenian cada uno de los genes de interés.
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Tabla 10. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de las regiones
homologas de los vectores

ST Pl Fuente Dianas
Gen acido en Primers (F, foward; R, Reverse) oo o
q gDNA Restriccion
mutado cia
F:2aaaaGAATTCGCGGCCGCataacttcgtataatgtatg EcoRlI,
5’ HT29 Ctatacgaagttatgttttcatgctaagttcgat NotLloxP
BRAF V600E R:aaataaGAATTCtgatttttgtgaatactgggaac EcoRI
3 hTERT- F tcacaaTCTAGA gtgttcttattttttatgta Xbal
RPE1 R ctcactTCTAGAagcaggccagtcaactect Xbal
5 HCT116 F:ggtttcGAATTCGCGGCCGCgctggtcttgaactcccaa EcoRI
R: ttggagGAATTCatgttaataccttcaggtctttge EcoRI
PI3K HI047R F:aggtatTCTAGA catttgctccaaactgacca Xbal
3 HCTI116 R:tgtccaTCT AGAataacttcgtataatgtatgctatacgaagttat Xbal,
GTGACTGCTTCCAAAACTGC loxP
5 hTERT F: taggcgGAATTCGCGGCCGCcggcteacttgcatctctta EcoRI
-RPE1 R: tgactgGAATTCtgtatcgtaatgaactgtacttc EcoRI
KRAS GI3D F :cattacTCTAGAcgtctgcagtcaactggaat Xbal
3 DLD-1 R:gacagtTCTAGAataacttcgtatagcatacattatacgaagtta Xbal,
tatatcctcatctgettgggatg loxP
5 hTERT- F: taggcgGAATTCGCGGCCGCcggcteacttgeatetctta  EcoRI
RPEI1 R: tgactgGAATTCtgtatcgtaatgaactgtacttc EcoRI
KRAS G12v F :cattacTCTAGAcgtctgcagtcaactggaat Xbal
3 DLD-1 R:gacagtTCTAGAataacttcgtatagcatacattatac Xbal,
gaagttatatatcctcatetgettgggatg loxP

4.2. Verificacion del vector viral adeno-asociado construido con las

diferentes mutaciones de interés

_A continuacion, en las tablas 11, 12 y 13, se describen los
oligonucledtidos y las condiciones de la reaccion utilizados para la
amplificacion por PCR y verificacion de la incorporacion de cada uno de

los alelos mutados:

Tabla 11. Oligonucledtidos utilizados para la secuenciacion de los clones
recombinantes de SW48

Gen  mutaciéon Oligos PCR Oligo secuenciacién

F: CTGTGAATCCAGAGGGGAAA
PI3K H1047R R: TGGGTAGAATTTCGGGGATA. GGGAAAAATATGACAAAGAAAGC

F: TTCGAGGCCAGAGTCCTTTA
BRAF V600E R-TGATTTTTGTGAATACTGGGAAC TGTTTTCCTTTACTTACTACACCTCA

F: CGTCTGCAGTCAACTGGAAT
KRAS G13D R: AACAAGGACAGTTGGGGAAT GGTGGAGTATTTGATAGTGTATTAACC

F: GTTCTTCTTTGCCTCAGTGTT
KRAS G12v R- GTAAACTCCTCTTCAGACCTA GGTGGAGTATTTGATAGTGTATTAACC

F: GTTCTTCTTTGCCTCAGTGTT
NEO R: AGAATGGTCCTGCACCAGTAA GGTGGAGTATTTGATAGTGTATTAACC
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Tabla 12. Reactivos utilizados para la
amplificacion por PCR de los clones
recombinantes en la linea SW48

Volumen
(nL)
Buffer (10X) 2
dNTP (2.5mM c/u) 2
MgCl, 25mM 1.2
DMSO 1.2
Taq Platinum 0.1
Primer up (10 M) 0.2
Primer down (10 M) 0.2
DNA (50-100ng)
H,O mq (pL) hasta 20

Tabla 13. Programa de PCR utilizado para la amplificacién de las regiones a
secuenciar de los clones recombinantes de SW48

Ciclos 3 3 ’ 35
Temperatura o, o4 4 70 94 6l 70 94 58 70 94 57 70 70 8
“C)

Tiempo 156 45 30 9 15 30 9 15 30 9 15 30 90 300 oo
(segundos)

4.3 Obtencion de los vectores por recombinacion homdloga

Una vez verificados los vectores, se transfectaron de manera transitoria los
componentes del virus AVV GEN-KD en células 293T utilizando el
método del fostato calcico. Para ello, se sembraron un total de 3x10°
células 293T en placas petri de 10 cm. A las 24 horas se realizd la

transfeccion en medio de cultivo Iscove Modified Dulbecco (JRH
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Biosciences), suplementado con 10% FBS y P-S (100 unidades/ml). Se
utilizd 10mg del vector pAAV GEN-KD mezclado con con 10 pg de
plasmido pAAV-RC y pHelper del sistema AAV Helper-Free (Stratagene,
La Jolla, CA) en 450 puL de tampdén TE (0.1x) y 50 puL de 2.5 M CaCl,. A
la mezcla se le afiadio 500 pL de tampon Hepes salido 2x [281 mM NacCl,
100 mM Hepes/1.5 mM Na2HPO4 (pH 7.12)], agitdndose a continuacion.
La mezcla se afiadié posteriormente, al cultivo celular. A las 14-16 horas
se recogieron los virus de acuerdo con el protocolo establecido en el
sistema AAV Helper-Free; aspirando el medio de cultivo junto con las
células 293. Se sometio a tres ciclos de congelacion y descongelacion, que
consistieron en incubarlas durante 10 minutos en hielo seco y bafio de
etanol y después durante 10 minutos a 37°C en un bafio de agua, agitando
después de cada descongelacion. El lisado obtenido se centrifugd a 12.000
rpm para quitar el debris, y el sobrenadante, que contenia los virus
recombinates rAAV fue dividido en alicuotas que fueron guardadas a -80

°C.

4.4 Generacion de los clones recombinantes

Para la generacion de los clones recombinantes, las células se crecieron en
una placa de 10-cm hasta una confluencia de 60-80%. Se cambid el medio
de cultivo por 5ml de medio nuevo. A éste, se afiadid 150 pL de lisado de
rAAV y se incub6 durante 4 horas a 37°C. A continuacion, se afiadieron 5
ml de medio de cultivo y se incub6d durante 16 horas adicionales.
Posteriormente, se sembraron las células en placas de 96 pocillos y se
seleccionaron con geneticina. Las células se mantuvieron a 37°C durante 2-
3 semanas antes de proceder al cribado de los recombinantes por PCR.
Para el cribado, se utilizaron dos oligonucledtidos: un primer forward

dentro del gen Neo (5' TCTTGACGAGTTCTTCTGAGC 3') y un primer
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reverse  localizado fuera de la  secuencia  homologa (5
CGAGAGGACATTGGGATGAC 3"). El cribado por se realizé por PCR
utilizando las mismas condiciones mencionadas anteriormente para la
amplificacion de las secuencias homologas (apartado 4.1 de metodologia).
El DNA gendmico (gDNA) de los clones fue obtenido a partir de lisados
celulares, utilizando el reactivo “Lyse and Go” (Pierce, Rockford, IL) y
siguiendo el protocolo establecido. Para inducir la recombinacion, los
clones heterocigotos se infectaron con un adenovirus que expresaba la
proteina Cre, proporcionado por el Dr. Ben Ho Park (Johns Hopkins
University, Baltimore, MD). Posteriormente, las células se sembraron en
placas de 96 pocillos sin antibiotico y se determind la presencia o ausencia
de las secuencias de interés mediante PCR como se describe en el apartado

4.2
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5. CARACTERIZACION DE _LOS CLONES DE_CCR _CON
EXPRESION DE LOS ALELOS ONCOGENICOS

5.1 Analisis de Viabilidad celular

Para determinar si los clones recombinantes mantenian su viabilidad a lo
largo del tiempo de cultivo utilizamos el test de XTT “Cell proliferation
Kit I XTT” (Roche Applied Science, ref: 1465015). Este ensayo se basa
en la determinacion de la capacidad metabolica celular, ya que inicamente
las células viables son metabolicamente activas y capaces de transformar la
sal de tetrazolium (XTT) en formazan, un colorante naranja que se
cuantifica por espectrofotometria a una longitud de onda de 450-500nm.
Por tanto, una disminucion del nimero de células viables se correlaciona
directamente con una disminucién de la cantidad de formazan formado

respecto a las células control viables y con una menor absorbancia.

5.2 Western Blot

5.2.1 Extraccion de proteinas

En los clones recombiantes, se evalud la expresion de la proteina K-RAS
por western blot para determinar si la incorporacion del alelo mutado se
traducia en expresion de esta oncoproteina. EI Western blot (WB) es una
técnica analitica utilizada para detectar proteinas especificas dentro de un
extracto protéico, utilizando anticuerpos que reconocen epitopos en las

proteinas de interés.

Analizamos molecularmente, por WB, los clones obtenidos por

recombinacion homdloga antes de ser inyectados en el raton.
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Para ello, se obtuvo extractos proteicos de las células crecidas a 80 % de
confluencia en dos flascones de 75 cm3. Se eliminé el medio de cultivo, se
lavé con PBS, y se agregaron 300 pl. de tampén de extraccion,
manteniendo el flascon en hielo durante todo el proceso. La composicion
del tampdn de extraccidn se describe en el aparatado 1.4.5.1. Con la ayuda
del “scrapper” se desengancharon las células, se traspasaron a un criotubo
y se sonicaron (sonicador Bandelin) 3 veces durante 1 minuto, antes de
lisarlas. A continuacidén, se incubaron durante 20 minutos en hiclo.
Finalmente, se centrifugaron a 14.000 rpm, durante 10 minutos 4°C y se
recogio el sobrenadante, que se conservd a -80°C hasta el momento del

analisis.

La cuantificacion de las proteinas se realizd mediante el método de

Bradford (véase apartado 1.4.5.1.1 de metodologia).

5.2.2 Electroforesis

Esta técnica permite separar las proteinas segin su peso molecular.
Utilizamos un gel que contenia dos partes: la parte superior consistia en el
primer gel llamado “staking” que tenia un poro de mayor tamafio (menor
porcentaje de acrilamida+bisacrilamida), y pH mas acido que el segundo
gel, llamado “separating”, que es el que separa las proteinas. Este sistema
es adecuado para analizar muestras diluidas sin perder resolucion, ya que

las concentra primero y luego las separa.
Primeramente, se cargd la parte inferior, compuesta por 15% de

arcrilamida, 0.003% de bis-acrilamida, 0.375 M Tris-HCI pH 8,8, 0,1%
APSy 0.07% TEMED. Tras mezclar los componentes, se dejo polimerizar
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aproximadamente durante 30 minutos, cubriendo posteriormente el borde

superior del gel con agua.

La fase superior del gel contenia 2.7% de acrilamida, 0.006% de bis-
acrilamida, 0.08 M Tris-HCl pH 6,8, 0,1% APS y 0.07% TEMED.
Después de polimerizar la parte inferior, se afiadid la parte superior y se

dejd polimerizar durante 2h.

Previamente a la carga de la muestra en el gel, se diluyeron 35 pg del
extracto protéico con el tampon de carga 3X, que contenia 150 mM Tris-
HCI pH 6,8, 6% de SDS, 0,15% de azul de bromofenol, 30% de glicerol y
300 nM de dithiothreitol o DTT. Seguidamente, se desnaturalizé durante 3

minutos a 100°C y finalmente, se incubo en hielo durante 5 minutos.

La electroforesis se corrié a un voltaje de 100 mV en tampdn Tris-Glicina
(25mM Tris, 250 mM glicina pHS8.3, 0.1% SDS). Como Standard se utilizo
10 pg del marcador de proteinas Prestained SDS-PAGE (Biorad Ref. 161-
0318), que contiene una mezcla de proteinas (marcadores) de peso

molecular conocido.

5.2.3. Transferencia por Electroblotting

Para hacer accesibles las proteinas a la deteccion por los anticuerpos
especificos, se transfirieron desde el gel de arcrilamida/bisacrilamida a una
membrana de nitrocelulosa (Potran®, Whatman) aplicando una corriente
eléctrica en un tampon de transferencia (Electroblotting). Para ello, se
apilaron los siguientes elementos, en el orden descrito (del polo negativo al

positivo): una esponja, tres papeles de filtro empapados en buffer de
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transferencia, el gel con la muestra protéica sometida previamente a la
electroforesis, la membrana de transferencia, otros tres papeles de filtro y
otra esponja. Este montaje, llamado “sandwich”, permite que el gel y la
membrana estén en contacto durante todo el proceso. El tampdén de
transferencia estaba compuesto por glicina 39 mM, Tris base 48 mM, SDS
0.037% y metanol al 20%. La transferencia se realizé a 300 mA y duro

hasta que dejaron de detectarse los marcadores Standard en el gel.

5.2.4 Hibridacion de membranas

Al finalizar la transferencia y para verificar que se habia realizado
correctamente, se incubd la membrana durante 10 minutos con una
solucion de 0.2 % Ponceau (Sigma-Aldrich) en 3% de acido acético, con
agitacion. Seguidamente, se lavd con agua y se comprobo la aparicion del
bandeado en la membrana de nitrocelulosa, correspondiente a las proteinas
transferidas. A continuacion, se bloque6 la membrana durante 2 horas con
una solucion de leche descremada al 5% en tampon TBS-T (132 M NaCl,
20 mM Tris pH 7.5, 0.1% Tween 20). Se realizaron 3 lavados con TBS-T
de 15, 5 y 5 minutos y se incubaron con el anticuerpo primario de interés
diluido en TBS-T con 0,1% de albumina (BSA), con agitacion durante una
hora, y en algin caso, a 4°C O/N. Una vez finalizada la primera
incubacidn, se realizaron tres lavados de 15, 5 y 5 minutos con TBS-T y se
incub6d durante una hora con el anticuerpo secundario correspondiente,
disuelto en TBS-T a una dilucion de 1:10,000. Se realizaron tres lavados
con TBS-T y la membrana se reveld con el kit Supersignal (Pierce) durante
5 minutos, obteniéndose una imagen quimioluminiscente de la banda

especifica con el equipo G-BOX Syngene (Imagen Technologies).
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En la siguiente tabla se describen los anticuerpos y condiciones utilizadas
para el analisis por Western Blot de la proteina K-RAS y de sus vias de

sefializacion distal.

Tabla 14. Anticuerpos utilizados para el analisis por Western Blot de los clones
que expresan los distintos oncogenes K-RAS

Anticuerpo
Dilucion Anticuerpo secundario Casa comercial
Primario
K-RAS 1:2000 Mouse Sant Cruz (sc-30)
GAPDH 1:10000 Mouse Millipore (MAB374)
PI3K 1:2500 Mouse BD (610046)
B-Raf 1:2000 Mouse Cell Signaling (9434)
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6. ESTUDIOS IN __VIVO DE__TUMOROGENESIS Y
METASTAGENESIS PARA LOS DISTINTOS MUTANTES DE K-
RAS

6.1 Lineas celulares

Para generar los modelos animales de metastasis necesarios par evaluar la
eficiencia metastasica asociada a la expresion de distintos mutantes del
oncogén K-RAS, utilizamos la linea celular de cancer colorrectal humano
SW48 parental (WT) (tabla 10, apartado 3.1 de metodologia) y los
recombinantes que expresaban K-RASVall2 (K12V) o K-RASAspl3
(K13D). Todas ellas se cultivaron en medio DMEM (Life Technologies)
suplementado con 10% FBS, 1% glutamina, 0.25% fungizona y 1%
penicilina/streptomicina, hasta obtener el nimero de células necesario para

su inyeccion.
6.2 Animales
Se utilizaron 13 (3 para la implantacidon subcutanea y 10 para la ortotdpica)
ratones inmunodeprimidos Swiss nude, hembras, de cuatro semanas (18-
20g) para cada uno de los grupos analizados WT, K12V y K13D. Las

condiciones de estabulacion se describen en el apartado 1.2.

6.3 Generacion del modelo ortotopico de CCR metastasico después de

condicionamiento subcutaneo.

Este procedimiento consiste en la obtencion de tumores tras la inyeccién
subcutanea de células SW48. Los tumores subcutaneos WT, K12V y K13D

generados son posteriormente disgregados, para obtener una suspension de
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células que se inyecta ortotopicamente, mediante OCMI, en el ciego de los
ratones inmunodeprimidos para obtener modelos en los que comparar la
capacidad metastagénica entre los grupo WT, K12V y K13D.

Previamente a la microinyeccion de células los ratones se anestesiaron con
una solucién de ketamina (100 mg/Kg) y xilacina (10 mg/kg)
administrados por via intraperitoneal. Cada raton se marc6 con un numero
para su identificacion y su posterior seguimiento de la evolucion del

crecimiento tumoral.

6.3.1 Inyeccion subcutdnea en raton atimico

La inyeccion subcutanea se realizé siguiendo el protocolo descrito en el

apartado 1.4.1

6.3.2 Obtencion de las células disgregadas procedentes de tumor

subcutaneo

La obtencion de células disgregadas a partir de los tumores subcutaneos se
realiz6 siguiendo el protocolo descrito en el apartado 1.4.2. Previamente,
se analizé la viabilidad celular de las células disgregadas, determinando su
capacidad metabolica, siguiendo el procedimiento descrito en el apartado

5.1.
6.3.3 Inyeccion ortotopica en raton atimico
Se generaron modelos ortotopicos de metastasis de CCR humano WT,

K12V y K13D en ratdn atimico por microinyeccion en el ciego mediante

OCMI *. Para ello, en animales previamente anestesiados (n=10/grupo), se
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inyectd una suspension de 2 millones de células en 50 uL de medio,

obtenidas de la disgregacion de los tumores subcutaneos correspondientes.

El seguimiento del crecimiento del tumor en los animales, se estimo
mediante palpacion abdominal y el estado general del animal mediante la
medida del peso corporal una vez por semana. Se registro el dia de
inyeccion de las células y el dia de su sacrificio, considerando el tiempo de
supervivencia la diferencia entre ambos. El sacrificio de los animales se
realizd cuando el raton disminuyd su peso en un 20%, o bien mostro

signos de estrés o de dolor.

6.3.4 Necropsia y procesado de muestras.

Las necropsias se realizaron siguiendo el mismo protocolo descrito en el

apartado 1.3.3

6.3.5. Andlisis molecular del tumor primario y de los focos metastdsicos.

En las muestras de tumor primario y focos tumorales observados en los
organos afectados de los grupos WT, K12V y K13D, obtenidas durante la
necropsia, se realizd el andlisis molecular por ELISA 0
inmunohistoquimica como se describe en los apartados 1.4.5. Se evalud la
expresion y/o activacion de reguladores de la linfangiogénesis,
vasculogénesis, transicion epitelio-mesenquimal, invasion y migracion y
proteinas implicadas en las vias distales de K-Ras para su comparacion

entre grupos.
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6.3.6 Andlisis de los niveles de IL8 y VEGFA

El anélisis de los niveles de I1- 8 y del VEGFA se realiz6 mediante ensayo
ELISA. Se utilizo el mismo kit y procedimiento descrito en el apartado
1.4.5.2, sin embargo, para la linea celular SW48, previamente se tuvo que
optimizar la concentracion de tejido tumoral necesario para obtener un
valor dentro del rango lineal de la curva de calibrado, que fué de 100-300

pg de tejido tumoral.

6.3.7 Andlisis histopatologico e inmunohistoquimico

El analisis histopatologico se realizd como se describe en el apartado

1.4.5.4 de metologia. Los anticuerpos utilizados en inmunohistoquimica se

muestran en la tabla siguiente:
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Tabla 15.

Anticuerpos utilizados para en analisis inmunohistoquimico de

tumores derivados de los transfectantes de K-RAS estudiados

Anticuerpo

Primario
Integrina 31(CD29)
ANGPT2 (C-term)

Phospho-p44/42 MAPK
(Erk1/2)/Thr202/Tyr204)(20G11)

Phospho-MAPK-P38

Vimentina

Integrina (B y o) “screening” Kit

Anti-PTHLH

VEGF-A

[B-catenina
Serpina-1
CXCR4
AKT-P (S473)

6.3.8. Variables evaluadas y Andlisis estadistico.

Dilucion

1:100

1:50

1:100

1:100

1:300

1:50

1:1000

1:300

1:750

1:300
1:10

Casa comercial

BD ( 610468)

Abgent (AP10103b)

Cell signalling (4376)

Cell signalling (9211S)

Dako (M0725)

Chemicon (ECM440)

Abgent (ABIN394303)

Abcam (ab46154)

Dako(M33539)

Abcam (ab28207)

Epitomics (clone UMB2;
#3108-1)

Dako (M3628)

Las variables clinico-histopatoldgicas analizadas en cada grupo fueron:

tiempo de supervivencia, tasa de injerto, tamafio tumoral, porcentaje de

necrosis, afectacion metastasica linfatica, pulmonar y peritoneal, nimero y

tamafio de los focos metastasicos en las localizaciones afectadas.
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Las wvariables moleculares analizadas en cada grupo fueron: para
inmunohistoquimica en tumor primario y en los focos metastasicos
linfaticos, hepaticos y pulmonares los anticuerpos que se describen en la
tabla 3 y por ensayo ELISA la IL-8 (en tumor primario y en metastasis

linfaticas) y el VEGFA (en tumor primario).

El andlisis estadistico que permitio la comparacion de las variables
evaluadas en cuanto a evolucidn y diseminacidon tumoral, moleculares, y de
supervivencia entre los grupos WT, K12V y KI3D se realizd6 como se

describe en el apartado 1.3.5 de metodologia
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1. NUEVAS ESTRATEGIAS PARA MEJORAR LA EFICIENCIA

METASTASICA EN EL_MODELO DE CCR

Los resultados obtenidos en estudios previos en los que los animales
inyectados ortotopicamente, mediante OCMI, morian por crecimiento del
tumor primario y no por diseminacion metastéasica, forzaron el desarrollo y
la evaluacion de nuevas estrategias para aumentar la eficiencia metastasica.
El primer abordaje que utilizamos fue la movilizacion de las células madre
de la médula 6sea, en un intento de promover la formacién del nicho
premetastasico y aumentar asi la capacidad de diseminacion %, antes de la
inyeccion ortotdpica de las células de CCR HCT116. La segunda estrategia
que utilizamos fue la implantacion subcutanea de las células de CCR
HCT116, utilizando el pase previo a la inyeccion ortotdpica, basandonos
en el aumento de la diseminacion tumoral, mediante pases sucesivos in
vivo, descrita anteriormente por otros autores, tanto en modelos animales

de CCR *'*° como mediante pase SC en modelos de linfoma ''.

