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El cancer de pulmdn (CP) es la principal causa de fallecimiento por cancer en todo el
mundo, debido principalmente a la deteccidén tardia de la enfermedad y la carencia de
terapias efectivas. Pese al avance en los uUltimos anos de las terapias dirigidas, como los
inhibidores tirosina quinasa (ITQs) de EGFR de primera y segunda generacion (erlotinib
y gefitinib), que han proporcionado un beneficio importante para un grupo de pacientes
con CP no microcitico (CPNM) con mutaciones activadoras en EGFR, los pacientes han
mostrado con el tiempo resistencia a los tratamientos debido a nuevas mutaciones en
EGFR, como la mutacién T790M. Inhibidores de tercera generacidon, como el osimertinib,
superan esta barrera, a pesar de que con el tiempo los pacientes también recaeradn de
nuevo. Gran parte de los pacientes muestran también signos de activacion de la
transicion epitelio-mesenquimal (TEM), un programa transcripcional caracterizado por
la represion de E-cadherina (CDH1) debido a la unidn a su promotor de factores de
transcripcién de la TEM (FTs-TEM). El proceso de la TEM esta involucrado en la
migracion, invasion, metastasis en el cancer y la resistencia a farmacos antitumorales.
La TEM provoca transiciones reversibles entre diferentes estados celulares a través de,
entre otros procesos, mecanismos epigenéticos. Por ello, el objetivo general de la
presente tesis es identificar genes, que se regulen por mecanismos epigenéticos, y que
tengan un papel clave en la resistencia a los ITQs en el CPNM mediada por la TEM. Para
ello, se realizd un analisis 6mico, combinando el epigenoma con datos de
transcriptomica y de sensibilidad/resistencia para una gran bateria de farmacos,
poniendo especial interés en los farmacos gefitinib, erlotinib y afatinib. Obtuvimos un
listado de 41 genes que tenian en comun la metilacion diferencial con respecto a la
sensibilidad a estos ITQs de EGFR, y entre los que se encontraba GRHL2 hipometilado y
sobreexpresado en las lineas de CPNM sensibles a los ITQs. GRHL2 es un factor de
transcripcidn que mantiene el estado epitelial de la célula en multiples tejidos, viéndose
alterado con la TEM en diferentes tipos de cancer. La funcién de GRHL2 parece ser
controvertida actuando como inductor de la proliferacidn celular o ejerciendo el papel
de gen supresor de tumores, dependiendo del tipo de cancer en el que se estudie. Por
esta razon se necesitan mas estudios para descubrir cudl seria el papel del gen GRHL2
en el CP. Los estudios funcionales, in vivo e in vitro, de la inhibicion y la sobreexpresién

del gen en lineas celulares de CPNM sensibles y resistentes a los ITQs de EGFR, han
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mostrado su implicacion en la respuesta a terapias anti-EGFR y su papel prondstico en
el CPNM. Viéndose involucrado en procesos como la activacién de la TEM, la
proliferacidn, la migracion, la resistencia adquirida a los ITQs mediada por la TEM vy la

metastasis en el CPNM.

XXI



Introduccion







1. Cancer

El término “cancer” no comprende sélo una enfermedad, sino que agrupa un amplio
grupo de patologias con distintos factores de riesgo y caracteristicas epidemioldgicas,
fenotipicas y genéticas diversas y que se puede originar en cualquier tipo celular u
organo del cuerpo humano (Sporn, 1991) («SEER Training Modules, Module Name. U. S.
National Institutes of Health, National Cancer Institute. Day Month Year»). Cada una de
estas enfermedades muestra alteraciones moleculares y celulares especificas y por
tanto podrian definirse tantos tipos de canceres como enfermos, pero en general se
agrupan por el tejido donde se originé.

Theodor Boveri, hace ya mas de un siglo, propuso que una constitucion anormal de los
cromosomas, asi como las alteraciones cromosémicas, pueden causar la divisidon
descontrolada de las células llevando a promover el cancer (Boveri, 1902). Si ajustamos
esta definicion a la actualidad, el cdncer podria considerarse principalmente una
enfermedad genética, en la cual las células tumorales han ido obteniendo cambios o
mutaciones que han afectado a su secuencia de ADN (acido desoxirribonucleico). Estos
cambios son responsables de la adquisicidn de ciertas caracteristicas que provocan que
las células tumorales sean capaces de adquirir una mayor capacidad de proliferacién y
supervivencia que supone una ventaja frente a las células colindantes. (Holland &
Cleveland, 2009).

Los factores etioldgicos son la contribucidon cuantitativa entre factores ambientales
cancerigenos, que aumentan el riesgo de padecer cancer al exponerse a estos
componentes, ya que se pueden introducir alteraciones genéticas durante la copia del
ADN en las células somaticas. Los factores etiolégicos que provocan mutaciones
somaticas todavia son objeto de discusidn. Se dividen en dos grupos, aquellos que
pueden evitarse como el tabaco o la exposicidn al sol y aquellos que no pueden evitarse
como el envejecimiento. Diferentes ensayos epidemioldgicos han estudiado, a lo largo
de los ultimos anos, el papel de los factores ambientales y la notabilidad de la herencia
genética se ha sefialado en los estudios con gemelos y la predisposicién al desarrollo de
ciertos canceres por la exposicidn a estos factores ambientales y genéticos (Wei et al.,

2010).



Los errores en la replicacidon del ADN juegan un papel importante en la aparicidn de estas
alteraciones, considerando que el 23% de las mutaciones genéticas se atribuyen a los
factores ambientales (siendo mas de un 60% en diferentes tipos de cancer como el de
pulmdn, eséfago o piel), el 5% de estas mutaciones se deben a la herencia genética y el
66% a los errores de replicacion (Tomasetti et al., 2017).

Las mutaciones somaticas en el cdncer se pueden clasificar, dependiendo de los efectos
gue tienen sobre el desarrollo de la enfermedad, en mutaciones conductoras y
pasajeras. Las mutaciones conductoras proporcionan una ventaja adaptativa en el
crecimiento tumoral a las células cancerosas durante la evolucién del tumor. Las
mutaciones pasajeras se llaman asi porque el impacto no tiene consecuencias
funcionales durante la division celular y por tanto no afectan a la progresién del tumor
(Martinez-Jiménez et al., 2020).

Las mutaciones conductoras pueden afectar a un gen que regula el crecimiento normal
de las células y que como consecuencia de la mutacion se activa permanentemente,
estos genes reciben el nombre de protooncogenes. Sin embargo, cuando afecta a un
gen que como consecuencia a la mutacion provoca una pérdida de funcién, hablando
en este caso de un regulador negativo, reciben el nombre de mutaciones inactivadoras

(Pleasance et al., 2010).

1.1. Caracteristicas funcionales del cancer

Tal y como se ha comentado en la seccién anterior, el cdncer se caracteriza por la
proliferacién anormal de las células y la habilidad para invadir y metastatizar distintas
partes del cuerpo. Hanahan y Weinberg, definieron los rasgos por los cuales las células
normales adquieren una serie de capacidades para su transformacién en células
tumorales malignas. Inicialmente, en el aino 2000, identificaron 6 funcionalidades que
diferenciaban las células normales de las tumorales. Estas propiedades incluian la
habilidad del cancer de evadirse de la apoptosis, la insensibilidad de los supresores de
crecimiento, la desregulacidn de las sefiales de crecimiento, la angiogénesis tumoral, la
replicacion descontrolada y la habilidad de invadir tejido y metastatizar (Hanahan &
Weinberg, 2000). Durante el afio 2011, afiadieron nuevas caracteristicas a la lista que

comprendian, la desregulacion epigenética de las células, los mecanismos para evitar la



destruccion inmune, la inestabilidad genética y las mutaciones que promueven la
inflamacién (Hanahan & Weinberg, 2011). Finalmente, en el afio 2022 también
realizaron una actualizacidn de 4 caracteristicas mas que complementan la lista; el
desbloqueo de la plasticidad fenotipica, la reprogramacion epigenética no mutacional,
microbiomas polimérficos y células senescentes (Figura 1) (Hanahan, 2022). A

continuacion, describiremos brevemente cada una de ellas:
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Figura 1. Caracteristicas funcionales adquiridas por las células tumorales en la mayoria de los
cdnceres. Adaptado de Hanahan, 2022.

. Activaciéon y mantenimiento de las sefiales de proliferacion (Hanahan & Weinberg,
2000) . Esta es una de las caracteristicas principales de las células tumorales. En las
células normales la produccién y transduccién de las sefiales de proliferacion se
encuentran muy controladas. Sin embargo, en las células tumorales las sefales
promotoras del crecimiento que aseguran la homeostasis celular se ven alteradas.
Existen dos maneras distintas por las cuales las células tumorales secretan los factores
de crecimiento: autocrina y paracrina. En la autocrina, la sefializacién se produce en las
mismas células que lo secretan y en la paracrina, afecta a las células colindantes. Estas
funciones las llevan a cabo para intentar movilizar las células normales del estroma

tumoral, ampliar los niveles de los receptores de los factores de crecimiento y activar a



través de mutaciones activadoras los receptores o los componentes de rutas de
sefializacion de interés.

. Evasion de senales antiproliferativas (Hanahan & Weinberg, 2000). Las células
tumorales soportan sefales inhibitorias que podrian detener su crecimiento. Las
principales vias involucradas en este tipo de sefiales son la autofagia y la apoptosis, las
cuales pueden conducir a la muerte celular y la reduccién del crecimiento tumoral. La
autofagia es un proceso de renovacién que promueve la supervivencia de las células
tumorales para poder sobrevivir al estrés microambiental y aumentar el crecimiento y
la agresividad. El proceso estd regulado por las vias mTOR/AMPK/PI3K/MAPK. La
apoptosis o muerte celular programada puede inducirse mediante la activacion de
receptores de muerte como Fas, TNFaR, DR3, DR4 y DR5. En condiciones fisioldgicas
estos programas pueden estar regulados por genes supresores de tumores. Los mas
conocidos en el cancer humano, que frecuentemente se encuentran inactivados son
TP53, RB1 y el factor de crecimiento transformante beta 1 (TGFf1) (Burkhart & Sage,
2008). Por un lado, p53 se inactiva en la mayoria de los canceres, regula negativamente
el ciclo celular y estd envuelto en la estabilizacién gendmica y la angiogénesis, recibiendo
informacién del estrés y otras alteraciones como el dafio al ADN que ocurren en el
interior celular (Wang et al., 2018). Por otro lado, RB1 (proteina del retinoblastoma) se
considera un gen supresor tumoral clasico, la proteina que codifica este gen también es
un regulador negativo del ciclo celular, pero al contrario de p53, es el encargado de
recoger las sefiales inhibitorias cuya procedencia viene del exterior celular (Wang et al.,
2018). Finalmente, las células cancerigenas son capaces de evadir el efecto proliferativo
de otro gen supresor tumoral como es TGFfB1. TGFf1 participa en muchos procesos
celulares, incluido el crecimiento celular, la supervivencia, la diferenciacién, la migracién
y la apoptosis. Las células tumorales consiguen redirigirlo hacia la activacion de la
transiciéon epitelio-mesenquimal (TEM, del cudl hablaremos en apartados posteriores)
una vez ha progresado la carcinogénesis (Wang et al., 2018).

. Activacion del proceso de invasion y metdstasis (Hanahan & Weinberg, 2000). La
metadstasis es la principal causa de muerte en los pacientes que han desarrollado un
cancer. A menudo, en el caso de los tumores primarios, las células pueden adquirir la

capacidad de propagacién e invasidon a otros organos del cuerpo, ya sea por via



sanguinea o linfatica y como resultado llegando a metastatizar. Cuando alguna de las
células tumorales llega a un nuevo érgano puede ser capaz de originar un tumor
secundario, a lo que se denomina colonizacién, o por el contrario, también puede ocurrir
gue se mantenga en estado de latencia durante afos y que llegue a formar metdstasis
incluso afos después de la eliminacién del tumor primario (Jiang et al., 2015).

. Potencial replicativo ilimitado (Hanahan & Weinberg, 2000). Las células normales
tienen un numero limitado de replicaciones, estos limites los marca la entrada en
senescencia de la célula o una crisis en el crecimiento celular que concluye en la muerte
celular. Una de las marcas distintivas del cdncer es inducir la inmortalidad replicativa de
las células, obteniendo asi un potencial replicativo ilimitado. Las células tumorales
consiguen esta capacidad replicativa ilimitada incrementando la produccion de la
enzima telomerasa y aumentando asi las mutaciones protumorales, o bien activando la
via de alargamiento alternativo de los telémeros.

Induccién de la angiogénesis (Hanahan & Weinberg, 2000). La angiogénesis es un
término que describe la formacién de nuevos vasos sanguineos y linfaticos a partir de
una vasculatura persistente. Esta accién permite a las células tumorales adquirir un
sustento en forma de nutrientes y oxigeno y evacuar los desechos metabdlicos, jugando
un papel crucial en el proceso de génesis del tumor. Proteinas como el factor vascular
derivado del endotelio (VEGF), que es secretado en el microambiente tumoral, es uno
de los principales factores inductores de la angiogénesis tumoral (Saman et al., 2020).
Resistencia a muerte celular (Hanahan & Weinberg, 2000). Las células cancerigenas
tienen la funcion de evitar la apoptosis, que es el mecanismo que programa la muerte
celular una vez que las células estdn dafiadas. Normalmente, la apoptosis ayuda a
mantener un organismo sano a través del crecimiento y desarrollo, manteniendo el
tejido corporal al eliminar las células infectadas o dafiadas. Pero las células cancerosas
no siguen este proceso. Las células cancerosas pueden alterar los mecanismos que
detectan el dafio, impidiendo la sefializacidn adecuada y la activacién de la apoptosis.
Las células cancerosas también pueden introducir defectos en la propia sefializacion o
en las proteinas involucradas en la apoptosis, para evitar la apoptosis adecuada (ElImore,

2007).



7. Promocion de la inflamacion (Hanahan & Weinberg, 2011). Las respuestas
inflamatorias tienen un papel importante en las diferentes etapas del desarrollo del
tumor, desde el inicio a la progresion. La inflamacidn crénica puede causar dafio en el
ADN, vy, por tanto, puede promover el cancer. Ademas, seria una ventaja evolutiva para
aquellas neoplasias que toleraran cierto grado de muerte celular a causa de necrosis, ya
gue podrian movilizar células inflamatorias que estimularian el crecimiento de las
células tumorales (Crusz & Balkwill, 2015; Grivennikov et al., 2010).

8. Evasion de la destruccion inmunoldgica y resistencia a la muerte celular (Hanahan &
Weinberg, 2011). La muerte celular programada la utiliza el sistema inmunoldgico para
mantener la homeostasis tisular, sirviendo como barrera natural frente al desarrollo
tumoral. Algunas células tumorales son capaces de adaptar sus mecanismos para evadir
el sistema inmunoldgico del huésped, limitando o evitando la apoptosis. La forma mas
comun que tienen las células tumorales de hacerlo es la pérdida la funcién del gen
supresor de tumores TP53, evitando asi el sensor mas importante de la induccién de la
apoptosis. Ademas, otra manera que tienen los tumores de evitar la apoptosis es
aumentando la expresiéon de los reguladores antiapoptéticos (BCL-2, BCL-XL) y
regulando la disminucion de los factores proapoptéticos (BAX, BIM, PUMA) (Adams &
Cory, 2007). En los ultimos afos, ha cobrado gran interés el estudio de como el
microambiente tumoral es capaz de modular el sistema inmune (Pandya et al., 2016).
Recientes investigaciones sobre la relacion entre el sistema inmune y el cancer revelan
mecanismos moleculares mediante los cuales las células neoplasicas se benefician de
algunos receptores de los linfocitos T, con funciones inhibitorias de la respuesta
citotdxica, para conseguir defenderse del ataque inmune. Los linfocitos T citotdxicos que
son capaces de infiltrarse en el microambiente tumoral (TILs), son inhibidos por sefiales
producidas por las células cancerosas (como PD-L1, el ligando del receptor 1 de la
muerte celular programada (PD1)). Esto esta relacionado con el escape inmunitario de
los tumores, que ha permitido el desarrollo de nuevas terapias dirigidas a reactivar la
actividad antitumoral de linfocitos T citotoxicos. Este mecanismo de evasidn esta siendo
estudiado como una diana para las inmunoterapias que se han desarrollado
recientemente y que han alcanzado importantes respuestas en tumores de mal

prondstico. Diferentes estudios han identificado ya dianas como PD-1y sus ligandos PD-
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L1 y el Ligando 2 de muerte celular programada 1 (PD-L2), cuya funcién primaria es
limitar la capacidad efectora de los linfocitos frente a los que se han disefiado
anticuerpos monoclonales, capaces de desbloquear la respuesta inmunitaria. El uso de
estos farmacos llamados inhibidores de control inmunitario (ICI) supone un gran avance
en la inmunoterapia (Keir et al., 2006).

Inestabilidad genética y mutabilidad (Hanahan & Weinberg, 2011). Debido a la
proliferacién asociada a las células cancerigenas, hay una tendencia a incrementar
cambios gendmicos y mutaciones que afectan a genes que regulan la division celular y
la supresién tumoral provocando inestabilidad gendmica. Una elevada mutabilidad seria
provocada por una sensibilidad a los agentes mutagénicos que impediria el
funcionamiento normal de la maquinaria de reparacidn del genoma, teniendo TP53 un
papel clave conservando la estabilidad gendmica. Asimismo, se pueden producir
modificaciones epigenéticas que pueden provocar un cambio en los niveles de proteinas
funcionales, afectando a la integridad gendmica, permitiendo reordenamientos
cromosomicos que conducen a una inestabilidad cromosdmica, que se asocia a la
pérdida del ADN telomérico en muchos tumores (Artandi & DePinho, 2010; Jeggo et al.,
2016; Negrini et al., 2010).

Desregulacion del metabolismo energético (Hanahan & Weinberg, 2011). Las células
cancerigenas invierten mucha energia en su crecimiento, por lo que activan unas vias
metabdlicas diferentes a las células sanas. Las células utilizan glucosa como fuente de
energia, se metaboliza por glucdlisis y resulta en la creacién de piruvato. En las células
normales que tienen niveles de oxigeno habituales, gran parte de ese piruvato ingresa
en las mitocondrias, donde es oxidado por el ciclo de Krebs para generar el ATP
(adenosin trifosfato) y satisfacer las demandas de energia de las células. No obstante,
en las células cancerosas gran parte del piruvato se aleja de las mitocondrias para crear
lactato a través de la accidn de la enzima lactato deshidrogenasa, un proceso que se
relaciona con el estado de bajo oxigeno. A diferencia de la glucdlisis mitocondrial, la
produccién de lactato en presencia de oxigeno se denomina glucélisis aerdbica o efecto
Warburg (Warburg et al.,, 1927). Varias vias de sefializacién contribuyen al efecto
Warburg y otros fenotipos metabdlicos de las células cancerosas. Como consecuencia,

el consumo de glucosa ha sido muy util en la clinica para desarrollar la tomografia de
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emisién de positrones mediante '®F-desoxiglucosa (FDG-PET o F-PET). Esta técnica
consigue detectar aquellos tejidos que tienen un consumo de glucosa elevado. Ademas
de este proceso, las células cancerosas también utilizan varios procesos clave para
aumentar su crecimiento y seguir replicandose, como el aumento de glicdlisis y el uso
de la glutamina para promover la proliferacién celular (Maximchik et al., 2016).
Reprogramacion epigenética no mutacional (Hanahan, 2022). La caracteristica
habilitadora de la inestabilidad y mutaciéon del genoma (ADN) es un componente
fundamental de la formacion y patogénesis del cancer. Independientemente de la
regulacién del genoma, se ha argumentado la evidencia creciente de que alteraciones
epigenéticas analogas pueden contribuir a la adquisicion de capacidades distintivas
durante el desarrollo del tumor y la progresion maligna. El concepto de regulacién
epigenética no mutacional de la expresidn génica estd bien establecido como el
mecanismo central que media en el desarrollo embrionario, la diferenciacién vy la
organogénesis. En los ultimos afos, ha habido un mayor nimero de datos cientificos
gue respaldan la propuesta de que alteraciones epigenéticas analogas puedan
contribuir a la adquisicién de capacidades distintivas durante el desarrollo del tumor y
la progresién maligna. Como, por ejemplo, mecanismos ambientales de reprogramacion
epigenética, la heterogeneidad regulatoria epigenética y la regulacion epigenética de los
tipos de células estromales que pueblan el microambiente tumoral.

Microbiomas polimérficos (Hanahan, 2022). La microbiota es el conjunto de
microorganismos que se encuentra viviendo simbidticamente en nuestro cuerpo. El
microbioma humano es un ecosistema pequeiio que se aloja tanto en los tejidos del
cuerpo expuestos al ambiente externo como la epidermis, asi como en las mucosas
internas, del tracto gastrointestinal, pulmén, mama y el sistema urogenital. Para el
cancer, la evidencia es cada vez mads convincente de que la variabilidad polimérfica en
los microbiomas entre los individuos de una poblacion puede tener un profundo
impacto en los fenotipos del cancer. Se ha visto que determinadas especies bacterianas
pueden estimular directamente el sello distintivo de la sefializacion proliferativa y
modular la supresion del crecimiento. Aun asi, efectos directos sobre otras capacidades

distintivas, como la evasidn de la muerte celular, la induccidn de la angiogénesis y la
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13.

14.

estimulacion de la invasion y la metastasis, siguen siendo desconocidas, al igual que la
generalizacion de estas observaciones a multiples formas de cancer humano.

Células senescentes (Hanahan, 2022). La senescencia celular se ha visto durante mucho
tiempo como un mecanismo de proteccién contra la neoplasia, ya que es el proceso
mediante el cual las células envejecen y dejan de dividirse. Al mismo tiempo de cerrar
el ciclo de divisidn celular, el programa de senescencia provoca cambios en la morfologia
y el metabolismo celular, ademas de la activacidn de un fenotipo secretor asociado a la
senescencia (SASP, “Senescence-Associated Secretory Phenotype”) que implica la
liberacién de proteinas bioactivas, que incluyen quimiocinas, citoquinas y proteasas
cuya identidad depende del tipo de célula y tejido del que proviene la célula senescente.
A pesar de considerarse un mecanismo para evitar células tumorales, la mayoria de
promotores del programa de senescencia que se ha mencionado, estan asociados a
malignidad. Se cree que el principal mecanismo por el cual las células senescentes
promueven los fenotipos tumorales es el SASP, que es capaz de transmitir, de manera
paracrina, a las células cancerosas préximas. Por ello, seria importante tener en cuenta
en la busqueda de los mecanismos del cancer aquellas células senescentes involucradas
en el proceso.

