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Introduccio

1. EL PANCREES

El pancrees huma és un oOrgan multilobulat situat a la cavitat
retroperitoneal de I'abdomen, darrera I'estdmac i adherit a l'intesti prim i a
la melsa. Té un pes humit aproximat d’entre 85 i 100 g i mesura entre 14 i
18 cm de longitud, de 2 a 9 cm d’amplada i de 2 a 3 cm de gruix. Aquest es
divideix en 4 regions diferencials: el cap (porcidé interior, a la corba del
duode), el coll (o istme), el cos (corresponent amb la regié central) i la cua
(part extrema, propera a I’hilum esplénic).

Es tracta d'un organ d’origen endodérmic i és el responsable de la
regulacio de la digestié de proteines i glicids i de I'homeostasi de la
glucosa. Aquest esta format per diferents tipus cel-lulars que li confereixen
una doble funcid, com a glandula exocrina i endocrina. Aixi, el pancrees
exocri representa un 80% de la massa tissular de I’'0rgan i s’encarrega de la
produccié de suc pancreatic ric en enzims digestius, mentre I'endocri és el
responsable de la sintesi de les hormones més importants relacionades amb
la glucemia. Aquesta divisié funcional és clarament visible a nivell histologic,
ja que el teixit pancreatic esta format per una banda d’epiteli exocri i un
sistema d’excrecidé format per cél-lules acinars, centroacinars i ductals, i per
I'altra pels illots de Langerhans, que sén unes estructures que contenen un
minim de quatre tipus cel-lulars diferents, especialitzats en la sintesi de
diverses hormones (Figura 1).

El pancrees és, per tant, un organ complex on es manifesten un gran
ventall de malalties, algunes fatals i d’altres croniques. La seva ubicacio
anatomica a la cavitat duodenal, a la part superior del retroperitoneu, des
d’'on s’estén fins a la melsa, fa que les exploracions per palpacié siguin

dificils, conferint-li un caracter d’organ silent.
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Vesicula biliar

Cel-lules acinars

Cel-lules alfa

| Céllules beta ;J'- Q) \ " Cellules PP

Figura 1. Anatomia del pancrees. (A) Anatomia del pancrees. (B)
Pancrees exocri. (C) Acin aillat. (D) Illot de Langerhans integrat al teixit
endocri. Adaptat de Bardeesy et al., 2002.

1.1. Pancrees exocri

El pancrees exocri esta format per l0buls macroscopics resultants de la
septacié per part del teixit conjuntiu. A nivell microscopic, aquests Iobuls
estan formats per una gran proporcid de cel-lules que sintetitzen i
emmagatzemen enzims digestius en forma de granuls de zimogen, les
cel-lules acinars, i per una proporcid inferior de cel-lules que formen el
sistema ductal, el qual permet I'excrecié d’aquests enzims. La unitat
funcional del pancrees exocri son els acins, que son estructures ovalades de
80 a 100 ym formades basicament per cél-lules acinars de forma piramidal i
amb un alt contingut en granuls de zimogen. Aquestes cel-lules es troben
altament polaritzades, de manera que tenen el reticle endoplasmatic rugds
a la cara basal i el complex de Golgi i les vesicules derivades a la cara

apical.
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El sistema ductal del pancrees exocri s’estructura en tres parts: els
ductes intralobulars, el sistema interlobular i el sistema ductal principal. Els
ductes interlobulars estan formats per les cél-lules centroacinars i les
intercalades, que participen en el transport de fluids i ions des de les
cel-lules acinars veines i en la correcta barreja d’aquest fluid amb les
proteines del suc pancreatic. El sistema interlobular transcorre pel teixit
connectiu interlobular i esta format per cel-lules epitelials productores de
mucines. El sistema ductal principal esta format per dos canals primaris: el
ducte principal o de Wirsung, que transcorre des de la cua del pancrees i
drena la totalitat de |'0rgan, recollint el contingut de tots els canals
secundaris, i el ducte accessori, o de Santorini, que no sempre és actiu. En
arribar al cap del pancrees, el ducte principal fa un gir que li permet unir-se
al canal biliar comud, formant aixi I'ampul-la de Vater, una prominencia

situada a entre 8 i 10 cm del pilor.

1.2. Pancrees endocri

El teixit endocri esta ubicat enmig dels Iobuls exocrins i, a nivell
morfologic, contrasta amb la superficie acinar exocrina. Aquest representa
només 1'1% de la massa del pancrees i es localitza en els anomenats illots
de Langerhans, on s’agrupen les cinc subpoblacions de cél-lules que el
constitueixen (Figura 1). Es coneixen almenys cinc tipus cel-lulars ben
caracteritzats, les cel-lules a, B, 8, PP i . Aquests produeixen glucago,
insulina, somatostatina, el polipéptid pancreatic i grelina, respectivament.
En humans, les cel-lules a es situen a la periféeria de l'illot, les B a l'interior i

entre ambdos tipus de cél-lules es disposen les cel-lules 3, PP i €.
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2. EL CANCER DE PANCREES

El cancer de pancrees és un dels cinc tipus de cancer que causen més
morts al mdn i representa la malaltia comd més letal, amb unes taxes
d’incidéncia i mortalitat practicament iguals, tot i no ser una de les més
prevalents. De fet, la taxa de supervivéncia a aquest tipus de cancer no ha
millorat en els darrers vint-i-cinc anys. Aix0 és degut a |'‘abséncia de
simptomes especifics que permetin una deteccid precoc, la seva agressivitat
i I'elevada resisténcia als tractaments que presenta aquest tipus de tumor
(Bardeesy and DePinho, 2002; Ferlay et al., 2010; Siegel et al., 2012).

L'adenocarcinoma ductal pancreatic o PDAC (de l'anglés, Pancreatic
Ductal AdenoCarcinoma), representa un 85% dels tumors pancreatics i és,
per tant, la neoplasia pancreatica més freqlient. Per aquest motiu, moltes
vegades “cancer de pancrees” n’‘esdevé un sinonim. El seu nom fa
referéncia a la seva similitud histologica amb les cél-lules ductals. De totes
maneres, la gran diversitat fisiologica i cel-lular que presenta el pancrees es
troba representada en un ampli ventall de lesions malignes amb
caracteristiques fisiologiques i histologiques propies de les cél-lules que el
constitueixen. A la taula 1 estan resumits els diferents tipus de tumors i les

seves caracteristiques (Hezel et al., 2006; Reid et al., 2013).

Neoplasia pancreatica Caracteristiques histologiques Alteracions genétiques freqiients
Adenocarcinoma ductal Morfologia ductal; desmoplasia K-Ras, p16INK4a, TP53, Smad4
Variants de I'adenocarcinoma

a. Carcinoma medul-lar Tumor poc diferenciat; limfocits intratumorals hMLH1, hMSH2

b. Carcinoma col-loidal Grups de mucines Sobreexpressié de MUC2
Carcinoma de cel-lules acinars  Presencia de granuls de zimogen APC/B-catenina
Pancreatoblastoma Tumor compost amb diferenciacié acinar i endocrina  APC/B-catenina
Neoplasia pseudopapil-lar sdlida Arees sdlides i cistiques APC/B-catenina, expressiéo de CD10
Cistadenoma seros Cists multioculars; epiteli ric en glicogen VHL
Tumors endocrins Produccié d'hormones MEN1

Taula 1. Tipus de tumors pancreatics i alteracions geneétiques
associades. Adaptat de Hubran et al., 2006.
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2.1. Epidemiologia del cancer de pancrees

L'adenocarcinoma ductal pancreatic s’associa a factors de risc tant
demografics com ambientals, aixi com a algunes mutacions genetiques
autosomiques dominants (Hezel et al., 2006; Raimondi et al., 2009).
Aproximadament dos terceres parts dels casos es relacionen amb factors
ambientals i, en aquest sentit, multiples estudis han establert factors de risc
clars com l'edat avancada, el tabaquisme i la pancreatitis cronica. Aixi,
I'edat mitja de diagnosi es troba al voltant dels 72 anys i només entre un 5 i
un 10% dels casos es dona en pacients menors de 50 anys (Raimondi et al.,
2007). A més, es calcula que el tabaquisme n’és la causa en un 25-50%
dels casos (Iodice et al., 2008). Finalment, la pancreatitis cronica, ja sigui
de tipus hereditari o provocada per alcoholisme, incrementa 14 vegades el
risc de patir aquesta malaltia, tot i no tractar-se d'una de les seves
principals causes, ja que la pancreatitis cronica té una baixa prevaléncia
(Lowenfels et al., 1993). A més, també s’han descrit factors que
n‘augmenten el risc, com la diabetis, |'‘obesitat o el grup sanguini
(Berrington de Gonzalez et al., 2003; Giovannucci and Michaud, 2007;
Wolpin et al., 2009).

D’altra banda, s’estima que entre un 5 i un 10% dels casos de PDAC
s’associen a una predisposicié genética hereditaria (Shi et al., 2009). De fet,
s’han relacionat els casos de PDAC familiar amb mutacions germinals en
gens supressors tumorals (INK4A, BRCA2 i LKB1), el gen MLH1, relacionat
amb la reparacid d’aparellaments erronis del DNA, i el gen PRSS1 del
tripsinogen cationic (Jaffee et al., 2002; Whitcomb et al., 1996). Degut a la
baixa penetrancia d’aquest cancer a |'edat tipica d’aparicié de les mutacions
germinals, sembla que aquestes mutacions intervenen en la progressié de
lesions precursores, més que en el seu inici. De totes maneres, aquestes
mutacions es troben en menys del 20% dels casos de PDAC d’heréncia
familiar, fet que posa de manifest I’'existéncia d’altres gens que predisposen
a patir aquesta malaltia, com les mutacions al gen de la fibrosi quistica
(CFTR) (McWilliams et al., 2005).

L'acumulacié de mutacions somatiques en gens com K-RAS, CDKNZ2A,
TP53 o SMAD4 causen alteracions que porten a la desregulacié del cicle

cel-lular, la supervivencia de les cel-lules, la invasié i la metastasi,
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processos essencials per al desenvolupament del PDAC (Raimondi et al.,
2009).

Actualment encara ens manca informacié per entendre com aquestes
lesions genetiques individuals acaben donant lloc a I'aparicié de PDAC i, per
tant, I'observacio clinica d’insuficiéncia exocrina i pancreatitis constitueixen
trets patofisiologics comuns del procés, indispensables per a la seva

deteccio i diagnostic (Hezel et al., 2006).

2.2. Biologia del cancer de pancrees

2.2.1. Histopatologia

Lesions precursores

L'adenocarcinoma ductal pancreatic és precedit per una seérie de lesions
precursores, les quals son de caracter no-invasiu i tenen, per tant, un millor
pronostic. Aquestes sOn de quatre tipus (Figura 2): les neoplasies
pancreatiques intraepitelials o PanIN (Pancreatic Intraepithelial Neoplasm),
les neoplasies mucinoses cistiques o MCN (Mucinous Cystic Neoplasm), les
neoplasies intraductals papil-lars mucinoses o IPMN (Intraductal Papillary
Mucinous Neoplasm) i les neoplasies intraductals tubulopapil-lars o ITPN
(Intraductal Tubulo-Papillary Neoplasm) (Hruban et al., 2007; Macgregor-
Das and Iacobuzio-Donahue, 2013; Reid et al., 2013).

PanIN-1
e ) = ﬂ”}("“-:
| o
A _ IPMNIITPM

" PaniIN-2

PaniN-3 T
s - Dot et

§ 0} ba S
oy

Adenocarcinoma
Ductal Pancreatic

Figura 2. Lesions precursores del cancer de pancrees i alteracions

histologiques relacionades amb la seva progressio: PainIN, MCN,
IPMN i ITPN. Adaptat de Hezel et al., 2006.
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Les neoplasies pancreatiques intraepitelials (PanIN) sén el precursor
més comu. Es tracta de lesions microscopiques localitzades als ductes de
menor diametre i caracteritzades per la preséncia d’un epiteli columnar, que
contrasta amb la morfologia cuboidal de les cel-lules ductals pancreatiques.
Aqguestes es poden classificar histoldogicament en tres estadis segons el grau
d’atipia cel-lular i nuclear (Figura 3). El PanIN-1A es caracteritza ser per una
lesid epitelial plana formada per cel-lules amb morfologia columnar amb els
nuclis situats a la part basal i abundant produccié de mucina. El grau PanIN-
1B s’assoleix quan apareixen lesions papil-lars o micropapil-lars a I'epiteli. El
PanIN-2 presenta anomalies nuclears com atipia nuclear i perdua de
polaritat, a més de superpoblacié, pseudoestratificacid i hipercromatisme.
Aquestes lesions acaben donant lloc al PanIN-3 o carcinoma in situ, en el
qual els nuclis cel-lulars s’engrandeixen, apareixen mitosis anormals i es
produeix un engrossiment major del ducte. Finalment, aquestes lesions de
grau més avancat es transformen en PDAC amb evidents arees d’invasio a

través de la membrana basal (Hruban et al., 2001; Hruban et al., 2004).

LN

anIN-1B

.‘ '.-". : Tias :-0: . -‘-.
S e =
. e
P LT % RSN
T T e SR
. > i i 1 ’-..., L N
- - » X
O o o 25
Y. X
Fe 4
v k- Py}
Caisd el i [ TN
Ducte normal PanIN-1 PaniIN-3 Tumor infiltrant

Figura 3. Lesions neoplasiques intraepitelials (PanIN) precursores
de PDAC. Adaptat de Wilentz et al., 2000 i MacGregor-Das and Iacobuzio-
Donahue, 2013.

D’altra banda, les neoplasies mucinoses cistiques (MCN) i les neoplasies

intraductals papil-lars mucinoses (IPMN) i tubulopapil-lars (ITPN) soén
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neoplasmes cistics visibles a nivell macroscopic. Les MCN es localitzen dins
del parénquima, sense comunicar amb el sistema ductal pancreatic, i a
nivell histologic es caracteritzen per formar un revestiment epitelial mucinds
associat a un estroma de tipus ovaric productor de receptors d’estrogen i
progesterona (Zamboni et al., 1999). En canvi, les neoplasies intraductals
s’originen al ducte pancreatic principal o en una de les seves branques, on
produeixen una distensié del sistema ductal, ja que el neoplasma creix a la
zona intraductal. Les IPMN es caracteritzen per una produccié abundant de
mucina luminal i un creixement papil-lar, el quée les diferencia de les ITPN,
molt menys freqlients, que no secreten mucina i tenen una estructura
predominantment tubular (Yamaguchi et al., 2009). Tant les IPMN com les
MCN es poden classificar segons el grau de displasia (Matthaei et al., 2011)
i s’ha descrit que poden donar lloc a PDAC, tot i que en menor fregliéncia

que els PanIN (Gaujoux et al., 2011).

Adenocarcinoma pancreatic en fase avancada

El PDAC és el tipus de tumor pancreatic més comu i letal. Aquest
habitualment s’origina al cap del pancrees i es tracta d’un tumor tipicament
asimptomatic i que no forma una massa compacta, de manera que abans
d’arribar als 6-7 cm normalment ja es troba extensament disseminat a
I'abdomen o ha format metastasis al fetge.

A nivell histologic el PDAC té una aparenca ben diferenciada amb
presencia de glandules, formades per cél-lules cuboidals o columnars amb
graus variables de atipia cel-lular i mucina intracel-lular, envoltades per un
estroma dens format per fibroblasts i cel-lules inflamatories, el que es
coneix com a desmoplasia. A més, cal destacar la seva hipovascularitzacio.
Sovint en un mateix tumor es poden trobar diferéncies regionals en la seva
histologia, la classificacié del tumor o el nivell de diferenciacié (Hezel et al.,
2006; Reid et al., 2013) (Figura 3).

El PDAC presenta tincid positiva per glicoproteines mucinoses i
oncoproteines com MUC1, CA19-9, antigen carcinoembrionic (CEA), B72.1,
MUCS5AC i DUPAN2. La presencia d'aquests marcadors juntament amb
citoqueratina 7 i nivells variables de citoqueratina 20 pot ajudar a
diferenciar el PDAC d’altres carcinomes, tot i que no s’ha definit cap

marcador especific per aquesta patologia (Reid et al., 2013).
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Microambient tumoral pancreatic

En PDAC, l'estroma ocupa una part majoritaria de la massa tumoral.
Aqguest és molt heterogeni i dinamic, i esta format per components cel-lulars
i acel-lulars, com cel-lules tumorals invasores, fibroblasts associats a cancer
(CAF), miofibroblasts, cél-lules estrellades pancreatiques (PSCs), cél-lules
inflamatories infiltrants, vasos sanguinis, matriu extracel-lular (ECM) i
proteines solubles com citoquines i factors de creixement. Tot i que
inicialment es pensava que |'estroma actua com una barrera protectora que
impedeix la invasi® de les cel-lules tumorals, més recentment s’ha
demostrat que aquest pot exercir un rol pro o antitumoral en funcié del
context. De fet, I'estroma esta implicat en la regulacié de la proliferacié i
supervivencia de les cél-lules tumorals, en invasid i metastasi i en
resisténcia als tractaments en formar una barrera fisica, a més de permetre
I'evasié del sistema immunitari (Feig et al., 2012; Kumar-Sinha et al.,
2012; Mihaljevic et al., 2010) (Figura 4).

(™ | Ceél-lules pancreatiques madures

.;’1‘\ @ CSC pancreatiques

Adipocits
| céllules endotelials
, Cél'lules estromals < Fibroblasts
. Cél-lules immunes
\ | PSCs
- Estroma :
tumoral Colagen li lll

/ CTFG
m Ifibronectina
* Matriu extracel-lular ./ Acid hialurénic

| Laminina
MMP
TIMP
- SPARC

Figura 4. Components del PDAC. Adaptat de Hidalgo and Von Hoff 2012.
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La ECM és abundant en PDAC i esta formada per fibres de col:-lagen,
fibronectina, proteoglicans i acid hialuronic, aixi com enzims catalitics i
proteinases. La seva acumulacié distorsiona I'estructura tissular del
pancrees, afectant als vasos sanguinis i limfatics. Aquest fenomen és
responsable de la resisténcia a molts tractaments, ja que disminueix la
perfusio del tumor i impedeix |'arribada dels farmacs a les cel-lules
tumorals.

Les cel-lules tumorals i les PSCs interaccionen bidireccionalment. Aixi,
les PSCs alliberen factors de creixement i citoquines que tenen un efecte
potenciador de la proliferacié i la capacitat metastatica de les cél-lules
tumorals (Erkan et al., 2012). A més, tenen un paper critic en la formacié i
recanvi de |'estroma, ja que sén responsables de la secrecié de col-lagen i
altres components de la ECM, aixi com de la produccid de
metal-loproteinases de matriu (MMP) al front invasiu del tumor. D’altra
banda, també semblen responsables de la pobre vascularitzacié d’aquest
tipus de tumor (Hidalgo, 2010).

El paper de l'angiogenesi en PDAC és controvertit, ja que tot i que el
creixement tumoral depéen de la formacié de vasos, els assaigs clinics amb
inhibidors de l'angiogénesi han fracassat. D’altra banda, sembla que els
tractaments que actuen degradant l'estroma i afavorint la vascularitzacié
del tumor podrien afavorir I'arribada dels farmacs a les cél-lules tumorals i
per tant millorar la seva eficacia (Olive et al., 2009).

A més, s’ha identificat una subpoblacié de cel-lules tumorals amb
propietats de stem cells tumorals (en angles cancer stem cells, CSC).
Aquestes cél-lules representen entre un 1 i un 5% del tumor i presenten
una divisié asimeétrica, que déna lloc a la seva autorenovacio i a la generacié
de cel-lules més diferenciades. Les CSC pancreatiques son resistents als
tractaments de quimio i radioterapia, el qué podria explicar I'aparicié de
recurrencies, i poden constituir, per tant, una bona diana terapeéutica
(Hermann et al., 2007; Li et al., 2007).

2.2.2. Patogénesi molecular

Les ceél-lules de PDAC acumulen una série de mutacions a diferents vies

de senyalitzacié que les porten a tenir un creixement independent de
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factors de creixement i insensible a senyals inhibidors, a evadir I'apoptosi,
tenir un potencial replicatiu il-limitat i a activar I'angiogenesi i els processos
d'invasiéo i metastasi. A més, en PDAC hi ha una gran heterogeneitat
genetica, amb alteracions que poden variar entre diferents tumors
(Mihaljevic et al., 2010). En aquest sentit, s’ha descrit un conjunt
d’alteracions que es poden dividir en 12 categories, segons les vies de
senyalitzacio i els processos afectats (Figura 5) (Jones et al., 2008). Aixi, la
majoria de pacients amb PDAC presenten alteracions genetiques en cada
una d’aquestes categories, tot i que el gen alterat en concret pot variar
entre pacients. En moltes d’aquestes categories es troben gens previament
descrits i implicats en la formacio i progressié tumoral del PDAC, com K-
Ras, CDKN2A, TP53 o SMADA4.

1.._seliyalitzaci6
. -f’NK .

A éenyalitzacié’ A
5 _Wnthot(_:h =

senyalitzacio
Hedgehog

control de
la transicio
G1/S

~ apoptosi

Figura 5. Vies de senyalitzacio i processos genéticament alterats en
tumors pancreatics. Adaptat de Jones et al., 2008.
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Inestabilitat cromosomica

El PDAC es caracteritza per una gran inestabilitat cromosomica. Aquesta
és deguda a anomalies als telomers, la pérdua de TP53, les mutacions a K-
Ras i a defectes durant la mitosi. Les anomalies telomeriques es donen en
dos sentits. Aixi, en fases primerenques es produeix un escurcament dels
telomers (van Heek et al., 2002), mentre en fases tardanes es reactiva
I'activitat telomerasa, que doéna lloc a la immortalitzacié de cél-lules amb
greus alteracions cromosomiques (Gisselsson et al., 2001). A més, un 85%
dels PDAC presenten defectes al centrosoma (Sato et al., 2001; Sato et al.,
1999) i sén comuns també les amplificacions i delecions cromosomiques
(Jones et al., 2008).

K-Ras

L'activacié del I'oncogen K-Ras esta present a gairebé un 100% dels
PDAC. Aquest gen codifica per una proteina d'unié a GTP implicada en la
regulacio de la supervivencia, proliferacié i motilitat cel-lular. Les mutacions
activadores de K-Ras porten a una péerdua de l'activitat GTPasa de la
proteina Ras, de manera que es produeix una activacid constitutiva
independent de senyals extracel-lulars de diferents vies de senyalitzacié,
com la via de Raf/Erk o la via de la PI3K/Akt (Caldas and Kern, 1995;
Schubbert et al., 2007).

Regulacio de la transicio G1/S i CDKN2A

El gen supressor tumoral CDKN2A esta inactiu en més del 90% dels
PDACs (Caldas et al., 1994a; Schutte et al., 1997). Aquest gen es troba al
locus 9921 i codifica per splicing alternatiu dues proteines supressores
tumorals: p14*fF, que segresta MDM2 permetent la estabilitzacié de p53, i
p16™K** que inhibeix la formacié de complexes entre ciclines i quinases
depenents de ciclines (CDKs) i regula la progressié del cicle cel-lular (Kim
and Sharpless, 2006; Larsson, 2011; Rozenblum et al., 1997).

Control del dany al DNA i TP53
La inactivacié del gen TP53 es déna en més del 50% dels casos de PDAC
(Mihaljevic et al., 2010). La proteina que codifica, p53, és un regulador

implicat en apoptosi, progressio del cicle cel-lular i reparacié del DNA. Aixi,
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en resposta al dany al DNA p53 promou la transcripcié de p21, un inhibidor
de CDKs que s’uneix als complexes ciclina-CDK induint un arrest del cicle
cel-lular a la fase G1. La proteina p53 també regula la transcripciéo de gens
pro i antiapoptotics. Per tant, la perdua de TP53 resulta en un increment de
la inestabilitat genomica, ja que les cél-lules segueixen proliferant en cas de
dany al DNA (Vogelstein and Kinzler, 2004).

Via de senyalitzacié de TGF-B i SMAD4

SMAD4 esta inactivat en aproximadament un 55% dels casos de PDAC
(Macgregor-Das and lacobuzio-Donahue, 2013). La proteina que codifica,
Smad4, intervé en la propagacié de la senyalitzacié produida per TGF-B,
que regula la proliferacié i diferenciaciéo cel-lular. Aixi, TGF-B s’uneix a
receptors de membrana de tipus serina/treonina quinasa de tipus I i II, que
dimeritzen, permetent la fosforilacié de les proteines Smad2 i Smad3.
Smad4 forma un complex amb les proteines Smad2/3 fosforilades, que
transloca a nucli, on s’associa a cofactors transcripcionals i regula gens
involucrats amb una gran varietat de processos, com el control del cicle
cel-lular, la diferenciacié cel-lular i el creixement (Siegel and Massague,
2003). La inactivaci6 de SMAD4 porta a una pérdua del control del
creixement i correlaciona amb mal pronostic i aparici6 de metastasis

(Iacobuzio-Donahue et al., 2009; Tascilar et al., 2001).

Vies de senyalitzacio de desenvolupament embrionari

Les proteines de la familia Hedgehog estan implicades en la regulacio
del creixement i la diferenciaci6 durant |'embriogenesi (Ingham and
McMahon, 2001) i s’ha relacionat la seva activacié amb la iniciacid i el
manteniment del PDAC. Aixi, Shh, una de les proteines que pertanyen a
aquesta familia i que es troba absent al pancrees normal, s’‘expressa en
PDAC, augmentant en fases avancades de la malaltia (Berman et al., 2003;
Thayer et al., 2003). A més, aquesta via de senyalitzacié sembla ser
essencial per a la viabilitat de les CSC (Jimeno et al., 2009), aixi com per a
la formacié de I'estroma (Olive et al., 2009).

La via de senyalitzacid de Notch és important en la determinacié del
desti i la proliferacio cel-lular durant el desenvolupament embrionari i, de la

mateixa manera que la via de Hedgehog, la seva expressié és practicament
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nul-la al pancrees adult pero es reactiva en PDAC (Miyamoto et al., 2003). A
més, hi ha evidencies de la interaccié de Notch amb K-Ras per a la iniciacid
i manteniment dels PDACs (Sundaram, 2005).

Apoptosi

El 100% dels tumors pancreatics presenten mutacions a gens
relacionats amb |'apoptosi (Jones et al., 2008), tant de la via d’activacio
extrinseca com intrinseca, de manera que perden sensibilitat als estimuls
proapoptotics. En aquest sentit, a la via extrinseca s’ha descrit un augment
d’expressié de les proteines inhibidores de |'apoptosi cIAP2, Survivina
(Esposito et al., 2007a), FAP-1 o cFLIP (Elnemr et al., 2001), la reduccid de
I'expressié de FADD (Trauzold et al., 2003) o l'expressié de DcR3, que
competeix en la unié a FasL (Elnemr et al., 2001). D’altra banda, a la via
intrinseca s’'ha descrit un augment de I'expressi6 de les proteines
antiapoptotiques Bcl-x. i MCL-1 (Boucher et al., 2000; Campani et al.,
2001; Hinz et al., 2000; Miyamoto et al., 1999) i una disminucié de la
proteina proapoptotica Bax (Evans et al., 2001; Magistrelli et al., 2006).

Alteracions de baixa freqiiéncia

A més de les alteracions préviament descrites, en PDAC es pot trobar
una gran quantitat d’alteracions genétiques de menor freqténcia. Aixi, el
sindrome de Peutz-Jeghers (PJS), associat a mutacions a LKB1/STK11, es
relaciona amb un augment de la incidencia de PDAC (Giardiello et al., 2000;
Hemminki et al., 1998; Jenne et al., 1998), mentre les mutacions de LKB1
només es detecten en entre un 4 i 6% dels casos de PDAC esporadic (Sahin
et al., 2003). Aquest gen codifica per una serina/treonina quinasa que
regula diversos processos com la polaritat cel-lular o el metabolisme i s’ha
relacionat amb la via de senyalitzaci6 de mTOR (Baas et al., 2004;
Bardeesy et al., 2002; Corradetti et al., 2004; Hardie, 2005; Lizcano et al.,
2004; Ossipova et al., 2003; Shaw et al., 2004; Shaw et al., 2005), tot i
que encara no es coneix la forma en qué la seva pérdua promou la
tumorigenesi.

En un 17% dels casos de PDAC de tipus familiar es poden trobar
mutacions a BRCA2 (Murphy et al., 2002), el qual esta implicat en la

regulacid de processos de reparacid del DNA basats en la recombinacid
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homologa i és, per tant, clau per al manteniment de |'estabilitat genomica
(Venkitaraman, 2002).

A més, en PDAC es déna un augment de l'activacié de les vies de
senyalitzaci6 que depenen de factors de creixement. Aixi, hi ha una
sobrexpressio dels receptors d’EGF, EGFR i ErbB3, i els seus lligands, TGF-a
i EGF, el qué genera un loop autocri (Barton et al., 1991; Friess et al.,
1995; Korc et al., 1992; Lemoine et al., 1992). A més, també es déna una
sobreexpressido d'IGF-I en cél-lules tumorals i de l'estroma i una activacié
aberrant del seu receptor, IGF-IR, la qual es relaciona amb supervivéncia,
invasié i angiogénesi (Bergmann et al., 1995; Ouban et al., 2003;
Stoeltzing et al., 2003). També es ddéna un augment de |'expressié del
receptor de HGF, Met, que regula la motilitat, la invasié i la proliferacio
(Corso et al., 2005), de la senyalitzacié via FGF, que intervé en la
mitogenesi i I’'angiogénesi i contribueix a |'aparicié de desmoplasia (Cross
and Claesson-Welsh, 2001; Kuniyasu et al., 2001), i VEGF, que promou la
proliferacid i supervivéncia de les cél-lules endotelials (Ferrara et al., 2003).

2.2.3. Model de progressié tumoral

A partir d'observacions patologiques, cliniqgues i moleculars s’ha
establert un model de progressié tumoral per al PDAC similar al descrit en
altres tipus de cancer, on l'epiteli ductal normal evoluciona a partir de
lesions ductals precursores fins esdevenir un adenocarcinoma ductal
invasiu. En aquest sentit, gairebé totes les alteracions genéetiques
identificades en PDAC també han estat identificades a les lesions
precursores i, a més, la seva prevalenca incrementa en paral-lel a I'augment
del grau d’atipia cel-lular i estructural (Figura 6) (Hruban et al., 2000).

Aixi, en lesions precursores inicials amb una grau minim d’atipia cel-lular
i estructural s’ha demostrat la preséncia de mutacions puntuals a I'oncogén
K-Ras, aixi com la sobrexpressié de la proteina Her-2/Neu/ErbB-2 (Caldas
et al., 1994b; Day et al., 1996; Luttges et al., 1999; Moskaluk et al., 1997;
Tada et al., 1996; Terhune et al., 1998; Yanagisawa et al., 1993). Una mica
més tard, en lesions intermedies, es produeix la inactivacié del gen
supressor tumoral pl16, majoritariament en lesions ductals d‘alt grau
(Moskaluk et al., 1997; Wilentz et al., 1998; Yamano et al., 2000). La
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Figura 6. Model de progressi6 del PDAC a partir de lesions
neoplasiques intraepitelials (PanIN) i alteracions geneétiques
associades. Adaptat de Bardeesy and DePinho 2002.

perdua dels gens supressors tumorals TP53, DPC4 i BRCA2 sembla donar-se
només en fases tardanes del desenvolupament del PDAC, en lesions ductals
amb un grau d‘atipia significatiu o carcinoma in situ (DiGiuseppe et al.,
1994; Goggins et al., 2000; Hameed et al., 1994; Wilentz et al., 2000;
Yamano et al., 2000). El moment d’aparicié dels processos de metilacié del
DNA, activacio de la telomerasa i alteracions genétiques de baixa
freqiéncia, com la inactivacié de MKK4, STK11, ALK5 o TGFBR2 encara no
esta definit (Goggins et al., 1998; Su et al., 1998; Su et al., 1999; Ueki et
al., 2000).

Per tant, sembla que l'origen d’aquest procés no és un esdeveniment
molecular puntual, sin6 que es doéna per acumulaci6 d‘un seguit
d’alteracions genetiques i epigenetiques (Real, 2003) i, de fet, la seva
progressid no té per que ser lineal (Hezel et al., 2006; Real et al., 2008).

D’altra banda, aquest model no implica que totes les lesions precursores
donin lloc a carcinomes infiltrants i és freqlent la presencia de PanINs en

pacients que no desenvolupen PDAC (Hruban et al., 2000).

2.2.4. Origen cel-lular del cancer de pancrees

Tradicionalment |‘origen cel:-lular del PDAC ha estat atribuit a les

cel-lules ductals pancreatiques, ja que presenten una gran semblanca a
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nivell histologic, amb una morfologia cuboidal, expressen antigens ductals i
creixen formant estructures tubulars (Solcia et al., 1995). A més, el model
de progressio tumoral dona suport a un origen ductal del PDAC, tot i que no
estableix si es tracta d'un tipus especific de cel-lules progenitores que
resideixen al ducte pancreatic. En aquest sentit, aquest possible origen
ductal ha generat una gran controversia (Kong et al., 2009; Rooman and
Real, 2012) i s’han desenvolupat teories que impliquen altres tipus cel-lulars
en l'origen d’aquest tumor, com les cél-lules acinars (De La et al., 2008;
Guerra et al., 2007; Habbe et al., 2008; Parsa et al., 1985), les cel-lules
centroacinars (Esposito et al., 2007b; Stanger et al., 2005), les cel-lules
endocrines (Yoshida and Hanahan, 1994) o les stem cells (Hermann et al.,
2007; Li et al., 2007). Les dificultats en l'establiment de l'origen cel-lular del
PDAC es deu a l'estreta relacid entre els diferents tipus cel-lulars pancreatics
durant el desenvolupament del pancrees i la propensid que tenen les
cel-lules endodermiques per transdiferenciar in vitro i in vivo (Tosh and
Slack, 2002).

D’altra banda, també és possible que I'origen del PDAC no es trobi en un
Unic tipus cel-lular, com ja ha estat descrit en altres models tumorals
(Bachoo et al., 2002), o que estigui determinat per un conjunt d’alteracions
genetiques que generen un fenotip maligne, independentment del tipus
cel-lular afectat (Hezel et al., 2006).

2.3. Diagnosi i tractament del cancer de pancrees

2.3.1. Diagnosi del cancer de pancrees

Una de les principals causes de l'elevada taxa de mortalitat del PDAC és
que en el moment del diagnostic de la malaltia més de la meitat dels
pacients presenten metastasis i només un 8% d‘aquests tumors sén
localitzats. Aix0 és degut, en part, a |'abséncia de simptomes durant les
fases primerenques de la malaltia. De fet, els principals simptomes que
presenten els pacients sén causats per la preséncia fisica de la massa
tumoral, més que per una alteracié de la funcid exocrina o endocrina del
pancrees, i les caracteristiques cliniques depenen de la mida i localitzacid

del tumor, aixi com les metastasis (Freelove and Walling, 2006).
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Els simptomes classics que presenten els malalts amb PDAC sén la
ictericia, causada per l'obstruccié del conducte biliar, el dolor epigastric,
abdominal o d’esquena i la perdua de pes. Aquests simptomes primerencs
s6n molt inespecifics i sovint no sén reconeguts, de manera que la majoria
de tumors pancreatics és diagnostiquen quan es troben en fases avangades
(Dimagno, 1992).

L'historial clinic i examen fisic del pacient, juntament amb els nivells
serics de bilirubina i fosfatasa alcalina poden indicar la preséncia d’un
cancer de pancrees, tot i que no sén diagnostics. A més, existeixen diversos
marcadors tumorals serics, com el CA 19-9 (De l'angles, Cancer Antigen 19-
9) (Malesci et al., 1992), la subunitat beta de la gonadotropina corionica
humana (B-hCG) o el CA 72-4 (Louhimo et al., 2004). A més, examens
regulars per ultrasonografia endoscopica poden ser adequats en pacients
amb un historial familiar de cancer de pancrees (Rulyak et al., 2003).

Tot i que la tomografia computeritzada (CT, computed tomography) i la
ultrasonografia transabdominal sén técniques apropiades per a un
diagnostic inicial, I'escaneig per CT helicoidal de fase dual és el més Util, ja
que es tracta del test més sensible i serveix per identificar de forma no
invasiva el 98% dels cancers de pancrees i les metastasis a distancia
(Adamek et al., 2000; Chang et al., 1997; Diehl et al., 1998; Fuhrman et
al., 1994; Maringhini et al., 1993; Nakamoto et al., 2000).

D’altra banda, és important un correcte estadiatge de la malaltia en
funcié de la presencia de tumor, nodes i metastasis per tal d’identificar els
pacients candidats a una intervencidé quirdrgica i descartar els no operables.
De totes maneres, habitualment els PDAC es classifiquen en resecables,

localment avancats o metastatics (Greene, 2002; Jemal et al., 2004).

2.3.2. Tractament del cancer del pancrees

Actualment, pels pacients amb PDAC la reseccid quirdrgica és |'Unica
opcid terapeutica potencialment eficag, tot i que només és aplicable en els
pocs casos en que el tumor es troba localitzat i no envaeix estructures
vasculars adjacents. En tot cas, i independentment de la fase de progressié

de la malaltia, cal valorar el benefici potencial de la terapia escollida enfront
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dels possibles efectes secundaris i la qualitat de vida del pacient (Freelove
and Walling, 2006).

Tractament de tumors localitzats

Entre un 15 i un 29% dels pacients amb PDAC presenten un tumor
resecable en el moment del diagnostic (Li et al., 2004), el qual és eliminat
mitjancant una pancreatoduodenectomia o cirurgia de Whipple (Figura 7).
Aquesta técnica consisteix en I'extraccié del cap del pancrees juntament
amb el duodé, part del jejq, la vesicula biliar i el conducte secretor (Brooks
and Culebras, 1976). La taxa de supervivéncia cinc anys després de la
intervencido és del 10-30% (Klinkenbijl et al., 1999; Lim et al., 2003;
Neoptolemos et al., 2001; Neoptolemos et al., 2004; Yeo et al., 1997), ja
que prop del 80% dels pacients experimenten una recidiva local o a

distancia en els dos anys seglents a la intervencio.
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Figura 7. Cirurgia de Whipple abans (A) i després (B) del
procediment. Adaptat de Freelove and Walling, 2006.

La terapia adjuvant amb quimioterapia i radioterapia ha estat estudiada
en nombrosos assaigs que han demostrat millores en la taxa de
supervivencia total i lliure de malaltia. En base a aquests estudis, la terapia
post-operatoria s’aplica habitualment en pacients amb tumors localitzats
(Crane et al., 2004; Kalser and Ellenberg, 1985; Klinkenbijl et al., 1999;
Neoptolemos et al., 2004; Neuhaus, 2008; Oettle et al., 2007; Regine et

al., 2008). De totes maneres, no existeix consens respecte al tipus de
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terapia adjuvant que cal administrar i la quimioterapia amb gemcitabina o
5-fluorouracil (5-FU) sense radiacidé és el tractament habitual fora de Nord-
Ameérica, mentre la radiacié juntament amb quimioterapia és molt emprada

als Estats Units.

Tractament de tumors localment avancats

Els pacients amb PDAC localment avancat no resecable representen
gairebé un 30% dels casos i tenen una supervivencia mitjana de 8-12
mesos. En aquests casos, la progressié local es pot disminuir amb
radioterapia, tot i que no millora la supervivéncia ni evita l'aparicié de
metastasis (Roldan et al., 1988) i es considera, per tant, un tractament
pal-liatiu. La combinacié de radioterapia i quimioterapia presenta una
millora significativa de la supervivencia en comparacio amb la radioterapia
sola i s'administra de forma rutinaria, excepte en pacients que entren en
assaigs clinics (Gastrointestinal Tumor Study Group, 1998; Li et al., 2004;
Moertel et al., 1981; Roldan et al., 1988).

Tractament de tumors metastatics

Els pacients que presenten PDAC amb lesions metastatiques sén
aproximadament un 50% dels casos i tenen una supervivéncia mitja de 2-3
mesos si no son tractats o 6 mesos després del tractament. Per aquests
pacients, la gemcitabina constitueix el farmac d’eleccid, ja que allarga la
supervivencia del pacient, mitiga o estabilitza el dolor i millora I'estat
general i el pes del pacient, en comparacié amb el tractament amb 5-FU
(Burris et al., 1997).

D’altra banda, s’han realitzat nombrosos assaigs clinics basats en
tractaments quimioterapéutics on es combina la gemcitabina amb un segon
agent citotoxic o farmacs dirigits contra dianes especifiques, perd pocs
estudis han demostrat una millora en la supervivéncia del pacient o
beneficis clinics (Taula 2) (Stathis and Moore, 2010). En aquest sentit,
Unicament s’ha aconseguit augmentar el temps de supervivéncia en 2
setmanes en combinar la gemcitabina amb erlotinib, un inhibidor d’EGFR
(Moore et al., 2007). Recentment també s’ha assajat el tractament amb
FOLFIRINOX (combinacié dels agents citotoxics 5-FU, irinotecan i oxaliplati),

el qual augmenta significativament el temps de supervivencia total i sense
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malaltia en comparacié amb la gemcitabina. De totes maneres, |'elevada

toxicitat d’aquest tractament només permet administrar-lo en pacients amb

un bon estat general (Conroy et al., 2011).

A

Tractament Referéncia bibliografica
GE + cisplati Heinemann et al., 2006
GE + cisplati Colucdi et al., 2002

GE + oxaliplati Louvet et al., 2005

GE+ oxaliplati Poplin et al., 2009

GE + 5-FU Berlin et al., 2002

GE + capecitabina Herrmann et al., 2007
GE + irinotecan Rocha Lima et al., 2004
GE + irinotecan Stathopoulos et al., 2006
GE + exatecan Abou-Alfa et al., 2006
GE + pemetrexed Oettle et al., 2005

B

Tractament Mecanisme Referéncia bibliografica
Marimastat Inhibidor de MMP d'ampli espectre Bramhall et al., 2001

GE + merimastat Inhibidor de MMP d'ampli espectre Bramhall et al., 2002

BAY 12-9566 Inhibidor de MMP-2, MMP-3, MMP-9 i MMP-13  Moore et al., 2003

GE + tipifarnib Inhibidor de farnesiltransferasa Van Cutsem et al., 2004
GE + erlotinib Inhibidor tirosina-quinasa de EGFR Moore et al., 2007

GE + bevacizumab Anticos monoclonal anti-VEGF Kindler et al., 2007

GE + cetuximab Anticos monoclonal anti-EGFR Philip et al., 2007

GE + erlotinib Inhibidor tirosina-quinasa de EGFR/ Vervenne et al., 2008

+bevacizumab Anticos monoclonal anti-VEGF

Taula 2. Assaigs clinics realitzats en pacients amb PDAC avancat.
Assaigs clinics realitzats en pacients amb PDAC avangat amb tractaments
quimioterapeutics (A) i farmacs dirigits (B). GE: gemcitabina. Adaptat de
Stathis and Moore, 2010.
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3. CANCER STEM CELLS EN CANCER DE PANCREES

3.1. Caracteristiques de les cancer stem cells

Molts tumors estan formats per poblacions cel-lulars heterogenies des
del punt de vista fenotipic i funcional. Classicament aquesta heterogeneitat
s’explicava amb el model estocastic o d’evolucié clonal, segons el qual totes
les cel-lules tumorals poden donar lloc a un tumor en patir canvis genetics
i/o epigenetics (Nowell, 1976). Estudis més recents suggereixen un nou
model segons el qual els tumors presenten una organitzacidé jerarquica,
similar a la dels teixits sans, amb una subpoblacié cel-lular amb un major
potencial tumorigénic situada al cap de la jerarquia, les anomenades cancer
stem cells (CSC), cel-lules progenitores i cel-lules diferenciades (Figura 8)
(Dick, 2008). Una CSC, per tant, es defineix com una cel-lula tumoral amb
capacitat per autorenovar-se i per generar els heterogenis llinatges
cel-lulars que formen un tumor, mitjancant la divisié asimeétrica. A nivell
experimental, les CSC només poden ser definides per la seva capacitat per

recapitular la generacié del tumor (Clarke et al., 2006).