Para estudiar la efectividad de estos procedimientos, utilizamos la linea
celular colorrectal HTC116, de la que ya conocemos su capacidad
tumorigénica y su patron de metastasis, ya que se utiliz6 previamente para
el desarrollo del modelo de metastasis de CCR mediante la microinyeccion
de éstas mismas células en la pared del colon (OCMI), generandose
numerosas micrometastasis a nivel linfatico y hematogeno, pero muy pocas
macrometastasis, las cuales estan circunscritas a ganglios linfaticos

mesentéricos y focos tumorales diseminados en la cavidad peritoneal®.
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1.1 Efecto de la movilizacion de células de la medula dsea por

administracion de G-CSF sobre la eficiencia metastasica de la linea

celular HCT116

Para estudiar si la movilizacidon de células de la medula dsea, previamente
a la inyeccion ortotdpica, aumentaba la eficiencia de diseminacion, se
utilizaron dos grupos de animales: un grupo experimental, administrado
con G-CSF, desde dos semanas antes de la inyeccion ortotopica de las
células tumorales mediante OCMI, hasta una semana después de la misma,
y un grupo control que se administrd con el vehiculo siguiendo el mismo
esquema de administracion. El hemograma realizado antes de la inyeccion
de las células de CCR HCT116, a cinco animales pertenecientes a ambos
grupos, mostroé que la administracion de G-CSF aumentaba los niveles de
células circulantes, concretamente de los neutrdéfilos en un 40%, y
disminuia, en un porcentaje similar, el nimero de linfocitos en la sangre de
los estos ratones (figura 19). Iniciada la administracion de G-CSF, y a lo
largo de todo el experimento, se registrd el peso de los animales, dos veces

por semana, para evaluar si G-CSF producia toxicidad (figura 20).
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Figura 19. Aumento de leucocitos circulantes en el grupo tratado con G-CSF

respecto al grupo control

(a). Microfotografia de una extension de sangre tefiida con Diff-Quick (b). Se
observa mayor cantidad de leucocitos en el grupo tratado con G-CSF Analisis
estadistico: *p=0.019, @ p=0.016 y o p=0.027. (Test de Mann Whitney)
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Figura 20. Evolucion del peso de los animales por administracién de G-CSF.
SE registro el peso de los ratones desde el primer dia de administracion del vehiculo o
G-CSF, y durante todo el experimento.

La administracion de G-CSF, no cambié de modo significativo el tiempo
de supervivencia de los animales en comparacién con el grupo control

(tabla 16 y figura 21).

Funcion de log de supervivencia

0,07
~"Control
-'GCSF B .
o -0,57 Chi-cuadrado gl Sig
©
&
2 1,0 Log Rank 1,691 1 0,193
g (Mantel-cox)
% 1,54 Breslow
Sl (Wilcoxon 3,260 1 0,071
S generalizado)
=2,0
Tarone-Ware 2,645 1 0,104
2,57

T T T

0 20 40 60 8‘0 160

Tiempo supervivencia (dias)
Figura 21. Anélisis de supervivencia aplicando el método de Kaplan-Meier entre
el grupo control y G-CSF.
Las distribuciones de supervivencia se compararon utilizando los tests log- rank,
Breslow y Tarone-Ware.
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En las tablas 19 y 20 se muestra la tasa de injerto, el volumen tumoral y
una estimacion de la capacidad invasiva local (en la pared del ciego) por
parte del tumor primario, asi como el tiempo de supervivencia de los
animales para los grupos control y experimental. Para el calculo de la
supervivencia se consideré solamente los animales positivos en tumor

primario y/o con afectacion metastasica.

Tabla 16. Tasa de injerto, volumen del tumor primario y tiempo de
supervivencia obtenidos en los grupos control y en el tratado con G-CSF

Tumor Local
Grupo Raton Tasa de Volymen Supervivencia
P (n) injerto Tumoral mDPI P (dias)
[raton (%)] (mm?®) (cm) MediatEE
Media+EE

(I‘i,gl:c}l}f) 16 100 3.049:446°  1,940,1° 7642
HCT-116

(G-CSF) 12 100 1.467+£237* 1,3+0,1° 67+4

mDPI= distancia al punto de inyeccién.Anélisis estadistico: * p= 0.0001, * p=0.005
(test de Mann Whitney )

La administracion de G-CSF disminuy¢ significativamente el volumen del
tumor primario con respecto al grupo control (p=0.0001). A nivel
macroscopico, y como estimacion indirecta de invasion local, definimos un
parametro morfométrico que identificaba la distancia maxima al punto de
inyeccion (mDpi), midiendo el desplazamiento de las células tumorales en
el ciego desde el punto de inyeccidon hasta el punto méximo alcanzado por
la masa tumoral. Este parametro fue significativamente inferior en el grupo
tratado con G-CSF que en el grupo control, como se muestra en la figura

22 y tabla 16.
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Figura 22. Fotografia de los tumores primarios del grupo control y del grupo G-
CSF.

Macro y microfotografia de un tumor primario representativo del grupo control (a y
b), y un tumor representativo del grupo G-CSF (c y d)

El analisis de las metastasis linfaticas (tabla 17), a nivel macroscdpico,
mostré una disminucion significativa (p=0.044) del ntimero de animales
afectados en el grupo tratado con G-CSF, respecto al grupo control (88%
frente al 50%), encontrandose una tendencia similar en el numero de
animales afectados por carcinomatosis peritoneal (81% versus 67%),

aunque no llegoé a ser significativa.
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Tabla 17. Numero de ratones afectados con macrometastasis en el grupo control

y en el grupo tratado con G-CSF

Analisis histopatolégico

Metastasis macroscopicas [na/nt (%)]

Grupo R?rt())n Linfaticas Hepaticas Pulmonares Carcinomatosis
HCT-116 14/16 (88)
(Vehiculo)  © a 0 0 13/16 (81)
HCT-116 .

(G-CSF) 12 6/12 (50) 0 0 8/12 (67)

Andlisis estadistico: * p= 0,044 (Test de Fisher)

El andlisis de las metastasis hepaticas mostré que el nimero de ratones

afectados por metastasis en este organo se redujo significativamente

(p=0.044) en el grupo tratado con G-CSF respecto al grupo control (8%

versus 43%). Ademas, se observé una reduccion, tanto a nivel micro como

macroscopico en el nimero de focos, y en su area, alcanzando significacion

estadistica unicamente en relacidon al nimero de focos microscopicos (14

para el grupo control frente a 3 para el grupo tratado con G-CSF) (tabla

18).

115



RESULTADOS

Tabla 18. Numero y area de focos metastasicos hepaticos en el grupo control y
tratado con G-CSF

Metastasis Hepaticas
Grupo Raton LA Microfoci Macrofoci
@) afectados
na/nt (% A A
O] @) e @ e
(HCT-116)
(Vehiculo) 16 7/16 (43)* 14" 0,5+0,2 1 41
(HCT-116)
(G-CSF) 12 1/12 (8)* 3° 0,1+0,06 0 0

Andlisis estadistico: “ p= 0,044 (Test de Fisher), "p= 0,066 (Test de Mann Whitney)

A nivel pulmonar, también se observé una disminucién significativa
(p=0.009) en el nimero de animales afectados tras la adminitracion de G-
CSF (17% en el grupo tratado con G-CSF frente a 69% en el grupo control).
Ademas, el numero de focos microscopicos disminuyé significativamente
(p=0.038) en el grupo tratado con G-CSF (86 focos en el grupo control
frente 44 en el grupo G-CSF), mientras que no se observaron diferencias en

el area de estos microfocos entre ambos grupos. (tabla 19)

Tabla 19. Area y niimero de focos metastasicos pulmonares en el grupo
administrado con el vehiculo y en el grupo administrado con G-CSF

Metastasis Pulmonares
Grupo Raton LEDTES Microfoci Macrofoci
@) afectados
[na/nt (%)] @) Area @) Area
(mm’) (mm?®)
HCT-116
(Vehiculo) 16 11/16 (69)* 86" 1,3£0,7 1 21
1({(51251;)6 12 W12 (17)* 44> 38421 1 16

Andlisis estadistico: “ p= 0,009 (Test de Fisher), "p=0.038 (Test de Mann Whitney)
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A nivel linfatico, los resultados mostraron una disminucidn significativa
(p=0.044) en el numero de animales afectados por éste tipo de metastasis
en el grupo experimental respecto al control. El andlisis de los focos
linfaticos reveld, a su vez, una disminucion significativa (p=0.002) del
niumero de focos macroscopicos (5 versus 29 focos), asi como una
disminucidn significativa (p=0.010) en su area en el grupo G-CSF respecto
a GC (tabla 20). Sin embargo, no se encontraron diferencias a nivel

microscopico ni en el numero de focos, ni en su area (tabla 20).

Tabla 20. Nimero y area de los focos metastasicos linfaticos en el grupo
administrado con el vehiculo y en el grupo tratado con G-CSF
Metastasis linfaticas

Ratones

Grupo Raton Microfoci Macrofoci
afectados : :
(n) Area Area
[na/nt (%)]  (n) 5 (n) 5
(mm") (mm")
HCT-116
(Vehiculo) 16 14/16 (88)" 20 1,0+0,3 29" 121£10°¢
HCT-116 b
12 6/12 (50)* 14 1,3+0,5 5 25+4°¢
(G-CSF)

Andlisis estadistico: “ p= 0,044 (Test de Fisher) " p= 0.002, “ p= 0.010 (Test de
Mann Whitney)

En la figura 23 se muestra el efecto global de la administracion del G-CSF
en cuanto al nimero de animales afectados y el nimero y area de los focos
metastaticos linfaticos, hepaticos y pulmonares, tanto microscopicos como

macroscopicos en relacion con el grupo control.
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Figura  23. Diseminacion linfatica, hepatica y pulmonar asociada a la
administracion de G-CSF
La diferencias estadisticas se muestran como * (p<0,05)y e (p<0,01)

En resumen, la movilizacion de las células circulantes de la médula 6sea, y
concretamente, el aumento de la circulacidon de los neutrédfilos produjo una
disminucidn del volumen y de la capacidad invasiva del tumor primario, a
la vez que una reduccion de la diseminacidon metastasica, en el modelo de
metéstasis de CCR. Este efecto fue contrario al esperado segun nuestra

hipotesis de partida.

1.2 Efecto del pase previo subcutaneo sobre la capacidad metastasica

de la linea celular HCT116 invectada ortotopicamente.

La segunda estrategia que utilizamos para aumentar la eficiencia en la
diseminacién metastdsica fue el condicionamiento mediante pase
subcutaneo previo a la inyeccion ortotopica. Para ello, se implantaron dos
grupos de animales. En un grupo se inyectaron células HCT-116
directamente en el ciego de ratones Swiss nude, mediante OCMI (grupo
ORT), mientras que en otro grupo se inyectd ortotdopicamente el mismo

numero de células, pero aisladas previamente de tumores crecidos
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subcutdneamente y disgregados (SC+ORT). Una vez inyectados, se realizd
un seguimiento de los animales dos veces por semana hasta ser sacrificados
por el desarrollo del tumor en el ciego y/o las metéstasis en los distintos
organos.

Para el célculo de volumen tumoral y tiempo de supervivencia se considero
solamente a los animales positivos en tumor primario y/o con afectacion
metastasica. Los resultados obtenidos tras las necropsias se muestran en las

tablas 21 y 22.

Tabla 21. Tasa de injerto, volumen del tumor primario y tiempo de

suBervivencia obtenido en los grupos ORT y SC+ORT

Tasa Volumen tumoral Tiempo de Supervivencia
o Injert (m) (dias)
njerto mm ias
HCT116 !
(%) media=EE mediatEE
ORT 100 1275+ 299 67+8
SC+ORT 78 1158+ 215 69+5

La utilizacion del pase subcutaneo previo, no modificd significativamente
la tasa de injerto ya que fue similar a la descrita previamente para esta linea
celular, que es del 70-100% ®*. El anélisis del volumen tumoral mostré una
ligera disminucion tras el pase subcutaneo, pero no alcanzé significacion

estadistica.

El tiempo de supervivencia tampoco mostrd diferencias significativas entre
ambos grupos, siendo de 69+5 dias en el grupo SC+ORT y 67+8 dias para
el grupo ORT.

Los tumores primarios generados eran de tipo indiferenciado en ambos

grupos (figura 24), con una formacioén de luces inferior a un 5% y un

porcentaje de necrosis entre el 40 y 70%. Ambos grupos presentaron
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invasion de las capas submucosas, musculares y serosa (Estadio IV).
Ademads, se observo una elevada invasion vascular en un porcentaje

elevado de tumores de ambos grupos.

Figura 24. Fotografia de los tumores prlmalos dé los grupos ORT y SC+ORT
Macro y microfotografia de un tumor primario representativo del grupo ORT (ay b), y
de otro tumor representativo del grupo SC+ORT (c y d).

El andlisis del porcentaje de necrosis y el contaje de células en muertas
entre los tumores de ambos grupos no mostrd diferencias significativas
(p=0,58 y p=0,105 respectivamente), siendo la media de células muertas
para el grupo ORT de 17,42+ 2,69 y de 25,87£3,27 para el grupo
SC+ORT.

El andlisis histopatologico de los drganos afectados con crecimiento

tumoral tras la necropsia, se resume en la tabla 22. En el grupo SC+ORT
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se registraron 3 ratones que no habian desarrollado ni tumor primario ni
metastasis, por lo que no se utilizaron en el analisis estadistico.
Tabla 22. Numero de ratones afectados por micro y/o

macrometastasis en el grupo inyectado ortotépicamente (ORT) y en el
grupo con pase subcutineo previo a la inyeccion ortotépica

(SC+ORT).
Metistasis Totales
[n/n, (%) ®
Grupo Raton Carcinoma-
HCT116 (n) Linfaticas Hepaticas  Pulmonares tosis
ORT 12 6/11(55)  9/11(90) 41130 11/11(100)
SC+ORT 9 5/9 (56) 8/9 (89) 8/9@9"  9/9(100)

a.  Metdastasis totales: agrupacion de metdstasis macroscopicas y
microscopicas, expresadas en [na/nt (%)]: [nimero de ratones afectados
en el grupo/niimero de ratones positivos totales en el grupo (porcentaje de
ratones afectados)]

b. Diferencias estadisticamente significativas a p<0.05 (Test de Fisher)

El analisis histopatologico de las metastasis totales (microscopicas y
macroscopicas) mostrd que la utilizacién del pase subcutaneo aumentaba
significativamente el nUmero de animales afectados por metastasis
pulmonares, con un 89 % en el grupo SC+ORT frente a un 30% en el

grupo ORT.

En el resto de las localizaciones analizadas propensas a desarrollar
metastasis (linfaticas, hepaticas y/o carcinomatosis) no se observaron
diferencias entre ambos grupos en cuanto al nimero de ratones afectados,
55 frente a 56% a nivel linfatico, 89 frente a 90% en el higado y del 100 %

a nivel peritoneal.
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1.2.1 Diseminacion metastdsica linfitica

El analisis de las metastasis linfaticas, tanto a nivel regional (ganglios
linfaticos mesentéricos) como distal (nodulos linfaticos peripancreaticos)
(figura 26) mostrd focos microscopicos, y macroscopicos en ambos
grupos. Se considerd6 como foco macroscépico aquel cuyo diametro
superaba 1 mm y por ende el 4rea era mayor de 785000 pm?®. A nivel
linfatico, en el grupo SC+ORT, se observaron focos macroscopicos
visibles (diametro>3mm, que eran facilmente apreciables visualmente en
la preparacion, como conglomerados ganglionares, figura 26e y tabla 23)
mientras que en el grupo ORT no se observd ninguna metastasis

ganglionar visible.

Tabla 23. Cuantificacion del nimero de focos metastasicos linfaticos en los

grupos ORT y SC+ORT.
Grupo Focos Focos Visibles- % del
HCT116 Micro Macro conglomerado conglomerado
(n) Totales® ganglionar * ganglionar que
(n) (n) invade parénquima
ORT 21 12° 0 0
SC+ORT 14 29° 4 95%

* Los multiples focos microscopicos y macroscopicos coalescian, formando un
conglomerado dificilmente cuantificable, por lo que fue considerado como una unidad
“ Focos Macro totales incluye focos macro y visibles
Andlisis estadistico " p=(0.069 (Test de Mann Whitney)

Los focos tumorales metastasicos que afectaban a los ganglios linfaticos
presentaban un area significativamente mayor (p=0.008) en el grupo

SC+ORT que en el grupo ORT.
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Por tanto, el pase subcutaneo generé no sélo un mayor nimero de focos
macroscopicos sino también macrofocos de mayor tamafio (tabla 24 y

figura 25).

Tabla 24. Cuantificacion del area de los focos tumorales en
ganglios linfaticos mesentéricos en los grupos ORT y SC+ORT.

Grupo Area Micro Macro Area Visibles-Area
HCT116 Media+EE Media+EE Media+EE
(x10° pm?) (x10° pm?) (x10° pm?)
ORT 1,3 56 * 0
SC+ORT 1,5 113° 1813

Andlisis estadistico “ p=0.008 (Test de Mann Whitney)

En la figura 25 se presenta una vision integrada del efecto del pase
subcutaneo previo a la inyeccion ortotdpica (SC+ORT), respecto a la
inyeccion ortotopica directa (ORT) en términos de aumento del nimero y
area de los focos metastaticos linfaticos, ya sean microscopicos,

macroscopicos o visibles.
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Figura 25. Comparaciéon del niimero y el drea de focos metastasicos linfaticos a
nivel microscépico, macroscopico y visible entre el grupo ORT y SC+ORT.

Los simbolos * y e muestran la existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos comparados (test Mann Whitney).
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Figura 26. Metastasis linfaticas desarrolladas en los grupos ORT y SC+ORT
Macro y microfotografia tefiida con H&E, de una metastasis linfatica representativa
del grupo ORT, conteniendo una micrometastasis (a y b) y microfotografia del grupo
SC+ORT en la que se observan numerosas metastasis macroscopicas (e). Las flechas
indican afectacion macroscopica (magnificacion de 40x y 200x).

1.2.2 Diseminacion hepdtica
También se analiz6 el numero de focos metastasicos encontrados en cada
organo afectado por animal y grupo experimental, observandose un

incremento significativo en el numero de focos tumorales hepaticos en el

grupo SC+ORT respecto al ORT (tabla 25, figura 27).
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Tabla 25. Area y niimero de focos metastasicos hepaticos en los grupos ORT y
SC+ORT.

_ Focos |Micro AreaMicro |Macro Area Macro | Foc0s Visibles Ares Mafm VLS
Grupo | Ratin - e % de Area MediatEE
totales | Focos  Mediat EE | Focos  MediaEE
HCTU6 | @) "0 0F  Closumy | @) d0Spmy | R (x105 pm?)
B [P invade higado*®
ORT 9/12 18 18 3,6£1,7¢ 0 04 0 04
SC+ORT | 9/9 124> | 1090 1,4+0,1¢ 13 19,8+6,74 95% Aprox 211,24

Andlisis estadistico :“ p<0,01, b p=0,003, ¢ p=0.09, , ad p<0,05 * Se da el
porcentaje del parénquima hepatico que ha sido invadido por el tumor. Media + EE .
Area tumoral/Area tejido (%).

En el higado de los ratones del grupo ORT se observaron un total de 18

focos metastésicos frente a mas de 122 en el grupo SC+ORT.

Ademas del numero de focos, se analizd el area de los mismos. A nivel
hepatico se observd que todos los focos originados en el grupo ORT eran
microscopicos mientras que en el grupo SC+ORT se encontraron focos
macroscopicos  visibles  (didmetro>3mm, facilmente apreciables
visualmente en la preparacion). Cuando estos focos, se observaban, tanto
externa como microscopicamente, se constataba que invadian alrededor del
95% del parénquima hepético en los dos casos encontrados. Ademas de los
macrofocos visbles, en el grupo SC+ORT, se identificaron 13 focos
macroscopicos (didmetro >1 y <3 mm), y 109 focos microscépicos. En
ninguno de los ratones del grupo ORT se observaron metastasis hepaticas
visibles. Por tanto, la utilizacioén del pase subcutaneo previo a la inyeccion
ortotopica, aumentd significativamente la transicion de micro a
macrometastasis hepaticas y permitié la aparicion de macrometastasis

visibles (figura 28, tabla 25).
En la figura 27 se presentan los hallazgos histologicos representativos,

observados en el grupo ORT (Unicamente micrometastasis) y en el grupo

SC+ORT (micro y macrometastasis y metastasis visibles), en cuanto a
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diseminacién hepatica, por lo que se puede determinar el efecto que se
obtuvo mediante el pase subcutdneo previo a la inyeccion ortotdpica en
términos de aumento del numero y del area de los focos metastaticos

hepaticos, ya fueran microscdpicos, macroscopicos o visibles.
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Figura 27 . Nimero y area de los focos hepaticos metastasicos a nivel
microscopico, macroscopico y visible en los grupos ORT y SC+ORT.
El asterisco muestra las diferencias significativas entre grupos (test Mann Whitney).
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Figura 28. Metastasis hepaticas desarrolladas en los grupos ORT y SC+ORT.
Macro y microfotografia de un higado representativo de los animales del grupo ORT,
conteniendo una micrometastasis fotografiada a bajo (a) y a gran aumento (c).
Macrofotografia de un higado representativo de los animales del grupo SC+ORT, en el
que se observa el higado infiltrado por numerosas metastasis macroscopicas y su
correspondiente H&E, un hallazgo presente tnicamente en este grupo (d y e). La linea
punteada en la tincion con H&E muestra el area afectada por la metastasis (color
violeta) dentro del parenquima hepatico (color rojizo).

1.2.3 Diseminacion pulmonar

También se determind en nimero y tamafio de las metastasis pulmonares
en los grupos ORT y SC+ORT. En ambos grupos se observaron focos
macro y microscopicos, pero no visibles. Se registr6 un aumento
significativo en cuanto al numero de focos microscopicos en el grupo
SC+ORT (176 focos), respecto al grupo ORT (80 focos). Sin embargo, su
area media fue similar en ambos grupos tanto a nivel micro como

macroscopico (figura 29 y 30, tabla 26).
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Tabla 26. Area y niimero de focos metastasicos pulmonares en los grupos
ORT y SC+ORT.

Grupo Animales | Micro | Area Micro | Macro | Area Macro
H C’IPI 16 Afectados | Focos | media+ EE Focos media+EE
(%) (n) (x10° pm?) (n) (x10° pm?)
ORT 30%"* 80" 0,6+ 0,1 1 39,8
SC+ORT 89%*? 176" 0,8+ 0,1 3 20+2,9

Andlisis estadistico “ p<0,05, ® p=0.018, p=0.921 entre grupos en el drea de
los micro focos (test Mann Whitney)

En la figura 29 se presenta una vision global del efecto del pase
subcutaneo previo a la inyeccidén ortotopica en términos de aumento del
numero de focos metastaticos por animal y del numero de animales
afectados por focos metastaticos pulmonares, constatando su efecto

potenciador del desarrollo de metastasis en el pulmodn.

129



RESULTADOS

® Area focos

m Focos (n)

@ Animales afectados *

40 - 200
“w
s 20 -
g 160 =
E o -3
2 N = Z
g g
2 120 E 3
n E 8 * 2 ©
bl
5. ]
gt g z
g = 6 - 80 g =
8 E
o =
-§ 4 : k] =3
=] E
- I 40 =
2 2
.“ I
o T T T T T T o
Micro Macro Micro Macro
ORT SC+ORT

Figura 29. Comparacién del nimero y area de los focos micro y macro
pulmonares y el nimero de animales afectados entre los grupos ORT y SC+ORT.
El asterisco muestra las diferencias significativas entre grupos (Test de Mann
Whitney)

Figura 30. Metastas1s pulmonares desarrolladas en los grupos ORTYy SC+ORT
Macro (a) y microfotografia de un pulmoén representativo de los animales del grupo
ORT, conteniendo una micrometastasis en bajo (b) y a mayor aumento (c); y
microfotografia representativa del grupo SC+ORT (d y e), en el que se observa el
pulmén infiltrado por numerosas micrometastasis ademas de una macrometastasis (e).
H&E. La linea punteada circunscribe cada una de las metastasis.
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1.3. Anadlisis molecular de tumor primario v focos metastaticos en los

orupos ORT v SC+ORT

A continuacion, se describen los resultados del analisis molecular realizado
en tumor primario y focos metastaticos en los animales del grupo ORT y
del grupo SC+ORT que persigue la identificacion de patrones de expresion
y/o activacion de proteinas asociados con el aumento de la eficacia
metastdsica observada por inyeccidn ortotdpica tras pase subcutaneo
previo. Las proteinas estudiadas estdn implicadas en la regulacion de la
proliferacion, muerte celular, adhesion, invasion, diseminacion tumoral y

vascularizacion tumoral.