Desbloqueo de la plasticidad fenotipica (Hanahan, 2022). Existen tres clases de
mecanismos de plasticidad fenotipica que parecen operar en multiples tipos de cancer
no solo durante la formacidn del tumor primario sino también durante la progresion
maligna de la enfermedad o la respuesta a la terapia. El primer mecanismo es la

desdiferenciacion, en el cual la supresion de la expresién del factor de diferenciacion,

puede facilitar la tumorigénesis, permitiendo que las células maduras bien diferenciadas
se desdiferencien en progenitores. El segundo mecanismo corresponde a la

diferenciacion blogueada, donde las células progenitoras parcialmente diferenciadas

pueden sufrir cambios regulatorios que congelen o bloqueen su avance continuo hacia
estados completamente diferenciados, tipicamente no proliferativos. El tercer

mecanismo concierne a la transdiferenciacion, en el cual células con un fenotipo

diferenciado particular, logran cambiar notablemente su morfologia para volverse
reconocibles como elementos de otro tejido. Los patdlogos reconocen este término

como metaplasia tisular.
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1.2. Alteraciones epigenéticas en el cancer

Como se ha descrito en el apartado anterior, Hanahan y Weinberg han ido
determinando alo largo de los afios ciertas capacidades bioldgicas que debian adquirirse
para el desarrollo del cancer. Diferentes caracteristicas distintivas que definen los
mecanismos por los que progresan las células y los ecosistemas tumorales dando lugar
a las diferentes etapas del cancer. La mayoria de estos mecanismos se centran en
alteraciones genéticas. Sin embargo, los cambios epigenéticos aberrantes se reconocen
como uno de los eventos clave de la carcinogénesis (Kanwal & Gupta, 2012), por tanto,
muchos tumores pueden presentar programas transcripcionales que son indicativo de
un blogueo de los patrones de diferenciacidén y reprogramacion epigenética. Flavahan,
Gaskell y Bernstein hacen referencia a la epigenética del cancer como una de las
caracteristicas funcionales clave como regulador transcripcional para el desarrollo de la
enfermedad, comprendiendo los estimulos ambientales, genéticos y metabdlicos
especificos que consiguen alterar la armonia homeostatica de la cromatina provocando
gue se convierta en permisiva o restrictiva de forma aberrante (Flavahan et al., 2017).
En 1942 Conrad H. Waddington fue el primero que describio el término epigenéticay lo
defini6 como aquellos cambios hereditarios y reversibles que regulan la expresién
génica sin modificar la secuencia del ADN (Hu, 2002).

Las alteraciones epigenéticas tempranas en el cdncer abarcan tres mecanismos
sustanciales (Figura 2): 1) Desregulacion de eventos epigenéticos como cambios en la
metilacion del ADN; 2) Modificaciones de las histonas, posicionamientos de
nucleosomasy remodelacién de la cromatina; 3) Expresién de ARNs (Acido ribonucleico)

ARN no codificantes (ARNnNc), principalmente microARN (miRNA) (Jones & Baylin, 2007).
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Figura 2. Maquinaria epigenética: Modificaciones en las histonas y el ADN. La conformacion
de la cromatina abierta se asocia a la ausencia de metilacion y por lo tanto a la expresion génica;
sin embargo, la conformacién de la cromatina cerrada presenta metilacion del ADN y marcas de
histonas represivas y, por ende, se puede relacionar con el silenciamiento transcripcional.
Adaptado de Marx, 2012.

1.2.1. Metilacion del ADN

La metilacion del ADN es el fendmeno epigenético reversible mas estudiado. Su
potencial en la clinica como biomarcador de diagndstico de cancer, fundamentalmente
en biopsias liquidas, ha causado mucho interés y por esta razdn, parte de la tesis la
centraremos en este proceso. La metilacion del ADN es el resultado de la adicién de un
grupo metilo en el carbono 5’ del anillo pirimidinico de citidinas (5mC) que van seguidas
de guaninas, denomindndose nucleétidos CpG (dinucledtidos de citosina y guanina
unidos por un grupo fosfato). Este proceso altera las interacciones entre el ADN y las
proteinas, propiciando variaciones en la transcripcidén génica. La familia de enzimas que
cataliza la metilacion del ADNs se denominan ADN metiltransferasas (DNMTs). Mientras
gue DNMT1 funciona principalmente en la metilacién de mantenimiento que se asocia
a la replicacidon de ADN, tanto DNMT3a y DNMT3b son responsables de la metilacidn de
novo, ya que son capaces de introducir marcas de metilacién sin necesidad de un molde
previo (Uysal et al., 2017). Las marcas de metilacion del ADN se agrupan en regiones del
ADN conocidas como islas CpGs, enriquecidas sobre todo en las regiones promotoras de
los genes. Estas regiones estan definidas por tener una longitud entre 200 y 2.000 pares

de bases (pb), con un contenido de CG mayor del 50% (Kulis & Esteller, 2010). Gran parte
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de los cambios que observamos a nivel de la metilacidn global del ADN ocurren en las
islas CpGs del cuerpo del gen, presentando una correlacidn positiva entre la metilacién
del ADN y la expresidn génica. Existe cierta contradiccidn, siendo objeto de controversia,
sobre los efectos que tiene la metilacion del ADN dependiendo del lugar donde se lleve
a cabo, ya sea en el cuerpo o en el promotor del gen (Cao et al., 2022; Jones, 2012). Por
tanto, las islas CpGs se pueden clasificar en cuatro tipos dependiendo de la localizacién
en la que se encuentren (Figura 3): 1) islas CpGs tal y como las hemos descrito
anteriormente; 2) CpGs shores, son regiones que se encuentran localizadas
inmediatamente después de las islas CpGs, rodedndolas, hasta una distancia de 2
kilobases (kb); 3) CpGs shelf, delimitadas a continuacién de las CpGs shores, cercando a
las islas CpGs a una distancia entre 2-4 kb; 4)CpGs open sea, se encuentran en los
extremos de las CpGs shelf localizandose a lo largo del genoma. Existe una
subclasificacién entre las CpGs shores y shelf dependiendo de si se localizan antes de la
isla CpG (N-shore y N-shelf) o a continuacion de la de la isla CpG (S-shore y S-shelf) (Flam
et al., 2019; Irizarry et al., 2009; Kulis & Esteller, 2010; Portela & Esteller, 2010; Sandoval
etal.,, 2011).

Open sea N-Shelf

l

CpGs aisladas Hasta 2 kb Entre 2-4 kb
en el genoma de laisla CpG de la isla CpG

Open sea

Figura 3. Esquema de los diferentes tipos de CpGs segun su localizacion.

Los cambios en la metilacién pueden deberse a la ganancia o a la pérdida de la
metilacion en las CpGs al comparar esta metilacion con los niveles en estados
fisiolégicos. Es comun que cuando las islas CpGs de un determinado promotor se
encuentran metiladas (hipermetilacién), el gen se localice reprimido y cuando se
produce la desmetilacidn de dichas islas (hipometilacidn) el gen pase a un estado activo

y transcribible (Figura 4).
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a) El promotor se encuentra hipometilado; por lo tanto el gen puede transcribirse

Isla CpG

avaasaaand —
Promotor
Gen

b) El promotor se encuentra hipermetilado; por lo tanto el gen esta silenciado

Promotor Gen
Dinuclectidos Dinucledtidos
CpG no metilados CpG metilados

Figura 4. Resumen de los cambios en la metilacion del ADN. Proceso de desmetilacidon o
metilacién de las islas CpG de las regiones promotoras de los genes, que permiten el acceso a la
maquinaria transcripcional y la expresién o represion génica. Adaptada de Klug, et al., 2019,
2020.

En relacién al cancer humano, una de las primeras alteraciones que se encontraron fue
la hipermetilacién de las islas CpGs en los promotores de los genes supresores de
tumores que estan implicados en diferentes tipos de cdncer. Se pueden destacar
diferentes casos de hipermetilacidon de genes que ya han sido estudiados como el de
MLH1 en el cancer de colon que ilustra como las alteraciones epigenéticas pueden estar
involucradas en la formacién de tumores (Li et al., 2013; Niv, 2007), BRCAI1
hipermetilado en el cdncer de mama y de ovario (Kalachand et al., 2020; Kawachi et al.,
2020), la metilaciéon de BCL2, CDKN2A y NID2 involucrados como biomarcadores de
diagndstico en el cancer de vejiga (Scher et al., 2012), o la hipermetilaciéon de VHL que
activa el impulsor mas comun (HIF1A) del cancer renal (Artemov et al.,, 2022). La
hipermetilacién ademas de estar involucrada en la inactivacion de genes supresores de
tumores también afecta a genes relacionados con procesos del desarrollo, respuesta y
la evolucion del cdncer que codifican proteinas que participan en procesos de
reparacion del ADN, apoptosis, ciclo celular, interaccidn entre células, angiogénesis,
metabolismo de agentes carcinégenos entre otros (Baylin & Jones, 2011; Esteller, 2007,
Klionsky et al., 2021; Kulis & Esteller, 2010). Se ha demostrado en estos ultimos afios

qgue los patrones de metilacion del ADN en los tumores son de gran utilidad para la
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traslacion clinica, ya que pueden ser utilizados como biomarcadores de diagnodstico
identificando alteraciones comunes en diferentes tipos de cdncer, facilitando su
clasificacién y detectando el origen del tumor, asi como biomarcadores de prondstico
gue evaluaran la enfermedad y biomarcadores de respuesta a farmaco, que predeciran
la respuesta que tendrd el paciente al tratamiento, remarcando asi el papel de las
alteraciones en la metilacién del ADN como una caracteristica clave en el desarrollo
tumoral. Aunque estas alteraciones no son ampliamente utilizadas aun como
biomarcadores en la practica clinica, se espera que un nimero importante de estudios,
kits comerciales y ensayos clinicos demuestren que los cambios epigenéticos son
capaces de ofrecer informacién muy valiosa sobre los pacientes con cdncer (Constancio
et al., 2020; Koch et al., 2018; Moran et al., 2016; Palanca-Ballester et al., 2021).

Por el contrario, también se observan casos de hipometilacién. La hipometilacidon global
del ADN del tumor en comparacion con el tejido normal (Feinberg & Vogelstein, 1983).
Esta hipometilacion global afecta a las secuencias repetitivas del ADN, las regiones
codificantes y los intrones favoreciendo el desarrollo y la progresion del tumor seguin va
avanzando la lesién, aumentdndose el nivel de metilacién del ADN y conduciendo desde
una lesidn benigna hasta un cancer invasivo (Fraga et al., 2004). La hipometilacién global
del ADN lleva a una inestabilidad gendmica que contribuye a la transformacion celular,
ademas reactivar transposones y perder la impronta gendmica, favoreciendo asi a la
recombinacién mitdtica y promoviendo la reorganizacién cromosémica (Eden et al.,

2003; Kulis & Esteller, 2010).

1.3. Cancer de pulmon

El cdncer de pulmdn (CP) es responsable de mds muertes que cualquier otro tipo de
cancer tanto en hombres como en mujeres, abarcando aproximadamente el 18%
(1.796.144 casos) de las muertes por cancer. Segun los datos mundiales disponibles mas
recientes (2020), los canceres mas frecuentes para ambos sexos son el de mama
(2.261.419 casos), el de pulmdn (2.206.771 casos), el de colon (1.931.590 casos) y el de
prostata (1.414.259 casos) (Figura 5).
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Estimated number of new cases in 2020, worldwide, both sexes, all ages
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Figura 5. Tipos de cdncer mds frecuentes en 2020 para ambos sexos: Incidencia y mortalidad.
Fuente imagenes: GLOBOCAN 2020 Graph production: Global Cancer Observatory
(https://gco.iarc.fr/) International Agency for Research on Cancer 2021.

En Espafia, en el afio 2020 se diagnosticaron 29.188 casos nuevos. En el mundo,
solamente el 16% de los casos diagnosticados en un afio consiguen sobrevivir durante
los cinco siguientes afios después de su diagndstico. Esto se debe a que el prondstico de
la mayoria de los pacientes que se diagnostican con CP se encuentra en estadios muy
avanzados de la enfermedad, donde las opciones terapéuticas son limitadas. Son
diagnosticados tan tardiamente debido a que este tipo de cdncer tarda mucho en
mostrar una sintomatologia en los pacientes, siendo muy dificil de detectar en fases
tempranas. Un nddulo pulmonar neoplasico es capaz de extenderse a otros érganos
antes de mostrar ninguna sintomatologia. Por esta razén, este tipo de neoplasia es dificil
de detectar en fases iniciales y solamente el 20% de estos casos son elegidos para
reseccion quirargica del tumor, que sigue siendo la practica mas habitual para esta

enfermedad.
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No obstante, aunque es una de las neoplasias mas diagnosticadas, su distribucion no es
homogénea en todo el mundo, siendo mas predominante en paises desarrollados
(China, Estados Unidos y Europa especialmente) que en los menos desarrollados (Figura
6).

Ranking (Lung), estimated age-standardized incidence rates (World) in 2020, both sexes, all ages

o —— -_—

1st (1)
2nd (7)
3rd (44)

4th (38)

Sth (20)

6th - 10th (48) - Not applicable
>=11th (27) No data

Figura 6. Ratios de incidencia del CP para ambos sexos y distribucion en todo el mundo. Fuente
National Cancer Institute (NIC) (https://www.cancer.gov/about-
nci/organization/ccg/research/structural-
genomics/tcga/studiedcancers/lungadenocarcinoma).

1.3.1. Etiologia en el CP

A pesar de los avances en nuestra comprension del riesgo, el desarrollo, el control
inmunoldgico y las opciones de tratamiento para el CP, el tabaco sigue siendo el
principal factor de riesgo para esta enfermedad. Se ha observado que, a lo largo de los
anos, el perfil de incidencia geografico se corresponde a los habitos que ha ido
adquiriendo el tabaquismo. Aproximadamente el 80% de los hombres y el 50% de las
mujeres con CP son o han sido fumadores (Siegel et al., 2017, 2018, 2019).

Los factores de riesgo distintos del tabaco incluyen exposiciones ambientales y
ocupacionales, enfermedades pulmonares crdnicas, infecciones pulmonares y factores
relacionados con el estilo de vida (Bade & Dela Cruz, 2020).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el aiio 2016 el 18% de las muertes
se asocian con la contaminacion aérea, estas muertes se asociaron a enfermedad
pulmonar obstructiva crénica e infecciones respiratorias agudas, de los que un 6% eran

debidos a CP (de Groot et al., 2018).
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1.3.2. Clasificacion anatomopatoldgica del cancer de pulmdn

En 1967, la OMS establecio la primera clasificaciéon histolégica del CP que se ha ido
actualizando durante estos afios. EI CP es un grupo de neoplasias muy heterogéneas,
qgue dependiendo de la morfologia que tengan las células bajo el microscopio se clasifica
en dos grandes grupos. En la practica clinica esta diferencia en la morfologia es muy util,
ya que dependiendo del tipo celular la evolucién clinica serd mas o menos favorable y
las caracteristicas moleculares que presente el tumor serdn distintas (Figura 7) (Zheng,

2016).

e El primer grupo corresponde al cancer de pulmén de células pequeias o
microcitico (CPM), el cual comprende el 20% de los casos de CP y estd
fuertemente asociado con el tabaquismo, alrededor del 95% de los pacientes son
fumadores (Gazdar et al., 2017). Este tipo de cancer esta agrupado con otros
tumores que tienen una diferenciacion neuroendocrina. Se trata de un tumor
epitelial maligno formado por células pequefas con escaso citoplasma, limites
celulares poco definidos y una cromatina granular densa. Surge de la mucosa
bronquial y la invasidn local ocurre en la submucosa con la subsiguiente invasién
del tejido conjuntivo peribronquial (Schneider et al., 2011). Las células son
pequeias, ovaladas, con escaso citoplasma y alto recuento mitdtico. Se
comporta de manera agresiva, tiene alta tasa de crecimiento y diseminacion, por
lo que en el momento del diagndstico suelen presentar metdstasis
extrapulmonares. Los pacientes con este tipo de tumor responden bien a la
guimioterapia en un primer momento, aunque es frecuente la adquisicion de
resistencias. La tasa de supervivencia es muy baja, no alargandose mds de 5 afios
entre el 1-5% de los casos (Alvarado-Luna & Morales-Espinosa, 2016).

e Elsegundo tipo de cancer de pulmadn es el cancer de células no pequeiias o no
microcitico (CPNM), abarca el 80% de los casos y es el tipo histologico de CP mas
frecuente. Se divide en 3 subtipos:

o Adenocarcinoma de pulmdén (ACP): es el tipo de CP mas comun

abarcando mds del 40% de los casos de CP y el 60% de los casos de CPNM.
Se trata de una neoplasia epitelial maligna con diferenciacién glandulary

produccién de mucina. Estos tumores crecen generalmente en la zona
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periférica del pulmdn y suelen estar asociados al epitelio alveolar o las
glandulas de las mucosas de los bronquios (Chen et al., 2014). Este tipo
de cancer es muy comun en pacientes no fumadores, mujeres y jovenes.

Carcinoma de células escamosas o epidermoide (“SCC: squamous cell

carcinoma”): es el segundo tipo mas comun de CPNM representando el
30% de los casos de CPNM y esta asociado al consumo de tabaco y al sexo
masculino (Derman et al., 2015). Se trata de un tumor epitelial, cuyas
células suelen tener nucleos hipercromaticos, nucléolos visibles,
citoplasma moderado y presencia de puentes intercelulares. Las células
gue lo forman producen queratinas 5 y 6 (KRT5, KRT6). Habitualmente
tienen una localizacién central, afectando a bronquios de mayor tamano
(Webb et al., 2009).

Carcinoma de células grandes (“LCC: large-cell carcinoma”): Es el subtipo

menos frecuente, comprende el 10% de los casos de CPNM. Tiene una
localizacién periférica. Las células que lo forman son grandes y no esta
muy diferenciado. Casi todos los pacientes que lo desarrollan son
fumadores y su diagndstico solo se consigue con una reseccién quirurgica

completa y no de muestras bioldgicas pequefias (Travis et al., 2015).

10%
60%
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B CPNM >
B CPM

Figura 7. Representacion grdfica de los diferentes tipos y subtipos histologicos de CP.

La mayoria de veces Unicamente la observacion morfolégica no es suficiente para un

diagndstico adecuado del subtipo histolégico al que pertenece el cancer, por ello se

emplean marcadores inmunocitoquimicos para su diagndstico. En el caso del
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adenocarcinoma para un diagndstico adecuado se utilizan marcadores
inmunohistoquimicos de diagndstico como el factor de transcripcion tiroideo (NKX2-1,
también denominado TTF1) y la napsina A para la clasificacién dentro de este subtipo
histoldgico, ya que se encuentran expresados en el 75% de ACP. También se utiliza como
marcador inmunohistoquimico de diagndstico la apoproteina A del surfactante (SFTPA1
o SP-A) que se expresa en la mitad de los casos de ACP (Rekhtman et al., 2011; Turner
et al.,, 2012). Para el carcinoma de células escamosas se emplean marcadores
inmunohistoquimicos como P40 y P63, ademas de las queratinas 5, 6 y 7 (KRT5, KRT®6,
KRT7), siendo un subtipo histoldgico negativo para TTF1 (Li et al., 2022; Pan et al., 2021).
Finalmente, el carcinoma de células grandes suele ser negativo para TTF1 y P40 y

positivo para CD56, sinaptofisina y cromogranina (Kriegsmann et al., 2021).

1.3.3. Técnicas de deteccion del CP

Como ya se ha comentado en apartados anteriores, el 85% de los casos de CP se
diagnostican en etapas tardias, donde las opciones de un tratamiento curativo son muy
complicadas. Este es uno de los principales problemas de esta enfermedad, ya que la
ausencia de sintomas clinicos y de programas de screening en sujetos sanos con alto
riesgo a padecer la enfermedad, hace muy complicada la deteccidn en etapas iniciales
(Wood et al., 2012).

El diagndstico del CP habitualmente se da cuando el tumor es capaz de diseminarse a
otros drganos e invade tejidos cercanos, en ese momento es cuando aparecen los
primeros sintomas (tos, dolor de pecho, disnea, pérdida de peso (Blandin Knight et al.,
2017; Wood et al.,, 2018) y se procede a la localizacién mediante imagen vy
posteriormente se realiza una biopsia para confirmar el diagndstico (Nooreldeen &
Bach, 2021).

La localizacion por imagen se puede realizar mediante diferentes técnicas. Las
metodologias mas comunes que aportan informacion sobre la localizacion, tamafo y
nimero de lesiones, son la radiografia de tdrax, que buscard areas anormales en los
pulmones, y la tomografia axial computarizada (TAC) que también se puede usar para
buscar masas en las glandulas suprarrenales, el higado, el cerebro y otros érganos que

podrian deberse a la propagacién del CP. Otra técnica utilizada para la deteccién del CP
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es la resonancia magnética (RM), que es similar al TAC y se utiliza para la obtencién de
imagenes detalladas de tejidos blandos, facilitando la visualizacion de la posible
propagacion del cadncer hacia el cerebro, higado o la médula espinal. También se utiliza
la tomografia por emisidn de positrones (PET) para el diagndstico de esta enfermedad,
en esta técnica se detecta la acumulacion del isétopo radioactivo 18-FDG (18-
fluorodesoxiglucosa) en tejidos cancerigenos debido a la acumulacién en su
metabolismo. A pesar de ser una técnica que no detecta el tamafo de las lesiones y se
necesita confirmacion histolégica, es muy util para ofrecer informacion sobre los
ganglios afectados y la extensién de las lesiones producidas (Castello et al., 2020;
Hochhegger et al., 2015; Xu et al., 2020).

Aunque las técnicas de imagen no sean invasivas y sean utiles para la localizacién y el
estadiaje del tumor, se requiere un examen de pequefias muestras obtenidas por
broncoscopia, biopsia quirdrgica o citologia para estudiar correctamente el diagndstico
de la patologia. Dependiendo de la localizacidn de la lesion y el estadio se selecciona
una u otra técnica de extraccion de la muestra. La obtencién de muestras citoldgicas
incluye la puncién con aguja fina (fine-needle aspiration, FNA), procedimientos
exfoliativos como el esputo, lavado bronquial y lavado bronquioalveolar. Estas técnicas
de obtencion de muestra suelen ir guiadas por técnicas de imagen para ayudar en la
recoleccion de la misma. La broncoscopia, se recomienda para pacientes con el tumor
localizado en la regién central (Lerner & Feller-Kkopman, 2017), ya que permite la
visualizacidn del arbol bronquial donde se pueden evaluar directamente detalles de la
mucosa, como el color y la vascularizacion, ademas permite obtener material bioldgico
durante el procedimiento. Para pacientes que presenten estadios iniciales se suele
incluir la obtencidn de biopsia o citologia, sin embargo, para estadios mas avanzados, el
material diagndstico se extrae de las citologias. En cuanto a la citologia, las muestras se
pueden conservar en parafina, alcohol, formol o criopreservacion. EIl método mas
comun para la realizacién de analisis moleculares es el frotis previa fijacion de alcohol o
la inclusidon de las células en parafina. El frotis destacara por una mejor conservacién en
cuanto a analisis moleculares y la parafina permitira la realizacién de un gran numero

de analisis y suele ser el método seleccionado en la mayoria de centros hospitalarios.
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Hay que tener en cuenta que la citologia se suele concluir con una biopsia, ya que son
dos técnicas complementarias para el diagnéstico de la enfermedad. En las muestras
citoldgicas se miden mutaciones para la caracterizacion molecular como EGFR (receptor
del factor de crecimiento epitelial), KRAS (kristen rat sacoma viral oncogene) y BRAF (B-
Raf Proto-Oncogén, Serina/Treonina Quinasa) (Scarpa et al., 2013). Ademas, también se
utilizan para estudiar reordenamientos génicos como ALK (quinasa del linfoma
anapldstico) y ROS (especies reactivas del oxigeno), mediante hibridacion in situ
fluorescente (FISH) (Clavé et al., 2019). Otras técnicas que también se podrian realizar
en las muestras citolégicas seria  next-generation sequencing  (NGS),
inmunohistoquimica o inmunofluorescencia de marcadores (como PD-L1 (Keppens
etal.,, 2021)) o estudios de epigenética (Gkountakos et al., 2021). Dentro de los estudios
de epigenética, algunos marcadores epigenéticos utiles en el diagnéstico pueden ser
CDKN2A y SHOX2 (Constancio et al., 2020), se pueden detectar mediante qMSP
(quantitative methylation specific PCR). En SHOX2 la sensibilidad se encuentra entre 68-
69% mientras que la especificidad esta entre 95-98% en lavados alveolares (Zhang et al.,
2017). A pesar de esto, aun se necesitan diferentes estudios de validacion vy

estandarizacion para conseguir aplicarlos en la practica clinica.