Les cél-lules tumorals s6n bioldgicament .
equivalents pero tenen un comportament  El comportament no es pot preveure a partir de les
variable degut a influéncies estocastiques ~ caracteristiques intrinseques i, per tant, no es pot

(intrinseques i extrinseques) enriquir en cél-lules iniciadores de tumor
[ &
- C O
,/ pe 4 o Cél-lula iniciadora de tumor
Model = -y — O
estocastic — pe Cél-lules sense capacitat per
o - B0 O formar un tumor
" Factors \ J
" intrinsecs 3
i
. ot o)
Els tumors sén
funcionalment Factors
heterogenis extrinsecs
. ——» No forma tumor
\.\ No forma o
\ 1 tumor = P
1 e 7
Model  * B g — O - &
ode p e %O o -
jerarquic 8 BT —» No forma tumor
= G- ,» No forma ™.
T~ tumor No forma tumor
., .

———— No forma tumor

Els tumors estan formats per classes de  La capacitat per formar un tumor es pot enriquir per
cél-lules biologicament diferents que separaci6 de cél-lules en base a les seves

difereixen en les seves capacitats caracteristiques intrinsiques
funcionals i el seu comportament

Figura 8. Models d’heterogeneitat tumoral. Els dos models proposats
per explicar I’'heterogeneitat tumoral: model estocastic i model jerarquic.
Adaptat de Dick, 2008.
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Tot i que les primeres CSC van ser descrites en limfomes i altres cancers
sanguinis (Bonnet and Dick, 1997; Bruce and Van Der Gaag, 1963; Griffin
and Lowenberg, 1986; Park et al.,, 1971; Sabbath et al., 1985),
posteriorment també s’han identificat CSC a nombrosos tipus de tumors
solids, com els de mama (Al-Hajj et al., 2003), cervell (Singh et al., 2003),
prostata (Hurt et al., 2008; Patrawala et al., 2006), colon (Ricci-Vitiani et
al., 2007) o pancrees (Hermann et al., 2007; Li et al., 2007).

Cal destacar que la teoria de les CSC no estableix el tipus cel-lular que
origina el tumor, ja sigui una stem cell, una cél:-lula progenitora o una
cel-lula diferenciada (Clarke et al., 2006; Huntly et al., 2004; Jamieson et
al., 2004; Krivtsov et al., 2006; Sun et al., 2005) (Figura 9). A més, hi ha
certa controversia entorn a les CSC i hi ha diversos estudis on s’evidencia
que el fenotip stem podria ser reversible (Chaffer et al., 2011; Guo et al.,
2012; Gupta et al., 2011; Quintana et al., 2010).

A Carcinogénesi B Tumorogénesi € Tumor resistent

Desregulacié de i
factors microambientals \utacions

| |
| |
| |
| |
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|
|
|
|
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Quimiosensibilitat ¢ ®
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~ el @
- . A P ‘ S
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- * Evasio immune o . 4
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S : . — \a | Progressi6 tumoral =
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Figura 9. Origen de les CSC i paper en la tumorigénesi i resisténcia
als tractaments. Adaptat de Frank et al., 2010.

Gran part de l'interes que ha generat la teoria de les CSC es deu a que
aquesta subpoblacié es caracteritza per una major resisténcia a la quimio i
radioterapia i, per tant, podria ser la causa de la fallida de molts
tractaments convencionals, on no s’‘aconsegueix eliminar la subpoblacié
cel-lular que inicia i manté la tumorigénesi, donant lloc a recidives (Clarke
et al., 2006). Els mecanismes que confereixen resisténcia a les CSC soén

diversos, com la quiescencia, I'expressié de bombes d’eflux de farmacs del
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tipus ABC, I'elevada expressié de proteines antiapoptotiques o la resisténcia
al dany al DNA (Zhou et al., 2009). A més, sembla que la interaccio de les
CSC amb I’entorn també podria contribuir a la seva capacitat de resisténcia
als tractaments convencionals (Gillies et al., 2012; Konopleva and Jordan,
2011; Magee et al., 2012; Singh and Settleman, 2010; Visvader and
Lindeman, 2012).

D’altra banda, també es creu que les CSC podrien contenir una
subpoblaci6 amb capacitat per migrar i, per tant, responsable de |'aparicié
de metastasis (Dalerba et al., 2007; Hermann et al., 2007). Aquesta
subpoblacié tindria caracteristiques de CSC i, a més, hauria adquirit
temporalment un estat de transicidé epiteli-mesenquima (EMT) (Brabletz et
al., 2005).

Per tant, el paper de les CSC en el manteniment del tumor i la formacio
de metastasis fa que aquestes siguin considerades potencialment com una

bona diana terapéutica en el tractament del cancer.

3.2. Cancer stem cells en cancer de pancrees

En PDAC també ha estat descrita una subpoblacié de CSC que
contribueix a la progressid, el creixement tumoral i la disseminacié
metastatica i és responsable, almenys en part, de la resisténcia d’aquests
tumors als tractaments convencionals amb quimio- i radioterapia i, en
conseqliéncia, a l'aparicié de recurrencies (Bednar and Simeone, 2011).

Les primeres observacions de CSC en tumors pancreatics van ser
publicades gairebé en paral-lel I'any 2007. Aixi, el grup de la Dra. Simeone
va descriure una subpoblaci6 de CSC definida per la coexpressido dels
marcadors de membrana CD44, CD24 i ESA (Li et al., 2007), mentre el
grup del Dr. Heeschen va definir I’expressié del marcador CD133 a les CSC
pancreatiques (Hermann et al., 2007), amb un solapament d’'un 10-40%
entre ambdues subpoblacions (Hermann et al., 2007). Posteriorment s’han
descrit altres marcadors de CSC en PDAC, com l'activitat ALDH (Kim et al.,
2011; Rasheed et al., 2010), c-Met (Li et al., 2011) o CxCR4, el darrer en
una subpoblacié de CSC amb major capacitat metastatica (Hermann et al.,
2007) (Figura 10).
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Aixi doncs, un millor coneixement de la biologia d’aquestes CSC és de
gran interes per al desenvolupament de noves estrategies terapeutiques
gue aconsegueixin eliminar aquesta subpoblacid resistent als tractaments

convencionals.

EpCAM*CD44*CD24*

CD44* c-Met*

ALDH1*

CD133* CD133* CXCR4*

5
Auto-renovacié C. EMT? .
eI Iule\\ f
J stem x\ Increment de
plasticitat?
No auto-renovacio Céllules .
Poca plasticitat & progenitores =/

; Cél-lules w
w de transit-
¢ ¢ amplificacio ¢ ¢
f Céllules |
diferenciades w

Cél-lules stem
somatiques

Figura 10. Diferents poblacions de CSC descrites en PDAC. Adaptat
de Balic et al., 2012.

3.2.1. Marcadors de superficie

En cancer de pancrees s’han descrit diferents marcadors de superficie
per seleccionar i caracteritzar les CSC (Figura 10), tot i que el significat

funcional de I'expressié d’aquests marcadors encara no és del tot clar.

CD44, CD24 i ESA

La primera subpoblacié de CSC descrita en PDAC va ser la caracteritzada
per la coexpressié dels marcadors CD44, CD24 i ESA (EpCAM) (Li et al.,
2007). Aquesta combinacié de marcadors va ser escollida prenent com a

referéncia la subpoblacié de CSC descrita préviament en cancer de mama
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CD44*CD24"°"ESA* (Al-Hajj et al., 2003). Aixi, Li et al. van descriure una
subpoblacio CD44*CD24*ESA* que representa un 0,2-0,8% de les cél-lules
del tumor, amb una elevada capacitat tumorigenica in vivo. A més, els
tumors formats a partir de la injeccid d’aquestes cel-lules conserven les
caracteristiques histologiques del tumor original. Finalment, aquesta
subpoblacié de CSC presenta una major expressié de Shh (Li et al., 2007).
D’altra banda, també s’ha descrit una subpoblaci6 CD44*CD24*, que
representa un 2,1-3,5% del tumor, amb una major capacitat tumorigénica

in vivo i una menor proliferacio in vitro (Huang et al., 2008).

CD133 i CxCR4

Poc després de la identificacid les CSC pancreatiques per part de Li et
al., Hermann et al. van demostrar la presencia d’una subpoblacié que
expressava CD133 amb caracteristiques de CSC a PDAC (Hermann et al.,
2007). Aquest marcador havia estat descrit préviament per CSC de colon i
cervell (O'Brien et al., 2007; Ricci-Vitiani et al., 2007; Singh et al., 2004) i
s’expressa en cel-lules stem i progenitores (Shmelkov et al., 2005) i CSC de
diferents teixits (Frank et al., 2005; Miki et al., 2007; Singh et al., 2003).
La subpoblaci6 CD133" té una major capacitat tumorigénica i augmenta
després del tractament amb gemcitabina, el que indica que és resistent a
aquest tractament (Hermann et al.,, 2007). La resistéencia a la
quimioradioterapia ha estat relacionada posteriorment amb inhibicid de
I'apoptosi per sobreexpressid de survivina (Du et al., 2011).

D’altra banda, la subpoblacié tumoral CD133* pot ser dividida segons
I'expressié de CxCR4, marcador de migracié en cel-lules stem (Miller et al.,
2008). Aixi, les cél-lules CD133*CxCR4* presenten un major potencial

metastatic i es troben al front invasiu dels tumors (Hermann et al., 2007).

c-Met

c-Met també ha estat proposat com a marcador de CSC de pancrees (Li
et al., 2011), en base a estudis previs on es descrivia aquest marcador en
cel-lules pancreatiques progenitores de ratoli (Oshima et al., 2007; Suzuki
et al., 2004). Aixi, la subpoblacid c-Met"9" té una elevada capacitat

tumorigénica, similar a la descrita anteriorment per les cel-lules
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CD44"CD24"ESA™ i major que la subpoblaci6 CD133", i té capacitat
d’autorenovacid, ja que creix formant tumorosferes. A més, les cel-lules
CD44*c-Met™ tenen encara major potencial tumorigénic, pel qué sembla que
els dos receptors podrien interactuar, a més de tenir la capacitat de tornar a
formar in vivo tumors amb les caracteristiques del tumor inicial (Li et al.,
2011). D’altra banda, també s’ha relacionat un increment de la fosforilacid
de c-Met amb quimioresisténcia i EMT (Shah et al., 2007).

3.2.2. Altres marcadors

Tot i que els marcadors de membrana han estat més freqientment
utilitzats, ja que poden ser emprats per separar les CSC per citometria de
flux, també han estat descrits altres marcadors que tenen en compte
I'expressié de marcadors interns o propietats funcionals caracteristiques

d’aquestes cel-lules.

Activitat ALDH

Nivells elevats d’activitat aldehid deshidrogenasa 1 (ALDH1) s’han
associat amb les CSC. En PDAC, aquest marcador ha estat associat amb
cel-lules amb una elevada capacitat tumorigenica, independent de
I'expressié de CD133 (Kim et al., 2011). A més, també s’ha associat una
elevada expressio de ALDH1 amb resisténcia a la quimioterapia (Duong et
al., 2012). Aixi, en tumors tractats amb gemcitabina s’observa un
enriquiment en cél-lules ALDH* (Jimeno et al., 2009).

Aquest enzim té funcions critiques en l'eliminacié d’aldehids citotoxics
(Marchitti et al., 2008), pero també participa en altres funcions, com unid a
proteines, producci6 de NADPH, absorcié de la llum UV, neutralitzacié de
radicals hidroxil o, algunes isoformes, produccié d’acid retinoic (Marcato et
al., 2011). Aquesta darrera funcid és la que més s’ha relacionat amb la
biologia de les CSC (Ginestier et al., 2009). A més, també es creu que
I’ALDH podria estar induint la resisténcia als tractaments en intervenir en el

metabolisme d’alguns farmacs (Magni et al., 1996).
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Proteasoma 26S

Recentment s’ha descrit que les CSC pancreatiques presenten baixa
activitat del proteasoma 26S (Adikrisna et al., 2012). Aquest marcador es
va descriure inicialment en cancer de mama i glioma (Vlashi et al., 2009),
on es va expressar la proteina de fusié Gdeg. Aquesta proteina de fusid
fluorescent s’acumula a les ceél-lules on el proteasoma 26S és absent i

permet el seu seguiment in vivo. Aixi, les CSC pancreatiques Gdeg""

poden
diferenciar-se i donar lloc a cél-lules Gdeg"" i Gdeg'", formar tumorosferes
en cultiu i formar tumors in vivo i sén molt resistents al tractament amb

gemcitabina. A més, les cél-lules Gdeg"?"

tenen nivells elevats de B-
catenina nuclear i un augment de proteines relacionades amb stemness

com ESA, CD90 o CxCR4 (Adikrisna et al., 2012).

Side-population

En PDAC s’ha descrit una subpoblaci6 de CSC anomenada side-
population, amb capacitat per eliminar el colorant Hoechst 33342, que
representa un 3,3% de la poblacid total. Aquesta es caracteritza per una
elevada expressié dels transportadors de membrana ABCB1/MDR1 i ABCG2
i una gran resistencia al tractament amb gemcitabina (Zhou et al., 2008b).
En aquest sentit, en PDAC també s’ha descrit una subpoblacid de CSC
caracteritzada per I'expressio de ABCG2 i CD133 (Olempska et al., 2007). A
més, també s’'ha relacionat la side-population amb un augment de
I'expressié de gens relacionats amb resisténcia als tractaments, regulacié de
I'apoptosi i EMT i una major capacitat per formar tumorosferes (Van den
Broeck et al., 2012), aixi com un major potencial invasiu i metastatic
(Kabashima et al., 2009).

Slow-cycling cells

Un altre marcador que s’ha descrit per CSC pancreatiques és la seva
capacitat per retenir el colorant Vybrant Dil (Dil), la qual esta directament
relacionada amb la quiescéncia, un dels trets caracteristics d’aquestes
cél-lules. La subpoblacié Dil* o slow-cycling cells (Dil*/SCC) representa un
3% de les cel-lules tumorals i presenta una morfologia fibroblastoide i un
increment de marcadors de EMT. A més, té una major capacitat per formar

tumorosferes, un major potencial invasiu i una major capacitat
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tumorigénica. D’altra banda, aquesta subpoblacié esta enriquida en els
marcadors CD44/CD24, CD133 i ALDH i és resistent als tractaments amb

guimioterapia (Dembinski and Krauss, 2009).

Formacié de tumorosferes

Les CSC pancreatiques tenen capacitat per créixer en cultiu en abséncia
d’ancoratge formant uns agregats esférics compactes anomenats
tumorosferes (Gaviraghi et al., 2011; Gou et al., 2007), tal com passa amb
altres tipus de tumors, com glioma (Bar et al., 2010), cancer de mama
(Rappa and Lorico, 2010) o colon (Kanwar et al., 2010). Les tumorosferes
conserven les caracteristiques tipiques de les CSC, com la capacitat
d’autorenovacio i diferenciacid, perd a més s’han relacionat un increment en
I'expressié de marcadors CD24/CD44/ESA i CD133 i un major potencial
invasiu in vitro, aixi com una major capacitat proliferativa, invasiva i

metastatica in vivo (Gaviraghi et al., 2011).

3.2.3. Caracteristiques moleculars

En els darrers anys s’han descrit multiples vies de senyalitzacio cel-lular
implicades en la formacié de les CSC, com les vies de Hedgehog, Wnt o
Notch (Takebe et al., 2011). D’altra banda, noves evidéncies suggereixen
que els microRNAs (miRNAs) podrien tenir un paper fonamental en la
formacié i manteniment de les CSC (Liu and Tang, 2011; Wang et al., 2010;
Zhou and Mo, 2012). Algunes d’aquestes vies estan representades a la

figura 11.
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Figura 11. Vies de senyalitzacio descrites en CSC de pancrees.
Adaptat de Abel and Simeone, 2013.
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Les vies de senyalitzacié implicades en la formacié de les CSC, aixi com

les seves caracteristiques principals es troben detallades a la taula 3.
Via de senyalitzacié

Via de Hedgehog

Sobreexpressié de la via a CSC
Via de Notch

Referéncia bibliografica

Sobreexpresié de Notch-1 i Notch-2 a CSC
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3.3. Estrategies terapeutiques basades en l'eliminacio de les

cancer stem cells

La majoria de terapies anticancerigenes només aconsegueixen eliminar
les cel-lules tumorals més diferenciades en divisid, sense afectar les CSC.
Aquestes constitueixen una subpoblacié de cél-lules tumorals resistent als
tractaments convencionals amb quimioterapia i radioterapia i son les
responsables de l'aparicid6 de metastasis i recidives. Per tant, és molt
important el desenvolupament d’estratégies terapéutiques que
aconsegueixin eliminar les CSC (Figura 12a) (Sergeant et al., 2009).
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Figura 12. Terapies antitumorals i eliminacio de les CSC. (A) Efecte
de la terapia convencional i de la terapia dirigida contra les CSC. Adaptat
de Sergeant et al., 2009. (B) Estratégies terapeéutiques per eliminar les
CSC. Adaptat de Sugihara and Saya, 2013.

Les diferents aproximacions per a l'eliminacio de les CSC es poden
dividir segons |'estratégia emprada en quatre categories (Figura 12b). La
primera consisteix en atacar directament aquesta subpoblacid, i no les stem
cells normals, ja sigui eliminant-la o promovent la seva diferenciacid i
posterior apoptosi, senescencia o diferenciaci6 terminal. La segona

estrategia per eliminar les CSC consisteix en forcar la sortida de les CSC de
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la fase de quiescéncia i promoure la seva divisid, sensibilitzant-les als
tractaments convencionals. Una tercera estratégia es basa en actuar sobre
I'entorn tumoral, el qual és en part responsable del manteniment de les
CSC. La quarta i darrera estratégia consisteix en inhibir la transicid entre
CSC i cél-lules tumorals no CSC, que sembla que estaria regulada per canvis
epigenetics (Sugihara and Saya, 2013).

Fins ara no s’han realitzat assaigs clinics en pacients amb PDAC dirigits
a eliminar les CSC, tot i que si que s’ha demostrat l'eficacia de diversos
farmacs contra les CSC en estudis preclinics. En aquest sentit, diversos
farmacs que inhibeixen les vies de senyalitzacié relacionades amb les CSC
han estat estudiats (Cano and Hebrok, 2008; Takebe et al., 2011). A la
taula 4 es detallen alguns dels farmacs assajats en PDAC per eliminar les
CSC (Abel and Simeone, 2013; Xia et al., 2012).

Farmac Mecanisme Referéncia bibliografica
XL184 Inhibidor de c-Met Li et al., 2011
SB431542 Inhibidor de Alk4/7 Lonardo et al., 2011
anti-DLL4 anticos inhibidor de DLL4 Yen et al., 2012
MRK-003 Inhibidor de la y-secretasa  Mizuma et al., 2012
CUR199691 Inhibidor de Smo Mueller et al., 2009
Quercetina desconegut Adikrisna et al., 2012
Ciclopamina Inhibidor de Hedgehog Feldmann et al., 2007
IPI-269609 Inhibidor de Hedgehog Feldmann et al., 2008
GDC-0449 (vismodegib) Inhibidor de Hedgehog Singh et al., 2011
Rapamicina Inhibidor de mTOR Zhou et al., 2008
Metformina Modulacié expressié miRNAs Malanchi et al., 2008
SAHA Activacio expressio miR-34a Nalls et al., 2011
AMD3100 Inhibici6 CxCR4 Hermann et al., 2007

Taula 4. Agents terapéutics emprats per eliminar CSC
pancreatiques. Adaptat de Abel and Simeone, 2013 i Xia et al., 2012.
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4. NOVES ESTRATEGIES TERAPEUTIQUES PER AL
TRACTAMENT DEL CANCER DE PANCREES

El PDAC es caracteritza per una gran heterogeneitat i resisténcia als
tractaments convencionals, deguda a l'acumulaci6 d’'un gran nombre
d’alteracions moleculars relacionades amb la regulacié de |'apoptosi, el
control del dany al DNA, la regulacié del cicle cel-lular, la invasié i les vies
de senyalitzacid relacionades amb el desenvolupament, entre d’altres. Les
més comuns han estat identificades i caracteritzades i components
d’aquestes vies alterades que podrien estar involucrades en la tumorigenesi
del PDAC s’han proposat com a possibles dianes terapeutiques (Maitra and
Hruban, 2008). Algunes d’aquestes possibles dianes terapeutiques estan

detallades a la taula 5.

Parametre Diana terapeéutica

Cél-lula tumoral  K-Ras
Raf
MEK
PI3-K
EGFR
IGF-IR
VEGF/VEGFR
HIF-1alpha
TGF-beta
c-Met
Cancer stem cell Hedgehog
CxCR4
Bmi-1
Notch
Microambient cel-lules estrellades
VEGF/VEGFR i altres dianes tumorals
CTLA-4
0X-40
PD-1i VEGF
B7-H1/B7-H4
Tregs
MDSC
Cox-2
STATs

Taula 5. Possibles dianes terapéeutiques en PDAC. Adaptat de Philip et
al., 2009.
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Fins ara s’han desenvolupat diverses estratégies terapéutiques basades
tant en I'Us de tractaments quimioterapéutics convencionals com en |'assaig
de farmacs dirigits contra components especifics o vies relacionades amb el
desenvolupament del tumor, perd aquestes han fracassat. La complexa
biologia dels tumors pancreatics fa necessari I'Us de combinacions de
farmacs per tal d’inhibir de forma simultania diverses d’aquestes vies
alterades i millorar els resultats obtinguts fins ara (Stathis and Moore,
2010).

A continuacid es troben detallades algunes de les estratégies

terapéutiques assajades en aquest treball.

4.1. Inhibicié de receptors de factors de creixement

El paper de les vies de senyalitzacié de factors de creixement en la
patogenesi del cancer va ser establert fa més de dues décades, quan es va
elaborar la teoria de la secrecidé autocrina. Aquesta teoria postula que les
cel-lules tumorals generalment tenen una menor dependéncia de factors de
creixement exogens per al manteniment de la seva elevada taxa de
proliferacid, en part gracies a la seva capacitat per produir nivells elevats de
factors de creixement (Sporn and Roberts, 1985).

Aquesta teoria ha estat confirmada posteriorment en nombroses
publicacions i s’'han descrit diferents families de factors de creixement i de
receptors de factors de creixement involucrats en el creixement autonom de
les cel-lules tumorals. En aquest sentit, s’ha demostrat que EGFR i la familia
de factors de creixement d’EGF tenen un paper critic en la patogenesi i la
progressié de diferents tipus de carcinomes (Normanno et al., 2001;
Salomon et al., 1995). La familia d'EGFR (també anomenada Her o ErbB) és
una de les millor caracteritzades i esta formada per quatre membres: EGFR
(Her-1), ErbB2 (Her-2), ErbB3 (Her-3) i ErbB4 (Her-4) (Uberall et al., 2008;
Yarden and Sliwkowski, 2001). La unié del lligand activa aquests receptors
de membrana de tipus tirosina-quinasa, que activen diverses vies de
senyalitzacio intracel-lular, com les vies Ras-Raf-MAPK, PI3K/Akt, PLC-PKC
o STAT. La desregulacié d’aquestes vies de senyalitzacid porta a un

augment de la proliferacid cel-lular i la motilitat, a I’'evasié de l'apoptosi i a
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I'activacié de l'angiogénesi (Hynes and MacDonald, 2009; Yarden and
Sliwkowski, 2001).

En el cas del PDAC, EGFR es troba frequentment sobreexpressat i s’ha
relacionat aquest fet amb mal pronostic, pel qué es pot considerar una bona
diana terapéutica (Papageorgio and Perry, 2007; Ueda et al., 2004). De fet,
en estudis preclinics en models murins de PDAC s’ha demostrat que el
bloqueig de la via d’EGFR inhibeix el creixement tumoral i les metastasis
(Bruns et al., 2000). A més, s’ha demostrat a nivell clinic que la combinacid
de la gemcitabina amb l'inhibidor d’EGFR erlotinib millora significativament
la supervivéncia dels pacients, respecte al tractament amb gemcitabina
(Moore et al., 2007). De totes maneres, aquesta millora és molt reduida,
només dos mesos de mitjana, i s’esta avaluant el seu efecte com a terapia
adjuvant o en combinacié amb altres farmacs dirigits, com inhibidors de la
via d'IGF-IR. A la taula 6 estan detallats alguns dels farmacs inhibidors
d’EGFR emprats en assaigs clinics en pacients amb PDAC (Wong and
Lemoine, 2009).

Farmac Mecanisme Referéncia bibliografica
Cetuximab Anticos monoclonal anti-EGFR Philip et al., 2007
Erlotinib  TKI reversible de EGFR Moore et al., 2007
Gefitinib  TKI reversible de EGFR Fountzilas et al., 2008

Lapatinib  TKI revesible de EGFR i Her-2 Safran et al. 2008

Taula 6. Farmacs inhibidors de EGFR emprats en assaigs clinics en
pacients amb PDAC. TKI: Inhibidor tirosina-quinasa. Wong and Lemoine,
20009.

El receptor IGF-IR i la seva via de senyalitzacié també han estat ben
caracteritzats i s’ha descrit que tenen un paper important en I'oncogénesi,
la progressié tumoral i I'aparici6 de metastasis, aixi com en la resisténcia a
la quimioterapia en diversos tipus de tumors (Furstenberger and Senn,
2002). Breument, la uni6 del lligand (IGF-I o IGF-II) al receptor de
membrana IGF-IR indueix |'autofosforil-lacié del domini tirosina-quinasa
intracel-lular del receptor. La fosforil-lacié del receptor activa dues vies de
senyalitzacid, PI3K/Akt i Ras/Raf/MEK/Erk, que porten a una inhibicié de
I'apoptosi i a un augment de la proliferacid, la invasié i la supervivencia
cel-lular (King and Wong, 2012).
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En PDAC, s’ha descrit que la via d'IGF-IR esta activada anormalment per
via paracrina i autocrina (Bergmann et al., 1995) i és considerada, per tant,
una bona diana terapéutica. En aquest sentit, s’han desenvolupat diversos
anticossos monoclonals que bloquegen la seva activacio, aixi com petites
molécules inhibidores del domini tirosina-quinasa (Hewish et al., 2009). A Ila
taula 7 estan detallats alguns dels farmacs inhibidors d’IGF-IR emprats en
assaigs clinics en pacients amb PDAC (King and Wong, 2012; Kotowski and
Ma, 2011).

Farmac Mecanisme Referéncia bibliografica

BIIB-022 mAb anti-IGF-IR vonMehren et al., 2010
Cixutumumab (IMC-A12) mAb anti-IGF-IR Rowinsky et al., 2007
Dalotuzumab (MK-0646) mAb anti-IGF-IR Javle et al., 2010
Ganitumab (AMG479) mAb anti-IGF-IR Kindler et al., 2010
0OSI-906 TKI de IGF-IR i IR Macaulay et al., 2010

Taula 7. Farmacs inhibidors de IGF-IR emprats en assaigs clinics en
pacients amb PDAC. mAb: Anticds monoclonal; TKI: Inhibidor tirosina-
quinasa. Kotowski and Ma, 2011; King and Wong, 2012.

D’altra banda, diversos estudis han demostrat que IGF-IR esta implicat
en la resistencia als tractaments dirigits contra els receptors de la familia
EGFR, ja que en inhibir un d’aquests receptors es produeix una activacio
compensatoria de l'altre. Per tant, la inhibicié simultania de les dues vies de
senyalitzacié podria millorar els resultats obtinguts fins ara (Adams et al.,
2004; Guix et al., 2008; Morgillo et al., 2007). En aquest sentit, recentment
s’han realitzat diversos assaigs clinics per avaluar |'Us de la terapia
combinada d’inhibidors d’IGF-IR amb gemcitabina, erlotinib o I'agonista de
DR5 conatumumab (AMG655), tot i que fins ara no s’han obtingut els
resultats desitjats (Kindler et al., 2012; King and Wong, 2012; Kotowski
and Ma, 2011).

4.2. Activacio de la via de TRAIL

L'apoptosi és la mort cel-lular programada on intervenen les caspases
(Ashkenazi and Herbst, 2008) i es tracta d’un procés critic durant el
desenvolupament embrionari i per a I'homeostasi dels teixits adults

(Ashkenazi, 2008). L'apoptosi es dona principalment mitjancant dues vies
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de senyalitzacié interconnectades: la via extrinseca, activada per receptors
de senyals proapoptotics situats a la superficie cel-lular, i la via intrinseca,
activada a nivell mitocondrial en resposta a estimuls intracel-lulars. Les
dues vies convergeixen a nivell de caspases efectores, que modulen el
programa apoptotic (Ashkenazi and Herbst, 2008).

La desregulacié de I'apoptosi és important en la patogenesi tumoral i, de
fet, es considera un dels trets més caracteristics de la majoria de cancers
(Hanahan and Weinberg, 2000), com és el cas del PDAC (Jones et al.,
2008). En aquest sentit, la inducci6 de l'apoptosi és un component
important de l'activitat antitumoral dels tractaments antitumorals
convencionals, com la quimioterapia o la radioterapia (Kaufmann and Vaux,
2003; Mollinedo and Gajate, 2003). Aquests tractaments estimulen
principalment la via intrinseca i sembla que mutacions dels seus
components, com TP53, podrien contribuir a la resistencia de les cel-lules
tumorals a aquest tipus de terapia (Kaufmann and Vaux, 2003; Mollinedo
and Gajate, 2003; Pommier et al., 2004). Per aquest motiu, la induccié de
la via extrinseca de l'apoptosi, la qual actua independentment de p53, és
una estratégia terapéutica amb interés creixent (Ashkenazi et al., 1999) i
s’han desenvolupat diferents farmacs agonistes de receptors proapoptotics
(PARA, de l'anglés proapoptotic receptor agonists), els quals indueixen
I'apoptosi a les cel-lules tumorals sense afectar a les cél-lules sanes (French
and Tschopp, 1999). Aixi, inicialment es va assajar I'Us del lligand TRAIL,
que activa els receptors DR4 i DR5, perd0 més recentment també s’han
desenvolupat anticossos monoclonals que activen especificament DR4 o
DR5 (Fesik, 2005). A la taula 8 estan detallats alguns dels PARAs emprats
en PDAC (Ashkenazi and Herbst, 2008). Finalment, la combinacié d’aquests
farmacs amb quimioterapia o farmacs dirigits que antagonitzin el
creixement i la supervivencia cel-lular sembla millorar el seu efecte
antitumoral, tal com han demostrat diversos estudis preclinics (Wiezorek et
al., 2010).
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Farmac Mecanisme

Dulanermin (rhApo2L/TRAIL, Lligand recombinant agonista
PRO1762, AMG-951) de DR4 i DR5

Mapatumumab (HSG-ETR1) mAb huma anti-DR4

Lexatumumab (HGS-ETR2)  mAb huma anti-DR5

Apomab mAb huma anti-DR5

AMG-655 mAb huma anti-DR5

LBY135 mAb quimeéric anti-DR5

TRA-8/CS-108 mAb muri anti-DR5/versid
humanitzada de TRA-8

Ad5-TRAIL Adenovirus recombinant armat

amb TRAIL huma

Taula 8. Farmacs agonistes de receptors proapoptotics emprats en
assaigs clinics en pacients amb PDAC. mAb: Anticos monoclonal.
Ashkenazi and Herbst, 2008.

4.3. Viroterapia génica

La millora en el coneixement dels mecanismes moleculars implicats en el
procés tumoral, aixi com el desenvolupament de les técniques de genetica
molecular, ha permes la identificacid de noves dianes terapeutiques i el
desenvolupament de noves estrategies per al tractament del cancer, com la
viroterapia genica, que combina la viroterapia i la terapia génica.

La viroterapia consisteix en I'Us de virus amb finalitats terapeutiques. En
el cas del cancer s’han desenvolupat virus oncolitics, que repliquen
selectivament a les cél-lules tumorals, produint la seva lisi (Parato et al.,
2005). Aquesta selectivitat es pot aconseguir eliminant funcions virals vitals
per a la replicacié en cel-lules normals, principalment relacionades amb la
regulacio del cicle cel-lular i I'apoptosi, que poden ser complementades a les
cel-lules tumorals (Bischoff et al., 1996; Heise et al., 2000; Sherr and
McCormick, 2002; White, 2006). Una altra estrategia és la substitucié dels
promotors virals per promotors tumor-especifics, aixi com la inhibicio de la
replicacié a teixits normals mitjancant la inserci®6 de miRNAs dirigits
(Cawood et al., 2009; Small et al., 2006). A més, la replicacié selectiva a
les cél-lules tumorals redueix la seva toxicitat (Parato et al., 2005). Alguns
dels principals avantatges dels virus oncolitics son I'amplificacié de la dosi
amb la replicacié viral, a més d’estimular respostes immunologiques

antitumorals i de millorar I'efecte antitumoral d’agents citotoxics. D’altra
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banda, sembla que els virus oncolitics podrien eliminar les CSC en evitar els
seus mecanismes de resistéencia (Friedman et al., 2012; Jiang et al., 2007).

Tot i que fins ara s’han realitzats assaigs clinics amb diferents tipus de
virus (taula 9) (Patel and Kratzke, 2013), els adenovirus presenten algunes
caracteristiques ideals per al seu Us en viroterapia oncolitica, a més del seu
tropisme natural cap a les cél-lules epitelials i els adenocarcinomes (Hallden
and Portella, 2012). Aixi, els adenovirus tenen un cicle replicatiu litic, una
produccié eficient de particules viriques estables, una transferéncia génica
eficient i la infeccidé es déna tant en ceél-lules en divisi6 com en quiescents. A
més, el seu genoma és episomal, pel qué el risc de mutagenesi insercional
és molt baix (Pesonen et al., 2011). Una de les principals limitacions de I'Us
dels adenovirus en viroterapia és que |'administracid intravenosa, que
permetria tractar també les metastasis, redueix la seva eficacia, ja que els
adenovirus son retinguts per factors sanguinis i eliminats al fetge (Baker et
al., 2007; Carlisle et al., 2009; Kueberuwa et al., 2010; Waddington et al.,
2008). En aquest sentit, alguns dels principals reptes de la terapia virica és
I'optimitzacié de l'administracié sistemica, la millora de la disseminacid
intratumoral i la induccié de la resposta immunitaria antitumoral (Russell et
al., 2012).

D’altra banda, la terapia geénica consisteix en la introduccié de material
genetic en una cél-lula per tal de curar una malaltia. El transgén emprat pot
substituir un gen defectudés o codificar per un RNA o una proteina amb
funcidé terapeutica (Pesonen et al., 2011). Un dels principals avantatges de
la terapia génica és que presenta pocs efectes secundaris, en comparacio
amb els tractaments quimioterapéutics convencionals, tal com han
demostrat diferents assigs clinics (Peng, 2005; Reid et al., 2002; Russell et
al., 2012).

Un 64% dels assaigs clinics amb terapia genica estan dirigits al
tractament del cancer. A més, els vectors virals sén els més emprats en
terapia genica, principalment els adenovirals, en un 24% dels assaigs clinics
(Ginn et al., 2013). El fet d’armar un virus amb un transgén terapeutic pot
incrementar la seva potencia oncolitica, tal com s’ha demostrat en diversos
assaigs preclinics i clinics. Algunes de les estrategies desenvolupades en

viroterapia génica es basen en la introducci6 de gens que que modulen
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Virus Modificacio Referéncia bibliografica
Adenovirus
ONYX-015 H1010 delecié de E1B-55K Vasey et al., 2002
CGTG401 promotor hTERT Somia et al., 2000

Ad5/3-D24-GMCSF

Ad5-D24-GMCSF

Ad3-hTERT-E1A

ICOVIR-7

H103
Herpesvirus
Oncovex-GMCSF

NV1020

G207

Vaccinia virus
GL-ONC1
JX-594

Reovirus tipus 3

Virus del xarampid
MV-CEA
MV-NIS

expressié de CD40L
Fibra Ad3

delecié de E1A (selectiu per Rb)

GMCFS

delecié de E1A
GMCFS

delecié de E1A
promotor hTERT
Fibra Ad3

delecié E1A
modificacié RGD-4C
promotor E2F
expressié de HSP70

delecié de ICP6
delecié de y-34.5
expressié de GMCSF
delecié de ICPO i ICP4
delecié de y-34.5

LAT

insercié de TK

delecio de ICP6
deleci6 de y-34.5

expressié de GFP
delecié de TK
expressié de GMCSF
N/A

expressio de CEA
expressid del cotransportador
de Na+/I-

Douglas et al., 1996

Rodriguez et al., 1997

Pesonen et al., 2012

Cerullo et al., 2010

Hemminki et al., 2012

Markert et al., 2000

Aghi et al., 2008

Smith et al., 2006

No publicat

Senzer et al., 2009

Park et al., 2008

McDonald et al., 2006
No publicat

Taula 9. Virus oncolitics emprats en assaigs clinics. Adaptat de Patel
and Kratze, 2013.

I'entorn tumoral, mitjancant la inhibicié de I'angiogénesi (Guse et al., 2009;
Kuo et al., 2001; Thorne et al., 2006; Zhang et al., 2005) o contribuint a la
degradacié de I'estroma tumoral (Guedan et al., 2010; Kim et al., 2006), en
I'expressié de gens que estimulen la resposta immunologica antitumoral,
com citoquines i quimioquines (Chang et al., 2009), a més de la introduccié

de gens suicides, els quals codifiquen per enzims que converteixen
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prodrogues prodrogues administrades sistémicament en metabolits toxics
dins de la cel-lula diana tumoral (Dias et al., 2010; Rogulski et al., 2000).
Per tant, la viroterapia génica constitueix una estratégia terapéutica en
constant evolucid i amb moltes possibilitats de ser incorporada a curt
termini als protocols de tractament ja existents, gracies a la seva poténcia i

relativa baixa toxicitat.
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5. MODELS PRECLINICS DE CANCER DE PANCREES

Tot i que durant els darrers anys hi ha hagut avencos importants en el
coneixement dels mecanismes moleculars implicats en el desenvolupament
del PDAC (Jones et al., 2008), encara cal millorar molt la prevencié, el
diagnostic precog i el tractament d’aquesta malaltia (Hidalgo, 2010). El
desenvolupament de noves aproximacions rellevants a nivell clinic per al
tractament del PDAC depen de la disponibilitat de models preclinics que
permetin recapitular les principals caracteristiques morfologiques i
moleculars d’aquesta malaltia i que alhora tinguin un bon valor predictiu a
nivell de diagnostic i de resposta a tractaments terapéutics (Mazur and
Siveke, 2012). En aquest sentit, els models animals permeten reproduir
amb més fidelitat que els models in vitro les interaccions entre les cel-lules
tumorals i el microambient, les quals sén molt importants tant per al procés
de progressié tumoral com per entendre |'aparicid de resisténcia a alguns
tractaments (Van Laethem et al., 2012).

Fins ara s’han establert diferents tipus de models animals de PDAC que
poden ser dividits en tres grups, en funcié del metode emprat per obtenir-
los: la induccié de carcinomes pancreatics mitjancant agents quimics, la
modificacid genetica dels animals per tal que desenvolupin tumors al
pancrees i la inoculacié de material tumoral pancreatic huma en animals

d’experimentacié immunodeprimits.

5.1. Models animals de carcinogénesi quimica

Els models animals de carcinogénesi induida es van desenvolupar fa més
de dues decades i es basen en I'administracié de substancies quimiques que
provoguen canvis cel-lulars que porten rapidament a la formacié d‘un
tumor. El model més emprat i estudiat és I'administracid intraperitoneal de
N-nitrosobis(2-oxopropil)amina (BOP) en hamsters (Gingell et al., 1976;
Pour et al., 1976; Pour et al., 1975). També s’ha assajat, entre d’altres, I’Us

d’azaserina en rates (Longnecker and Curphey, 1975; Roebuck et al., 1984;
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Roebuck and Longnecker, 1977) i 7,12-dimetilbenzantracé (DMBA) en
ratolins (Osvaldt et al., 2006).

Aquests models permeten reproduir els diferents estadis del PDAC, tot i
gue no soén definits a nivell genéetic i no sén adequats, per tant, per a la
validacié de lesions genetiques especifiques ni d’interaccions entre vies de
senyalitzacié (Bardeesy et al., 2001). A més, poden veure’s afectats alhora

altres organs, disminuint el seu valor preclinic (Ding et al., 2010).

5.2. Models animals modificats geneticament

Els models animals modificats geneticament s’obtenen en introduir
modificacions al DNA genomic de I'‘animal, mitjancant mutacions
condicionals o induibles, que porten al desenvolupament espontani de PDAC
(Ding et al., 2010). Aquests representen diferents estadis del PDAC i son
Utils tant en recerca basica, per establir el paper de factors geneétics o
ambientals relacionats amb el desenvolupament de la malaltia, com en
recerca translacional, per estudiar la resposta antitumoral i antimetastatica
de diferents tractaments (Grippo and Tuveson, 2010).

Fins ara s’han generat una gran varietat d’aquests models de PDAC a
partir de la modificacié de diferents gens (Herreros-Villanueva et al., 2012),
en base a les alteracions moleculars que caracteritzen aquests tumors i que
permeten recapitular la seva morfologia (Van Laethem et al., 2012). Aixi,
donada l'elevada freqliéncia de les mutacions a K-Ras en PDAC (Almoguera
et al., 1988), la majoria de ratolins modificats geneticament es basen en
mutacions en aquest gen (Herreros-Villanueva et al., 2012). De totes
maneres, la mutacid de K-Ras no és suficient per induir la progressio a
estadis invasius i s’han generat models on es combina aquesta mutaciéo amb
delecions o mutacions en altres gens, com Ink4 (Aguirre et al., 2003), TP53
(Hingorani et al., 2005), Mist (Tuveson et al., 2006), Smad4 (Kojima et al.,
2007) o TGF-B (Ijichi et al., 2006).

Una de les principals limitacions d’aquests models és que no reflexen
I’'heterogeneitat genética tipica dels tumors humans (Van Laethem et al.,
2012). D’altra banda, el seu principal avantatge és que permeten obtenir
tumors al pancrees d’animals amb el sistema immunitari intacte (Hruban et
al., 2006).