1.3.1. Expresion de integrina beta 1 en tumor primario y metdstasis

Para evaluar si el pase subcutdneo alteraba la expresion de las distintas
integrinas, se realizo un “screening”, por inmunohistoquimica, en el que se
evaluo la expresion de las o integrinas (1, 2, 3,4, 5, 6 y v) y las B integrinas
(1, 2, 3,4, 5y 6). Las integrinas median la adhesion de la célula epitelial a
la membrana basal, y participan en la migracidon, proliferacion y la

supervivencia de las células tumorales en distintos tipos de cancer.

Esta evaluacion se inicid6 con la puesta a punto de la tincion
inmunohistoquimica para los distintos anticuerpos y una vez optimizados,
se determind el nivel de expresion de cada proteina en secciones de tumor
primario, para cada uno de los ratones de ambos grupos, utilizando
unicamente zonas viables del tumor y descartando las zonas proximas a las
areas necroticas. De las trece integrinas evaluadas, inicamente la integrina

B1, que tenia un patrén de tincidon de membrana, registré una expresion
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diferencial, con expresion elevada en todos los tumores primarios del
grupo ORT y débil en los tumores del grupo SC+ORT (p<0.01, figura 31
y32)
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toquimica de Integrina B1 en muestras
de tumor primario de ratones inyectados con la linea tumoral HCT116
para los grupos ORT y SC+ORT.
Control negativo: bloque celular de células HT de linfoma difuso de células
grandes (a); control positivo: cerebro de raton infiltrado con células HT tras
pase subcutaneo (b). Células de CCR HCT116 (c); tumor subcutaneo de
ratones inyectados con la linea celular HCT116 (d), tumor primario de
ratones inyectados con la linea tumoral HCT116 directamente en el ciego,
ORT (e) y tumor primario desarrollado por inyeccion ortotdpica tras pase
subcutaneo, SC+ORT (f). Magnificacion 400x y 100x.
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Figura 32. Cuantificacion de la expresién de integrina p1 en
tumor primario de los grupos ORT y SC+ORT.
Analisis estadistico: p=0.008 (Test de Mann-Whitney)

También se analizd la expresion de integrina Bl en los focos metastaticos
pulmonares y hepaticos, encontrandose diferencias significativas entre
ambos grupos en ambas localizaciones en el mismo sentido que en el
tumor primario, es decir registrandose un nivel de expresion
significativamente mayor en el grupo ORT que en el SC+ORT (figura
33,34)
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Figura 33. Cuantificacion de la expresion de integrina Bl en los focos
metastaticos pulmonares (a) y hepaticos (b) de los grupos ORT y SC+ORT
Analisis estadistico: p=0.0001 (a) y p= 0.024 (b) (Test de Mann-Whitney)
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higado y pulmoén afectados por metastasis en los ratones inyectados con la linea
tumoral HCT116 en los grupos ORT (ay ¢) y SC+ORT (b y d).
Magnificacion 200x

1.3.2 Activacion de las vias de MAP quinasay AKT

Se analiz6 si el pase subcutdneo influia en la expresion y/o activacion de
las proteinas de la via ERK (MAPK) y de la via PI3K/AKT. La activacion
de MAPK, medida como “phospho-MAPK”, disminuyd ligeramente tras el
pase subcutaneo en la mayoria de los casos, sin embargo esta diferencia no

fue significativa (figura 35y 36)
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Figura 3 ivacion de MAPK en los grupos ORT y SC
por THQ, utilizando anticuerpo contra formas fosforiladas.

a: ovario (control positivo); b: mama (control negativo), c: tumor primario del grupo

ORT y d: tumor primario del grupo SC+ORT. Magnificacion de 100x.
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Figura 36. Niveles de activacion de MAPK en los grupos

ORT y SC+ORT.
Analisis estadistico: p=0,135 (Test de Mann-Whitney)
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El analisis de la activacion de la proteina MAPK en las metastasis
linfaticas, hepaticas y pulmonares no mostré diferencias significativas
entre grupos (p> 0,05), a pesar de mostrar una tendencia hacia una

mayor activacion en el grupo ORT

Ademas de MAPK, se analizo la activacion de AKT. Esta es una proteina
de la via de PI3K, implicada en angiogénesis y proliferacion celular. El
andlisis de la activacion de AKT, determinada mediante un anticuerpo anti
AKT-“phospho”, resultd significativamente mayor en los tumores
primarios del grupo SC+ORT que el el grupo ORT (figura 37 y 38). A
pesar de que encontramos expresion y activacion de AKT-P en el
parénquima pulmonar y hepatico, no hubo positividad en tejido tumoral de
los focos metastaticos en ninguna de las localizaciones metastasicas:
linfatica, hepatica y pulmonar (figura 39), por lo que una vez colonizado el

organo el tejido tumoral parecia perder la activacio de AKT en ambos

grupos.
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Figura 37. Cuantificacion de la activacion de AKT (AKT-p)
en los grupos ORT y SC+ORT
Analisis estadistico: p=0,009 (Test de Mann-Whitney)
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Figura 38. Analisis de la activacion de AKT por THQ en tumor prim
los grupos ORT y SC+ORT.

a: tumor subcutaneo WSU (control positivo); b: mama (control negativo), c:
células HCT116; d: tumor subcutaneo de un ratoén inyectado con linea celular
HCT116 y e y f: tumor primario del grupo ORT y SC+ORT; Magnificacion
100x y 200X.

ario de
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Figura 39. Analisis de la activacion de AKT (AKT-p) por IHQ en metastasis (a)
pulmonar y (b) hepatica en el grupo SC+ORT.

Magnificacion 100x.

1.3.3 Anadlisis de la expresion de VEGFA en tumor primario

La expresion de VEGFA en las muestras de tumor primario se determind
mediante ensayo ELISA. Se observo un aumento significativo (p=0.04) de

VEGF-A en el grupo SC+ORT respecto al grupo ORT (figura 40)

p=0.004

107

VEGFA(pg/ug proteina) tumor primario
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T
ORT SC+ORT
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Figura 40. Analisis de la expresion de VEGFA en tumor
primario en los grupos ORT y SC+ORT mediante ensayo
ELISA

Analisis estadistico: p=0,004 (Test de Mann-Whitney)
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El andlisis de la expresion de VEGF-A en focos metastaticos se realizod
mediante inmunohistoquimica. La aplicaciéon de este procedimientro
demostr6 que, de modo similar al tumor primario, las metastasis
pulmonares registraban un aumento significativo (p<<0,001) de expresion
de VEGFA en el grupo SC+ORT respecto al grupo ORT (figura 41 y 42).
No obstante, el analisis I[HQ de VEGF-A en los focos linfaticos y
hepaticos no mostro6 diferencias significativos entre ambos grupos (valor de

probabilidad, p=0,0798 y p=0,967, respectivamente).

Ny B

ORT pulmén | ey ; 100X, | |SC+ORT pulmén
Figura 41. Analisis de la expresion de VEGFA en 1
observadas en los grupos ORT y SC+ORT.

a: control positivo; b: control negativo; c¢: pulmén grupo ORT; d: pulmén grupo
Sc+ORT. Analisis estadistico: p=0,001 (Test de Mann-Whitney). Magnificacion:
100X y 200X.

as metastasis pulmonares
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Figura 42. Expresion de VEGFA en las metastasis pulmonares
observadas en los grupos ORT y SC+ORT.
Analisis estadistico: p=0,001 (Test de Mann-Whitney).

1.3.4 Analisis de la expresion de Ki67 en tumor primario

Se analizo, a su vez, la expresion del marcador de proliferacion Ki67 en

ambos grupos ORT y ORT+SC. A pesar de observarse un ligero aumento

de la proliferacion en el grupo SC+ORT repecto al ORT, no se alcanzo

significancia (figura 43).
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Figura 43. Cuantificacion de la expresion de Ki67 en tumor
primario de los grupos ORT y SC+ORT mediante IHQ.
Analisis estadistico: p=0,268 (Test de Mann-Whitney)

1.3.5 Anadlisis de la expresion de IL-8 en tumor primario y focos

metastaticos

También analizamos la expresion de interleuquina 8 (IL-8) en muestras de
tumor primario y metastasis en cada uno de los grupos estudiados,
mediante ensayo ELISA.

En tumor primario, se observé un ligero descenso, aunque no significativo
(p=0.11), en los niveles de expresion de IL-8 en el grupo SC+ORT
respecto al ORT (figura 44)
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Figura 44. Analisis de la expresion de IL-8 en tumor
primario en los grupos ORT y SC+ORT mediante ensayo

ELISA.
Analisis estadistico: p=0,11 (Test de Mann-Whitney)

Se compard, ademas, dentro de cada grupo (ORT o bien SC+ORT) la expresion
de IL-8 en las metastasis linfaticas respecto al valor determinado en el tumor
primario correspondiente. Este analisis mostré una expresion de IL-8
significativamente mayor en metastasis linfaticas que en tumor primario en el
grupo SC+ORT (p=0.014), una diferencia que no se observo en el grupo ORT
(figura 45).
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Figura 45. Comparacion del nivel de expresion de IL-8 en
tumor primario y en metastasis linfaticas para el grupo ORT
y para el grupo SC+ORT, mediante ensayo ELISA.

Analisis estadistico: p=0,014 (Test de Mann-Whitney)

Aparte de la expresion de las proteinas descritas previamente, se analizaron
marcadores adicionales relacionados con la regulacion de la proliferacion,
muerte celular, transicion epitelio-mesénquima (EMT) y diseminacion
metastdsica en muestras de tumor primario de ambos grupos. No obstante,
ninguno de estos marcadores adicionales pudo ofrecer informacion
relevante relacionada con cambios moleculares asociados al pase
subcutaneo previo a la inyeccion ortotdpica de las células tumorales, ya
que se observaba una expresion nula de la proteina estudiada (vimentina,
snaill, Angpt2, Integrinas al-v y f2-4 y B-catenina) o bien la ausencia de
diferencias significativas de expresion entre entre el grupo ORT y el
SC+ORT (serpinal, MAPK-P38-phospho, Ki67, y-H2AX, ILS, PTHLH y

CD44 v6). Los resultados obtenidos se resumen en la tabla siguiente.
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Tabla 27. Analisis de la expresion de Vimentina, Serpina-1, MAPK-P38, Ki67, y-
H2AX, Snaill, IL-8, PTHLH, B-catenina, CD44v6, Integrinas al-v y p2-4 y
ANGPT?2 en muestras de tumor primario de los grupos ORT y SC+ORT.

p Value(grupo con

Anticuerpo TP ORT TP SC+ORT o
mayor expresion)

Vimentina negativo negativo -
Serpinal = = 0.643 (ORT up)
MAPK-P38-
= = 0,159 (ORT up)
phospho
Ki67 = = 0,268 (SC+ORT up)
v-H2AX = = 0,659 (SC+ORT up)
Snaill negativo negativo -
IL-8 = = 0,11 (ORT up)
ANGPT2 negativo negativo -
CD44 v6 = = p=L1,0
Integrinas al-vy : :
negativo negativo =
p2-4
p= 0,157 (SC+ORT
PTHLH = =
up)
B-catenina Negativo negativo -

TP: tumor primario; (=) expresion sin diferencias significativa entre grupos;
Up=expresion elevada
Down=baja expresion
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2. GENERACION DE LiNEAS CELULARES DE CCR HUMANO
QUE EXPRESAN DIFERENTES MUTACIONES DE K-RAS

Con objeto de estudiar la implicacion de las diferentes mutaciones
puntuales de K-RAS en tumorigénesis y en el desarrollo de metastasis en
cancer colorrectal, utilizamos diferentes abordajes. Nuestra primera
aproximacion fue construir vectores que expresaran distintas mutaciones
del oncogén K-RAS, bajo su propio promotor o bajo el promotor de CMV,
para ser transfectados en lineas celulares de CCR. Una segunda
aproximacion fue la de seleccionar los transfectantes en el modelo
ortotdpico in vivo en lugar de in vitro. La tercera aproximacion fue utilizar
clones que expresaran distintos alelos mutados del oncogén K-RAS
previamente obtenidos por recombinacion homoéloga. Una vez obtenidos
los clones que expresaran las distintas mutaciones de K-RAS, nuestro
objetivo fue comparar su eficiencia en tumorigénesis y en metastasis en un
modelo ortotdpico y estudiar los posibles mecanismos moleculares

asociados con los diferentes fenotipos observados.

2.1. Obtencion de vectores de expresion portadores de diferentes

mutaciones en el oncogén KRAS

Para la amplificacion de K-RAS a partir del vector pcDNR Dual, se
analizaron cada uno de los pardmetros criticos de la PCR, como son la

concentracion de los reactivos utilizados en la mezcla (mix) y el programa

de PCR disefiado.

Utilizamos la enzima pfu, ya que es mucho mas especifica, altamente

termoestable, con mayor capacidad de procesamiento y con actividad
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correctora de errores (proof-reading) debido a su actividad 3°-5°
exonucleasa en comparacion con otras polimerasas. Esta enzima no
presenta actividad endonucleasa, de tipo nicking, ni actividad 5°’-3°
exonucleasa o nucleotidil transferasa terminal por lo que los productos de
amplificacion pueden ser utilizados directamente para su clonacion en

vectores de expresion con extremos romos, en este caso pTRE2pur.

Inicialmente, se procedid a optimizar las condiciones de la PCR variando
la concentracion de sulfato de magnesio (0-3 mM), dNTPs (0.4-1 mM) y el
tiempo de extension de 1-2 minutos /Kb (figura 46). Se utiliz6 el producto

de PCR numero 6 para la continuacion del estudio.

M 1 2 3 4 5 6
1000
600
500
s/sulfato + sulfato

Figura 46. Productos de la amplificaciéon de K-RAS a partir de
pcDNR Dual.

Se cargaron 8 pl del producto de las diferentes amplificaciones, con y
sin sulfato de magnesio en un gel de 1 % agarosa-bromuro de etidio
(BME). Marcador de ADN Ladder 1 Kb (carril M); los ntimeros
corresponden a las diferentes condiciones ensayadas

Se eligid el vector pTRE2 pur con el promotor de CMV como vector de
expresion constitutiva para insertar oncogenes K-RAS con las distintas
mutaciones. Las condiciones de la digestion de PTRE2pur también se
optimizaron, variando la concentraciéon de DNA, las unidades de enzima y
el tiempo de incubacion. Después de varios ensayos, los tests de digestion

4, 5 y 6 (figura 47) dieron resultados satisfactorios y reproducibles,
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utilizandose 16 U de enzima Notl y 19,2 U de Puvll para digerir 200, 400 y
600 ng de DNA en 4 pul de tampoén 10 x (B o D) durante 4 horas a 37°C. Se
utilizo el producto de digestion numero 6 para la continuacion del estudio.

Posteriormente, el fragmento de K-RAS amplificado se clond en el vector
pTRE2pur linearizado y desfosforilado. El producto de la ligacién se
utilizé para transformar bacterias competentes DHS5a que se seleccionaron
en medio LB con ampicilina 0.1 mg/ml. Se verifico el clonaje del inserto
de K-RAS por secuenciacion y digestion con las enzimas de restriccion

utilizadas para linearizar el vector pTRE2pur (figura 48 y 52).

Kh M1 2 3 4 5 67 8 9

10000
5000 e — B e e e
3000 © \ X
1000 5.1kb

5100-15 b

Figura 47. Digestion de pTRE2 pur.

Gel de agarosa -BME al 1 % sobre en el que se cargaron 8 pl del
producto de digestion de las diferentes digestiones con
concentraciones diferentes de ADN. Marcador ADN Ladder 10
Kb (carril M); los numeros corresponden a los diferentes tests
realizados para optimizar la digestion. Carril 4: vector pTRE2pur
digerido con ambas enzimas; carril 9: pTRE2pur digerido con Not
L.
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Kb
1000
700
600 —,
500

Figura 48. PCR de la ligacién para verificar el inserto de K-RAS

PCR correspondiente al plasmido extraido de los diferentes clones
transformados con el producto de la ligacion y seleccionados en LB Amp.
1 % Gel de agarosa -BME al 1% en el que se cargaron 8 pl del producto
de PCR. Marcador de tamafio ADN Ladder 10 Kb (carril M); los ntimeros
corresponden a las diferentes colonias seleccionadas. La escogida para
estudios posteriores fue la nimero 5.

Las secuencias del producto 5 y la de K-RAS teorica descrita en PubMed,
se alinearon con la ayuda del software BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi ) (figura 49). En rojo, se indica la
secuencia HA perteneciente al oligo pTRE up. En naranja se indica la
diana de la enzima Not I perteneciente al oligo pTRE down y en verde se

sefala parte de la secuencia de k-RAS.
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a) Alineacién up con secuencia tedrica (97%)

Query 432 AATCCTCTATNGTTGGATCATATTCGTCCACAAMATGATTCTGAATTAGCTGTATCGTCA 491
PORRERRRE R R e e e r e e nrrrnnnnd
Sbjct 154 AATCCTCTATTGTTGGATCATATTCGTCCACAAMATGATTCTGAATTAGCTGTATCGTCA 95

Query 492 AGGCACTCTTGCCTACGCCACCAGCTCCAACTACCACAAGTTTATATTCAGTCATAAGAG 551

NN
Sbjct 94  AGGCACTCTTGCCTACGCCACCAGCTCCAACTACCACAAGTTTATATTCAGTCATAAGAG 35
Query 552 CGTAATCTGGRACATCGTA 570 KRAS

PRLEreerrenrrnntnl
Sbjct 34  CGTAATCTGGAACATCGTA 16

HA

b) Alineacién down con secuencia tedrica (98%)

Query 501 tgagcaaagatggtasaaagaagaaaaagaagtcaasagacaaadTGTGTAATTAT 560
||||||i\|||||||||||||||I|J|||||||||||||||||i|||[i|||||||||||
Sbjct 543 AAAGATGAGCAAAGATGGTAAAAAGAAGAAAAAGAAGTCAAAGACAMA GTG—TGTAATTAT 602

Query 561 GTAGG-CGGCCGC 572 KRAS
TEERT LHnnnnl
5bjcrt 603 GTAGGCCGGCCGC 615

Not |

Figura 49. Verificacion por secuenciacion de la construccion del vector de
expresion.

Alineacion de la secuencia del clon 5 (figura 48) con la secuencia teodrica de k~-RAS
incluidos los oligos pTRE del vector pTRE-A-RAS.

Una vez verificada la construccion del vector pTRE2pur-k-RAS, se realizod
la mutagénesis para la obtencion de los diferentes mutantes de interés para

k-RAS.

Inicialmente, al vector pTRE2 pur £-RAS G61 wtl2 (vector G61), se le
quito la mutacidn en el codon 61 para obtener la secuencia salvaje en este
codon. Posteriormente, se utilizaron los oligos pTRE2pur (figura 15 de
metodologia) para comprobar la presencia de las mutaciones en el codon
12 o 13 de K-ras tras la mutagénesis dirigida, amplificando por PCR y

secuenciando (ver apartado 1.2 de metodologia). Los resultados se
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muestran en la figura 50 y 51. Se obtuvo una eficiencia para la

mutagénesis del 90-100 % en todos los casos.

T

g

J 360
GTACTCCTCCHG ACCHG
—

|

‘ ,| Mutado: CAT
‘ I | wt: cTe

|
llﬁ'.ﬂ i Jlnlt |. ||Ir||'.| ¥ I 'ﬂ'ﬁ it
Figura 50. Verificacion de la mutagénesis del codén 61 por
secuenciacion, para revertir la mutacion a la secuencia silvestre.
Cromatograma representativo de la secuencia de uno de los clones
transformados con el producto de la mutagénesis del codén 61
seleccionados en LB Amp. Se confirmé que la mutagénesis se realizd
correctamente. La base sustituida es una A (Adenina) por una T
(Timina)

Una vez obtenido el vector pTRE2 pur k-RAS wtl2, se realizaron
paralelamente las mutagénesis en el codon 12, sustituyéndose por Valina
(K12V), Aspartico (K12D) o Cisteina (K12C) y en el codén 13, por
Aspartico (K13D). De la misma manera, todas las mutaciones introducidas
fueron verificadas por PCR y secuenciacion (figura 51), y posterior
digestion con las enzimas de restriccion utilizadas para la linearizacion del
vector pTRE2 pur (figura 52). Los oligonucleotidos utilizados para la

amplificacion por PCR y secuenciacion se muestran en la figura 15.
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Figura S51. Verificacion de la mutagénesis dirigida en el

codoén 12 y codon 13 por secuenciacion.

Secuencia representativa de diversos clones transformados con
el producto de la mutagénesis del codon 12 seleccionados en LB
Amp. A la izquierda se presenta el cromatograma con, la
secuencia wt, antes de la mutagénesis (A). A la derecha, se
presentan los cromatogramas con la secuencia para cada uno de
los clones transformados con el producto de las diferente
Cisteina 12 (B), Valina 12 (C),
Aspartico 12 (D) y Aspartico 13 (E).

mutagénesis realizadas:
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a: digestién HindIII (dos
pTRE2pur pTRE2 pur-KRAS bandas:3,6 y 1,5 para vector
- vacio yde 3,6 y 2,1 vector
inserto)

M1 1a1b22b.2a3'3b3a44b4355b Sa M L
b: digestién XmnlI (una sola

Kb

banda)

6000 5.7 pTRE2pur (s/d)
. pTRE2-Kras wt
pTRE2-K12V
pTRE2-K12D

pTRE2-K13D
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Figura 52. Verificacion de la construccion del vector por digestion enzimatica
con las enzimas HindIII y Xmnl.

Gel de agarosa -BME al 1% en el que se cargaron 8 ul del producto de digestion de
los diferentes vectores construidos. Se utilizoé el marcador ADN Ladder 10 Kb (carril
M) para determinar el tamafio de los fragmentos. Los niimeros y letras corresponden a
las diferentes digestiones y los niimeros sobre el gel indican al peso molecular del
vector linearizado expresado en kb

2.2 Obtencion de lineas celulares de CCR con expresion de las distintas

mutaciones en el oncogén K-RAS vy analisis fenotipico

Una vez generados los vectores, se transfectaron las lineas celulares de
cancer colorrectal humano MSI y MSS (tabla 9 de metodologia). Para ello,
se utilizaron diversos procedimientos basados en distintos fundamentos
fisicos y/o quimicos (lipofectamina, fugene y nucleoporacion), descritos en
el apartado 3.3 de metodologia, siguiendo los protocolos especificados en
cada kit y utilizando como control positivo un vector de expresion de GFP.

De todas ellas, FUGENE fue el que dio mejores resultados.

Se probaron varias concentraciones de vector pTRE2pur con el inserto para
aumentar las probabilidades de transfeccion. Los resultados de las
transfecciones realizadas con FUGENE se resumen en la tabla 28. Todas
las lineas celulares se transfectaron con el vector pTRE Neo y pTRE

K12V, esta ultima considerada la mutacién mas agresiva "> '°% 1377
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Utilizamos dos lineas tumorales colorrectales que tenian la secuencia
silvestre en los codones 12 o 13 del gen K-RAS, como son Colo320DM y
Caco2, para obtener trasnfectantes que expresaran la mutacion. Tras la
transfeccion, en ambas lineas tumorales, Colo 320 (figura 53) y Caco2
(figura 54), se observé un cambio morfoldgico en las células. De presentar
una morfologia epitelial, pasaron a tener una morfologia mesenquimal. A
su vez, se observd un patrén de crecimiento distinto, pasando de un
crecimiento en grandes clones, con numerosos contactos intercelulares, a
un crecimiento en pequefios grupos o en células individuales. Se aislaron
cinco clones independientes para ser secuenciados, utilizando los oligos
que flanqueaban el inserto que contenia K-RAS para asi verificar la
incorporacion del vector de expresion con el inserto adecuado y la
presencia de la mutacion en las células. Sorprendentemente, ninguno de los
cinco clones presentd mutacion en K-RAS (figura 55), a pesar de haberse
producido un cambio morfologico y un patrén de crecimiento evidentes,

que se mantenian en pases sucesivos.
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Figura 53. Microfotografias de la linea de cincer colorrectal
Colo320DM en cultivo

Células parentales, (b) Colo320DM transfectadas con pTRE k-RAS
neo y (c¢) Células colo320DM transfectadas con pTRE K12V
(magnificacion 200x)

Ly
Figura 54. Microfotografias de la linea de cincer colorrectal
Caco2 en cultivo.
(a) Células parentales. (b) Caco2 transfectadas con pTRE (aumento
20x)
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12 130 140 150 160 170
CACCAGC TCCAACTACCACAAGT TTATAT TCAGTCATTTTCAGCAGGCCTTATAATA

Figura 55. Cromatograma representatlvo de uno de los clones transfectados
con el vector pTRE K12V en la linea colo320DM.