1.3.4. Estadificacion del CP

Después de llevar a cabo el diagndstico del CP, la clasificacion (o estadificacion) es
fundamental para poder evaluar el prondstico y disefar un plan de tratamiento
adecuado para los pacientes. El American Joint Comitee on Cancer ha desarrollado un
sistema universal de estadiaje del cdncer. Esta clasificacion, de tres componentes,
consigue detallar la gravedad del cancer basandose en el tamafo y su extension del
tumor primario (T), la afectacion de los ganglios linfaticos locales (N) y la extensién o no
de metdastasis (M) (Tabla 1).

La primera clasificacion TNM (Tamafio-Nodos-Tumor) publicada en los afios 70
(Mountain et al., 1974) ha ido actualizandose durante los siguientes afios. Para la
presente tesis se ha empleado la octava version (Rosen & Sapra, 2022) por ser la

disponible en el momento de los estudios realizados.
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Tabla 1. Estadificacion del CP segun la 82 edicién del TNM del CP.

T- Tumor primario

X Carcinoma oculto. No se puede certificar la presencia el
tumor primario por no haber sido visualizado, pero se
sospecha su existencia por la presencia de células malignas.

T0 No hay evidencias del tumor primario.

Tis Carcinoma in situ. Adenocarcinoma (Tis(AIS)) y Carcinoma de
células escamosas (Tis(SCIS)).

T1 Tumor < 3 cm en su didmetro mayor rodeado por pulmén o
pleura. Sin evidencia de invasion al bronquio principal.

Timi Adenocarcinoma minimamente invasivo.

Tla Tumor £ 1 cm en su mayor dimension.

Tib Tumor > 1 cm, pero < 2 cm en su mayor dimension.

Tlc Tumor > 2 cm, pero < 3 cm en su mayor dimension.

T2 Tumor > 3 cm, pero < 5 cm en su mayor dimensién o con
cualquiera de las siguientes caracteristicas: a) El tumor afecta
al bronquio principal pero no involucra a la carina pulmonar.
b) ElI tumor invade la pleura visceral. ¢) El tumor esta
asociado con atelectasia o neumonitis obstructiva que se
extiende a la regidn hiliar ya sea involucrando parte o todo el
pulmén.

T2a Tumores con las caracteristicas de T2 y con un diametro > 3
cm, pero <4 cm en su mayor dimension.

T2b Tumores con las caracteristicas de T2 y con un diametro > 4
cm, pero < 5 cm en su mayor dimensién.

T3 Tumor > 5 cm, pero < 7 cm en su mayor dimensién o con

cualquiera de las siguientes caracteristicas: a) El tumor ha
invadido la pleura parietal (PL3), la pared toracica, el nervio
frénico o el pericardio parietal. b) Estd asociado a nddulos

pulmonares separados en el mismo lébulo que el primario.
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T4 Tumor > 7 cm o que presente cualquiera de las siguientes
caracteristicas. a) El tumor ha invadido cualquiera de las
siguientes zonas: diafragma, mediastino, corazén, grandes
vasos, tradquea, nervio laringeo recurrente, eséfago, cuerpo
vertebral, carena b) Presenta nddulos pulmonares en un

lugar diferente al del tumor primario.

N- Ganglios linfaticos locales

NX Los ganglios linfaticos locales no se pueden evaluar.
NO Los ganglios linfaticos locales no estan afectados.
N1 Metastasis en los ganglios periobronquiales y/o en los

ganglios linfaticos hiliares e intrapulmonares.

N2 Metastasis en los ganglios linfaticos mediastinos y/o

subcarinales.

N3 Metdstasis en los ganglios linfaticos mediastinicos

contralaterales o ganglios linfaticos supraclaviculares.

M- Metastasis a distancia

MO No existe metastasis a distancia
M1 Existe metdastasis a distancia
Mia Nédulos tumorales separados en un Iébulo

contralateral; tumor con nddulos pleurales

o derrame pleural o pericardico maligno.

M1b Metastasis extratoracica Unica en un solo
organo y afectacion de un solo ganglio no

local.

Milc Metdstasis extratoracicas multiples en uno

o diferentes érganos.
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Las diferentes composiciones del TNM estableceran en qué estadio se encuentra cada
paciente, agrupandolos en 4 estadios (I, II, [ll y V), correspondiendo el estadio IV al peor
prondstico para los pacientes (Tabla 2). La supervivencia a 5 afios una vez detectada la
enfermedad se ird reduciendo conforme aumente el estadio, encontrandose en 92-98%
en los pacientes con estadio |, en un 60-53% en el estadio Il, 36-13% para el estadio lll y

estableciéndose entre un 10-1% para el estadio IV (Goldstraw et al., 2016).

Tabla 2. Agrupacion por estadios segun la 8¢9 edicion del TNM del CP.

Estadio Clasificacion TNM
0 Tis NO MO
1A1 T1a, (mi) NO MO
1A2 T1b NO MO
1A3 T1lc NO MO
IB T2a NO MO
A T2b NO MO
T1(a-c), T2 (a-b) N1 MO
e T3 NO MO
T1(a-c) N2 MO
T2(a-b) N2 MO
1A T3 N1 MO
T4 NO MO
T4 N1 MO
T1(a-c) N3 MO
T2(a-b) N3 MO
1B
T3 N2 MO
T4 N2 MO
1][e T3, T4 N3 MO
(Cualquier Ty N) M1a
IVA
(Cualquier Ty N) M1b
IvB (Cualquier Ty N) Mic
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1.3.5. Genética en el cancer de pulmdn no microcitico

El CP es una enfermedad muy heterogénea en la que durante estos afios se ha dedicado
esfuerzo para detallar el perfil molecular de la enfermedad, facilitando asi la
comprension de la biologia del tumor, que puede servir como base para el desarrollo de
terapias dirigidas mas efectivas. En el CPNM se han identificado centenares de
alteraciones genéticas somaticas entre las que se encuentran mutaciones puntuales en
la secuencia de ADN. Muchos de estos cambios se han desarrollado en el epitelio
normal, lo que da a entender que el CPNM se desarrolla a partir del tejido normal de la
célula, en el que se ha dado un proceso secuencial de cambios genéticos sucesivos junto
a alteraciones epigenéticas como la hipermetilacion de las islas CpG de los promotores
de los genes supresores de tumores (Swanton & Govindan, 2016). La introduccidn de
varias plataformas publicas como el programa atlas del genoma del cancer (TCGA), un
proyecto colaborativo liderado por los institutos nacionales de salud (NIH) para realizar
un mapa con cambios genéticos de 30 tipos de tumores, junto con el consorcio
internacional del genoma del cancer (ICGC) colaboracién internacional que ha analizado
50 tipos de tumores, incluyendo los de mayor incidencia y mortalidad a nivel global, y el
uso generalizado de NGS ha facilitado el acceso a una gran cantidad de datos sobre los
perfiles moleculares del CP. Gracias a estos proyectos se ha podido determinar la
frecuencia de mutaciones en genes supresores de tumores y los oncogenes de los
diferentes tipos de cancer. El andlisis molecular de los subtipos histolégicos mas
comunes de CPNM (ACP y SCC) (Figura 8) han mostrado una alta tasa mutacional en
ambos grupos, especialmente en fumadores, Unicamente superados por el melanoma
(Alexandrov et al., 2013). Parte de esta gran variabilidad se da por la exposicidn a
distintos agentes mutagénicos y a defectos que se encuentran activos en la maquinaria
de reparacién y replicacién del ADN. Como hemos indicado el tabaco influye en
presentar mayor tasa mutacional en los fumadores en comparacion a los no fumadores
(Imielinski et al., 2012; Sjoblom et al., 2006). Tal como se muestra en la Figura 8 existe
un perfil muy diferente entre ambos grupos (Chang et al., 2021; de Sousa & Carvalho,

2018; Harrison et al., 2020; Imyanitov et al., 2021; Skoulidis & Heymach, 2019).
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Figura 8. Porcentajes aproximados de la tasa mutacional en los subtipos histologicos ACP y

SCC del CPNM. Adaptado de Chan & Hughes, 2015 incluyendo datos de Kashima et al., 2019.

En el caso del ACP (Figura 9), se observa que el gen con mayor tasa mutacional es el
TP53, otros genes comunmente mutados en este tipo de cancer son KEAP1, NF1, RB1y
CDKN2A. Las mutaciones entre los oncogenes KRAS y EGFR son mutualmente disjuntos,

siendo excluyentes cuando uno de los dos se encuentra activo. Otros oncogenes con
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mayor tasa de mutacién son BRAF, PIK3CA, TME y RIT1 (Giordano, 2014). Skoulidis y
Heymach plantearon un modelo de ultima generacion para la estratificacion molecular
de ACP, dénde dividieron los oncogenes KRAS y EGFR en subconjuntos mas pequefios
para mostrar las conmutaciones que constituyen los principales determinantes de la
diversidad molecular del tumor y pueden afectar a las caracteristicas del cadncer tanto
auténomo como no auténomo de las células tumorales; determinar el prondstico;
predecir la respuesta a las terapias sistémicas e influir en los mecanismos de resistencia

innata y adquirida (Skoulidis & Heymach, 2019) (Figura 9).

MAP2K1
ERBB2 amplification

MET amplification
RET fusion
ROS1 fusion

ALK fusion

MET splice

ERBB2

NF1 truncation

Figura 9. Modelo de préxima generacion para la estratificacion molecular de ACP, donde se
muestra las conmutaciones de EGFR y KRAS. Adaptado de Skoulidis & Heymach, 2019.

1.3.5.1. Oncogenes frecuentemente mutados en CPNM

Debido al gran interés terapéutico que presentan, nos centraremos en el estudio
detallado de los oncogenes mas frecuentemente mutados en el CPNM, ya que como
hemos indicado en el punto anterior, algunos constituyen dianas moleculares clave para
las nuevas terapias dirigidas. Las células tumorales tienen dependencia oncogénica, es
decir, los oncogenes favorecen su crecimiento y supervivencia y en ausencia de estos
acaban muriendo. Tal y como se ha mostrado en la Figura 9, en el ACP encontramos
mutaciones conductoras en varios oncogenes, pero a pesar del estudio sobre la

enfermedad, todavia existen una porcion importante de los casos de ACP en la que
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todavia no se ha identificado el oncogén u oncogenes que podrian dirigirlos. A

continuacion, describiremos algunas de las caracteristicas mds importantes de los

oncogenes que participan en el ACP:

30

KRAS. Es uno de los reguladores mas importantes de la proliferacion, diferenciacién
y supervivencia celular. Es miembro de la familia RAS y esta involucrado en el
crecimiento y la division celular, codificando una proteina con actividad GTPasa
(guanosina trifosfatasa) que controla diferentes funciones celulares entre las que se
encuentra la maduracién y destruccion de las células (Ferrer et al., 2018). Las
mutaciones conductoras en KRAS son de las mas comunes en los canceres humanos,
incluido el CPNM. Hasta el 89% de las mutaciones conductoras de KRAS ocurren en
el coddn 12, mientras que las mutaciones en los codones 13 y 61 representan la
mayoria de las mutaciones oncogénicas restantes de KRAS. Las mutaciones mas
comunes en KRAS en CPNM son G12V (que es la mayoritaria) y G12C que provocan
un deterioro de la actividad hidrolitica intrinseca de KRAS y una mayor activacion de
la oncoproteina (Vaclova et al., 2022). KRAS promueve las rutas de sefializacion
RAF/MEK/ERK y AKT/PI3K/mTOR.

EGFR. Pertenece a la familia ERBB de receptores tirosina quinasa y su cascada de
sefializacion es clave en la regulacion de la proliferacién, diferenciacién, division,
supervivencia y desarrollo de cancer (Sabbah et al., 2020). EGFR codifica una
glicoproteina transmembrana con actividad tirosina quinasa, siendo esta proteina el
receptor de los miembros de la familia del factor de crecimiento epidérmico. La
mutacidén en EGFR es el segundo evento oncogénico mds comun en pacientes con
CPNM. Las mutaciones activadoras clasicas (deleccién en el exén 19 y la mutacién
puntual L858R y la T790M) comprenden el 85% de las mutaciones observadas en
EGFR en CPNM vy estdn descritas como predictoras de la respuesta a inhibidores
tirosina quinasa de EGFR (ITQs de EGFR). Sin embargo, hay mutaciones que se dan
con menor frecuencia (15%, aproximadamente 30.000 pacientes nuevos por ano)
gue incluyen mutaciones puntuales, deleciones, inserciones y duplicaciones en los
exones del 18 al 25 del gen EGFR en CPNM y se asocian a una peor respuesta a los
ITQs de EGFR (Harrison et al., 2020). Ademas, EGFR participa en diferentes vias de

sefializacion que estan involucradas en la proliferacidn y supervivencia celular (Wee



& Wang, 2017). En la Figura 10 se muestra un esquema de las vias de sefializacion

gue modula EGFR.
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Figura 10. Vias de sefializacion que modulan EGFR en el CPNM. Las mutaciones del dominio
quinasa de EGFR (incluida la deleccién del exdn 19 y las mutaciones L858R y T790M) aumentan
la actividad quinasa de EGFR. Este aumento de la actividad quinasa de EGFR promueve la
hiperactivacién de las vias de sefializacién posteriores (o aguas abajo o subsiguientes), incluidas
MAPK, PI3K/Akt/mTOR e IL-6/JAK/STAT3, que favorecen la tumorigénesis de las células en el
CPNM junto con el programa de TEM. Adaptada de Hsu et al., 2019 y Passaro et al., 2021. Creada
con BioRender.com
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o
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3ra generacion de ITQs (Osimertinib)
-Uni6n covalente irreversible a EGFR
-Especifica para la mutacion T790M

e BRAF. El protooncogén BRAF codifica para una proteina con actividad
serina/treonina quinasa. Se han identificado mutaciones en BRAF en diferentes tipos
de cancer incluido el CP. BRAF desempefiia un papel importante en la proliferaciony
supervivencia celular (Klionsky et al., 2021), modulando la via de sefalizacién de las
MAP quinasa/ERK (Hussain et al., 2015).

e ALK. Juega un papel fisiologico importante en el desarrollo del sistema nervioso y
puede alterarse oncogénicamente en varias neoplasias malignas, incluido el CPNM.
Las alteraciones de ALK mas prevalentes son reordenamientos cromosdmicos que

dan como resultado genes de fusidn, suele aparecer en personas que nunca o rara
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vez han fumado y padecen CPNM con el subtipo de ACP. Cuando ALK se une a sus
ligandos pleiotrofina (PTN) y midquina (MDK) da lugar a la activacién de la via de las
guinasas activadas por mitégenos (MAPK), provocando la proliferacién celular y la
transduccion de sefiales antiapoptoéticas (Holla et al., 2017).

e MET. El oncogén MET codifica un receptor transmembrana de tirosina quinasa. MET
se activa cuando el ligando del factor de crecimiento de los hepatocitos (HGF) se une
al receptor de MET, lo que induce la homodimerizacién de los residuos de tirosina
intracelulares. Esto activa las vias de sefializacion RAS/ERK/MAPK, PI13K/AKT, Wnt/B-
catenina y STAT aguas abajo (Drilon et al.,, 2017). Estas vias pueden inducir la
transformacién maligna de las células, la progresién tumoral, metdstasis y la
adquisicion de resistencia (Reis et al., 2018). La amplificacion de este gen se asocia
a resistencia secundaria a los ITQs de EGFR mediante un mecanismo que se conoce
como “interruptor oncogénico” (Bean et al., 2007; Engelman et al., 2007b). En el
CPNM las mutaciones en MET son raras y son excluyentes con las mutaciones de
KRAS y la amplificacion de EGFR (Sacco & Clague, 2015)

® ROS1. Este protooncogén, altamente expresado en una variedad de lineas de células
tumorales, es un receptor con actividad tirosina quinasa. La proteina codificada por
este gen es una proteina de membrana integral de tipo | con actividad tirosina
guinasa. La proteina puede funcionar como un receptor del factor de crecimiento o
diferenciacidn. Esta correlacionado con las rutas PI3K/m-TOR, JAK/STAT y MAP/ERK
(Lin et al., 2017).

1.3.6. Epigenética en el CPNM

Como ya hemos comentado en apartados anteriores, las alteraciones epigenéticas
tienen un rol esencial en el desarrollo del tumor, afectando a numerosas rutas de
sefializacion celular y conduciendo a una acumulacidén secuencial de cambios genéticos
y epigenéticos que se van produciendo conforme va evolucionando el cancer (Esteller,
2008). La metilacidn en genes supresores de tumores es un mecanismo conocido que
favorece la carcinogénesis. Dado que esta modificacién epigenética es un proceso
reversible, la investigacién de farmacos inhibidores de enzimas DNMTs es clave ya que

permitiria revertir el silenciamiento génico de los genes supresores de tumores. Por ello,
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las alteraciones epigenéticas tienen un papel esencial en este proceso de
carcinogénesis, ya que se producen conforme se inicia la adquisicion de un fenotipo
maligno de las células, asi como la ganancia de resistencias primarias o adquiridas a los
tratamientos antitumorales administrados. Por esta razdén, los biomarcadores
epigenéticos detectados en muestras invasivas (como tejidos) o no invasivas (como
biopsias liquidas) son de gran importancia para mejorar la sensibilidad y especificidad
de los métodos de deteccion o diagndstico, ademas de ofrecer una medicina

personalizada con el mejor tratamiento para cada paciente.

1.3.6.1. Hipermetilacién en el CP

Se ha descrito ampliamente en la bibliografia que en el CPNM la metilacion de los genes
supresores de tumores, silenciando su expresidn, se asocia a un peor pronéstico de la
enfermedad, si se compara con tumores con los mismos genes supresores
hipometilados (Duruisseaux & Esteller, 2018). En relacion con la metilacion del ADN en
el CP, se ha observado un aumento en la expresién de las DNMTs (DNMT1, DNMT3a 'y
DNMTb), mayoritariamente en pacientes fumadores. Mas especificamente observaron
gue el aumento en la expresién de DNMT1 en las fases tempranas de la enfermedad,
estaba directamente relacionado con la represidon de genes implicados en el CP, como
RASSF1A y CDKN2A (Liu et al., 2016), asi como otros genes relacionados con esta
neoplasia como FHIT (Situ et al., 2022). A su vez, se ha observado que la sobreexpresion
de DNMT3b, inducida por carcinégenos, lleva a una transformacién maligna y a un peor
prondstico en lineas celulares de CP (Kim et al., 2006; Teneng et al., 2015). Otra de las
caracteristicas que relaciona DNMT3b con el CP es la adquisicidon de una mayor actividad
transcripcional, asociada con una mayor probabilidad de padecer este tipo de cancer,
debido a un polimorfismo genético en su promotor (Lee et al., 2005).

En el CP la hipermetilacion del ADN afecta a genes implicados en el ciclo celular
(CDKN2A), seializacién (APC, RASSF1A y RARB), a la maquinaria de reparacion del ADN
(MGMT, TERT), la TEM (CDH1), apoptosis y angiogénesis (DAPK, EZH2) (Krishnamurthy
etal., 2019; Licchesi et al., 2008; Nakata et al., 2006; Selamat et al., 2011; Stewart, 2014;
Zhang et al., 2016). Ademas el estudio de la hipermetilacidn de los genes involucrados

en diferentes funciones celulares durante el proceso de carcinogénesis ha servido para
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determinar ciertos biomarcadores epigenéticos de diagndstico en el CP, como es el caso
de SHOX2, cuya hipermetilacion ha sido estudiada como un biomarcador de diagndstico

en muestras minimamente invasivas en el CP (Schmidt et al., 2010; Zhou et al., 2021).

1.3.6.2. Hipometilacién en CP

Por otra parte, la hipometilacién génica es responsable de la activacidn de oncogenes.
En el CP, la hipometilacién de oncogenes como ELMO3 (Sges et al., 2014) y 14-3-3c
(Radhakrishnan et al., 2011) han favorecido el desarrollo tumoral.

Tal como estudié Hascher hace ainos, ademas de la formacién del tumor, el progreso del
fenotipo favorecedor de metastasis en el CPNM esta ligado también a cambios en la
metilacion del ADN (Hascher et al., 2014). Diferentes estudios mostraron que la
hipometilacién del Complejo Represor Polycomb 2 (PRC2) estaba relacionada con la
proliferacién, el crecimiento celular descontrolado, la progresién del ciclo celular y la
invasion en el CPNM (Gan et al., 2018; Hascher et al., 2014).

En este sentido, las alteraciones epigenéticas tienen un papel esencial en el progreso y
evolucién del CP y es un hecho que se ha ido consolidando durante los ultimos afios en
la investigacion sobre esta enfermedad. Por ello es de gran interés el estudio de los
mecanismos epigenéticos para la identificacién de biomarcadores utiles para la practica
clinica que favorezcan al diagndstico, prondstico y tratamiento dirigido de la

enfermedad.

1.3.7. Biomarcadores epigenéticos en el CP

El National Cancer Institute define “biomarcador” como una molécula bioldgica
presente en muestras de sangre, otros fluidos corporales o tejidos, que se encuentra
presente en procesos normales, anormales o como condicién de enfermedad. Los
biomarcadores tumorales son una buena orientacidon para muchas areas de la biologia
del cancer (Balgkouranidou et al., 2013), pueden ser una herramienta esencial como
biomarcador de diagnéstico, detectando la enfermedad en estadios iniciales, de
prondstico, valorando cuan de agresiva serd la enfermedad, o de respuesta a los
farmacos, evaluando la probabilidad de beneficio a un tratamiento en particular (Duffy,

2007; Kulasingam & Diamandis, 2008).
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Los cambios epigenéticos y genéticos de las moléculas de ADN indican aberraciones que
ocurren durante la carcinogénesis, como pueden ser la hipermetilacion focal o
hipometilacién global en el caso de las modificaciones epigenéticas (Wan et al., 2017).
A diferencia de las alteraciones genéticas, los cambios epigenéticos, como la metilacién
del ADN, son muy regulares en pacientes con cancer (Han et al., 2017). La metilacién del
ADN ofrece una evaluacion sobre las alteraciones epigenéticas, aumentando el nimero
de cambios epigenéticos conforme progresa el tumor (Berdasco & Esteller, 2019). La
hipermetilacién del ADN tiene la ventaja de que en pacientes con CP se puede detectar
mediante lavados o cepillados broncoscdpicos, muestras de esputo y muestras de
sangre (plasma y suero), siendo todos estos métodos mucho menos invasivos y mas
faciles de extraer para el paciente que una biopsia tradicional (Ansari et al., 2016).

En el CP, un diagndstico mds temprano permitiria iniciar el tratamiento antes y podria
reducir la muerte por cancer. Muchos genes estan hipermetilados en el CP, entre los
gue podemos mencionar a P16 y MGMT, que se encuentran hipermetilados en el 100%
de los pacientes con SCC hasta 3 afos antes del diagndstico de cancer (Belinsky et al.,
1998). En articulos de revisién se han descrito cambios en la metilacion de APC,
RASSF1A, CHD13, KLK10 y DLEC1, que mostraron hipermetilacién en pacientes con CP.
Por otro lado, cambios en la metilacion de genes como CDKN2A, DAPK1, GSP1,
P16INK4A, TAC1, HOXA17 y SOX17 (Han et al.,, 2017; Palanca-Ballester et al., 2021;
Shivapurkar & Gazdar, 2010, Hulbert et al., 2017), detectados en biopsias liquidas,
pueden tener un potencial significativo como biomarcadores de riesgo en pacientes con
CP. En la actualidad, existen diferentes ejemplos de biomarcadores epigenéticos para el
diagnodstico, pero solo un pequefio nimero de ellos se han convertido en pruebas
comercialmente disponibles que tienen una utilidad clinica sustantiva (Berdasco &
Esteller, 2019). Diferentes empresas lanzaron al mercado estas pruebas diagndsticas no
invasivas, por ejemplo, las pruebas IvyGene (Locke et al., 2019), PanSeer (Chen & Zhao,
2019) o Epi proLung (Locke et al.,, 2019). En nuestro grupo, hemos publicado
recientemente un trabajo que describe el potencial de BCAT1 como biomarcador
epigenético de diagndstico de CP (Palanca-Ballester et al., 2022).