45



Introduccio

5.3. Models animals establerts a partir de ceél-lules o teixit

huma

Per establir models animals a partir de cel-lules o teixit huma, també
anomenats xenoempelts, s’‘empren ratolins immunodeprimits, com els
atimics nude o els NOD/SCID, per tal d’evitar el rebuig de I'’empelt (Morton
and Houghton, 2007). Aquests models permeten reproduir les diferents
alteracions genetiques i epigenétiques que presenten els tumors, poden ser
emprats en el desenvolupament d’aproximacions terapéutiques
individualitzades i conserven millor les caracteristiques de I’entorn tumoral
(Herreros-Villanueva et al., 2012). Un dels seus principals inconvenients és
que el fet d’emprar animals immunodeprimits no permet avaluar el paper
de la resposta immunitaria de I'hoste en el creixement tumoral (Ding et al.,
2010). Aquests models es poden classificar atenent al material d’origen o0 a
la localitzacié de l'inocul.

El material emprat per a establir el xenoempelt pot ser una linia cel-lular
tumoral o un fragment de tumor. La majoria de models establerts fins ara
empren cel-lules mantingudes en cultiu in vitro, el qué també s’'anomena
xenoempelt indirecte, ja que es tracta d’'un material facil d’obtenir. Un dels
principals inconvenients d’aquest tipus de models és la seva poca capacitat
de predir I'eficacia terapeutica dels tractaments (Voskoglou-Nomikos et al.,
2003), en part deguda a la seleccié que es déna en mantenir les cel-lules en
cultiu durant llargs periodes i perquée formen uns tumors pobres en estroma
peritumoral (Kim et al., 2009). Per aguest motiu, hi ha un creixent interes
en els models establerts a partir de mostres de tumor primari huma, també
anomenats xenoempelts directes (tumorgrafts, en anglés) (Garber, 2009).
Aquests formen un estroma considerable i recapitulen I'aparenca histoldgica
del tumor del pacient d’origen durant varis passatges en ratolins (Rubio-
Viqueira and Hidalgo, 2009; Rubio-Vigueira et al., 2006). En aquest cas, la
mostra implantada pot ser una suspensid cel-lular obtinguda després de
digerir el tumor o un fragment del mateix (Kim et al., 2009).

Segons la localitzaci6 de [l'inocul es poden distingir els models
heterotopics dels ortotopics. Als models tumorals heterotopics la mostra

s'implanta al teixit subcutani, tipicament en un costat. Aquesta técnica esta
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molt estesa, ja que és rapida, barata i reproduible, a més de permetre fer
un seguiment del creixement del tumor facilment durant I'experiment.
Alguns dels seus principals desavantatges son que el microambient tumoral
no és representatiu i que aquests tumors dificilment poden generar
metastasis. Als models ortotopics, en canvi, la mostra s‘implanta a I'0rgan
d’origen, el pancrees en el cas del PDAC. Aquesta técnica requereix més
temps i una major preparacié técnica i és més cara. A més, els ratolins
necessiten un major temps de recuperacid després de |‘operacid i el
seguiment del creixement del tumor és més complicat. D’altra banda, els
models ortotopics reprodueixen millor les interaccions del tumor amb
I'entorn i la disseminacid metastatica. Per aquest motiu, aquests els models
semblen més adequats per a la realitzacié d’'assaigs preclinics (Herreros-
Villanueva et al., 2012; Perez-Torras et al., 2011).

Per tant, s’han desenvolupat diferents models in vivo de PDAC que
poden ser emprats tant en recerca basica com translacional i la finalitat de

I'estudi és la que defineix el model més adient en cada cas.
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Objectius

L’adenocarcinoma ductal pancreatic (PDAC) és una de les principals
causes de mort per cancer degut a I'abséncia de simptomes especifics que
permetin una deteccid precog, l'agressivitat i I'elevada resistencia als
tractaments que presenta aquest tipus de tumor. A més, a nivell clinic
practicament no s’ha aconseguit cap millora des de l'establiment de la
gemcitabina com a farmac d’elecci6é. En aquest sentit, s’han desenvolupat
diferents estratégies terapeutiques per intentar millorar els resultats dels
assajos clinics, en part a través d’un millor coneixement dels mecanismes
moleculars responsables del fracas dels tractaments. Darrerament, els
esforcos s’han centrat en tractaments dirigits basats en el control de la
senyalitzacié cel-lular, I'eliminacié de les cancer stem cells (CSC) o el
control del microambient tumoral. De totes maneres, les bases moleculars
del cancer de pancrees son extremadament complexes i heterogénies, fet
que limita I'Gs de terapies dirigides contra dianes especifiques que siguin
realment eficients. Per aquest motiu, és necessari continuar desenvolupant
i avaluant en models apropiats diferents estratégies terapeutiques que
aconsegueixin evitar els mecanismes de resisténcia que presenten les

cel-lules tumorals pancreatiques i siguin més efectives a nivell clinic.

En base a aquests antecedents, I'objectiu principal d’aquesta tesi va ser:

Assajar diferents estratégies terapéutiques en models cel-lulars i
tumorals d’adenocarcinoma ductal pancreatic dirigides a evitar

I’aparici6é de resisténcies.

Per assolir aquest objectiu general, es van plantejar els seguents
objectius especifics:
1. Caracteritzar la subpoblacié de CSC en linies cel-lulars i tumors de PDAC i
analitzar la seva sensibilitat a diferents tractaments.
2. Analitzar I'efecte de la inhibicié de IGF-IR i I'activacié de DR5 in vivo i in
vitro.
3. Avaluar l'activitat antitumoral de diferents adenovirus oncolitics en

tumors ortotopics humans de PDAC.
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Materials i Métodes

1. CULTIUS CEL-LULARS

1.1. Linies cel-lulars

Les linies cel-lulars Panc-1 i BxPC3 deriven de carcinomes ductals de
pancrees humans i van ser obtingudes de la col-leccié de I’ATCC (n°: CRL-
1469 i CRL-1687 respectivament, American Type Culture Collection, USA).

Les linies cel-lulars NP-9 i NP-29 so6n derivades d’adenocarcinomes
pancreatics humans implantats al pancrees de ratolins atimics i perpetuats
com a xenografts (Reyes et al., 1996; Villanueva et al., 1998). Aquestes
van ser establertes al Servei de Digestiu de I'Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau de Barcelona i van ser gentilment cedides pel Ilaboratori
d'Investigacid Gastrointestinal de I'esmentat hospital.

Les linies cel-lulars CP3, CP15T i CP15A séon derivades
d’adenocarcinomes pancreatics humans implantats al pancrees de ratolins
atimics i perpetuats com a xenografts i van ser establertes en el nostre grup
de recerca en el marc d’un projecte de col-laboracié amb I'Hospital Clinic de
Barcelona (Perez-Torras et al., 2011). La linia cel-lular CP15T deriva
directament del model tumoral xenoimplantat CP15, mentre la CP15A va ser
aillada del contingut del liquid ascitic extret de la cavitat peritoneal del
mateix ratoli.

Totes aquestes linies estan ampliament caracteritzades per les seves
caracteristiques de creixement i adhesié, aixi com respecte als nivells
d’expressid i estat dels gens més rellevants en la tumorigenesi del cancer
de pancrees exocri huma, entre ells els supressors tumorals p53, p16 i
també I'oncogen K-ras.

La linia cel-lular HEK-293 és derivada de ronyé embrionari huma i va ser
obtinguda de I'ATCC (n°: CRL-1573). Aquesta linia ha estat emprada en la
titulacio dels adenovirus.

La linia cel-lular A549 és derivada de carcinoma pulmonar huma i va ser
obtinguda de I’ATCC (n° CCL-185). Aquesta linia ha estat emprada per a la
amplificacio dels adenovirus.

La linia cel-lular Saos-2 és derivada d’osteosarcoma huma i va ser

obtinguda de I’ATCC (n© HTB-85). Aquesta linia s’ha emprat com a control
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p53 null en els experiments d’infecci6 amb els virus ICOVIRS5 i ICOVIR5-
p53.

1.2. Condicions de cultiu

Totes les linies cel-lulars tumorals pancreatiques emprades en aquest
treball creixen formant una monocapa cel-lular amb morfologia epitelial
adherida al suport solid on es cultiven. Quan la monocapa ocupa un 80-90%
de la superficie, es fa necessari el replaqueig de les cél-lules mitjancant
tripsinitzacid, per tal d’assegurar-ne la correcta viabilitat.

El replaqueig s’inicia amb un rentat de les cel-lules amb PBS esteéril
(Sigma), per tal d’eliminar del cultiu qualsevol resta de serum, el qual
podria interferir amb |'activitat de la tripsina. A continuacié s’inicia la
tripsinitzacié de les cél-lules amb una incubacié a 37°C en una solucié de
tripsina 0,05% amb EDTA (Gibco) d’entre 5 i 10 minuts, depenent de la linia
cel-lular. Quan totes les cel-lules s’han desadherit del suport, es resuspenen
amb medi de cultiu, inhibint aixi qualsevol accié enzimatica posterior, i es
procedeix a la disgregaci6 mecanica de les cél-lules. Cada linia cel-lular es
replaqueja a una densitat adient per que assoleixi un 80-90% de
confluéncia al cap de 3-4 dies. El medi es renova cada dos dies per
aspiracié del medi vell i addicié6 de medi fresc. Les cel-lules es mantenen en
un incubador a 37°C en preséncia d'un 5% de CO, i un 90% d’humitat
relativa.

Les linies cel-lulars Panc-1, BxPC3, HEK-293, A549 i Saos-2 es cultiven
en medi DMEM (Dulbecco’s Modified of Eagle’s Medium, BioWhittaker) i les
linies cel-lulars NP-9, NP-29, CP3, CP15T i CP15A es mantenen amb una
mescla 1:1 de medi DMEM i medi Ham F12 (BioWhittaker). El medi de cultiu
es suplementa amb un 5% de serum fetal bovi (FBS, Gibco) inactivat (30
minuts a 56°C), excepte per la linia CP3, que requereix un 10% de FBS
inactivat, i una mescla dels antibiotics penicil-lina i estreptomicina (100

U/ml i 100 pg/ml, respectivament, Lonza).
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1.3. Congelacio i descongelacioé de linies cel-lulars

Per tal de poder disposar de les linies cel-lulars en condicions optimes
sempre que es desitgi, és necessari mantenir un estoc de cel-lules dels
passatges inicials congelades en nitrogen liquid. Per tal de mantenir la
viabilitat de les cel-lules durant el procés de congelacié, és necessari
utilitzar un crioprotector com el dimetilsulfoxid (DMSO, Sigma). No obstant,
malgrat ser imprescindibles en el procés de congelacid, els agents
crioprotectors son altament toxics per les cél-lules a temperatura ambient i
a concentracions superiors a 1I'1%. Per aquest motiu, és aconsellable reduir
al maxim el temps de contacte de les cel-lules amb el DMSO durant els
processos de congelacid i descongelacié. En funcié de la sensibilitat de les
linies a aquests processos i tenint en compte que en augmentar la proporcid
de sérum la viabilitat cel-lular és major, la composici6 del medi de
congelacié admet lleugeres variacions. El medi de congelaci6 emprat en
aquest treball consisteix en un 50% de medi definit, un 40% de sérum fetal
bovi i un 10% de DMSO.

El procés de congelacio s’inicia amb la tripsinitzacié de les cel-lules i la
seva posterior centrifugacid durant 5 minuts a 1.500 rpm. El sobrenedant
s’aspira i les cél-lules es resuspenen en el medi de congelacié esmentat. La
suspensio cel-lular s’aliquota en criotubs que es col-loquen en un diposit de
congelacié gradual d’isopropanol a -80°C. Passat un minim de 4 hores, les
cel-lules ja es poden traslladar a un tanc de nitrogen liquid per a la seva
conservacio a llarg termini.

Aixi com el procés de congelacié ha de ser lent i gradual per no danyar
les cel-lules, el procés de descongelacid ha de ser rapid per no perdre
viabilitat cel-lular. Per tal de descongelar una aliquota de cel-lules, es
procedeix al traspas del criotub d’interées del nitrogen a un bany
termostatitzat a 37°C. D’aquesta forma es garanteix el minim temps de
contacte possible de les cél-lules amb el DMSO. Un cop descongelat, el
contingut del criotub es traspasssa a un tub de 15 ml i es centrifuga 5
minuts a 1.500 rpm. Les cel-lules es resuspenen amb medi fresc
suplementat amb un 20% de FBS inactivat i es sembren en una placa de

cultiu.
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1.4. Cultiu de tumorosferes

Les tumorosferes s‘obtenen en mantenir les cel-lules en cultiu en
absencia d’ancoratge i amb un medi especific per stem cells. Concretament,
es cultiven les cél-lules en plaques de 6 pous tractades per evitar
I'adheréncia de les cel-lules (Ultra-low attachment plates, Corning) i en
medi stem, compost d’'una mescla 1:1 de medi DMEM i medi Ham F12
(BioWhittaker) suplementat amb B-27, N2, una mescla d’‘antibiotic-
antimicotic (Invitrogen), 20 ng/ml d’EGF huma i 20 ng/ml d’FGF basic huma
(Peprotech), en un incubador a 37°C en preséncia d'un 5% de CO, i un 90%
d’humitat relativa.

Els cultius de tumorosferes es mantenen durant passatges successius i
els experiments es realitzen entre els passes 4 i 8, on mantenen les
caracteristiques stem. Un cop per setmana es disgreguen les tumorosferes
en una solucié de tripsina 0,05% amb EDTA (Gibco) durant 2-3 minuts,
després de descartar el medi per centrifugaci6 5 minuts a 800 rpm. La
tripsina s’elimina per centrifugacido, 5 minuts a 1.500 rpm, i les cel-lules
individualitzades es resuspenen en medi stem després d’un rentat amb
medi de cultiu sense sérum. La sembra inicial des de monocapa es fa
afegint 50.000 cél-lules per pou i als segiients passatges s’afegeixen 15.000

cel-lules per pou.

1.5. Obtencid6 de cultius primaris

Durant la realitzacid d’aquest treball s’han obtingut cultius primaris a
partir de models tumorals pancreatics. Breument, s’extreu el tumor del
ratoli i es digereixen enzimaticament, amb col-lagenasa, les zones no
necrotiques (El procés es detalla en apartats posteriors). La suspensio
cel-lular obtinguda es dilueix en una mescla 1:1 de medi DMEM i medi Ham
F12 (BioWhittaker) suplementat amb un 15% de FBS inactivat i antibiotics
(penicil-lina/estreptomicina) i es plaquejen en un flascd. A partir d’aquest
punt les cel-lules es controlen periodicament al microscopi i es realitza un
canvi de medi un cop per setmana, centrifugant el medi que encara pot

contenir cél-lules en suspensid 5 minuts a 1.500 rpm i replaguejant el
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sediment amb medi fresc. D'aquesta manera s’evita la perdua de petits
fragments i cél-lules viables que encara no s’han adherit. Al cap d’un
periode de temps variable, s'observen cé:lules adherides.

Quan es considera que el nimero de cel-lules adherides ha superat el
llindar critic per a la seva perpetuacid, es retira el medi, que conté les
cel-lules que encara no s’han adherit, i es procedeix al canvi de medi per
aspiracié dos cops per setmana. Quan les cel-lules arriben a un 70% de
confluéncia es realitza la primera tripsinitzacid i les cel-lules es replaquejen
en un flascé nou. D’altra banda, si les cél-lules no es divideixen o ho fan
molt lentament, es sotmeten a una tripsinitzaci6 suau i es tornen a
replaquejar, a fi d’estimular-ne el creixement. Quan ja s’han assolit un
parell de tripsinitzacions, es pot emprar el cultiu primari obtingut per als

experiments, perdo només durant un numero limitat de passatges.

1.6. Control de micoplasma

Els micoplasmes (genere Mycoplasma) sén uns bacteris caracteritzats
per I'abséncia de paret cel-lular, pel que no es veuen afectats per molts
antibiotics, com la penicil-lina. A més, la contaminacié per micoplasma
passa visualment desapercebuda en els cultius cel-lulars i pot afectar als
resultats experimentals, ja que altera la sintesi de DNA, RNA i proteina,
introdueix alteracions cromosomiques i provoca alteracions als antigens de
la membrana plasmatica. Per aquest motiu, es realitza de forma rutinaria el
test per detectar-ne la presencia a les diferents linies cel-lulars.

El test de micoplasma es basa en la deteccié d’aquest microorganisme
per PCR amb els encebadors MICO-1 i MICO-2 (taula 10). Per a la
realitzacié de la PCR, es parteix del medi de cel-lules que han estat 3 dies

en cultiu sense canviar-ne el medi.

Seqguéncia aminoacidica

MICO-1 5'-GGC GAA TGG GTG AGT AAC ACG-3'
MICO-2 5'-CGG ATA ACG CTT GCG ACT ATG-3'

Taula 10. Sequeéncia d’encebadors utilitzats per la deteccié de
micoplasma.
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Si per PCR es detecta la preséncia de micoplasma, cal descongelar un
nou estoc de cel-lules lliures de micoplasma o, si no és possible, es
procedeix a eliminar el micoplasma. Per la desmicoplasmatitzacié es tracten
les cél-lules amb plasmosina (Plasmocin TM, Invivogen) durant dues
setmanes a una concentracié final de 25 ug/ml. Després del tractament es

realitza un nou test per confirmar-ne |'eliminacio.
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2. TRACTAMENT DE CEL-LULES AMB AGENTS
ANTITUMORALS I FACTORS DE CREIXEMENT

Les cel-lules es sembren en el suport adequat al tipus d’estudi que es
vulgui fer: corba dosi-resposta, extraccié de proteina, etc. Cal ajustar el
nombre de cel-lules que es plaquegen al tipus de linia cel-lular emprat i a la
durada de l'experiment. Els cultius s‘incuben amb les concentracions de
farmac escollides dissoltes en el medi de cultiu, durant un temps

determinat.

2.1. Agents antitumorals

La majoria de farmacs utilitzats es subministren en forma solida/pols,
pel qué resulta necessari reconstituir-los abans de la seva utilitzacié
experimental. Es important treballar en condicions d‘esterilitat i amb
solvents previament filtrats amb filtres amb porus de 0,2 um. A més, és
recomanable no sotmetre les solucions mare a repetits cicles de
congelacié/descongelacio, pel queé s’aconsella preparar petites aliquotes en
reconstituir el farmac.

En aquest treball s’han emprat tres tipus de farmacs: analegs de
nucleosids, anticossos monoclonals i inhibidors tirosina quinasa. A la taula
11 es recullen els farmacs emprats in vitro, aixi com una breu descripcié de

casdascun d’ells.

61



Materials i Métodes

Farmac Casa comerdal Tipus d'agent terapéutic Diana Preparacid stoc Conservacio
Gemcitabina  Lilly Andleg de nucledsid Sintes DNA 10nM en PBS ET

AMG479 AMGEN Srtcée monoclonal IGF-IR 200pM en PBS -B0oC
AMGESS &MGEM Anficos monoclonal DRSS 200puM en PES [ 24h)
rhTRAIL RaD Sydems Uigand recom binant DR4/DRS 20pg/ml en PBS+0,1%BSA -209C
NYP-ABANS41 Movarkis Inhibidor TE IGF-IR 10rmM en DMSO -209C
Lapatinib GlaxosSmithkline  Inhibidor TE dual EGFR/Her-2 10mM en DMS0 -20eC

Taula 11. Descripcid dels agents terapéeutics emprats per als experiments in vitro en aquest treball.
TK: tirosina-quinasa
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2.2. Recompte cel-lular

Per tal de determinar el nombre de cel-lules d’un cultiu, pas
imprescindible quan es vol sembrar una quantitat determinada de cel-lules,
per exemple, les cél-lules es sotmeten a una tripsinitzaci6 amb una
incubacié a 37°C en una solucié de tripsina 0,05% amb EDTA (Gibco) i es
resuspenen en el medi adequat. De la suspensid cel-lular s’agafa una
aliquota, que es dilueix amb colorant blau de tripa, de manera que es
puguin comptar entre 10 i 100 cél-lules per quadrant d'una cambra de
Neubauer, la qual té una capacitat de 0,1 mm?3. El blau de tripa penetra a
I'interior de la ceél-lula Unicament quan la membrana cel-lular esta
deteriorada, tenyint les cél-lules mortes de color blau. Es compten les
cel-lules viables presents als 8 quadrants d’una cambra de Neubauer i es
calcula la mitjana. Per al calcul de cel-lules per mil-lilitre s’'empra la segient
féormula:

no cél-lules/ml = mitjana de cél-lules viables per quadrant x dilucié x 10*

Aguest méetode permet determinar la concentracié i el percentatge de
viabilitat del cultiu cel-lular. Finalment, les cel-lules es resuspenen amb el

medi de cultiu necessari per obtenir la concentracié d’interés.

2.3. Analisi de la citotoxicitat: corbes dosi-resposta

L’'analisi de la citotoxicitat d’un determinat tractament es basa en la
mesura de la viabilitat cel-lular després de I'exposicid al tractament. Aixi, les
cel-lules s’exposen a diferents concentracions de farmac o virus i es
determinen les variacions en la viabilitat cel-lular mitjancant el meétode
escollit.

Les corbes dosi-resposta permeten representar la viabilitat relativa,
prenent com a 100% el nombre de cel-lules del cultiu control sense tractar.
Utilitzant el software GraphPad Prism (GraphPad Software Inc.), cada
conjunt de dades experimentals s’ajusta per regressié no-lineal a la funcié
matematica corresponent a una forma adaptada de l'equacié de Hill.
D’aquesta forma s’obté la IC50, que correspon a la dosi que redueix la

viabilitat en un 50%.
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En aquest treball s’han utilitzat dos metodes per a la mesura de la
viabilitat cel-lular basats en la reduccié de sals de tetrazoli, assajos de MTT i
WST-8, adequats per a cel-lules adherides en monocapa o en suspensid

respectivament.

2.3.1. Assaig de MTT

L'assaig de MTT (bromur de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoli)
es basa en la formacid de cristalls de formazan, que sén de color blau i
insolubles en aigua, després de la ruptura de la sal de tetrazoli. Els cristalls
només es produeixen en cel-lules viables, mitjancant I'enzim mitocondrial
succinat deshidrogenasa.

En aquest tipus d’assaig, les cel-lules es sembren en plaques de 96 pous
a una densitat variable en funci6 de la linia cel-lular i la durada de
I'experiment. Per a cada assaig s’utilitzen un minim de quatre pous per
condicié. Un cop finalitzat I'experiment es retira el medi i s’afegeix medi
fresc amb 0,75 mg/ml de MTT (Sigma) i la placa s‘incuba 1 hora a 37 °C
per permetre la formacié dels cristalls. Els cristalls es solubilitzen amb un
solvent organic com el DMSO i la densitat optica dels cristalls dissolts es
mesura espectrofotomeétricament a 550 nm en un lector d’ELISA (Infinite
M200 NanoQuant, TECAN).

El valor d’absorbancia obtingut correlaciona de manera directa amb el
nombre de cél-lules metabolicament actives presents al cultiu cel-lular, dins

d’un rang de numero de cel-lules préviament establert.

2.3.2. Assaig de WST-8

L'assaig de WST-8 (sal monosodica de 2-(2-metoxi-4-nitrofenil)-3-(4-
nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazoli) es basa en la formacié de
cristalls de formazan, igual que l'assaig de MTT. En aquest cas, la sal és
reduida a |I'exterior de les cél-lules en combinaci®6 amb el portador
d’electrons PMS, donant lloc a la formacié de cristalls de color groc solubles
al medi de cultiu.

De la mateixa manera que a l'assaig de MTT, les cel-lules es sembren en

plaques de 96 pous a una densitat variable en funcié de la linia cel-lulari la
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durada de l'experiment. Per a cada assaig s’utilitzen un minim de quatre
pous per condicié. Un cop finalitzat I'experiment s’afegeixen al medi 10-15
Ml/pou de WST-8 (Sigma) i la placa s’incuba 3 hores a 37 °C per permetre
la formacié dels cristalls, després d’una breu agitacié. La densitat Optica
dels cristalls dissolts es mesura espectrofotomeétricament a 450 nm en un
lector d’ELISA (Infinite M200 NanoQuant, TECAN). En aquest cas, el valor
d’absorbancia obtingut també correlaciona directament amb el nombre de
cel-lules metabolicament actives presents al cultiu cel-lular.

Aguest assaig és avantatjos respecte al de MTT perqué es pot llegir
directament, sense haver de solubilitzar els cristalls. A més, és un meétode
més sensible i disminueix la citotoxicitat, ja que és impermeable i no

permet la seva acumulacié a l'interior de les cél-lules.

2.4. Factors de creixement

En determinats experiments in vitro, per tal de poder valorar I'accio dels
agents quimioterapeutics sobre les cél-lules, es fa necessari I'Us de factors
de creixement exodgens. Aquests han de ser especifics de la via de
senyalitzacid que es vol analitzar. S'utilitzen en forma d’estimuls puntuals
un cop acabat el tractament amb el farmac d’eleccié i abans de procedir al
tractament subseglient de les cél-lules, que varia en funcié de I'estudi.

En aquest treball s’han realitzat estimuls de 20 minuts a 37°C amb IGF-I
(Factor de creixement semblant a la insulina de tipus 1). S’ha emprat el
factor de creixement IGF-I huma recombinant distribuit comercialment en
forma liofilitzada i estéril (Peprotech). La solucidé mare es prepara a una
concentracié de 100 pg/ml en tampd PBS suplementat amb albumina
(0,1%). L'albumina actua com a proteina portadora i garanteix |'estabilitat i
activitat del factor. Aquesta solucid es conserva a -20°C fins a la seva
utilitzacid, aliquotada en petits volums per tal de minimitzar els processos
de congelacié/descongelacié. Els experiments s’han realitzat a una

concentracié de 50 ng/ml.
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3. TECNIQUES DE CITOMETRIA DE FLUX

El citometre de flux o FACS (Flow Assessed Cell Sorter) és un aparell
que es basa en un sistema de flux que injecta cél-lules que soén
interceptades amb la llum d'un o més lasers, permetent I'analisi de la
fluorescéncia emesa i de la llum dispersada per les particules. Aquesta
tecnica es caracteritza per una elevada velocitat d’analisi i la deteccid
individualitzada de les particules, fet que permet un estudi estadistic
multiparametric. Alguns citometres, a més, permeten també la separacid
fisica de les poblacions d’interés, amb una alta puresa i en funcié d’un dels
diferents parametres quantificables.

En el moment de realitzar les mesures al citometre de flux, les cél-lules
poden estar vives o fixades, perd obligatoriament han d’estar en suspensio i
en forma de cél-lula aillada. Les cel-lules sén obligades a passar alineades
una a una davant d’un feix de laser mitjancant un flux continu. Cada cel-lula
a la vegada dispersa la llum i emet llum fluorescent com a conseqiéncia de
I'excitacié del laser a la qué és sotmesa.

Els parametres que tipicament es mesuren de forma simultania per a
cada cel-lula son la dispersié frontal de la llum (FSC, forward scatter), que
és proporcional a la mida cel-lular, la dispersié de la llum ortogonal (SSC,
side scatter), proporcional a la quantitat d’estructures granulars o
complexitat de la cél-lula, i les intensitats de fluorescéncia a diferents
longituds d’ona. Les dades obtingudes es poden representar de diferents
maneres per a la seva interpretacié, normalment com a histogrames de
freqiiencia o diagrames de dues dimensions.

Una de les seves aplicacions més comuns, en base a la seva rapidesa i
exactitud, és I'analisi del contingut de DNA d’un cultiu cel-lular, que permet
assignar la frequeéencia de la distribucid de les poblacions en cada fase del
cicle cel-lular. També la deteccid d’‘antigens, tant de membrana com
intracel-lulars, a partir d’anticossos especifics o altres sistemes d’afinitat
conjugats a fluorocroms (tipus fluoresceina o similars), esdevé un protocol
molt Gtil per estimar el percentatge de cél-lules que estan expressant una

determinada proteina o disposen d’un fenotip concret dins d’un cultiu.
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En aquest treball la citometria de flux s’ha utilitzat per a la quantificacio
de diferents proteines de membrana i intracel-lulars, per a la separacié
segons l'expressi6 de marcadors de membrana i per a l'analisi del cicle

cel-lular.

3.1. Immunofluorescéncia de cel-lules en suspensio

La immunofluorescéncia de cél-lules en suspensiéo o FACS (Fluorescence
Activated Cell Sorting) és una técnica que consisteix en la utilitzacio
d’anticossos especifics conjugats a fluorocroms per tal de detectar antigens
presents a les cél-lules mitjancant citometria de flux. Es un métode util per
caracteritzar i estimar el percentatge de ceél-lules que expressen una
determinada proteina o disposen d’un fenotip concret en una poblacié
cel-lular heterogenia.

El protocol pot ser de dos tipus, depenent de la localitzacié de I'antigen
que es vol detectar. Aixi, el protocol no permeabilitzant només permet
detectar aquells antigens situats a la cara externa de la membrana
plasmatica de les cél-lules, mentre el protocol permeabilitzant, mitjancant el
tractament de les cél-lules amb un agent permeabilitzant, permet detectar
antigens tant a nivell de membrana com a nivell intracel-lular.

En aquest treball s’han analitzat per FACS permeabilitzant o no
permeabilitzant mostres provinents de cultius cel-lulars i de suspensions
cel-lulars obtingudes per digestié enzimatica de tumors. A la taula 12 es
recullen els anticossos emprats per citometria de flux.

La lectura s’ha realitzat als citometres BD FACSAria (BD Biosciences) i el
Gallios (Beckman Coulter Inc.) dels Serveis Cientificotecnics de la
Universitat de Barcelona i al citometre Cell Lab Quanta (Beckman Coulter
Inc.) del departament de Bioquimica i Biologia molecular de la Universitat
de Barcelona i per al posterior analisi s’ha emprat el software Summit v4.3

(Dako Colorado Inc.).
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Anticossos primaris Proveidor Clon Font Dilucio
CD24 BD Pharmingen ML5 Mouse 1/50
CD44 Abcam EPR1013Y Rabbit 1/15
CD44 Cell signaling 156-3C11 Mouse 1/100
CD133/1 Miltenyi AC133 Mouse 1/400
IGF-IRB Santa Cruz Biotechnology C-20 Rabbit 1/50
Anticossos secundaris Proveidor Clon Font Dilucio
Mouse IgG Cy5® Abcam Goat 1/400
Mouse IgG Alexa Fluor 488® Invitrogen Goat 1/200
Rabbit IgG Alexa Fluor 488® Invitrogen Goat  1/200
Anticossos conjugats Proveidor Clon Font Dilucio
CD24 FITC BD Pharmingen ML5 Mouse 1/100
CD44 APC Abcam MEM-263 Mouse 1/100
CD133 APC Miltenyi AC133 Mouse 1/400
Controls d'isotip Proveidor Clon Font Dilucio
I1gG1 Abcam 1F8 Mouse 1/100
1gG2a, k BD Pharmingen G155-178 Mouse 1/100
1gG2b Miltenyi IS6-11E5.11 Mouse 1/400

Taula 12. Detall dels anticossos emprats per citometria de flux en
aquest treballl.

3.1.1. Immunofluorescéncia permeabilitzant

Breument, es sotmeten a dos rentats les cél-lules encara adherides a la
placa amb PBS suplementat amb 1% FBS (tampd de rentat), mantenint les
cel-lules en fred amb gel, i després es fixen les cél-lules durant 5 minuts
amb PBS suplementat amb 1% FBS i 0,5% formaldehid. Després de rentar
les cél-lules, es tripsinitzen i es reparteixen les cél-lules a rad de 1-2,5-10°
cel-lules/ml per réplica i condicid. Es realitza una centrifugacié de 5 minuts
a 2.000 rpm a 4°C i es descarta el sobrenedant. A continuacioé es realitza un
bloqueig amb PBS suplementat amb 3% albumina serica bivina (BSA), 1%
FBS i 0,05% saponina (tampd de bloqueig) durant 30 minuts a 4°C i es
renten les cel-lules. Després s’incuben amb I’anticds a una concentracié de
10 pg/ml en tampd de bloqueig durant 1 hora a 37°C, en una estufa i
protegides de la Illum. Després de fer tres rentats, es resuspen el
sobrenedant en tampd de rentat (el volum varia segons el citometre
emprat) i es manté a 4°C fins al moment de la lectura amb el citometre de

flux. Quan l'anticos no esta conjugat a un fluorocrom, es realitza una
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segona incubacio de 1 hora amb un anticos secundari, que reconeix |'anticos

primari i té unit un fluorocrom, a 37°C a l'estufa i protegida de la llum.

3.1.2. Immunofluorescéncia no permeabilitzant

Breument, la suspensié de cel-lules es sotmet a dos rentats amb PBS
suplementat amb 1% BSA i 0,1% azida sodica (PBS-BSA-Az) i es
reparteixen les cél-lules a rad de 1-5-10° cél-lules/ml per réplica i condicid.
Es realitza una centrifugacié de 5 minuts a 1.500 rpm a 4°C i es descarta el
sobrenedant. Les cél-lules s'incuben amb I’anticos a una concentracié de 10
Mg/ml durant 20-30 minuts a 4°C, en una bany de gel i protegides de la
llum. Després de fer dos rentats amb PBS-BSA-Az, es resuspen el
sobrenedant en PBS-BSA-Az (el volum varia segons el citometre emprat) i
es manté a 4°C fins al moment de la lectura amb el citometre de flux. Quan
I'anticos no esta conjugat a un fluorocrom, es realitza una segona incubacid
de 20 minuts amb un anticos secundari, que reconeix |'anticos primari i té
unit un fluorocrom, a 4°C en una bany de gel i protegida de la llum. Abans
de la lectura, cal afegir a cada tub 50 pg/ml de iodur de propidi, per tal de

poder identificar i descartar les cél-lules mortes.

3.2. Separacio de subpoblacions cel-lulars

En aquest treball s’han separat de subpoblacions cel-lulars segons
I'expressié de marcadors de membrana per citometria de flux. Aquesta
tecnica és una extensié de la immunofluorescencia per FACS i, tal com s’ha
detallat a I'apartat anterior, per a la separacié de subpoblacions es treballa
amb suspensions cel-lulars. Les mostres sén marcades amb [|'anticos
d'interés seguint el protocol dimmunofluorescencia no permeabilitzant i
recollides per un separador cel-lular (cell sorter), que és un citometre de
flux capac separar les cel-lules segons la presencia d’'un o més marcadors,
per a posteriors analisis. Concretament, els experiments de separacid per
citometria de flux s’han realitzant amb el citometre BD FACSAria (BD

Biosciences) dels Serveis Cientificotecnics de la Universitat de Barcelona.
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3.3. Analisi del perfil de cicle cel-lular

La citometria de flux permet caracteritzar el cicle cel-lular mitjancant la
determinacio de la quantitat de DNA de les cel-lules. La distribucio tipica del
DNA d’una poblacio cel-lular en creixement esta formada per dos pics que
corresponen a la fase GO/G1 i a la fase G2/M i una vall corresponent a la
fase S. A la fase G2/M la cél-lula té el doble de quantitat de DNA que a la
fase GO/G1. La fase S correspon a la sintesi de DNA, pel qué les cél-lules
presenten quantitats variables de DNA, que es troben entre les fases G0/G1
i G2/M.

El métode més habitual de monitoratge del percentatge de cél-lules a les
fases del cicle cel-lular és la tincié amb iodur de propidi, un fluorocrom que
s’intercala estequiomeétricament a la doble cadena de les molecules d’acids
nucleics. Aquest s’excita a 538 nm, emetent una fluorescéncia en un rang
ampli al voltant de 617 nm.

Per a l'analisi del cicle cel-lular és necessari tenir les cel-lules en
suspensid i disgregades. Aquestes es renten amb PBS i es resuspenen (5-
10-10° cél-lules) en 200 pl de PBS. A continuacié s’afegeixen gota a gota
800 pl d’etanol absolut fred (-20°C) mentre la suspensid s’agita de forma
continua i suau en un agitador de tipus vortex, ja que és molt important
una addicio lenta i homogénia de l’'etanol. L'etanol actua com a fixador i
permeabilitzador, condicions necessaries per a la intercalacié del iodur de
propidi al DNA. Les mostres es conserven a -20°C, on son estables durant
un maxim de 15 dies. En el moment de |'analisi, les cél-lules es centrifuguen
per tal d’eliminar I'etanol i es resuspenen en 500 ul de PBS amb 50 ug/ml
de iodur de propidi (Sigma) i 10 ug/ml de RNasa (Roche), per evitar la unié
del iodur de propidi a I'RNA.

Les mostres s’han analitzat en un citometre de flux Cell Lab Quanta
(Beckman Coulter Inc.) del departament de Bioquimica i Biologia molecular

de la Universitat.
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4. TECNIQUES RELACIONADES AMB LA MANIPULACIO
D’ADENOVIRUS

4.1. Obtencio6 dels adenovirus

En aquesta tesi s'ha treballat amb diferents virus derivats d’un
adenovirus huma de serotip 5 (Ad5) amb modificacions dirigides a millorar
la seva distribucié i arribada a les cel-lules tumorals i a augmentar el seu
efecte antitumoral, mitjancant la insercié de transgens. Aquests virus han
estat generats en el nostre laboratori, en treballs anteriors, o0 amablement
cedits pel Dr. Ramon Alemany (ICO-IDIBELL) i la Dra. Cristina Fillat
(IDIBAPS).

Tots els virus emprats en aquest treball sén replicatius condicionals, o
virus oncolitics, que sén capacos de replicar selectivament a les cel-lules
tumorals, mitjancant un promotor activat només en aquestes. A la taula 13
estan detallats els virus emprats en aquest treball, aixi com les principals

caracteristiques que presenten.
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Yirus Origen Referéncia bibliografica Caracteristiques

ICONIRS Laboratori Or, Ramon &lemn any Cascalld ek al,, 2007 Repicacid selectiva a cd |lules amb la via de pRb mutada

I0OWVIRS-p53 Treballs anteriors del grup Sandra Pérez (no publicat) Introduwccid del supressor tumoral 53 a ICCOWVIRS

ICOVIRLS Laboratori Dr. Ramon Alemany Rojas et al, 2010 Redicacid sedectiva a cd lules amb la via de pRb mutada,
reduccid genoma respecte ICCWVIRS

ICOWIR1S-TE  Laboratori Ora, Cristing Fllat Joséetal, 2013 Introduccid del gen suicida timiding kinasa (TK) a ICOVIR1S

ICOVIR1S-Luc Laboratori Or. Ramon Alem ay Luis Rojas (no publicat) Introduccid del gen reporter Luc (luciferasa) a ICOVIRLS

I0OWIR 15K Laboratori Or. Rarmon Alemany Rojas ek al, 2012 Millara relacd tum orffetge per rmodificacd del domin RGD
d'entrada de ICOVIR 1S

T1CONRILFE Labaoratari Or. Ramon &lemn any Guedan et al,, 2010 Introduccid de hialuronidasa PH20 a ICCWVIR1SE

AdUPARELS  Laboraton Dra. Cristina Rllat Huch et al., Zoo9 Fedicacid sdediva a cd lules gue sobrexpressen LIPAR

Taula 13. Virus emprats en aquest treball.
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4.2. Amplificaci6 dels adenovirus

En condicions normals de propagacid, un sobrenedant pot infectar 5
plaques de la mateixa mida del qual prové i el lisat cel-lular en pot infectar
20.

Per cada amplificacié s'utilitzen entre 20 i 40 plaques de 15 cm de
diametre de la linia A549. Quan les cel-lules arriben a una confluencia del
80%, s'infecten i després de 48 hores |'efecte citopatic es fa evident en el
95-100% de les cel-lules, de les quals un 20% es troben desadherides. En
aquest moment es recull el sobrenedant i les cél-lules de totes les plaques i
es centrifuguen en tubs de 50 ml durant 5 minuts a 1.500 rpm. El
sobrenedant es guarda a -80°C per a posteriors infeccions. Els sediments es
poden guardar congelats fins al moment de la purificacié. Els virus que no
es purifiquen es resuspenen amb PBS™** (PBS amb 0,68 mM CaCl,-2H,0 i
0,5 mM MgCl,-6H,0) seguint la relacid 1 ml per cada 10 plaques, després de
sotmetre la mostra a 3 cicles de congelacié/descongelacié alternant un bany
a 37°C i un bany de gel sec/etanol per tal d’alliberar els virus de l'interior
cel-lular i centrifugar 5 minuts a 1.500 rpm per descartar les restes
cel-lulars. L'estoc obtingut s’aliquota i es guarda a -80°C fins al moment del

seu Us, previa quantificacié per particules infectives.

4 .3. Purificacio dels estocs virals

El metode emprat en aquest treball per a la purificacié de virus es basa
en la ultracentrifugacié en un gradient de densitat fet amb diferents
concentracions de clorur de cesi. Aquest metode permet separar les
particules virals de la resta d’elements presents en el lisat cel-lular
(capsides virals buides, restes cel-lulars, etc).

En primer lloc, es prepara una soluciéo de CsCl de densitat 1,5 g/ml, a
partir de la qual es preparen les altres dues solucions necessaries de 1,35
g/ml i de 1,25 g/ml i s’esterilitzen per filtracié. El gradient de densitat es
prepara afegint una primera fase de 0,5 ml de solucié de 1,5 g/ml i a
continuaci6, amb molta cura per no malmetre les fases anteriors,

s’'afegeixen 3 ml de la de 1,35 g/ml i 3 ml de la de 1,25 g/ml, fent lliscar

73



Materials i Métodes

gota a gota les solucions per la paret del tub. A continuacid, sobre la tercera
fase s’afegeix la suspensid viral.

Els tubs es centrifuguen a 35.000 rpm durant 1 hora a 10°C (rotor
basculant SW40 Ti, Beckman). En aquestes condicions, les particules virals
es separen de les restes cel-lulars i es concentren en el punt del gradient de
densitat corresponent a la densitat de la particula viral, 1,32 g/ml, formant-
se una banda blanquinosa d’aspecte térbol. La banda formada per les
particules virals es recull punxant amb una xeringa i es sotmet a una
segona ultracentrifugacié amb un gradient continu de 1,35 g/ml de clorur
de cesi i es diposita a un nou tub, que es sotmet a una ultracentrifugacié a
35.000 rpm durant 18 hores a 10°C. Al final de la segona centrifuga s’obté
una banda blanquinosa que es correspon a l'‘adenovirus, el qual s’ha de
mantenir sempre en gel. Aquesta es recull igual que I'anterior i s’introdueix
en una membrana de dialisi. Es dialitza enfront de 500 ml de tampo6 PBS***
a 49C en agitacid durant 2 hores. Es renova el tampé de dialisi i es deixa
dues hores més en les mateixes condicions, i el tercer i darrer canvi es fa
enfront al mateix tampd complementat amb un 10% de glicerol, per
conservar el virus. Finalment s’aliquoten diferents volums del virus, que es

conserven a -80°C.

4.4. Titulacid dels estocs virals

4.4.1. Determinacié de les particules fisiques per espectrometria
(vp/ml)

Aqguest protocol es basa en la determinacido de |'absorbancia del DNA
viral a una longitud d’ona de 260 nm i permet determinar el nombre de
particules virals (vp) totals d’un estoc viral purificat, sense discriminar entre
particules infectives i defectives.