Ausencia de la mutacion (AAC) en el codon 12, que porta el vector, y presencia
de la secuencia wt (ACC) en este codon.

Los resultados obtenidos para la linea tumoral de CCR Caco-2 transfectada
con el vector pTRE- K12V fueron similares a los descritos para Colo-
320DM. (figura 56)

500 S10 520 530
1GGCACTCTTGCCTACGCCACCAGCTCCAACTAC!

| |
\ ‘ﬂ ‘
|
SN Y Lh ol R L A IL

Figura 56. Cromatograma representatlvo de los clones
transfectados con el vector pTRE K12V en la linea
Caco2.

Se observd ausencia de la mutacion en el codon 12 de K-
ras (AAC), y la presencia de la secuancia wt (ACC) en
este codon.
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También transfectamos la linea colorrectal SW48, que presenta K-RAS
silvestre, con los vectores pTRE-K12V y pTRE-K13D. Los clones
obtenidos durante la seleccion con el antibidtico cambiaron la morfologia,
siendo ésta mas mesenquimal, pero no se pudieron aislar, ya que al poco

tiempo de iniciar su desarrollo, morian.

Por otra parte, transfectamos vectores que contenian el minigen de KRAS
Neo (vector vacio) y K12V en la linea SW48. Las células transfectadas con
K12V cambiaron su morfologia al poco tiempo de la transfeccion, durante
el periodo de seleccion (figura 57). Los clones aislados se secuenciaron
para evaluar la presencia o ausencia de la mutacioén. Sin embargo, de los
clones secuenciados ninguno presentd la mutacién, a pesar de que el

cambio morfoldgico era evidente y se mantenia en el tiempo (figura 58).

La tabla 28 muestra el resumen de los resultados obtenidos de las

transfecciones realizadas

Figura 57. Microfotografias de la linea SW48 en ltivo.
A la izquierda células SW48 transfectadas con el mini gen de K-RAS NEO. A

la derecha, estas mismas células transfectadas con K12V (aumento 100x)
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22 clones aislados de Vahna 12> PCR posmvo.
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Figura 58. Cromatogramas representativos obtenidos a partlr de los
clones transfectados con el vector que contiene el mini gen K12V.
Se observa la ausencia de la mutacion en el codon 12 (AAC) que porta el

vector de expresion y la presencia de la secuencia wt (ACC) en este
codon.

En la Tabla 28 se presenta un resumen de los resultados obtenidos en los
clones generados mediante la transfeccion de los distintos vectores de
expresion en las lineas celulares de CCR humano Colo320DM, Caco2 y
SW48. Se describe la viabilidad, cambio morfolégico y presencia o

ausencia de la mutacion en el oncogén K-ras en los clones obtenidos.
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Tabla 28. Resumen de los resultados de las transfecciones con los distintos vectores
de expresion del oncogén K-RAS en las distintas linias celulares de CCR humano

Linea celular C%ﬁzo Caco2 SWwW48 Sw48 Sw48
Mutac1’0n K- wt o K-wt K-wt K-wt
Interés B-mut
Inestabilidad -~ /qq MSS MSI MSI MSI
Vector pTRE2 pTRE2 pTRE2- plzll{fé " Mini gen
Transfectado K12V K12V K12V KRAS
y Neo
L Promotor
Vector CMV CMV CMV CMV
KRAS
Transfectado
Si, pero Si, pero
Cambio mueren mueren
morfolégico Si Si antes de antes de Si
formar formar
clones clones
Supervivencia Si Si No No si
Clones
Presen'c ,la Ausencia  Ausencia  No evaluado o Ausencia
Mutacion evaluado

2.3 Obtencion de tumores por inyeccion ortotopica y seleccion in vivo

de células de CCR portadoras de las distintas mutaciones

La pérdida de la mutacion de K-RAS en los clones tras la transfeccion de
las células con el vector portador del oncogén K12V y su posterior cultivo
in vitro, nos llevd a explorar si las condiciones in vivo eran mas adecuadas
para conservar la mutacion y/o mantener la viabilidad de las células que las
condiciones in vitro, considerando que el microentorno tisular ortotopico

tendria mas similitudes al encontrado cuando se genera la tumorigénesis y
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seria mas adecuado para la seleccion de clones que el ofrecido mediante el
cultivo celular. Con ese objetivo, se inyectaron ortotopicamente las células
Colo-320 y las Caco-2 que habian sido transfectadas 24 horas antes con el
vector pTRE- K12V en un grupo de ratones, y las células parentales sin
transfectar en el grupo control. Tras la inyeccidon ortotopica de ambas
lineas celulares, ninguna dié resultados satisfactorios, ya que no se formod
tumor local en ninguno de los nueve ratones swiss nude inyectados del
grupo control (células parentales) o del grupo experimental (células

transfectadas con pTRE-K12V).

2.4 Introduccion de mutaciones en K-RAS, B-Raf v PI3K (H1047R)

en células SW48 utilizando recombinacion homologa

La falta de viabilidad de las células de CCR que expresaban los distintos
mutantes de K-RAS bajo el promotor de CMV, o multiples copias del
minigén de K-ras bajo su propio promotor, sugiridé que los niveles de
expresion elevados de los mutantes de K-RAS podrian inducir la muerte de
los transfectantes, ya que un promotor potente y/o la integracion de
multiples copias del oncogén en los trasnfectantes podrian inducir niveles
elevados de expresion de los transgenes asociados. Consecuentemente, se
penso como tercera estrategia el utilizar la recombinacion homologa para
introducir las mutaciones de interés en un solo alelo en la linea celular
SW48. Este procedimiento permitiria que se expresara un solo alelo
mutado a partir del propio promotor de K-RAS, y por tanto que se
alcanzaran niveles significativamente menores que los obtenidos mediante
la utilizacién del promotor de CMV o multiples copias del oncogén K-ras.
La linea SW48 es portadora de K-RAS silvestre y es una linea celular que

estd bien caracterizada en la bibliografia. Por ese motivo, contactamos con
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el grupo de Alberto Bardelli que es experto en la generacion de clones
recombinantes con distintas mutaciones en lineas de CCR humano.

En colaboracion con el grupo del Dr. Bardelli, nos enfocamos en la
generacion de recombinates para mutaciones encontradas con mayor
frecuencia en pacientes y que presentan mas relevancia clinica en CCR,
como son KRAS (G12V) y KRAS (G13D), presentes en un 15 % y un 10%
de los tumores de CCR, respectivamente '**, BRAF (V600E) en un 4-15%
y PI3KCA (H1047R) en un 10-18% de los casos. El procedimiento de
obtencién de recombinantes se ha descrito en detalle en DiNicolantonio *’.
Se trata de utilizar un virus adeno-asociado para producir la recombinacion
sustituyendo uno de los alelos silvestres del proto-oncogén
correspondiente, por el alelo mutado del oncogén de interés (K-RAS,

PI3KCA o BRAF).

Una vez obtenidos los clones por recombinaciéon homoéloga (disponiamos
de dos clones por mutacion), éstos se secuenciaron para confirmar la
presencia de las distintas mutaciones antes de ser utilizados en los
experimentos in vivo (figura 60y 61). En todos los clones recombinantes
se demostro la presencia de las mutaciones en K-RAS (G12V y G13D), B-
Raf (V600OE) 6 PI3K (H1047R). Ademds se comprobo la expresion de la
proteina por Western Blot con anticuerpos contra K-RAS, PI3K y B-RAF,
observandose niveles de expresion similares entre clones y entre

mutaciones respecto al grupo control (WT) y su parental (figura 59).
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- | GapDH
Figura 59. Analisis de la expresion de K-
RAS, B-RAF y PI3K en los clones de la linea
celular SW48.

WT: SW48 WT (wild-type). GADPH se utilizo
como control de carga

TCAC TGACCAGG AGAAAG S0
e G e CTACAG HG AAATC'

i | U A \m Ui

PI3K.E545K. Braf V600E
Wt2>GAG Wt2>6TG
mut>AAG Mut=>GAG

Figura 60. Cromatograma representativo de la

secuenciacion de los recombinantes de SW48 con

mutacion en PI3K (E545K) y B-RAF(V600E).
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Alelo wt de KRAS
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Figura
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61. Cromatogramas representativos de la secuenciacion de los

recombinantes de SW48 con mutacion en K13D 6 K12V.
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3. PAPEL DE PI3K, BRAF y KRAS D13 EN TUMOROGENESIS Y
METASTASIS EN CCR

3.1. Formacion de tumor primario v patron de diseminacion

metastasica de los recombinantes de SW48 con mutacion en PI3K, B-

raf o KRAS D13 tras inveccion ortotopica.

Una vez obtenidos los clones recombinantes de la linea celular SW48,
portadores de las mutaciones en PI3KCA (H1047R), BRAF (V600E) o
KRAS (G13D), se crecieron las células y se inyectaron directamente
(inyeccidn ortotdpica, ORT) en el ciego de ratones inmunodeprimidos de la
cepa Swiss nude, utilizando el procedimiento OCMI. Este estudio permitio
conocer la capacidad tumorogénica y metastasica de la linea celular SW48
in vivo tras la introduccion de las distintas mutaciones heterocigotas. Tras
la necropsia, se tomaron muestras del ciego (lugar del punto de inyeccion y
localizacion del tumor local), asi como de los organos visiblemente
afectados, o de aquellos 6rganos en donde se esperaba que se desarrollaran
metastasis (ganglios linfaticos mesentéricos regionales y distales, higado,

pulmoén, y oérganos intraperitoneales afectados).

163



RESULTADOS

Tabla 29. Nimero de ratones inyectados, tasa de injerto y numero de ratones
afectados con micrometastasis linfaticas, hematogenas (higado y pulmon) y
carcinomatosis, tras inyeccion ortotopica directa de los recombinantes de SW48 con

mutacion en PI3K, BRAF y KRAS D13

Diseminacion Micro [na/nt (%)]*
cI;::r:r R?;;Sn rll‘::?éi:(j;f )t]O Linfatica Hepatica Pulmonar Carcinomatosis
SW48 WT 7 1/7 (14) 0 0 0 0
%‘;‘;‘g 8 1/8 (13) 1/8 (13) 0/8 (0) 1/8 (13) 0/8 (0)
S‘KfFB' 8 1/8 (13) 0 0 0 0
%‘;"343 8 1/8 (13) 0 0 0 0

a. [na/nt (%)]:[ na: mimero de ratones afectados en el grupo/nt: mimero de ratones
positivos totales en el grupo (porcentaje de ratones afectados)]

Obtuvimos una baja tasa de injerto, entre el 13-14% en todos los grupos
inyectados. Ademads, el analisis de las metastasis revelo la afectacion
metastasica de un solo raton en el grupo PI3K, que presentaba una
micrometastasis linfatica y otra hematdgena, circunscrita a nivel pulmonar

(tabla 29).

Aumento de capacidad metastasica utilizando el pase previo sc en la

linea de cancer colorrectal SW48

En base a la baja tasa de injerto y de diseminacion metastasica obtenida al
inyectar los clones recombinantes de la linea celular SW48, portadores de
las mutaciones en PI3KCA (H1047R), BRAF (V600E) o KRAS (G13D)
mediante inyeccidn ortotdpica directa de la linea celular (OCMI), se
decidi6 utilizar el pase previo subcutdneo para potenciar la capacidad
metastasica de la linea, segiin se habia demostrado durante el desarrollo
del objetivo 1 de este trabajo. Para ello, se utilizaron los recombinantes de

SW48 WT y SW48 K13D y se inyectaron ortotopicamente con y sin pase
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previo subcutaneo, en un experimento preliminar al del estudio de la

capacidad metastasica de los mutantes K12V y K13D. Se observd, de

modo similar a lo demostrado con la linea HCT116, que el pase

subcutaneo de la linea SW48 aumenta considerablemente su tasa de

injerto y de diseminacién metastasica. El nimero de animales positivos

para tumor primario en el grupo SC+ORT (22% en WT y 57% en KD13)

fue mucho mayor que el de el grupo ORT correspondiente para cada

mutante Ademas, la afectacion linfatica, tanto micro como macroscopica,

y la diseminacion peritoneal y hematdégena pulmonar pasé de ser

inexistente tras inyeccion ORT directa a alcanzar un 22% en WT y un

29% en K13D, tras el pase subcutdneo seguido de inyeccion ortotopica

(figura 62).
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Figura 62. Mejora de la capacidad metastisica mediante el pase SC previo a la
inyeccion ortotépica, evaluado en la linea de CCR humano SW48

(a) ) Tasa de injerto y de metastais en la linea SW48 parental (K-ras WT) para el grupo
ORT y el grupo SC+ORT, y (b) Tasa de injerto y de diseminacion metastasica para los

recombinantes K13D en el grupo ORT y SC+ORT.
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4, PAPEL DE LAS MUTACIONES K12V vy KI13D EN
TUMOROGENESIS Y EN METASTAGENESIS EN CCR

En base a los resultados previos con la linea SW48, por los que se
cofirmaba el aumento de la capacidad metastidsica de esta linea por
inyeccion ortotdpica tras pase subcutaneo (SC+ORT), de modo similar a
los resultados con la linea celular HCT116, decidimos utilizar el
procedimiento SC+ORT para comparar la capacidad metastagénica de
SW48 WT, K12V y K13D. Con ese objetivo, los distintos recombinantes
de la linea celular SW48 portadores de las mutaciones en K12V 0 K13D, y
del vector vacio control (WT), obtenidos por recombinacién homodloga,
fueron inyectados subcutaneamente en ratones de la cepa Swiss nude. La
figura 63 describe la evolucion del crecimiento de los tumores
subcutaneos generados. Los tumores que expresaban KrasD13 (D13)
mostraron un crecimiento mayor que los que tenian la mutacion K12V y la

linea parental con el vector vacié (K-ras WT).
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Figura 63. Tasa de crecimiento tumoral tras inyeccién subcutinea
de los clones recombinantes SW48 WT, K13D y K12V.

La tasa de crecimiento se expresa en V{/Vi=Volumen final/Volumen
inicial. Diferencias significativas al dia 24 post-inyeccién entre el grupo
WT vs KD13 y KV12 vs KD13 (p=0.03, test de Mann-Whitney).

4.1 Formacion de tumor primario, patron de diseminacion metastasica

y supervivencia de los animales a partir de la inyeccion ortotopica, tras

pase dubcutaneo, de los recombinantes SW48 WT. K13D o K12V.

Una vez extraidos los tumores subcutaneos generados por la inyeccion de
los rembinates SW48 WT, K12V y KI13D, las células aisladas fueron
inyectadas en el ciego de ratones Swiss nude mediante OCMI. La viabilidad
celular después de la disgregacion del tumor fue del 87%-90% (figura 64 y
65). Una alicuota que contenia 8 millones células disgregadas y aisladas,
fue recultivada para determinar posteriormente su viabilidad, que resulto ser
del 87%-90% en los tres grupos a las 36h post-cultivo, sin observarse

diferencias significativas entre ellos en este parametro.
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Figura 64. Verificacion de la viabilidad de las células SW48 WT, K12V y
K13D aisladas y recultivadas tras la disgregacion del tumor SC.
Ensayo realizado a las 36 horas de recultivo.

re-cultivo

21111).¢ g 200X

Figura 65. Microfotografias de los clones de SW-48 K-
RAS (WT, KV12, KD13) en cultivo, antes y después del
crecimiento SC en raton y posterior re-cultivo.
Magnificacion: 200X.
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El seguimiento de los animales tras la inyeccion de los recombinantes de
SW48 fue idéntico al descrito para el experimento HCT116 (apartado 3.4.3
de metodologia). Tras la necropsia, se tomaron muestras del ciego (lugar
del punto de inyeccion y de formacion del tumor primario), asi como de los
organos afectados, o aquellos 6rganos en los que se esperaba que se
desarrollasen metastasis (ganglios linfaticos mesentéricos regionales y
distales, higado, pulmén y cavidad peritoneal). En la tabla 30 se muestra
los resultados obtenidos en cuanto a tasa de injerto volumen tumoral y

supervivencia de los animales.

Tabla 30. Tasa de injerto, volumen del tumor primario y tiempo de
supervivencia para los grupos SW48 WT, K12V y KI13D, inyectados

ortot()Eicamente tras pase subcutaneo.

Tumor Local
Tasa de Volumen Supervivencia
Grupo . . Tumoral ,
SW48 injerto (mm’) (dias)
[raton (%)] MediatEE Media+EE

WT 33° 964+23"¢ 265+18¢
K12V 73? 1201483¢ 190+20¢
K13D 57 1395+118" 188+ 361

Andlisis estadistico “p=0.08 (Test de Fisher), "p= 0.001 y ‘p=0.04 (T-student), “‘p=
0.030 (Kaplan-Meyer).

El andlisis histopatoldgico mostré tumores de tipo indiferenciado, con
presencia de luces inferior a un 5%, y un 40-70% de necrosis. En todos los
animales analizados, para cada uno de los tres grupos, el tumor primario
invadié todas las capas colonicas hasta alcanzar la capa serosa (estadio V),

presentando ademas, invasion vascular (figura 66).

169



RESULTADOS

K12V
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Figura 66. Macrofotografia de tumores primarios representativos de los grupos
SW48 WT, K12V y K13D, obtenidos mediante inyeccion ortotopica tras pase
subcutaneo previo.

Los tumores primarios crecen en todos los grupos de forma tangencial y
circunferencial, ocupando la totalidad del area del ciego (a), H&E del tumor primario
mostrando su histologia a 100X y 200X magnificacion.

- T T

El desarrollo de tumores que expresaban los oncogenes K12V o K13D
redujo significativamente el tiempo de supervivencia de los animales que

los portaban respecto a los animales control WT, que expresaban KRAS
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silvestre, siendo estas diferencias significativas entre los grupos WT y

K12V, y entre los grupos WT y K13D (figura 67).

1,07
WT
Kiz2v
K13D
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E 0.4 Chi-cuadrado g Sig
% Log Rank (Mantel-Cox) 6,989 2 030
(] Breslow ( Wilcoxon 6,571 2 037
0,27 generalzado)
Tarone-Ware 6,709 2 033
0,0
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Figura 67. Analisis de supervivencia utilizando el método de Kaplan Meier
entre los animales de los grupos K12V, K13D y WT

Las distribuciones de supervivencia fueron comparadas utilizando el test log- rank,
Breslow y Tarone-Ware.

Para el andlisis estadistico relacionado con el estudio de la metastagénesis,
se incluyeron unicamente los animales positivos en cuanto a desarrollo de
tumor primario y/o afectacion metastasica. El andlisis del tumor primario
mostré un aumento significativo de la tasa de injerto en los animales
portadores de las mutaciones KV12, respecto al grupo de animales control
WT, ademas de un aumento significativo del volumen tumoral en los
animales de los grupos KV12 y K13D frente a los del grupo control WT
(p<0.05). Es importante destacar que la media del volumen tumoral fue
significativamente mayor en el grupo K13D que en grupo K12V, como

sucedio en los tumores crecidos subcutaneamente (p=0.03) (tabla 30).
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El analisis de los 6rganos afectados tras la necropsia se resume en la tabla
31. Para hacer comparables los hallazgos histopatologicos entre grupos, en
el grupo WT sélo se consideraron los animales con un tiempo de
supervivencia igual o inferior al de los otros dos grupos (K12V y K13D) ya
que el tiempo de supervivencia en el grupo WT fue significativamente
mayor que el de los grupos que expresaban el oncogén K12V o K13D. Los
animales inyectados con los recombinantes de SW48 que expresan K12V
mostraron mayor nimero de animales afectados por metastasis linfaticas
microscopicas (73%) que en el grupo K13D (29%) o que en el grupo WT
(11%), siendo estas diferencias significativas (tabla 31). No se registraron
metastasis hepdaticas en ninguno de los grupos analizados (WT, K12V o
K13D) derivados de la linea celular SW48, sugiriendo que ésta linea no

tiene capacidad de metastatizar en este 6rgano.

Tabla 31. Porcentaje de animales afectados por micro y macrometastasis
linfaticas, hepaticas, pulmonares y peritoneales en los grupos WT, K12V y
K13D, obtenidos por inyeccion ortotépica tras pase subcutaneo.

Metastasis totales
[n,/m, (%0)] 2
Grupo Raton Linféatica Pulmonar Carcino- Otras
SW48 {n,) mesentérica malosis linlaticas
WT 9 1/9 (11)* 1/9(22) 1/9(11) 0/9 (0)
K12v 11 8/11 (73) ¢ 411(36) 211 (27) 1/11 (9)
K13D 7 27 (29)¢ 27 (29) 2/7(29) 0/7 (0)

a Metastasis totales se refiere a la agrupacion de metdstasis microscopicas y/o
macroscopicas

Andlisis estadistico: , b p= 0.03, ¢ p=0.08

[na/nt (%)]: Afectacion metastasica expresada en numero de ratones afectados en
el grupo/numero de ratones positivos totales en el grupo (% de ratones afectados)
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4.2 Numero de focos v area de las metastasis hematogenas v linfaticas

Se analiz6 el nimero de focos tumorales formados en pulmoén y a nivel
linfatico en cada uno de los grupos: WT, K12V y K13D.

4.2.1 Numero de focos y drea de las metdstasis linfdticas

El analisis del numero de focos linfaticos mostré un incremento
significativo en los grupos K12V y K13D con respecto al control WT. Al
comparar ambos recombinantes entre si, se observo que K13D generd un

mayor nimero de focos que K12V (tabla 32, figura 68)

Tabla 32. Numero y area de ganglios afectados y focos tumorales linfaticos en los
animales inyectados con los recombinantes WT, K12V y K13D.

. Micro Area Micro | Macro Area Macro | Visible Vlsibl.e-Arca
Grupo | Raton Focos . : MediatEE
SW4S ) @) Focos Mediaz EE | Focos MediatEE | focos (x10¢ )
@) @) [ @) G10pm) | @y
WT 19 200 | 0 02t 0 o 2 e
K12V 81180 26t 12 30,3+8,3% 4 193,2 £28.6' 10 7523 £1937%
KI13D | 27°  37% | 27 12,1=28% | | 1585 13 26224005

ng. niimero de focos
Analisis estadistico: “ p= 0.03 y > p=0.08 (Test de Fisher), ©p=0.002, p=0.026y °
p=0.047 (T-Student),” p= 0,02, g p=0,05, " p=0,028, i,j p<0.05y k p=0,05.

El analisis del area de los focos metastasicos a nivel microscopico (focos
de menos de 1 mm de didmetro, con un 4rea menor a 785000 wm?) mostrd
que los animales del grupo KI2V presentaban focos de un tamafio
significativamente mayor que los animales del grupo K13D, mientras que
el grupo control, WT no gener6 ningun foco (figura 68 y 69).

A nivel macroscopico (focos con un diametro >1mm e <3mm), el grupo

KV12 presenté mayor numero y tamafio de los focos que el grupo K13D,
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aunque esta diferencia no llego a ser significativa. Por el contrario WT no

presentd ningun foco macroscdpico.