Un gran numero de estudios han demostrado que la hipermetilacién de genes en el CP,

tiene tanto un papel diagndstico como prondstico importante en pacientes con CP vy,
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qgue en algunos casos podria predecir la respuesta al tratamiento. Los biomarcadores de
pronéstico ayudarian en el cdncer monitoreado por la medicién dindamica de ADN
circulante (ADNct) (Wan et al., 2017). Zhang et al, revel6 en una muestra de mas de 64
pacientes con CP, que aquellos con cuatro o mas genes metilados simultdneamente en
un panel de 14 genes (APC, CHCD13, KLK13, DLEC1, RASSF1A, EFEMP1, SFRP1, RAR,
pl6INK4A, RUNX3, Hmlh1, DAPK, BRAC1 y p14ARF) tuvieron una supervivencia de dos
afios libre de progresién mas pobre (13,8 meses) en comparacién con aquellos que
tenian menos de cuatro genes metilados (17,8 meses) (Zhang et al.,, 2011). Las
variaciones epigenéticas especificas en las células cancerosas pueden reflejar las
respuestas al tratamiento de los pacientes y es un componente importante para
seleccionar las estrategias y los farmacos dptimos antes del inicio de los tratamientos
(Han et al., 2017). Salazar et al, mostré que los pacientes con CP con el gen CHFR no
metilado respondieron significativamente mejor al tratamiento que aquellos que lo
tenian metilado, lo que demostré que la metilacion del gen influye en el resultado de la
guimioterapia frente a los ITQs de EGFR como tratamiento de segunda linea en
pacientes con CPNM en estadio IV, siendo util para predecir las respuestas a la terapia

(Salazar et al., 2011).

1.3.8. Tratamientos farmacoldgicos para el CPNM

En las ultimas décadas, ha habido un gran avance en el campo de las opciones
terapéuticas del CP, enfocandose cada vez mas a la medicina personalizada, donde la
eleccion del tratamiento se basa en diferentes caracteristicas del tumor, como el
estadio, la histologia, el perfil molecular del tumor y el estado general del paciente. Se
utilizan guias de practica clinica que establecen una serie de criterios para poder elegir
el tratamiento en base a las caracteristicas moleculares que muestra cada tumor y cada
paciente. Actualmente, las opciones terapéuticas para un paciente con CP se establecen
en funcion del estadio del tumor y son fundamentalmente: cirugia, radioterapia,
quimioterapia y terapia dirigida (Alexander et al., 2020).

En los estadios iniciales de la enfermedad (Tumor oculto, estadio 0, | o Il) la cirugia o
reseccion quirurgica completa es la opcion mas efectiva y el tratamiento principal para

luchar contra la enfermedad, aunque excepcionalmente también se puede llevar a cabo
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en estadios lll. En estadios | y Il tras la cirugia se suele administrar al paciente
radioterapia. Esta técnica consiste en la produccion de radicales libres y perdxidos que
dafan indirectamente el ADN mediante radiacion ionizante. A pesar de esto, en los
estadios iniciales también se puede administrar monoterapias cuando los tumores que
se tratan no se pueden llevar a cirugia para reseccién quirurgica debido a otras
patologias que pueda padecer el paciente. A su vez, este tipo de monoterapia se suele
dar también como adyuvante tras la reseccion quirurgica del tumor, aumentando asi las
probabilidades de erradicar el tumor o en tumores avanzados que no pueden recibir
otro tratamiento. Del mismo modo, se puede utilizar la combinaciéon de quimioterapia
con terapia radioquimica para potenciar el efecto de la primera. La terapia radioquimica
se da como neoadyuvante en pacientes con estadios mds avanzados (Il o Ill) para
conseguir reducir el tamafio del tumor de forma que pueda ir a cirugia (PDQ Adult

Treatment Editorial Board, 2002).

1.3.8.1. Terapias no dirigidas

La quimioterapia es una terapia no dirigida que trata de inhibir la proliferacion celular,

evitando asi la invasion y metdstasis de la enfermedad mediante el uso de agentes

citotdxicos y citostaticos de forma persistente. Los tratamientos principales utilizados

en la mayoria de tumores son:

¢ Inhibidores de la sintesis del folato, como el metotrexato (aprobado en 1970 por la
FDA para el tratamiento en CP) y el pemetrexed (aprobado en 2004 por la FDA para
el tratamiento en CP). El metotrexato inhibe la dihidrofolato reductasa bloqueando
asi la sintesis del folato y como consecuencia la sintesis de las purinas y pirimidinas,
deteniendo el ciclo celular en la fase G1. Este farmaco se utiliza principalmente para
tratar CPM y SCC. El permetrexed inhibe diferentes enzimas de la ruta de la sintesis
del folato, compitiendo asi por los ciclos de unién, bloqueando la sintesis de purinas
y pirimidinas y impidiendo finalmente la replicacion celular. Esta terapia se emplea
para casos de CPNM como primera linea de tratamiento combindandose con
cisplatino y para casos de tumores escamosos como segunda linea después de
administrar quimioterapia (Adjei, 2004; Hannoodee & Mittal, 2022; Scagliotti et al.,
2009).
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Agentes alquilantes derivados del platino, como cisplatino (aprobado en 1978 por
la FDA para el tratamiento en CP) y carboplatino (aprobado en 1989 por la FDA para
el tratamiento en CP), es una de las familias de quimioterdpicos mas antiguas. Estos
farmacos tienen la capacidad de entrecruzarse con las bases purinicas del ADN,
interfiriendo con los mecanismos de reparacion del ADN, causando dafios en el
mismo y, posteriormente, induciendo la apoptosis (Dasari & Tchounwou, 2014). El
cisplatino ha sido uno de los grandes descubrimientos contra el cancer,
catalogandose como uno de los agentes quimioterdpicos mads utilizados en
combinacidén con otros farmacos. En casos de CPNM, se ha observado una mejoria
en los pacientes tratados con quimioterapia de cisplatino que han tenido reseccién
quirurgica completa. El problema principal al que se enfrentan las terapias con
cisplatino es que este farmaco tiene un perfil de efectos adversos muy alto con
respecto a otros andlogos como el carboplatino, que a pesar de que causa
mielosupresion, se tolera mucho mejor que el cisplatino. En consecuencia, la terapia
con carboplatino se administra con frecuencia en aquellos casos con comorbilidades
qgue no pueden tolerar cisplatino. A su vez, en aquellos pacientes que no son
candidatos para el cisplatino, a menudo debido a que padecen una disfuncion renal
debido a la nefrotoxicidad producida por el transportador OCT2, el tratamiento
simultdneo se realiza con un agente diferente o abandonarse por completo (Ho
et al., 2016; Xiang et al., 2019). Otros problemas relacionados con esta familia de
guimioterdpicos son la aparicion de mecanismos de resistencia, como por ejemplo
la alteracién de miRNAs (Cao et al., 2015).

Inhibidores de la formacion de microtibulos como vinorelbina (aprobado en 1994
por la FDA para el tratamiento en CP), docetaxel (aprobado en 1999 por la FDA para
el tratamiento en CP) y paclitaxel aprobado en 2012 por la FDA para el tratamiento
en CP). La vinorelbina es un alcaloide que al unirse a los monémeros de la B-tubulina
inhibe, durante la mitosis, la polimerizacién de microtubulos, provocando arresto en
la mitosis y muerte celular (Farhat et al., 2015). Habitualmente se suele emplear en
monoterapia o combinandose con cisplatino en casos de CPNM en estadio avanzado
(estadio Ill) (Neal et al., 2015). Por otro lado, los farmacos docetaxel y paclitaxel,

pertenecientes a la familia de los taxanos, presentan un mecanismo similar a la



vinorelbina afectando también la sintesis de los microtubulos, provocando una
parada en la transicion de fases durante la mitosis (metafase a anafase) que como
consecuencia produce apoptosis (Farha & Kasi, 2022; Neal et al., 2015; Yuan et al.,
2016). El farmaco docetaxel suele ser un tratamiento de segunda linea después de
los derivados del platino, se utiliza tanto en monoterapia como en combinacién con
cisplatino en casos de CPNM localmente avanzado o metastasico no tratado (A Razak
et al., 2021). No obstante, el farmaco paclitaxel se utiliza como primera linea en
pacientes que presentan SCC en estadios avanzados de la enfermedad, consiguiendo
mejorar el tiempo libre de enfermedad y una supervivencia mas prolongada en
pacientes de edad avanzada (Gupta et al., 2014).

¢ Inhibidores de la sintesis de ADN, como el fdrmaco gemcitabina (aprobado en 1996
por la FDA para el tratamiento en CP), actia como un antimetabolito inhibiendo
enzimas responsables de la sintesis del ADN (ADN polimerasa) y como consecuencia
frenando la division celular. Se utiliza en pacientes con CPNM avanzado, como

primera linea, en combinacién con cisplatino (Brodowicz et al., 2006).

1.3.8.2. Terapias dirigidas

En los diferentes puntos se han mencionado terapias de los principales agentes
guimioterdpicos que se han utilizado y se siguen gastando para el tratamiento del
CPNM. El estudio de la caracterizacion de las alteraciones moleculares de la enfermedad
ha sido de gran utilidad para desarrollar farmacos encargados de inhibir alteraciones
oncogénicas especificas que dirigen el tumor, permitiendo asi el avance hacia la
medicina de precisidon y ofreciendo para cada paciente y tumor el mejor tratamiento en
base a sus necesidades. Actualmente, las terapias dirigidas ofrecen la primera linea de
tratamiento para tumores avanzados y metastdsicos, en pacientes que tienen
mutaciones para las que existen inhibidores. Existen diferentes terapias dirigidas para
tratar el CPNM en la préctica clinica, a continuacion, se detallan las mas relevantes (de
Mello et al., 2020; Mayekar & Bivona, 2017; Mustachio & Roszik, 2020; Yuan et al.,
2019).

¢ Inhibidores de EGFR. Los ITQs de EGFR son compuestos anilinoquinazolina, que

al ser andlogos de las moléculas del ATP, son capaces de inhibir el sitio de union
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del ATP, uniéndose a él con mayor afinidad, y bloqueando la regién del dominio
de unidén del ATP a EGFR (O’Leary et al., 2020; Yoneda et al., 2019). Existen
diferentes generaciones de inhibidores especificos contra la actividad tirosina
quinasa de EGFR. En la primera generacion de ITQs de EGFR encontramos a
gefitinib y erlotinib, estos inhibidores son reversibles, aprobados por la FDA en
2003 y 2004 respectivamente para el tratamiento de primera linea del CPNM,
fueron indicados para las mutaciones en EGFR que conferian sensibilidad
(deleccidn del exén 19 y la sustitucidon L858R) a los ITQs de primera generacion.
Gefitinib y erlotinib demostraron una buena respuesta inicial en una gran
proporcién de pacientes. El problema fue que en la mayoria de pacientes
tratados con los ITQs de EGFR de primera generacion (aproximadamente el 60%)
acabaron desarrollando resistencias a estos inhibidores, apareciendo en la
mayoria de los mismos una nueva mutacién (la sustitucién T790M), para las que
estan contraindicados estos ITQs, ya que aumenta la afinidad por el ATP y
provoca que estos inhibidores reversibles pierdan su eficacia, volviéndose
resistentes a los mismos (Lynch et al., 2004; Mok et al., 2009; Paez et al., 2004;
Sequist et al., 2011). A causa de la aparicidn de resistencias, mediada por T790M,
a los ITQs de primera generacion, se desarrollaron ITQs de segunda generacion
como afatinib (BIBW2992), neratinib (HKI-272) y dacomitinib (PF0299804)
(Rabindran et al., 2004). En contraste, estos inhibidores se unen covalentemente
y de forma irreversible a EGFR. En los estudios realizados in vitro, se observod que
la eficacia que presentaban al bloquear la activacién de EGFR, en lineas
tumorales de AC de pulmén EGFR mutantes con T790M, disminuian la
proliferacién celular de las lineas celulares utilizadas (Engelman et al., 2007a; Li
et al., 2008). No obstante, estos ensayos también mostraron una baja eficacia
clinica, con una respuesta inferior al 10% durante el primer tratamiento. A causa
de estos problemas se han desarrollado inhibidores mas selectivos que den
mejor resultado cuando se produce la mutacion T790M, surgiendo asi los
inhibidores de tercera generacidn. La tercera generacién de ITQs de EGFR incluye
a WZ4002, rociletinib (CO-1686) y osimertinib (AZD9291) (Barnes et al., 2017,

Ramalingam et al., 2020; Sequist et al.,, 2015). Estos inhibidores poseen



estructura de pirimidina y un grupo aceptor que se une de manera covalente,
gue da lugar a una union irreversible, con el extremo del bolsillo de unién con el
ATP. Gracias al tipo de unidn, consiguen obtener mayor afinidad que la mutacion
T790M, por lo que superan este obstaculo. El osimertinib, uno de los farmacos
en los que se centra este trabajo, fue aprobado por la FDA en 2015 para tratar
pacientes con CPNM que presentaban la mutacion T790M en EGFR. En un primer
momento se utilizd este fdrmaco en pacientes en los que la enfermedad habia
progresado tras el tratamiento de los ITQs de primera generacién (Mok et al.,
2017a, 2017b), no obstante, hoy en dia diferentes estudios apoyan utilizar el
tratamiento de osimertinib como primera linea de tratamiento en pacientes con
cualquier tipo de CPNM EGFRO mutante, que presente o no la mutacién T790M,
ya que no se observan diferencias con el tratamiento de osimertinib tras un ITQ
de primera linea una vez diagnosticada la mutaciéon (Ramalingam et al., 2020;
Soria et al., 2018). A pesar de la eficacia que han demostrado los inhibidores de
tercera generacion, con el paso del tiempo estos tumores igualmente
desarrollan resistencia contra osimertinib, al presentar la mutacion C797S que
impide formacién de la unién covalente, por lo que se han desarrollado ademas
inhibidores de cuarta generacién, como por ejemplo EAIO45, un inhibidor
selectivo de cuarta generacion que supera la resistencia de C797S mediada por
EGFR (Jia et al., 2016; Maity et al., 2020). A diferencia de los anteriores ITQs de
EGFR que se dirigen a los sitios de unién de ATP de la cinasa, EAIO45 es un
inhibidor alostérico, que se une a un sitio alostérico en EGFR creado por el
desplazamiento de la hélice C reguladora en la conformacion inactiva de la
quinasa (Jia et al., 2016). El eventual desarrollo de resistencia a estos
tratamientos sigue siendo un problema con la presencia de mutaciones
secundarias dentro de estos tumores resistentes. Por lo tanto, una mejor
comprensioén de los cambios que ocurren como resultado de la mutacién T790M
puede ser la clave para mejores oportunidades de tratamiento para estos
pacientes.

Inhibidores de ALK. Los tumores que presentan mutaciones de ALK tienen un

comportamiento similar a los que tienen EGFR mutado, haciéndose

41



42

dependientes de la quinasa de la misma manera que los tumores EGFR
mutantes. Actualmente se han avanzado en la busqueda de inhibidores
especificos de ALK desarrollandose ITQs especificos para ALK con un mecanismo
de accién muy similar a los de EGFR (Chuang et al., 2021; Khan et al., 2018).
Anticuerpos monoclonales contra VEGFR. La angiogénesis tiene un papel
esencial en la carcinogénesis, siendo uno de los sellos distintivos del cancer. Por
lo que se postuld que impedir la llegada de vasos sanguineos al tumor,
blogueando la angiogénesis, podria ser una diana terapéutica contra el cancer.
Por esta razén se desarrollaron anticuerpos monoclonales contra el receptor del
factor de crecimiento vascular derivado del endotelio (VEGFR) como
ramucirumab y el bevacizumab. El bevacizumab comenzé empleandose en
tumores metastasicos de cancer colorrectal (McCormack & Keam, 2008), sin
embargo, afios mas tarde también se aprobd para tumores como el de mama o
el de pulmén (Fenicia et al., 2014). Este farmaco bloquea el receptor 1y 2 de
VEGFR, mientras que ramucirumab solamente bloquea el receptor 2. A pesar de
eso, ambos farmacos dan lugar a un estado hipdxico intratumoral con escasos
nutrientes, ya que bloquean la angiogénesis e impiden la formacion de vasos
sanguineos, que acaba dando lugar a muerte celular (Willett et al., 2004; Xu
et al., 2012). A pesar de la respuesta observada en diferentes ensayos (Kurzrock
& Stewart, 2017), existen diferentes mecanismos de resistencia que causan que
estas terapias no tengan tanto éxito como se espera. Uno de los mecanismos es
la capacidad que tienen las células tumorales de imitar a las células endoteliales
formando vasos sanguineos que no se pueden inhibir con estos anticuerpos
monoclonales contra VEGF.

Inhibidores del control inmunitario. El bloqueo de puntos de control del sistema
inmunitario es una de las terapias mas innovadoras. Dos proteinas de puntos de
control a los que van dirigidos los inhibidores del control inmunitario son PD-
1/PD-L1 que se encuentra sobreexpresado en tumores y CTLA-4/B7-1/B7-2 que
se encuentran en las células T o en las células cancerosas. Las células tumorales
aprovechan sus mecanismos de evasién para modificar estos puntos de control

y evadir asi el sistema inmunitario, fundamentalmente inhibiendo la actividad de



los linfocitos T (Pardoll, 2012). Cuando se bloquea la accién de estos puntos de
control, las células T destruyen mejor las células cancerosas. Algunos inhibidores
de puntos de control inmunitario se usan para tratar el cancer, tratando de
reactivar los linfocitos T (Onoi et al., 2020).

Terapias epigenéticas. Como ya hemos descrito anteriormente, las
modificaciones de las histonas y los cambios en la metilacion del ADN son
procesos reversibles. Al ser procesos reversibles, las células tumorales son
capaces de adaptarse rapidamente a los cambios provocados por el
microambiente tumoral, activando y reprimiendo aquellos genes que favorecen
el desarrollo y la progresion de las células aun en presencia de la quimioterapia
y las terapias dirigidas. Por todo esto, la investigacion de inhibidores de las
enzimas responsables de la adicién de grupos metilos a la doble hebra del ADN,
es esencial, ya que permite revertir el silenciamiento génico de los genes
supresores de tumores, solventando los problemas que provocaban su ausencia
y dirigiendo asi las células hacia un fenotipo que ayude a la regresién del tumor,
reactivando los genes que de manera epigenética estaban reprimidos. En la
clinica, se han realizado estudios con inhibidores de DNMTs (DNMTi) como
decitabina y 5-azacitidina. Los primeros ensayos que se desarrollaron no
mostraron beneficios, mostrando baja actividad y toxicidad, como en el caso de
la decitabina (Cowan et al., 2010; Schrump et al., 2006; Williamson et al., 1995).
La desacetilacion de las histonas se lleva a cabo por las enzimas desacetilasas
(HDACs). Ensayos con inhibidores de la desacetilacion de histonas (HDACI)
(Schrump et al., 2006, 2008; Zhang et al., 2008), ademas de la combinacién de
los inhibidores con cisplatino y otras terapias dirigidas, como por ejemplo los
ITQs de EGFR, siguieron sin aportar beneficios (Reguart et al., 2014;
Schwartsmann et al., 2000; Witta et al., 2012). A pesar de esto, comenzaron a
disefiarse nuevos ensayos con un enfoque diferente, sabiendo que la
combinacion de los DNMTi y los HDACi actuaba sinérgicamente en modelos
preclinicos (Belinsky et al., 2003; Cameron et al., 1999). Este nuevo enfoque ha
mostrado el potencial de la combinacidon de epifarmacos como azacitidina

(DNMTi) y entinostat (HDACi) en dosis bajas en el tratamiento del CPNM
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avanzado (previamente tratado con quimioterapia) en un ensayo clinico de fase
I/Il (Juergens et al., 2011). Es importante el uso de dosis bajas de DNMTi, ya que
se debe conseguir un equilibrio entre la concentracion necesaria para conseguir
el cambio en la metilacidn y la citotoxicidad del farmaco, que anteriormente
habia generado efectos adversos (Azad et al., 2013). Analizar mutacionalmente
los genes implicados en la regulacidn epigenética es esencial para comprender
el impacto de la epigenética, definiendo nuevas dianas terapéuticas. Diferentes
mutaciones inactivadoras podrian servir de ayuda para identificar patrones de
remodelacién de la cromatina que dirijan funcionalidades oncogénicas
(Imielinski et al., 2012; Medina et al., 2004; Orvis et al., 2014; Song et al., 2014).
Finalmente, también serd importante estudiar la reversién de mecanismos de
resistencia adquiridas a la quimioterapia convencional, como es el caso de un
ensayo en que se realizé analisis multidisciplinar que abarcaba la metilacion del
ADN vy el perfil de la expresion génica, estos datos mostraron que la regulacion
epigenética podria estar implicada en la adquisicion de resistencia al cisplatino
de genes como IGFBP3, cuya resistencia puede estar mediada por la
hipermetilacién de su promotor (lbanez de Caceres et al., 2010). Asi, la
combinacidn de dosis bajas de los DNMTi y HDACi (por ejemplo, azacitidina y
tricostatina A), son capaces de revertir la resistencia al cisplatino a través de los
cambios de metilacién y expresion de genes implicados en la resistencia a

farmacos para el tratamiento del CP (Wrangle et al., 2014).

1.3.9. Mecanismos de resistencia a inhibidores de EGFR

A pesar de los avances de la ciencia en el CP y sus terapias, el pronéstico de los pacientes
con esta enfermedad sigue siendo poco esperanzador. El principal problema es el
diagnéstico tardio de la enfermedad, a causa de que los sintomas aparecen cuando el
cancer se encuentra en estadios avanzados. En mds de la mitad de los casos que se
diagnostican, la terapia proporcionada suele acabar en fracaso, ya que suelen presentar
lesiones metastdticas. Tal como se ha descrito anteriormente, otro de los problemas, y
el que trataremos en este punto son las resistencias que pueden presentar los pacientes

a las terapias, ya sea resistencia innata, cuando desde el inicio no responde al
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tratamiento o resistencia adquirida, que se da cuando la recaida aparece tras una

respuesta positiva. Estos problemas pueden llevar a que se aumenten las dosis, que

puede provocar un aumento en los efectos adversos y la no mejoria del prondstico de

la enfermedad. En el caso de la los ITQs de EGFR, y a pesar de los buenos resultados que

presentaron inicialmente, la mayoria de los casos adquieren resistencia a los inhibidores

entre los 9y los 15 meses de tratamiento, causando la recaida de los pacientes (Leonetti

et al., 2019; Passaro et al., 2021).