Es barregen amb un agitador tipus voértex 5 ul de la suspensié viral
dialitzada i 95 pl de tampd de lisi (Tris 10 mM, EDTA 1 mM i 0,1% SDS a pH
8,0) i s‘incuben durant 5 minuts a 56°C, per tal de lisar les capsides virals.
A continuaci6 es mesura la densitat Optica en un espectrofotometre
(NanoDrop, Thermo Scientific) a longituds d’ona de 260 i 280 nm. La

concentracié final es pot calcular tenint en compte que el coeficient
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d’extincié del virus és de 1,1-10'? per cada unitat de DO. D’aquesta
manera:
vp/ml = DOgo x dilucié mostra x 1,1-10%?
La relacido DO,g0/DO0,go serveix per monitoritzar la integritat de la mostra

purificada i oOptimament ha d’estar al voltant de 1,4.

4.4.2. Determinacio de les particules virals infectives (TU/ml)

Aqguest protocol es basa en el comptatge del numero de cel-lules
positives per a una immunotincid de la proteina viral de I'hnexé en una
monocapa de cel-lules infectades amb dilucions seriades del virus i permet
determinar el numero de particules funcionals, o unitats de transduccié
(TU), d’estocs virals purificats i d’extractes cel-lulars.

En primer lloc, es prepara un banc de dilucions del virus utilitzant medi
de cultiu DMEM amb un 5% de FBS inactivat per triplicat en una placa de 96
pous, amb un volum final de 100 pl. A continuacié s’afegeix una suspensio
de cel-lules HEK-293 a ra6 e 50.000 cel-lules en 100 pl de medi. Després de
24-36 hores d’incubacié a 37°C s’aspira el medi, es deixen assecar les
cel-lules 5 minuts a temperatura ambient i es fixen amb 50 uyl de metanol
fred durant 10 minuts a -20°C. Tot seguit, es fan 3 rentats amb PBS***
suplementat amb 1% BSA (Roche) i s‘incuba amb 50 pl de lI'anticos primari
(a-hexo, cedit pel laboratori del Dr. Ramon Alemany) durant 1-2 hores a
37°C (dilucié 1:5 en PBS*™** + 1% BSA). A continuacié es fan dos rentat
amb PBS*** + 1% BSA i s’incuba 1 hora a 37°C protegit de la llum amb
I'anticos secundari conjugat amb AlexaFluor488 (dilucié 1:300 en PBS™* +
1% BSA). Finalment, es fan 3 rentats amb PBS*** + 1% BSA i es procedeix
al comptatge de les cél-lules positives per pouet en un microscopi de
fluorescéncia.

El titol viral, nombre d’unitats de transduccié per mil-lilitre (TU/ml), es
calcula amb la seglent férmula:

TU/ml = (X x FD x 1000 pl) / vol
X = mitjana dels comptatges de cél-lules
FD = factor de dilucié
1000 pl = per referir-les a 1 ml

vol = volum de virus per pou (100 pl)
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4.5. Transduccio de ceél-lules amb adenovirus

La transducci6 amb adenovirus consisteix en la introduccié del material
genetic d’un virus modificat a l'interior d’una cel-lula diana. Aquest procés
es produeix posant en contacte el medi que conté els virus amb les cel-lules
que es volen transduir.

En aquest treball s’han realitzat transduccions de cel-lules que creixen
en monocapa i en forma de tumorosferes utilitzant virus purificats, pel quée
el protocol d’infeccid habitual ha estat modificat. Aixi, per tal de transduir
les cel-lules, es descongela el virus en gel i es prepara el banc de dilucions
necessari per aconseguir tenir les dosis desitjades per infectar les cel-lules,
en una placa de 96 pous o de 6 cm de diametre, segons la finalitat de
I'experiment. Tot seguit s’afegeixen les cél-lules disgregades en el medi
amb el virus. Després de 4 hores d’incubacié a 37°C, es dilueix el virus amb

medi fresc.
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5. TECNIQUES D’ANALISI DE L’EXPRESSIO DE PROTEINES

En aquest treball s’han obtingut extractes proteics totals tant de
cel-lules en cultiu com de teixit tumoral, seguint un protocol que permet
preservar |'estat de fosforilacid de les proteines, per al seu posterior analisi

per western blot.

5.1. Extraccio de proteines a partir de cultius cel-lulars

A I'hora de realitzar extractes proteics de cultius cel-lulars que han estat
tractats previament, és important incloure les cel-lules presents al
sobrenedant del cultiu, ja que les cél-lules apoptotiques es desadhereixen
del cultiu i la seva omissié en el moment de la lisi cel-lular podria deformar
la informacid del patré proteic dels cultius.

Per tal de garantir la preservacid de la fosforilacié de les proteines
durant l'extraccié proteica, és molt important treballar a 4°C. Aixi, les
plaques es col-loquen sobre gel i es procedeix a aspirar-ne el medi de cultiu.
Es fan dos rentats amb PBS fred, eliminant bé les restes de PBS per evitar
diluir les mostres. La lisi es realitza afegint tampd de lisi (Tris 20 mM pH=8,
NaCl 150 mM, EDTA 10 mM, Na4P,0; 10 mM, ortovanadat sodic 2 mM, NaF
100 mM, B-glicerolfosfat 1 mM, Igepal CA-630 1%) previament suplementat
amb inhibidors de proteases (1 pastilla per cada 10 ml de tampéd, Complete
Mini, Roche) i fosfatases (dilucié 1/100, PhosSTOP, Roche). Les cel-lules es
desenganxen mecanicament, rascant la placa amb I'ajut d’un scrapper, i la
solucid resultant es recull en un tub eppendorf. Per als cultius de
tumorosferes, aquestes es disgreguen amb tripsina, es renten i es
resuspenen en el mateix tampo de lisi suplementat. La solucié obtinguda es
passa 10 vegades per una xeringa de 30 G a fi de disgregar bé totes les
cel-lules i es centrifuguen 30 minuts a 13.200 rpm en una minifuga a 4°C,
per tal de precipitar les restes de material no disgregat. Els sobrenedants es
conserven a -20°C o s'utilitzen directament en un assaig tipus western blot,

prévia quantificacid de la proteina.
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5.2. Extraccio de proteines a partir de teixit

S’han obtingut extractes proteics a partir de tumors pancreatics humans
implantats i crescuts en ratolins atimics. El teixit s’extreu un cop sacrificat
I'animal i es submergeix immediatament en nitrogen liquid. Un cop
congelat, i fins al moment de ser utilitzat, el teixit es conserva a -80°C.

Durant tot el procés de manipulacid del teixit tumoral, és molt important
evitar que el teixit es descongeli i per aix0 cal mantenir-lo en nitrogen
liguid. Amb l’'ajut d’'un morter, el tumor es fragmenta a fi d’obtenir peces
més petites. S6n necessaris entre 20 i 50 mg de teixit per tal d’obtenir un
extracte proteic suficient. Un cop seleccionat un fragment de pes adequat,
el teixit, sempre en preséncia de nitrogen liquid, es tritura fins a obtenir una
pols ben fina, que es col-loca en un tub eppendorf de base el més plana
possible. S’afegeix tampd de lisi (mencionat a I'apartat anterior) a rad de 1
ml/100 mg de teixit i, amb I’'ajut d’un aparell de tipus de politré i mantenint
sempre la mostra en gel, es procedeix a disgregar el teixit. Es molt
important insistir en aquest procés fins obtenir un homogenat sense cap
rastre de fragments de teixit. Les mostres s’agiten durant 30 minuts a 4°C
en un agitador orbital. Tot seqguit, es realitza una centrifugacié a 13.200
rpm durant 15 minuts en una minifuga a 4°C. El sobrenedant resultant
constitueix l'extracte proteic que es quantifica o conserva a -20°C fins al

moment del seu Us.

5.3. Determinacid6 de la concentracio proteica total

La quantitat de proteina total present a cada extracte es determina
seguint el métode de Bradford (Bradford, 1976), fent servir el reactiu de
Bio-rad (Bio-Rad protein assay). Aquest protocol es basa en el canvi de
maxim d’absorbancia d’una solucié acida de blau de Coomassie brillant G-
250 des de 465 nm fins a 595 nm en unir-se a proteina. D’aquesta forma, i
per aplicacié de la llei de Lambert-Beer, es pot determinar la concentracid
proteica d'un extracte a partir de la interpolacié del valor d’Asgs d’una
mescla de I'extracte amb reactiu de Bradford en una recta patré construida

a partir de l'absorbancia determinada per diferents solucions patré
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d’albumina sérica bovina (BSA). Aquest métode ha estat escollit en base a
la minima quantitat d’extracte necessari per fer la valoracié (5 ul), la seva
rapidesa i I'abséncia d’interferéncies del metode amb els components de
diferents tampons emprats.

Breument, es prepara la dilucié seriada de l'estandard de BSA de
concentracié coneguda (100 a 500 pg/ml) i es carreguen, en una placa de
lector d’ELISA de 96 pous, 10 yl de cadascuna de les dilucions per triplicat.
Es preparen dues dilucions de cada mostra, que es carreguen per duplicat a
rad de 10 pl per pouet. El reactiu comercial “Bio-Rad protein assay” es
dilueix 1/5 en aigua i es dispensa a rad de 200 ul per pou. Es mesura
I'absorbancia a A=595 en un lector de plaques d’ELISA (Infinite M200
NanoQuant, TECAN). La concentracié de proteina de les mostres es calcula

després d’extrapolar-ne la D.O. a la recta patro.

5.4. Analisi de proteines mitjancant western blot

La técnica de western blot (Towbin et al., 1979) permet la deteccié de
proteines d'una mescla fent Us d’anticossos especifics per la proteina
d'interes, després d’una electroforesi desnaturalitzant en gels de
poliacrilamida (SDS-PAGE). El protocol es pot dividir en tres etapes: la
separacié electroforética de les diferents proteines de la mostra, la
transferéncia d’aquestes a una membrana de nitrocel-lulosa i la visualitzacié

mitjancant anticossos especifics.

5.4.1. Electroforesi en SDS-PAGE

El sistema més classic per a la deteccid de barreges de proteines en
funcié de la seva mida és |'electroforesi en gel de poliacrilamida amb SDS
(Laemmli, 1970). El dodecil sulfat sodic o SDS és un detergent ionic que
s’uneix facilment a les proteines i els hi confereix una carrega negativa,
mantenint perdo la relacid carrega/massa constant. La barreja proteica
resultant d’aquesta unioé es fa cérrer per |'accié d’'un camp eléctric en una
xarxa polimérica constituida per una combinacid d’acrilamida/bis-
alcrilamida, de tal manera que la mobilitat electroforética de cada

component depén de la seva grandaria (pes molecular).
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En aquest tipus d’electroforesi les proteines corren seqiencialment a
través de dos tipus de gels de diferent concentracid d’acrilamida: el gel
concentrador (3,3% acrilamida, 0,088% bis-acrilamida, 0,1% persulfat
amonic, 6,6 mM TEMED en Tris-HCI 125 mM pH 6,8), que permet
I'agrupament de les proteines presents a la mostra immediatament abans
de la seva entrada al gel separador, i el gel separador (8-12%
poliacrilamida, segons el pes molecular de la proteina que es vulgui separar,
0,1% SDS, 0,043% de persulfat amonic, 2,2 mM TEMED en Tris-HCI| 375
mM pH 8,8), que degut a la grandaria de porus inferior actua de veritable
separador de les proteines.

Es important que la valoracié de proteina de les mostres sigui precisa
per poder garantir una carrega homogénia i poder realitzar un analisi de
caracter quantitatiu. Les mostres a analitzar poden diferir tant pel seu
origen com pel processat previs, i addicionalment existeixen variacions en la
sensibilitat als diferents anticossos primaris utilitzats. Per aix0, la quantitat
necessaria de proteina ha de ser determinada experimentalment en cada
cas. Generalment es carreguen de 20 a 50 ug de proteina.

Les mostres a analitzar es dilueixen 1/5 en un tampo de carrega que les
desnaturalitza i aporta les condicions reductores necessaries (50% glicerol,
5% SDS, 0,5% blau de bromofenol, 5% B-mercaptoetanol en Tris 630 mM
pH 6,8). Previament a la carrega en el gel, les proteines es bullen 6 minuts
a 100°C per completar la desnaturalitzacié. Tots els gels inclouen una
mostra formada per proteines pre-tenyides de pes molecular conegut, que
actuen de marcadors de pes molecular (Precision Plus Protein™ Dual Color
Standards, Bio-Rad).

Els gels es corren durant 1,5-2 hores a 40 mA/gel de 1,5 mm de gruix

en presencia d’'un tampo6 191 mM glicina i 0,1% SDS en Tris 25 mM pH 8,2.
5.4.2. Electrotransferéncia de proteines

Un cop finalitzada I'electroforesi en SDS-PAGE, es procedeix a la
transferéncia de les proteines ja separades a un suport de nitrocel-lulosa
emprant el sistema Mini-Protean III (Bio-Rad).

Aixi, el gel que conté les proteines s’equilibra durant 15-20 minuts en el

tampo de transferencia (191 mM glicina i 20% de metanol en Tris 25 mM).
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Paral-lelament es prepara un full de nitrocel-lulosa (Schleider & Schuell) de
les mateixes dimensions que el gel i amb un diametre de porus adient
(s’empren els de 0,2 um per a proteines de baix pes molecular i els de 0,45
MM per a les d'alt pes), que s’equilibra en el mateix tampd. La transferencia
s’efectua en humit a 180 mA durant 70 minuts o a 100 V durant 120 minuts
i @ 4°C (en funcié del pes molecular de la proteina que es vol detectar),
mantenint la refrigeraci6 amb un bloc d’aigua congelada a l'interior.

L'éxit de la transferéncia es pot monitoritzar gracies a un revelat
reversible i general de proteines damunt de la membrana amb el colorant
vermell de Ponceau S (0,2% de tint en solucié al 3% d’acid acétic) durant
1-2 minuts. La decoloraci6 es fa amb aigua destil-lada.
Complementariament, també es poden tenyir el gel amb el colorant blau de

Coomassie per detectar la presencia de proteines que no s’hagin transferit.

5.4.3. Immunodeteccio

El primer pas necessari per a la deteccié de la proteina desitjada en una
membrana és el bloqueig de la mateixa, com a minim 1 hora a temperatura
ambient, amb una solucié al 5% de llet descremada en el tampo6 TBS-I (150
mM NaCl i 0,05% Tween-20 en Tris 50 mM pH 7,4). Aquest pas evita la
uniod inespecifica dels anticossos a la membrana, disminuint aixi el soroll de
fons durant la deteccio.

Posteriorment, es procedeix a la incubaci®é amb un anticos generat
especificament contra la proteina a detectar (anticos primari). Aquest es
dilueix en tampo de dilucié d’anticos (5% de llet descremada en TBS-I i
0,1% azida sodica, per tal d’evitar que la solucié es contamini), fins obtenir
una concentracioé final de 0,5-1 pg/mil.

La incubacié de I'anticos primari es realitza durant 1-2 hores a
temperatura ambient o alternativament tota la nit a 43C, sempre en
agitacié constant per tal d’evitar la dessecacié de la membrana i assegurar
un marcatge uniforme. Finalitzada aquesta, es fan 3 rentats amb tampd
TBS-I.

Donat que I'anticds primari no conté cap marcatge que permeti la seva
visualitzacio, és necessari incubar la membrana amb un segon anticos capac

de reconeixer el primari i que simultaniament incorpori un sistema de
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deteccié (anticos secundari). Tots els anticossos secundaris emprats per
aquesta tecnica es troben conjugats amb |'enzim peroxidasa de rave (HRP),
que disposa d'un ampli ventall de substrats, els productes dels quals sén
detectables per diferents metodes.

L'anticos secundari esta dissenyat per reconeixer les immunoglobulines
(IgG) de l'espécie on s’ha generat I'anticds primari. Els anticossos emprats
en aquesta tesi, tant primaris com secundaris, es detallen a la taula 14.

La solucid d’anticos secundari es prepara per dilucié d’aquest en el
tampo de dilucié d’anticos, tot i que, en aquest cas, la solucid no conté
azida sodica (NaN3), ja que aquesta actua com a inhibidora de I'activitat
peroxidasa. La incubacid s’efectua a temperatura ambient durant un minim
d’una hora i en agitacid i, per finalitzar, es fan 3 rentats amb TBS-I.

La darrera etapa del procés és la deteccié de l'activitat peroxidasa, que
es correspon amb la localitzacié de la proteina d’interés. En el sistema de
revelat escollit, el producte resultant és quimioluminiscent, el qué aporta
una elevada sensibilitat (sistema ECL, Biological Industries). Si fds
necessari, les imatges es poden quantificar amb el programa Multi Gauge
v3.0 (Fujifilm Life Science).

El procés implica la incubacié de la membrana amb dues solucions (A i
B) que contenen respectivament H,O,, luminol, el substrat de I'HRP, i un
agent amplificador del senyal. El senyal es detecta mitjancant una camera
fotografica de sensibilitat elevada que genera una imatge digital (Las-3000,
Fujifilm).

Les membranes emprades en l‘assaig poden ser reutilitzades per a la
deteccié d’altres proteines a partir d’altres anticossos primaris. Tot i que
existeixen metodes destinats a eliminar de la superficie de la membrana
tots els anticossos presents i deixar la membrana lliure de qualsevol
marcatge previ (metodes d’stripping-off), en molts casos aquest pas no és
necessari, ja que els pesos moleculars sén prou diferents i la presencia d'un
senyal anterior no interfereix a les determinacions subseglients. Aixi, per
reiniciar el procés de revelat amb un nou anticos, Unicament és necessari
rentar la membrana un minim de 3 cops amb TBS-I per tal d’eliminar les

restes de reactiu d’ECL i reincubar novament amb el tampd de bloqueig.
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Anticossos primaris Proveidor Clon Font Dilucié Pes molecular
Actina Sigma-Aldrich A2066 Rabbit 1/2000 42 kDa
Adenovirus Abcam A2066 Rabbit 1/2000 Proteines de la
capside Ad5
Aktl Santa Cruz Biotechnology C-20 Goat 1/2000 60 kDa
Phospho-Akt (S473) Cell Signalling Technology Rabbit 1/1000 60 kDa
DR5 Cell Signalling Technology Rabbit 1/1000 40, 48 kDa
EGFR Santa Cruz Biotechnology 1005 Rabbit 1/1000 170 kDa
Erk (p42/p44 MAP Kinase) Cell Signalling Technology 137F5 Rabbit 1/1000 42, 44 kDa
Phospho-Erk (T202/Y204) Cell Signalling Technology Rabbit  1/1000 42, 44 kDa
Her-2 Santa Cruz Biotechnology C-18 Rabbit 1/1000 185 kDa
IGF-IRB Santa Cruz Biotechnology C-20 Rabbit 1/1000 97 kDa
phospho-IRS-1(Y612) Invitrogen Rabbit 1/500 165 kDa
phospho-IRS-1(Y896) Invitrogen Rabbit  1/500 165 kDa
MMP7 Santa Cruz Biotechnology MM0022-4C21 Mouse 1/1000 20, 30 kDa
p53 Novocastra DO7 Mouse 1/1000 53 kDa
PARP BD Pharmingen 7D3-6 Mouse 1/1000 85, 116 kDa
XIAP Cell Signalling Technology Rabbit 1/500 53 kDa
Anticossos secundaris Proveidor Font Dilucio
Goat HRP Dako Rabbit 1/10000
Mouse HRP Dako Rabbit 1/1000
Rabbit HRP Amersham Donkey 1/5000

Taula 14. Detall dels anticossos i diucions emprats per western
blot.

5.5. Deteccio6 de proteines mitjancant arrays d’anticossos

En aquest treball s’han emprat dos tipus d’arrays de la gama Proteome
Profiler™ (R&D Systems). Aixi s’han utilitzat el Human Apoptosis Array Kit,
que consta d’anticossos dirigits contra 35 proteines relacionades amb
I'apoptosi (Taula 15a), i el Human Phospho-Kinase Array Kit, que permet
detectar els nivells de fosforil-lacid de 46 proteines amb activitat quinasa
(Taula 15b). Els arrays d’‘anticossos consisteixen en membranes de
nitrocel-lulosa on s’han immobilitzat anticossos en determinades posicions,
tot mantenint la seva capacitat de reconeixer i capturar antigens. Les
proteines capturades a l'array poden ser identificades per immunodeteccid
un cop s’ha dut a terme la incubacié de les membranes amb la mostra a

analitzar.
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1

2

3

a4

5

6

A Control +
B Bad Bax Bd-2 Bcl-x Pro-Caspase-3 Cleaved Caspase-3
C TRAIL R1/DR4 TRAIL R2/DR5 FADD Fas/TNFRSF6 HIF-1a HO-1/HMOX1/HSP32
D PON2 p21/CIP1/CDK1A p27/Kip1 Phospho-p53 (S15) Phospho-p53 (S46) Phospho-p53 (S392)
E Control +
7 8 9 10 11 12
A Control +
B Catalase cIAP-1 cIAP-2 Claspin Clusterin Cytochrome ¢
C HO-2/HMOX2 HSP27 HSP60 HSP70 HTRA2/0Omi Livin
D  Phospho-Rad17 (S635) SMAC/Diablo Survivin TNF RI/TNFRSF1A XIAP Control -
E
B
1 2 3 4 5 6 7 8 9
A Control + p38a ERK1/2 INK pan GSSK-3a/B p53 Control +
B MEK1/2 MSK1/2 AMPa1l Akt Akt p53
C TOR CREB HSP27 AMPa2 B-Catenin  p70 S6 Kinase p53 p27 Paxilin
D Src Lyn LCK STAT2 STATS5a p70 S6 Kinase RSK1/2/3 p27 PLCy-1
E Fyn Yes Fgr STAT3 STATSb p70 S6 Kinase RSK1/2 c-Jun Pyk2
F Hck Chk-2 FAK STAT6 STAT5a/b STAT1 STAT4 eNoS Control -
G Control + Control -

Taula 15. Esquema dels anticossos dels arrays utilitzats en aquest
treball. (A) Human Apoptosis Array Kit. (B) Human Phospho-Kinase Array
Kit.

Per tal de realitzar els estudis, s’obtenen els extractes proteics tal com
s’ha detallat anteriorment, i es procedeix a incubar les mostres amb les
membranes de nitrocel-lulosa seguint el protocol i emprant els tampons
proporcionats pel fabricant. Breument, es bloquejen les membranes 1 hora
a temperatura ambient (RT) i s‘incuben amb 250-400 ug de proteina tota la
nit a 4°C. Després de 3 rentats de 10 minuts, s’incuben les membranes 1 o
2 hores (al Human Apoptosis Array Kit o al Human Phospho-Kinase Array
Kit, respectivament) a RT amb una barreja d’anticossos biotinilats, es
renten 3 vegades 10 minuts i s'incuben amb streptavidina-HRP durant 30
minuts a RT. A continuacié es realitzen 3 rentats de 10 minuts i es
procedeix a revelat les membranes amb reactiu ECL i una camara LAS-
3000. La densitat obtinguda per cadascun dels duplicats es determina amb

el programa Multi Gauge v3.0. (Fujifilm Life Science).

5.6. Immunocitoquimica de cel-lules adherents

La immunocitoquimica és una técnica basada en I'Us d’anticossos per al
reconeixement especific de proteines i antigens presents a la cel-lula,
permetent la seva visualitzacid i localitzacié. En general, les cel-lules es

fixen i es permeabilitzen per permetre l'accés de I'anticos a l'antigen,
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excepte en el cas d’antigens que es troben exposats a |'exterior de la
membrana plasmatica. La unid especifica d’un anticos (anticds primari) al
seu antigen es detecta mitjancant un anticos secundari conjugat a un
sistema de deteccid, com anticossos secundaris o altres sistemes d’afinitat
conjugats a fluorocroms.

En tots els casos es sembren les cel-lules en plaques de 24 pous a la
densitat optima per tal d’aconseguir un 80% de confluéncia al final de
I'experiment, i es realitza el tractament d’interes. Previament als pous de la
placa es col-loquen cobreobjectes de vidre de 10 mm i s’esterilitzen per
irradiacio amb llum ultraviolada durant un minim de dues hores. A partir
d’aqui, el protocol s’adapta segons la proteina que es vol detectar. Els

anticossos emprats en aquesta tesi i les condicions de treball es detallen a

la taula 16.
Anticossos primaris Proveidor Clon Font Dilucio
CDh44 Abcam EPR1013Y Rabbit 1/20
IGF-IRB Santa Cruz Biotechnology C-20 Rabbit 1/50
Anticossos secundaris Proveidor Clon Font Diluci6
Mouse IgG Cy5® Abcam Goat 1/250
Rabbit IgG Alexa Fluor 488® Invitrogen Goat  1/250
Taula 16. Detall dels anticossos i diucions emprats per

immunocitoquimica.

5.6.1. Immunodetecci6 de CD44

Les cél-lules es fixen amb paraformaldehid al 4% durant 30 minuts a
temperatura ambient. A continuacié es permeabilitzen amb una solucié de
PBS amb un 0,5% de Tritd X-100 durant 10 minuts. Les mostres es
bloquegen amb un 2% de BSA en PBS durant 30 minuts i a continuacid
s’'incuben els cobreobjectes durant una hora a temperatura ambient amb
I'anticos primari diluit a la concentraci6 adequada en tampd de dilucid
d’anticos (1% BSA, 0,05% Tween-20 en PBS). L’anticos secundari s’incuba
durant una hora a temperatura ambient protegit de la llum. Finalment, les
mostres es munten sobre un portaobjectes utilitzant un medi de muntatge
que preserva la fluorescéncia i conté el colorant DAPI per tenyir els nuclis

de les cel-lules (Vectashield mounting medium for fluorescence with DAPI,
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Vector). Les mostres es mantenen a 4°C fins al seu analisi en un microscopi

de fluorescencia Leica acoblat a una camera digital.

5.6.2. Immunodetecci6é d’IGF-IR

Les cel-lules es renten tres vegades amb PBS durant 5 minuts i es fixen
amb paraformaldehid fred al 4% durant 20 minuts a temperatura ambient i
en agitacid suau. Després de tres rentats amb PBS suplementat amb 0,05%
Tritd x-100 en agitacié forta, es permeabilitzen les cél-lules amb una solucid
de PBS amb un 0,15% de Tritd X-100 durant 15 minuts en agitacié suau i
es renten tres vegades amb PBS suplementat amb 0,05% Tritd x-100 en
agitacio forta. Les mostres es bloquegen amb PBS amb un 10% de FBS
durant 1 hora i a continuacio s’incuben els cobreobjectes durant tota la nit a
40C en una cambra humida, amb l'anticds primari diluit a la concentracié
adequada en PBS amb un 10% de FBS. Després de tres rentats amb PBS
amb 0,05% de Tritd x-100, s’incuba l'anticos secundari durant una hora a
temperatura ambient protegit de la llum. A continuacid, es fan dos rentats
amb PBS i dos amb H,0, de 10 minuts i en agitacié suau. Finalment, les
mostres es munten sobre un portaobjectes utilitzant un medi de muntatge
que preserva la fluorescencia i conté el colorant DAPI per tenyir els nuclis
de les cel-lules (Vectashield mounting medium for fluorescence with DAPI,
Vector). Les mostres es mantenen a 4°C fins al seu analisi en un microscopi

de fluorescéncia Leica acoblat a una camera digital.

5.7. Tincio6 de I’heterocromatina centromerica

La tincié de I’heterocromatina centromeérica s’ha emprat per a diferenciar
les cél-lules humanes de les murines presents en un cultiu cel-lular primari
(Gilbert et al., 2005). Breument, es fan dos rentats amb PBS i es fixen les
mostres amb paraformaldehid al 4% durant 30 minuts a RT. Finalment, es
realitzen dos rentats amb PBS i es procedeix al muntatge de les mostres
amb Vectashield amb DAPI (Vector), que es conserven a 4°C fins al seu

analisi en un microscopi de fluorescéncia Leica acoblat a una camera digital.
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6. TECNIQUES EMPRADES EN ELS ESTUDIS IN VIVO

6.1. Animals d’experimentacio i condicions d’estabulacio

Per a la realitzacié d’aquesta tesi s’han utilitzat ratolins atimics BALB/c
nu/nu femelles (Harlan) de 4-6 setmanes d’edat i amb un pes mig de 20-22
grams en el moment de [Ilinici de I'experiment. Degut a la seva
immunodeficieéncia, els animals es mantenen en un ambient esteril i es
manipulen sota campana de flux laminar de bioseguretat de tipus 2. Les
gabies i l'aigua s’esterilitzen per autoclavat i els encenalls i el menjar
s’esterilitzen mitjangant irradiaci6 amb raigs gamma. Els animals sén
sotmesos a una dieta ordinaria de laboratori amb lliure accés a aigua i
menjar, i es mantenen a una temperatura controlada de 22-24°C amb un
cicle diari de llum/foscor de 12 hores.

Tot els procediments als quals estan sotmesos els animals s’han
realitzat d’acord amb les recomanacions per al correcte tractament i Us dels
animals de laboratori i han estat aprovats pel Comité Etic d’Experimentacié

Animal del Parc Cientific de Barcelona.

6.2. Implantacié de fragments tumorals humans al pancrees

de ratolins atimics

La generacié de tumors intrapancreatics es realitza a partir de la
implantacié directa d'un fragment tumoral huma al pancrees del ratoli.
Primer s’anestesia I'animal amb una injeccidé intraperiotoneal d’una barreja
de ketamina/xilacina 3:1 diluida a la meitat amb sali fisiologic, a raé de 3 pl
per gram de ratoli. Aquesta anestesia també té efectes analgésics, motiu
pel qual no s’administra un analgesic addicional. Quan el ratoli no presenta
reflexes plantars, s’inicia I'operacié. Aquesta consisteix en una laparotomia
subcostal esquerra a través de la qual s’exposen la melsa i el pancrees del
ratoli. Un fragment tumoral de 10 mg s‘implanta rapidament al pancrees del
ratoli mitjancant un punt de sutura Prolene 5-0. A continuacié es

reintrodueixen la melsa i el pancrees amb el fragment de tumor a la cavitat
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abdominal, on s’injecten 500 pul de sali fisiologic per rehidratar i facilitar la
recol-locacié dels organs. Per acabar, es tanca la ferida mitjancant dos
punts de sutura a la paret muscular i una grapa quirudrgica a la pell de
I'animal. Els animals es col-loquen sobre una placa que els manté la

temperatura corporal fins que es recuperen de |'anestesia.

6.3. Injeccid de suspensions cel-lulars al pancrees de ratolins

atimics

Alternativament a la generacido de tumors per implantacié directa d'un
fragment tumoral al pancrees del ratoli, en aquest treball també s’han
generat tumors intrapancreatics mitjancant la injeccié de suspensions
cel-lulars, obtingudes per disgregacié de cultius cel-lulars o fragments
tumorals. Aixi, s'anestesia I'animal, tal com s’ha descrit a I'apartat anterior,
i quan el ratoli no presenta reflexes plantars, s’inicia I'operacié. Aquesta
consisteix en una laparotomia subcostal esquerra a través de la qual
s’exposen la melsa i el pancrees del ratoli. La suspensid cel-lular resuspesa
en PBS, amb 10%-5-10° cél-lules, s’injecta al pancrees del ratoli amb una
agulla de 25 G en un volum de 50-100 ul, on es forma una bombolla, i es
segella la zona d’entrada amb un adhesiu tissular (Histoacryl, BBraun) per
evitar la sortida de les cel-lules. A continuacio es reintrodueixen la melsa i el
pancrees a la cavitat abdominal, on s’injecten 500 ul de sali fisiologic per
rehidratar i facilitar la recol-locacié dels organs. Per acabar, es tanca la
ferida amb dos punts de sutura a la paret muscular i una grapa quirurgica a
la pell de I'animal. Els animals es col-loquen sobre una placa que els manté

la temperatura corporal fins que es recuperen de |'anestesia.

6.4. Seguiment del creixement tumoral

Després de la implantacid dels tumors, els ratolins sén pesats cada
setmana. Transcorregudes unes dues setmanes, temps necessari per a la
desaparicié de la inflamacié produida per I'operacidé, la mida del tumor es

mesura setmanalment per palpacié abdominal del ratoli.
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6.4.1. Obtenci6 d’'imatges per PET-TAC

El PET-TAC (Tomografia d’emissié de positrons/ tomografia axial
computeritzada) és un metode no invasiu que permet detectar i quantificar
I'activitat metabolica d’'un tumor in vivo. Aquesta tecnica s’ha realitzat al
Centro Técnico de Isétopos Radiactivos (CETIR Esplugues).

Breument, s’anestesien els animals i s'administra I'analeg marcat per via
intravenosa, a la vena jugular. Els animals sén immobilitzats i
s’introdueixen a lI'aparell de PET/TAC per a I'adquisicié de les imatges, en un
ambient amb temperatura controlada. En aquest treball s’han emprat els
analegs '®F-fluorodesoxiglucosa (FDG) i ®F-fluorotimidina (FLT). En el cas
de la FDG, els animals es sotmeten a 12 hores de dejuni abans de |'analisi
per PET/TAC.

6.5. Tractament dels animals

6.5.1. Administracié de farmacs

En aquest treball s’han utilitzat quatre farmacs diferents pels
tractaments in vivo: la gemcitabina, 'AMG479, ’AMG655 i el ganciclovir.

La gemcitabina (2’,2’-difluorodesoxicitidina, Gemzar®) és una donacid
de Lilly S.A. Aquesta es distribueix en pols i cal tenir en compte que la
quantitat del principi actiu és de 48,3 g per cada 100 g de gemcitabina. Es
prepara just abans de la seva administracié als animals, es dilueix en sali
fisiologic i es filtra. La injeccié es realitza amb una agulla de 30 G i la
concentracid de l'estoc injectat s’ajusta de manera que la dosi a administrar
estigui continguda en un volum final de 200 pl. Les dosis de gemcitabina i
les pautes de tractament han variat en funcid de I'assaig.

El AMG479 (Ganitumab, AMGEN) és un soluci6 de 30 mg/ml que es
guarda en aliquotes a -80°C. En el moment de la seva administracid, es
dilueix en sali fisiologic i es filtra. El farmac s’administra per injeccid
intraperitoneal amb una agulla de 30 G a ra6 de 300 pg/ratoli, dos cops per
sermana.

El AMG655 (Conatumumab, AMGEN) és una soluciéo de 30 mg/ml que es
guarda en aliquotes a -80°C. En el moment de la seva administracid, es
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dilueix en sali fisiologic i es filtra. La injeccié es realitza amb una agulla de
30 G a rao6 de 300 pg/ratoli per via intraperitoneal, dos cops per setmana.

El Ganciclovir (Cymevene, Roche) es distribueix en pols i es prepara a
rad de 10 mg/ml en sali fisiologic per a la seva conservacié. En el moment
de la seva administracié, es dilueix en sali fisiologic i es filtra. El farmac
s’administra per injeccié intraperitoneal amb una agulla de 30 G a rad de 10
mg/Kg, en tres dosis consecutives a partir del dia després de la injeccio del
virus ICOVIR15-TK.

6.5.2. Administracio sistéemica d’adenovirus

Les solucions virals injectades als ratolins atimics es corresponen
sempre a estocs d’adenovirus purificats diluits amb PBS estéril. Aquestes
s’'injecten amb una agulla de 29 G per via intravenosa, a les venes laterals
de la cua de l'animal, previa dilataci6 mitjancant fregues amb alcohol i
calor. S’injecta una dosi Unica de virus en un volum de 200 pl.

Els virus administrats durant la realitzacié d’aquets treball han estat

descrits anteriorment i detallats a la taula 13.

6.6. Avaluacio de la biodistribucid dels adenovirus

L'arribada dels adenovirus als diferents organs s’ha analitzat durant la
realitzacié dels experiments, mitjancant un meétode no invasiu sobre els

animals vius, i al final d’aquests, a mostres de tumor criopreservades.

6.6.1. Mesura de la bioluminiscencia

S’ha realitzat un seguiment de la distribucid dels adenovirus durant la
realitzacié de I'experiment mitjancant un sistema de bioluminiscéncia (IVIS-
200, Xenogen) no invasiu que permet detectar i quantificar la luciferasa
expressada pel virus en animals vius.

Breument, s’administra el substrat, la D-luciferina (Xenogen), per via
intraperitoneal a raé de 32 mg/kg i després de 10 minuts els animals
s’anestesien amb una barreja d’isofluora i oxigen. Els animals s’introdueixen

a I'IVIS-200, acoblat a un sistema d’anestésia, i s’adquireixen les imatges.
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Per a l'analisi ex vivo de l'expressido de luciferasa, s’extreuen els organs
d'interes de l'animal recent analitzat al sistema IVIS i es col-loquen en
plaques de cultiu, les quals s’introdueixen a l'aparell per adquirir la imatge.

L'activitat luciferasa es quantifica emprant imatges adquirides sense
arribar al punt de saturacié mitjancant el software Living Image 2.20.1 Igor
Pro4.06A.

6.6.2. Quantificacié dels genomes virals

Per a la determinaci6 de la carrega viral en cadascun dels organs
analitzats es purifica el DNA dels teixits criopreservats, mitjancant el kit
DNAeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen). Aquest kit permet purificar
conjuntament els genomes virals i el DNA cel-lular. La concentracié del DNA
es determina per espectrofotometria i es porten les cel-lules a una
concentracié de 25 ng/ml. La quantificacié dels genomes virals es determina
mitjancant una PCR en temps real, la qual permet determinar, durant la
fase exponencial de la reaccid, els productes de PCR amplificats i marcats
amb un fluorocrom.

En aquest treball s’ha realitzat una quantificacié absoluta d’'un fragment
de la regio6 viral L3 (proteina de I'hexd) per PCR en temps real, mitjancant
una sonda tagman especifica per I'hexd. Breument, es prepara una mix que
conté 4 ul de mostra (100 ng), 0,3 ul d’encebador Ad18852F 10 uM, 0,3 pl
d’encebador Ad18912R 10 pM, 0,1 pl de sonda, 5 pl de 2x Premier Extaq
(Takara) i 0,3 pl d’H,0O bidestil-lada. La seqliéncia dels encebadors i de la
sonda emprats havien estat descrits préviament (Smith et al., 2002) i es
detallen a la taula 17. Les condicions d’amplificaci6 emprades soén: 10

minuts a 95°C i 40 cicles de 15 segons a 95°C i 1 minut a 60°C.

Sequeéncia aminoacidica

Ad18852F 5'-CTT CGA TGA TGC CGC AGT G-3'
Ad18918R 5'-GGG CTC AGG TAC TCC GAG G-3'
Sonda TagMan FAM-TTA CAT GCA CAT CTC GGG CCA GGA C-TAMRA

Taula 17. Sequéncia d’encebadors utilitzats per a la quantificacio
de genomes virals mitjancant PCR en temps real.
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6.7. Obtencidé de tumors intrapancreatics

Un cop finalitzat el tractament dels ratolins o bé quan els tumors
assoleixen una mida critica i s’han d’extreure, els animals es sacrifiquen en
una cambra de CO,. Aleshores es realitza una disseccié per tal d’accedir al
pancrees dels ratolins. Els tumors s’extreuen i separen del pancrees de
I'animal utilitzant material quirdrgic. Un cop extrets el tumors, es pesen i es
processen en funcié de l'estudi que es vulgui realitzar amb la mostra. El
tipus de processat sempre depén de la mida del tumor, perd es procura que

sigui el més ampli i representatiu possible.

6.7.1. Mesura del pes i volum tumorals

Els tumors es renten amb PBS i es pesen en una balanca de precissio.
Per a la determinacidé del volum tumoral, s’'empra un peu de rei electronic i
es calcula seguint la formula d’Attia i Weiss (Attia and Weiss, 1966): Volum

= 0,4 x (a x b?), on a i b sén els diametres major i menor, respectivament.

6.7.2. Fixacio de tumors en paraformaldehid

En primer lloc es renten els tumors en sali fisiologic, es col-loquen dins
d’'un motlle (Histosettell, Simport plastics) retolat amb llapis i es
submergeixen en paraformaldéhid (PFA) al 4% a temperatura ambient
entre 12 i 24 hores, en funcié de la mida de la mostra. La relacié entre el
fixador i la mostra ha de ser aproximadament 40:1 (v:v). Transcorregut
aquest temps les mostres ja estan fixades es mantenen en PBS a 4°C fins al
moment de la seva inclusié en blocs de parafina i posterior obtencié de talls

per microtomia.
6.7.3. Congelacié en nitrogen liquid
Després de rentar-los amb solucié salina, els tumors s’'empaqueten amb

paper d’alumini i es submergeixen rapidament en nitrogen liquid. Les

mostres es guarden a -80°C fins a la seva utilitzacid.
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6.7.4. Obtencio6 de digerits tumorals

La disgregacido dels tumors es duu a terme amb una combinacié de
fragmentacid mecanica i digestié enzimatica (Kim et al., 2009). Els tumors,
o fragments d’aquests, es renten dues vegades amb PBS i es trituren amb
I'ajuda d’un bisturi fins obtenir una pasta amb fragments de 1 mm?, que
s'incuba amb 200 U/ml de col-lagenasa tipus IV (Worthington) en medi de
cultiu a rad de 40 mg/ml. La digestié es porta a terme durant 2 hores a
37°C en agitacio, la qual es complementa amb una disgregacié amb |'ajuda
d’'una pipeta de 5 ml i una xeringa amb una agulla de 20 G cada hora. En
acabar la incubacié es fa un rentat afegint medi de cultiu i centrifugant la
mostra 5 minuts a 1.200 g. El pellet es resuspén en medi de cultiu i es
passa per un tamis (cell strainer, BD Falcon) de 70 um. La mescla
obtinguda es renta amb medi de cultiu i el pellet s'incuba 10 minuts en gel
amb un tampod de lisi d’eritrocits (RBC lysis buffer, Labclinics) a rad de 1:10
pellet/buffer (v/v). Després d’un ultim rentat en medi de cultiu la mostra
diluida en medi de cultiu es filtra amb un tamis de 40 um i la solucié que

s’obté ja es pot utilitzar per als experiments posteriors.