Ademas, se observaron focos macroscopicos visibles (didmetro>3mm, que
son facilmente apreciables visualmente en la preparacion), observandose
areas significativamente mayores para el grupo de K12V que para el grupo

K13D (p=0.05).

Figura 68. Metastasis linfaticas desarrolladas en los grupos K12V y K13D.
Macro y microfotografia de una metastasis linfatica del grupo K12V (ay b) en la que
se observa un ganglio infiltrado por células tumorales (b, *), c¢: microfotografia del
mesenterio de un raton del grupo KI13D en la que se observan multiples focos
metastasicos; d: microfotografia de un ganglio linfatico del grupo WT sin ningln tipo
de afectacion tumoral. La linea punteada sefializa las afectaciones metastasicas.
Magnificacion 100x y 40x.

i
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En la Figura 69 se presenta un resumen comparativo del ntimero de
animales afectados, y del numero y darea de focos linfaticos

desarrollados entre los grupos K12V y K13D.

B Animales afectados
B Focos micro

B Area focos micro
= Fo:os macre

* | Area focos macro
200 0 Focos Visibles 8000

B Area focos visibles
1 7000 ~
2w £
= 8000 =
“ 140 2
. w
£ 5000 %
£ * =]
= * =
z 4000 3
T80 =
&2 £ 3000 -
= - L ] H
E = 2000 %

o M
7z -t 40 ]
= Z
!
29 | r 1000 ™

Ki2v K13D

Figura 69. Analisis comparativo del tamafio del tumor primario, nimero de
animales afectados, nimero y drea de los focos micro, macro y visibles de las
metastasis linfaticas en funcién de la expresion del oncogén K12V o K13D.

En * y e se muestran las diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05)
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4.2.2 Anadlisis del numero de focos metastdsicos y drea en las metdstasis

pulmonares

En pulmén no se observaron diferencias significativas en cuanto al nimero
de animales afectados o el nimero de focos (tabla 33). Sin embargo, el
analisis del area de los focos metastasicos reveld que en el grupo K13D se
generaron focos de un tamafio significativamente mayor que en el grupo

WT (p<0.05) o que con el grupo K12V (p<0.01) (figura 70 y 71).

Tabla 33. Nimero Yy drea de los focos tumorales
pulmonares en los animales inyectados con los
recombinantes WT, K12V y K13D.

G 0 Rato Focos LD Area Micro
s:w'f:s ® “ gy Focos Media+ EE
ol @ (x10 pm?)
WT 19 10 10 89+0,2
K12y 4/11 34 34 6.4+1,5%
K13D 27 27 27 11,9+ 3.8

ng. niimero de focos
Andlisis estadistico: a p<0,05y b p<0,01 (Test de Mann

Whitney)
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Figura 70. Tincion con H&E de las metastasis pulmonares en los ratone
inyectados ortotépicamente con células SW48 aisladas de tumores subcutaneos.
a'y b. Microfotografia de un pulmén del grupo WT conteniendo una micrometastasis;
Micrometéstasis pulmonares en el grupo K12V (¢ y d) y K13D (e y f). En el grupo
K13D se observa el pulmoén infiltrado por numerosas micrometastasis, un numero
mayor que en K12V. La linea punteada sefializa los focos tumorales. Magnificacion
40x,100x y 200x

En la Figura 71 se presenta un resumen comparativo del niimero de
animales afectados, y del numero y area de focos pulmonares

desarrollados entre los grupos K12V y K13D.
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Figura 71. Comparacién entre el nimero de animales afectados y el nimero y
area de los focos micro y macrometastasicos pulmonares en los grupos K12V'y
K13D.

(*)Diferencias estadisticamente significativas a una probabilidad p<0.01

4.3. Alteraciones moleculares observadas en tumor primario y focos

metastdticos en los grupos K12V y K13D

A continuacion, se describen los resultados del analisis molecular
comparativo realizado en tumor primario y focos metastaticos en los
animales de los grupos K12V y K13D que persigue la identificacion de
patrones de expresion y/o activacion de proteinas asociados con las
diferencias en eficiencia metastasica en los distintos 6rganos en funcién del
tipo de mutacion. El numero de focos metastasicos en el grupo WT era
limitado (ntimero de casos, n, baja), hecho que no permitia su comparacion
estadistica con los grupos K12V o K13D. Por ese motivo nos hemos
centrado en la comparacion de la expresion de proteinas entre los gtupos

K12V y K13D en los que si existian suficiente nimero de casos a
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comparar, y hemos excluido el grupo WT en el que el nimero de casos era
bajo. Las proteinas estudiadas estan implicadas en la sefializacion distal a
la oncoproteina K-RAS, asi como proteinas reguladoras de la proliferacion,
muerte celular, adhesion, invasion, diseminacion tumoral y vascularizacion

tumoral.

4.3.1. Expresion y activacion de las vias distales a K-RAS en los grupos

KI2Vy KI3D

Analizamos la expresion y activacion de las principales proteinas
implicadas en las vias de sefializacion distales a K-RAS para determinar si
existia una activacion diferencial en los tumores primarios y metastasis de
los grupos K12V y K13D que explicara el distinto patréon de diseminacion
observado entre ambos mutantes. El analisis, mediante IHQ, de una de las
principales vias efectoras, la via de MAP-K, mostr6 una activacion de
MAPK-P mayor en el grupo K12V que en K13D, aunque esta diferencia

no alcanzo significancia en tumor primario (p=0.07) (figura 72 y 73).

250 p=0.07

2007 T

1507

100

Expresion MAPK-P en tumor primario

T T
K12v K13D

Figura 72. Cuantificacion de la activacién de MAPK en los
grupos K12V y K13D.
Analisis estadistico: p=0,07 (Test de Mann-Whitney)
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Figura 73. Analisis de la activacion de MAPK por ITHQ en los grupos
K12V y K13D.

(a) adenocarcinoma de ovario como control positivo, y (b) adenocarcinoma de
mama como control negativo, (¢ y d): Inmunohistoquimica de MAPK en

tumores primarios K12V (¢) y K13D (d)

El analisis de la activacion de MAPK en las metastasis linfaticas y

pulmonares tampoco di6 resultados significativos entre los grupos K12V y

K13D (p>0,05).
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En lo que concierne a la via PI3K, se analiz6 también por
imnunohistoquimica el nivel de AKT-p en tumores primarios,
observandose un nivel de activacion significativamente mayor en los

tumores del grupo K12V que en los del grupo K13D (figura 74 y 75).
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Figura 74. Analisis por IHQ de I
K12V y K13D.

a y b: Controles positivo (adenocarcinoma de ovario) y negativo
(adenocarcinoma de mama); ¢ y d: Microfotografia de dos tumores
primarios de K12V (c¢) y KI13D (d) tefiidos con AKT-P; e y f
Microfotografia de dos tumores primarios de K12V (e) y K13D (f) tefiidos
con AKT-P: Magnificaciéon 100X y 200X.
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p=0.05
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Figura 75. Cuantificacion de la activacion de AKT en los
grupos K12V y K13D.
Analisis estadistico: p=0,05 (Test de Mann-Whitney)

Las diferencias en los niveles de activacion de AKT en muestras de
metastasis pulmonares (p=0,997) 6 de metastasis linfaticas (p=0,465) entre

los grupos K12V y K13D no fueron significativas.

4.3.2. Anadlisis de la expresion de la integrina beta 5 y beta 1

Para evaluar si el tipo de mutacion puntual (Vall2 6 Aspl3) en el oncogén
K-RAS regulaba la expresion de las distintas integrinas en las células de
CCR SW48 que lo expresaban, utilizamos IHQ para realizar el mismo
“screening” que se aplicd anteriormente a la linea HCT116 (apartado 2.1
de Resultados), y determinar la expresion de las o integrinas (1, 2, 3,4, 5, 6

yVv)y B integrinas (1, 2, 3,4, 5y 6).

De las trece integrinas evaluadas, unicamente las integrinas 5 y P1

presentaron expresion diferencial entre los grupos K12V y K13D. En el
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caso de la integrina 5, se observé un nivel de expresion elevado en los

tumores primarios del grupo K12V vy significativamente menor en los

tumores del grupo K13D (p=0.037, figura 76 y 77)
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Figura 76. Analisis de la expresion de integrina beta 5 por IHQ en los

grupos K12V y K13D.

a'y b: control positivo (higado de ratén) y negativo (anejo cutaneo de raton);
¢y d: fotografia de dos tumores subcutaneos de K12V (¢) yK13D (d)yey
f: tumores primarios de K12V (e) y K13D (f) tefiidos con integrina beta 5.
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Figura 77. Cuantificacion de la expresion de integrina B5 en
los grupos K12V y K13D

Analisis estadistico: p=0,037 (Test de Mann-Whitney)

Contrariamente a los hallazgos en tumor primario, el andlisis de la
expresion de beta 5 en las localizaciones metastasicas (ganglios linfaticos y
pulmén) no registré diferencias significativas entre K12V y KI13D

(p=0,496 a nivel linfatico y p=0,065 en pulmoén).

Por otra parte, la integrina 1 mostré mayor nivel de expresion en los

tumores primarios del grupo K13D que en los del grupo K12V (p=0,039,
figura 78 y 79)
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p=0.039
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Figura 78. Cuantificacion de la expresion de integrina 1 en
los grupos K12V y K13D en tumor primario.
Analisis estadistico: p=0,039 (Test de Mann-Whitney)

Figura 79. Analisis de la expresion de integrina beta 1 por IHQ en los grupos
K12V y K13D.

a y b: Microfotografia de dos tumores primarios de K12V (a) y K13D (b) tefiidos
con el anticuerpo para integrina beta 1. Magnificacion 400X

De nuevo, a diferencia de los hallazgos en tumor primario, el analisis de
expresion de integrina Bl en muestras de metdstasis linfaticas y
pulmonares no registrd diferencias significativas entre los grupos K12V y

K13D (p>0,05).
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4.3.3 Analisis de la expresion de la angiopoyetina 2

La angiopoyetina-2 (ANGPT2) se describe en la literatura como una
proteina implicada en el proceso de angiogénesis tumoral, cuyo mecanismo
de accion es la inhibicidon de la uniéon de angiopoietinal al receptor Tie-2
195 1o que provoca una desestabilizacion de los vasos y la formacién de
nuevos vasos en presencia de factores angiogénicos como el VEGF, que
vascularizan el tumor. En nuestro modelo la expresion de ANGPT2,
evaluada por IHQ, fue mas elevada en los tumores primarios del grupo

K13D que en los del grupo K12V (figura 80 y 81).
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Figura 80. Cuantificacion de la expresion de ANGTP2 por IHQ
en los grupos K12V y K13D.

Estadistica: p=0,046 entre Neo y K13D, p=0.022 (Test de Mann-
Whitney). El valor representado con el * se exculyd del analisis

estadistico por ser un outlier'*.
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K12vTP| = ies 400X)(K13D TP [Rd i
Figura 81. Analisis de la expresion de ANGTP2 por THQ en los
K12V y K13D.

a: control positivo (adenocarcinoma de colon); b: control negativo
(amigdala); ¢ y d: tumores subcutaneos de K12V (c¢) y K13D (d); e y f:
tumores primarios de K12V (e) y K13D (f) tefiidos con ANGPT2.

grupos

También se analizaron las diferencias en la expresion de ANGPT2 en los
focos metastaticos entre ambos grupos, observando un incremento

significativo en la expresion de ANGPT2 en el grupo K13D con respecto a
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K12V, en los focos metastaticos pulmonares (p<0.001) y en los linfaticos
(p=0.048) (figura 82-84). Asi mismo, la expresion de la ANGPT2
aument6 en los focos metastaticos pulmonares y linfaticos comparados con
el tumor primario del grupo K12V, aunque la diferencia no fue

significativa.

Linfatico

Pulmonar

* 5

g Sratin o i :1Q - X = - A ‘»-8_.(_ B ._-’-""‘1

Figura 82.Analisis de la expresion de ANGTP2 por IHQ en las metastasis
linfaticas y pulmonares de los grupos K12V y K13D.

a: linfatico K12V, b: linfatico K13D, c: pulmén K12V; d: pulmén K13D. La linea

punteada muestra los focos tumorales. Magnificacion 100X.
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Figura 83. Cuantificacion de la expresion de ANGTP2 en los
focos metastaticos pulmonares de los grupos K12V y K13D.
Analisis estadistico: p<<0,01 (K13D con respecto a K12V y Neo)
(Test de Mann-Whitney)
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Figura 84. Analisis de la expresion de ANGTP2 en los focos
metastaticos linfaticos en los grupos K12V y K13D.
Anélisis estadistico: p=0.048 (Test de Mann-Whitney)
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4.3.4 Analisis de la expresion de Serpina-1 en muestras de tumor

primario

Se analizo la expresion de Serpina-1 en las muestras de tumor primario y
de los tumores subcutaneos antes de ser disgregados, observandose una
expresion similar en los tumores subcutaneos de ambos grupos y un
aumento significativo (p=0,033) de la expresion en los tumores ortotdpicos
tras el pase subcutaneo en elgrupo K12V respecto a K13D (figura 85 y
86).
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Figura 85. Analisis de la expresion de serpina-1 en muestras de
tumor primario en los grupos K12V y K13D.
Andlisis estadistico: p=0.033 (Test de Mann-Whitney)
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K12V TP | & § 200X
Figura 86. Analisis d
y K13D.

a: control positivo (carcinoma escamoso de cabeza y cuello); b: control negativo
(pancreas murino) ; ¢ y d: tumores subcutaneos de K12V (¢) y K13D (d); e y f:

tumores primarios de K12V (e) y K13D () tefiidos con serpina 1.

il
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Ey

expresion de serpina 1 por IHQ en los gru'pos'KIZV

Contrariamente a los hallazgos en tumor primario, el andlisis de la
expresion de Serpinal en los focos metastaticos pulmonares mostré un

incremento significativo de su expresion en el grupo K13D con respecto a
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K12V (p<0.001, figura 87). Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas entre los grupos K12V y KI13D en la expresion de la

Serpinal en metastasis linfaticas (p=0,137).

us

Figura 87. Analisis de la expresiéon de Serpinal por THQ en
pulmonares de los grupos K12V y K13D.

a 'y b: fotografia de dos metastais pulmonares de K12V (a) y K13D (b) tefiidos con el
anticuerpo para serpina 1. Magnificacion 100 y 200X

4.3.5 Andlisis de la expresion de Vimentina en las muestras de tumor

primario

Por otra parte, se analiz6 la expresion de Vimentina, como marcador de la
transicion epitelio-mesenquima (EMT) en los tumores primarios de ambos
grupos observandose una mayor expresion de esta proteina en el grupo
K13D que en el grupo K12V (figura 88 y 89). En los tumores subcutaneos
también se registrd mayor nivel de expresion de Vimentina en los tumores

del grupo K13D que en K12V.
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Figura 88. Analisis de la expresion de vimentina por IHQ en los grupos
K12V y K13D.

a: control positivo (linea celular de carcinoma escamoso de cabeza y cuello
UM-SCC-74B); b: linea celular hipofaringea Fadu (negativo); ¢ y d: tumores
subcutaneos de K12V (¢) y K13D (d); e y f: tumores primarios de K12V (e) y
K13D (f) Magnificacion 200X.
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Figura 89. Analisis de la expresion de vimentina en muestras de
tumor primario entre los grupos K12V y K13D.
Estadistica: p=0.044 (Test de Mann-Whitney)

También se analizaron las diferencias en la expresion de Vimentina en los
focos metastaticos entre ambos grupos, observando un incremento
significativo en la expresion de Vimentina en el grupo K13D con respecto
a K12V, en los focos metastaticos linfaticos (p=0,034) y en los pulmonares

(p=0,022) (figura 90 y 91).
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Figura 90. Analisis de la expresion de vimentina en metéstasis linfaticas y
pulmonares entre los grupos K12V y K13D.

Estadistica: p=0.034 (metastasis linfaticas) y p= 0,022 (metastasis pulmonares, Test
de Mann-Whitney)
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Figura 91. Analisis de la expresién de vimentina en metastasis pulmonares y
linfaticas en los grupos K12V y K13D.
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4.3.6 Anadlisis de la expresion de Ki67 en las muestras de tumor primario

Se utilizd6 inmunohistoquimica para determinar el marcador de
proliferacion celular Ki67 en muestras de tumor primario. Este andlisis no
registrd diferencias significativas (p=1.0) en la expresion de Ki67 entre los

grupos K12V y K13D (figura 92)
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Figura 92. Cuantificacion de la expresion de Ki67 en muestras
de tumor primario en los grupos K12V y K13D.
Estadistica: p=1 (Test de Mann-Whitney)

4.3.7 Andlisis de la expresion de VEGFA en tumor primario

La expresion de VEGFA fue determinada mediante ensayo ELISA en las
muestras de tumor primario en los dos grupos mutantes, K12V y K13D,
observandose un disminucion significativa (p=0.025) en los niveles de

VEGFA en el grupo K13D con respecto a K12V (figura 93).
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Figura 93. Cuantificacion de la expresion de VEGFA
mediante ensayo ELISA, en el tumor primario de los
grupos K12V y K13D.

Analisis estadistico: p=0,025 (Test de Mann-Whitney)

Ademas, el analisis de expresion de VEGFA por inmunohistoquimica en
los focos metastasicos, registr6 mayor nivel de expresion de VEGF-A en
las metastasis pulmonares del grupo K12V que en las del grupo K13D
(p<0,001, figura 94 y 95), una observacidn contraria a la observada en el
tumor primario ya que en este caso se observo un aumento de la expresion
de VEGFA en el grupo K13D frente a K12V.
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Figura 94. Analisis d de VEGFA por THQ en las metastasis
pulmonares en los grupos K12V y K13D.
a: metastasis pulmonar K12V; b: metastasis pulmonar K13D.
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Figura 95. Analisis de la expresion de VEGFA en metastasis
pulmonares en los grupos K12V y K13D mediante ensayo de
ELISA.

Analisis estadistico: p<0,001 (Test de Mann-Whitney)

4.3.8 Anadlisis de la expresion de CXCR4 en los émbolos tumorales

Se analizo, ademas, la expresion de CXCR4 en los émbolos tumorales, que
participan en la diseminacién del tumor, dentro de los vasos de la capa
submucosa y grasa pericolica préxima al tumor primario, observandose,
una mayor expresion de CXCR4 las células tumorales que formaban parte
de los émbolos tumorales en el grupo K12V respecto a K13D (figura 96 y
97).

También se analizé la expresion de CXCR4 en los focos tumorales

linfaticos y pulmonares, siendo significativamente mayor en las metastasis

linfaticas en el grupo K12V que en el grupo K13D (p=0,009, figura 98).
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Figura 96. Cuantificacién de la expresion de CXCR4 en los
émbolos tumorales intravasados en tumores primarios de los
grupos K12V y K13D.

Analisis estadistico: p<0,05 (Test de Mann-Whitney)

Figura 97. Analisis de la expresion de CXCR4 por THQ en los embolos
tumorales intravasales de los grupos K12V y K13D.

a: células en bloque SW1417 (control positivo), b: tumor primario de la linea
celular HCT116 (control negativo), c: K12V, d: K13D,. Magnificacion 200X.

199



RESULTADOS

| K13D Infatico] « _
Figura 98. Analls1s de la expresmn de CXCR4 por IHQ en las metastas1s
linfaticas de los grupos K12V y K13D.
a'y b: fotografia de dos metéstasis linfaticas de K12V (a) y K13D (b) tefiidos con el
anticuerpo para CXCR4. Magnificacion 400X

4.3.9 Analisis de la expresion de PTHLH en las muestras de tumor

primario

Se analizo la expresion de la hormona paratiroidea-like debido a su
implicacion en carcinogénesis y diseminacion metastasica en cancer de
mama. Trabajos anteriores, utilizando xenografos de cancer de mama, la
relacionan con progresion tumoral y como la responsable de la
diseminacion metastasica hacia sangre periférica, medula 6sea, pulmon y
metastasis distales'”’. Teniamos interés en estudiar la expresiéon de esta
citoquina para determinar si estaba asociada con el tipo de mutacion en el
oncogén KRAS y con las las diferencias encontradas en diseminacion
metastasica entre mutantes. No obstante, se observo una ligera disminucion
de expresion en el grupo KI3D con respecto a K12V, pero no fue

estadisticamente significativa. (figura 99 y 100).
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Figura 99. Cuantificaciéon de la expresion de PTHLH en
tumor primario de los grupos K12V y K13D

Analisis estadistico: K12V vs K13D p=0.23 (Test de Mann-
Whitney)

S%e < - z O,
HQ en los tumores

Figura 100. Analisis de la expresion de PTHLH por I
primarios de los grupos K12V y K13D.

a: adenocarcinoma de mama (control positivo), b: adenocarcinoma de colon (control
negativo), ¢: Tumor primario K12V, d: Tumor primario K13D,. Magnificacion 100X.
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Finalmente, analizamos otros marcadores relacionados con proliferacion,
muerte celular, EMT y diseminacién metastasica (MAPK-P38, y-H2AX,
Snaill, I1-8 y Integrinas al-v y 2-4) que se han asociado previamentecon
prognosis en cancer colorrectal. Los resultados obtenidos en muestras de
tumor primario comparando el nivel de expresion de estas proteinas entre
los grupos K12V y K13D se resumen en la siguiente tabla, en la que se
muestra un nivel de expresion indetectable o ausencia de diferencias

significativas entre ambos grupos.

Tabla 34. Analisis de la expresion de MAPK-P38, Ki67, y-H2AX, Snaill,
IL8 y Integrinas al-v y B2-4 en muestras de tumor primario de los
grupos K12V y K13D.

p Value (grupo con
Anticuerpo TP K12V TP K13D
mayor expresion)
Phospho-

MAPK-P38

0,481 (K12V up)

Ki67 = = 1
v-H2AX = = 0,105 (K13D up)

Snail negativo negativo -

IL-8 = = =

Integrinas

negativo negativo -
al-vy p2-4

TP: tumor primario,; = expresion sin diferencias significativas
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Esta tesis ha tenido dos objetivos generales: la mejora del modelo de
inyeccion ortotopica OCMI de CCR metastasico, y el estudio del papel de

distintas mutaciones de K-ras en metastagénesis.

Respecto al primer objetivo se llevaron a cabo dos abordajes para aumentar
la eficiencia metastasica de las lineas celulares de CCR. En primer lugar se
optd por la administracion del factor estimulante de la formacioén de
colonias de granulocitos (G-CSF) a ratones inmunodeprimidos,
previamente a la inyeccidn ortotdpica de las células tumorales y como
segunda estrategia, se utilizo el pase subcutaneo para generar tumores a
partir de la linea celular, que una vez disgregados, y aisladas las células
tumorales, se inyectaron ortotopicamente en el ciego de ratones

inmunodeprimidos.

Para evaluar ambas aproximaciones, se utilizo la linea celular de CCR
humano HCTI116 de la que conociamos su patrén de diseminacién
metastasica. Esta linea genera metastasis linfaticas a nivel macroscépico, y
micrometastasis hepaticas y pulmonares por lo que es valida y util para
valorar procedimientos de mejora del modelo de metastasis en CCR. La
elevada eficiencia tumorogénica y metastasica de esta linea tumoral
permite la obtencion de resultados a corto plazo en comparacidon con otras
lineas celulares de CCR que tardan mds tiempo en generar el tumor

primario y mds aun en producir metastasis.
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1. EFECTO ANTITUMORAL Y ANTIMETASTASICO DE_GCSF
EN_EL_MODELO ORTOTOPICO DERIVADO DE LA LiNEA
CELULAR HCT-116

Se esperaba que la administracion de G-CSF a multiples dosis generara un
aumento de la diseminacidn metastasica. Este abordaje se sustentaba en los
numerosos trabajos publicados que describen a G-CSF ¢ al aumento de
neutrofilos como un factor pro-tumorogénico y pro-metastagénico, que
favorece la formacion del nicho premetastasico y, como consecuencia,

aumenta la eficiencia metastasica.