Mecanismos genéticos de resistencia. Tal como se ha explicado anteriormente,
uno de los mecanismos de resistencia mas importantes en cuanto a la
reactivacion de EGFR, aun en presencia del inhibidor, se suele producir
normalmente por mutaciones de novo en el propio gen EGFR (Figura 11) (Passaro
et al., 2021). La mutaciéon T790M, que confiere resistencia a los ITQs de primera
y segunda generacidn, se encuentra entre el 50-60% de los pacientes que estan
recibiendo gefitinib, erlotinib o afatinib (primera y segunda generacién), y que
preservan sensibilidad a ITQs de tercera generacidon como el osimertinib. Cuando
la mutacion T790M se detecta antes del tratamiento puede asociarse con otras
mutaciones de EGFR como la delecciéon del exdn 19 (que confiere sensibilidad a
los ITQs de primera generacién) o la sustituciéon L858R (también relacionada con
la sensibilidad a los inhibidores). Aunque en el 90% de los casos en los que se
producen mutaciones secundarias en EGFR estdn relacionadas con T790M,
existen otras mutaciones, aunque actualmente no tienen relevancia clinica, que
confieren resistencia a los inhibidores como las mutaciones L747S, D761Y y la
T854A (Balak et al., 2006; Bean et al., 2007; Costa et al., 2007). La exposicién
prolongada al tratamiento con osimertinib (ITQ de tercera generacion) también
ha desarrollado otro mecanismo de resistencia genético como la sustitucién
C797S (Maity et al., 2020). Otro mecanismo de resistencia a los ITQs de EGFR,
gue estd asociado a alteraciones genéticas que consiguen activar otras rutas de
proliferacién y supervivencia celular, es la amplificacion de MET, que
corresponde al segundo mecanismo de resistencia mas comun incluyendo a los

ITQs de tercera generacion (Drilon et al., 2017; Reis et al., 2018).
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Figura 11. Mutaciones especificas dependientes de EGFR o adquiridas después del
tratamiento. Esquema que representa los diferentes exones en EGFR y los dominios funcionales
en los que se producen las mutaciones sensibilizantes o que confieren resistencia. TM, dominio
transmembrana. Adaptada de Passaro et al., 2021.
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Mecanismos epigenéticos de resistencia. Tal como veremos en la siguiente
seccién, otro de los mecanismos que provocan la resistencia a los ITQs de EGFR,
es la transformacidn fenotipica de las células, cuando no se detectan otras
alteraciones genéticas. Esta transformacién fenotipica se divide en dos clases: la
transformacién a CPM, que, al ser una transformaciéon histolégica, se da
mayoritariamente en adenocarcinomas (Sequist et al., 2011). También aparece
la TEM que corresponde a un cambio de fenotipo epitelial a mesenquimal de las
células, relacionado con la invasion, agresividad tumoral y quimiorresistencia y
puede estar dirigido por un mecanismo epigenético. Este proceso se caracteriza
por la pérdida de uniones celulares (a causa de la pérdida de proteinas de unién
intercelular como E-Cadherina (CDH1) o la molécula de adhesidn celular epitelial
(EPCAM)), un aumento de la plasticidad celular y de la capacidad de metastasis.
Ya que este punto tiene una gran relevancia para la presente tesis doctoral, en
el siguiente apartado se desarrollard detalladamente algunas de las
caracteristicas sustanciales, como las que se relacionan con la resistencia a los
ITQs de EGFR, y la relacién con los mecanismos de remodelacién de la cromatina

y el control de la expresion génica, afines a la TEM.



2. Transicién epitelio-mesenquimal en el cancer (TEM)

La TEM es un programa de transdiferenciacidén, en el cual las células epiteliales
adquieren comportamientos y fenotipos mesenquimales, fenotipos de la regulacion a la
baja de caracteristicas epiteliales, que convierten células de fenotipo epitelial en
mesenquimal. El estado epitelial de las células en las que se inicia la TEM, se caracteriza
por uniones epiteliales estables célula-célula, polaridad apical-basal e interacciones con
la membrana basal (Plygawko et al., 2020). Una caracteristica clave de la morfogénesis
del tejido epitelial es la habilidad de las células en cambiar rapida y reversiblemente su
fenotipo, entre estados fenotipicos epiteliales y mesenquimales (E-M) (Zeisberg &
Neilson, 2009). Esto se denomina plasticidad celular y se ejemplifica por el cambio de
células epiteliales polarizadas a un estado mesenquimatoso migratorio no polarizado y
viceversa. Muchas células poseen plasticidad epitelial-mesenquimatosa (PEM), lo que
les permite cambiar reversiblemente entre estados adherentes mas estaticos y estados
migratorios mas separados. Estos cambios en el comportamiento celular son impulsados
por los programas de TEM y transicion mesenquimal-epitelial (TME), los cuales juegan
un papel vital durante el desarrollo normal, siendo cruciales para eventos como la
migracion celular y la organizacién de muchos tipos de células en tejidos y érganos
durante la embriogénesis. Ademas, también juegan un papel importante en contextos
homeostaticos, como por ejemplo el proceso de cicatrizacién y renovacion de tejidos.
Sin embrago, cuando se activan de una forma inapropiada pueden contribuir a impulsar
distintas etapas de progresién del cancer, incluida la invasividad del tumor,
diseminacion celular y colonizacion y crecimiento metastasico, asi como la fibrosis
(Carmona et al., 2014). El creciente interés en la biologia de estas transiciones celulares
ayudo tanto a establecer la plasticidad de las células epiteliales como un campo de
estudio a fines del siglo XX como a formar gran parte del pensamiento actual sobre la
morfogénesis en el desarrollo embrionario temprano, la reparacién de tejidos y la
metadstasis del cancer. Las células somaticas que cambian de un fenotipo maduro a otro
exhiben la propiedad de plasticidad. La nocién de plasticidad de las células epiteliales se
deriva en gran medida de los primeros estudios de regeneracion tisular en modelos
experimentales primitivos. Estos modelos involucran una variedad de tejidos, muchos

de los cuales tienen un componente epitelial. Cada vez esta mas claro que las células
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epiteliales y endoteliales disfrutan de algo de esta plasticidad, lo que se demuestra
facilmente al estudiar el proceso de la TEM (Yang et al., 2020).

Durante la TEM, los cambios en la expresidn génica y la regulacidon postraduccional
conducen a mecanismos como la represidn de las caracteristicas epiteliales y la
adquisicion de caracteristicas mesenquimatosas. De manera similar al desarrollo
embrionario, se ha demostrado que los cambios en los fenotipos celulares, mediados
por la TEM, provocan que las células muestren una morfologia similar a la de los
fibroblastos, asi como un aumento de la capacidad migratoria e invasiva, que acaban
desempefiando un papel esencial en el proceso tumorigénico (Brabletz et al., 2018). El
proceso reverso, que se conoce como TME, también ocurre con frecuencia durante el
desarrollo. Dependiendo del contexto del tejido o de las sefiales de activacion de TEM,
las células epiteliales pueden perder solo algunos de sus rasgos o puede mostrar una
combinacion de rasgos de células epiteliales y mesenquimales, considerandose una TEM
"parcial" (Plygawko et al., 2020). Por tanto, una caracteristica de la TEM y de la TME que
ocurre in vivo, ya sea durante desarrollo normal o en un contexto patoldgico, es que la
transicion de un estado epitelial a un estado mesenquimal y viceversa es a menudo
incompleta, lo que resulta en células que residen en estados intermedios reteniendo
caracteristicas tanto epiteliales como mensenquimales. Las células que estan detenidas
0 en transiciéon a través de estos estados intermedios (0 metaestables) de TEM a
menudo se denominan "células fusionadas" ya que tienen atributos de un fenotipo
tanto epitelial como mesenquimatoso y también exhiben propiedades similares a las de
las células madre. Estas "células fusionadas" también muestran un alto grado de
plasticidad entre el epitelio y mesénquima, con fenotipos que juegan un papel critico en
la metastasis del cancer (Kim et al., 2017).

Varios cambios en los biomarcadores de plasticidad pueden ayudar a identificar al
menos tres tipos de TEM y el uso de una coleccidn de criterios para TEM aumenta la
probabilidad de que todos estén estudiando el mismo fendmeno, es decir, la transicion
de células epiteliales y endoteliales a un fenotipo mdvil. Existen tres tipos de TEM
dependiendo del contexto tisular y temporal al que correspondan (Kalluri & Weinberg,

2009; Kim et al., 2017; Lachat et al., 2021):

48



La TEM de tipo 1 ni causa fibrosis ni induce un fenotipo invasivo que resulte en
una diseminacién sistémica a través de la circulacién. Pueden generar células
mesenquimales (mesénquima primario) que tienen el potencial de someterse
posteriormente a un TME para generar epitelios secundarios. Las funciones que
realiza este tipo de TEM son implantacién, embriogénesis y desarrollo de
organos.

La TEM de tipo 2 se activa en el contexto de la inflamacién y la fibrosis. El
programa comienza como parte de un evento asociado a la reparacion que
normalmente genera fibroblastos y otras células relacionadas para reconstruir
los tejidos después de un traumatismo y una lesion inflamatoria. A diferencia de
la del tipo 1, la del tipo 2 se expresa durante largos periodos de tiempo y
eventualmente puede destruir un érgano afectado si la inflamacién primaria no
se elimina o se atenua. Las funciones que desarrolla este tipo de TEM son
cicatrizacidn de heridas, regeneracién de tejido y fibrosis.

La TEM de tipo 3 ocurren en células neopldsicas que previamente han sufrido
cambios genéticos y epigenéticos, especificamente en genes que favorecen el
crecimiento clonal y el desarrollo de tumores localizados. Estos cambios, que
afectan notablemente a los oncogenes y los genes supresores de tumores,
conspiran con el circuito regulador de la TEM para producir resultados muy
diferentes de los observados en los otros dos tipos. Las células de carcinoma que
se someten a una TEM tipo 3 pueden invadir y hacer metastasis y, por lo tanto,
generar las manifestaciones finales y potencialmente mortales de la progresion

del cancer, adquiriendo propiedades de células madre tumorales (CSCs).
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Figura 12. Cambios producidos en las células durante la TEM. Adaptado de Santamaria et al.,
2017; Tam & Weinberg, 2013. Creada con BioRender.com

2.1. Marcadores epiteliales y mesenquimales involucrados en el proceso
de la TEM

Se han estudiado una variedad de biomarcadores para demostrar los tres subtipos de
TEM. CDH1 es el miembro mas estudiado de la familia de las cadherinas, es una
glicoproteina de adhesidn célula-célula dependiente de calcio, relacionada con la unién
intercelular, CDH1 esta compuesta por 5 repeticiones de cadherina extracelular, una
region transmembrana y una cola citoplasmatica altamente conservada. CDH1 se
expresa en las células epiteliales, vy, la pérdida de la funcién de CDH1 promueve la TEM,
utilizdndose los cambios en el nivel de expresidon de diferentes las cadherinas para
monitorear este proceso. E-cadherina (CDH1) disminuye mientras que N-cadherina
(CDH2) aumenta durante el proceso de la TEM, expresandose CDH2 en células
mesenquimales, fibroblastos, células cancerosas y tejido neural (Plygawko et al., 2020).
Como se ha comentado, las células cancerosas pueden pasar a través de la TEM en
diferentes grados, conservando rasgos epiteliales mientras adquieren algunos
mesenquimales, o bien pueden eliminar todos los vestigios de su origen epitelial o
mesenquimal y volverse completamente mesenquimales o epiteliales. Las células
epiteliales se diferencian de las mesenquimales principalmente por la morfologia que

presentan, ademads de los patrones de expresidon de los biomarcadores epiteliales y
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mesenquimales que van presentando segun en el punto de la transicion en el que se
encuentran (Yang et al., 2020). Como hemos nombrado anteriormente, las diferencias
morfoldgicas y moleculares que presentan las células se deben principalmente a los
programas transcripcionales dirigidos por diferentes factores de transcripcion de la TEM
(FTs-TEM), entre los que se encuentran SNAIL (proteina de dedo de zinc SNAIL1), TWIST
(proteina relacionada con la torsién), ZEB (Zinc Finger E-Box Binding Homeobox), SLUG
(proteina dedo de zinc SNAIL2). Es importante tener en cuenta que estos FTs-TEM por
lo general cooperan entre si para orquestar la TEM. La unidn de los FTs-TEM a las
regiones promotoras de CDH1, bloquean su expresién, induciendo una serie de cambios
en los patrones de expresion de las células provocando la TEM (Yang et al., 2020).

Otro posible marcador epitelial que se ha estudiado en la TEM, que puede provocar el
cambio, es GRHL2 (Grainyhead Like Transcription Factor 2). GRHL2 es un factor de
transcripcién que se encuentra en la region del cromosoma humano 8g22 (He et al.,
2020). Ademas, este gen juega un papel clave en la regulacién de muchas funciones
fisiolégicas del epitelio de las vias respiratorias humanas, incluidas las relacionadas con
la morfogénesis celular, la adhesion y la motilidad (Gao et al., 2013). GRHL2 tiene un
papel esencial en el mantenimiento de la especificidad del linaje epitelial en multiples
tejidos (Holding et al., 2019) y también esta implicado en el desarrollo de tumores como
el cancer oral, el cancer de mamay el cancer gastrico, entre otros. Codifica una proteina
de 71 kDa que funciona como proteina de unién al ADN que interactia con las
permutaciones de la secuencia consenso 5'-AACCGGTT-3' (Werner et al., 2013). GRHL2
parece actuar como represor y/o activador de la transcripcién dependiendo del
contexto de la cromatina de los genes diana (Mehrazarin et al., 2015). En el pulmodn,
forma un bucle regulador con NKX2-1 que coordina la morfogénesis y diferenciacién de
las células epiteliales del pulmén. GRHL2 también estd implicado en la carcinogénesis
de varios tejidos y érganos, sin embargo, la funcion de GRHL2 parece ser compleja y
controvertida dependiendo del tipo de cancer en el que se estudie (Cieply et al., 2012;
Xiang et al., 2012). MiR194 y miR217 se encargan de traducir GRHL2, inhibiendo la
proliferacién celular y promoviendo la diferenciacion celular (Pan et al., 2017; Zhu et al.,
2016). GRHL2 se localiza principalmente en el nucleo (Chen et al., 2010; Petrof et al.,

2014), pero también se observa GRHL2 en el citoplasma y en la membrana celular
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interna (Petrof et al., 2014). Aunque las razones subyacentes aun no estdn claras, la
desregulacion de la expresion especifica del tejido/érgano del gen GHRL2 sugiere los
efectos duales del factor de transcripcion sobre la promocién de la TEM y el proceso de
carcinogénesis.

Durante la TEM, las células aumentan sus niveles de vimentina (VIM), que es una de las
proteinas fibrosas que forman los filamentos intermedios del citoesqueleto, la cual se
expresa habitualmente en células embrionarias pluripotentes. Aparte de enriquecer la
expresion de VIM, las células mesenquimales, como se ha comentado, varian los niveles
de las proteinas de adhesion celular CDH1, disminuyéndolos y sustituyéndolos por
CDH2. A causa de modificar las proteinas de adhesion, las células forman uniones
intracelulares mas débiles, facilitando la migracidn, la invasion y la metastasis (Shibue &

Weinberg, 2017; Singh & Settleman, 2010; Zheng & Kang, 2014).

2.2. Activacion del programa TEM

La expresion y activacion de factores de transcripcién que inducen TEM ocurren en
respuesta a diferentes ligandos extracelualres que pertenecen a diferentes vias de
sefializacion que actuan de manera autocrina y paracrina, incluidas aquellas mediadas
por TGFB1, Wnt, RTK/RAS, NFkB y Notch e integrinas. Se ha demostrado que las vias de
sefializacion interactlian en varios niveles y se ha sefialado una serie de mecanismos de
activacion/represion de retroalimentacion en diferentes contextos de TEM.

TGFB1 es uno de los impulsores clave de TEM en muchos tipos de cancer. El TGFB1 actua
como un supresor de tumores en las primeras etapas del desarrollo tumoral al inhibir la
proliferacién e inducir la apoptosis. Aun asi, en etapas posteriores del desarrollo del
tumor, el TGFB1 interviene como un promotor tumoral al inducir TEM y suprimir las
respuestas inmunitarias antitumorales. La activacion de este nodo conduce a una
activaciéon general de vias adicionales. Estos convergen en una red de factores de
transcripcidon y miRNA que reprimen las caracteristicas epiteliales e inducen las
mesenquimales (Hao et al., 2019). EI TGF1 es secretado por las células tumorales y por
los miofibroblastos que se encuentran presentes en el microambiente tumoral. Cuando
se libera al exterior, es transducida por dos receptores serin-treonin quinasa distintos

(TGFBR1 y TGFBR2), que al unirse con su ligando fosforilan y activan a las proteinas
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citoplasmaticas SMAD (Mothers Against Decantaplegic homolog), como son SMAD2 y
SMAD3. Finalmente, estas proteinas forman complejos con SMAD4, lo que les permite
su translocacién al ndcleo para regular la expresién de diferentes genes que estan
implicados en la diferenciacidn celular. Ademas, las proteinas SMAD activas, son capaces
de activar la expresion de algunos genes mesenquimales, como por ejemplo la
fibronectina, vimentina y coldgeno de tipo | (Kaimori et al., 2007). La ruta de sefializacidn
del TGFB1l se encuentra habitualmente sobreactivada en varios carcinomas,
promoviendo la invasion y la metastasis (Figura 13) (Derynck et al., 2014).
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Figura 13. Mecanismos de transduccion de sefial inducidos por TGFB1 durante TEM. Adaptado
de Derynck et al., 2014.
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El TGFB1, a parte de la seializacién via SMAD (ruta candnica), puede inducir TEM
mediante la activacion de GTPasas (ruta no candnica), como por ejemplo a través de las
rutas de sefializacion PI3K, AKT, JNK, ERK, MAPK o Rho (Hao et al., 2019; Vander Ark
et al.,, 2018; Wendt et al., 2009). Por otro lado, existen vias alternativas que estan
involucradas en la induccién de la TEM, como por ejemplo Wnt y Notch. Tanto en las
células madre normales como en las cancerosas, la activacion de la sefializacion WNT y
los cambios asociados a la TEM en la adhesidn celular implican el desplazamiento de la

B-catenina de las uniones adherentes, donde se une a CDH1 con el citoesqueleto de
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actina. En condiciones fisioldgicas, participa en la regulacidn transcripcional durante el
desarrollo embrionario (Basu et al., 2018).

La via de sefializacién de Notch mantiene un equilibrio entre la proliferacién celulary la
apoptosisy, por lo tanto, Notch puede desempefar un papel importante en el desarrollo
y la progresiéon de varias neoplasias malignas. Tras la unidn con su ligando, el receptor
de Notch sufre una protedlisis y libera la oligoproteina de dominio intracelular de Notch
(NICD). La liberacion de NICD produce la translocacion del nucleo y facilita la sintesis de
los FTs de las familias ZEB, SNAIL y TWIST. Ademas, la liberacidn de NICD también se ha
relacionado con la estabilizacion de HIF1A y la activacidn de NFkB (Kopan, 2012;
Sahlgren et al., 2008; Villa et al., 2014; Wang et al., 2010). La activacién de TEM no
solamente se ve asociada con las vias citadas en este punto (Figura 14). Ultimamente,
se harelacionado la induccién de TEM con otros mecanismos, como por ejemplo algunas
rutas que incluyen miRNA como miR200 y miR205, que interactuan con los factores de

transcripcién de la familia de ZEB.
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Figura 14. Capas de regulacion TEM. La TEM estd regulada a nivel epigenético, transcripcional,
postranscripcional, traduccional y postraduccional. Los FTs-TEM reclutan la maquinaria de
metilacién del ADN y modificacién de histonas para reprimir de manera estable los genes
epiteliales y evitar su transcripcidon. Se oponen a los FT asociados al epitelio, que a su vez
reprimen los FTs-TEM. Tanto los transcritos epiteliales como los mesenquimales se empalmany
regulan alternativamente por miRNA y long non-coding RNA (IncRNA). El inicio de la traduccidn,
la estabilidad del ARN mensajero (ARNm) y la poliadenilacion afectan la tasa de traduccion de
las transcripciones epiteliales y mesenquimatosas. Las modificaciones postraduccionales como
la ubiquitinacidn, la acetilacidon y la fosforilacién determinan el equilibrio entre la estabilidad y
la degradacién de las proteinas epiteliales y mesenquimatosas (Kaimori et al., 2007).

2.3. Invasién y metdstasis en TEM

En el contexto del cancer, el modelo TEM/TME de diseminacién metastasica intenta
reconciliar la observacién aparentemente contradictoria de que las lesiones
metastdsicas tienden a tener caracteristicas epiteliales, muy parecidas al tumor primario
del que surgieron, pero las células epiteliales no son intrinsecamente invasivas. El
modelo postula que las células cancerosas de origen epitelial se someten a TEM para
lograr los primeros pasos de la cascada metastdsica, incluida la invasién del estroma

tumoral, la intravasacion y posiblemente la extravasacion en dérganos distantes; sin
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embargo, para formar tumores secundarios con éxito, las células cancerosas deben
pasar por el proceso inverso de TME después de llegar al sitio metastdsico (Aiello &
Kang, 2019). Asi, las células pseudo-mesenquimales serian las fundadoras de colonias
metastasicas y necesitarian generar una progenie de células epiteliales capaz de recrear
un microambiente similar al del tumor primario (Klein, 2009). Si bien existe un fuerte
apoyo en la literatura para el papel de TEM/TME en la metdstasis, el modelo continta
siendo cuestionado y actualizado con nuevos hallazgos de investigacion (Aiello & Kang,

2019).

2.4. Resistencia a los ITQs de EGFR inducida por la TEM en el CPNM

La teoria de la evolucién clonal de los tumores se describid por primera vez en 1976,
donde se realizaron los primeros estudios al respecto (Nowell, 1976). Durante la
carcinogénesis, las células tumorales pueden adquirir, por azar, modificaciones
genéticas o epigenéticas que les otorgan una ventaja potencial que les permita
adaptarse al microambiente tumoral. Aunque, por otro lado, también puede existir la
posibilidad de que estas modificaciones en células que se encuentren menos adaptadas
al microambiente tumoral y a la presion selectiva ejercida por los farmacos, provoquen
una disminucion de su frecuencia, e incluso su desaparicién. La TEM se asocia
clinicamente con la resistencia adquirida a los ITQs de EGFR en el CPNM, ya que al cabo
del tiempo la mayoria de estos tumores se hacen resistentes (Li et al., 2017). Como
mencionamos anteriormente, en un porcentaje elevado de los tumores la resistencia se
da a causa de la mutacidon T790M en EGFR que confiere resistencia a los ITQs de primera
y segunda generacion gefitinib, erlotinib o afatinib. En ocasiones, la mutacion T790M se
encuentra en subclones minoritarios preexistentes antes del tratamiento que
aumentaran su frecuencia tras tratarlos con los ITQs (Zhu et al., 2019). La exposicién
prolongada al tratamiento con osimertinib (ITQ de tercera generacion) también ha
desarrollado otro mecanismo de resistencia genético como la sustitucion C797S (Maity
et al., 2020). Otro mecanismo de resistencia a los ITQs de EGFR descritos en pacientes,
se asocia a la transformacidn histoldgica a CPM vy a la activacidn del programa TEM, que
corresponde al segundo mecanismo de resistencia mas comun incluyendo a los ITQs de

tercera generacion. Los tumores EGFR mutados cuando adquieren resistencia a los ITQs
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de EGFR, expresan rasgos de CPM, manteniendo la mutacidn original en EGFR, siendo
indicativo de plasticidad fenotipica en el tumor (Oser et al., 2015; Ribatti et al., 2020).
Desde hace algunos afios, esta descrita la relacidon entre la TEM y la resistencia a los ITQs
de EGFR. Por un lado, la represidon de CDH1 se relaciona, en estudios in vitro con cultivos
celulares de CPNM, con la resistencia adquirida a Erlotinib (Suda et al., 2011). Por otro
lado, la resistencia al ITQ de EGFR afatinib esta relacionada a la activacion del programa
de TEM con caracteristicas de CSC (Hashida et al., 2015). Un miRNA al que se le relaciona
con la resistencia de los ITQs y el fenotipo TEM de las células es miR-200, su
sobrexpresion impide la traduccidn del FT, ZEB1, que muestra un efecto antitumoral en
células que son resistentes a los ITQs con fenotipo TEM (Sato et al., 2017). La
sobreexpresion de ZEB1 se observa en rebiopsias de pacientes con resistencia adquirida
a los ITQ de EGFR (Yoshida et al.,, 2016). Asimismo, un estudio planteado para
correlacionar los resultados de expresidn génica y las respuestas a los inhibidores de
EGFR o PI3K en muestras de pacientes, mostré como resultado la identificacion de una
firma TEM de 76 genes que tenian capacidad de prediccidn de resistencia clinica a los
ITQs, matizando la activacién de las vias independientes de EGFR como el receptor AXL
(Byers et al., 2013). También se ha estudiado que la reactivacién de ERK1/2 promueve
el desarrollo del programa TEM vy la supervivencia a los ITQs de EGFR (Buonato &
Lazzara, 2014). Por otro lado, los fibroblastos asociados a tumor pueden actuar como
promotores de la resistencia a los ITQs, liberando citoquinas o factores de crecimiento,
como TGFR1, que son inductores de TEM (Crawford et al., 2009).