93



Materials i Métodes

7. TECNIQUES HISTOLOGIQUES

7.1. Inclusio en blocs de parafina

Per a la inclusid en parafina dels tumors previament fixats en PFA, es
submergeixen aquests en etanol 70% durant 3 hores i posteriorment es
passen a etanol 96% durant tota la nit. Al dia seglent, es passen a un
primer pas d’etanol 100% durant 2 hores seguit d’'un segon pas amb etanol
100% durant 1 hora. A continuacié es deixen en xilol entre 30 i 60 minuts,
fins que tinguin la duresa adequada (depén del tipus de teixit i de la seva
mida). En aquest punt, amb les mostres totalment deshidratades, ja es pot
comencar la seva inclusié en parafina: primer es submergeixen en parafina
tota la nit a 65°C i I'endema es passa a parafina nova on es deixa un minim
de 2 hores (es poden deixar total la nit). Per fer els blocs s’utilitza I'aparell
Leica EG 1120, que manté la parafina liquida a 60°C i té un dosificador que
permet omplir els motlles, junt amb una placa Leica EG 1140 que esta a

una temperatura de 4°C i que permet la solidificacié homogenia dels blocs.
7.2. Obtencid de talls histologics amb microtom

A partir dels blocs de parafina s’obtenen talls de 5 um de gruix amb un
microtom de rotacid. Un cop tallades, les seccions es submergeixen en un
bany d’‘aigua destil-lada temperada a 42°C per aconseguir la seva maxima
extensio. Un cop llises es dipositen en portaobjectes préviament tractats
amb poly-L-lisina (Sigma), per tal d’augmentar I'adherencia de les mostres.
Aquest tractament consisteix en submergir els portaobjectes 5 minuts a
temperatura ambient en una solucid de poly-L-lisina al 10% en aigua
destil-lada. Les mostres es guarden a temperatura ambient fins al moment

de ser processades.
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7.3. Tincié hematoxilina-eosina de mostres parafinades

Aqguesta tincié permet evaluar l'estructura dels teixits, ja que permet
tenyir les cel-lules de color rosa i els nuclis de color lila. La tincid es realitza
sobre talls histologics de 5 pm de gruix obtinguts amb el microtom, seguint
un protocol estandard: en primer lloc es desparafinen les mostres
submergint-les en una bateria de 4 xilols (5 minuts cada una). Després, per
tal de rehidratar-les, es submergeixen en solucions amb una concentracié
decreixent d’etanol: 100%, 96% i 70%, 5 minuts cadascuna, i finalment en
aigua destil-lada. En aquest punt les mostres es tenyeixen amb una dilucié
1:5 en aigua bidestil-lada de I'hematoxilina de Mayer (Merck) durant 90
segons i posteriorment s’elimina I’'excés de colorant amb aigua corrent sota
I'aixeta. Tot sequit es realitza la tinci6 amb eosina A (Merck) a I'1% (p/v) en
etanol 80% i un 5% d’acid aceétic (v/v) durant 5-10 segons. Posteriorment,
es procedeix a la rehidratacié dels teixits submergint-los en solucions
creixents d’etanol (70, 96 i 100%, pocs segons per a cadascuna és
suficient) i finalment xilol. Per acabar, es munten les mostres amb un medi
de muntatge hidrofobic DPX (Sigma).

7.4. Tincio tricromica de Masson de mostres parafinades

Aguesta tincid posa de manifest la presencia de teixit connectiu i fibres
elastiques en una mostra, en tenyir les fibres de col-lagen de color blau, el
citoplasma de les cel-lules de rosa i el citoplasma de lila. Tal com es detalla
per la tincié d’hematoxilina-eosina, les mostres es desparafinen amb xilol,
es rehidraten amb etanol i s’equilibren en aigua bidestil-lada. A continuacio,
s’incuben al microones en solucié de Bouin durant 1 minut, es renten amb
aigua i es submergeixen en hematoxilina de Weiger (Sigma) durant 10
minuts. Tot seguit es tornen a rentar amb aigua, s’incuben 5 minuts amb el
reactiu de Biebrich-Fucsina (Sigma) i es tornen a rentar amb aigua. Després
es submergeixen amb acid fosfotungstic durant 15 minuts, se n’elimina
I'excés i s’'incuben 10 minuts amb blau d’anhilina o alternativament amb
verd llum. Per acabar, es tornen a rentar amb compte, ja que la coloracié
marxa amb facilitat, es deshidraten amb una bateria de 3 alcohols i 4 xilols,

i es procedeix al seu muntatge amb DPX (Sigma).
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7.5. Deteccid de I’heterocromatina centromeérica de mostres

parafinades

La tincié de I’'heterocromatina centromeérica s’ha emprat per a diferenciar
les cél-lules humanes de les murines presents en un teixit (Gilbert et al.,
2005). Breument, es desparafinen les mostres amb dos rentats de 5 minuts
amb xilol 100% i a continuaci6 es rehidraten submergint-les en
concentracions decreixents d’etanol (100%, 95%, 75%, 5 minuts
cadascuna) i, finalment, en aigua bidestil-lada. A continuacié es
permeabilitzen amb PBS sumplementat amb Trité x-100 al 0,5% durant 10
minuts i es renten amb PBS durant 5 minuts. Finalment, es procedeix al
muntatge de les mostres amb Vectashield amb DAPI (Vector labs Inc.), les

quals es conserven a 4°C.

7.6. Tincié immunohistoquimica de mostres parafinades

Les tincions immunohistiquimiques (IHQ) permeten detectar I'expressio
de proteines d’interés en mostres de teixit mitjancant anticossos dissenyats
per unir-s’hi especificament. En aquest treball s’ha realitzat una deteccid

d’acid hialuronic en mostres de tumor parafinades.

7.6.1. Deteccid d’acid hialuronic

La deteccid6 de l'acid hialuronic s’ha realitzat en mostres de tumors
parafinades, emprant una proteina d’unié a l'acid hialuronic marcada amb
biotina (B-HABP, Seidagaku America). Breument, es desparafinen les
mostres amb una incubacié durant tota la nit a 37°C o durant 2 hores a
65°C i la seva submersié durant 5 minuts en una bateria de quatre xilols i
durant 5 minuts en una bateria de dos etanols. A continuacié s’inhibeixen
les peroxidases amb peroxid d’hidrogen al 0,3% en metanol durant 30
minuts, es rehidraten durant 5 minuts amb concentracions decreixents
d’etanol (etanol 96% i etanol 70%) i es renten amb PBS durant 10 minuts.
Per tal d’obtenir un control negatiu de la proba, es cobreix una de les

reliqgues de la mostra amb una solucié de PBS amb 200 U/ml hialuronidasa
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de testicle bovi (Sigma), que degrada l'acid hialuronic present a la mostra,
durant 1 hora a 37°C. En paral-lel, la mostra s‘incuba amb PBS. Després es
renten els talls 3 vegades amb PBS durant 5 minuts i es bloquejen amb PBS
suplementat amb un 10% de sérum de cabra o de cavall durant 1 hora a
RT. Per tal de procedir a la immunodeteccid, es retira la solucié de bloqueig
i es cobreixen les mostres amb 5 ug/ml HABP-B (Seidagaku America) en
PBS suplementat amb 0,1% BSA, durant tota la nit a 4°C. Després
d’atemperar les mostres durant 30 minuts, es renten tres vegades amb PBS
durant 5 minuts i es cobreixen amb el complex ABC (Avidina-Biotina-
Peroxidasa, ABC Kit de Vectastain), seguint les instruccions del fabricant.
Després, les mostres es renten les mostres 3 vegades durant 5 minuts amb
PBS i es submergeixen 5 minuts més en TBS (tampo sali Tris 0,05 M, pH
7,4). A continuacio, les seccions es cobreixen amb el substrat cromogénic
DAB+ (Dako Cytomation) durant 15 segons, fins que apareix un precipitat
marrd. Aleshores la reaccié es para submergint les mostres en TBS i es
renten durant 10 minuts amb aigua de l‘aixeta. Després les mostres es
contratenyeixen amb hematoxilina durant 1-2 minuts. Les mostres es
renten 10 minuts amb aigua de |'aixeta i es deshidraten en una bateria
d’etanols de graduacions creixents (etanol 70%, etanol 96% i etanol 100%,
tres vegades durant 2 minuts) i quatre vegades durant 5 minuts en xilol.
Finalment, es realitza el muntatge en medi de muntatge DPX (VWR
International Ltd.). En tot cas els casos, les incubacions es realitzen en
cambres humides, sense permetre mai que els teixits s’assequin, i totes les

solucions es preparen al moment del seu Us.
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Resultats i Discussio

1. CANCER STEM CELLS EN MODELS DE CANCER DE
PANCREES HUMA

El cancer de pancrees és una de les principals causes de mort per
cancer, degut a la manca de simptomes especifics que permetin una
deteccid precoc¢ de la malaltia, la seva elevada agressivitat i la resisténcia
que presenta als tractaments convencionals (Bardeesy and DePinho, 2002).
De fet, tot i els grans avencos que hi ha hagut els darrers anys en el
coneixement de les bases moleculars d’aquesta malaltia (Jones et al., 2008;
Maitra and Hruban, 2008), a nivell clinic practicament no s’ha aconseguit
cap millora des de l'establiment de la gemcitabina com a tractament
d’eleccidé (Burris et al., 1997).

En aquest sentit, s’ha descrit una subpoblacié tumoral de cancer stem
cells (CSC) que contribueix tant a la progressié i el creixement tumoral com
a la disseminacié metastatica i que és responsable, almenys parcialment, de
I'aparici6 de resisténcia als tractaments quimio i radioterapéutics
convencionals (Clarke et al., 2006). Els primers treballs on es van descriure
les CSC en PDAC van ser publicats gairebé en paral-lel i definien aquesta
subpoblacié per I'expressié dels marcadors de membrana CD44, CD24 i ESA
(Li et al., 2007) o CD133 (Hermann et al., 2007), tot i que posteriorment
s’han emprat altres marcadors per caracteritzar aquesta subpoblacié (Abel
and Simeone, 2013).

El paper de les CSC en el manteniment del tumor i la formacié de
metastasis, aixi com la seva elevada resisténcia als tractaments, fa que
aquestes siguin considerades una bona diana terapéutica per al tractament
del PDAC. Per aquest motiu, en aquest treball s’ha aillat i caracteritzat la
subpoblaciéo de CSC en models in vitro i in vivo de PDAC, per tal d'assajar
I'efecte que tenen diferents tractaments sobre aquesta subpoblacid, ja que
la seva eliminacid podria evitar |'aparici6 de resisténcies i posteriors

recidives.
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1.1. Aillament i caracteritzacié de subpoblacions cel-lulars
amb propietats de cancer stem cells i deteccié d’aquestes en

models ortotopics de cancer de pancrees huma

1.1.1. Separacié mitjancant marcadors de superficie

Per tal de caracteritzar la subpoblacié de CSC, es van analitzar per
citometria de flux els nivells d’expressié dels marcadors de membrana
CD44, CD24 i CD133, préviament descrits en PDAC (Hermann et al., 2007;
Li et al., 2007), en un panell de linies cel-lulars tumorals pancreatiques
(Panc-1, BxPC3, NP-29, CP3, CP15T i CP15A). Les linies cel-lulars Panc-1 i
BxPC3 sén comercials, mentre les linies NP-29, CP3, CP15T i CP15A van ser
establertes a partir de fragments d’adenocarcinomes pancreatics humans
implantats en ratolins atimics i perpetuats com a xenoempelts, les tres
darreres generades recentment en projectes anteriors del grup de recerca
(Tesi Sandra Pérez).

A les linies cel-lulars analitzades (Figura 13), al voltant d’'un 75% de les
cel-lules expressen CD44, excepte la linia CP3 que presenta menys d'un 1%
de cel-lules positives per aquest marcador. En canvi, menys d’un 5% de les
cel-lules expressen CD24, excepte la linia Panc-1, que té un 31% de
cél-lules CD24*. En conseqiiéncia, menys d'un 5% de les cél-lules
coexpressen els marcadors CD44 i CD24, excepte a la linia Panc-1. D'altra
banda, segons I'expressié de CD133 es poden dividir les linies cel-lulars en
dos grups, un amb una proporcié elevada de cél-lules CD133*, superior al
50%, format per NP-29, CP15T i CP15A, i un altre amb menys d’un 1% de
cél-lules CD133*, on s’incluouen les linies Panc-1, BxPC3 i CP3.

Sorprenentment, la proporcid de cel-lules que expressen els diferents
marcadors de CSC de membrana, especialment CD44 i CD133, és forca
superior a la descrita anteriorment, valorada en menys d'un 5% de la
poblacié tumoral total (Clarke et al., 2006; Hermann et al., 2007; Li et al.,
2007). De totes maneres, més recentment s’ha publicat un model
matematic que proposa que la proporci6 de CSC en un tumor podria ser
qualsevol i que aquesta estaria estretament relacionada amb la seva

capacitat tumorigénica (Johnston et al., 2010).
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Figura 13. Nivells d’expressi6 dels marcadors de membrana de CSC
en un panell de Ilinies cel-lulars tumorals pancreatiques.
Determinacio mitjancant citometria de flux del percentatge d’expressid dels
marcadors CD44, CD24 i CD133, representat com a mitjana (n=3) %
desviacié estandard.

D’altra banda, no sembla que les linies cel-lulars CP3, CP15T i CP15A,
gue han estat establertes recentment, conservin una major expressié de
marcadors de CSC de superficie. En aquest sentit, s’ha descrit que el
percentatge de CSC pot variar de forma significativa entre pacients amb un
mateix tipus de tumor (Tirino et al., 2013).

Per tal de validar I'Gs d‘aquests marcadors de membrana com a

marcadors de CSC a les nostres linies cel-lulars, es va analitzar a la linia
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CP15T la sensibilitat de les diferents subpoblacions al tractament amb
gemcitabina, tractament d’elecci6 en PDAC al quée s’ha descrit que soén
resistents les CSC (Abel and Simeone, 2013). Aixi, es van separar les
cel-lules mitjancant citometria de flux segons l’expressid dels marcadors
CD44, CD24 o CD133. Les diferents subpoblacions es van tractar amb
gemcitabina durant 72h i es va mesurar l'efecte del farmac sobre la
viabilitat cel-lular. La IC50 (dosi que disminueix la viabilitat cel-lular al 50%)
de les diferents subpoblacions és similar a la del control, la poblacié total
sense seleccionar (Taula 18). La Unica subpoblacié amb un lleuger augment
de la IC50 és la CD44*. Per tant, en les condicions assajades, sembla que
I'expressié de cap d’aquests marcadors per separat es pot relacionar amb

una major resisteéncia al tractament amb gemcitabina en aquestes linies.

IC50 (NM)
Control 26,49 + 1,08
cD44* ™ 3537 £ 5,82
CD24 25,27 + 3,90
CD24* 24,38 £ 2,67
CD133- 24,57 £ 1,55

CD133+ 21,35+ 1,63

Taula 18. Sensibilitat al tractament amb gemcitabina de les
subpoblacions de CSC. Les diferents subpoblacions de la linia cel-lular
CP15T, obtingudes mitjancant un citometre de flux separador, es van
sembrar i 24 hores després es van tractar amb dosis creixents de
gemcitabina. 72 hores després es va determinar la viabilitat cel-lular
mitjancant un assaig MTT i es va calcular la IC50 (nM). Els resultats soén la
mitjana (n=3) £ error estandard. (YLa subpoblacié CD44 no va poder ser
analitzada degut al baix percentatge de la poblacio total.

En paral-lel als assajos in vitro, es va analitzar I'efecte sobre les CSC del
tractament amb gemcitabina en models in vivo de PDAC. Es van emprar
tres models, CP12, CP13 i CP15, d’una plataforma de tumors ortotopics
generats al grup de recerca a partir de fragments quirldrgics de pacients
amb PDAC (Perez-Torras et al., 2011). Aquests models es mantenen en
successives generacions de ratolins atimics mitjancant la implantacié
ortotopica de fragments de tumor. Aquest experiment, pero, es va realitzar
alhora en tumors ortotdopics generats per implantacié de fragments de
tumor i en tumors formats a partir de la injeccié de suspensions cel-lulars

obtingudes de la digestid dels tumors, per tal de posar a punt futurs
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experiments que requereixin la injecci6 de suspensions cel-lulars de
subpoblacions separades previament per citometria de flux. Aixi, quan es va
confirmar per palpacié abdominal la preséncia de tumor a tots els ratolins,
es va iniciar un tractament de 4-5 setmanes amb gemcitabina administrada
per via intraperitoneal a radé de 160mg/Kg un cop per setmana. Al final del
tractament es va analitzar per citometria de flux I'expressié dels marcadors
de membrana CD44, CD24 i CD133 (Figura 14). Els tumors control, tractats
amb sali, presenten una baixa proporcid, inferior al 5%, de cel-lules
positives per als diferents marcadors, excepte al model CP15, on hi ha un
major percentatge de cél-lules CD44" (un 43% i un 46% en els fragments
establerts a partir de fragments o digerits tumorals, respectivament) i
CD133" (un 34% i un 67% en els fragments establerts a partir de
fragments o digerits tumorals, respectivament).

Si es comparen les dades obtingudes al model CP15 amb les de les linies
CP15T i CP15A, derivades d'aquest model, s’‘observa que en tots dos casos
es manté un percentatge elevat d’expressié dels marcadors CD44 i CD133,
tot i que la proporcid d'aquestes subpoblacions és menor al model ortotopic.
En aquest sentit, diverses publicacions alerten de les possibles variacions
gue es poden trobar en I'expressié d’aguests marcadors segons el tipus de
mostra amb qué es treballa (mostres de tumor, cultius primaris, linies
cel-lulars), del métode de disgregacié emprat (enzimatica o mecanica), ja
que la degradacié proteolitica de les proteines de membrana pot alterar el
procés de seleccid, o fins i tot del protocol emprat per al marcatge de les
cel-lules o els ajustos aplicats al citometre de flux per al seu analisi (Clarke
et al., 2006; Rosen and Jordan, 2009; Tirino et al., 2013).

En el model CP12 (Figura 14a) no s’observen diferéncies significatives
en el percentatge de cél-lules que expressen els diferents marcadors de CSC
després del tractament, només una tendencia de CD24 a disminuir i de
CD44 i CD133 a augmentar. En aquest cas només es van analitzar tumors
establerts a partir de fragments tumorals, ja que els digerits del tumor
CP12 injectats al pancrees no van donar lloc a tumors. En el model CP13
establert a partir de fragments tumorals (Figura 14b) hi ha un increment
significatiu de cél-lules CD44" després de tractar els ratolins amb
gemcitabina, que pasa d'un 1,22% a un 3,29%, mentre la resta de

marcadors tenen tendencia a disminuir, de forma significativa el CD133. En
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Figura 14. Efecte del tractament de models tumorals pancreatics
amb gemcitabina sobre I’expressié de marcadors de membrana de
CSC. En gris clar el grup control tractat amb sali, en gris fosc el grup
tractat amb gemcitabina (160mg/Kg durant 4-5 setmanes). Determinacid
mitjancant citometria de flux del percentatge d’expressié dels marcadors
CD44, CD24 i CD133, representat com a mitjana (n=2-3) £ desviacid
estandard, a CP12 fragment (A), CP13 fragment (B), CP13 digerit (C),
CP15 fragment (D) i CP15 digerit (D). Estadistica respecte el grup control,
essent * p<0,05i ** p<0,01.

canvi els tumors establerts a partir de digerits de CP13 (Figura 14c)
mostren una tendencia a disminuir el percentatge de cél-lules que
expressen els diferents marcadors després del tractament. Finalment, als
models CP15 (Figura 14 d i e) hi ha diferéncies significatives en el
percentatge de cél-lules CD24" i CD44"CD24". Als tumors establerts a partir
de fragments I'expressid d‘aquests marcadors augmenta (de forma
significativa per CD24" i CD447CD24%), mentre als establerts a partir de
digerits tumorals aquesta disminueix (p<0,05 per CD24" i p<0,01 per
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CD447CD24"). En els dos casos CD44 té tendéncia a augmentar i CD133 té
un comportament diferent a cada model.

Per tant, la subpoblacié tumoral CD44* sembla I'Unica que té tendéncia
a incrementar de forma gairebé generalitzada després del tractament amb
gemcitabina, el qué indicaria que és resistent a aquest tractament.

D’altra banda, es va voler comprovar si I’'expressié d’aquests marcadors
és estable en cultiu després de la separaciéo mitjancant citometria de flux, ja
que podria explicar la falta de diferencies de sensibilitat a la gemcitabina de
les diferents subpoblacions in vitro. Aixi, es van aillar amb un citometre de
flux separador diferents subpoblacions cel-lulars segons |'expressié dels
marcadors CD44, CD24 i CD133. De la mateixa manera que per |'assaig de
la sensibilitat a la gemcitabina de les diferents subpoblacions, les cél-lules
seleccionades es van mantenir en cultiu durant 48 hores en plaques i medi
de cultiu estandard abans d’analitzar per citometria de flux I’'expressié dels
marcadors (Figura 15). Després de la seleccid, I'expressié dels marcadors
CD24 i CD133 tendeix a mantenir-se, mentre s’‘observa una clara reversid
de les cel-lules CD44°, que després de 48 hores de cultiu expressen el
marcador CD44 en més d’un 90% de les cél-lules, nivells similars als de la

poblacié original.
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Figura 15. Analisi de I'expressié dels marcadors de superficie de
CSC en subpoblacions mantingudes en cultiu. Les diferents
subpoblacions de la linia cel-lular CP15T, obtingudes mitjangant un
citometre de flux separador, es van mantenir en cultiu durant 48 hores i
després es va determinar mitjangant citometria de flux el percentatge
d’expressidé dels marcadors CD44, CD24 i CD133. N.A.: no avaluable.
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Els canvis en l'expressi6 de CD44 a membrana detectats en aquest
experiment podrien ser deguts a un intercanvi de marcador entre la
membrana cel-lular i el citoplasma, ja que s’ha descrit en altres models
tumorals que CD44 no es localitza exclusivament a membrana (Minardi et
al., 2012). Per aquest motiu, es va realitzar una tincid immunocitoquimica
per tal de determinar la localitzacié cel-lular d’aquest marcador (Figura 16).
Les imatges de microscopia confocal obtingudes mostren que la proteina
CD44 es troba tant a la membrana cel-lular com al citoplasma, fet que

podria explicar la reversidé del marcador després de la seleccié.

Figura 16.
Immunolocalitzacié del
marcador de CSC CD44.
La tincié de CD44 (de color
verd) es va realitzar a la
linia cel-lular CP15T.
Imatge de microscopia de
fluorescéncia (600x).

D’altra banda, diferents estudis apunten a I’'existencia d’un fenotip stem
transitori a les cél-lules tumorals (en anglés stemness) i, per tant, a una
certa plasticitat entre cel-lules CSC i no-CSC. Aquesta plasticitat fenotipica
podria dependre de canvis epigenétics regulats per components del
microambient, com cel-lules estromals, vasos sanguinis, matriu
extracel-lular, factors de creixement, citoquines o condicions d’hipoxia. En
aquest sentit, s’ha relacionat I'adquisicié del fenotip stem amb el procés de
EMT (Dembinski and Krauss, 2009; Rosen and Jordan, 2009; Sugihara and
Saya, 2013).

Per tant, el conjunt de resultats obtinguts no van permetre establir un
marcador de superficie adient per aillar i caracteritzar la subpoblacié de CSC
en aquests models. De fet, tot i que I'Us de marcadors de CSC de superficie
esta ampliament acceptat per a malalties hematoldgiques, en tumors solids
la situacio és totalment diferent i és tema de debat la idoneitat de I'Us dels

marcadors de superficie per a la caracteritzacié de les CSC (Tirino et al.,
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2013), en part perque aquests marcadors no s’han definit en base a un
coneixement en profunditat del paper d’aquestes molécules en la biologia
de les CSC de cada tumor (Clevers, 2011). Per tot aix0, es va substituir I'Us
de marcadors de superficie per I'enriquiment de cultius en CSC mitjancant

el cultiu de tumorosferes.

1.1.2. Enriquiment de cultius cel-lulars per generacié de

tumorosferes

Un métode alternatiu a I’'Us de marcadors de superficie per a l'aillament i
caracteritzacié de les CSC freqlientment emprat per a I'estudi de I'efecte de
farmacs sobre aquesta subpoblacié és l'enriquiment de cultius cel-lulars
mitjancant la generacié de tumorosferes. Aquest metode es basa en la
capacitat de les CSC per créixer en cultiu en abséncia d’ancoratge formant
uns agregats compactes anomenats tumorosferes, que s’'ha descrit que
conserven les principals caracteristiques de les CSC (Gaviraghi et al., 2011;
Gou et al., 2007).

Préviament es van realitzar proves amb diferents técniques de cultiu de
tumorosferes, com el cultiu tridimensional en una matriu d’agarosa o sobre
de plaques de cultiu recobertes amb metacrilat de poli-2-hidroxietil (poly-
hema) per evitar I'adhesié cel-lular (Yeates and Powis, 1997). De totes
maneres, aquests meétodes es van descartar, ja que l'agarosa ha de ser
retirada per a assajos posteriors, com l‘analisi amb técniques de citometria
de flux, i el recobriment amb poly-hema és dificil de reproduir.

Aixi, per tal de caracteritzar les CSC presents en un panell de linies
cel-lulars pancreatiques i estudiar |'efecte de diferents tractaments sobre
aquesta subpoblacié, es van generar tumorosferes in vitro emprant per al
seu manteniment plaques de cultiu tractades per evitar I'adheréncia de les
cel-lules i un medi de cultiu que no conté serum suplementat amb factors
que afavoreixen el creixement de les stem cells (Cao et al., 2011; Su et al.,
2011). El protocol es troba detallat a I'apartat de materials i méetodes. La
densitat cel-lular és un parametre important a tenir en compte per a
I'obtencié de les tumorosferes. Aquesta ha de ser prou baixa per impedir la
formacio d’agregats, pero alhora l'eficiencia de formacié de tumorosferes es

veu reduida drasticament a densitats molt baixes, on no poden actuar

109



Resultats i Discussio

factors autocrins i paracrins alliberats per les cel-lules (Pastrana et al.,
2011). Per aquest motiu, el manteniment de les tumorosferes i els diferents
assajos posteriors es van realitzar a baixa densitat cel-lular (5.000
cel-lules/ml).

En primer lloc es va analitzar la capacitat d’aquestes linies cel-lulars per
formar tumorosferes. Tal com mostra la figura 17, d’entre les linies
cel-lulars emprades, totes excepte NP-9 i Panc-1 tenen capacitat per formar
tumorosferes que poden ser mantingudes en cultiu durant passatges
successius. En les condicions de cultiu descrites, la linia cel-lular BxPC3
forma un baix nimero de tumorosferes perdo de gran mida (d'un diametre
de 28,27+7,94um) i compactes i les linies cel-lulars CP15T i CP15A formen
un numero elevat de tumorosferes perd de menor diametre (11,17+4,78um
i 15,67£8,20pm, respectivament). En canvi, NP-29 forma unes
tumorosferes molt menys compactes i petites (5,66+£1,69um). D’altra
banda, NP-9 i Panc-1 formen uns agregats cel-lulars poc compactes on les
cel-lules practicament no es divideixen i, el cas de NP9, acaben morint.
Aquests resultats contrasten amb diverses publicacions on es descriu la
formacié de tumorosferes a partir de la linia Panc-1 (Gaviraghi et al., 2011;
Gou et al., 2007). De totes maneres, les diferéncies podrien ser degudes a
canvis en les condicions de cultiu. En tot cas, no sembla que es pugui
establir una relacié directa entre els nivells d’expressié dels diferents
marcadors de CSC de membrana i la capacitat per formar tumorosferes.
Aquesta falta de relacid ja ha estat descrita anteriorment en PDAC
(Gaviraghi et al., 2011) i reforca I'ls de tumorosferes vers al de marcadors
de superficie per a l'estudi de la sensibilitat de les CSC a farmacs

antitumorals.
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monocapa tumorosferes

Figura 17. Obtenci6é de tumorosferes a partir de linies cel-lulars
tumorals pancreatiques. Imatges de microscopia de contrast de fase
(barra d’escala 5um) de cél-lules sembrades en condicions de cultiu
estandard (monocapa) o com a tumorosferes. Les imatges corresponen a
tumorosferes mantingudes entre els passes 3 i 6.
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A continuacié es va analitzar si els cultius de tumorosferes complien
amb algunes de les principals caracteristiques que defineixen les CSC.
Tenint en compte els resultats anteriors, es van seleccionar les linies
cel-lulars BxPC3, CP15T i NP-29 per a la caracteritzacié de les tumorosferes.

Una de les caracteristiques que defineix les CSC és la divisié asimétrica,
que déna lloc a una CSC i a una altra cél-lula més diferenciada (Clarke et
al., 2006). Per tal de confirmar aquesta propietat, es va analitzar la
capacitat de les tumorosferes per diferenciar-se en condicions de cultiu
estandard (Figura 18). Aixi, quan les tumorosferes de les tres linies
cel-lulars analitzades sén mantingudes en plaques de cultiu que permeten la
seva adhesido i amb un medi de cultiu estandard, les cel-lules creixen

adherides al substrat i recuperen la seva morfologia epitelial caracteristica.

cultiu estandard

)

BxPC3

CP15T

NP-29

Figura 18. Diferenciacid6 de tumorosferes en medi de cultiu
estandard. Imatges de microscopia de contrast de fase (barra d’escala
5um) de tumorosferes de 7 dies (passe 1) i les mateixes tumorosferes
mantingudes en condicions de cultiu estandard durant 2 dies.

D’altra banda, les CSC també poden ser definides per la seva capacitat
per recapitular la generacié del tumor (Clarke 2006). Per tal de comprovar
el potencial tumorigénic de les tumorosferes, es va comparar el temps
d’aparicid i la morfologia dels tumors formats a partir de tumorosferes amb
la dels generats a partir de monocapes. Cultius de monocapa i tumorosferes

de la linia cel-lular CP15A es van disgregar amb tripsina i es van injectar 10*
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cel-lules al pancrees de ratolins atimics. A la figura 19a es mostra el temps
d’aparicid dels tumors obtinguts. Aixi, els tumors formats a partir de
tumorosferes apareixen abans que els generats a partir de monocapes, el
que confirma el major potencial tumorigenic de les CSC. D’altra banda, la
morfologia dels tumors al final de I’experiment, després de 67 dies, és
similar entre monocapa i tumorosferes, amb una estructura glandular forca

indiferenciada i poca preséncia d’estroma (Figura 19b).
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Figura 19. Obtencié de tumors a partir de tumorosferes. Es van
injectar al pancrees de ratolins atimics 10* cél-lules obtingudes per
disgregacié de cultius en monocapa o tumorosferes de la linia cel-lular
CP15A (n=5) i es determinar el temps d’aparicié dels tumors. La linia
continua representa els tumors generats a partir de monocapa i la
discontinua a partir de tumorosferes (A). Al final de I'experiment, 67 dies
després, es van sacrificar els animals i els tumors es van incloure en
parafina per a la posterior tinci6 amb hematoxilina-eosina. Microfotografies
(200x) (B).
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A més, les CSC es caracteritzen per trobar-se en un estat de
quiescéncia, que podria explicar la resisténcia a molts dels tractaments
convencionals (Borst, 2012; Dembinski and Krauss, 2009). A fi de
demostrar un arrest del cicle cel-lular a les tumorosferes, es va comparar el
seu perfil de cicle cel-lular amb el del cultiu estandard en monocapa. A la
figura 20 es poden veure els resultats obtinguts. Les tumorosferes de
BxPC3 i CP15T presenten un clar augment de la fase GO/G1. En canvi, a NP-
29 només hi ha un lleuger augment de GO/G1. Cal destacar que el cultiu de

NP-29 en monocapa té una elevada proporcié de cel-lules a la fase GO/G1.

BxPC3 CP15T NP-29
1004 1001 1001
754 754 75+
501 50- 504
25- 254 25- I co/G1
= c2im
s
o o o
monocapa tumorosferes monocapa tumorosferes monocapa tumorosferes

Figura 20. Perfil de cicle cel-lular. Comparacié del perfil de cicle
cel-lular de monocapa i tumorosferes tenyides amb iodur de propidi i
analitzades amb un citometre de flux.

Finalment, s’ha descrit que les CSC sén resistents al tractament amb
gemcitabina, farmac d’elecci6é en els pacients amb PDAC (Abel and
Simeone, 2013). Aixi, es va comparar la sensibilitat de les tumorosferes al
tractament amb gemcitabina, respecte a la monocapa. Per al calcul de la
viabilitat cel-lular es va realitzar un assaig WST-8, que mesura l‘activitat
mitocondrial de cel-lules en suspensié. Tal com mostra la figura 21, a linies
cel-lulars BxPC3 i CP15T s’observa una clara resisténcia al tractament per
part de les tumorosferes, a diferencia de la monocapa, que és sensible al
tractament amb aquest farmac. En totes dues linies cel-lulars, la
gemcitabina no aconsegueix eliminar totes les tumorosferes i hi ha un
augment de la IC50 estadisticament significatiu (p<0,001 a BxPC3 i p<0,01
a CP15T). En el cas de la linia cel-lular NP-29, els assajos dosi-resposta
presenten una gran variabilitat, amb valors de IC50 a les tumorosferes que

es troben entre 1,5 i 20nM, que no permeten treure conclusions.
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CP15T 9,53 + 1,16 13,25 + 1,29

Figura 21. Sensibilitat de monocapa i tumorosferes al tractament
amb gemcitabina. Monocapa i tumorosferes de les linies cel-lulars BxPC3
i CP15T es van sembrar amb dosis creixents de gemcitabina i després de
72 hores es va mesurar la viabilitat cel-lular mitjangant un assaig WST-8.
Comparacié de les corbes dosi-resposta (A) i la IC50 (nM) (B) obtingudes,
representades com la mitjana (n=3) % desviacio estandard.

Per tant, els resultats dels assajos realitzats ens van permetre confirmar
que les tumorosferes de BxPC3 i CP15T compleixen amb les principals
caracteristiques descrites per la subpoblacido de CSC. En canvi, els resultats
obtinguts amb la linia NP-29, que forma unes tumorosferes petites i poc
compactes, forca diferents a les generades per les linies BxPC3 i CP15T,
posen en dubte el fenotip CSC de les seves tumorosferes. Per aquest motiu,
els posteriors experiments d’analisi de la sensibilitat a diferents tractaments
es van realitzar comparant la resposta de cultius en monocapa i

tumorosferes de les linies BxPC3 i CP15T.

1.2. Sensibilitat de les tumorosferes a tractaments

antitumorals

La majoria d’estratégies per al tractament del PDAC estan dirigides a
reduir la massa tumoral, formada majoritariament per cel-lules tumorals
diferenciades, i no aconsegueixen eliminar les CSC, responsables de

I'aparicid6 de metastasis i recurréncies. Per tant, el desenvolupament de
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terapies que aconsegueixin eliminar també aquesta subpoblacié tumoral
sembla que podria millorar els resultats obtinguts fins ara en el tractament
dels pacients amb PDAC (Abel and Simeone, 2013).

1.2.1. Tractament de tumorosferes amb farmacs dirigits contra

receptors de factors de creixement

Les vies de senyalitzaci6 depenents de receptors de factors de
creixement es troben freqluentment alterades en PDAC. Aquestes estan
involucrades en el creixement autonom de les cél-lules tumorals, mitjancant
un loop autocri que afavoreix la seva proliferacié (Bardeesy and DePinho,
2002). En aquest sentit, el receptor IGF-IR es troba freqientment
sobreexpressat en PDAC i s’'ha relacionat amb resistéencia a la
quimioterapia, ja que indueix supervivencia cel-lular i progressié del cicle
cel-lular (Beltran et al., 2009; King and Wong, 2012). A més, s’ha descrit
que EGFR i la seva via de senyalitzacid6 també es troben freqlientment
sobreexpressats en PDAC i s’ha relacionat aquest fet amb un mal pronostic
(Papageorgio and Perry, 2007; Ueda et al., 2004).

D’altra banda, publicacions recents han relacionat aquests receptors
amb la regulacié de les CSC. Concretament, s’ha descrit en diferents tipus
de tumors un crosstalk entre el receptor IGF-IR i les vies de senyalitzacié
relacionades amb el desenvolupament expressades a CSC, com Wnt, Notch,
Nanog o Sox2, que afavoreix la formacié de les tumorosferes (Chang et al.,
2013; Singh et al., 2012). A més, EGFR coopera amb la via de hedgehog
durant la formacié i progressié del tumor cap a estadis invasius i
metastatics (Mimeault and Batra, 2010), aixi com en la capacitat per formar
tumorosferes in vitro (Feng et al., 2012). Per tant, sembla que els receptors
IGF-IR i EGFR poden ser considerats una bona diana terapéutica en PDAC,
ja que la seva inhibici6 podria eliminar també la subpoblacié de CSC
resistent als tractaments convencionals.

Per aquest motiu, es va estudiar |'efecte de la inhibicid de la via de
senyalitzacié d’'IGF-IR sobre la subpoblacié de CSC emprant el farmac NVP-
AEW541, que és un inhibidor tirosina-quinasa d’aquest receptor que s’esta
emprant a nivell preclinic en el tractament del PDAC, aixi com altres tipus

de tumors (Hewish et al., 2009; Moser et al., 2008). Aixi, es va comparar
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I'’efecte del tractament amb linhibidor NVP-AEW541 sobre cel-lules

mantingudes en monocapa o en forma de tumorosferes.
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BxPC3 1,37 +1,53 1,93+ 1,77
CP15T 7,11+ 1,27 7,64+ 1,63

Figura 22. Sensibilitat de monocapa i tumorosferes al tractament

amb NVP-AEW541. Monocapa i tumorosferes de les linies cel-lulars

BxPC3 i CP15T es van sembrar amb dosis creixents de NVP-AEW541 i

després de 72 hores es va mesurar la viabilitat cel-lular mitjangant un

assaig WST-8. Comparacio de les corbes dosi-resposta (A) i la IC50 (nM)

(B) obtingudes, representades com la mitjana (n=3) * desviacid

estandard.

Tal com es mostra a la figura 22, tant la monocapa com les
tumorosferes de les linies cel-lulars BxPC3 i CP15T soén sensibles al
tractament amb NVP-AEW541 de forma dosi-depenent, amb uns valors de
IC50 similars entre monocapa i tumorosferes en totes dues linies. La linia
cel-lular BxPC3 presenta una major sensibilitat al tractament que la linia
CP15T, pero en tots dos casos el farmac aconsegueix eliminar totes les
cel-lules.

A continuacid es va analitzar l'efecte de la inhibici6 de la via de
senyalitzaci6 d’EGFR sobre les CSC, comparant l'efecte sobre monocapa i
tumorosferes del tractament amb lapatinib. El lapatinib és un inhibidor
tirosina-quinasa dual reversible dirigit contra els receptors EGFR i Her-2,
aprovat per al seu Us en cancer de mama Her-2 positiu I'any 2007 i

comercialitzat amb el nom de Tykerb®.
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Figura 23. Sensibilitat de monocapa i tumorosferes al tractament
amb lapatinib. Monocapa i tumorosferes de les linies cel-lulars BxPC3 i
CP15T es van sembrar amb dosis creixents de lapatinib i després de 72
hores es va mesurar la viabilitat cel-lular mitjancant un assaig WST-8.
Comparacio de les corbes dosi-resposta (A) i la IC50 (nM) (B) obtingudes,
representades com la mitjana (n=3-5) + desviacié estandard.

Les corbes dosi-resposta obtingudes (Figura 23) mostren que, a les dues
linies cel-lulars analitzades, monocapa i tumorosferes sén sensibles al
tractament amb lapatinib, el qual aconsegueix eliminar totes les cél-lules.
En aquest cas, la linia BxPC3 també és més sensible al tractament, sense
diferéncies significatives en la IC50 de monocapa i tumorosferes, mentre a
la linia CP15T les tumorosferes presenten una major IC50 (p<0,001) que la
monocapa. De totes maneres, el farmac aconsegueix eliminar totes les
cel-lules en els dos tipus de cultius, a una dosi propera a 50uM.

Els resultats obtinguts posen de manifest el paper de les vies de
senyalitzaciéo d'IGF-IR i EGFR en el manteniment de les CSC i reforcen aixi
la seva importancia com a dianes terapéutiques en el tractament del PDAC.
De fet, la sensibilitat de la subpoblaci6 de CSC a la inhibicid d’aquests
receptors ha estat demostrada préviament a nivell preclinic en altres tipus
de tumors (Chang et al., 2013; Farnie et al., 2007; Feng et al., 2012; Li et
al., 2008; Majumdar et al., 2010).

Finalment, es va voler analitzar si la sensibilitat al tractament amb
aquests farmacs esta directament relacionada amb el nivell d’expressi6 dels

receptors diana. Per aquest motiu, es van comparar per western blot

118



Resultats i Discussio

I'expressié basal dels receptors IGF-IR, EGFR i Her-2 a monocapa i
tumorosferes de BxPC3 i CP15T (Figura 24).

BxPC3 CP15T

MTMT
s BB | GFIRB
o) [ EGFR

- Her-2

w=—  ww | PAKt(S4T73)

&3 2o | pErk (T2021Y204)

ww - == Erk
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Figura 24. Nivells d’expressié de les proteines de les vies de
senyalitzacié de IGF-IR, EGFR i Her-2 a monocapa i tumorosferes.
Determinacié mitjangant western blot.

En totes dues linies s’‘observen uns menors nivells d’expressid dels
receptors de membrana IGF-IR i EGFR, i de Her-2 per CP15T, a les
tumorosferes. En el cas de BxPC3 l'expressido de Her-2 no es detecta per
western blot. A més, també hi ha una disminucié de la fosforilacié d’Akt a
les tumorosferes de totes dues linies. En canvi, respecte a la fosforilacid
d’Erk, a la linia BxPC3 hi ha un lleuger increment entre monocapa i
tumorosferes, mentre a CP15T s’observa un clar augment. Per tant, els
nivells d'expressid dels receptors diana del tractament amb NVP-AEW541 i
lapatinib no semblen estar directament relacionats amb la sensibilitat a
aquests farmacs. Aquest fet podria ser degut a que amb aquesta técnica es
detecta la proteina total que conté la cél-lula, sense diferenciar la que esta
situada a membrana, que és sobre la que estarien actuant aquests farmacs.
De totes maneres, no s’ha establert una clara correlacié entre els nivells
d'expressié dels receptors i la sensibilitat als seus inhibidors, com
demostren diverses publicacions (Cunningham et al., 2008; Ioannou et al.,
2013; Mukohara et al., 2009). Finalment, cal tenir en compte que hi pot
haver altres factors que condicionin la sensibilitat a aquest tipus de farmacs,

com la quantitat de lligand present, alteracions en altres elements de la via
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de senyalitzacié situats downstream o fenomens de cross-talk amb altres
receptors (Ioannou et al., 2012; Jin and Esteva, 2008).

Diversos estudis han demostrat un fenomen de compensacié entre les
vies de senyalitzaciéo d'IGF-IR i EGFR, el qual s’ha relacionat amb |'aparicié
de resisténcia als tractaments dirigits a bloguejar aquestes vies. Aixi, en
inhibir un d’aquests receptors es ddéna una activaci6 compensatoria de
I'altra via, mecanisme responsable del fracas de molts tractaments assajats.
Per tant, la inhibicié simultania de les dues vies de senyalitzacié sembla una
bona estrategia terapéutica (Adams et al., 2004; Guix et al., 2008).

En aquest sentit, en treballs anteriors del nostre grup de recerca (Tesi
Anna Vidal) s'ha demostrat que la combinacié de farmacs inhibidors dels
receptors IGF-IR i EGFR té un efecte sinérgic sobre la viabilitat cel-lular en
linies cel-lulars tumorals pancreatiques. Per aquest motiu, es va decidir
comparar |'efecte de la combinacié dels farmacs NVP-AEW541 i lapatinib a
monocapa i tumorosferes.