En este sentido, se ha descrito que G-CSF eleva el nimero de leucocitos
circulantes en sangre y potencia la capacidad metastasica de los
carcinomas de ovario’’, vejiga®®, nasofaringeo ** y CCR*, promoviendo
ademas, un comportamiento invasivo en los tumores no metastasicos a
través de la sobreexpresion de metaloproteinasas (por ejemplo, MMP9) y
TGF-B1 y de la induccidn de la expresion de la proteina Bv8, que funciona
como un quimioatrayente, aumentando la movilizacién y colonizacion de
los granulocitos hacia el pulmoén antes de la llegada de las células

tumorales'%.

Este efecto ha sido demostrado, ademas, en un modelo de xenografo de
cancer de mama, que produce tumores metastasicos que sobreexpresan G-
CSF, permitiendo la movilizaciéon de leucocitos y su colonizacion en los
organos distantes antes de la llegada de las células tumorales. Este trabajo
demuestra, ademas, que la administracion de G-CSF es suficiente para la
movilizacién de leucocitos hacia los lugares de diseminacion metastasica,

mejorando la capacidad invasiva de los tumores no metastaticos. En
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particular, G-CSF contribuye a la formacién de metastasis pulmonares
estimulando la movilizacion de neutrdfilos y monocitos (poblacion de
células Gr-1+CD11b+) y favorece la formacion del nicho premetastasico
pulmonar mediante la creacién de un entorno inflamatorio y proliferativo,
que genera una red vascular atipica y promueve la diseminacion
metastasica'”.  Por otra parte, el grupo de Pekarek demostrdé que los
neutrofilos estimulan el crecimiento del tumor primario a través de la
secrecion de factores pro-tumorigénicos que estimulan la angiogénesis e
inhiben la respuesta inmune''’. También se ha descrito que G-CSF tiene un

efecto supresor de la apoptosis en células de CCR humano HT-29'"

La mayoria de los tumores activan una respuesta inflamatoria y reclutan
leucocitos mediante la producciéon de varias citoquinas y quimiocinas''?
siendo ésta poblacion de células heterogénea, y formada principalmente
por neutrdfilos asociados a tumor (NAT). Aunque se ha descrito que la
infiltracion de los leucocitos esta asociada con buen prondstico en algunos

13114 " en modelos animales tanto transgénicos como

tipos de cancer
xenografos, los NAT tienen un efecto pro-tumorogénico. En este sentido,
Natori, T et al., observaron que G-CSF promueve el crecimiento tumoral y
la neovascularizacion in vivo, mientras que no tiene efecto sobre la

proliferacion celular in vitro*'.

Los numerosos estudios citados anteriormente que atribuyen un efecto pro-
tumorogénico al aumento de neutréfilos, nos condujeron a plantear el uso
de G-CSF, antes y después de la inyeccion ortotopica mediante OCMI,
para estimular la progresion tumoral y favorecer la formaciéon del nicho

premetastasico y como consecuencia, aumentar la eficiencia metastasica.
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Los resultados de nuestro estudio en el modelo de CCR HCTI116
demostraron que la administraciéon de G-CSF antes de la inyeccion de
células tumorales aumenta la cantidad de neutrofilos circulantes, a la vez
que disminuye de la cantidad de linfocitos en sangre en el grupo
experimental con respecto al grupo control. Ademads, observamos que su
administracidbn no era tdxica ya que no se encontraron diferencias
significativas en cuanto al tiempo de supervivencia o al peso de los
animales entre el grupo experimental y el control.

Contrariamente a la hipdtesis de partida, el andlisis histopatologico de los
tumores y focos metastasicos obtenidos en este modelo al final del
experimento, mostré una disminuciéon del volumen de los tumores
primarios, y de su capacidad invasiva a nivel local, ademds de una
disminucidn significativa en el nimero y area de los focos metastasicos
encontrados, tanto a nivel linfatico como metastasis hematogenas en

higado y pulmon en el grupo experimental respecto al grupo control.

A pesar de que G-CSF tiene un efecto antitumoral y antimetastésico, estos
efectos no se asociaron con la prolongacion de la supervivencia de los
animales, ya que los ratones morian, tanto en el grupo control como en el
experimental, por obstruccion intestinal. Aunque el volumen tumoral de los
animales tratados con G-CSF es significativamente inferior al del grupo

control, esta diferencia no prolonga la vida de los animales.

Consecuentemente, nuestros resultados demuestran que, en la linea celular
de CCR HCT116, G-CSF tiene efecto antitumoral y antimetastdsico, una
observacion contraria a la esperada. Este hallazgo, nos indujo a evaluar de
nuevo la bibliografia sobre el efecto de G-CSF en cancer. Encontramos,

que de la misma forma que existe literatura que apoya el efecto pro-
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tumoral y pro-metastasico de G-CSF, también existen publicaciones que
apoyan su posible efecto antimetastdsico. En este sentido, nuestros
hallazgos son consistentes con estudios recientes en modelos transgénicos
y xenodgrafos de cancer de mama, en los que se describe un efecto
antitumoral mediado por neutrofilos. Los neutréfilos se activan por
secrecion de las citoquinas CCL2/5, por parte de la célula tumoral, que
estimula a los receptores, CCR2 y CCR1, que expresan en su membrana.
Esta estimulacién conduce a un incremento en su producciéon de H,O, (a
través del complejo NADPH oxidasa) y la muerte de las células tumorales
por explosion (“burst”) oxidativa. La adquisicion de la capacidad
antitumoral se asocia con el fenotipo N1 en los neutrdfilos, que esta
regulado por TGF-f (proteina secretada por el tumor). El bloqueo de la
sefial de TGF-P seria el inductor del efecto antitumoral mediado por los

neutrofilos!''.

En nuestro modelo, los neutréfilos podrian tener un efecto citotoxico
similar al descrito por Granot et al., tanto sobre el tumor primario como
sobre las metastasis, destruyendo las células tumorales y disminuyendo la

colonizacién y posterior crecimiento del foco tumoral''®.

A continuacién se describen tres mecanismos alternativos basados en

publicaciones previas, que podrian explicar también nuestros resultados:

a) G-CSF podria tener un efecto directo sobre la célula tumoral a través de
la uniéon a su receptor (G-CSF-R) mediante el cual inhibiria su
proliferacion y/o migracion o induciria la muerte celular. En este sentido,
el trabajo de Faderl et al describe un efecto pro-apoptdtico, asociado con

la induccion de la expresion de procaspasa 3 y activacion de caspasa 3,
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ademads de la expresion de las proteinas SOCS y SHP1 en lineas de

leucemia''’.

b) G-CSF generaria un aumento del nimero de neutrdfilos que podrian
actuar a nivel de tumor primario, reduciendo el numero de células
tumorales circulantes capaces de colonizar el 6rgano diana, por tanto,

disminuyendo el nimero de focos metastaticos generados, y

c) El aumento del numero de neutréfilos circulantes inducido por G-CSF
podria destruir las células tumorales bien en el torrente circulatorio o en el
mismo organo diana para las metastasis, impidiendo la colonizacion y el

crecimiento de los focos metastasicos.

Considerando que en la literatura existen suficientes trabajos que
demuestran tanto un efecto pro-tumorigénico como anti-tumoral para G-
CSF, creemos bastante probable que dependiendo del “background”
genético y de las mutaciones presentes en cada tumor, o en cada una de las
lineas celulares tumorales estudiadas, G-CSF pueda estimular o inhibir la
diseminacion metastasica. En el caso de la linea celular de CCR HCT116,

G-CSF tendria claramente un efecto antitumoral y antimetastasico.

Para continuar esta linea de trabajo, nos proponemos estudiar si, en nuestro
modelo, los neutréfilos limitan el nimero de células tumorales circulantes
capaces de colonizar, los distintos organos diana para las metastasis,
limitando de este modo la eficiencia en su diseminacion. También,
queremos estudiar marcadores de apoptosis (p.e. caspasa 3 y caspasa 9) en
muestras obtenidas de focos metastasicos, asi como el estado de activacion

del receptor de TGF-f en el tumor primario, ya que trabajos recientes
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muestran que la inhibicidn de este receptor promueve un fenotipo
citotdxico para los neutrofilos; por el que adquieren la capacidad de inducir

la muerte de las células tumorales e inhibir el crecimiento del tumor. .

En concreto, queremos determinar si la via de TGF-f3 estd o no inhibida en
nuestro modelo, ya que su inhibicion explicaria que el aumento de
neutréfilos que se obtiene tras la administracion de G-CSF, produjera la
disminucidn del volumen tumoral y de la colonizacion de los érganos diana

para las metastasis.
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2. AUMENTO DE LA DISEMINACION METASTASICA
MEDIANTE CONDICIONAMIENTO SUBCUTANEO PREVIO A
LA INYECCION ORTOTOPICA DE LA LINEA HCT-116

Debido a que la administracion de G-CSF no consiguid su objetivo
de mejorar el modelo de metastasis en CCR, nuestra segunda aproximacion
fue evaluar si el pase subcutaneo (SC) previo a la inyeccion ortotdpica de
la linea celular HCT116 aumentaba la eficiencia metastasica. Para ello, se
llevd a cabo un estudio comparativo inyectando ortotopicamente esta linea

celular con y sin pase subcutaneo previo.

Esta propuesta estaba basada en diversos estudios que describian que la
utilizacion de pases sucesivos in vivo aumentaba la capacidad
tumorogénica y metastasica de las células tumorales. En este sentido,
Fidler et al., demostraron que la re-inyeccion sucesiva, en el pancreas o el
bazo de ratones inmunodeprimidos, de células tumorales aisladas a partir
de metéstasis hepaticas de cancer de pancreas, aumentaba la incidencia de
metastasis linfaticas y hepaticas en comparacion con su inyeccion directa
(una sola vez) en el pancreas. Este incremento de la capacidad metastasica
fue atribuido a un aumento de la expresion de factores de crecimiento pro-
angiogénicos, en particular del factor de crecimiento vascular endotelial
VEGF-A e IL-8 por parte de las células tumorales. Estos autores
observaron, ademas, que las células tumorales que se habian sometido a
pases sucesivos incrementaban su motilidad e invasividad, a través de la
sobre-expresion de colagenasa de tipo IV (MMP-9) y la infraexpresion de

E-caderina'®.
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Por otro lado, resultados previos generados por nuestro grupo que tenian
como objetivo el desarrollo de un modelo animal de linfoma no-Hodgkin,
utilizando la linea de linfoma difuso de células grandes WSU-DLCL-2,
mostraron un aumento de la tasa de injerto y la diseminacion metastasica,
tras la utilizaciéon de un pase subcutdneo previo a la inyeccion orotopica.
Este aumento de la capacidad de diseminacion estaba asociada con una
mayor expresion de las proteinas de adhesion FAK, p130Cas y con la

activacion de AKT'".

En nuestro modelo de CCR derivado de la linea de CCR humano HCT116,
el pase subcutdneo previo a la microinyeccion ortotdpica de las células
tumorales (condicionamiento subcutdneo) aumentd la eficiencia de
diseminaciéon metastasica. Esto es, en el grupo SC+ORT observamos
macrometastasis hepaticas visibles, y mayor niumero de micro- y o
macrometastasis a nivel linfatico, hepatico y pulmonar que en grupo ORT,
sometido Unicamente a microinyeccion ortotdpica directa. Estos efectos se
observaron, a pesar de no existir diferencias en la tasa de injerto, en el
tamafio del tumor primario o en el tiempo de supervivencia de los animales
entre los grupos SC+ORT y ORT. Por tanto, la utilizacion del
condicionamiento subcutaneo en el modelo de CCR HCT116, induce un
aumento significativo de la diseminacion metastasica, a través del
incremento del numero de colonias y la estimulacion de la transicion de

micro- a macrometastasis en la mayoria de los 6rganos colonizados.

A nivel linfatico observamos que en el grupo SC+ORT se producia un
incremento del area y del numero de focos macroscépicos respecto al
grupo ORT. Ademads, tnicamente el grupo SC+ORT desarrollaba focos

metastaticos visibles. Es decir, a pesar de no aumentar la frecuencia de
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colonizacion de los ganglios linfaticos por parte de las células tumorales, el
condicionamiento subcutaneo altera el comportamiento de las células
tumorales, estimulando la transicion de los focos metastaticos
microscopicos a macrometastasis. Esto es, una vez el ganglio ha sido
colonizado, las células tumorales procedentes del grupo SC+ORT poseen
mayor capacidad de activacion angiogénica (capacidad para inducir la
formacion de nuevos vasos) y de inducir la proliferacion de los focos

metastaticos.

El mayor impacto del condicionamiento subcutineo se observo en las
metastais hepaticas. Asi, el grupo SC+ORT registré6 mayor numero y area
de focos micrometastdsicos, y mayor numero y area de focos
macrometastasicos que el grupo ORT. Ademads, uUnicamente el grupo
SC+ORT desarrolld focos hepaticos visibles. Estos resultados indican que
el pase subcutaneo previo a la inyeccidn ortotdpica aumenta la
colonizacion hepatica por parte de las células tumorales asi como la
transicion de micro metastasis a macrometastasis y de estas a metastasis
visibles. Estos efectos sugieren que el condicionamiento subcutaneo induce
la activacidon angiogénica (neoangiogénesis) a la vez que la proliferacion

de los focos metastasicos.

Consideramos especialmente relevante el hallazgo de que en nuestro
modelo de CCR el pase subcutdneo aumente la diseminacion metastasica,
especialmente en el higado, hasta desarrollar metastasis hepaticas visibles
que afectaban al 95% del parénquima en un subgrupo de animales. Su
relevancia deriva del hecho de reproducir fielmente la observacion clinica
de que numerosos pacientes con CCR mueren por el crecimiento de las

metéstasis hepaticas''®. Previamente, se han descrito modelos de metastasis
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hepaticas en CCR, obtenidas por inyeccion de las células tumorales en el
bazo'”, pero consideramos que estos modelos no reproducen el proceso
patolégico observado en CCR en pacientes, teniendo por tanto menos
capacidad traslacional en cuanto al estudio de los mecanismos de

metastasis o el desarrollo de farmacos antimetastasicos.

Por otra parte, en nuestro modelo observamos que el condicionamiento
subcutaneo estimuld la colonizacién del pulmoén, a pesar de no aumentar el
crecimiento de los focos metastasicos en este organo. Este argumento se
basa en la observacion de un mayor numero de focos microscopicos
pulmonares y de un mayor numero de animales afectados por metastasis
pulmonares en el grupo SC+ORT que en el ORT. Cabe destacar que las
metastasis a pulmon son la segunda localizacion en cuanto a incidencia de

metéstasis a distancia en CCR, después de las hepaticas'"”

En definitiva, el condicionamiento subcutaneo aumenta la eficiencia
metastasica de los modelos ortotdpicos en todos los drganos afectados por
metastasis en pacientes con CCR (ganglios linfaticos, higado y pulmoén).

A pesar de que el pase subcutaneo previo a la inyeccion ortotdpica
de las células tumorales aumenta significativamente la tasa de metastasis,
tanto en numero de focos que colonizan el 6rgano diana como su
crecimiento una vez establecidos en estos érganos, esto no se traduce
globalmente en una reduccién del tiempo de supervivencia ya este
parametro era similar entre los grupos SC+ORT y ORT. Esta observacion
estd probablemente relacionada con que los animales continuaban
muriendo por obstruccién intestinal debido al crecimiento del tumor
primario, no por la mayor tasa de metastasis generada. Sin embargo, es

importante destacar que los animales que presentaron macrometastasis
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visibles en el higado tuvieron una media de supervivencia mas baja que la
media del grupo (59 frente a 69 dias tras la inyeccion de las células
tumorales en la pared del colon). Es posible que estos animales murieran
antes que el resto, como consecuencia de las metastasis hepaticas visibles
que afectaban la mayor parte del parénquima hepatico, pudiendo
comprometer la funcion de este 6rgano. Para que los animales mueran por
diseminacién metastasica y no por obstruccion intestinal, en el futuro nos
proponemos realizar un experimento en el que resecaremos el tumor
primario para evitar la muerte del animal por obstruccidon intestinal
asociada al crecimiento del tumor primario, y permitir un mayor desarrollo

de las metastasis.

En resumen, consideramos que la utilizacion del pase subcutaneo previo a
la inyeccion ortotopica genera modelos de CRC mas cercanos a la
situacion clinica, ya que aumenta la eficiencia de metastasis en todas las
localizaciones metastasicas observadas en pacientes (ganglios, higado y
pulmoén), siendo en la actualidad el modelo que mejor replica estas
observaciones. Especialmente, este modelo permite el desarrollo de las
metastasis hepaticas visibles que comprometen la funcién hepatica lo que
no se habia conseguido anteriormente con el modelo OCMI, o con otros
modelos animales de cancer colorrectal, ya sean de metastasis
experimentales o mediante la generacion de modelos genéticamente

modificados®'.

En la literatura se describen otros modelos como el generado por Fidler, ya
citado anteriormente, que utiliza pases sucesivos en el bazo, para generar
metastasis hepaticas; sin embargo, este modelo no reproduce el proceso

patolégico observado en pacientes y necesita mas tiempo para su
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desarrollo, debido al largo periodo que se requiere para generar focos
metastasicos entre pases sucesivos in vivo (alrededor de seis meses para
cada pase). En comparacion, nuestro modelo es mas rapido ya que utiliza
un unico pase in vivo, que requiere un periodo de 15 a 20 dias para
desarrollar el tumor subcutaneo, y aproximadamente dos meses adicionales

para obtener las metastasis en el modelo ortotopico subsiguiente.

2.1 Cambios histologicos v moleculares asociados al incremento de la

metastagénesis en HCT-116 tras condicionamiento subcutaneo previo

a la inveccion ortotopica.

El pase subcutaneo previo a la inyeccion ortotopica de las células HCT116
afectd mas al desarrollo de metastasis que al crecimiento del tumor
primario. De este modo, la tasa de proliferacidn, los niveles de necrosis y
de apoptosis, y el volumen final del tumor primario fueron similares entre
los grupos ORT y SC+ORT, mientras que la eficiencia metastasica
aumentd en el grupo SC+ORT en todos los organos estudiados. Por ese
motivo, los cambios moleculares observados tras el condicionamiento
subcutaneo deben relacionarse mas con la potenciacion de la capacidad

metastasica que con el crecimiento del tumor primario.

El aumento de la diseminacion metastasica observado en el grupo
SC+ORT se asocia con activacion de la via de PI3K/AKT, la
sobreexpresion de VEGF-A y la infraexpresion de la integrina 1 en el
tumor primario. La proteina AKT forma parte de la via de transduccion de
sefial PI3K/AKT, actuando como efector de PI3K y estando implicada en
la regulacion de la proliferacion (aumento del nimero de células), el

crecimiento (aumento del tamafio de las células), la supervivencia y la
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migracion celular, procesos que contribuyen a la progresion tumoral,
incluida la diseminacion metastasica'’. La activaciéon de AKT y en
particular su fosforilacion en la serina 473 (AKT-p medido en este trabajo),
es uno de los principales mecanismos de mantenimiento de la
supervivencia celular'?', ue conduce a un aumento de la resistencia a la
apoptosis por pérdida de anclaje celular (anoikis), que es esencial en

muchos de los pasos del proceso de metastasis'?.

La activacion de AKT también contribuye a la induccion del
mantenimiento de la transicion epitelio-mesénquima a través de la
fosforilacién y estabilizacién de la beta-catenina'®, que aumenta la
capacidad de migracidon y diseminacion celular y por tanto, la agresividad
del tumor'** . Ademas, la sefializacién a través de AKT es esencial para la
angiogénesis tumoral ya que la activacion de esta via en el tumor media la
formacion de nuevos vasos que se induce mediante la secrecion de

VEGF'® .

En nuestro modelo, la activacion de AKT se induce en el pase subcutaneo,
ya que se observa AKT-p localizado focalmente en los tumores
subcutaneos, en cambio se expresa menos en las células HCT116 en
cultivo, previamente a su inyeccion. Ademads, el pase subcutaneo
determind que los tumores primarios generados en el grupo SC+ORT
presentaran una activacion de AKT significativamente mayor que la de los
tumores derivados de la inyeccion ortotopica directa de la linea celular
(grupo ORT). No obstante, el aumento de la activacion de AKT observada
en el tumor primario del grupo SC+ORT no se mantuvo en los focos
metastasicos hepaticos o pulmonares, siendo indetectable tanto en las

metastasis del grupo ORT como en las del SC+ORT. Este hallazgo sugiere
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que la regulacion de AKT en las células tumorales es dependiente del
tejido que colonizan. Es posible que la activaciéon de AKT sirva para
incrementar la supervivencia de las células tumorales durante la migracion
y diseminacién a través del torrente sanguineo y que posteriormente, esta
actividad no sea necesaria para el crecimiento tumoral una vez se han

adherido y colonizan el 6rgano diana.

Nuestros resultados son consistentes con trabajos que describen que AKT
se encuentra sobreactivado en numerosos tipos tumorales y con su
. . ., .y , 120 1

implicacion en la transformacion neoplasica =, y en la progresion tumoral

de los carcinomas de mama, ovario'*®, prostata'?’ y pancreas'?*'?,

El grupo de Roy demostrdé que la sobreexpesion de la AKT en cancer
colorrectal ocurre en estadios premalignos, sugiriendo que esta
sobreexpresion es importante para la inhibicion temprana de la apoptosis

durante la progresion tumoral'®.

Por otra parte se ha demostrado que en pacientes con cancer de ovario y
mama, el efecto anti-apoptotico de AKT parece estar mediado por el factor
nuclear NFkB'"’, la inhibicion de la activacion de las caspasas 9y 3 y la
activacion de la via Wnt, una via central en el inicio de la carcindgenesis
colorrectal. Por otra parte, la activacion de AKT inhibe la kinasa pro-
apoptdtica glicogenasa (GSK) 3, que genera un aumento en los niveles de
B catenina (que activa rutas antiapoptdticas entre otros efectos)'.
Ademas, en lineas celulares de cancer colorrectal, se ha demostrado que

AKT regula la expresion de la proteina antiapoptdtica COX2 e induce la

motilidad celular a través de la prostaglandina E2'**!**. También, se ha
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observado que AKT regula la progresion del ciclo celular™ y la

angiogénesis' .

Por su parte, la expresion de VEGF-A en tumor primario de pacientes con
CCR es un factor de mal prondstico asociado con baja supervivencia'*®
como lo es su expresion en metastasis pulmonares'>’. La expresion de
VEGFA en tumor primario se asocia con el desarrollo de metéstasis

138 Ademas, la transfeccion de VEGF-A en una linea celular de

linfaticas
CCR humano aumenté la angiogénesis, el crecimiento tumoral y la
eficiencia metastasica'*’. Por otro lado, la activacion AKT conjuntamente
con la sobre-expresion de VEGF-A podria ser sinérgica, ya que AKT juega
un papel importante en el induccion de la angiogénesis, a través del factor
de hipoxia HIF-1 o y del factor VEGF-A'?, justificando en parte el

incremento de eficiencia metastasica observada en el grupo SC+ORT.

Con respecto a la integrina P1, el pase subcutaneo induce la
infraexpresion de esta proteina, de modo que, tanto los tumores
subcutaneos generados tras la inyeccion de la linea celular en el subcutis
como los tumores primarios en el grupo SC+ORT expresaban niveles de
esta proteina significativamente menores que los del grupo ORT. De modo
similar, las metastasis hepaticas y pulmonares generadas en el grupo
SC+ORT presentaban una expresion de integrina Bl significativamente

menor que las metéstasis correspondientes metastasis en el grupo ORT.