Cada uno de estos estudios remarcan el papel del programa TEM en el desarrollo de
resistencias a los ITQs de EGFR. Como se ha comentado, existen diferentes mecanismos
moleculares involucrados en la resistencia a los ITQs de EGFR inducida por la TEM, estos
mecanismos moleculares incluyen componentes genéticos y epigenéticos, debidos a la
propia célula tumoral o al microambiente que la rodea. Muchos de estos componentes
pueden ser modulables y accionables farmacoldgicamente, este punto resulta de gran
interés ya que abre la posibilidad de disefiar tratamientos capaces de detener o revertir
la resistencia a los ITQs de EGFR dirigida por la TEM, aumentando asi la eficacia
terapéutica. A pesar de las evidencias preclinicas, las combinaciones que pudieran

parecer adecuadas en modelos celulares especificos, podrian provocar mecanismos de
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adquisicion de resistencia a los ITQs de EGFR en pacientes de CPNM. Algunos estudios
gue muestran resultados en modelos celulares concretos hablan por ejemplo de la
combinacidn de farmacos como el pemetrexed y el gefitinib que en ciertos modelos
celulares consiguen solventar la aparicion de resistencias asociadas al programa de TEM
(La Monica et al., 2016). Por otro lado, otro estudio expone que SNAIL juega un papel
importante en la tercera generacién de resistencia a ITQ de EGFR, como es osimertinib,
mostrando que la regulacion negativa de SNAIL puede revertir la resistencia a este
farmaco en CPNM mutante de EGFR (Qin et al.,, 2021). Otro estudio, realizado en
modelos de CPNM EGFR mutantes, relaciona la resistencia a los ITQs de EGFR con el
fenotipo mesenquimal de las células, a través de la activacion de la via AXL, donde la
combinacion de los inhibidores de EGFR y los de AXL son capaces de revertir la
resistencia a los ITQs (Byers et al., 2013). Otra aproximacién mas directa es la realizada
por nuestro grupo de investigacion en un trabajo previo. En este estudio se demostrd
en modelos celulares de CPNM con EGFR mutado, que la combinacidn de gefitinib junto
a un inhibidor de TGFR1 conseguia bloquear el mecanismo de resistencia TEM-
dependiente, aunque por otro lado favorece el aumento de la subpoblacién T790M
persistente, sensible al osimertinib (Soucheray et al., 2015). Recientemente, estudiando
los mismos modelos combinandolos con otras tecnologias dmicas hemos hallado
nuevos mecanismos de resistencia a los ITQs asociados a la sobreexpresion del receptor
de las quimioquinas relacionadas a las proteinas G CXCR7, que consigue la reactivacién
de ERK1/2 vinculada con la TEM; bloquear los receptores de un inhibidor concreto
podria ser esencial para evitar el programa TEM en pacientes de CPNM tratados con
ITQs de EGFR (Becker et al., 2019). Actualmente, en la practica clinica no existe ninguna
estrategia que capaz de revertir o retrasar la adquisicion de resistencia a los ITQs de
EGFR, excepto el caso de osimertinib con la mutacion T790M, aunque finalmente
también acaba desarrollando resistencias. Tal y como hemos comentado
anteriormente, el programa TEM es un proceso de reprogramacion epigenética que
proporciona a las células tumorales capacidad adaptativa y plasticidad, por tanto, los
moduladores epigenéticos pueden ser una opcidén terapéutica importante para
conservar el fenotipo epitelial de la célula y la sensibilidad a los ITQs de EGFR. En la

actualidad, existen estudios muy preliminares en CPNM que experimentan el uso de
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inhibidores de HDACs para revertir la TEM en modelos celulares de CPNM EGFR mutante
con resistencia a los ITQs de EGFR (Weng et al., 2019), también estudian la utilidad de
los inhibidores de HDACs en ensayos preclinicos en combinacidn con los ITQs de EGFR
en casos donde la resistencia a los ITQs ya se ha sefialado (Liu et al., 2017). Otro estudio
realizado también en modelos celulares de CPNM EGFR mutante con resistencia a los
ITQs de EGFR indicé que tras inhibir la metiltransferasa de histonas G9a, se
resensibilizaban las células a los ITQs a través de la reversion del fenotipo TEM (Zhang
et al., 2018). A pesar de todos estos ensayos, todavia necesitamos estudios que
abarquen modelos celulares diferentes a los citados, que consigan representar la
heterogeneidad del CPNM dirigido por EGFR, para conseguir establecer conclusiones
mas robustas sobre el uso de las terapias epigenéticas. Todo esto nos abre la posibilidad
de incluir las terapias epigenéticas en la practica clinica, realizando abordajes
integrativos que incluya diferentes tipos de modelos celulares, modelos animales y
muestras de pacientes. La finalidad es definir el papel de la epigenética en la TEM y la
resistencia adquirida a los ITQs de EGFR, llevando a cabo una medicina personalizada

gue prevenga o revierta la resistencia de una manera eficaz.
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Hipotesis y Objetivos
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La estrategia terapéutica utilizada para los pacientes con CPNM con EGFR mutado ha

sido el uso de terapias dirigidas (ITQs) frente a EGFR. Sin embargo, a pesar de las buenas

respuestas iniciales de estos farmacos, los tumores acaban desarrollando resistencias a

este tipo de terapias, bien mediante mecanismos genéticos (mutaciones) o epigenéticos

(metilaciones). En base a esta premisa, nuestra hipdtesis de trabajo esta basada en que

la metilacidon del ADN podria estar implicada en la resistencia a los farmacos dirigidos,

actuando en la activacién del fenotipo de TEM durante el tratamiento. Por ello, el

objetivo general de la presente tesis es identificar genes, que se regulen por

mecanismos epigenéticos y que tengan un papel clave en la resistencia a los ITQs en el

CPNM. Para ello proponemos los siguientes objetivos:

a)

b)

c)

d)

Realizar un metaandlisis de datos dmicos (transcriptomicos, epigendmicos y
farmacoldgicos) de modelos de resistencia a inhibidores de 12 y 22 generacion
disponibles para identificar potenciales biomarcadores epigendémicos para la
TEM asociada a la resistencia a ITQs.

Analizar el fenotipo en modelos in vitro e in vivo de resistencia adquirida a los
ITQs de EGFR reversibles (gefitinib y erlotinib) e irreversibles (osimertinib) a
partir de lineas celulares de CPNM dirigidas por mutaciones en EGFR
clinicamente relevantes.

Estudiar la contribucidn especifica de estos biomarcadores epigenéticos en los
modelos celulares de resistencia adquirida a gefitinib, erlotinib y osimertinib
mediante herramientas de transduccion génica y ensayos de biologia celular y
molecular.

Evaluacion de la posible traslacion de los resultados obtenidos a la practica

clinica.
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Materiales y Métodos
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1. Disefio experimental

Para llegar a la identificacidon de genes, que se regulen por mecanismos epigenéticos y
gue tengan un papel clave en la resistencia o sensibilidad a los ITQs de EGFR en el CPNM,
hemos seguido el disefio experimental que se muestra en la Figura 15. En primer lugar,
se llevé a cabo un analisis de respuesta de 1001 lineas celulares de cancer humano, entre
las que se encontraban 64 lineas celulares de AP, a 265 farmacos, entre ellos a ITQs de
EGFR de 12 y 22 generacion. Junto a estos resultados se realizé un estudio émico de las
diferentes lineas celulares de CPNM, realizandose un metaanalisis de datos
transcriptomicos y epigendmicos. La integracion de los datos dmicos obtenidos ofrecio
informacidn sobre la expresion de 22.000 genes y el estado de metilacién de 450.000
posiciones del genoma. Esta informacion fue publicada en un articulo de investigacion
en el que participd nuestro grupo (lorio et al., 2016). El analisis de estos resultados sirvid
de base para identificar potenciales biomarcadores epigendmicos para la TEM asociada
a la resistencia a ITQs. Por un lado, una vez seleccionado el candidato, se estudi6 el
impacto funcional en el fenotipo TEM asociado a la resistencia o sensibilidad a los ITQs
en modelos in vitro. Por otro lado, también se analizé en modelos in vivo la resistencia
adquirida a los ITQs de EGFR y el crecimiento del tumor, especifico de este marcador.
Finalmente, se estudié como podia afectar metilacién de este marcador en la practica

clinica para pacientes con CPNM.
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Figura 15. Esquema metodoldgico empleado en este trabajo.

2. Andlisis de Ila metilacion Global del ADN mediante

microarrays Infinium de lineas celulares de CP

Los datos de sensibilidad del farmaco se descargaron de COSMIC (Catalogue of Somatic
Mutations in Cancer) y la clasificacion en sensible/resistente se realizo utilizando el ICso
(Inhibit Concentration 50%) como punto de corte: Afatinib: 1 uM; camptotecina: 0,05
uM; cisplatino: 8 uM; erlotinib: 1 uM; etopdsido: 5 uM; gefitinib: 0,4 uM; gemcitabina:
0,5 uM; metotrexato: 0,15 uM; paclitaxel: 0,05 uM; rapamicina: 0,09 uM y vinorelbina:
0,04 pM.

Los datos de metilacidn sin procesar (arrays lllumina 450K) se obtuvieron del repositorio
COSMIC (https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/) y se procesaron con la biblioteca Minfi
(Aryee et al., 2014). Los datos sin procesar se normalizaron mediante la normalizacién
de Illumina y se asignaron al genoma. Los DMR (Differential Methylated Regions) se

identificaron utilizando la biblioteca mCSEA (Martorell-Marugan et al., 2019), con un
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minimo de 5 CPG por DMR y 1000 permutaciones. Se seleccionaron todas las DMR en
promotores con NES (Normalized Enrichment Score) < 0 y FDR (False Discovery Rate) <
0,25 (Benjamini et al., 2001).

Los datos de expresion Reads Per Kilo base per Million mapped reads se obtuvieron del
repositorio CCLE (Cancer Cell Line Encyclopedia) (Barretina et al., 2012; Cancer Cell Line
Encyclopedia Consortium & Genomics of Drug Sensitivity in Cancer Consortium, 2015) y
se transformaron para adaptar nuestros datos.

Se realizé6 el promedio de los valores beta para las regiones identificadas como
promotoras segun el manifiesto de Illlumina y se realizé la correlacidon de Pearson para
calcular la correlacion entre expresion y metilaciéon. Finalmente, seleccionamos como
candidatos aquellos DMR con correlacidon negativa estadisticamente significativa
(Smyth, 2004). Finalmente, se evallo la superposicion de un conjunto de genes de
interés y una estimacién de la importancia estadistica, con tantas colecciones de MSigDB
como se quisiera elegir. Las firmas utilizadas en este estudio estan disponibles en la
Molecular Signatures Database (MSigDB v7.0,
http://software.broadinstitute.org/gsea/msigdb/annotate.jsp) ordenadas por
categorias (genes de rutas KEGG o Biocarta, dianas transcripcionales de factores de
transcripcién o miRNAs, términos GO (Gene Ontology), o firmas transcripcionales
asociadas a perturbaciones quimicas o genéticas). En nuestro caso, seleccionamos una
coleccion de firmas de perturbaciones quimicas y genéticas (CGP) que involucran
conjuntos de genes que representan firmas de expresiéon de relacionadas con estos

aspectos.
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3. Modelos experimentales

Para el desarrollo de la tesis se han empleado las lineas celulares de AC pulmonar con
EGFR mutado HCC4006, H1975 y HCC827 (Tabla 3), todas ellas obtenidas de la compafiia
American Type Culture Collection (ATCC). Ademds, a partir de estas lineas se generaron
lineas resistentes, tratandolas con concentraciones progresivas de ITQs de EGFR hasta
que adquirieron resistencia y eran capaces de crecer con normalidad a concentraciones

de 10 uM (Figura 16).

Tabla 3. Lineas celulares de CPNM empleadas como modelos de sensibilidad y resistencia a los
ITQs de EGFR y su perfil mutacional.

Linea celular Mutacién Linea resistente
HCC4006 Delecion del exén 19 (E747-A749), A750P  HCC4006 GeR (gefitinib)
HCC827 Delecion del exdn 19 (E746-A750) HCC827 ER23 (erlotinib)
H1975 L858R/T790M H1975 AZDR (osimertinib)

Para el empaquetamiento de particulas lentivirales se utilizé la linea celular HEK 293
LTV, que es una linea embrionaria de rifidn. Para los ensayos con 5-aza-2’-deoxicitidina
se utilizaron lineas celulares con el promotor de GRHL2 hipermetilado como A549 (linea
celular de ACP con KRAS mutado), H1703 (linea celular de SCC) y H460 (linea celular de
LCC).
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Figura 16. Imdgenes de la morfologia de las lineas celulares empleadas.

4. Condiciones de cultivos celulares

Las lineas celulares se incubaron en una estufa a 372C con un 5% de CO2 y con una
humedad relativa del 90% aproximadamente. El medio de cultivo empleado para las
lineas fue RPMI-1640 (Biowest) o DMEM High Glucose (4,5 g/lI) (Capricorn Scientific),
segun las condiciones de la ATCC especificas de cada linea celular, suplementados en

ambos casos con 10% de suero bobino fetal inactivado (Gibco) y con un 1% de
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antibidtico/antimicdtico 100x (Biowest). Este medio se cambidé cada 3-4 dias para
renovar nutrientes y evitar la acumulacion de metabolitos tdxicos, asi como de células
muertas.

Todas las lineas fueron testadas peridodicamente para la deteccién de posibles
contaminaciones por micoplasma mediante el kit comercial Mycoplasma Gel Detection
Kit (Biotools). Todos los experimentos se realizaron con lineas celulares libres de

micoplasma.

5. Experimentos de inhibicion y sobrexpresion

Para el estudio funcional del gen GRHL2, se llevaron a cabo infecciones en las lineas
celulares HCC4006, HCC827 y H1975 (sensibles y resistentes) con particulas lentivirales

para poder modificar la expresion de GRHL2.

a. Obtencidn de los plasmidos lentivirales

Para el silenciamiento del gen se utilizaron 5 vectores lentivirales, cedidos por el grupo
liderado por el Dr.Takeshi (Chicago, USA), que colabora con nuestro grupo de
investigacion. Los 5 vectores estaban basados en el plasmido pLKO.1 y se diferenciaban
en que cada uno contenia una secuencia distinta de short hairpin para inhibir GRHL2. En
el caso de la sobrexpresién del GRHL2, el vector fue disefiado y sintetizado por la
empresa Vectorbuilder. Las secuencias pLKO.1 de silenciamiento y sobrexpresiéon de
GRHL2 y el esquema del plasmido utilizado en ambos casos se muestran en la Tabla 4y
las Figuras 17 y 18. Estos vectores contienen el gen de resistencia a la puromicina que
va a facilitar la seleccion positiva de las células infectadas. En ambos casos el plasmido
de interés estaba incorporado en bacterias E. coli y conservado en un stock de glicerol.
Partiendo del stock de glicerol en cada caso, se cogié una parte de esas bacterias y se
introdujeron en 5 ml de medio LB (Sigma Aldrich) junto con antibiético de seleccion para
gue Unicamente crecieran las bacterias que tenian incorporado el plasmido a 372Cy con
agitacion durante 24 horas. Pasado el tiempo, se realizé la extraccion del plasmido de
las bacterias mediante el kit Qiaprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen) siguiendo el protocolo
propuesto por el kit. Una vez obtenido el plasmido, se cuantificdé su concentracion

mediante el espectrofotémetro Nano Drop lite (Thermo Scientific).
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Tabla 4. Secuencias de silenciamiento y sobrexpresion de GRHL2 empleadas.

Silenciamiento D secuencia Secuencia diana/Tamafio Origen

(Sh) /

Sobrexpresion

(OE)

ShGRHL2- TRCNO0O00015808 GCCGATTACAAGGAGAGCTT Takeshi Lab

Secuencia A T

ShGRHL2- TRCNOO00015809 CCTTCAAAGCAGATGAAAGA Takeshi Lab

Secuencia B A

ShGRHL2- TRCNO0O00015810 GCTGAAGATTTCACACCAGT  Takeshi Lab

Secuencia C* T

ShGRHL2- TRCNO0O00015812 CCAGTGAACCTTTCCCTAAAT Takeshi Lab

Secuencia D

ShGRHL2- TRCNO000422022 AGACATCAAGTGGCACATTT  Takeshi Lab

Secuencia E C

Sh-NT TRC1/1.5 CAACAAGATGAAGAGCACCA Takeshi Lab

A

OE-GRHL2 pLV[TetOn]- 1878 pb Vector

EGFP:T2A:Puro- Builder

TRE3G>hGRHL2[NM

024915.3]
OE-CTRL pLV[TetOn]- 8865 pb Vector
EGFP:T2A:PuroTRE3 builder

G>{Stuffer_300bp}
(VB201104-1016rgq)
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Figura 17. Esquema del plasmido de silenciamiento de GRHL2 empleado.
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Figura 18. Esquema del pldsmido de sobrexpresion de GRHL2 empleado.

b. Produccion de particulas lentivirales

Una vez obtenidos los plasmidos lentivirales con la secuencia de interferencia
(silenciamiento) o el ADN complementario (ADNc) para sobreexpresar GRHL2, el
siguiente paso era introducirlo en las células empaquetadoras HEK293 junto a los

pldsmidos de envoltura de la capside y el de empaquetamiento. El gen de la envoltura
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(env) viene codificado en el plasmido pCMV-VSV-G (Glycoprotein of the Vesicular
Stomatitis Virus) y, al plasmido de empaquetamiento (pCMV-ARS8.2), se han eliminado
genes (vif, vpr, vpu y nef) para evitar la generacion de virus competentes). El proceso de
co-transfeccion consiste en mezclar los 3 plasmidos (el de interés, VSV-G y pCMV- AR8.2)
con un reactivo de transfeccion (en nuestro caso Trans IT-LT1) en un microtubo estéril
de polipropileno e incubar 20-30 minutos. En la Tabla 5 aparecen las cantidades

utilizadas con estos reactivos.

Tabla 5. Lista de los reactivos empleados para la formacion de particulas lentivirales.

Reactivos Para placa Petri 6 cm’
Optimem Hasta 200 pl

Plasmido de interés 4 g

Plasmido R8.2 4 ug

Plasmido VSV-G 0,5 ug

TransIT-LT1 24 pL

En el tiempo de la incubaciéon de los reactivos mencionados anteriormente, se
tripsinizaron las células HEK 2973 LTV y se resuspendieron en un medio de transfeccion
(DMEM +10% SBF sin antibidticos) y se sembraron las células a razén de 1x10° células
en placas de alta adherencia tratadas con colageno | BIOCOAT Cell Environments
(Beckton and Dickinson). Al terminar la incubacién, se afiadié la mezcla gota a gota sobre
las células productoras y se movid ligeramente para una correcta distribucion.

Pasadas 24 horas, se realizdé un cambio de medio a uno que favorecia la produccion viral
(DMEM, 10% FBS (Suero bovino fetal) y 1% BSA (Bovine Serum Albumin)). Entre las 24 y
las 72 horas, se produce la produccidén de virus en el interior de las células hasta que las
células se lisan y en el medio quedan los virus. Tras 72 horas, se recogio el medio donde
estan las particulas virales, se centrifugd durante 3 minutos a 400g y se filtré con un

filtro de 0,45 um para eliminar los restos celulares.
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c. Transduccion viral

Para la transduccidn viral, las células en las que se deseaba sobreexpresar o silenciar un
gen, fueron sometidas a dos series consecutivas de infeccion viral. Se afiadié en primer
lugar al medio con las particulas virales polibreno, a una concentracion de 10 pg/ml,
para favorecer la infeccidn, dicha mezcla se afadié al medio de cultivo de las células.
Pasadas 24 horas, se retird este medio y se afiadid de nuevo medio fresco con las
particulas virales. Al dia siguiente, se reemplazé este medio por medio completo junto
al antibiético de seleccion puromicina. La seleccion se considera completa cuando las
células control (células sin infectar y por tanto sin el gen de resistencia al antibidtico)
mueren totalmente mientras que las células infectadas crecen de forma normal. Para
demostrar que la infeccidn se hubiese producido de forma correcta, se extrajo ARN para
la confirmaciéon por RT-gPCR (reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa en

tiempo real) y proteina para realizar la técnica de westen blot.

6. Estudios de proliferacion y viabilidad celulares

El contaje de los cultivos celulares se determind mediante el contador automatico
Countess® Il (Invitrogen). La técnica de contaje que utiliza este aparato se basa en el
método de exclusion del colorante vital azul tripan, que es capaz de introducirse en el
interior de las células con roturas en la membrana. Las células que presentan la
membrana integra no permiten la entrada del colorante, conservando un aspecto
redondeado y transparente. Sin embargo, las alteradas adquieren un color azul, aunque
conservan una morfologia similar a las viables.

Para llevar a cabo el contaje celular, después de la tripsinizacion y la resuspension en
medio completo, se mezclé en proporcion 1:1 una alicuota de la suspensién celular
obtenida, con el mismo volumen de la solucién de azul tripan al 0,4% (Invitrogen) y se
cargd en las camaras de contaje especificas para el aparato (Countess® cell counting

chamber slides; Invitrogen).
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7. Estudio de Ila citotoxicidad celular: Método de Ia

sulforodamina B

El método de sulforodamina B se emplea para cuantificar la citotoxicidad de las células
midiendo el contenido de proteina celular toral que es directamente proporcional al
numero de células. Desde que se desarrollé en la década de los 90 (Skehan et al., 1990),
se ha ido adaptando para realizar ensayos con todo tipo de farmacos. El protocolo
empleado fue el implantado por el Instituto nacional del cancer (NCI)

(www.cancer.gov).Esta técnica tiene la ventaja de que permite realizar ensayos de

citotoxicidad a gran escala en placas de 96 pocillos (Vichai & Kirtikara, 2006).

En primer lugar, se sembraron 5x10° células por pocillo en placas de 96 pocillos en un
volumen 100 pl de medio completo. A las 24 horas tras la siembra, se afiadieron los
farmacos disueltos en medio RPMI. Se emplearon 6 réplicas por condicidn, realizando
diluciones seriadas 1:3 a partir de 10 uM. Se utilizé DMSO (Dimetilsulféxido) como
control, ya que era el vehiculo en el que se disolvia el farmaco.