En primer lloc es va analitzar l'efecte del tractament de les linies
cel-lulars BxPC3 i CP15T mantingudes en un cultiu estandard, en forma de
monocapa, amb una dosi constant de NVP-AEW541 proper a la IC20
(concentracié de farmac que redueix la viabilitat cel-lular en un 20%) i dosis
creixents de lapatinib. Per tal de determinar la naturalesa de la interaccié
entre els dos farmacs es va calcular el coeficient d'interaccié entre farmacs
o CDI (coefficient of drug interaction), que permet classificar les
interaccions en sinergiques, additives o antagoniques. El CDI es calcula
aplicant la seglent férmula: CDI=AB/(A*B). D’acord amb I'absorbancia
obtinguda per a cada grup de tractament, AB és l|'absorbancia de la
combinacié de farmacs en proporcid al grup control i A i B sén les
absorbancies dels tractaments individuals en proporcié al grup control.
D’aquesta manera, un CDI>1 indica antagonisme, un CDI=1 indica
additivitat i CDI<1 indica sinérgia. Aquesta sinérgia només pot ser
considerada significativa si CDI<0,7. Les corbes dosi-resposta obtingudes a
la monocapa de BxPC3 i CP15T (Figura 25a) mostren un efecte sinérgic
significatiu del tractament combinat, tal com mostren els valors obtinguts
de CDI menors a 0,7 (Figura 25c).
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Figura 25. Sensibilitat de monocapa i tumorosferes al tractament

combinat amb NVP-AEW541 i lapatinib. Monocapa i tumorosferes de

les linies cel-lulars BxPC3 i CP15T es van sembrar amb una dosi fixa d’NVP-

AEWS541 propera a la IC20 i dosis creixents de lapatinib i després de 72

hores es va mesurar la viabilitat cel-lular mitjangant un assaig WST-8.

Comparacié de les corbes dosi-resposta de monocapa (A) i tumorosferes

(B) i valors de CDI obtinguts (C), representats com la mitjana (n=3-5) +

desviacié estandard.

Després es va analitzar |'efecte de la combinacié d’aquests dos farmacs
sobre les tumorosferes (Figura 25b) i es va observar que es manté la
sinergia observada per a la monocapa, tot i tenir un menor efecte sobre les
tumorosferes (Figura 25c).

Previament ja havia estat descrit un efecte sinérgic reductor de la
viabilitat cel-lular del tractament combinat amb inhibidors de les vies de
senyalitzacié d'IGF-IR i els receptor EGFR i Her-2 en PDAC (Ioannou et al.,
2013) i en altres models, com cancer de mama i colon (Browne et al.,
2011; Esparis-Ogando et al., 2008; Kaulfuss et al., 2009), pero fins ara no

s’havia estudiat la seva accié sobre la subpoblacié de CSC en PDAC. En
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aquest sentit, els resultats obtinguts posen de manifest una potent sinérgia
del tractament combinat amb els farmacs NVP-AEW541 i lapatinib tant a la
poblacié total com a la subpoblacié de CSC (article en preparacid). Per tant,
sembla que la inhibicid simultania de les vies de senyalitzacié d'IGF-IR,
EGFR i Her-2 podria constituir una bona estratégia terapéutica per al
tractament del PDAC, amb uns resultats prometedors in vitro que indiquen

qgue la subpoblacié de CSC és sensible a aquest tractament.

1.2.2. Sensibilitat a virus oncolitics de cultius de tumorosferes

La viroterapia génica consisteix en la combinacidé de la lisi de la cél-lula
tumoral mitjancant la replicacié viral (viroterapia) (Cross and Burmester,
2006) i la transferencia de material genetic (terapia génica) mitjancant la
introduccié de gens terapéutics al genoma d’aquests virus (virus armats),
per tal de potenciar la seva accié (Bhattacharyya and Lemoine, 2006).
Aguesta sembla una bona estrategia per a I’'eliminacié de la subpoblacié de
CSC, ja que s’ha descrit que els adenovirus poden evadir alguns dels
mecanismes de resisténcia que presenten les CSC. En aquest sentit, els
adenovirus poden infectar les cél-lules independentment de si la cél-lula
hoste esta replicant o no, evitant aixi el principal mecanisme de resisténcia
de les CSC, que és la quiescencia. A més, la oncolisi es déna també en
cel-lules resistents a |'apoptosi i els virus no es veuen afectats per les
bombes d’eflux, que es troben sobreexpressades en CSC per tal d’eliminar
els farmacs convencionals. Finalment, els adenovirus permeten I'addicié de
transgens terapeutics que potenciin la seva accié sobre les CSC (Ribacka et
al., 2008; Short and Curiel, 2009).

La proteina p53 és un supressor tumoral que s’'acumula a les cél-lules en
resposta a hipoxia, dany al DNA o estrés oncogénic i indueix arrest del cicle
cel-lular, senescéncia o apoptosi, per tal de prevenir I'acimul de mutacions
genetiques a les cel-lules (Prabhu et al., 2012). La inactivacié de p53 és
gairebé universal en cél-lules tumorals i, per aquest motiu, s’han
desenvolupat diferents estrategies terapéutiques per a restablir la seva
funcié (Lane et al., 2010). Recentment, s’han publicat diferents estudis que
relacionen p53 i la subpoblaci6 tumoral de CSC, el qué ha incrementat

I'interes de p53 com a diana terapeutica. Aixi, p53 estaria implicada en el
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manteniment d’'un nidmero constant de CSC mitjancant la divisié asimeétrica
i la perdua d’aquesta proteina afavoriria I'autorenovacio de les CSC (Allen et
al., 2009; Cicalese et al., 2009; Meletis et al., 2006). En aquest sentit, s’ha
descrit una regulacié inversa i reciproca entre p53 i el marcador CD44
(Godar et al., 2008). A més, p53 esta implicat en la repressido de més de 20
gens diana implicats en el manteniment de les CSC, com Nanog o els gens
de resisténcia a farmacs ABCB1 i MDR1 (Riley et al., 2008). Per tant, la
reintroducci6 de p53 mitjancant la infecci6 amb adenovirus oncolitics
sembla una bona estratégia terapéutica antitumoral, que aconseguiria
també reduir la subpoblacié de CSC resistent als tractaments convencionals.

En aquest treball es va comparar I'efecte sobre monocapa i
tumorosferes dels adenovirus ICOVIRS5 i ICOVIR5-p53. El virus ICOVIRS és
un adenovirus oncolitic, modificat per a garantir una replicacié selectiva a
les cel-lules amb la via E2F-RB alterada, caracteristica de les cel-lules
tumorals (Cascallo et al., 2007). ICOVIR5-p53, generat préviament al
nostre grup de recerca, és una modificacié de I'ICOVIR5, armat amb el gen
supressor p53 sota el control del promotor MLP. Aquest fet permet
I'expressié de p53 en la fase tardana del cicle adenoviral, evitant I'expressid
a les fases inicials de la replicacié viral, on podria interferir en la sintesi i
posterior encapsidacid dels virions, inhibint aixi |'efecte oncolitic de
I’'adenovirus. L'estructura dels virus ICOVIRS5 i ICOVIR5-p53 esta detallada a
la figura 26.

LITR DM E2Fp\Ela-A24,, MLP\ L1 L2 L3 L4 L5 RITR
-|:|-|:E>-—#—|:>|:|-|:|-|:|-|:|—|:|—- ICOVIRS
FiberRGD
LITR DM E2Fp\Ela-A24,, MLP\ L1 L2 L3 L4 L5 RITR
H__ ) O H ICOVIR5-p53
FiberRGD

Figura 26. Esquema del genoma dels adenovirus ICOVIR5 i
ICOVIR5-p53. La replicacio de I'ICOVIR5 depén del promotor E2F i la
mutacié A24 a E1A garanteix una replicaciéo selectiva a les cél-lules
tumorals amb la via E2F-RB alterada. Al virus ICOVIR5-p53 s’ha introduit el
transgén p53 sota el control del promotor MLP.

En primer lloc es va analitzar |'efecte citotoxic dels adenovirus ICOVIRS i
ICOVIR5-p53 sobre les linies cel-lulars BxPC3 i CP15T a les 96 hores post-
infeccié. Tal com es mostra a la figura 27a, les dues linies sén sensibles a

I'accié d’aquests virus, essent BxPC3 la linia més sensible (amb una IC50 de
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3,5 MOI respecte a 15,3 MOI per CP15T per ICOVIR5). Les diferéncies en la
sensibilitat a la infecci6 amb ICOVIR5 entre les dues linies podrien ser
explicades en part per les diferencies respecte a la proteina p53 endogena,
ja que la linia cel-lular BXPC3 expressa la proteina p53 mutada (659A>G),
mentre CP15T expressa la proteina salvatge. Aixi, la preséncia de p53
endogena funcional a la cél-lula impediria la fosforilacié de RB, disminuint
els nivells d’E2F lliures a la cél-lules necessaris per a l'inici de la replicacié
viral (Schafer, 1998). D'altra banda, en tots dos casos la introduccié de p53
augmenta |'efecte citotoxic del virus, fent disminuir la IC50 obtinguda, de
forma significativa a la linia CP15T (p<0,05) (Figura 27b). La menor
potenciacid a la linia BXPC3 podria ser deguda a la preséncia de proteina
p53 mutada i, per tant, a un efecte de dominant negatiu, ja que p53 és
funcional en forma de tetramer (Aramayo et al., 2011). En aquest sentit, la
relacié de l'estat de la proteina p53 enddogena amb |'efecte citotoxic de la
reintroduccié de p53 salvatge mitjancant adenovirus és un tema que genera
gran controversia (Cascallo et al., 1999; Liu et al., 1995; van Beusechem et
al., 2002; Zhang et al., 1994). En tot cas, la introduccié del supressor
tumoral p53 potenciaria 'accié de I'adenovirus oncolitic ICOVIRS a les linies
cel-lulars assajades. Aquests resultats confirmen la potenciacid descrita
previament amb diversos adenovirus oncolitics en altres tipus de tumors
(Mitlianga et al., 2006; van Beusechem et al., 2002; Wang et al., 2008).

En paral-lel es va corroborar per western blot I'expressidé de les
proteines de la capside viral i p53 a cel-lules infectades amb 25 MOI
d'ICOVIR5 i ICOVIRS5-p53 (Figura 27c). En aquest cas es va incloure a
I'experiment la linia cel-lular Saos-2, que no expressa p53 endogena, el que
facilita la interpretacié dels resultats. En els tres casos es detecta expressid
de les proteines virals, visible a partir de les 24 hores a BxPC3 i CP15T i de
les 48 hores a Saos-2, el qué evidencia la replicacié del virus dins de les
cel-lules infectades. A més, després de la infeccid6 de Saos-2 amb
I’'adenovirus ICOVIR5-p53 es veu clarament expressio del transgén p53 amb
un patré temporal d’expressido de fase tardana. A BxPC3 i CP15T també
s’‘observa l'expressié del transgén p53 després de la infecci6 amb aquest
virus, molt més abundant a la linia cel-lular CP15T. La major expressié de
p53 a CP15T podria explicar una major potenciacié de |'efecte citotoxic de

ICOVIRS5 en introduir el transgen en aquesta linia. D’altra banda, la infeccid
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Figura 27. Efecte de la infeccid

A amb ICOVIR5 i ICOVIR5-p53 a
BxPC3 cultius en monocapa. Les linies
100 BXPC3 i CP15T es van sembrar amb
L 100 MOls creixents dels virus ICOVIRS5 i
8 8 ICOVIR5-p53 i després de 96 hores
;z 754 é 754 es va mesurar la viabilitat cel-lular
© o mitjancant un assaig WST-8. Els
£ 504 £ 5ol resultats, corba dosi-resposta (A) i
3 3 IC50 (MOI) (B), estan representats
; 25 § 25 com la mitjana (n=3) =+ desviaci6
estandard. Es van sembrar les linies
0 0 Saos-2, BxPC3 i CP15T i 24 hores
7. P A P SE o2 or e e e després es van infectar amb 25 MOI
dels virus ICOVIR5 i ICOVIR5-p53.
MOl Mol .
B Es van realitzar extractes a les 12,
24, 48 i 72 hores post-infecci6 i es
ICOVIR-> TCOVIRS P53 B ICOVIRS va analitzar perp western blot
BXPC3 3,47 1,15 2,36 1,38 ¥ ICOVIR5-p53 I'expressio del transgen p53 i les
CP15T 15,29 +1,20 8,79 + 1,27 proteines virals (C).
C
Saos-2 BxPC3 CP15T
Control ICOVIR5 ICOVIR5-p53 Control ICOVIRS5 ICOVIR5-p53 Control ICOVIR5 ICOVIR5-p53
12h 24h 48h 72h 12h 24h 48h 72h 12h 24h 48h 72h 12h 24h 48h 72h 12h 24h 48h 72h 12h 24h 48h 72h 12h 24h 48h 72h 12h 24h 48h 72h 12h 24h 48h 72h
—— | e - D w— — --—-“’-Pss ‘ - —— —--"'}-vss
—-—— e — -“”-“H - Hexo — == e
C—— - — e N plll __- ¥ .-ir - o —— — — Il
- e S e "N TEw -
—— __-w L pv
- . v - - o
L —— — PV
Fpvil L pvi Sl et il . el - pVIl

125



Resultats i Discussio

amb ICOVIR5 produeix una disminucié de la proteina p53 endogena. En
aquest sentit, s’ha descrit que el producte viral E1B actuaria inhibint la
transcripcié de p53, contribuint aixi a la transformacid en impedir la
induccié de la mort cel-lular programada per part de p53 (Moran, 1993).
Aquest fenomen és interessant, ja que, en el cas de BxPC3, permetria
eliminar la proteina endogena mutada alhora que s’introdueix la proteina
funcional.

Després, es va comparar l'efecte de la infecci6 amb aquests dos virus
oncolitics a les tumorosferes derivades de les linies cel-lulars BxPC3 i CP15T
(Figura 28). En aquest cas els resultats obtinguts son diferents a les dues
linies cel-lulars. Aixi, les tumorosferes de CP15T sén sensibles a la infeccid
dels dos virus, els quals tenen un major efecte citotoxic a les tumorosferes
que a la monocapa. En canvi, les tumorosferes de BxPC3, a les condicions
assajades, son molt menys sensibles a l'acci6 d’aquests virus, amb un
efecte maxim sobre la viabilitat cel-lular del 43,31% i 74,85% dels virus
ICOVIRS i ICOVIR5-p53, respectivament. Caldria comprovar si en variar la
dosi de virus o el temps d’infeccié hi ha un augment de la sensibilitat de les
tumorosferes de BxPC3. D’altra banda, en tots els casos la introduccié de
p53 millora la poténcia oncolitica del virus ICOVIR5, de forma significativa a
la linia CP15T. Per tant, sembla que aquests virus tenen capacitat per
infectar les tumorosferes de BxPC3 i replicar, com indica el major efecte
citotoxic de ICOVIR5-p53 respecte al virus no armat, malgrat sembla que
no prou eficientment. Tot i que previament no s’ha estudiat I'efecte de la
reintroduccié de p53 salvatge en CSC, si que s’ha decrit la relacié entre p53
i la regulacio del fenotip stem (Allen et al., 2009; Cicalese et al., 2009;
Meletis et al., 2006). Per tant, la introduccié de p53 mitjancant ICOVIR5
podria estar induint la diferenciacié i posterior eliminaci6 de les

tumorosferes.
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Figura 28. Efecte de la infecci6 amb ICOVIRS5 i ICOVIR5-p53 a
cultius de tumorosferes. Tumorosferes de les linies BxPC3 i CP15T es
van sembrar amb MOIs creixents dels virus ICOVIR5 i ICOVIR5-p53 i
després de 96 hores es va mesurar la viabilitat cel-lular mitjangant un
assaig WST-8. Comparacio de les corbes dosi-resposta (A), la IC50 (MOI) i
I'efecte maxim (% respecte al control) (B) obtinguts, representats com la
mitjana (n=3) + desviacio estandard.

Aguests experiment son preliminars, de manera que, per tal d’entendre
les diferéncies de sensibilitat a la infeccidé observades entre les tumorosferes
de les dues linies cel-lulars, caldria esbrinar si aquestes sén degudes a
diferéncies en la capacitat d’infeccid, de replicacié o d’alliberament del virus
al medi.

En conclusid, sembla que els adenovirus oncolitics tenen la capacitat
d’infectar tant les ceél-lules tumorals com la suboblacié6 de CSC in vitro. A
més, la reintroduccioé del supressor tumoral p53 potencia I'efecte d’aquests
virus sobre les cel-lules tumorals i les CSC. Per tant, el seu Us podria
constituir una bona eina per evitar I'aparicid de resisténcies al tractament
en PDAC.
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2. EFECTE ANTITUMORAL DE LA INHIBICIO D’IGF-IR |
L’ACTIVACIO DE DR5

En els darrers anys s’han realitzat grans avencgos en el coneixement de
les alteracions moleculars que caracteritzen el PDAC i s’han desenvolupat
farmacs dirigits a compensar les principals alteracions implicades en el
creixement tumoral, la invasié i la metastasi, aixi com l'angiogénesi i la
resisténcia a I'apoptosi. De totes maneres, fins ara I’Unic tractament que ha
millorat els resultats obtinguts amb la gemcitabina, farmac d’eleccid en
PDAC, ha estat la combinacié d’aquesta amb l'inhibidor de I'EGFR erlotinib,
tot i que molt modestament (Wong and Lemoine, 2009). Per aquest motiu,
és necessari un millor coneixement de les bases moleculars implicades en
I'aparicid6 de resistencies, per tal de desenvolupar noves estrategies
terapéutiques que millorin els resultats clinics obtinguts fins ara i evitin
I'aparicid de resisténcies.

En aquet sentit, la via de senyalitzacié del receptor d'IGF-I (IGF-IR) és
considerada una bona diana terapeutica en PDAC, ja que aquest receptor
esta implicat en I'oncogénesi, la progressié de la malaltia i en l'aparicid de
metastasis. IGF-IR esta freqlientment sobreexpressat en PDAC, aixi com en
la majoria de cancers, i la desregulacid de la seva via de senyalitzacio és
habitual. A més, s’ha descrit que pot ser responsable, en part, de 'aparicid
de quimioresisténcia (Beltran et al., 2009; King and Wong, 2012).

D’altra banda, s’han descrit diverses alteracions moleculars implicades
en la desregulacié de I'apoptosi en pacients amb PDAC (Jones et al., 2008),
les quals protegeixen les cel-lules tumorals de l'accié dels tractaments
convencionals. En aquesta linia, s’han assajat diferents estrategies
terapeutiques basades en |'activacié de |'apoptosi, com |'Us de TRAIL, un
membre la de familia del TNF que és un potent inductor de I'apoptosi en
cel-lules tumorals (Roder et al., 2011). A més, la combinacié de farmacs
inductors de I'apoptosi amb quimioterapia o farmacs dirigits que
antagonitzin el creixement i la supervivencia cel-lular sembla millorar el seu
efecte antitumoral, tal com han demostrat diversos estudis preclinics
(Wiezorek et al., 2010).
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Aixi, en un model tumoral subcutani de PDAC, s’ha demostrat que
I'anticos monoclonal inhibidor del receptor IGF-IR AMG479 potencia |'efecte
antitumoral de la gemcitabina (Beltran et al., 2009). A més, s’ha descrit que
la inhibicié de la via d'IGF-IR amb el farmac NVP-AEW541 potencia I'efecte
citotoxic d’'un agonista de DR5 mitjancant |'activacido de la via de la PI3K
(Pennarun et al., 2010). En base a aquests coneixements previs, en aquest
treball s’ha assajat en un model ortotopic (Perez-Torras et al., 2011) i en un
panell de linies cel-lulars de cancer de pancrees |'efecte del tractament amb
I'inhibidor d'IGF-IR AMG479 (ganitumab) i I'anticos monoclonal agonista de
DR5 AMG655 (conatumab) (Kaplan-Lefko et al., 2010).

2.1. Efecte de la inhibicié d’IGF-IR i I'activacié de DR5 en un

model in vivo d’adenocarcinoma ductal pancreatic

2.1.1. Efecte antitumoral del tractament combinat amb gemcitabina,

AMG479 i AMG655

D’una plataforma de tumors generada al grup de recerca a partir de
fragments quirdrgics, es va determinar el model tumoral més adequat per a
I'assaig de l'efecte antitumoral de la combinacié de la gemcitabina, farmac
d’eleccié en pacients amb PDAC, amb els anticossos monoclonals AMG479 i
AMG655. Aquest es va escollir en base a una caracteritzacié previa de
I'expressid d’'IGF-IR i altres receptors tirosina-quinasa, aixi com les vies de
senyalitzacio relacionades, tal com mostra la figura 29 (Perez-Torras et al.,
2011). L'analisi mitjangant western blot del nivell d’expressid del receptor
IGF-IR, diana del farmac AMG479, i les principals proteines de la seva via
de senyalitzacid evidencia una gran variabilitat en la seva |'expressié, amb
models amb una elevada expressid6 del receptor i la seva via de
senyalitzacid i altres on aquesta practicament no s’expressa. En base a
aquestes dades es va decidir emprar el model CP13 per a |'assaig, el qual es
caracteritza per una elevada expressio del receptor total i I'activacié de les

proteines de la seva via de senyalitzacié, com IRS-1.
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Figura 29. Caracteritzaci6 de la via de senyalitzacié d’IGF-IR de la
plataforma de models tumorals ortotopics de PDAC. Caracteritzacio
per western blot dels nivells d’expressido dels receptors de factors de
creixement i les vies de senyalitzacié. Adaptat de Pérez-Torras et al., 2011.

A continuacié es va analitzar 'efecte antitumoral de la combinacié de la
gemcitabina amb els anticossos monoclonals AMG479 i AMG655. Aixi, es
van implantar fragments de 10 mg del tumor CP13 al pancrees de 55
ratolins atimics i 8 setmanes després es van dividir els ratolins en cinc
grups de tractament: control (sali), gemcitabina, gemcitabina+AMG479,
gemcitabina+AMG655 i gemcitabina+AMG479+AMG655. Els animals es van
tractar durant 8 setmanes, dos cops per setmana, amb 80 mg/Kg de
gemcitabina i 300 pg per ratoli dels anticossos monoclonals AMG479 i

AMG655 administrats per via intraperitoneal.
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Figura 30. Efecte del tractament combinat amb gemcitabina,
AMGA479 i AMG655 al model CP13. (A) Efecte del tractament sobre el
pes dels tumors al final del tractament (mg). Resultats expressats com a
mitjana (n=3-7) * desviacié estandard. (B) Analisi del creixement tumoral

per PET-TAC al final de I'experiment. Imatge representativa.

Al final de I'experiment es van pesar els tumors, tal com mostra la figura

30a. Els resultats obtinguts mostren una reduccid estadisticament

significativa del pes dels tumors respecte al grup control en els ratolins

tractats amb gemocitabina i les diferents combinacions amb aquest farmac.

De totes maneres, no s’observen diferencies significatives entre el grup
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tractat amb gemcitabina i la resta de combinacions, només una lleugera
disminucid del pes dels tumors tractats amb la combinacié de gemcitabina i
AMGG655. Aquests resultats contrasten amb la potenciacié de lI'efecte
antitumoral de la gemcitabina en combinar-la amb I'AMG479 descrita en
models subcutanis (Beltran et al., 2009). De totes maneres, en aquest
treball s’ha emprat un model ortotdopic generat a partir de fragments
quirargics, el qual és més similar al pacient i presenta una major
heterogeneitat cel-lular. A més, una publicacié més recent ha demostrat que
la combinacié de la gemcitabina amb AMG479 o AMG655 en pacients amb
PDAC no millora de forma significativa la taxa de supervivéncia respecte al
grup control tractat amb gemcitabina i placebo (Kindler et al., 2012) i, de
fet, un assaig clinic de fase 3 on es combinava I'’AMG479 amb la
gemcitabina ha estat aturat (Cancer discovery, 2012). D’altra banda, la
combinacié dels dos anticossos no potencia l|'efecte antitumoral de
I’AMG655, tot i que s'ha descrit que la inhibicié de l'agonista de DR5
sensibilitzaria les cél-lules a la induccié de I'apoptosi (Pennarun et al., 2010;
Wang and Sun, 2002).

Una part dels ratolins es va portar al Centro Técnico de Isétopos
Radiactivos (CETIR Esplugues), on es va analitzar mitjancant PET-TAC
I'efecte dels farmacs sobre el creixement dels tumors. Aquesta tecnica
consisteix en la injecci6 d'un l'analeg radioactiu als ratolins, el qual
s'acumula a les cel-lules durant la divisio cel-lular i permet fer un seguiment
no invasiu del creixement del tumor durant la realitzaci6 de I|'assaig.
Previament, per tal d’escollir I'analeg radioactiu, es van comparar les
imatges adquirides emprant la ®F-fluorodesoxiglucosa (FDG) o la *®F-
fluorotimidina (FLT). Els resultats obtinguts van mostrar una millor captacié
de la FLT, tal com s’havia descrit en estudis anteriors (von Forstner et al.,
2008). Per aquest motiu, es va decidir emprar aquest compost per al
seguiment del creixement dels tumors durant I'in vivo. A la figura 30b es
poden veure les imatges obtingudes al final del tractament, on s’observa
una gran presencia de marcatge inespecific a l'intesti, on també hi ha
cel-lules en divisid, aixi com a la vesicula biliar i la bufeta, per on s’elimina
I’'analeg. El marcatge inespecific es solapa amb el de les céel-lules tumorals
situades al pancrees, aixi com les possibles metastasis, fet que dificulta la

valoracid i no permet veure les possibles diferéncies entre tractaments.
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Finalment, es va analitzar I'efecte dels tractaments sobre I'estructura del
tumor, mitjancant una tinci6 hematoxilina-eosina. La tincio de les mostres,
aixi com la seva posterior valoracio, es va realitzar al Serveri d’Anatomia
Patologica de I'Hospital Clinic de Barcelona. La tincid hematoxilina-eosina
(Figura 31) posa de manifest que el tumor CP13 té una estructura glandular
ben definida amb zones de secreci6 mucosa. Cal destacar que al grup
control es poden trobar zones de necrosi, perd que aquestes podrien estar
causades pel rapid creixement dels tumors d‘aquest grup. A més, el
tractament amb aquests farmacs provoca una disminucié del component
cel-lular dels tumors, el qual es pot relacionar amb un increment de les
zones de secreci®6 mucosa i necrosi. De totes maneres, no s’observen

diferéncies entre els diferents tractaments.

control GE

el

Figura 31. Efecte del tractament amb gemcitabina, AMG479 i
AMGG655 sobre I'estructura del tumor. Tincié hematoxilina-eosina dels
tumors al final del tractament. Microfotografies (100x).

Donada la falta de millora en la resposta antitumoral del tractament
combinat amb gemcitabina, AMG479 i AMG655 respecte al tractament amb
gemcitabina sola, es va decidir analitzar I'efecte d’aquests farmacs a nivell

molecular, per tal d’intentar identificar-ne les causes.
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2.1.2. Efecte molecular del tractament combinat amb gemcitabina,
AMG479 i AMG655

L'efecte a nivell molecular dels diferents tractaments es va avaluar en
mostres dels tumors obtingudes a meitat de I'experiment, a les 4 setmanes
de tractament, i al final de I'assaig, a les 8 setmanes de tractament. D'altra
banda, les mostres de 4 setmanes es van obtenir 48 hores després de la
darrera administracié dels farmacs, mentre les de 8 setmanes es van
obtenir 24 i 48 hores després del darrer tractament.

En primer lloc es va realitzar un array d’anticossos dissenyat per
quantificar el nivell de fosforilaci6 de 46 proteines quinases (Human
Phospho-Kinase Array Kit, R&D systems). Tal com mostra la figura 32, el
tractament amb gemcitabina, AMG479 i AMGG655 produeix canvis
significatius a proteines involucrades en la via de senyalitzacié d’IGF-IR
(diana de I’'AMG479), com Lyn, Akt, GSK-3a/B i P70S6K. A més, també es
veuen afectades proteines relacionades amb la via de senyalitzacié d’EGFR,
que sovint s’ha relacionat amb resistencia als inhibidors de la via d’IGF-IR
(Adams et al., 2004; Guix et al., 2008), com MEK1/2, ERK1/2, CREB,
STAT5a, STAT3 i STATL.

En tractar les cel-lules amb gemcitabina sola o en combinaci6 amb
I’AMG479, no s’observa una disminucié significativa de I'activacié de la via
d’'IGF-IR. En canvi, als tumors tractats amb la combinacié amb AMG479 hi
ha un augment d’alguns dels components de la via d’'EGFR. D’altra banda,
en afegir ’'AMG655 a la combinacid, es produeix una clara disminucié de les
vies de senyalitzacié d'IGF-IR i EGFR. Per tant, la falta de resposta
antitumoral de la triple combinaci®é no sembla estar causada per una
resisténcia a la inhibicié d’aquestes vies. En aquest sentit, la falta de millora
en |'efecte antitumoral de la triple combinacié podria estar indicant que
I'efecte sobre aquestes vies de senyalitzacid observat 24 hores després del

darrer tractament no es manté en el temps.
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Figura 32. Caracteritzacié de l’efecte del tractament del model
CP13 amb gemcitabina, AMG655 i AMG479 sobre el nivell
d’activacio6 de diverses proteines, quinases i factors de transcripcio.
Proteines que han patit una variacid6 dels nivells de fosforilacio
estadisticament significatius, essent * p<0,05 i ** p<0,01.

A continuacié es va intentar caracteritzar I'efecte del tractament amb
aquests farmacs sobre la induccié de l'apoptosi mitjancant un array
d’anticossos. Es va emprar un array dissenyat per quantificar I'expressié de
35 proteines relacionades amb les vies de senyalitzacié implicades en
I'apoptosi (Human Apoptosis Array Kit, R&D systems) en mostres
obtingudes al final de I'experiment, 24 hores després de la darrera
administracioé dels farmacs. Tal com es mostra a la figura 33, el tractament
amb gemcitabina o la seva combinaci®é amb I'AMG655 indueix una
disminucié de proteines anti-apoptotiques, com Bcl-x o XIAP, alhora que
provoca una disminucié de proapototiques, com el citocrom ¢ o HTRA2/0Omi.

Cal tenir en compte que, tot i que l'activitat proapoptotica del citocrom c i
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HTRA2/0Omi depén de la seva sortida del mitocondri al citoplasma, també
s’ha relacionat la regulacioé de la seva expressié amb I'apoptosi (Chandra et
al., 2002; Lee et al., 2003; Sanchez-Alcazar et al., 2001; Xu et al., 2012).
Globalment, s‘observa una resposta de resistencia al tractament que
impedeix |'activaci6 de |'apoptosi, com indica la falta d’increment de
caspasa-3 clivada.
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Figura 33. Caracteritzacié de l’efecte del tractament del model
CP13 amb gemcitabina, AMG655 i AMG479 sobre I’expressio de
diverses proteines relacionades amb I’apoptosi. Proteines que han
patit una variacié de la seva expressio estadisticament significativa, essent

* p<0,05 i ** p<0,01.

D’altra banda, amb la triple combinacié de farmacs incrementa
I'activacié de la caspasa-3, tot i que aquesta és compensada per un gran
augment de I'expressié de XIAP. Per tant, sembla que la combinacié amb
I’AMG479 no potencia l'activacié de I'apoptosi en incrementar I'expressio de

la proteina anti-apoptotica XIAP, el que explicaria la lleugera disminucié de
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I'efecte antitumoral en els grups tractats amb aquest farmac. Aquests
resultats contrasten amb la potenciacié de |'apoptosi observada en
combinar l'inhibidor d’IGF-IR tirosina-quinasa NVP-AEW541 amb inductors
de DR5 (Pennarun et al., 2010). A més, sbén inesperats, ja que s’ha descrit
que l'activacié de la via de PI3K-Akt, via de senyalitzacid inhibida per
I’AMG479, indueix un augment de XIAP (Dan et al., 2004; Kooijman, 2006).

A continuacié, es va construir un tissue microarray (TMA) per tal de
corroborar els resultats dels arrays. La tincié de les mostres, aixi com la
seva posterior valoracid, es va realitzar al Serveri d’Anatomia Patologica de
I'Hospital Clinic de Barcelona. Aixi, es va analitzar I'efecte sobre |'activacid
de I'apoptosi mitjangant una valoracié immunohistoquimica de la caspasa-3
clivada. Tal com es mostra a la figura 34, a les mostres obtingudes al final
del tractament només hi ha un augment significatiu de la forma activa de la
caspasa-3 al grup tractat amb la triple combinacié de farmacs. D’aquesta

manera, es confirma l'augment de caspasa-3 clivada observat a l'array.
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Figura 34. Efecte del tractament amb gemcitabina, AMG479 i
AMGG655 sobre l’activacié de la caspasa-3. Immunodeteccié de la
caspasa-3 clivada. Microfotografies (400x).

A més, també es van corroborar els resultats obtinguts amb els arrays
mitjancant un analisi per western blot de I'expressid de les principals
proteines de les vies de senyalitzaci6 diana dels tractaments. La
determinacio es va realitzar en mostres obtingudes a meitat del tractament,

4 setmanes després del seu inici, i al final del tractament, després de 8
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setmanes. A més, a les mostres del final de I'experiment es va comparar
I'efecte 24 i 48 hores després de la darrera administracié dels farmacs. Es
van analitzar d’'una banda proteines relacionades amb la via de |'apoptosi
extrinseca, induida per l'activaci6 de DR5, diana del farmac AMG655, com
DR5, XIAP o PARP. A més, es va analitzar I'expressié de les proteines
relacionades amb la via d'IGF-IR, diana del tractament amb AMG479, com
IGF-IR, IRS-1 (fosforilacié de la tirosina 612) o Akt, i proteines relacionades
amb la via d’'EGFR, com EGFR, IRS-1 (fosforilacié de la tirosina 896) o Erk.
Tal com mostra la figura 35, a meitat del tractament la gemcitabina, aixi
com la seva combinaci6 amb AMG479 o AMG655, no indueix cap canvi
significatiu en els nivells d’expressié de les proteines de la via de
senyalitzaci6 de DR5. En canvi, el tractament amb la triple combinacié de
farmacs indueix un augment de I'expressié de DR5 i XIAP. A més, amb el
tractament triple també es déna un augment de |'expressié de MMP-7.
D’altra banda, l'expressid6 de les proteines relacionades amb la via de
senyalitzacié dels receptors IGF-IR i EGFR no es troba modificada en cap
dels grups de tractament. Per tant, sembla que a meitat del tractament
nomeés la triple combinacié de farmacs té un efecte sobre aquestes vies, ja
que indueix un augment de la proteina diana del tractament amb AMG655,
el receptor DR5, aixi com un augment de les proteines XIAP i MMP7, que
estarien indicant I'aparicié de resisténcia al tractament. En aquest sentit, a
PDAC s’ha relacionat la induccié de TRAIL amb un increment del fenotip
invasiu mitjancant la induccié de l'expressié de MMP7 (Zhou et al., 2008a).
D’altra banda, també s’ha descrit que MMP-7 activa la via d'IGF-IR
mitjancant la protedlisi de la IGF-BP3, que deixaria de competir amb el
lligand IGF-I (Miyamoto et al., 2004). Finalment, l'activacié de mecanismes
inhibidors de l'apoptosi al grup tractat amb la triple combinacié de farmacs
correlaciona amb la menor reduccié dels tumors en els ratolins d’aquest

grup respecte als tractats amb gemcitabina i AMG655.
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Figura 35. Efecte del tractament durant 4 setmanes amb
gemcitabina, AMG479 i AMG655 sobre I’expressid de les vies de
senyalitzacié diana del tractament. Analisi per western blot de
I'expressio de proteines de les vies de senyalitzacié de DR5, IGF-IR i EGFR
als tumors després de 4 setmanes de tractament. Analisi de dos tumors
independents.

Ctrol: control; GE: gemcitabina; 479: gemcitabina+AMG479; 655:
gemcitabina+AMG655; Triple: gemcitabina+AMG479+AMG655.

A les mostres obtingudes al final de l'experiment es va observar una
gran variabilitat entre els diferents tumors d’un mateix grup de tractament.
Per aquest motiu, per tal de facilitar la interpretacié dels resultats, es va
seleccionar una mostra representativa de cada grup de tractament, tenint
en compte que el pes i I'expressio proteica fos representativa. En aquest cas

es van analitzar mostres obtingudes 24 i 48 hores després del darrer
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tractament i es van trobar clares diferéncies en els nivells d’expressid
proteica. Aixi, l'analisi de les proteines relacionades amb la via de DR5
(Figura 36) indica que els nivells d’expressié de la banda clivada de PARP
als tumors tractats amb gemcitabina o les diferents combinacions no es
poden correlacionar amb el seu efecte sobre el pes dels tumors. En canvi,
als grups tractats amb AMG479 a les 24 hores hi ha un augment de DR5 i
XIAP que podria explicar la falta d’efecte antitumoral. Aquest augment de
I'expressié de XIAP després del tractament amb I'’AMG479 confirmaria
l'augment d’aquesta proteina observat a l'array d’apoptosi. Per tant, els
resultats indiquen que XIAP podria estar implicat en la resistencia al
tractament combinat amb gemcitabina, AMG479 i AMG655. De fet, XIAP és
considerat un factor clau en l'‘aparici6 de resisténcia als tractaments

quimioterapeutics en PDAC (Fulda, 2011).
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Figura 36. Efecte del tractament durant 8 setmanes amb
gemcitabina, AMG479 i AMG655 sobre la via de DR5. Analisi per
western blot de I'expressié de proteines de la via de senyalitzacié de DR5
als tumors, al final de I'experiment. Analisi d’'un tumor seleccionat per grup

de tractament.
Ctrol: control; GE: gemcitabina; 479: gemcitabina+AMG479; 655:
gemcitabina+AMG655; Triple:gemcitabina+AMG479+AMG655.

D’altra banda, es va analitzar I'expressié de proteines de les vies de
senyalitzaci6 d’'IGF-IR i EGFR (Figura 37). Els resultats del western blot
confirmen la inhibicid d’aquestes vies a les 24 hores observada a l'array al
grup tractat amb la triple combinacid. En canvi, a les mostres obtingudes a
les 48 hores, s’‘observa una reactivacié d’aquestes vies als grups tractats
amb AMGG655. Per tant, semblaria que la falta de resposta antitumoral als

tumors tractats amb la combinacié dels tres farmacs podria estar causada
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per un increment de l'expressido de XIAP inicial, que inhibiria I'apoptosi, a
més d’una reactivacio posterior de les vies d'IGF-IR i EGFR.

Cal destacar que els resultats obtinguts semblen indicar que l'efecte
d’aquests farmacs no es manté en el temps, com demostren les diferéncies
observades entre les mostres obtingudes 24 i 48 hores després del darrer
tractament. En aquest sentit, caldria valorar el

paper de la pauta

d’administracio dels farmacs en la falta de potenciacié de Iefecte
antitumoral.

Finalment, el conjunt dels resultats obtinguts indiquen que la falta de
resposta al tractament podria ser deguda a que aquest no aconsegueix
induir I'apoptosi, degut a I'activacié de mecanismes anti-apoptotics. A més,
el tractament amb I’AMG655 produeix una activacio de les vies d'IGF-IR i

EGFR, implicades en la proliferacié i la supervivencia de la cel-lula tumoral.
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Figura 37. Efecte del tractament durant 8 setmanes amb

gemcitabina, AMG479 i AMG655 sobre les vies d’IGF-IR i EGFR.

Analisi

per western blot de I'expressié de proteines de les vies de

senyalitzaci6 d'IGF-IR i EGFR als tumors després de 8 setmanes de
tractament, al final de I'experiment. Analisi d’'un tumor seleccionat per grup

de tractament.

Ctrol: control; GE: gemcitabina;

479:

gemcitabina+AMG479;

655:

gemcitabina+AMG655; Triple:gemcitabina+AMG479+AMG655.
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2.2. Efecte de la inhibicié d’IGF-IR i I’activacio de DR5 en linies

cel-lulars tumorals pancreatiques

En paral-lel a l'analisi de l'efecte a nivell molecular del tractament
combinat amb gemcitabina, AMG479 i AMG655 al model tumoral CP13, es
va estudiar en un panell de linies cel-lulars tumorals pancreatiques |'efecte
del tractament amb els mateixos farmacs.

En primer lloc es va determinar mitjancant un analisi per western blot el
nivell basal d’expressié de les proteines diana d’aquests farmacs, el receptor
IGF-IR per ’AMG479 i DR5 per I'’AMG655, a les linies cel-lulars BxPC3, Panc-
1, CP15T i CP15A. Les linies BXxPC3 i Panc-1 van ser adquirides a I’ATCC i
han estat ampliament emprades en diversos treballs, mentre les linies
CP15T i CP15A van ser establertes al grup de recerca (Tesi Sandra Pérez).
La figura 38a mostra com les quatre linies cel-lulars analitzades expressen
el receptor IGF-IR i com la linia Panc-1 és la que presenta nivells superiors.
D’altra banda, a la figura 38b s’observa que |'expressié del receptor DR5

practicament no és detectable, només lleugerament a la linia BxPC3.
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Figura 38. Determinacidé dels nivells basals d’expressido dels
receptors IGF-IR i DR5. Determinacio dels nivells basals d’expressio dels
receptors IGF-IR (A) i DR5 (B) mitjancant western blot a les linies cel-lulars
BxPC3, Panc-1, CP15T i CP15A.

A continuacid es va analitzar I'efecte del tractament amb els anticossos
monoclonals AMG479 i AMG655 sobre la viabilitat cel-lular a les mateixes
linies cel-lulars. Tal com mostra la figura 39, les linies cel-lulars analitzades
sOn resistents al tractament amb AMG479, amb un baix percentatge
d'inhibici6 de la viabilitat cel-lular respecte al control. Concretament,
aquesta només es redueix al voltant d’un 10% a les linies cel-lulars BxPC3 i

Panc-1 i prop del 30% a les linies més sensibles, CP15T i CP15A.
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Figura 39. Efecte del tractament amb AMG479 en un panell de linies
cel-lulars tumorals pancreatiques. Efecte sobre la viabilitat cel-lular del
tractament amb AMG479. Les cél-lules es van sembrar, 24 després es van
tractar amb dosis creixents del farmac i després de 72 hores es va mesurar
la viabilitat cel-lular mitjancant un assaig MTT. Experiment representatiu,
representat com la mitjana (n=6) + desviacié estandard.

Per tant, els nivells d’expressid d'IGF-IR no correlacionen amb I'efecte
citotoxic del farmac. Cal tenir en compte, perd, que es va realitzar una
immunodeteccié de la proteina total present a la cél-lula, no només de la
localitzada a membrana i, per tant, disponible per a la unié de I'anticos. En
tot cas, diversos estudis han descrit que no hi ha una clara correlacioé entre
els nivells d’expressid d'IGF-IR i la sensibilitat als inhibidors d'aquest
receptor (Cunningham et al., 2008; Ioannou et al., 2013; Mukohara et al.,
2009). En aquest sentit, hi pot haver altres factors que determinin la
resposta a la inhibicié del receptor IGF-IR, com els nivells de lligand,
I'expressié o l'estat d’altres components de la via de senyalitzacié d'IGF-IR
o fenomens de cross-talk amb altres receptors tirosina-quinasa (Ioannou et
al., 2012; Jin and Esteva, 2008).