Habiéndose realizado un cribado extenso para detectar posibles cambios
en la expresion de numerosas integrinas (integrinas o 1,2,3,4,5,6y V,y
B1,2.,3.,4,5y6)en el tumor primario del grupo SC+ORT en relacidon con

el grupo ORT, y observandose unicamente una infra-expresion de la
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integrina betal, se puede argumentar que la alteracion de la expresion de
esta integrina es especifica del pase subcutineo. Por otra parte, la
asociacion de la infrarregulacion de la integrina betal en el tumor primario
asi como en las metastasis, en el grupo SC+ORT, sugiere que el pase
subcutaneo altera las propiedades de adhesion y diseminacion de las
células tumorales de modo que este cambio de expresion esta posiblemente
implicado en el aumento de la capacidad metastasica observada en el grupo
SC+ORT.

Estos resultados son consistentes con trabajos previos en cancer de mama
en los que se describe una asociacion entre transformacion maligna y
pérdida de expresion de la B1 integrina, en varias lineas celulares humanas
derivadas de este tipo tumoral, asi como con la correlacion entre el nivel de
infra-expresion de esta integrina y la capacidad metastasica y agresividad
del tumor'. La infrarregulacién de la integrina p1 también se observa en
cancer de prostata'®', en el que la migracion dependiente de esta integrina

142

se asocia con inactivacion de la via de AKT mientras que su

infrarregulacion se asocia con activacion de esta via.

La infra-expresion de la integrina Bl podria indicar un cambio en las
propiedades migratorias e invasivas tras el condicionamiento subcutaneo,
explicando en parte sus diferencias en capacidad metastasica. En concreto,
proponemos un cambio del mecanismo de invasion, entre los grupos ORT

y SC+ORT.

En este sentido, la vision mas aceptada de la migracion celular y la
invasion tumoral se relaciona con migracion dependiente de la expresion
diferencial de integrinas, asociada a cambios en la regulacion de factores

de crecimiento y citoquinas, y de sus receptores, y al aumento de la
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protedlisis de la ECM. De este modo, en el proceso de diseminacion
metastasica, la entrada de las células tumorales en el sistema vascular
implica la pérdida de adhesion celular y la liberaciébn de enzimas
proteoliticas para digerir la membrana basal. Este proceso involucra la
remodelacion de los contactos con diferentes componentes de la ECM que
requiere la induccion de cambios en las integrinas expresadas por el tumor
primario. Las células tumorales presentan alteraciones genéticas que
cambian la expresidon de integrinas en su superficie y su adhesividad, asi
como de receptores de factores de crecimiento o citoquinas que responden
a la estimulacion paracrina y autocrina de manera anormal. Estas
alteraciones son necesarias para que las células tumorales pueden migrar
utilizando como sustratos la ECM (fibronectina, colageno, vitronectina...),
y las diversas integrinas'*'**.

Por otra parte, se han descrito tres tipos de migracion e invasividad
tumoral: colectiva (dependiente de uniones intercelulares y de adhesion a
sustrato y proteolisis), mesenquimal de células aisladas (independiente de
adhesion a sustrato y dependiente de proteolisis), ameboide de células
aisladas (independiente de contactos células-célula, de adhesion a ECM y
de protedlisis) '**. Existen, ademas, mecanismos de migracion alternativos
a la migracion colectiva que puede, directa o indirectamente a través de un
paso de migracion mesenquimal, dar lugar a la difusion ameboide

individual de las células'*.

De este modo, una posible explicacion para la observacion en nuestro
modelo del aumento de la capacidad metastasica en el grupo SC+ORT
asociada a la infra-regulacién de la integrina B1, que hemos observado tras
el pase subcutdneo, seria pasar de la invasion colectiva, del grupo ORT, a

la amboide en el grupo SC+ORT, asociado a un aumento de la
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colonizacion metastasica. Esta propuesta es consistente con los hallazgos
en melanoma, en el que la migracion colectiva depende de la funcion de
integrina Bl mientras que la inhibicidbn de esta integrina induce la

147

migracion ameboide ”’. Otros autores han descrito que la migracion

ameboide es independiente de la expresion o activacion de integrina f1'*7.
La migracidon colectiva ha sido previamente descrita en pacientes con
carcinoma colorrectal '*®, mientras que la migracion ameboide ha sido
también descrita en el modelo de cancer de colon BE asociada a la infra-

expresiéon de Smurfl '

En contraposicion a la migracion ameboide, la migraciéon colectiva
requiere tanto del establecimiento de contactos célula-célula como de la
adhesion a la matriz ECM'*. Se ha demostrado la necesidad de mantener
activada la proteasa MT1-MMP para que se ejecute la transicion del tipo
de migracion ameboide al de invasién colectiva'™, asi como que la
infraexpresion de esta proteasa induce la transicion de migracion colectiva

a ameboide'!

. Por ese motivo, nos proponemos en el futuro comparar el
nivel de expresion de esta proteasa entre el grupo ORT y el SC+ORT para

apoyar o descartar la utilizacion de este tipo de migracion.

El aumento de la capacidad metastasica por la trasnsicion de migracion
colectiva (del grupo ORT) a mesenquimal/EMT en el grupo SC+ORT, no
se sustenta por nuestros hallazgos de que el pase subcutaneo no conduce a
un incremento de la expresion de integrina B5, como tampoco a un
incremento de la expresion de vimentina o de beta-catenina nuclear (estos
dos ultimos son marcadores de la transicion epitelio-mesénquima). De
modo consistente con este argumento, la migracion colectiva requiere la

expresion de la integrina $1, mientras que la migracion asociada a EMT es
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dependiente de la expresion de integrina p5'*%. Sin embargo, esta integrina

no se expresa ni en tumores del grupo ORT ni en los del SC+ORT.

En resumen, el aumento significativo de la eficiencia metastasica a nivel
linfatico, hepatico y pulmonar obtenido mediante el pase subcutaneo
previo a la inyeccion ortotopica de la linea celular HCT-116 se ha asociado
con la sobre-activacion de AKT, la sobre-expresion de VEGF-A y la infra-
regulacion de la integrina B1. Estos cambios podrian indicar una alteracion
en el fenotipo de la células tumorales, especialmente de una posible
transicion desde la invasion colectiva del grupo ORT a la ameboide del
grupo SC+ORT, que determinarian la mayor capacidad de diseminacién
observada en la que participarian, entre otros factores aun no determinados,
las proteinas AKT, VEGF-A e integrina 1. No obstante, esta propuesta

debera confirmarse con estudios funcionales futuros.

El siguiente esquema muestra de una forma grafica los efectos del
condicionamiento subcutaneo sobre la colonizacidén y crecimiento de las
metastasis en los distintos 6rganos, asi como los mecanismos moleculares

asociados:
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Figura 101. Esquema global de los cambios histopatolégicos y moleculares
observados tras la utilizaciéon del pase subcutineo previo a la inyeccion
ortotopica de la linea celular HCT116
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3. ESTUDIO DE LAS DIFERENCIAS EN CAPACIDAD
METASTASICA ENTRE LOS ONCOGENES K12V Y K13D

El segundo objetivo de esta tesis fue el estudio de las posibles diferencias
en capacidad metastasica entre los oncogenes K12V y KI13D, y los
cambios moleculares asociados en relacion con la activacidon o expresion
de las vias distales a K-RAS, moléculas de adhesion y reguladores de
migracion, supervivencia celular y angiogénesis. Estos hallazgos nos
permitieron proponer una explicacion a las diferencias en capacidad
metastasica en este modelo que sirva para aumentar nuestro entendimiento
de los posibles mecanismos que subyacen en la distinta agresividad de los
tumores portadores de diferentes mutantes del oncogén K-RAS observadas

en clinica en pacientes con CCR'**!>* .

Para poder evaluar las posibles diferencias en capacidad metastasica entre
K12V y K13D, generamos primeramente lineas celulares de CCR humano
que expresaran cada uno de estos mutantes, y a partir de ellas los modelos
metastasicos utilizando el pase subcutaneo previo a la inyeccion ortotopica
para potenciar su capacidad metastasica, como se establecid en el objetivo

1.

3.1 Generacion de transfectantes v recombinantes del oncogén K-ras

En primer lugar, generamos lineas de CCR con expresion de los mutantes
de K-RAS utilizando vectores con expresion ectopica en distintas lineas de
CCR humano, como primer procedimiento, y recombinantes “knockin”

para K12V y K13D en la linea SW48, como segunda aproximacion.
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En el primer abordaje se utilizd6 el vector pTRE, con promotor de
citomegalovirus que induce la expresion de niveles muy elevados de los
transgenes (en este caso los oncogenes K-RAS) y otro vector que contiene
el propio promotor de K-RAS, que expresa el oncogén a niveles mas bajos
(minigen de K-RAS).

No obstante, aplicando estas dos aproximaciones no se consiguié obtener
clones transformantes estables que expresaran el oncogén K-RAS para
ninguna de las células de cancer colorrectal utilizadas. Cuando se utilizo la
linea SW48 se obtuvieron resultados distintos en funcidén del nivel de
expresion del oncogén. La expresion de niveles elevados, ya sea de K12V
o de K13D, bajo el promotor de CMV (vector de expresion pTRE) indujo
durante cierto tiempo un cambio de morfologia epitelial a mesenquimal en
las células pero fue seguida de muerte celular de modo que no se pudo

aislar clones estables.

Por otra parte, la expresion de niveles bajos de K12V, bajo el propio
promotor de K-RAS (minigen) generd clones transformados, a diferencia
de los controles transfectados con vector vacio que no contenian el inserto
de K-RAS y que generaron clones sin morfologia transformada, en dos
experimentos independientes. Estos hallazgos apoyaban lo que se habia
tenido descrito en la generacion de transformantes de K12V como
consecuencia de la expresion de este oncogén; no obstante, la
secuenciacion del ADN obtenido de estos clones transformados a las dos o
tres semanas de la transfeccion no detecto la presencia de esta mutacion
oncogénica, a pesar de que las células continuaban mostrando una

morfologia transformada.
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Obtuvimos resultados similares a la linea celular SW48, utilizando dos
lineas adicionales de CCR humano. Asi, la transfeccion de las células
Caco-2 o Colo-320 con el vector pTRE-K-RAS que expresa niveles altos
del oncogén K12V gener6 clones con morfologia transformante,
claramente diferente a los controles transfectados con vector vacio, que no
cambiaron de morfologia, por lo que la transformacion podria haber sido
debida a la expresion de K-RAS. Sin embargo, la secuenciacion a las dos

semanas de la transfeccion no mostré mutacion en Vall2 en K-RAS.

La obtencion de una clara morfologia transformante es consistente con la
induccidn de fenotipo mesenquimatico a partir de las células transfectadas
con K-RAS mutado y la ausencia de morfologia transformante en los
controles transfectados con el vector vacio indica que la transformacion
inicial de las células es debida a la expresion de K-RAS mutado. Sin
embargo, la falta de deteccion de la mutacion en K-RAS sugiere que a
pesar de que K-RAS mutado podia haber generado un fenotipo
transformante, ¢€sta no se mantiene por la expresion del oncogén. Es
probable que estas células de cancer colorrectal () una vez transformadas
por el oncogén K-RAS no toleren su expresion y dejen de ser viables. De
hecho SW48, Caco-2, y Colo-320son lineas celulares obtenidas a partir de
tumores de CCR humano, que no portaban mutaciones en K-RAS, que
podrian haber seguido en su transformacidon una secuencia de mutaciones
incompatible con la expresion del oncogén K-RAS. Otra posible
explicacion seria, la existencia de una seleccién de clones que hayan
perdido la expresion del oncogén K-RAS al haber dejado de ser
dependientes de K-RAS después de la transformacion. Estos clones
podrian haber adquirido mutaciones adicionales como consecuencia de que

la expresion del oncogén K-RAS haya incrementado la inestabilidad
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genética, induciendo de este modo nuevas mutaciones en genes supresores
o en oncogenes distintos de K- RAS que serian los que mantendrian

finalmente el fenotipo transformante.

La viabilidad de los clones transfectantes parece depender de los niveles de
expresion del oncogén K-RAS. Asi, mientras las células SW48
transformadas con niveles bajos del oncogén K-RAS (vector con el
minigen de K-RAS bajo su propio promotor) son viables, las que expresan
niveles altos del mismo oncogén (usando el vector pTRE que utiliza el
promotor de CMV) no lo son. Una explicacidon a estos hallazgos seria la
posibilidad de que hubiera ocurrido una reversion de la mutacion puntual
en K-RAS. Auln cuando en la literatura no se ha descrito la reversion de
una mutacion en el gen RAS, si se ha descrito que en el gen HPRT de
células CHO de hamster, una correccion de la mutaciones puntuales a la
secuencia wt '>°. De hecho, se ha publicado la generacion de revertientes
(“flat revertants”) de la transformacién por el oncogén RAS como
consecuencia de la sobre-expresion del alelo silvestre (indicando que la
transformacion es dependiente de la dosis del oncogén) o como
consecuencia de la pérdida del alelo K-RAS mutado'®. Finalmente, estos
hallazgos concuerdan con la dependencia del fenotipo transformante
inducido por el oncogén K-RAS respecto al mantenimiento de la
diferenciacién epitelial'>’. Estos autores indican que la transicion EMT en
las células trasnsformadas por K-RAS hace perder su dependencia respecto
a K-RAS en el mantenimiento del fenotipo transformante, volviéndose por
tanto independientes del oncogén K-RAS, y siendo otras las mutaciones

que mantienen el fenotipo transformado.
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Por otra parte, la ausencia de viabilidad de los transformantes que expresan
niveles elevados del oncogén K-RAS es consistente con la observacion de
que la sobre-expresion del oncogén K12V produce apoptosis en tirocitos
PCCL3, a través de la activacion de ERK (kinasa extracelular), sugiriendo
que la muerte celular sucede posteriormente a las alteraciones en el
DNA"® . Ademéds, también se ha demostrado en tirocitos PCCL3, que el
oncogén RAS induce un incremento de la inestabilidad genomica a través
de la activacién de la via MAPK'®. De modo similar, se ha demostrado
que la presencia del oncogén RAS activado inhibe la formacion de colonias
de tirocitos FRTL-5'%". Nuestros hallazgos son, a su vez, consistentes con
la parada del ciclo celular e induccion de apoptosis que ocurre cuando se
induce EMT en células epiteliales de mama transformadas por el oncogén

RAS expuestas a niveles altos de TGF-p'®".

Como consecuencia de no obtener clones trasnformantes viables del
oncogen K-RAS mediante transfeccion de vectores de expresion, se opto
por la recombinaciébn homodloga como alternativa mas eficaz para
introducir las mutaciones puntuales de K-RAS en las células de interés.
Los modelos de expresion ectdpica, que implican las transfecciones y/o
infecciones con virus, del vector que contiene el cDNA de la proteina
mutada en células humanas o de raton, pueden generar sobre-expresion de
la mutacién, que no representa el nivel de expresion que ocurre a nivel
clinico. Por otro lado, la expresion del cDNA mutado se alcanza bajo el
control de un promotor viral no endoégeno y por consiguiente, los alelos
mutados podrian no reproducir el nivel de expresion y de regulacion que

ocurre en la transformacion de las células de pacientes.
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Utilizamos, por tanto, la recombinacion homoéloga para introducir de
manera estable la expresion unicamente un alelo mutado (KRAS Vall2 6
KRASAsp13) en la linea celular SW48. En éste caso, el nivel de expresion
de la proteina mutada debe ser mas bajo que el obtenido por el minigen, ya
que a pesar de que ambos alelos se expresan a partir del promotor
endogeno de K-RAS, en las células transfectadas con el minigén se
integran y expresan multiples copias del oncogén K-RAS, mientras que en
los recombinates solo se integra y expresa un Unico alelo mutado. Con esta
aproximacién, obtuvimos recombinantes viables que expresaban cada una

de las mutaciones descritas.

3.2. Estimacion de la tasa de metastasis en el modelo ortotopico

derivado de los recombinantes del oncogén Kras de linea celular SW48

tras su pase subcutaneo previo

Una vez obtenidos los recombinantes con expresion de los distintos
oncogenes, se realizO un estudio preliminar para estimar si el
procedimiento mas eficiente desarrollado en el objetivo 1, en modelos
derivados de la linea de CCR HCT-116 generaria una tasa de metastasis
optima en ganglios linfaticos y en pulmon que nos permitiera abordar con
garantias el objetivo 2 de la tesis, es decir, la comparacion de la capacidad
metastasica de K12V y K13D en un modelo ortotopico de CCR. Cabe
destacar que esta linea celular (SW48) no genera metastasis hepaticas por
lo que sélo ha sido posible determinar si los oncogenes K12V o K13D
aumentan la eficiencia metastasica en localizaciones distintas al higado

(ganglios, pulmon y peritoneo).
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Realizamos un estudio preliminar in vivo, en el que se inyectaron
ortotopicamente, mediante el modelo OCMI (sin pase subcutaneo previo),
los distintos recombinantes obtenidos de la linea de CCR humano SW48
que presentaban mutaciones puntuales en PI3KCA (H1047R), BRAF
(V600E) 6 KRAS (G13D) para estudiar su capacidad tumorogénica y
metastagénica. La tasa de injerto obtenida fue muy baja. Unicamente el 13-
14% de los animales generaron tumores en el ciego, y solo un caso en el
grupo de PI3K (12,5%) desarroll6 una micrometéstasis pulmonar. En el
resto de los grupos, no se observo diseminacidon metastasica. Un factor que
pudo contribuir a la escasa agresividad de estos recombinantes es que la
introduccién de mutaciones heterocigotas (un alelo mutado y el otro WT)
directamente en el DNA de células epiteliales humanas, utilizando
recombinacion homologa, no fuera suficiente para conferirles propiedades
tumorigénicas al expresar niveles bajos del oncogén’’ , a diferencia de las
mutaciones expresadas ectopicamente (por tansfeccion de vectores de
expresion con promotores potentes y constitutivos) como se ha descrito en
la literatura, que si son tumorigénicas'®'**. Dicho de otro modo, la baja
expresion de estos oncogenes permitia que los recombinantes fueran
viables pero que tuvieran propiedades tumorigénicas limitadas. Debiamos,
por tanto, alcanzar una situacion de compromiso en cuanto a generar un
procedimiento que evitara niveles elevados de expresion de los oncogenes
para que fueran viables, pero suficientemente elevados como para ser
capaces de generar tumores y desarrollar metéstasis. Por ese motivo, y
considerando la baja tasa de injerto y de diseminacion metastasica
observada tras la inyeccion ortotopica directa de los recombinantes, se
procedid a utilizar el condicionamiento subcutaneo previo a la inyeccion

ortotopica. De esta manera, se esperaba aumentar la tasa de injerto y la

232



DISCUSION

eficiencia metastasica de los recombiantes de la linea SW48 de forma

similar a lo demostrado previamente con la linea HCT116.

Como se anticipaba, el nimero de animales positivos para tumor primario
en el grupo SC+ORT (22% en WT y 57% en KD13) fue mucho mayor que
el de los grupos ORT correspondientes. Ademas, la afectacion linfatica,
tanto micro como macroscopica, y la diseminacion peritoneal y pulmonar
paso de ser inexistente, tras inyeccion ORT directa, a alcanzar un 22% en
WT o un 29% en KI13D, tras el pase subcutdneo seguido de inyeccion
ortotopica. Consecuentemente, habiamos conseguido recombinates viables
que expresaran distintos mutantes del oncogén K-RAS y desarrollado el
procedimiento que permitiria alcanzar suficiente eficiencia metastasica

como para abordar el objetivo 2 de esta tesis.

3.3 Diferencias en la capacidad tumorigénica y metastasica de los

mutantes del oncogén K-RAS K12V y K13D en la linea celular SW48

Para estudiar el papel de las distintas mutaciones de K-RAS en
metastagénesis, se inyectaron las lineas celulares de CCR SW48 WT,
K12V y K13D ortotopicamente previo paso subcutaneo, con objeto de
comparar las diferencias en la formacion de tumor primario y generacion
de metastasis linfaticas, y pulmonares en funcion del tipo de mutacion

presente en el oncogén K-RAS.

Nuestra primera observacion fue que las mutaciones en K-RAS, ya sea
V12 o0 D13, en la linea SW48, aumentaban la agresividad del tumor ya que
reducian significativamente el tiempo de supervivencia respecto al control

WT, de modo consistente con la mayor agresividad observada en pacientes
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portadores de tumores con mutacion en el oncogén KRAS que en los
portadores de tumores con K-RAS silvestre’®. Por otra parte, K13D generd
un volumen de tumor primario mayor que K12V, al igual que se observo
cuando estos recombinantes se inyectaron para generar tumores
subcutdneos. Ademas, y a diferencia del efecto del oncogén K13 sobre el
crecimiento del tumor primario, K12V favorece la colonizacion del ciego,
ya que se observa una mayor tasa de injerto para K12V que para K13D en

cuanto al crecimiento del tumor primario.

Seguidamente, se evaluo histopatoldégicamente la presencia de focos
metastasicos en los distintos organos (ganglios linfaticos, pulmén y

peritoneo) para comparar la eficiencia metastasica de K12V frente a K13D.

La observacion de que la supervivencia no mostrara diferencias
significativas entre K12V y K13D; y que sin embargo, los ratones en
ambos grupos murieran por el crecimiento del tumor primario y no por las
metastasis, no permitio establecer si el aumento de la diseminacién
metastasica observada en K12V frente a K13D hubiera podido aumentar la
agresividad de los tumores, ya que no eran las metéstasis la causa de la
muerte de los animales. En estudios futuros, nos planteamos evaluar si la
mutacion K12V es o no mas agresiva que K13D, resecando el tumor
primario y haciendo un seguimiento de los animales para determinar si el
grupo K12V tiene mayor eficiencia metastdsica generando una menor

supervivencia que K13D.
El anélisis histopatologico mostrd que los recombinantes de SW48 que

expresan K12V o KD13 presentan mayor capacidad de diseminacidon que

el grupo control WT, tanto a nivel pulmonar como linfatico. En cuanto a
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numero de focos totales no existen diferencias entre K12V y K13D, sin
embargo, el nimero y el tamafio de los focos obtenidos en los distintos
organos (ganglios linfaticos vs. pulmdn) es especifico de la mutacion del
oncogén K-RAS que expresan. Asi, K12V estimula el crecimiento de los
microfocos y de las metastasis visibles en ganglios linfaticos en mayor
medida que K13D. En cambio, K13D estimula mas el crecimiento de los

microfocos pulmonares que K12V.

3.3.1 Cambios moleculares asociados con las diferencias en

metastagénesis por expresion de K12V o de K13D

A nivel molecular, se analiz6 la expresion y activacion del las principales
proteinas que integran las vias distales a K-RAS, asi como las principales
proteinas reguladoras de la proliferacion, migracion, invasion,
angiogénesis, EMT y adhesion, para las que se ha descrito, previamente,
su asociacion con el proceso de diseminacién metastasica. Estos hallazgos
sustentan la existencia de un patréon de expresion de proteina diferencial

entre los tumores que expresan K12V y K13D.

La mayor eficiencia metastasica demostrada por el oncogén K12V en
relacion al nimero y tamafio de las metastasis linfaticas, respecto a K13D,
se asocid con la activacion de AKT-p, con la sobre-expresion de integrina
BS, Serpinal y VEGF-A en tumor primario y con la sobreexpresion de
CXCR4 en los émbolos tumorales localizados en el interior de los vasos de
la periferia del tumor. A su vez, la mayor capacidad metastasica en pulmon
del oncogén K13D, en relacion con un aumento del tamafio de los focos, se

asocio con la sobre-expresion de integrina f1, ANGPT2 y vimentina.
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Cabe destacar que los tumores subcutaneos previos a la inyeccion
ortotopica de los recombinantes K12V y K13D ya presentaban en su
mayoria los niveles de expresion de proteinas caracteristico de los tumores
ortotdpicos obtenidos en los grupos SC+ORT. Ademads, los perfiles de
expresion en los tumores subcutaneos diferian de los detectados tras el
crecimiento de los recombinates in vitro, para aquellas proteinas en las que
fue posible su determinacion. Este hallazgo apoya nuestra hipdtesis del
condicionamiento subcutdneo y establece que el pase subcutaneo cambia la
expresion proteica de cada recombinante, probablemente alterando las
funciones de las células tumorales (p.e. capacidad de adhesién y
migracion). De este modo, los recombinantes que expresaban K12V
presentaban mayor activacion de AKT y mayor expresion de integrina 5
que KI13D, tanto en los tumores subcutdneos como en el ortotdpicos
subsiguientes. Estos hallazgos sugieren también que el perfil de expresion
molecular observado presenta un nivel de dependencia mayor respecto al
tipo de mutacion concreta que se expresa de K-RAS, con respecto al

entorno en el que crecen los recombinantes.