Una vez pasadas 72 horas después del tratamiento, las células se fijaron mediante la
adicion de acido tricloroacético (Sigma-Aldrich) al 50% de manera que se quedase a la
concentracién final del 10% (p/v) en el pocillo, y se incubaron durante 1 hora a 4°C.
Posteriormente, las placas fueron lavadas cinco veces con agua y se dejaron secar.

Las placas fijadas fueron tefiidas con 100 pl de una solucién de sulforodamina B (Sigma-
Aldrich) al 0.4% (p/v) en acido acético al 1%, durante 20 minutos. Tras este tiempo las
placas se lavaron con acido acético al 1%, para eliminar cualquier exceso de tincidén y se
dejaron secar. Después, el colorante unido a las proteinas se solubilizé con 200 pl de
tampon Tris a 10mM.

Finalmente, se midid en el espectrofotdmetro la absorbancia a 570 nm en un lector de
placas (Multiskan spectrum; Thermo Scientific) y se le resté el ruido de fondo medido a
620 nm para cada pocillo. Los datos se expresan como porcentaje de viabilidad celular

que se calculd de acuerdo con la expresion:

Absorbancia condicion

% Viabilidad celular = 100x Absorbancia control
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8. Analisis de la expresion proteica mediante western blot

El western blot se trata de una técnica que nos permite examinar la cantidad de una
proteina especifica en un extracto proteico y comparar asi sus niveles con respecto a los

existentes en otras muestras. Para ello, se realizaron los siguientes pasos:

a. Extraccion de proteinas

Para la obtencion de las proteinas de los cultivos celulares en monocapa, en primer
lugar, se retird el medio de cultivo de las placas y se lavaron con PBS (Phosphate Buffered
Saline) frio. Después, tras eliminar el PBS, las células se rascaron en hielo en presencia
del tampdn de lisis CelLytic™ M (Sigma) y suplementado con inhibidores de proteasas y
fosfatasas (ThermoFisher Scientific). Una vez recogido el lisado celular, se sometié cada
muestra a sonicaciéon aplicando tres ciclos de 5 segundos de ultrasonidos intercalados
por 15 segundos de parada empleando un sonicador Branson SLPe. A continuacién, la
muestra se centrifugd a 15000 RPM (Revoluciones Por Minuto), 10 minutos a 4°C,
recogiendo el sobrenadante y desechando el pellet que contienen restos celulares. La
concentracion de proteinas se establecié mediante el método descrito por Bradford,
usando el reactivo Coomassie Blue G-250 (Bio-Rad) y midiendo la absorbancia de las
muestras a 595 nm. Los valores obtenidos se interpolaron en una recta patrén de
albumina sérica bovina (BSA; Roche) con un rango de concentraciones entre 0.01

mg/ml-2 mg/ml.

b. Electroforesis y transferencia

Las proteinas se separaron en funcién de su peso molecular mediante la electroforesis
desnaturalizante (SDS-PAGE). Se mezclaron 35 ug de proteina con el volumen adecuado
de tampdn de carga (Laemmli Sample Buffer, Bio-Rad) y se incubaron durante 5 minutos
a 982C para desnaturalizar las proteinas.

Cuando ya estaban desnaturalizadas, se cargaron las muestras en geles comerciales en
gradiente de poliacrilamida del 4-20% (Mini-PROTEAN TGX Stain-Free Gels, Bio-Rad) y
se sometieron a electroforesis utilizando el sistema Mini PROTEAN® Tetra System (Bio-

Rad) en el tampdn comercial Tris/Glicine/SDS Buffer (Bio-Rad). Junto a las muestras de
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proteinas, se utilizd un marcador de peso molecular (Precision Plus Protein™ Standards
Dual Color, Bio-Rad).

Tras la electroforesis, las proteinas presentes en el gel se transfirieron en seco a las
membranas comerciales (PVDF) Trans-Blot Turbo Transfer Pack (Bio-Rad) utilizando el
mismo sistema de electroforesis TransBlot® Turbo Transfer System (Bio-Rad) durante 7

minutosa 1.3 Ay 25V.

c. Inmunodeteccidon

La inmunodeteccion comenzé con el bloqueo de las uniones inespecificas con una
solucién de bloqueo de compuesta con leche desnatada al 5% en TBS-Tween o TBS-T
(Tris-CI 20 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0.1%, pH 7.5) durante 60 minutos a
temperatura ambiente y en agitacidn suave. A continuacion, se incubé la membrana con
los anticuerpos primarios durante toda la noche (ON) a 42C, que se diluyeron en leche

desnatada al 5% en TBS-T, dirigidos contra las proteinas especificadas en la Tabla 6.

Tabla 6. Lista de anticuerpos primarios empleados para western blot.

Anticuerpos primarios

Diana PM (KDa) Origen Dilucién Casa comercial Referencia
Monoclonal de Cell Signaling
ACTB 45 1:1000 8457S
conejo Technology
Monoclonal de Cell Signaling
CDH1 135 1:1000 3195S
conejo Technology
Monoclonal de Cell Signaling
CDH2 140 1:1000 D4R1H
conejo Technology

Policlonal de

GRHL2 71 1:1000 Sigma Aldrich hpa004820
conejo
Monoclonal de Cell Signaling
VIM 57 1:1000 5741S
conejo Technology
Monoclonal de Cell Signaling
ZEB1 200 1:1000 83243
conejo Technology
Monoclonal de Cell Signaling
ZEB2 157 1:1000 97885
ratén Technology
Monoclonal de
SNAIL/SLUG 29 1:1000 Abcam ab180713
ratén
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Tabla 7. Lista de anticuerpos secundarios empleados para western blot.

Anticuerpos secundarios

Casa
Diana Conjugado Dilucién Referencia
comercial

Cell
Anti Conejo IgG HRP 1:1000 Signaling 9789
Technology
Cell
Anti Ratén IgG HRP 1:1000 Signaling 7076

Technology

Tras la incubacion con el anticuerpo primario, para llevar a cabo la deteccién de la
proteina, se realizaron 3 lavados de 5 minutos con TBS-T en agitacion lenta para eliminar
el exceso de anticuerpo no unido a la membrana. A continuacién, las membranas se
incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente (mostrados en la Tabla 7)
conjugado a la peroxidasa de rabano picante (HRP).

Finalmente, tras realizar 3 lavados durante 5 minutos en agitacién fuerte con TBS-T para
eliminar el exceso de anticuerpo secundario, las membranas se incubaron con el
reactivo comercial ECL (Clarity™ Western ECL Substrate, Bio-Rad), que permite la
deteccion por quimioluminiscencia de los anticuerpos conjugados con peroxidasa. La
reaccion se produce debido a que el luminol del ECL, en presencia de perdxido de
hidrégeno, se transforma por la HRP (conjugada en el anticuerpo secundario) a un
dianion excitado, capaz de emitir luz al regresar a su estado fundamental. Esta luz se
capté por la cdmara de quimioluminiscencia ChemiDoc™ XRS+ de Bio-Rad. La sefial
obtenida se analizd mediante densitometria utilizando el software Image Lab 2.0.1 (Bio-

Rad).

9. Analisis de la expresion génica mediante RT-gPCR

A lo largo de este trabajo, se midio la expresion relativa de varios genes mediante RT-
gPCR cuantitativa. Esta técnica monitoriza y cuantifica la amplificacidon de una secuencia

especifica de ADNc a lo largo de la reaccién. El ADNc se obtiene a partir del ARNm
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extraido de las muestras mediante la reaccidon de transcriptasa inversa. Para llevar a
cabo esta técnica se necesita un molde de ADN, un par de cebadores (primers)
especificos, un tampdén de reaccién adecuado y la encima ADN polimerasa

termoestable.

a. Extraccion del ARN

Para la extraccion de ARN total de los cultivos celulares en monocapa empleamos el kit
de extraccion E.Z.N.A.® Total RNA kit | (Omega) siguiendo las indicaciones de la empresa
comercial. En primer lugar, se retir6é el medio de cultivo de las placas y se lavaron con
PBS frio. Tras eliminar el PBS, las células se rascaron en hielo en presencia de 350 ul de
tampon de lisis TRK suplementado con B-mercaptoetanol 0,02% (v/v). Las muestras se
homogeneizaron y posteriormente se afiadid el mismo volumen de etanol al 70%
(Fisher-scientific). Una vez afiadido el etanol se mezclaron bien por vortex y se transfirid
la muestra a columnas HiBind® RNA Mini Column del kit de extraccidn. Las muestras se
centrifugaron a 10.000 g 1 minuto y se desech¢ el filtrado quedando el ARN retenido en
la columna. Posteriormente se realizaron varios lavados y centrifugaciones con
tampones de lavado del kit para purificar las muestras y se desecharon los liquidos
filtrados. Se hizo secar bien la columna para eliminar restos de etanol de los tampones
de lavado y se afadid agua libre de RNasas para eluir el ARN de la columna,
centrifugando a maxima velocidad durante dos minutos. Una vez extraido el ARN total,
se cuantificé su concentracion mediante el espectrofotémetro Nano Drop lite (Thermo

Scientific).

b. Sintesis del ADNc

Tras cuantificar el ARN total, se llevd a cabo la obtencién del ADNc mediante la reaccién
con la transcriptasa reversa. Se utilizé el kit PrimeScriptTM Reverse Transcriptase (Takara)
y 500 ng de ARN total por muestra junto con los componentes que se muestran en la

Tabla 8.
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Tabla 8. Lista de reactivos para la obtencién de ADNc.

Reactivo Cantidad
5x PrimeScript buffer 2 ul
Oligo dT primer 50 uM 0,5 ul
Random 6 mers 100 uM 0,5 ul
PrimeScript Enzyme mix | 0,5ul
ARN 500 ng
Agua libre de RNasas Hasta 10 pl

Una vez realizada la mezcla, se llevaron las muestras al termociclador (Veriti Thermal
Cycler, Applied Biosystems) con el programa indicado para la retrotranscripcién: 15
minutos a 372C, 5 segundos a 859C y finalizando el programa a 42C. Tras acabar el

programa, se recogieron las muestras y se diluyeron con agua libre de RNasas.

c. Reaccion en cadena de la polimerasa

Tras obtener el ADNc, se llevé a cabo la RT-gPCR para amplificar las secuencias de ADN
de los genes que se querian estudiar. Para ello, se emplearon placas de PCR de 96
pocillos (PCR Microplate, PCR-96-AB-C, Axygen) en las que se cargaron triplicados de las
muestras para cada pareja de primers del gen correspondiente. De tal modo, en cada
pocillo se mezclaron los reactivos indicados en la Tabla 9. Los primers utilizados en este

ensayo se indican en la Tabla 10.

Tabla 9. Lista de reactivos para la RT-qPCR.

Reactivo Cantidad

ADNc muestra 2 ul (10ng)
Mix Primers (Forward y reverse) 10 uM 1l
TB Grenn Premix Ex Taq 2x (SYBR Takara) 6 ul
Agua libre de RNasas 3l
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Tabla 10. Lista de primers utilizamos para ensayos de RT-qPCR.

Gen
ACTB-Forward
ACTB-Reverse

GRHL2-Forward
GRHL2-Reverse
CDH1-Forward
CDH1-Reverse
CDH2-Forward
CDH2-Reverse
SNAIL1-Forward
SNAIL1-Reverse
TWIST2-Forward
TWIST2-Reverse
ZEB1-Forward
ZEB1-Reverse
ZEB2-Forward
ZEB2-Reverse
VIM-Forward
VIM-Reverse
CDS1-Forward
CDS1-Reverse

Secuencia
ACAGAGCCTCGCCTTTGC
CGCGGCGATATCATCATCCA
CCCACAGCGCCTATCTCAAA
TACTCCTCAGCCCCAACTGA
GGCCTCCGTTTCTGGAAT
TGGCCAGTGATGCTGTAGAA
GCAGCTCTTCACCCTGTTCTA
CTCGCACACATAGCGGTG
CGTCATCCCCTTCCAGTTCG
CCTCATTCGGGGTGGTATC
TGGGCGGTGCTACAACTG
TCTCCGATGTGTTGGAGAAGC
GGGAGGATGACACAGGAAAG
GGTGCCTCAGGAAAAATGAC
CCTACTGGCATTTGCTGAACG
GACAATTAGTGCAGCCAGGTC
CAGACAGGATGTTGACAATGC
TTGGCAGCCACACTTTCATA
GTGTTTGGATTCATTGCTGCCT

TGGAAAGGGTACAAGCTCACTC

Tras cargar la placa, se centrifugd para descartar cualquier burbuja y se introdujo en el

termociclador ViiA 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) donde se realizé la PCR

(siguiendo el programa indicado en la Tabla 11). En ultimo lugar, los datos y resultados

adquiridos fueron analizados por el ViiA™ 7 Software y normalizados en archivos de

Excel.
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Tabla 11. Condiciones requeridas para la realizacion de la RT-qPCR.

Programa Tiempo Temperatura
Calentamiento 2 minutos 509eC
Desnaturalizacion 1 minuto 95¢C
Amplificacion 15 segundos 95eC
40 ciclos 35 segundos 602C
15 segundos 95eC
Melting 1 minuto 60°C
15 segundos 95eC

10. Analisis de regulacién de la expresion génica mediante
ChiP

La inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlIP) es un método que se utiliza para analizar
la regulacion de la expresion génica a través del estudio de las interacciones entre las
proteinas y las regiones promotoras de ADN de genes de interés, para establecer
potenciales vinculos sobre si esas proteinas permiten la activacion o represion del gen.
Para llevar a cabo la técnica del ChlIP se realizaron los siguientes pasos de acuerdo con
el protocolo del kit empleado truChlP Chromatin Shearing Kit with Formaldehyde

(Covaris).

a. Preparacion de la muestra

En primer lugar, se sembraron las lineas celulares de interés en placas tratadas de cultivo
celular de 10 cm para que tras 24 horas alcanzaran una confluencia del 80%. Pasadas las
24 horas, se retird el medio de las placas y se lavaron las células con PBS frio, se retird
el sobrenadante y se afiadieron 5 mL del tampdn de fijacién A atemperado a las placas.
A continuacién, se procedio a fijar la muestra para que las interacciones proteina-
cromatina permanecieran estables. Para ello se afiadieron 500 pl de formaldehido al
11,1% y se colocaron las placas de cultivo celular en un agitador de placas durante 10
minutos a temperatura ambiente (TA). Después, se afiadieron 300 ul de Quenching

Buffer E a la muestra para detener el proceso de fijacidon y se dejaron las placas en
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agitacion a TA durante 5 minutos. Seguidamente, se aspiré6 completamente la solucién
y se afiadieron 5 mL de PBS frio en cada placa de cultivo para rascar las células con ayuda
del rascador de células. Se lavaron las placas con 5 mL adicionales de PBS y se recogieron
las células de cada placa de cultivo. Se centrifugaron las muestras durante 5 minutos a
4°C y 200 g. A continuacion, se lavd el pellet 2 veces con 5 mL de PBS frio y se
centrifugaron las muestras durante 5 minutos a 42C y 200 g. Una vez centrifugadas las
muestras, se aspird completamente el sobrenadante y se colocaron las muestras en
hielo. A continuacidn, se resuspendid el pellet en 1 mL de tampdn de lisis B con inhibidor
de proteasas. La muestra se incubd 10 minutos a 42C en agitacion media. Tras los 10
minutos de incubacion, se centrifugaron las muestras durante 5 minutos a 1700 g a 42C
y se decantd el sobrenadante con cuidado. Se resuspendi6 el pellet en 1 mL de tampdn
de lavado C con inhibidor de proteasas y se incubd en agitacion 10 minutos a 42C. Se
centrifugaron las muestras durante 5 minutos a 1700 g a 49C y se decantd el
sobrenadante teniendo cuidado de no alterar el pellet. Seguidamente, se enjuagaron los
lados del tubo con 1 mL de Tampdn Shearing D3 con inhibidor de proteasas y se
transfirieron a unos tubos especiales para el sonicador Covaris (Tubos AFA de 1 mL).
Finalmente, se sonicaron las muestras en el sonicador Covaris con ciclos de intensidad
indicados en el protocolo del kit utilizado durante 5 minutos a 42C para asegurar que los
fragmentos de ADN se quedaran en un tamaio éptimo para el ensayo, entre 250 y 500
pares de bases. Una vez sonicada la muestra, se centrifugd a 1200 rpm, 10 minutos a

4°Cy se rescato el sobrenadante, desechando el pellet.

b. Inmunoprecipitacion de la cromatina

Para realizar la inmunoprecipitacion, en primer lugar, se prepararon 50 ul de las bolas
magnéticas (25 pl de IgA y 25 pl de 1gG) por cada muestra del ChIP, y se realizaron 3
lavados de las bolas magnéticas con 1 mL del tampdn de dilucion. A continuacidn, se
realizaron otros 3 lavados de las bolas magnéticas con 1 mL de BSA a 5mg/mL disuelto
en PBS. Una vez realizados los lavados, se resuspendieron las bolas magnéticas en 1 mL
de BSA a 5mg/mL. A continuacion, se afiadieron a cada tubo 2 pg de anticuerpo
especifico (ver anticuerpos empleados en la Tabla 12) y se incubaron en rotacion ON a

4°C para asegurar la unién entre el anticuerpo y las bolas magnéticas.
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Tras la incubacién del anticuerpo, se colocaron en una gradilla magnética que permite
la retencidn de las bolas magnéticas mientras se retira el sobrenadante. Una vez retirado
el sobrenadante, se afiadieron 100 pg por ensayo de las muestras sonicadas a cada tubo
de ChIP junto con las bolas magnéticas unidas al anticuerpo, se enrasaron las muestras
a 1 mL con el tampdn TE y se retiraron de la muestra sonicada ademas 100 pl como
input. Las muestras se incubaron con el anticuerpo unido a las bolas magnéticas ON en
rotacion a 42C. Al dia siguiente se retird el sobrenadante dejando las bolas magnéticas
unidas al anticuerpo y a la proteina que interacciona con el anticuerpo, se realizaron tres
lavados de 1 mL con tampdn TSE | para eliminar cualquier resto de proteina que no se
haya unido al anticuerpo, a continuacidén se realizaron tres lavados de 1 mL con el
tampon TSE 1l, seguidamente se realizaron tres lavados mas con el tampdn TSE Il y por
ultimo se realizé un lavado de 1mL con el tampdn TE. Finalmente, se transfirio el
sobrenadante a un tubo nuevo descartando las bolas magnéticas, se centrifugd a 4.000
RPM durante 1 minuto, se descartd el sobrenadante y se afiadid al pellet 170 uL del
tampdn de elucidn, se vorted y tras resuspenderlo, se incubd a 652C durante 30 minutos.
Pasado el tiempo, se centrifugd la muestra durante 30 segundos a maxima velocidad y
se transfirid el sobrenadante a un tubo nuevo. Para finalizar se incuban las muestras a

652C ON para revertir el entrecruzamiento.

Tabla 12. Lista primers empleada para ensayos de RT-qPCR ChIP.
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Gen Secuencia
ZEB1 ChiP Forward CGAGACCTGAACATGTGGTG
ZEB1 ChiP_Reverse GCCCCGAGATAACCAGAAAT
CDH1 ChiP_Forward CCCTTTCTGATCCCAGGTCT
CDH1 ChiP_Reverse GCCTGGAGTTGCTAGGGTCT
GRHL2 ChiP_Forward AGCTCCCCAGCCAATCAT
GRHL2 ChiP_Reverse GCGGCCACAGGTAACTTTC
VIM ChiP_Forward AAGAGCGAGAGGAGACCAGA
VIM ChiP_Reverse AAACTTCTGCAGCCTTTGGA
SNAIL1 ChIP-Forward-1 GGGCCTTTTCCCTTGATAAT
SNAIL1 ChIP-Reverse-1 AAGGGAAGTGTGCTTTGGTG
OVOL2 ChIP_ Forward CCGCCCGGTGGATTTGTCTTC

OVOL2 ChIP_ Reverse

GACCGCCCAGATTTCATCAAGC



c. Extraccion del ADN

Para realizar la extraccion del ADN se afiadieron a las muestras 150 pL de tampdn TE y
RNAsa a 200 pg/mLy se incubd durante 2 horas a 372C. Tras la incubacidn, se afiadi6 7
uL de proteinasa K (20 mg/mL) y se incubd durante 2 horas a 379C. Finalmente, se
purificéd el ADN con el kit PCR purification (Qiagen) y se resuspendié el pellet en 50 puL

de tampdn EB.

d. RT-gPCR del ChIP

Tras obtener las muestras del ChIP se procedio a realizar la RT-gPCR para amplificar las
secuencias de ADN del promotor de los genes de interés siguiendo los mismos pasos

gue en el apartado 9.3 de materiales y métodos.

11. Inmunofluorescencia

La técnica de inmunofluorescencia sirve para establecer la localizacién subcelular de los
antigenos a través de anticuerpos sensibles y altamente especificos que estan
conjugados con una marca fluorescente (fluorocromo).

Para los ensayos de inmunofluorescencia se sembraron 8,5 x 10 células en placas de 24
pocillos. Una vez transcurridas 24 horas de la siembra y consiguiendo una confluencia
del 80%, las células se fijaron a TA durante 30 minutos con parafolmaldehido al 4%.
Seguidamente, se permeabilizaron las células con Triton X-100 al 0.2% durante 2
minutos, para bloquear las uniones especificas con tampdn de bloqueo (SBF al 5%, 1%
de BSA y 0.3% de Triton X-100). Los anticuerpos primarios (Tabla 13) se incubaron
durante toda la noche en una cdmara humeda. Tras la incubacién se lavaron las
muestras con un tampoén al 0.25% BSAy 0.1% Triton X-100. Finalmente, se diluyé 1:1000
en 0.25% BSA y 0.1 Triton X-100 el anticuerpo secundario conjugado al fluorocromo
(Tabla 14) durante 1 hora a temperatura ambiente en la oscuridad. Para el marcaje de
los nucleos, se incubaron las muestras 5 minutos con Hoechst 33342 (1pg/mL)
(Molecular Probes®, Life Technologies). Por ultimo, los cubreobjetos se montaron en
portaobjetos con medio de montaje (Prolong Gold Antifade Mountant, ThermoFisher

Scientific).
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Tabla 13. Lista de anticuerpos primarios empleados en inmunofluorescencia.

Diana

CDH1

GRHL2

VIM

Anticuerpos primarios

Origen
Policlonal de
cabra
Policlonal de
conejo
Monoclonal de

raton

Dilucion

1:20

1:75

1:100

Casa comercial

R&D Systems

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Tabla 14. Lista de anticuerpos secundarios empleados en inmunofluorescencia.

Diana
Anti I1gG de
conejo- Alexa
Fluor®
488
Anti I1gG de
raton- Alexa
Fluor® 633
Anti I1gG de
cabra- Alexa

Fluor® 546

Una vez se secaron las preparaciones se visualizaron por microscopia confocal (Olympus
FV1000). Las imagenes se obtuvieron con un objetivo 40x de aceite utilizando los laseres

405 nm para el Hoechst 33342, 488 nm para el Alexa Fluor 488, 559 nm para el Alexa

Ex/Em

488/519

633/647

556/573

Anticuerpos secundarios

546 y 635 nm para el Alexa 633.
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Dilucion Casa comercial
Molecular
1:1000 Probes, Life
Technologies
Molecular
1:1000 Probes, Life
Technologies
1:1000 Abcam

Referencia

A21206

A21209

ab150132



12. Determinacion de los niveles TGFf31

Como se ha comentado en la introduccién, TGFR1 es una proteina homodimérica de 25
kDa que pertenece a la familia de las citoquinas. Este factor de crecimiento esta
involucrado en diferentes funciones celulares como la proliferacion celular, el
crecimiento, la diferenciacion y la apoptosis. Ademas, el TGFR1 es uno de los
promotores de la TEM que en la fisiopatologia del cdncer estd relacionada con la
motilidad, invasidn, resistencia a farmacos y la aparicidon de CSCs.