D’altra banda, la resisténcia observada als assajos in vitro pot ser
deguda a queé els anticossos monoclonals estan dissenyats per exercir el seu
efecte antitumoral no només per |'accié directa sobre I'antigen diana del
tractament. Aixi, els anticossos monoclonals emprats en terapia antitumoral
també basen la seva eficacia en altres mecanismes d’accié com |'activacio
del sistema immunitari i la induccié d’efectes sobre la vasculatura i
I'estroma tumorals (Scott et al., 2012). Aquests darrers mecanismes d’accid
no poden ser estudiats in vitro, fet que podria explicar la falta de sensibilitat

dels cultius cel-lulars al tractament amb I'anticos monoclonal AMG479.
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Després, es va determinar |'efecte del tractament amb I'anticos
monoclonal AMG655. Per a l'assaig del seu efecte citotoxic es va
coadministrar aquest farmac amb la proteina G, la qual és necessaria per a
la correcta oligomeritzacié del receptor DR5 in vitro (Kaplan-Lefko et al.,
2010). A la figura 40 es mostra com, atenent al grau de sensibilitat al
tractament amb I’AMG655 es poden dividir les linies cel-lulars estudiades en
dos grups. Aixi, les linies cel-lulars BxPC3 i Panc-1 sén sensibles al
tractament amb aquest farmac, mentre les linies CP15T i CP15A sén
resistents. La diferent resposta a aquest tractament, per tant, no sembla
deguda a diferencies en |'expressié de DR5, diana del tractament amb
I’AMG655. De totes maneres, s’ha descrit que la sensibilitat al tractament
amb AMG655 i altres inductors de I'apoptosi també podria estar relacionada
amb |'estat dels components intracel-lulars de la via de senyalitzacid de
DRS5, aixi com d’altres proteines amb funcions anti-apoptotiques (Kaplan-
Lefko et al., 2010).
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Figura 40. Efecte del tractament amb AMGG655 en un panell de linies
cel-lulars tumorals pancreatiques. Efecte sobre la viabilitat cel-lular del
tractament amb AMG655. Les cel-lules es van sembrar, 24 després es van
tractar amb dosis creixents del farmac i després de 72 hores es va mesurar
la viabilitat cel-lular mitjangant un assaig MTT. Experiment representatiu,
representat com la mitjana (n=6) + desviacid estandard.

Per tal d’intentar esbrinar els factors que determinen la sensibilitat al
tractament amb I'AMG655, es va decidir comparar el seu efecte a nivell
molecular sobre les linies cel-lulars CP15T i BxPC3, resistent i sensible a

aquest farmac, respectivament. En primer lloc es va analitzar I'efecte de
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I’AMG655 sobre la induccié de l'apoptosi a diferents temps (figura 41).
L'analisi mitjancant western blot de I'expressié de PARP posa de manifest
que després del tractament amb I’AMG655 només hi ha escissié de PARP, i
per tant una induccié de I'apoptosi, a la linia sensible al tractament, BxPC3.

A més, I'efecte maxim es déna després de 6 hores de tractament.

CP15T+AMG655 BxPC3+AMG655
C 2h 6h 24h 48h 72h C 2h 6h 24h 48h 72h
W - —— PARP
- PARP clivat

Figura 41. Comparacio6 de I’efecte del tractament amb AMG655 a les
linies cel-lulars CP15T i BxPC3. Analisi mitjancant western blot de
I'expressié de la proteina PARP després del tractament, 24 hores després
de la sembra, de les linies CP15T i BXxPC3 amb 10 nM o 0,5 nM AMG655,
respectivament, i 2 ug/ml de proteina G.

Tenint en compte aquestes dades prévies, es va decidir determinar el
patré d’expressido de proteines relacionades amb les vies de senyalitzacid
que regulen l'apoptosi mitjancant un array d’anticossos (Apoptosis Array
Kit, R&D systems). Aquest va servir per comparar l'expressio de 35
proteines relacionades amb |'apoptosi a les linies cel-lulars CP15T i BxPC3
abans i després d‘un tractament de 6 hores amb AMG655. Els resultats
obtinguts evidencien clares diferéncies entre les dues linies cel-lulars (Figura
42). En aquest sentit, cal destacar que els nivells basals del receptor DR5,
diana de I'AMG655, son clarament superiors a la linia BxPC3, sensible al
tractament. A més, a la linia sensible els nivells basals de la proteina anti-

apoptotica XIAP sén significativament inferiors.
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Figura 42. Caracteritzacidé dels nivells basals d’expressié de les

proteines DR5 i XIAP a les linies cel-lulars CP15T i BxPC3.

Comparacié dels nivells basals d’expressié de les proteines DR5 i XIAP a les

linies cel-lulars CP15T i BxPC3 mitjancant un array d’anticossos, essent

*p<0,05i ***p<0,001.

D’altra banda, el tractament amb I’AMG655 només produeix una
disminucid significativa de proteines anti-apoptotiques, com Bcl-x, i un
augment de proteines pro-apoptotiques, com el citocrom c¢ i HTRA2/0Omi
(Figura 43), a la linia sensible. A més, a BxPC3 hi ha una clara induccié de
I'apoptosi, com indica l'increment de la forma clivada de la caspasa-3, tot i
I'increment de I'expressid de XIAP després del tractament. En aquest sentit,
tot i augmentar XIAP a la linia BxPC3, la relacié caspasa-3 clivada/XIAP

d’aquesta linia és major a la de CP15T.
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Figura 43. Caracteritzacié de I'’efecte del tractament amb AMG655
sobre I'expressioé de diverses proteines relacionades amb I’'apoptosi
a les linies BXPC3 i CP15T. Efecte del tractament de les linies CP15T i
BxPC3 durant 6 hores amb 10 nM o 0,5 nM AMG655, respectivament, i 2
Mg/ml de proteina G sobre els nivells d’expressié de proteines relacionades
amb l'apoptosi. Representacié d’algunes de les proteines que han patit una
variacié significativa respecte al seu control, essent *p<0,05 i **p<0,01.
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Aqguests resultats confirmen la importancia de XIAP en la regulacié de
I'apoptosi, i concretament la seva relacid6 amb els nivells d’escissié de la
caspasa-3. En aquest sentit, la sobreexpressid6 de XIAP s’ha relacionat
sovint amb mal pronostic i amb resistéencia als tractaments
guimioterapeutics (Fulda, 2011; Schimmer et al., 2006).

Després d’analitzar I'efecte del tractament amb AMG479 i AMG655 per
separat, es va voler estudiar I'efecte sobre la viabilitat cel-lular de la seva
combinacid, ja que com s’ha comentat abans la inhibicié d'IGF-IR pot
disminuir I'activacioé de la via d’Akt, potenciant aixi els efectes de la induccié
de DR5. La figura 44 mostra com el tractament amb una dosi fixa d’AMG479
propera a I'IC20 i dosis creixents d’AMG655 té un efecte antagonic, de
manera que la combinacié dels dos farmacs produeix una menor reduccid

de la viabilitat cel-lular que el tractament amb AMG655 sol.
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Figura 44. Sensibilitat de les linies BXPC3, Panc-1. CP15T i CP15A al
tractament combinat amb AMG479 i AMGG655. Les cél-lules es van
sembrar, 24 hores després es van tractar amb AMG479 25 nM i dosis
creixents de AMG655 (nM) i després de 72 hores es va mesurar la viabilitat
mitjancant un assaig MTT. Comparacié de l'efecte sobre la viabilitat
cel-lular a les linies BxPC3 (A), Panc-1 (B), CP15T (C) i CP15A (D).
Experiments representatius, representats com la mitjana (n=4) + desviacid
estandard.

Finalment, es va decidir comparar l'efecte sobre la viabilitat cel-lular dels
anticossos monoclonals AMG479 i AMG655, amb el dels farmacs NVP-
AEW541 i rhTRAIL. ElI NVP-AEW541, com s’ha esmentat abans, és un
inhibidor tirosina-quinasa que evita la fosforilacié d'IGF-IR avaluat en
diversos en estudis preclinics (Garcia-Echeverria et al., 2004). A més, s’ha
descrit que aquest pot potenciar I'efecte d’un inductor de DR5 mitjancant la
inhibicid de la via de PI3K-Akt (Pennarun et al., 2010). D’altra banda, el

rhTRAIL és una proteina soluble basada en el lligand natural dels receptors
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DR4 i DR5 amb la que s’han realitzat diversos estudis clinics (Ashkenazi,
2008). Aixi, el rhTRAIL activa els receptors DR4 i DR5, a diferéncia de
I’AMG655, que s’uneix de forma especifica a DR5 (Kaplan-Lefko et al.,
2010).

En primer lloc es van tractar les linies cel-lulars BxPC3, Panc-1, CP15T i
CP15A amb el NVP-AEW541. La figura 45 mostra com, a diferencia dels
resultats obtinguts després del tractament amb I'anticos monoclonal
AMG479, totes les linies cel-lulars assajades sén sensibles al tractament

amb aquest farmac, el qual aconsegueix eliminar totes les cel-lules.
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Figura 45. Sensibilitat de les linies cel-lulars BxPC3, Panc-1, CP15T
i CP15A al tractament amb NVP-AEW541. Comparacié de |'efecte sobre
la viabilitat cel-lular del tractament amb NVP-AEW541. Les cél:lules es van
sembrar, 24 després es van tractar amb dosis creixents de NVP-AEW541 i
després de 72 hores es va mesurar la viabilitat cel-lular mitjangant un
assaig MTT. Experiment representatiu, representat com la mitjana (n=6) *
desviacié estandard.

Després es va comparar |'efecte a nivell molecular del tractament amb
els farmacs NVP-AEW541 i AMG479 a la linia CP15T, que presenta una
lleugera sensibilitat al tractament amb AMG479. Aixi, es va analitzar |'efecte
del tractament amb aquests dos farmacs a diferents temps sobre la via de
senyalitzacié d'IGF-IR. Tal com mostra la figura 46, el tractament amb NVP-
AEW541 inhibeix la via de senyalitzacidé d'IGF-IR, com indica la disminucio
de la fosforilacid de les proteines diana del receptor IRS-1 i Akt. En canvi,
després del tractament amb I’'anticos monoclonal AMG479 només hi ha una
disminucid transitoria de l'activacié de la via d'IGF-IR al voltant de les 6

hores de tractament, que després es torna a activar. Per tant, sembla que
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I’AMG479 no aconseguiria mantenir la inhibici6 de la via d'IGF-IR, a
diferéncia del tractament amb el NVP-AEW541.

NVP-AEW541 AMG479
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Figura 46. Comparaci6 de I'’efecte del tractament amb NVP-AEW541
0 AMG479 sobre la via de senyalitzacié d’IGF-IR. Analisi mitjangant
western blot de I'expressié de proteines de la via de senyalitzacié d'IGF-IR.
La linia cel-lular CP15T es va tractar amb 15uM NVP-AEW541 o 50nM
AMG479 24 hores després de la sembra i es va estimular amb 50 ng/ml
IGF-I durant 20 minuts a 37°C abans de realitzar I'extracte proteic.

En aquest sentit, s’ha descrit que el receptor IGF-IR activat també es
pot trobar a nivell intracel-lular, ja que és transportat al nucli per actuar
com a factor de transcripcié (Aleksic et al., 2010; Sarfstein et al., 2012).
Per tant, la major poténcia citotoxica del NVP-AEW541, aixi com la major
inhibicio de la via d'IGF-IR provocada per aquest farmac, podria ser deguda
a que es tracta d'una molecula relativament petita que pot entrar a l'interior
cel-lular i, per tant, potencialment pot inhibir tant el receptor situat a la
membrana com el localitzat a l'interior cel-lular, a diferéncia dels anticossos
monoclonals com I'AMG479, que son de grans dimensions. Per aquest
motiu, es va intentar esbrinar si la localitzacio cel-lular del receptor IGF-IR
podria estar influint en la resposta al tractament amb |'anticdos monoclonal
AMG479. En primer lloc es va realitzar un analisi mitjancant citometria de
flux de I'expressio d'IGF-IR. Tal com mostra la figura 47a, es va comparar el
marcatge emprant un protocol no permeabilitzant, que permet tenyir el
receptor present a la membrana plasmatica, amb un protocol

permeabilitzant, que facilita I'entrada de l’'anticds dins de la cel-lula i en
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conseqliencia la tincid del receptor present a la membrana i a l'interior
cel-lular. L'analisi mitjancant citometria de flux posa de manifest que el
receptor és expressat a totes les cél-lules, perd6 que només una baixa
proporcié del receptor (menys d'un 10%) es troba a la membrana
plasmatica. En paral-lel es va realitzar una tinci6 immunocitoquimica del
receptor IGF-IR (Figura 47b). Aquesta tecnica va permetre corroborar que
aquest receptor es localitza majoritariament a linterior cel-lular.
Concretament, IGF-IR té una presencia predominant al nucli, on es pot
observar una tinci6 puntejada. L’expressié d’aquest receptor gairebé
exclusivament a nivell nuclear ha estat descrita anteriorment en PDAC i el
patré d’expressid puntejat s’ha relacionat amb el paper d’aquesta proteina
en la regulacid transcripcional (Aleksic et al., 2010), concretament
estimulant la seva propia expressio (Sarfstein et al., 2012).

A" 4o0-

Figura 47. Analisi de la localitzacio
754 d’IGF-IR. Es va analitzar la localitzacié
del receptor IGF-IR a la linia cel-lular
CP15T mitjangant citometria de flux (A)
50- i una tinci6 immunocitoquimica.
Imatges de microscopia de
fluorescéncia (63x), representats en
254 verd el receptor IGF-IR i en blau la
tincié dels nuclis amb DAPI (B).

% ceél-lules IGF-IR*

membrana total

Finalment, es va comparar l'efecte del tractament amb el NVP-AEW541
o I’'AMG479 sobre I'expressié d'IGF-IR a membrana mitjancant citometria de

flux (figura 48). Els resultats obtinguts indiquen que I'estimul amb el lligand
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IGF-I no produeix cap canvi en el percentatge de cél-lules que expressen el
receptor IGF-IR a membrana. A més, el tractament amb NVP-AEW541
redueix aquest percentatge, a diferencia de I'AMG479. Aquest fet podria
condicionar la resposta al farmac, ja que la preséncia de receptor a la
membrana permetria la unid del lligand i conseglient estimulacié de la via
de senyalitzacio, tal com mostra I'analisi mitjancant western blot. En aquest
sentit, tot i que habitualment els anticossos monoclonals estan dissenyats
per unir-se al receptor diana i induir la seva internalitzacié i posterior
degradacié (Chu, 2011; King and Wong, 2012), s’ha descrit que aquest
fenomen no es produeix amb I’AMG479 (Beltran et al., 2009).

Figura 48. Efecte del

tractament amb  NVP- 4
AEW541 o AMG479 sobre
I'expressié d’'IGF-IR a
membrana. Es van sembrar
cél-lules CP15T, 24 hores
després es van tractar amb
15uM NVP-AEW541 o 50nM
AMG479 i al cap de 6 hores
es van estimular durant 20
minuts amb 50 ng/ml IGF-I.
Analisi mitjangant citometria
de flux del percentatge de 0~

3

% cél-lules IGF-IR*

1

cel-lules que expressen IGF- ~6°\ (g(\ (§<'\ <§<'\
IR a membrana. o~ N 9 3
f o -
O >
&
QO
)

A més, un altre fenomen que podria estar influint en la diferent resposta
al tractament amb NVP-AEW541 o AMG479 és que en general els anticossos
monoclonals tenen una major especificitat per a la unié al seu receptor
diana que els inhibidors tirosina-quinasa. Aquest fet s’ha relacionat amb
I'aparicid de resisténcies, com a conseqliéncia del croos-talk amb altres
receptors tirosina-quinasa. En canvi, els inhibidors tirosina-quinasa, que sén
més inespecifics, aconseguirien inhibir altres receptors relacionats (King and
Wong, 2012). De fet, s’ha descrit que el lligand IGF-I també pot unir-se al
receptor de la insulina (InR), generant resisténcia als tractatments basats
en la inhibicié de I'IGF-IR (Beltran et al., 2009).
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D’altra banda, el tractament amb rhTRAIL va posar de manifest que hi
ha linies cel-lulars sensibles al tractament (BxPC3 i Panc-1) i linies
resistents (CP15T i CP15A), amb menys d’un 30% d’efecte sobre la viabilitat
cel-lular (figura 49). Aquests resultats son similars als obtinguts després de
tractar les cél-lules amb I'anticos monoclonal AMG655, de manera que es
confirma que les linies cel-lulars CP15T i CP15A son resistents a la induccié
de la via de TRAIL. A més, el fet que també siguin resistents al tractament
amb rhTRAIL, que s’uneix també al receptor DR4, indicaria que aquestes

cel-lules presenten alguna alteracié a la via de senyalitzacié, per sota del

receptor.
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Figura 49. Sensibilitat de les linies cel-lulars BxPC3, Panc-1, CP15T
i CP15A al tractament amb rhTRAIL. Comparacié de l'efecte sobre la
viabilitat cel-lular del tractament amb rhTRAIL. Les cél-lules es van
sembrar, 24 després es van tractar amb dosis creixents de rhTRAIL i
després de 72 hores es va mesurar la viabilitat cel-lular mitjangant un
assaig MTT. Experiment representatiu, representat com la mitjana (n=6) +
desviacid estandard.

Finalment es va analitzar I'efecte citotdoxic de les combinacions del NVP-
AEW541 i el rhTRAIL amb I'’AMG479 i I’'AMG655 a la linia BxPC3, sensible al
tractament amb AMG655 i rhTRAIL. En primer lloc es van combinar els
farmacs AMG479 i rhTRAIL. Tal com mostra la figura 50a, la combinacié
dels dos farmacs no millora l'efecte citotoxic del tractament amb els
farmacs per separat. L'efecte antagonic produit per la combinacié d’aquests
farmacs és similar a I'obtingut en combinar AMG479 i AMG655 en aquesta

linia cel-lular. Aixi, s’ha descrit que a les cel-lules tumorals pancreatiques es
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déna un fenomen d’activacié reciproca entre Akt i XIAP, el qual permet
coordinar la induccié de la proliferacié i la inhibicid de I'apoptosi (Jiang et
al., 2012). D’'aquesta manera, |'efecte antagonic observat en combinar
I’'AMG479 amb I'’AMG655 o el rhTRAIL podria ser degut a la falta de
manteniment de la inhibicid d’Akt després del tractament amb I'AMG479
observat a l’analisi per western blot. La recuperacid dels nivells basals
d’activacié d’Akt portarien a un increment de XIAP, el qual actuaria impedint
la induccié de I'apoptosi per part de ’AMG655 i el hrTRAIL.

Després es van combinar el NVP-AEW541 i I'AMG655 (Figura 50b).
Aqguesta combinacié millora |'efecte citotoxic observat en al tractament amb
I’AMG655 sol, a diferencia dels resultats obtinguts en combinar I'’AMG479 i
I’AMG655. Aquests resultats confirmen la potenciacié de |'apoptosi induida
per DR5 per part del NVP-AEW541 descrita préviament en linies cel-lulars
de cancer de colon (Pennarun et al., 2010). D’altra banda, les diferéncies
observades respecte a la combinacié de I'AMG655 amb I’AMG479 podrien
ser degudes a qué el NVP-AEW541 produeix una inhibicié sostinguda d’Akt,
el que impediria I'augment de XIAP. Aquest fet podria ser degut a que es
tracta d’un inhibidor tirosina-quinasa. En aquest sentit, els inhibidors
tirosina quinasa tenen una menor especificitat de substrat que els
anticossos monoclonals, el qué impediria |'activacié de vies compensatories
(King and Wong, 2012). A més, el NVP-AEW541 és un molécula petita que
pot entrar a l'interior cel-lular, de manera que potencialment podria inhibir
tant el receptor situat a membrana com a nivell intracel-lular.

Finalment es va estudiar I'efecte de la combinacié del NVP-AEW541 i el
rhTRAIL (Figura 50c). En aquest cas no s’observa un efecte antagonic dels
dos farmacs sobre la viabilitat cel-lular. A més, I'efecte citotoxic obtingut en
combinar aquests dos farmacs és superior a |'obtingut en combinar el NVP-
AEW541 amb I'’AMG655. Aquest fet podria ser degut a qué el rhTRAIL actua
induint els receptors DR4 i DR5, a diferencia de ’'AMG655.
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Figura 50. Sensibilitat de la linia BxPC3 al tractament combinat
amb AMG479/NVP-AEW541 i AMG655/rhTRAIL. Les cél-lules es van
sembrar, 24 hores després es van tractar amb una dosi Unica d‘un dels
farmacs i dosis creixents de l'altre i després de 72 hores es va mesurar la
viabilitat mitjangant un assaig MTT. Efecte sobre la viabilitat cel-lular de la
combinacié de AMG479 i rhTRAIL (A), NVP-AEW541 i AMG655 (B) o NVP-
AEW541 i rhTRAIL (C). Experiments representatius, representats com la
mitjana (n=4) * desviacidé estandard.
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Per tant, el conjunt de resultats indiquen que la combinacié d’un farmac
inhibidor de la via de senyalitzacié d’IGF-IR amb un inductor de |'apoptosi
podria ser una bona estratégia terapéutica en PDAC. De totes maneres, cal
escollir bé els farmacs que s'utilitzen, ja que malgrat estar dirigits a la
mateixa diana, no tots sén capacos d’induir els mateixos efectes. En aquest
sentit, sembla que la combinacié de farmacs més eficag és la de l'inhibidor
tirosina-quinasa NVP-AEW541 amb l'inductor de DR4/DR5 rhTRAIL.
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3. ESTRATEGIES TERAPEUTIQUES BASADES EN EL
TRACTAMENT AMB VIRUS ONCOLITICS EN MODELS IN
VIVO D’ADENOCARCINOMA DUCTAL PANCREATIC

La gran resisténcia als agents quimioterapeutics convencionals que
presenta el cancer de pancrees fa necessaria la cerca de noves terapies. La
viroterapia oncolitica, basada en I'Us de virus que infecten i lisen les
cel-lules tumorals, constitueix una alternativa als tractaments assajats fins
ara, tot i que també pot ser emprada en combinacid amb aquests. Un dels
principals avantatges de |'Us en clinica dels virus oncolitics és la seva
selectivitat i potencia, ja que estan dissenyats per replicar especificament a
les cél-lules tumorals i poden ser manipulats genéticament per incrementar
el seu potencial terapeutic i la seva especificitat, disminuint la possible
toxicitat associada al seu Us.

De la mateixa manera que per a la resta de tractaments antitumorals,
previament a I’Us dels virus oncolitics a nivell clinic és necessari analitzar la
seva eficacia en models preclinics. Als assajos preclinics amb virus oncolitics
s’empren diferents tipus de models animals, segons la finalitat de I'estudi.
Els models tumorals generats a partir de la implantacié de teixit huma al
pancrees de ratolins immunodeprimits permeten avaluar |’eficacia
antitumoral dels virus oncolitics en cél-lules de PDAC humanes en un entorn
similar al microambient tumoral, el qual té un paper clau en l'aparicid de
resisténcia als tractaments, i, per tant, sembla que constitueixen una bona
eina per als assajos preclinics (Wennier et al., 2011).

En aquest treball s’ha analitzat |'efecte antitumoral i sobre la
subpoblacié de CSC de diferents virus oncolitics en models d'una plataforma
de tumors generada préviament al grup de recerca a partir de fragments
quirurgics de pacients amb PDAC perpetuats al pancrees de ratolins atimics
(Perez-Torras et al., 2011).
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3.1. Efecte antitumoral del virus ICOVIR-17K

L'Us de virus oncolitics en el tractament del cancer sembla prometedor i,
de fet, els primers assajos clinics amb virus oncolitics han demostrat la seva
seguretat, fins i tot després de ser administrats per via sistémica. De totes
maneres, a nivell clinic la primera generacié de virus oncolitics només ha
obtingut efectes antitumorals moderats (Kirn, 2001; Nemunaitis et al.,
2007; Reid et al., 2002).

Una de les principals limitacions que contribueix a aquests pobres
resultats és la dificultat dels virus oncolitics per disseminar dins dels tumors
solids, en part deguda a la seva gran mida (90 nm), superior a la dels
farmacs quimioterapéutics convencionals. A més, els tumors solids
presenten una gran quantitat de matriu extracel-lular (ECM), aixi com una
elevada pressio al liquid intersticial, el qué forma una barrera fisica que
impedeix l'entrada del virus al tumor (Guedan et al., 2010). En aquest
sentit, el PDAC es caracteritza per la preséncia d'un dens estroma que actua
induint la proliferacié de les cel-lules tumorals alhora que les protegeix de
I'accié dels farmacs en formar una barrera fisica (Hidalgo and Von Hoff,
2012).

Una de les estrategies emprades per millorar la disseminacid
intratumoral dels virus és la degradaci6 de la ECM mitjancant enzims
proteolitics (Ganesh et al., 2007; Kuriyama et al., 2001). Un element
important de la ECM és l'acid hialuronic (HA), el qual es troba en
concentracions elevades en diferents tipus de tumors, les quals s’han
relacionat amb invasid i metastasi (Toole, 2004). Per tant, sembla que la
degradacié de I'HA podria constituir una bona estratégia terapeéutica. En
aquest sentit, s'’ha demostrat que la degradacié de I'HA per accié de la
hialuronidasa potencia |'accié dels farmacs quimioterapéutics i dels virus
oncolitics en facilitar la seva arribada a les cel-lules tumorals (Baumgartner
et al., 1998; Desoize and Jardillier, 2000; Guedan et al., 2010). A més, s’ha
descrit que la hialuronidasa presenta activitat antitumoral intrinseca
(Shuster et al., 2002).

En un assaig realitzat en col-laboracié amb el laboratori de Recerca
Translacional de I'ICO-IDIBELL es va comparar l|'efecte antitumoral de

I'administracio sistémica dels virus oncolitics ICOVIR15K i ICOVIR17K en un
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model tumoral ortotopic. L'ICOVIR15K és un adenovirus modificat per
augmentar la seva potencia i selectivitat per replicar a les cél-lules tumorals
amb la via E2F-RB mutada (Rojas et al., 2012), mentre el virus ICOVIR17K
és una modificaci6 del virus ICOVIR15K armat amb el gen de la
hialuronidasa soluble d’esperma huma PH20. L’estructura dels virus

emprats en aquest experiment es troba detallada a la figura 51.

LITR 415p Ela-A24 MLP)\ L1 L2 L3 L4 L5 RITR
W HCHHH P covRisK
FiberRGDK
LITR 415p Ela-A24 MLP) L1 L2 L3 L4 L5 SA RITR
ICOVIR17K
FiberRGDK

Figura 51. Esquema del genoma dels adenovirus ICOVIR15K i
ICOVIR17K. L'ICOVIR15K té modificat E1A (deleci6 A24) per millorar la
selectivitat i la poténcia oncolitica, aixi com el motiu RGD substituint el
motiu d’unié6 HSG, que millora la relacié tumor/fetge. Al virus ICOVIR17K
s’ha introduit el transgén PH20 sota el control del promotor MLP.

En primer lloc es va analitzar I'expressi6 d’HA als models tumorals
ortotopics CP13 i CP15 mitjangant una tincié immunohistoquimica. La figura
52 mostra que en tots dos models hi ha preséncia d’'HA a la ECM i com
aquest és més abundant al model CP13. Per aquest motiu, es va escollir el
model CP13 per a l'assaig in vivo de l'efecte antitumoral del virus
ICOVIR17K.

Acid
hialurénic |

Control
negatiu

Figura 52. Tincié immunohistoquimica d’acid hialuronic (HA). La
tincido de I'HA es va realitzar als models tumorals CP13 i CP15. El control
negatiu va ser tractat amb hialuronidasa per eliminar I'HA present.
Microfotografia (20x).
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A continuacié es va analitzar la biodistribuciéo del virus ICOVIR17K
administrat per via sistemica al model CP13. Aixi, es van implantar
fragments tumorals al pancrees de 4 ratolins atimics i quan els tumors van
ser detectats per palpacid es van injectar a la vena de la cua 4-10%° vp del
virus ICOVIR17K. Els ratolins es van sacrificar 3 dies després de
I'administracié del virus i es van obtenir mostres dels diferents organs per
tal de determinar la carrega viral mitjancant una PCR en temps real, tal com
mostra la figura 53. Els resultats obtinguts indiquen que el virus arriba
correctament al tumor, tot i ser retingut majoritariament a nivell hepatic,
amb uns valors similars als descrits previament (Tesi Marta Giménez-

Alejandre).
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Figura 53. Biodistribucié del virus ICOVIR17K. Quantificacié
mitjancant una PCR a temps real dels genomes virals presents a diferents
drgans 3 dies després de la injeccié de 4-10'° vp del virus ICOVIR17K per
via sistémica, representada com a mitjana (n=4) % error estandard.

Finalment es va comparar |'efecte antitumoral dels virus ICOVIR15K i
ICOVIR17K. En aquest cas es van implantar fragments del model CP13 al
pancrees de 30 ratolins atimics i quan es va detectar per palpacid la
presencia de tumor a tots els animals es van distribuir aquests en tres
grups de tractament: control (PBS), ICOVIR15K i ICOVIR17K. El tractament
es va realitzar per via sistémica, amb una dosi de 4-10%° vp de virus per
ratoli. Passats 30 dies després de la injeccié dels virus, els animals es van
sacrificar i es van pesar els tumors. A la figura 54 es pot veure com no hi ha
diferéncies significatives en el pes dels tumors després del tractament. Per
tant, tot i que inicialment el virus arriba correctament al tumor, tal com
mostra |'assaig de biodistribucié, aquest no mostra |'efecte antitumoral

esperat.

162



Resultats i Discussio

2000
Figura 54. Efecte
1500+ antitumoral dels virus
ICOVIR15K i
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tumors (mg) després de 30
dies de la injeccio
sistémica de 4-10%° vp dels
virus ICOVIR15K i
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desviacié estandard.

1000+

Pes tumor (mg)

500+

O

Control ICOVIR15K ICOVIR17K

Aquests resultats contrasten amb publicacions anteriors on es descriu un
potent efecte antitumoral del virus ICOVIR15K (Rojas et al., 2012) i del
tractament amb hialuronidasa, ja sigui en coadministrar-la amb adenovirus
replicatius (Ganesh et al., 2008) o mitjancant la infecci6 amb adenovirus
armats amb el gen de la hialuronidasa (Guedan et al., 2010). De totes
maneres, cal destacar que en aquestes publicacions els experiments
d’eficacia antitumoral estan realitzats en models tumorals obtinguts a partir
de la injecci6 de linies cel-lulars al teixit subcutani de ratolins
immunodeprimits, fet que podria explicar en part les diferéncies
observades. Els models subcutanis sén molt emprats per assajar la
sensibilitat a tractaments antitumorals, gracies a que soén facils d’obtenir.
No obstant, aquests no aconsegueixen reproduir I’'heterogeneitat molecular i
cel-lular caracteristiques del PDAC. En aquest sentit, els models ortotopics
generats a partir de fragments quirdrgics semblen millors models per als
estudis preclinics, ja que preserven millor aguesta heterogeneitat, aixi com
les interaccions amb I'entorn tumoral (Perez-Torras et al., 2011). Per aquest
motiu, es va decidir analitzar les diferéncies existents entre tumors
ortotopics generats per implantacié de fragments de tumors i els obtinguts

a partir de la injeccioé de digerits tumorals o una linia cel-lular.
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Comparacié de la taxa de replicacié viral en tumors generats per
implantacié de fragments de tumors i tumors obtinguts a partir de

la injecci6 de digerits tumorals

Per tal d’esbrinar si hi ha diferéncies en la taxa de replicacié viral de
tumors ortotopics generats a partir de fragments o digerits tumorals, es va
emprar |I'adenovirus ICOVIR15-Luc (generat al laboratori del Dr. Alemany
per Luis Rojas) (Figura 55a), el qual expressa el gen reporter de la
luciferasa depenent de replicacid viral, i permet fer un seguiment no invasiu
del virus. Es van generar tumors ortotopics del model CP13 en ratolins
atimics, a partir de fragments de 10 mg de tumor o per injeccié de 5-10°
cel-lules d'una suspensidé cel-lular obtinguda en digerir amb col-lagenasa un
fragment del mateix tumor. Quan es va detectar preséncia de tumor a tots
els ratolins, es va procedir a injectar PBS (grup control) o 4-10'° vp del

virus ICOVIR15-Luc per via sistéemica, a la vena de la cua.
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Figura 55. Efecte de la infeccié amb el virus ICOVIR15-Luc. Esquema
del genoma de l'adenovirus ICOVIR15-Luc (A). Deteccié in vivo de la
replicacio viral durant la realitzacio de I'experiment (B) i als tumors al final
de l'experiment (C).
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Es va realitzar un seguiment de la replicacié in vivo durant la realitzacio
de l'assaig, mitjancant la detecciéo del senyal bioluminiscent generat per
I'expressié de la luciferasa després d’injectar luciferina (Figura 55b). En els
dos tipus de tumors, inicialment el virus s’acumula majoritariament al fetge,
on és eliminat, pero més tard, a mesura que el qué ha arribat al tumor
replica, es produeix un augment de virus al tumor, major als generats a
partir de digerits tumorals. A més, al final de I'experiment, 17 dies després
de la injeccid del virus, es van extreure i analitzar els tumors. Cal destacar
que el virus no es localitza de manera uniforme al tumor, sind que es
detecta en focus de replicacié aillats (Figura 55c). A més, es va determinar
la quantitat de virus present. D'una banda es va quantificar la replicacid
viral mitjancant la mesura del senyal bioluminiscent generat per Ia
luciferasa expressada al tumor (Figura 56a), que va mostrar que hi ha una
major expressié d'aquest enzim als tumors generats a partir de digerits, tot
i que no estadisticament significativa. A més, es va confirmar, mitjancant
una PCR en temps real, una major presencia de genomes virals als tumors
generats a partir de digerits, perd no significativa (Figura 56b). Per tant,
sembla que el virus ICOVIR15-Luc té una tendéncia a replicar millor als

tumors generats a partir de digerits que als obtinguts a partir de fragments

tumorals.
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Figura 56. Quantificacié de la replicacié del virus ICOVIR15-Luc. Al
final de I'experiment, 17 dies després de la injeccié de 4-10'° vp del virus
ICOVIR15-Luc per via sistéemica, es va determinar la replicacié viral
mitjancant la quantificacio del senyal bioluminiscent generat per I'expressio
de luciferasa (A) o la quantificacié mitjancant una PCR en temps real dels
genomes virals presents als tumors (B). Els resultats son la mitjana (n=4)
+ error estandard.
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A continuacid, per tal d'intentar esbrinar la causa d’aquestes diferéncies,
es va comparar |'estructura histologica dels dos tipus de tumors. Aixi, es va
realitzar una tincié hematoxilina-eosina i la tincié tricromica de Masson, que
tenyeix les fibres presents a l'estroma. Als tumors CP13 (Figura 57a)
formats a partir de fragments s’observa una estructura glandular ben
diferenciada envoltada per una fibrosi abundant i focus de mucosecrecid, i
als tumors CP13 formats a partir de digerits I'estructura glandular esta forca
conservada, tot i que hi ha una reduccié de I’'estroma.

A

Fragment Digerit

"

Masson

H&E

Figura 57. Comparacié de [I'estructura histologica de tumors
generats a partir de fragments o a partir de la injeccié de digerits
tumorals o linia cel-lular. Tinci6 hematoxilina-eosina (H&E) i tincid
tricromica de Masson dels models CP13 (A) i CP15 (B). Microfotografies
(20x).

166



Resultats i Discussio

Per tant, els resultats de I’'analisi histologic posen de manifest que al
model CP13 hi ha una gran quantitat de fibres estromals. Aquestes podrien
estar impedint I'arribada dels virus oncolitics ICOVIR15K i ICOVIR17K a les
cel-lules tumorals, ja que els adenovirus oncolitics poden infectar les
cel-lules de I'entorn tumoral perd estan dissenyats per replicar de forma
eficient només a les cel-lules tumorals, amb la via de E2F-RB alterada. La
presencia d’aquesta barrera fibrotica podria explicar la manca d’efecte
antitumoral d’aquests virus en aquest model. A més, els tumors formats a
partir de digerits tenen una menor quantitat d’estroma, el qué podria
explicar la major taxa de replicacié viral observada en aquests tumors.

També es va analitzar l'estructura dels dos tipus de tumors al model
CP15. A més, en aquest model també es va comparar l'estructura dels
tumors obtinguts a partir de la injeccié d’una linia cel-lular derivada del
model, la linia CP15T. Els tumors del model CP15 (Figura 57b) sén més
cel-lulars, amb una menor quantitat d’estroma. En aquest cas, els tumors
formats a partir de fragments i els formats a partir de digerits presenten
una estructura glandular irregular, mentre els tumors formats a partir de la
linia CP15T tenen una estructura més indiferenciada. Finalment, els tumors
formats a partir de la linia cel-lular practicament han perdut I'estructura
glandular. Els resultats obtinguts concorden amb estudis previs on s’ha
demostrat que els models generats a partir de linies cel-lulars normalment
presenten una histologia més homogeénia i indiferenciada, degut a la pressid
selectiva exercida sobre les cél-lules mantingudes in vitro durant llargs
periodes temps (Rubio-Viqueira and Hidalgo, 2009). Per tant, I'Us de
mostres tumorals sembla més adequada per a |I'assaig de terapies in vivo,
ja que reprodueix amb més fidelitat I'heterogeneitat caracteristica del PDAC.

D’altra banda, un altre factor que podria limitar la replicacié viral seria la
presencia de cél-lules murines al tumor, ja que els adenovirus només tenen
capacitat per infectar cel-lules humanes. Per aquest motiu, i donat que en
aquest treball s’ha emprat teixit tumoral huma perpetuat en un model muri,
es va decidir analitzar I'origen de les cél-lules presents a I'estroma tumoral.
Amb aquesta finalitat es va realitzar una tincié amb colorant DAPI de talls
dels tumors CP13 i CP15 generats a partir de fragments. El DAPI s’uneix al
DNA i permet diferenciar les cél-lules humanes de les murines segons la

tincid6 de |'heterocromatina centromérica, que és clarament visible a les
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cel-lules murines (Gilbert et al., 2005). Les imatges obtingudes (Figura 58)
mostren als dos models la presencia de cel-lules tumorals humanes i
diversos tipus de cél-lules murines, com cél-lules endotelials o fibroblasts.
Per tant, es confirmaria la presencia de cel-lules murines a lI’'estroma que
envolta les cél-lules tumorals, que formarien una barrera on els virus

quedarien retinguts.

CP13 CP15

Figura 58. Tincié de I’heterocromatina centromeérica dels models
CP13 i CP15. Tincié de I’heterocromatina centromeérica amb el colorant
DAPI (de color blau) dels tumors CP13 i CP15 generats a partir de
fragments. S’indica amb un asterisc (*) la preséncia de cél-lules murines.
Imatge de microscopia de fluorescéncia (100x).

Finalment, per corroborar aquesta hipotesi, es va realitzar una tincid
amb DAPI de cultius cel-lulars primaris dels models CP13 i CP15. Al cultiu
primari generat a partir de la digesti6 amb col-lagenasa del model CP13 es
van obtenir cél-lules amb morfologia fibroblastica amb una clara tincié de
I’'heterocromatina centromerica (Figura 59a). L'abséncia de cél:-lules amb
morfologia epitelial (tumorals) al cultiu primari és deguda a qué durant
I'establiment del cultiu, que va durar varies setmanes, la subpoblaci6 amb
morfologia fibroblastica es va acabar seleccionant. Aquest fet és degut a la
seva major proporcio inicial, a més d’'una taxa de replicaci6 més elevada. En
canvi, a partir del model CP15 es va obtenir un cultiu primari amb unes
cel-lules amb morfologia fibroblastica amb I’heterocromatina centromerica
visible i un segon tipus cel-lular de morfologia epitelial on no és evident la
presencia d’heterocromatina centromerica (Figura 59b). Per tant, aquest
segon experiment va confirmar la preséncia de fibroblasts d’origen muri als

models ortotopics CP13 i CP15. D’altra banda, d’aquest experiment també
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es desprén que als tumors generats a partir de digerits tumorals I'estroma

també és d’origen muri.

Figura 59. Deteccid de I’heterocromatina centromerica en cultius
primaris. Establiment de cultius primaris (esquerra) i tincid de
I'heterocromatina centromeérica amb el colorant DAPI (de color blau, a la
dreta) dels models tumorals CP13 (A) i CP15 (B). Imatges de microscopia
de contrast de fase (5x, a I'esquerra) i microscopia de fluorescencia (100x,
a la dreta).

El conjunt de resultats obtinguts posen de manifest la complexitat dels
models tumorals ortotopics humans i la limitacid dels tumors generats a
partir de fragments per a l'assaig de virus oncolitics, els quals requereixen
d’'un entorn tumoral huma per a exercir la seva accié terapéutica. Per
aquest motiu, per a la resta d’experiments amb adenovirus oncolitics es van
generar tumors ortotopics a partir de digerits tumorals, que conserven
I'estructura original del tumor pero tenen una menor preséncia d’estroma

muri, el qual pot interferir en la replicacio viral.
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3.2. Comparacioé de I'efecte dels virus ICOVIR-15, ICOVIR15-
TK/GCV i AduPARE1lA sobre el tumor i la subpoblacié de

cancer stem cells

Tal com s’ha esmentat préviament, recentment ha guanyat importancia
la teoria de les cancer stem cells (CSC) per explicar I'aparicié de recidives
en diferents tipus de tumor, com el PDAC, segons la qual les CSC
constitueixen una petita subpoblacié de cel-lules tumorals amb una major
capacitat tumorigenica i responsable en part de |'aparicié de resisténcies als
tractaments convencionals. Per aquest motiu, les CSC sén considerades una
bona diana terapeéutica en el tractament del PDAC (Hermann et al., 2007; Li
et al., 2007).

L'GUs d’adenovirus oncolitics per al tractament del cancer ha incrementat
en els darrers anys. A més, sembla que aquests podrien constituir una bona
eina per eliminar les CSC, ja que poden evadir alguns dels mecanismes de
resisténcia que presenta aquesta subpoblacié cap als tractaments de
guimioterapia i radioterapia convencionals (Cripe et al., 2009). En aquest
sentit, s’han publicat diversos estudis que demostren la capacitat dels virus
oncolitics per eliminar les CSC en diferents tipus de tumors (Eriksson et al.,
2007; Jiang et al., 2007).

En col-laboracié amb el laboratori de Terapia Genetica de I'IDIBAPS, es
va assajar |'efecte antitumoral i concretament sobre les CSC de la injeccio
sistemica dels adenovirus oncolitics ICOVIR15, ICOVIR15-TK/GCV i
AduPARE1A (Figura 60). L'ICOVIR15 és un adenovirus modificat per replicar
selectivament a les cél-lules tumorals, amb la via E2F-RB alterada, (Rojas et
al., 2010). A I'ICOVIR15 el motiu RGD es troba al Hl-loop del knob de la
fibra, mentre a I'ICOVIR15K, emprat a I'experiment anterior, el motiu RGD
es troba al shaft, substituint el motiu KKTK d’unié a HSG. Aquesta
modificacié redueix la transduccid del ICOVIR15K al fetge, millorant
I'eficacia antitumoral del virus (Rojas et al., 2012). D’altra banda, el virus
ICOVIR15-TK és una modificacié del ICOVIR15 on s’ha introduit el gen de la
timidina quinasa (TK), que actua com a gen suicida en ser administrat amb
ganciclovir (GCV) (Jose et al., 2013). Finalment, AduPARE1A és un virus
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amb replicacié condicional controlada pel promotor uPAR, que es troba

sobreexpressat en cel-lules tumorals i metastatiques (Huch et al., 2009).