La diferencia especifica en el perfil de expresion observado entre los
grupos K12V y K13D es consistente con la utilizacion de mecanismos de
migracion e invasion distintos, y puede contribuir a explicar la distinta
capacidad de diseminacion metastasica observada en estos grupos. En este
sentido, hemos detectado cambios en moléculas de adhesion (p.e.
integrinas) o en reguladores de la supervivencia (p.e. p-AKT) o migracion
(p.e Serpina 1) celular entre ambos grupos, cuya expresion se asocia con
comportamientos bioldgicos concretos descritos en la bibliografia.

Considerando conjuntamente la expresion diferencial de las proteinas
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analizadas, proponemos que el grupo K12V presentaria una invasion de
tipo mesenquimal, asociada a transicion EMT, mientras que K13D tendria
una migracion e invasidn de tipo colectivo. De modo consistente con este
argumento, la expresion de integrina 5 se asocia con migracion

mesenquimal'>

, mientras que la expresion de integrina B1 se asocia con
migracion colectiva'*’. Como apoyo adicional para esta propuesta se puede
entender la observacion, en lineas de cancer colorrectal humano, de la
existencia de una interaccion cruzada entre la integrina 5 y la integrina 1
asociada a una regulacion diferencial de la migracion celular y de la
activacion de la via de AKT'®. Nuestros resultados parecen, por tanto,
estar de acuerdo con el concepto de que en una determinada célula tumoral,
la migracion mesenquimal excluye a la migracion colectiva y viceversa. A

continuacion, describimos las publicaciones previas que dan apoyo a esta

propuesta.

Las diferencias en expresion de integrinas entre K12V y K13D (K12V
sobre-expresa integrina 5 y K13D sobre-expresa integrina (1) apoya el
uso de distintos mecanismos de migracion en las células que expresan estos
diferentes mutantes de K-RAS. De todas las integrinas estudiadas (a1, 2, 3,
4,56y V,ybetal,2,3,45,y 6), solamente la integrina B5 y de la Bl
mostraron una expresion diferencial entre los tumores derivados de K12V

y K13D.

Los tumores que expresan el oncogén K12V podrian presentar capacidad
invasiva compatible con una migracion de tipo mesenquimal. Este tipo de
migracion se asocia con transicion epitelio-mesénquima (EMT), y es

152
55

dependiente de la expresion de integrina 57, una integrina sobre-

expresada en el grupo K12V. La integrina 5 forma parte del receptor de
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vitronectina (aV B 5) y estd frecuentemente expresada en células de
diversos carcinomas, incluyendo el carcinoma colorrectal'®. Esta proteina
media, a su vez, el proceso EMT inducido por TGFp, a través de la accion
de las proteinas Smad 3 y Smad 4. De este modo, los tumores K12V
podrian tener mayor capacidad de migracion como consecuencia de haber
sufrido una transicion EMT, ya que la induccion de EMT en células de
carcinoma por TGF-B es dependiente de la activacion de la expresion de
integrina B5 (y de la activacion de aVB5) e independiente de la expresion
de integrina B1'°%. Ademas, algunas lineas celulares de cancer de mama
humano, responden a la exposicion a TGF-f induciendo la sobreexpresion
de la integrina B5, un evento que contribuye a su potencial tumorigénico e
invasivo'>2. Estos autores demuestran que la integrina B5 induce la
formacion de fibras de estrés activando la via FAK-paxilin, facilitando, de
esta manera la adhesion celular a la matriz extracelular en respuesta a

TGF- B.

Adicionalmente, la integrina PS5 estd implicada en procesos, como la

adhesién, migracién y diseminacioén celular,'®”'7

que requieren de la co-
estimulacion por factores de crecimiento. En este sentido, exploraremos la
expresion de factores de crecimiento como IGF-1 o EGF en nuestros
tumores para evaluar la consistencia de nuestra propuesta. Asi, el factor de
crecimiento de insulina (IGF-1), secretado por las células tumorales,
coopera con la integrina B5 para promover metdstasis, ya que sin una
estimulacion de citoquinas las células que expresan esta integrina son
incapaces de migrar'®™'®. Por otra parte, la interaccién directa de la
proteina PAK4 (p21-activated kinase 4) con la integrina B5 promueve la

migracion celular y consecuentemente la diseminacion metastasica, sin

afectar el crecimiento del tumor primario. Ademads, la actividad
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proinvasiva de la integrina 5 puede estar asociada por EGF, ya que este
factor es capaz de activar a la integrina B5 integrina a través de la

activacién de Scr, lo que conduce a un aumento de la metastagénesis'’’.

Por otra parte, la asociacion de niveles elevados de Serpina 1 (inhibidor del
sistema activador del plasmindégeno uPA/uPAR), de integrina B5 y la
activacion de AKT en los tumores K12V y entre la infra-expresion de
Serpina 1, la sobre-expresion de integrina 1 y la infra-activacion de AKT
en tumores K13D, es consistente con distintos tipos de migracion
observados en CCR dependiendo de la activaciéon o inactivacion del
sistema UPA/UPAR'”" y de la via de AKT. De este modo en células de
CCR el sistema uPA/uPAR controla la degradacion de integrina 5. La
activacion del sistema uPA/uPAR por sobre-expresion de uPA induce la
downregulacion de integrina BS y la migracion celular sobre coldgeno
activando la integrina a2B1 de modo independiente a la via de AKT. En
cambio, cuando este sistema uPA/PAR estd inhibido (p.e. por
downregulacion de uPA, equivalente a sobre-expresion de Serpina 1) la
integrina PS5 (y el receptor de vitronectina aVB5) se sobre-expresa al
tiempo que se reduce la expresion de Bl y se promueve la diferenciacion
hacia miofibroblastos que tienen una capacidad migratoria incrementada y
dependiente de la activacion de la via de AKT.

Nuestros resultados apoyan, ademas, que los tumores derivados de K12V y
K13D difieran no s6lo en su mecanismo de migracion celular, sino
también en su capacidad angiogénica, un aspecto que contribuye, a su vez,
a explicar el incremento de diseminacion metastasica observado en K12V.
En este sentido, K12V podria inducir un mayor nivel de angiogénesis ya
que expresa la integrina B5 conjuntamente con VEGF-A, y es conocido que

la integrina B5 esta implicada en la angiogénesis inducida por VEGF-A. De
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acuerdo con este argumento, VEGF-A promueve la adhesion y la
migracion celular de modo dependiente de la activacién de la integrina
aVPB5 y de la via de Akt'’?, moléculas que se encuentran sobre-expresadas
o sobre-activadas en el grupo K12V. Adicionalmente, estudios in vitro e in
vivo demuestran que VEFG activa la kinasa Src, que a su vez induce la
fosforilacion de la tirosina 861 (Y861) en la proteina FAK, facilitando la
adhesion mediada por integrina p5'7* '7*. Esta induccion de angiogénesis, a
través de VEGF e integrina 5, promueve la permeabilidad vascular vy,

173176 " Tos trabajos

como consecuencia, la diseminacién metastasica
descritos previamente son consistentes con la mayor capacidad metastasica
que hemos observado en el grupo K12V. Ademas, el analisis histoldgico ha
demostrado que en el grupo K12V el darea de los focos linfaticos
microscopicos y de las metastasis linfaticas visibles era significativamente
mayor que en el grupo K13D. La sobre-expresion de VEGFA observada en
K12V, apoya por tanto que el aumento de diseminacion metastasica a

ganglios linfaticos ocurra a través del aumento de la angiogénesis inducido

por la expresion de VEGF y de integrina 5.

Para VEGFA, se ha descrito también su capacidad de estimular la
proliferacion de las células endoteliales y de actuar como un factor
antiapoptotico'’’ . Generalmente, los niveles de expresion de VEGF estan
relacionados con el aumento de la densidad microvascular, la disminucion
del indice apoptotico, y con el incremento de la incidencia de metastasis, el
decremento de la supervivencia y mal prondstico'’®. En cancer colorrectal,
la regulacion de la expresion de VEGF esta asociada con diferentes vias de
sefalizacion, como la via de Wnt y las vias distales a KRAS, mas
concretamente con la activacién de ERK y la activacion de AKT (por

fosforilacion) a través de PI3K. Nuestros resultados son consistentes con la
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activacion de esta ultima via y la sobreexpresion de VEGFA, ya que hemos

observado una mayor activacion de AKT-P en el grupo de K12V.

Los tumores K13D podrian presentar, en cambio, migracion colectiva.
Estos tumores sobre-expresan la integrina $1 y tienen infra-activada la via
de AKT. De acuerdo con esta propuesta, la migracion colectiva depende de

la funcién de integrina p1'*’

, un evento independiente de la activacion de
la via de Akt. En este sentido, en cancer de prostata la migracion
dependiente de integrina Bl se asocia con inactivacion de la via de AKT'!
142

El patron de expresion molecular observado en los tumores K13D, no sélo
estd de acuerdo con el uso de un tipo especifico de migracion, sino también
con mecanismos de diseminacion metastasica diferenciales. Asi, la
diseminacién observada en el grupo K13D presentaba mayor eficiencia de
metastasis pulmonares, a pesar de ser menos eficiente que K12V en cuanto
a eficiencia de metastasis linfaticas. El aumento de las metastasis
pulmonares en K13D se asocia con la sobreexpresion de ANGPT2 e
integrina 1 en tumor primario, a la que se afiade la sobre-expresion de
VEGFA exclusivamente en metastasis pulmonares (no en metéstasis
linfaticas, ni en tumor primario). Estos hallazgos son consistentes con
publicaciones previas. En este sentido, la angiopoyetina 2 (ANGPT2) es un
miembro de la familia Ang, implicado en el reclutamiento de los vasos y la
supervivencia de las células del tumor primario y de las metéstasis. La
ANGPT2 juega un papel importante en procesos como la inflamacion, la
extravasacion vascular y la angiogénesis durante el crecimiento y
desarrollo del tumor. Esta proteina tiene un efecto antagonista sobre el
receptor Tie2, que es activado por angiopoyetina 1, siendo responsable de

la estabilizacion y maduracion de los vasos sanguineos.
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Por otro lado, se ha demostrado que la ANGPT2 modula la angiogénesis
conjuntamente con VEGFA. Su sobreexpresion por parte de los nuevos
vasos sanguineos tumorales lleva a la desestabilizacion de los vasos y a
una relativa hipoxia que conduce a la liberacion de VEGF y por
consiguiente a la angiogénesis. En cancer de mama se ha demostrado que
la ANGTP2 actta en los primeros pasos de la diseminacidn metastasica,
promoviendo la retenciéon de las células tumorales en pulmoén y la
supervivencia celular; es decir, estimulando las metastasis pulmonares en
cancer de mama, un efecto que requiere la activacion de la via integrina
aSB1-ILK'™. Por otra parte, el crecimiento de los microfocos tumorales
estd asociado con la expresion simultanea de VEGF-A, de su receptor

VEGFR-2 y de Angpt2'* .

La tUnica proteina cuya regulaciéon no estd de acuerdo con los tipos de
migracion propuestos para los tumores que expresaban K12V o K13D en
nuestro modelo era la vimentina. Nosotros proponemos que K12V podria
presentar un tipo de migracion mesenquimal (asociada a EMT), mientras
que KI13D podria utilizar la migracion colectiva. No obstante, hemos
observado infra-expresion de vimentina en K12V y sobre-expresion de esta
proteina en K13D. Estos hallazgos podrian ser inconsistentes con la
utilizacién de vimentina como un marcador de EMT '*!. Sin embargo, esta
aparente contradiccion, podria no ser tal si se considera que la migracion

colectiva se asocia con expresiéon de vimentina'®

, ¥ que también se ha
descrito que la expresion de vimentina puede no asociarse con migracion

mesenquimal'®.

Adicionalmente, proponemos que el aumento de diseminacion metastasica

observado en el grupo K12V, no estaria Uinicamente asociado con una
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mayor capacidad de invasion y vascularizacion por parte del tumor
primario con respecto al grupo K13D, sino que también podria estar
asociado con un incremento de la capacidad de las células del tumor
primario de intravasar a los vasos linfaticos y sanguineos. La existencia de
émbolos tumorales que expresan CXCR4 en el grupo K12V, no observada
en el grupo K13D, apoyarian este argumento. De acuerdo con este
hallazgo, se ha descrito un nivel elevado de expresion de CXCR4 en

células tumorales circulantes'®*

. Que sepamos, esta es la primera vez que
se asocia el incremento de la capacidad metastasica con el aumento de la

capacidad de intravasacion en un modelo animal de cancer colorrectal.

En relacion con este tema, cabe sefialar la importancia creciente que
actualmente estd teniendo la diseminacion metastdsica mediada por
émbolos tumorales, a pesar de haberse descrito su existencia hace varias
décadas. Tradicionalmente, la diseminacién metastasica se ha asociado con
un aumento de la capacidad del tumor de invadir los tejidos circundantes a
la vez que a la capacidad de generar émbolos a partir del tumor primario
con capacidad de intravasar a vasos sanguineos y linfaticos peritumorales.
Estos émbolos son transportados a través del torrente sanguineo hasta los
6rganos diana, en los que acabardn colonizando su parénquima'®.
Recientemente, se ha descrito la ventaja que supone la formacion de
émbolos tumorales, en comparacion con las células circulantes aisladas una
vez alcanzan el torrente sanguineo, en cuanto a su capacidad de generar

metéstasis dado su aumentada resistencia a la apoptosis.'®® '’

Nuestros hallazgos son, ademas, consistentes con el aumento de la

angiogénesis en tumores que expresan el oncogén K12V, que podria estar

mediado por la sobre-expresion de CXCR4 y VEGF, y la activacion de
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AKT. Es conocido que la hipoxia se asocia con la secrecion del factor
HIF1 que es un potente inductor del VEGF'®!'® No obstante, la sobre-
expresion de VEGF en lineas celulares en condiciones normoxicas sugiere
la existencia de factores adicionales que regulan VEGF, '*° entre los que se
incluye la activacion de la via de AKT. De hecho, recientemente se ha
demostrado que la expresion de VEGF requiere la activacion conjunta de
las vias HER-2/neu y PI3K/Akt"". También se ha descrito la intravasacion
de células tumorales que expresan CXCR4 a través de su adhesion a
células endoteliales que secretan SDF-1 a en condiciones de hipoxia, un
proceso que se sigue de migracion transendotelial e intravasacion en vasos

sanguineos' .

En relacion con este tema, el grupo de Liang ha demostrado, en un modelo
in vivo de cancer de mama, que la activacion de CXCR4 aumenta la
fosforilacion del AKT y la expresion de VEGF'”. La unién de este
receptor a su ligando, CXCL12 (6 SDFla) aumenta la fosforilacion de
AKT, lo que muestra una relacion directa entre la sefializacion por CXCR4
y AKT. También se ha observado que CXCLI12 induce la secrecion de
VEGEF in vitro en lineas celulares de cancer de prostata (PC3 y 22Rv1)**y
en células hematopoyéticas'®. Estos mismos autores han descrito que la
inhibicion de la interaccién entre CXCR4 y su ligando disminuye
significativamente la expresion del VEGF y la angiogénesis en células de
cancer de mama. Por otra parte, la expresion de VEGF, que se induce por
la interaccion entre CXCR4 y CXCL12, puede reducirse de manera
significativa utilizando un antagonista de CXCR4 o un inhibidor de la via
PI3K/AKT. Estos resultados indican que la activacion de CXCR4 induce la
expresion de VEGF a través de la via de AKT. Liang et al, demostraron

también que los niveles de expresion de CXCR4 correlacionan con la
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expresion de VEGF en tumor primario de pacientes con cancer de

mamal%.

El incremento de expresion de CXCR4 que hemos observado en émbolos
tumorales podria explicar particularmente el aumento de la diseminacion
metastasica linfatica detectada en el grupo K12V. De esta manera, en CCR
se ha descrito que la expresion de CXCR4 en tumor primario se asocia con
riesgo de recurrencia y con menor supervivencia'’’. Ademas, la
coexpresion de CXCR4 y VEGF-A, también en CCR, se asocia con el
desarrollo de metéastasis linfaticas'”’ 'y con recidiva temprana como
consecuencia del desarrollo de metastasis a distancia'®®. Por otra parte, en
cancer de mama, la expresion de CXCR4 potencia la intravasacion y el
desarrollo de metéstasis linfaticas'”. De modo analogo, en células de CCR
humano, se ha descrito que la expresion de CXCR4 favorece su
extravasacion®™ y el crecimiento de las micrometastasis, una vez

colonizado el 6rgano diana®.

En resumen, los oncogenes K12V y K13D presentan diferente eficiencia
metastdsica en distintos tejidos. Estas diferencias en su patron de
metastasis, se asociada con un perfil de expresion y activacion de proteinas
distinto, ya sea en tumor primario, metastasis o émbolos tumorales. Estos
hallazgos sugieren que la naturaleza de la mutacion puntual que implica al
oncogén K-RAS puede contribuir a mantener fenotipos distintos en la
célula tumoral que redunda en un patréon y capacidad distinta de
diseminacion a los organos diana. En la Figura 102 se resumen las
diferencias en cuanto a colonizacion y crecimiento de las metéstasis en
ganglios linfaticos y en pulmén entre los oncogenes K12V y K13D, asi

como los mecanismos moleculares asociados a estos procesos.

245



DISCUSION

= & & |
= %, i
Animales afectados i
VEGFA
Integrina bota5
. AKT-P
. Area micro .| CXCRM4enémbolos
X e Areavisible | gmorajes
¥ ﬁ
® &
Niamevro de focos y animales I
afectados totales
Nuamero mayor de émbolos
tumorales que expresan
CXCR4
g Angiopoyetina2
E Integrina beta1
Aros mioro Vimentina

Figura 102. Esquema global de las diferencias en cuanto a diseminacion
metastasica y cambios moleculares entre los grupos K12V y K13D.

Nuestros hallazgos son consistentes con la existencia de diferencias en
capacidad transformante descrita para los distintos mutantes de K-RAS in
vitro®, con una distinta capacidad tumorigénica observada in vivo*® y con
una diferente respuesta a tratamiento antitumoral (p.e. al inhibidor de
EGFR cetuximab), tanto in vitro como en pacientes con CCR”', entre los

distintos mutantes de K-RAS.

246



DISCUSION

Finalmente, este estudio puede tener aplicaciones pronoésticas, ya que
contribuye a explicar la mayor agresividad de los mutantes de K-RAS
Vall2 observada en cancer colorrectal humano, e introduce las vias de
sefalizacion cuya activacion podria estar asociada con una capacidad
metastasica incrementada. Es evidente que la naturaleza de las mutaciones
en los genes RAS es critica para el comportamiento biologico de los
tumores. Consecuentemente, el conocimiento del estado de K-RAS en
carcinomas colorrectales humanos, y concretamente del aminoécido
alterado, puede ayudar a identificar subgrupos de pacientes con distinta
agresividad tumoral. Ademas, este conocimiento puede impulsar la
evaluacion inmunohistoquimica de la oncoproteina K-RAS en estudios
pronosticos, dirigida a distinguir la proteina mutada de la silvestre. Esta
distincidon puede ser importante, especialmente si se considera que hasta la
fecha ambas formas se miden conjuntamente, ya que la mayoria de los
anticuerpos disponibles no distinguen con suficiente eficiencia a las
distintas oncoproteinas K-ras mutadas entre si, o a estas de la proteina

silvestre.
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CONCLUSIONES

1. El factor de estimulacion de colonias de granulocitos, GCSF, tiene
efecto antitumoral y antimetastdsico sobre la linea celular de céancer
colorrectal (CCR) humano HCT-116. Su administraciéon en un modelo
ortotopico reduce significativamente el tamafio y la invasividad del tumor
local en el ciego, a la vez que reduce la tasa, el numero y/o el area de las
metastasis linfaticas, hepaticas y pulmonares, sin alterar la carcinomatosis

peritoneal.

2. El pase subcutaneo previo a la inyeccion ortotdpica de la linea de CCR
HCT-116 aumenta significativamente la diseminacion metastasica,
potenciando el desarrollo de las macrometéstasis y metastasis linfaticas
visibles, de las micrometastasis, macrometastasis y metastasis visibles en el
higado y de las micrometastasis pulmonares Yy sin alterar el crecimiento

del tumor local en el ciego ni la tasa de carcinomatosis.

3. Se ha generado un modelo animal que aumenta la eficiencia metastasica
en todas las localizaciones clinicamente relevantes en CCR, mediante el
condicionamiento subcutaneo previo a la inyeccion ortotopica. Este
modelo genera macrometastasis hepaticas visibles que afectan el 95% del
parénquima lo que determina su utilidad para el estudio molecular de los
mecanismos de metastasis que habitualmente limitan la supervivencia del

paciente.
4. El incremento de la tasa de metastasis obtenido mediante

condicionamiento subcutdneo previo a la inyeccidn ortotdpica en la linea

celular de CCR HCT116 se asocia con activacion de la via de AKT, sobre-
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expresion de VEGF-A e infraexpresion de la integrina B1, tanto en tumor

primario como en focos metastasicos.

5. El pase subcutaneo previo a la inyeccion ortotopica de recombinantes de
la linea de CCR humano SW48 que expresan KrasVall2 o KrasAspl13 ha
permitido comparar su capacidad tumorigénica y metastasica,
determinando que la naturaleza de la mutacion puntual en el oncogén Kras
afecta su capacidad metastasica. Mientras, el oncogén K12V aumenta
significativamente la tasa de injerto tumoral y la tasa de metastasis

linfaticas, el oncogén K13D aumenta la tasa de metastasis pulmonares.

6. La diferente eficiencia metastasica de los recombinantes K12V y K13D
se asocia con un patron de expresion molecular distinto. K12V presenta
mayor activacion de la via de AKT y mayor expresion de integrina PS5,
serpinal y VEGF-A en tumor primario; en cambio, K13D muestra mayor
expresion de integrina 1, angiopoietina-2 y vimentina. La mayoria de los
cambios moleculares asociados a la expresion de K12V o KI13D estan
presentes en los tumores subcutaneos previos y se mantienen en los focos

metastasicos generados tras la inyeccion ortotdpica.

7. Los tumores primarios derivados de los recombinantes que expresan
K12V presentan mayor expresion del receptor de citocinas CXCR4 en los
émbolos tumorales, localizados en los vasos de la periferia tumoral, que los
derivados de K13D, lo que se asocia con mayor eficiencia metastasica, un

hallazgo acorde con una mayor capacidad de intravasacion.
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ANEXO 1

Experimento:

Administraciones:

Animal N°:

Sacrificio:

Fecha

Hora

Peso

Volumen Tumoral
(m/M)

Palpacion (0-4)

Aspecto

Normal

Deshidratacion

Palidez

Pelo en mal estado
(presencia)

Secreciones oculares

Secreciones nasales

Postura anormal

Lesion/es

Ganglios afectados

Masa tumoral

Dificultad caminar

Ataxia

Espasmos/dificultad
respiratoria

Comportamiento al
manipularlo

Normal

Pequefios cambios

Cambios moderados

Animal agresivo

Animal comatoso

Observaciones

Experimentador/a

Firma
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