LITR  415p Ela-A24 , MLP)\ L1 L2 L3 L4 L5 RITR
-—ﬂ-+|:>:|-|:|-|:|-|:|—|:|—- ICOVIR15
FiberRGD
LITR  415p E1la-A24 ,  MLP) L1 L2 L3 L4 L5 RITR
[ O HH H H ] ICOVIR15-TK
FiberRGD
LITR DMuPARR KE1A MLP)\ L1 L2 L3 L4 L5 RITR
AdUPARE1A

Figura 60. Esquema del genoma dels adenovirus ICOVIR15 i
ICOVIR15-TK i AdUPARE1A. L'ICOVIR15 té modificat E1A (delecid
deleci6 A24) per millorar la selectivitat i la poténcia oncolitica. Al virus
ICOVIR15-TK s’ha introduit el trasngén TK sota el control del promotor
MLP. A I'adenovirus AdUPARE1A la replicacié viral esta controlada pel
promotor uPARp.

Es van injectar 3:10° cél-lules d’una suspensid cel-lular obtinguda en
digerir amb col-lagenasa un tumor del model CP15 al pancrees de 47
ratolins atimics. Quan els tumors van arribar a un volum de 50 mm?, es van
distribuir els ratolins en quatre grups de tractament (control (sali),
ICOVIR15, ICOVIR15-TK/GCV i AduPARE1A) i es van injectar per la vena de
la cua 5-10%° vp del virus per ratoli. A més, als ratolins del grup tractat amb
I'adenovirus ICOVIR15-TK es va administrar per via intraperitoneal
10mg/Kg de GCV durant 3 dies consecutius després de la injeccié del virus.
Al final de I'experiment, 30 dies després de la injeccid dels virus, es va
avaluar l'eficacia antitumoral mesurant el volum dels tumors. Tal com es
mostra a la figura 61 a i b, el tractament amb els tres adenovirus oncolitics
aconsegueix reduir el volum tumoral, tot i que només lleugerament en el
cas del virus ICOVIR15. En canvi, el tractament amb ICOVIR15-TK/GCV i
AduPARE1A produeix una reduccio significativa del volum tumoral. A
continuacié es va mesurar l'efecte del tractament amb aquests virus sobre
la capacitat d’un digerit tumoral per formar tumorosferes. A la figura 61c es
pot veure com cap dels virus incrementa significativament el nUmero de
tumorosferes generades a partir de la digestid de les mostres de tumor
obtingudes al final de I'experiment. A més, el virus ICOVIR15-TK/GCV té
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una lleugera tendéncia a disminuir-lo i el AduPARE1A el disminueix de forma
significativa.
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Figura 61. Efecte del tractament amb els virus oncolitics ICOVIR15,
ICOVIR15-TK+GCV i AduPARE1A al model CP15. 31 dies després de la
injeccié de 5-10'° vp dels virus per via sistémica es va mesurar el volum
(A) dels tumors, aixi com la seva capacitat per formar tumorosferes (B) al
model CP15. Els resultats sén la mitjana (n=8-12) % error estandard.
Estadistica respecte el grup control, essent * p<0,05, ** p<0,01 i ***
p<0,001. Nota: les tumorosferes obtingudes al final de I'experiment van
ser processades per |I'’Ana Mato, del laboratori de Terapia Geénica de
I'IDIBAPS.

El lleuger efecte antitumoral produit pel virus ICOVIR15 contrasta amb
la falta d’eficacia observada pel virus ICOVIR15K (Figura 54) i podria ser
explicat per diferencies en lI'estroma dels dos models emprats, ja que els
tumors generats a partir de digerits de CP15 tenen una menor presencia

d’estroma que els obtinguts a partir de fragments de CP13 (Figura 57).
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D’altra banda, I’'Us del sistema TK/GCV potencia |'efecte antitumoral del
virus ICOVIR15 (Figura 61 a i b). Aquest fet que ja havia estat descrit
anteriorment (Jose et al., 2013), perd0 en models ortotOpics generats a
partir de linies cel-lulars i sense analitzar el seu efecte sobre les CSC. La
potenciaciéo de l'efecte antitumoral del sistema TK/GCV és deguda a que
aquest actua amplificant I'efecte del virus, ja que el metabolit toxic del GCV,
generat a l'interior de les cel-lules infectades, actua a les cél-lules veines
mitjancant el que es coneix com a efecte adjacent (Fillat et al., 2003; Trepel
et al., 2009). Aquest fenomen es déna de manera independent de la
replicacié viral, de manera que podria facilitar I'eliminacié de les cél-lules
estromals murines que el virus no pot infectar. En conseqlieéncia, sembla
que I'Us del sistema ICOVIR15-TK/GCV en pacients podria ser potencialment
meés efectiu.

D’altra banda, el potent efecte antitumoral del tractament amb el virus
AduPARE1A (Figura 61 a i b) ja havia estat descrit anteriorment en un
model subcutani generat a partir de la injeccié de la linia cel-lular tumoral
pancreatica BxPC3 (Huch et al., 2009). Aquest model és diferent a I'emprat
en aquest treball. Aixi, als models ortotopics hi ha una major preséncia
d’estroma, el qual limitaria la replicacié viral degut al seu origen muri. En
aquest sentit, cal destacar que uPAR es troba sobreexpressat a |'estroma
tumoral (Giannopoulou et al., 2007), fet que podria potenciar l'efecte
antitumoral observat in vivo en ser administrat en pacients. Finalment, la
disminucié de la formacié de tumorosferes als tumors tractats amb el virus
AduPARE1A estaria indicant que les CSC presents al tumor sén sensibles a
I'accié d’aquest virus, fet que correlacionaria amb la major expressiéo de
uPAR a la subpoblacié de CSC descrita anteriorment en altres tipus de
tumors (Gutova et al., 2007; Jo et al., 2010; Qiu et al., 2012). A més, els
resultats d’aquest experiment contrasten amb els descrits després
d’administrar en pacients amb PDAC gemcitabina, el farmac d’eleccié en per
aquest tipus de tumor, on s’‘observa un augment significatiu de Ila
subpoblacio de CSC després del tractament (Abel and Simeone, 2013). Per
tant, el tractament amb aquests virus podria evitar l‘aparici6 de
recurréncies en pacients amb PDAC.

Donats els bons resultats obtinguts amb el virus AduPARE1A, també es

va assajar l'efecte antitumoral i sobre les CSC d’aquest virus sobre un

173



Resultats i Discussio

segon model, CP13. En aquest model, tal com s’ha demostrat abans,
I'estroma és més abundant. De la mateixa manera que per al model CP15,
es van injectar 4-10° cél-lules de digerit tumoral al pancrees de 16 ratolins
atimics. Quan els tumors van arribar a un volum de 50 mm?® es van
distribuir els ratolins en dos grups de tractament (control (sali) i
AduPARE1A) i es van injectar per la vena de la cua 5-10'° vp per ratoli. La
figura 62 a i b mostra com el tractament amb el virus oncolitic AduPARE1A
aconsegueix reduir significativament el volum tumoral al final de
I'experiment. A més, aquest virus disminueix significativament la formacid
de tumorosferes (figura 62c). Per tant, en aquest model, tot i caracteritzar-
se per una major preséncia d'estroma, es torna a confirmar |'efecte
antitumoral de l'adenovirus AduPARE1A, a més de la seva capacitat per

eliminar les CSC del tumor.
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Figura 62. Efecte del tractament amb el virus oncolitic AduPARE1A
al model CP13. 31 dies després de la injeccié de 5-10'° vp del virus per
via sistémica es va mesurar el volum (A) dels tumors, aixi com la seva
capacitat per formar tumorosferes (B) al model CP13. Els resultats sén la
mitjana (n=8) + error estandard. Estadistica respecte el grup control,
essent * p<0,05. Nota: les tumorosferes obtingudes al final de
I'experiment van ser processades per I’Ana Mato, del laboratori de Terapia
Génica de I'IDIBAPS.

Els resultats obtinguts posen de manifest la idoneitat de I'Us dels
adenovirus oncolitics per al tractament del PDAC, ja que mostren un potent
efecte antitumoral i aconsegueixen reduir la subpoblaci6 de CSC, el qué
podria evitar la formacié de metastasis i I'aparicid de recidives (Sobrevals et

al., under revision).
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1. No s’ha pogut relacionar I'expressié dels marcadors de CSC CD44, CD24 i
CD133 amb una major resisténcia al tractament amb gemcitabina a les
linies cel-lulars analitzades. A més, tot i que CD44 augmenta a les cel-lules
aillades de tumors tractats amb gemcitabina, el seu Us com a marcador de
superficie no sembla adequat, ja que la seva expressid in vitro és reversible

i s’expressa tant a membrana com a citoplasma.

2. Les tumorosferes generades a partir de linies cel-lulars tumorals
pancreatiques presenten caracteristiques de CSC, com la seva capacitat per
tornar a diferenciar-se, un elevat potencial tumorigénic, un arrest del cicle a

la fase GO/G1 i resisténcia al tractament amb gemcitabina.

3. Les tumorosferes son sensibles al tractament amb [I'inhibidor tirosina-
quinasa d’'IGF-IR NVP-AEW541 i I'inhibidor tirosina-quinasa dual d’EGFR i
Her-2 lapatinib. A més, la combinacié d’aquests dos farmacs té un efecte

sinérgic en aquesta subpoblaci6.

4. L’adenovirus oncolitic ICOVIRS5 té capacitat d’infectar tant els cultius en
monocapa com les tumorosferes i la introduccié del supressor tumoral p53

potencia I'efecte citotoxic d’aquest adenovirus.

5. El tractament combinat de gemcitabina amb els anticossos monoclonals
AMGA479, inhibidor d’'IGF-IR, i AMG655, agonista de DR5, provoca una
disminucié del creixement tumoral en el model ortotopic emprat, tot i que
no s’observa una millora significativa respecte I'efecte de la gemcitabina. La
falta de potenciacié de la combinacié es pot relacionar amb I'activacié de
mecanismes antiapoptotics, aixi com amb I'activacié de les vies d’'IGF-IR i

EGFR per part de 'AMG655.

6. La resisténcia al tractament amb AMG479 in vitro es pot relacionar amb
una falta de manteniment del seu efecte a nivell molecular, a diferéencia del
de I'NVP-AEW541, al qual so6n sensibles les linies cel-lulars emprades. En

canvi, per a ’AMG655 i el lligand de DR4/DR5 rhTRAIL es distingeixen linies
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sensibles i resistents al tractament, el qué es pot relacionar amb diferéncies

en els nivells basals de DR5 i en la capacitat per activar I’'apoptosi.

7. La combinacié dels farmacs dirigits a les vies d’IGF-IR i TRAIL pot ser
d’utilitat terapéutica en cancer de pancrees, tot i que cal tenir en compte el
tipus de farmac que es combina, ja que la combinacié dels anticossos
monoclonals AMG479 i AMG655 té un clar efecte antagonic, mentre que la
inhibicio  d’IGF-IR amb NVP-AEW541 i la inducci6 de DR4/DR5 amb el

rhTRAIL té un potent efecte citotoxic.

8. L’administracio sistemica del virus oncolitic ICOVIR17K, que expressa el
gen de la hialuronidasa, no redueix els tumors generats per implantaci6
d’'un fragment tumoral, tot i presentar la biodistribucié esperada. La manca
de resposta al tractament es relaciona amb la preséncia de cél-lules murines
a I'estroma tumoral, la qual es redueix en els models obtinguts a partir de

tumors digerits.

9. La injeccié sistémica dels virus ICOVIR15-TK/GCV i AduPARE1A en
models ortotopics generats a partir d’'un digerit tumoral té un efecte
inhibidor sobre el creixement tumoral estadisticament significatiu. Aquesta
inhibicié inclou una accié sobre les CSC, ja que no augmenta la capacitat
per formar tumorosferes dels tumors tractats amb I'ICOVIR15-TK/GCV i es

redueix significativament als tractats amb I’AduPARE1A.
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Abstract

Pancreatic tumors contain cancer stem cells highly resistant to
chemotherapy. The identification of therapies that can eliminate this
population of cells might provide with more effective treatments. In the
current work we evaluated the potential of oncolytic adenoviruses to act
against pancreatic cancer stem cells (PCSC). PCSC from two patient-derived
xenograft models were isolated from orthotopic pancreatic tumors treated
with saline, or with the chemotherapeutic agent gemcitabine. An
enrichment in the number of PCSC expressing the cell surface marker
CD133 and a marked enhancement on tumorspheres formation was

observed in gemcitabine treated tumors. No significant increase in the
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CD44, CD24, and epithelial- specific antigen (ESA) positive cells was
observed. Neoplastic sphere-forming cells were susceptible to adenoviral
infection and exposure to oncolytic adenoviruses resulted in elevated
cytotoxicity with both Adwt and the tumor specific AuPARE1A adenovirus.
In vivo, intravenous administration of a single dose of AduPARE1lA in
human-derived pancreatic xenografts led to a remarkable anti-tumor effect.
In contrast to gemcitabine AduPARE1A treatment did not result in PCSC
enrichment. No enrichment on tumor spheres neither on the CD133+
population was detected. Therefore our data provide evidences of the
relevance of uPAR-controlled oncolytic adenoviruses for the elimination of

pancreatic cancer stem cells.

Keywords. Pancreatic cancer stem cells, gemcitabine, oncolytic adenovirus

Introduction

Pancreatic ductal adenocarcinoma remains one of the most aggressive
and devastating tumor malignancies with an overall 5-year survival rate of
less than 5% (Kern et al., 2011). The only potentially curative treatment is
the complete surgical resection of the tumor. Nevertheless, even after the
complete tumor resection disease progression is often described. Under
such circumstances identification of therapies that can target both bulk
cancer cells and tumor initiating cells are important in improving pancreatic
cancer treatment.

Recent work in pancreatic cancer biology has identified a distinct
subpopulation of cells termed cancer stem cell (CSC) that may represent an
integral part of the development and perpetuation of the tumor. Cells
bearing stem cell properties from human adenocarcinoma have been
defined by the expression of specific cellular markers, their self-renewal
capacity, differentiation ability and in vivo tumorigenicity. In pancreatic
cancer the subpopulations of CD44+/CD24+/ESA+ (Bednar and Simeone,
2009; Li et al., 2007; Li et al., 2009); CD133+ (Hermann et al., 2007;
Lonardo et al., 2011) or ALDH1+ (Rasheed et al., 2010) have been

identified to fulfill all these criteria. Emerging evidences indicate that
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pancreatic cancer stem cells are resistant to chemotherapy and radiation
suggesting that such cells may be the source of the virtually relapse of
pancreatic cancer (Balic et al., 2012). Therapeutic modalities leading to the
elimination of CSC are an opportunity for the effective treatment of
pancreatic cancer.

Oncolytic adenoviruses are very promising anticancer agents. They are
engineered to specifically target, replicate in and destroy cancer cells (Aghi
and Martuza, 2005; Fillat et al., 2010; Friedman et al., 2012; Short and
Curiel, 2009). Oncolytic adenoviruses targeting the abnormal Rb/pl16
pathway have been shown to be able to kill brain and breast cancer
initiating cells (Eriksson et al., 2007; Jiang et al., 2008). Furthermore,
oncolytic adenoviruses driven by the tissue-specific promoters multidrug
resistance (mdr) and cyclo-oxygenase 2 (Cox-2) have been shown to be
active in breast cancer initiating cells (Bauerschmitz et al., 2008).

Recent studies in small cell lung cancer identified cells with stem-like
properties being positive for uPAR gene expression (Gutova et al., 2007;
Qiu et al., 2012). As we have previously shown uPAR-controlled
adenoviruses are highly active in pancreatic cancer cell lines and exert
strong antitumor an anti-metastatic effects in xenogratfs (Huch et al.,
2009). In the current study we sought to explore the ability of uPAR
controlled oncolytic adenoviruses to act against pancreatic CSC (PCSC). We
used two primary patient xenograft models to characterize pancreatic
cancer stem cells and determined the effects of AduPARE1A on PCSC cells
and compared to those of gemcitabine, the most common chemotherapeutic
agent used in pancreatic cancer treatment. We found that PCSC are
susceptible to adenoviral transduction and are sensitive to adenovirus
mediated cell death by AduPARE1A oncolytic adenovirus. In vivo treatment
with a single AduPARE1A viral administration triggered significant reduction
in tumor progression. In contrast to gemcitabine treatment, AduPARE1A did
not increase the PCSC population. Thus, our results show that AduPARE1A
shows efficacy in suppressing pancreatic cancer stem cells and could be a

beneficial therapy to treat pancreatic cancer patients.

219



Apendix

Materials and methods

Preparation of single-cell suspensions from human PDAC tumors

Human CP15 and CP13 adenocarcinoma surgical samples were obtained and
implanted into the pancreas of immunodeficient mice as previously
described (Perez-Torras et al., 2011). CP15 and CP13 were selected from a
tumor platform of 11 PDAC specimens. Tumorgrafts retained original
morphology of the human primary tumor at the generations used in the
current study. To obtain single-cell suspensions, CP15 and CP13 tumor
fragments, from fresh or frozen tissue, were cut into small pieces, minced
completely and then an enzymatic dissociation was applied using 200 U/ml
ultrapure collagenase IV (Sigma, Freehold, NJ]) in DMEM-F12 medium and
incubated at 37°C for 2 to 3h. The specimens were further mechanically
dissociated every 15 to 20 min by pipetting. At the end of the incubation,
cell suspension was washed twice with DMEMF12 supplemented with 10% of
heat inactivated fetal bovine serum (FBS). Then, cells were filtered through
a 70-um filter, collected in a fresh 50-mL conical tube and adjusted to a
final volume of 15 mL per tube. In order to deplete death cells or tissue
debris, tumor cell suspension was separated by density centrifugation using
Ficoll-Paque Plus. Cell suspension and Ficoll layers were centrifuged at 500x
g for 30 minutes with the brakes turned off. Dissociated cells were
transferred to a fresh 50-mL conical tube. Fresh DMEM-F12 supplemented
with 10% FBS was added to the cell suspension to dilute it 1:3. Cells were
filtered through a 40-um filter and collected by centrifugation at 450x g for
10 minutes. The cell pellet was resuspended in 1 mL of DMEM-F12
supplemented with 0,4% FBS or in PBS/2% BSA according to the

procedure.

Human pancreatic tumor spheres formation and culture conditions

To generate tumorspheres, single-cell suspensions from CP15 and CP13
tumors were cultured in DMEM-F12 supplemented with 0,4% FBS (Gibco,
Life Technologies), 2mM L-glutamine (Gibco, Life Technologies), 10 U/ml
penicillin and 10 pg/ml streptomycin (Gibco, Life technologies), 20 ug/ml
Gentamicin (Gibco, Life Technologies), B27 1x (Gibco, Life Technologies), 5

Hg/ml Insulin (Insulin solution from bovine pancreas, 10516 Sigma-Aldrich),
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20 ng/ml of recombinant human epidermal growth factor (HUEGF,
Invitrogene, Life Technologies), 20ng/ml basic fibroblast growth factors
(bFGF, BD Bioscience) at 37°C and plated onto 24 multiwells plates (Lab-
Tek, Nunc) at a density of 5.000-10.000 cells/well. These plates were
previously coated with 10mg/ml Poly-HEMA (Sigma-Aldrich). The medium
was designhated as Tumor-Initiating Cells medium or TIC medium. Cells
were cultured in TIC medium for at least 1-2 weeks or until the appearance
of non-adherent spherical clusters. Spheres were enzymatically dissociated
(Trypsin-EDTA), and sub-cultured in TIC medium for several passages
before initiating the experimental assays. To allow differentiation,
dissociated sphere cells were plated under standard medium supplemented
with 10% FBS.

Flow cytometry analysis

Cells were resuspended in PBS 2% BSA and incubated for 30-45 min at
room temperature with the corresponding antibodies. Then samples were
washed twice with PBS 2% BSA, resuspended in PBS 2% BSA containing
DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole, Sigma) at 1 pg/ml and incubated for
15 min on ice. The antibodies used were: anti-CD133-APC (clone CD133/1
(AC133), Miltenyi Biotech), APC-H7 Mouse Anti-Human CD44 (clone G44-26
(also known as C26), BD Pharmingen™), PE Mouse Anti-Human CD24
(clone ML5, BD Pharmingen™), PerCP-Cy5.5 Mouse Anti-Human CD326
(EpCAM) (clone EBA-1, BD Pharmingen™), anti-H2K-FITC (H100-27.R55.
Miltenyi Biotech) and appropriate isotype-matched control antibodies. In all
the experiments using human xenograft tissue, infiltrating mouse cells were
eliminated by discarding H2K (mouse histocompatibility class I) cells during
flow cytometry, as previously described (Li et al. Cancer Res. 2007). Dead
cells were eliminated by using the viability dye DAPI. Flow cytometry was
done using a BD™ LSR II flow cytometer or a BD FACSCanto II (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ], USA). Data were analyzed with CELLQuest
Pro software (Becton Dickinson). GFP-positive cells were quantified by flow
cytometry (BD™ LRS II).
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Adenoviruses

AduPARE1A and AdCMVGFPLuc, have been previously described (Alemany
and Curiel, 2001; Huch et al., 2009). Adwt, the wild-type adenovirus, was
obtained from the ATCC (Manassas, VA). Replication-defective viruses and
Adwt were propagated in HEK293 cells, and the oncolytic AuPARE1A virus
was amplified in RWP1 cells. All viruses were purified by standard cesium
chloride banding. The physical particle concentration (vp/ml) was
determined by optical density reading (OD260) and the plaque forming
units (pfu/ml) were determined on HEK293 cells by the anti-hexon staining-
based method (Cascante et al., 2007). AduPARE1A and Adwt presented an

equal ratio of vp and pfu.

In vitro cytotoxicity assays

Cytotoxity assays were performed by seeding 3.000 tumor initiating
suspension cells per well in 48-well poly-HEMA coated plates and cultured in
TICM. Cells were infected with serial dilutions of AduPARE1A and Ad5wt
starting from 1x105 vp/cell to 0,001 vp/cell. Seven days later, plates were
centrifuged and washed with PBS. Cell viability was measured using the
MTT colorimetric assay. ID50 values were estimated from dose-response
curves by standard nonlinear regression (GraFit; Erithacus Software,

Horley, UK), using an adapted Hill equation.

RT-PCR

Total RNA from tumors and spheres was isolated using RNAeasy (Qiagen,
Hilden, Germany) following manufacturer’s instructions. Samples were
treated with DNAse (DNAfree, Ambion). Reverse transcription reaction was
performed to generate cDNA using a Retroscript RT Kit (Ambion). The
obtained cDNA was PCR amplified with uPAR gene specific primers (Fwd: 5'-
GCCTTACCGAGGTTGTGTGT-3"; Rv: 5-CATCCAGGCACTGTTCTTCA-3’). RT-
PCR results were confirmed by two independent RT-PCR amplifications. E1A
and uPAR expression were determined by quantitative PCR (ViaTM7, Applied
Biosystem) using SYBR Green reagent and specific primers (E1A: Fwd:5'-
ATCGAAGAGGTACTGGCTGA-3’; Rv:5-CCTCCGGTGATAATGACAAG-3’; uPAR:
Fwd: 5-GCCTTACCGAGGTTGTGTGT-3’; Rv:5'-CATCCAGGCACTGTTCTTCA-

3’). B-actin gene was used to normalize expression. B-actin specific
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primers: (Fwd: 5'-CTGGAACGGTGAAGGTGACA-3/; Rv: 5'-
GGGAGAGGACTGGGCCATT-3)

Orthotopic Human Pancreatic Cancer Xenografts

Orthotopic human pancreatic cancer xenografts were generated as
previously described (Jose et al., 2012; Kim et al., 2009). Briefly, a
laparotomy incision in the left dorsal side of the mouse was performed to
expose the spleen and the pancreas. Then, 3x10°> CP15 or 4x10°> CP13
tumor cells were injected into the pancreas of 8-week-old male athymic
nude mice (Harlan Interfauna Iberica), in a final volume of 50 ul. Abdominal
muscle layer was closed with interrupted suture and the overlying skin was
closed using Autoclips® (Stoelting Europe). Animals were randomly divided
in two groups: Saline, and AduPARE1A. Treatments were initiated when
tumors reached a tumor volume ranging from 60 to 100 mm3, measured by
dorso lateral palpation. A single dose of AduPARE1A (5-10!°vp/mouse) was
intravenously injected. To assess the effect of the treatments, animals were
euthanized 30 days after the initiation of the treatments. Pancreatic tumors
were fractioned and frozen in OCT for histological analysis (Akura Finetek,
Zoeterwoude) or in liquid nitrogen for molecular studies.

Orthotopic xenografts from pancreatic tumorspheres were generated as
previously described (Jose et al., 2012; Kim et al., 2009) by the inoculation
in the pancreas of single cell suspension after tumorsphere trypsin

digestion.

Tumor growth studies

Pancreatic tumors were measured at the end of the experiments, and
volumes were calculated according to the formula V(mm3)= 0,4 - (larger
diameter - smaller diameter?). Animal procedures met the guidelines of
European Community Directive 86/609/EEC and were approved by the Local

Ethical Committee.

Immunohistochemistry
Paraformaldehyde-fixed paraffin embedded tumors were obtained and 3 uym
paraffin embedded sections were stained with haematoxylin-eosin for

morphological analysis. Immunofluorescence was performed in frozen tissue
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sections embedded in OCT by incubating with the anti-adenovirus 2/5 E1A
antibody (sc-430, Santa Cruz Biotechnology Inc). AlexaFluor 633-labeled
goat anti-rabbit IgG antibody (Molecular Probes, Life Technologies) was
used as a secondary antibody. The nuclei were counterstained with 5 pg/ml
bis-benzimide (Hoechst 33342; Sigma) and visualized under a fluorescent
microscope (Nikon Eclipse 50i, Spain). The fluorescent images were

captured using a digital camera (Cool Cubel, MetaSystems).

Statistical analysis

Data are expressed as mean £ SEM. Statistical significance was estimated
with non pametrical U-Mann Withney test or the parametrical t-test. A P-
value of <0.05 was considered significant (*). Statistical analyses were

carried out with Prism (version 5; GraphPad software).

Results

Characterization of cancer stem cells from human pancreatic tumors

As a first step towards the evaluation of the efficacy of oncolytic
adenoviruses to eliminate cancer initiating cells in pancreatic tumors we
characterized pancreatic cancer stem cells (PCSC) in patient samples
derived from early passage human xenograft adenocarcinomas perpetuated
in the pancreas and never expanded in vitro and designated as CP15 and
CP13, (Table 1) (Perez-Torras et al., 2011). The expression of the cell
surface markers CD133, and the combination of CD24, CD44 and ESA
previously identified as characteristic of PCSC were analyzed by flow
cytometry (Hermann, Cell Stem Cell 2007, Li Cancer Res. 2007). Because
an enrichment of CSC has been reported to occur upon chemotherapeutic
treatments (Mueller, Gastroenterology 2009, Hindriksen Cancers 2012), the
study was performed in untreated xenografts and in xenogratfs from mice
that received a weekly dose of gemcitabine (160 mg/Kg) for five weeks
(Fig. 1A). Gemcitabine treatment slowed tumor growth progression in both
CP15 and CP13 models although statistically significant effects were only
observed in CP15 tumors (Fig. 1B). Two weeks after the last gemcitabine
dose stem cell markers were analyzed. Flow cytometric quantification of

CD133 in dissociated tumor xenografts revealed noticeable differences in
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the two tumors, CP15 presented 37% of cells positive for the CD133 marker
whereas 61% of CD133™ cells were detected in CP13. A significant increase
in the number of CD133" cells was observed in both CP15 and CP13 tumors
upon treatment with gemcitabine (Fig. 1C). When examining the expression
of CD24 CD44 and ESA cell surface marker combination, 0.6% and 1.1% of
cells expressed the CD24*CD44*ESA* combination in CP15 and CP13
tumors respectively. Gemcitabine treatment showed a tendency to increase
the frequency of the CD24*CD44*ESA* population in both CP15 and CP13
tumors (Fig. 1C). These data show that xenografts from CP15 and CP13
patient 11 samples express cell surface markers of PCSC that are enriched
upon a gemcitabine treatment.

Another well defining trait of cancer stem cells is their ability to grow in
vitro as anchorage-independent colonies termed tumorspheres. In the
current work we evaluated the capacity of isolated cells from CP15 and
CP13 xenografts to grow as spheres and we measured the number and size
of the spheres after the first and the fifth passage. Both tumors were
successfully expanded to form tumorspheres and stably propagated for at
least 20 passages. Comparing features in the tumorspheres of the two
tumors, no differences were observed in the size of tumorspheres although
a higher number of spheres was observed in CP13 both in the first and the
fifth passage. Consistent with an enrichment of PCSC upon gemcitabine
treatment, the number and size of spheres was larger in tumorspheres
expanded from gemcitabine treated xenografts. Differences were more
remarkable in CP-15 tumors (3.8-fold increase in sphere number, 6.3-fold
increase in the sphere size) (Fig. 2A). To further analyze if the
tumorspheres exhibited the properties of stem cells we tested for their
capacity to differentiate and to recapitulate the phenotype of the original
tumor. Tumorspheres plated in standard medium displayed an epithelial
phenotype typical of pancreatic cancer cell lines (Fig. 2B). Of notice the
injection of single cell suspensions of tumorspheres into the pancreas of
immunodeficient mice generated tumors that histologically resemble CP15
and CP13 patient’s primary tumors with an early passage in nude mice (Fig.
20).
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Targeting cancer initiating cells with oncolytic adenoviruses

We tested the capacity of adenoviruses to transduce pancreatic cancer
stem cells. Tumorspheres from CP15 and CP13 xenografts were infected
with AACMVGFPLuc reporter adenovirus and GFP expression was analyzed
at different time-points. GFP expression was already evident at 24h post-
transduction and three days later more than 80% of the cells were positive
for GFP (Supplementary Fig.1). To evaluate the 12 sensitivity of PCSC to
adenoviral mediated lytic cell death, tumorspheres were incubated in the
presence of different viral doses of wild type adenovirus (Adwt) and the
AduPARE1A oncolytic adenovirus. A substantial cell killing effect was
observed in tumorspheres after Adwt and AduPARE1lA infection showing
similar cytotoxicity in CP15 (ID50: 104+15.42 Adwt, 108+15.01
AduPARE1A). CP13 tumorspheres displayed higher sensitivity to adenoviral
cytolysis (ID50: 71,72+14,7 Adwt, 55,19+7,74 AduPARE1A) (Fig. 3A). The
increased sensitivity in CP13 vs CP15 was of 2.0-fold in AduPARE1A infected
cells. This was in line with an increased expression of the uPAR gene in
CP13 tumorspheres (Fig. 3B).

AduPARE1A oncolytic adenoviruses treatment does not spare
pancreatic cancer stem cells

To test the effect of AuPARE1A therapy in a clinically relevant setting, a
single dose of AduPARE1A 5x10%° vp/mice was i.v. injected into mice
bearing CP15 or CP13 tumors in the pancreas (Fig. 4A). Tumor volume was
measured at the end of the experiment on day 30 after treatment was
initiated. AduPARE1A treatment significantly inhibited both CP15 and CP13
tumor growth (Fig. 4B). Evidence of viral replication was observed in
treated tumors as shown by the expression of E1A (Fig, 5C, 5D). Current
observations were limited to 30-days post-treatment due to the presence of
lifethreatening tumors in the CP15 control group. However, the detection of
E1A gene expression in treated tumors suggests that AduPARE1A
antitumoral effects could be more extensive if followed long term.

Having shown that gemcitabine treatment significantly increased the
percentage of CD133" cells and the number and size of tumorspheres from
CP15 and CP13 treated tumors (Fig. 1C, 2A), we determined the effects of
AduPARE1A treatment on the content of CD133" cells and in tumorsphere
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formation capacity. Interestingly, in contrast to gemcitabine we did not
identify any enrichment in the CD133" cell population neither in CP15 nor in
CP13 (Fig. 5A). Moreover AduPARE1A treated 13 tumors showed a tendency
to form less tumorspheres than saline injected tumors in CP15 and a
significant smaller proportion of tumorspheres were formed in CP13 treated
tumors, at the passage analyzed (Fig. 5B).

These data indicate that AduPARE1lA triggers a strong antitumoral
response in pancreatic tumors and does not enrich tumors on cancer stem

cells.

Discussion

Recent studies in cancer therapy favor the idea that the disconnection
between response rates and overall survival may rely in the failure to
effectively targeting CSC populations. Furthermore survival of these long-
lived cells in the presence of toxic compounds might facilitate for additional
mutations and increased resistance. In the present study we have
characterized PCSC from two patient-derived tumors and shown that,
although gemcitabine treatment induced partial antitumor response, it lead
to an increase in cells showing CSC-like properties. In contrast, a
therapeutic approach based on the single intravenous administration of
AduPARE1A oncolytic adenovirus triggered remarkable anticancer effects
with no increase in the PCSC pool.

In agreement with previous observations we demonstrate an enrichment
in the CD133 population by gemcitabine treatment, but not in the CD24,
CD44, ESA positive-cells, suggesting that cancer stem cell chemoresistance,
at least with gemcitabine, might differentially affect the PCSC repertoire
(Mueller et al., 2009; Venkatesha et al., 2012). Gemcitabine treatment also
increased the number of neoplastic sphere-forming cells and the size of the
tumorspheres. To validate the tumorigenic potential of tumorspheres we
demonstrate that the tumorspheres injected directly into the mouse
pancreatic tail result in tumor formation that histologically resemble the
morphology of an early passage patient derived xenograft. These results
support that tumorsphere derived from CP15 and CP13 tumors retain the

features of tumor initiating cells in the pancreatic niche. All together, these
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suggest that gemcitabine treatment enriches in neoplastic cells with
features of PCSC, in both CP15 and CP13 tumors.

Oncolytic adenoviruses seem like ideal candidates to target cancer
initiating cells because they are cytotoxic and are not subject to the typical
mechanisms of drug resistance, such as drug efflux pumps and defective
apoptotic signaling. Indeed, 15 studies with oncolytic adenoviruses in breast
and brain tumors suggest that they may be effective against CSC (Alonso et
al., 2012; Bauerschmitz et al., 2008; Jiang et al., 2007). These viruses are
often generated on the basis of its tumor selectivity to improve control of
viral replication, resulting in diminished toxicity. The use of tissue specific
promoters preventing the expression of E1A in non-target tissues is a useful
strategy.

Here we show that uPAR promoter controlled adenoviruses are able to
kill neoplasticsphere forming cells in vitro with a similar or even with higher
efficacy than wild type adenoviruses. This is consistent with the observation
that these cells endogenously express the uPAR gene, suggesting that the
transcription factors acting on the regulatory sequences of the uPAR gene
are present in the target cells and can activate the uPAR promoter.
Importantly in vivo, AduPARE1A treated tumors were much smaller than
mock-treated tumors, and had a similar proportion of CD133* cells, and a
smaller capacity to generate tumorspheres. This is in contrast to what was
observed in gemcitabine treated tumors, where we observed an enrichment
in the CD133 population and an increase in tumorsphere number and size.
The fact that the in vivo effects of AduPARE1A treatment on the CP15 and
CP13 PCSC population showed decreased sphere formation but no
significant changes in the percentage of CD133* cells may indicate that
additional PCSC present in tumorspheres, not detected by CD133 positivity,
would be sensitive to AduPARE1A treatment. This highlights the need to
investigate for additional PCSC cellular markers as better predictors of
AduPARE1A response.

Nevertheless, our data suggest that AduPARE1A might be able to Kill
PCSC in vivo, similarly to what was seen in vitro and this can be appealing
for pancreatic cancer treatment. Interestingly, a subpopulation of uPAR
positive cells has been identified in small cell lung cancer cell lines, derived

from lung and from bone marrow and brain metastasis, that possess multi-
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drug resistance and clonogenic activity (Gutova et al., 16 2007). uPAR
positive cells identified in the small cell lung cancer H466 were capable of
forming spheres and efficiently formed transplantable tumors (Qiu et al.,
2012). uPAR signaling has also been reported to induce cancer stem cell like
properties in breast cancer cells (Jo et al., 2010). Recently, it has been
shown that uPAR is important in the mantainance of stem cells and is highly
espressed in glioma initiating cells. The regulation of malignant stem-cell
renewal was proposed to be through the activation of several components
of the hedgehog pathway (Gopinath et al., 2013). Moreover, a recent study
provides evidences of mutual regulation mechanisms among uPAR and
beta-catenin signaling in cancer stemness in medulloblastoma (Asuthkar et
al., 2012). Although there are no specific data on uPAR signaling in
pancreatic cancer stem cells, in the present work we show that
tumorspheres from both CP15 and CP13 tumors highly express the uPAR
gene, supporting a role of uPAR in pancreatic CSC biology as well as the
activity of the uPAR promoter in the PCSC population.

Taken together, these results indicate that uPAR promoter is active in
pancreatic cancer stem cells and uPAR-controlled oncolytic adenovirus, on
top of eliminating pancreatic epithelial cancer cells, as we have previously
reported (Huch et al., 2009) are able to kill neoplastic cells with PCSC
properties in vitro. Moreover the antitumor effects of AduPARE1A and the
lack of enrichment in PCSC features of treated tumors support the in vivo

killing of pancreatic cancer stem cells.
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Figure Legends

Figure 1. Analysis of pancreatic cancer stem cell markers in CP15
and CP13 patients derived xenografts treated with gemcitabine. A)
Schematic representation of the treatment protocol. B) Analysis of the
pancreatic tumor volumes (mm?3) 6 weeks after treatment was initiated
(n=7, CP15; n=4, CP13). C) Flow cytometry quantification of CD133 cancer
stem cell marker (Left) and the percentage of CD24 CD44 ESA positive cells
(Right) in dissociated treated tumors xenografts (n=4). *p<0.05,
**p<0.01.

Figure 2. Analysis of tumorspheres from CP15 and CP13 patient
derived xenografts treated with gemcitabine. A) Images of
tumorspheres from CP15 and CP13 treated tumors formed from isolated
cells that grew as anchorage-independent colonies. Quantification (number)
and volume (mm?) of tumorspheres formed from the CP13 and CP15
treated tumors at passages 1 and 5 (Bar graphics) (n=6). B) Images of
CP15 and CP13 tumorspheres plated in TIC medium or standard medium.
C) Hematoxylin and eosin staining of pancreatic tissue sections from CP15
and CP13 xenografts (Left) or from CP15 (n=3) and CP13 (n=3) isolated
tumorspheres injected into the pancreas of immunodeficient mice (Right).
Scale bars 100um. *p<0.05, **p<0.01.

Figure 3. In vitro cytotoxic effects of AduPARE1A oncolytic
adenovirus in CP15 and CP13 tumorspheres. A) Schematic
representation of AuPARE1A and Adwt adenoviruses. MTT viability assay of
CP15 (Left) and CP13 (Right) tumor spheres. A total of 3-10° cells/well were
plated in triplicate and infected with a dose range of 103 to 10° MOIs of
Ad5wt or AduPARE1A. Cell viability was measured 7 days later and is
expressed as the percentage of absorbance of treated wells compared with
that of mock-infected cultures. Dose-response curves and ID50 values were
obtained by a standard no linear model based on the Hill equation. Data
show a representative experiment (n=3). B) RT-PCR analysis of uPAR gene
expression in CP15 and CP13 tumors and tumorspheres. B-actin was used

as control for gene expression. Representative images and gRT-PCR.
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Figure 4. In vivo antitumor effects of AduPARE1A oncolytic
adenovirus in CP15 and CP13 orthotopic tumors. A) Schematic
representation of the treatment protocol applied in orthotopic tumors
derived from CP15 or CP13 single cells suspe nsion ofpancreatic xenograft.
AduPARE1A (5-10'%p) or saline solution were intravenously administered to
mice bearing CP15 or CP13 tumors in the pancreas (n=12, n=7) or (n=8§,
n=8) respectively. B) Pancreatic tumor volumes (mm?) in saline and treated
tumors 30 days after virus injection are plotted as indicators of antitumor
effect. C) gPCR analysis of adenoviral E1A gene expression in RT-PCR
samples from CP15 treated tumors. B-Actin was used as reference gene for
normalization (n=4). D) Anti-E1A immunofluorescence of CP15 tumors 30
days after i.v. administration of AduPARE1A (5-10%°vp) or saline solution.

Two tumors of each group are shown. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005.

Figure 5. Analysis of pancreatic cancer stem cell features in CP15
and CP13 patient derived xenografts treated with AduPARE1A. A)
Flow cytometry quantification of CD133 positive cells in CP15 and CP13
tumors, 30 days after i.v. administration of AduPARE1A (5-10'°p) or saline
solution (n=6). B) Quantification of the number of tumorspheres grown as
anchorage-independent colonies from CP15 and CP13 saline (n=7) and
treated tumors (n=7, n=6) respectively 22 days after plating. CP15

tumorsphere representative images (Right). Scale bars 100um.
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Figure 1.

A Pancreatic orthotopic tumors
CP13 and CP15 tumor
fragments (20mg)

v Y VY Y VvV v v
0 2 3 4 5 6
Time (Weeks)

Gemcitabine 160mg/kg Sacrifice

2000+ =

:

:

Tumor volume (n‘ms]
2
[=]
<

Tumor volume (n'ms]
g
1

-
L
.

el . .
500 —— 500
0 T T 0 T T
Saline Gemcitabine Saline Gemcitabine
CP15 CP13

+

60+ 3 Saline % 3 Saline
+ * EE Gemcitabine w El Gemcitabine
& :
8 404 7]

3

* 8

20- =

o

CP15 CP13

235



Apendix

Figure 2.
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Figure 3.
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Figure 4.
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Figure 5.
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Table 1.
Table 1. Patient tumor data
Model Tumor Nodal  Peri 1 Vi | M tatic  Histological k-Ras  p16 p53
Staging Invasion Invasion Invasion Recurrence Features codon12 loss exons4to9
CP13 T2N1 2121 1 ] LFU Well defined yes yes ExonS
glands
CP15 T3N1 15/28 1 1 lymph Irregular yes yes wit
nodes, liver, glandular
suprarenal pattern

LFU: lost of follow up
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Supplementary Figure 1.
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Supplementary Figure 1. GFP expression of CP15 and CP13 derived
tumorspheres transduced with the reporter adenovirus
AdCMVGFPLuc. A) Schematic representation of the reporter adenovirus
AdCMVGFPLuc. Images of GFP expression of CP15 tumor spheres
transduced with AACMVGFPLuc (100 MOIs) at different time points. C) Flow
citometry quantification of GFP positive cells in CP15 and CP13 tumor
spheres cells at 72h after transduction with AACMVGFPLuc (100 MOIs).
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