Para cuantificar los niveles de TGFR1 empleamos el kit Quantikine Elisa Human TGFf31
Immunoassay de R&D Systems. Los ensayos ELISA (ensayo de inmunoadsorcion ligado a
enzimas) son una técnica de inmunoensayo donde un anticuerpo primario que reconoce
a un antigeno (aquel que se pretende cuantificar) es reconocido por un anticuerpo
secundario unido a un enzima capaz de generar un producto detectable, mediante
espectrofotometria.

Sembramos por triplicado 2x10° células por pocillo en placas de 6 pocillos, tras 24 horas
realizamos un cambio de medio sin suero bovino fetal (BSA 20% en RPMI libre). Tras 72
horas se recogio el sobrenadante y se congelé a -802C, también se realizé el contaje de
células para relativizar la cantidad de TGFRR1 al numero de células. Una vez recogidas
todas las muestras se procedié a activar el TGFR1 Ilatente para que fuera
inmunorreactivo mediante la adicion de 20 pl de HCI 1N y la neutralizacién con 20 pl de
NaOH 1.2N/HEPES 0.5 M. A continuacion, las muestras se afiadieron a una placa que
contenia el anticuerpo frente TGFR1 y tras la incubacidn se afiadié el segundo anticuerpo
conjugado al enzima que produjo un cambio de color de azul amarillo, cuantificable con
una lectura de la absorbancia a 450 nm en Multiskan spectrum (Thermo Scientific), con
una correccion de la longitud de onda a 540 nm. Los valores se restaron a las cantidades
del medio control, se integraron en los valores de la recta patrdon y se multiplicaron por

1.4 para ajustar la dilucidn inicial de la muestra.
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13. Migracion celular

La técnica de migracidn celular consiste en evaluar la capacidad que tienen las células
para cerrar una herida realizada artificialmente. De esta forma, una vez generada la
herida las células irdn migrando hacia la apertura para cerrarla.

Para realizar este ensayo, se sembraron los cultivos a razén de 5x10° células por pocillo
en placas de 6 pocillos con el fin de conseguir una monocapa celular de alta densidad
(80% de confluencia). Al alcanzar la confluencia esperada se realizaron 2 incisiones
verticales (en dos extremos del pocillo, evitando hacer las incisiones en las esquinas del
pocillo) con puntas estériles. Para eliminar las células despegadas, se lavé la placa con
PBS y se renovo el pocillo con medio completo.

Se tomaron fotos de la herida a tiempo O (inmediatamente después de realizar la
herida), a tiempo 24 horas y en el caso de que todavia no se hubiese cerrado la herida,
también se tomaron imagenes a las 48 horas. Las imagenes se analizaron con Image)
para poder cuantificar el drea de la superficie cerrada por migracién a tiempo 0, con

respecto a las 24 y 48 horas.

14. Estudio de formacion de colonias

Los ensayos de colonias son una técnica habitual para evaluar el efecto citostatico o
citotoxico de compuestos antitumorales. Son ensayos in vitro que miden la capacidad
gue tiene una célula aislada de proliferar formando una colonia, entendiendo colonia
como un grupo de al menos 50 células, al ser sometida a la accién de un farmaco. Por
tanto, con esta técnica se evalla la viabilidad de cada una de las células que forman el
cultivo celular (Franken et al., 2006).

La siembra de las células se realiza a muy baja densidad (5x10® células por pocillo) en
placas de 6 pocillos. Pasadas 24 horas de la siembra, se realizé un cambio de medio del
pocillo con los farmacos que se querian testar. Cada 3 dias se cambid el medio por medio
fresco (renovando también el farmaco). Las colonias aparecen entre los 10 y 15 dias tras
el tratamiento, dependiendo de la linea celular testada. Concluidos los dias, se fijaron

las células con paraformaldehido al 4% durante 20 minutos a TA y se tifieron con cristal
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violeta 0,4% (v/v) durante 30 minutos. Finalmente, las placas se lavaron con agua

corriente y una vez secadas se digitalizaron.

15. Analisis epigenéticos de metilacion del ADN

a. Desmetilacion con 5-aza-2’-desoxicitidina

Se realizaron ensayos con el agente desmetilante 5-aza-2’-desoxicitidina (5-aza) (Sigma-
Aldrich) para comprobar el efecto de la desmetilacidn en la expresion del gen de interés
(GRHL2).

Para llevar a cabo esta técnica, se sembraron 1x10° células por pocillo, en una placa de
6 pocillos. Las lineas se trataron con 5-aza a una concentracion de 2, 4, o 5 uM durante
48 y 72 horas. Uno de los pocillos se dejo sin tratar como control y se le anadid el
vehiculo en el que se habia disuelto el 5-aza. El efecto del 5-aza se cuantificé mediante

qPCR.

b. Conversion de bisulfito

Para la conversidon de bisulfito se emplearon ADN gendmico de lineas celulares y de
parafinas de pacientes. Para la extraccion del ADN gendmico en ambos casos se empled
el kit de extraccién de ADN QiaAmp DNA Mini Kit de Qiagen.

Una vez obtuvimos el ADN gendmico, se llevd a cabo la conversién de bisulfito para el
posterior analisis de metilacion del ADN. La conversién de bisulfito trata de la
desaminacion de las citosinas no modificadas de |la cadena de ADN, transformandolas
en uracilos, mientras que las citosinas metiladas permanecerdn como citosinas, ya que
el bisulfito no podra actuar sobre ellas. El proceso de conversion consiste en la
desnaturalizacion y conversiéon simultdnea del ADN, seguido de un proceso de
desulfonacion y lavados del ADN para su posterior uso del ADN modificado, tal y como

muestra la Figura 19.
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Figura 19. Esquema de la conversion por bisulfito.

Para llevar a cabo este proceso se empled el kit EZ DNA Methylation-Lightning™ Kit
(Zymo Research). EI ADN genédmico modificado se analizd6 mediante Droplet Digital PCR

(ddPCR).

c. Droplet digital PCR (ddPCR)

La ddPCR es una técnica cuantitativa que consiste en fraccionar el ADN a amplificar y los
reactivos de la PCR en 20.000 gotas. Por tanto, en cada una de las gotas ocurriran
reacciones de PCR independientes entre si, de manera que se consigue una mayor
sensibilidad para la deteccion de eventos poco frecuentes en una muestra de partida.
Asimismo, con esta técnica se consigue llegar a una cuantificacion absoluta sin la
necesidad de una recta patron o genes normalizadores. En este trabajo se empled esta
técnica para el estudio de la metilacién de GRHL2 en lineas celulares y pacientes con

CPNM tratados con ITQs de EGFR.

i. Disefo de sondas y cebadores

Para el disefio de cebadores y sondas, contamos con la ayuda del Departamento Técnico

de Bio-Rad y el Centro de Investigacion Médica Aplicada (CIMA) de Navarra. Se
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disefiaron cebadores para amplificar en el promotor la region de interés de GRHL2, que
contuviese la/s CpGs cuya metilacion fuese objeto de estudio. También se disefiaron
sondas de hibridacion con fluorocromos (FAM o HEX) que nos permitiesen diferenciar
entre CpG metilada o no metilada. Para el disefio de las sondas se tuvieron en cuenta
las siguientes caracteristicas:

e Longitud de los nucleétidos fueran de entre 20-22 nucleétidos.

e CpGdeinterés localizada en el centro de la sonda.
Se disefid una sonda para la deteccion de la secuencia tras la conversién de bisulfito en
el caso de tener la CpG metilada, que se marcé con FAM y también se disefidé una sonda
con la misma region, solo que con la CpG sin metilar y marcada con HEX. Las sondas y
los cebadores disefiados para GRHL2 se encuentran en la Tabla 15.

Tabla 15. Cebadores y sondas utilizados en el andlisis de metilacion de GRHL2 mediante ddPCR.
En rojo se presentan las CpGs del analisis.

Gen Secuencia (5’-3’)
Primer Forward GGTTTGTATTTTTTAGTGAAAGAA
Sonda Metilada TTAGTTTTTTGCGAGAAAGTTATTTG
ORfiL2 Sonda No Metilada TTAGTTTTTTGTGAGAAAGTTATTTGT
Primer Reverse TGTTTTGTGTTTGTTTATTGTTA
ii. Protocolo

Una vez obtenido el ADN convertido se pasoé a realizar los siguientes pasos:

Preparacion de la muestra

Tras realizar varios ajustes se partié de 50 ng totales de ADN gendmico de los pacientes
y 25 ng totales de ADN gendmico de las lineas celulares, previamente convertido por
bisulfito. Tras la conversidn por bisulfito se prepard la siguiente mezcla por pocillo (Tabla

16):
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Tabla 16. Reactivos utilizados para la técnica de ddPCR.

Reactivo Cantidad
Sonda HEX (Bio-Rad) 1uL
Sonda FAM (Bio-Rad) 1uL
SuperMix ddPCR (noUTP) (Bio-Rad) 19 uL
ADN convertido Hasta 8 pL
Agua libre de DNasas Hasta 8 uL

Formacioén de gotas
Para la formacién de gotas se empled el QX200™ Droplet Generator (Bio-Rad). Se
utilizaron cartuchos en los que se prepararon las muestras en tandas de 8 en 8, tal como

se observa en la Figura 20.
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Figura 20. Cartucho empleado para la formacion de gotas y orden de los componentes.
Adaptada de https://www.bio-rad.com.

Los triplicados se realizaron en diferentes cartuchos para asegurarnos de que si algun
cartucho fallaba tuviéramos muestra de todos los pacientes. En los pocillos inferiores se
colocé el aceite generador de gotas (Bio-Rad), en los intermedios se afiadié la muestra
y gracias a la presidn aplicada al cartucho, el aceite se dirigié hacia las muestras a través
de unos capilares que se encuentran en el cartucho, generando micelas que acabaran
pasando al pocillo superior formando las gotas de reaccion. Las lineas celulares
utilizadas como controles para la puesta a punto de la ddPCR fueron HCC827 y A549.
PCR

Se colocaron las gotas que se formaron en el paso anterior en una placa de 96 pocillos
especifica para ddPCR (Bio-Rad), esta placa fue sellada con aluminio para evitar que se

evaporara la muestra y se sometid a las siguientes condiciones: 952C durante 10
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minutos; 40 ciclos de 942C, 30 segundos y 552C, 1 minuto; 982C durante 10 minutos y
finalmente hasta llegar a 42C. La temperatura de annealing se fijé tras hacer un
gradiente para cada pareja de cebadores empleados. Todos los pasos tuvieron lugar en
un termociclador C1000 Touch Thermal Cycler with 96—Deep Well Reaction Module (Bio-
Rad).

Lectura de gotas
Después de la amplificacion de la muestra, se leyo la placa en el QX200 Droplet Reader
(Bio-Rad) y se empled para el andlisis y la lectura el software QuantaSoft™, con el que
se fijaron las condiciones del experimento. Se definié el marcaje de cada una de las
sondas (HEX y FAM), se indicé el tipo de SuperMix utilizada (no dUTP) y se empled la
opcion de RED (Rare Event Detection) para el andlisis.

Cuantificacion
La cuantificacién se llevd a cabo con el software QuantaSoftTM. Se descartaron aquellas
muestras que no alcanzaron un minimo de 7.000 eventos o gotas. En el resto de los
casos, se fueron ajustando en cada pocillo las poblaciones positivas para FAM y para
HEX.
A partir de ahi, se extrajeron los datos del nUmero de gotas positivas para cada una de
las sondas y se calculd el porcentaje de metilacion de la muestra mediante la siguiente

ecuacion:

Gotas positivas FAM (Sonda metilada)

x100
Gotas positivas FAM (Sonda metilada) + Gotas positivas HEX (Sonda no metilada)

16. Experimentos con modelos animales

a. Animales

El manejo de los animales y procedimientos experimentales se realizaron segun los
requisitos estipulados por el real decreto 53/2013 sobre la proteccién de los animales
de experimentacion y otros fines cientificos. En todo momento se siguieron las normas
y recomendaciones del Comité de ética para el Bienestar Animal del Centro de
Investigacion Principe Felipe. Un total de 48 ratones desnudos atimicos (Crl:NU(NCr)-

Foxn1") se incluyeron en el estudio. Estos ratones presentan una mutacién que les
y
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confiere un timo disfuncional, por lo que son incapaces de producir linfocitos T
competentes. Por ello, se emplean para generar modelos murinos portadores de
tumores humanos, ya que aceptan la implantacién de tejido humano, minimizando la

posibilidad de rechazo del injerto por el huésped.

b. Inyeccién Subcutdnea de células de CPNM en ratén

El ratéon desnudo atimico (Crl:NU(NCr)-Foxn1™, Charles River) de 5-6 semanas se
anestesio con Isofluorano (con una dosis inicial al 5% y una dosis de mantenimiento al
2.5%), se colocd en posicion supina y se realizé una inyeccidn subcutdnea de 5x10° de
células de CPNM (H1975 shNT, H1975 shGRHL2, H1975 AZDR y H1975 AZDR OEGRHL2)
en un volumen de 200 pl (medio libre de suero y Matrigel (1:1)) en la zona inguinal
derecha. Una vez realizada la inyeccién, esperamos a que el ratén se despierte para
volverlo a meter en la jaula. A partir de aqui se observa el crecimiento tumoral en el
lugar de la inyeccidn o alrededores, hasta alcanzar volumen de 1000 mm?>. El tamafio
tumoral se midié con un pie de rey tres veces por semana. Una vez que el tumor ha
alcanzado las condiciones dptimas descritas, se administré Osimertinib (10 mg/kg) o
vehiculo de manera oral cada 2-3 dias. Los ratones se eutanasiaron con dioxido de
carbono (<70%) y se aislaron los tumores, los pulmones y el higado para proceder a su
estudio histolégico y morfoldgico, histolégico y molecular.

El osimertinib se diluyd segun se detalla en la Tabla 17, basandose en los métodos de un

trabajo previo de nuestro grupo (Pulido et al., 2020).

Tabla 17. Componentes y porcentajes necesarios para diluir osimertinib.

30% de Polietilenglicol (PC400)

5% de Tween 80

5% de DMSO

60% de H20

Se administro el 10% del peso del ratdon (aproximadamente 100 ul) a una concentracién
de 10 mg/kg. Para llevar a cabo la dilucidn del farmaco, en primer lugar, se resuspendio

el osimertinib en polvo en DMSO, seguidamente, se diluyd en Tween80 y a continuacién
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en PC400. En ultimo lugar, se vorted toda la mezcla para conseguir una completa

disolucion. Finalmente, se afadié el agua y se vorted de nuevo.

c. Recogida de muestras

Una vez extirpado el tumor, éste se dividio en 4 fragmentos que se utilizaron como se
describe a continuacién:

- 1 fragmento se fijé con paraformaldehido (PFA) al 4% durante 16
horas a 4¢C.

- 1 fragmento se conservé en FBS+10% DMSO en N, liquido.

- 2 fragmentos (cada uno de ellos en un vial diferente) se congelaron
en N; liquido y se conservaron a -809C.

d. Fijacidon de los tejidos

Un fragmento del tumor, los pulmones y el higado se lavaron 2 veces con PBS frio y se
fijaron con PFA al 4% durante 16 horas a 42C en agitacion. A continuacion, se realizaron
5 lavados de 10 minutos con PBS y se mantuvieron en PBS + 0.05% de azida sddica hasta

el momento del analisis.

17. Muestras de pacientes

a. Analisis de biopsias tumorales

Las muestras de ADN total de biopsias de tejido tumoral para el analisis de la metilacion
de GRHL2 procedian del biobanco de Hospital Universitario de la Ribera (Alzira) (n=30).
Incluimos en el estudio pacientes con CPNM en estadios avanzados que habian recibido
ITQs de EGFR como tratamiento Unico o en combinacidn con otros farmacos. Este
estudio contaba con el consentimiento informado de los pacientes y habia sido
aprobado por el Comité de Etica del Hospital Universitario de la Ribera.

La metilacion de GRHL2 se determind mediante ddPCR a partir de ADN gendmico,

extraido de las muestras de parafina.
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18. Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron al menos por triplicado. Los datos se han
expresado como la media + Desviacidn estandar (DS) calculados con Excel. Los analisis
estadisticos (t-test, curvas de Kaplan-Meier...) se llevaron a cabo con el software
GraphPad Prism.

Los datos obtenidos en los experimentos se analizaron a través de un analisis de la
varianza one-way ANOVA y la homogeneidad de las varianzas se analizé mediante el test

de Turkey. Se consideraron significativos aquellos datos con un p-valor menor que 0,05.

19. Andlisis bioinformatico

Los datos de epigendmica (Infinium Human Methylation 450K BeadChip) generados en
nuestro laboratorio fueron procesados y analizados con las herramientas Comparative
Marker Selection y Gene-E del paquete analitico Genepattern (disponible en
http://software.broadinstitute.org/cancer/software/genepattern) mediante los test
estadisticos signal2noise, t-test y correccién de multiple testing mediante FDR segun el
método de Bonferroni (Benjamini et al., 2001).

Los datos de metilacién se calcularon como valores beta (f-score) y con el mismo
software se calculd la significancia estadistica de las comparaciones (DiffScore) y la
diferencia media de metilacion (Delta beta) entre los grupos mediante t-test y
correccidon de multiple testing mediante FDR segln el método de Bonferroni. El andlisis
de enriquecimiento funcional de las firmas relacionadas con reguladores epigendmicos
se llevd a cabo con la herramienta EnrichR (https://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr)
(Kuleshov et al., 2016).

Los datos gendmicos y epigendmicos de las lineas celulares de CPNM del proyecto CCLE
(Broad Institute) y pacientes de CPNM (TCGA, NCI-NIH) fueron obtenidos a partir del
CBioPortal (https://www.cbioportal.org) y analizados mediante una correlacion de
Pearson y correccion de multiple testing mediante FDR, y representados con el paquete

analitico Genepattern.
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1. Busqueda de nuevos mecanismos epigenéticos de

resistencia adquirida a los ITQs asociados a TEM

Este trabajo de tesis doctoral se inicié con la generacidén de datos dmicos por parte de
uno de mis co-directores en el Programa de Epigenética y Biologia del Cancer (PEBC) del
Instituto de Investigaciones Biomédicas de Bellvitge (IDIBELL) en Barcelonay dirigido por
el Dr. Manel Esteller. En concreto, se aprovecharon el desarrollo de las recientes
técnicas de analisis masivo del transcriptoma y el epigenoma para identificar nuevas
dianas sin sesgos previos mediante andlisis integrativos. El estudio del epigenoma de
lineas celulares de CPNM lo realizamos con la plataforma Infinium 450K, que permite
conocer el estado de metilacién en 450000 posiciones distintas. Se analizaron 1001
lineas celulares de cancer humano, entre las que se encontraban 64 lineas de ACP para
las cuales se estudio su comportamiento frente a un amplio espectro de farmacos.
Nuestro grupo tuvo acceso a los datos de transcriptomica y de sensibilidad/resistencia
(ICso) para una gran bateria de farmacos relacionados con el cancer, que posteriormente
fueron publicados en un articulo de investigacién (lorio et al., 2016).

Tras miincorporacién a la Unidad de Biomarcadores y Medicina de Precisién (UBMP) del
Instituto de Investigacién Sanitaria la Fe (lIS La Fe) continué con este trabajo mediante
el andlisis bioinformatico de los datos 6micos. Como se ha comentado en la seccién de
materiales y métodos, de todos los datos generados, nos enfocamos en el subconjunto
de lineas celulares de CPNM mutadas en EGFR. Finalmente, se realizd un analisis que
correlacionaba el estado de metilacién de los genes (epigendmica) con la respuesta a
265 farmacos de estas lineas celulares seleccionadas de las que se obtuvo el valor de
ICso para cada uno de ellos. Poniendo especial interés en los ITQs de primera (gefitinib y
erlotinib) y segunda (afatinib) generacién que se administran a los pacientes con CPNM
(Figura 21), del analisis de correlacién obtuvimos un conjunto de 41 genes candidatos
(Tabla 18) que presentaban metilacién diferencial con respecto a la sensibilidad de estos

farmacos.
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Figura 21. Diagrama de Venn extraido del andlisis de respuesta a los ITQs de EGFR gefitinib,
erlotinib y afatinib en lineas de CPNM.

Tabla 18. Listado de 41 genes comunes en el andlisis de sensibilidad a gefitinib, erlotinib y
afatinib en lineas celulares de CPNM.

Listado de los genes
BATF GPR56 RAB17
ADIRF GRHL2 RAB38
KDF1 IL20RA S100A2
CLDN4 IRS1 SPINT1
CLDN7 IVD TMBIM1
DAPP1 JUP TMEM154
DDO LAD1 TMEM159
DEF6 LAMB3 TMEMA40
DNAH3 MKRN3 TRIM61
DUSP4 MSTIR TRIP6
ESRP1 NAA11 UGT1A6
FAMS83A PKP3 ZNF256
FAM83H PLEKHG3 ZNF750
GNA15 PVRL4
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En vista al listado de 41 genes comunes a aquellas lineas de CPNM sensibles a los ITQs
de EGFR que obtuvimos, decidimos realizar un analisis en el que calculamos la
evaluacién de la superposicion del listado de genes con la coleccion CGP (Human
MSigDB Collections) para estudiar las rutas con las que podrian estar implicadas estos
genes (Tabla 19). El andlisis muestra unas firmas comunes para la gran mayoria de los
genes, que son de interés para seleccionar el biomarcador candidato con el que trabajar.
La primera de estas firmas esta vinculada a la TEM, seguidamente también detectamos
otra ruta vinculada con la relacion de los genes estudiados y el marcador epitelial CDH1,
gue tiene un gran papel en el mantenimiento del fenotipo epitelial de las células, otra
de las firmas comun a los 41 genes estudiados es la resistencia de estos genes a ITQs de
EGFR como gefitinib y finalmente la relaciéon de los marcadores de estudio con la
metastasis. Los genes que mas se relacionaron con estas rutas y en los que seguimos
centrando nuestros analisis fueron CLDN7, CLDN4, SPINT1, GRHL2, JUP, ESPR1 y LAD1,
los cuales mostraban al menos relacién con 6 de las firmas de la coleccion CGP en el

analisis de la Tabla 19.
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Tabla 19. Evaluacion de la superposicion del listado de 41 genes con la coleccion CGP, que
incluyen conjuntos de genes que representan firmas de expresion de perturbaciones genéticas
y quimicas. Varios de estos conjuntos de genes vienen en pares, es decir, se representan genes
inducidos (UP) y reprimidos (DN) por la perturbacion.
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1366 CLDN7
1364 CLDN4
6692 SPINT1
79977 GRHL2
3728 JUP
11187 PKP3
54845 ESPR1
3898 LAD1
4486 MST1R
23682 RAB38
27071 DAPP1
55287 TMEM40
10974 ADIRF
9289 ADGRG1
64284 RAB17
6273 S100A2
3914 LAMB3
2769 GNA15
81607 NECTIN4
126695 KDF1
286077 FAM83H
79755 ZNF750
84985 FAM83A
26030 | PLEKHG3
64114 TMBIM1
201799 | TMEM154
3712 IVD
10538 BATF
53832 IL20RA
1846 DUSP4
8528 DDO
3667 IRS1
55567 DNAH3
54578 UGT1A6
50619 DEF6
84779 NAA11
7681 MKRN3
7205 TRP6
57146 LDAF1
391712 TRIM61
10172 ZNF256
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Otro criterio de seleccidn, para continuar con la deteccion del gen de interés, fue el
estudio de la correlacion de la metilacidn y la resistencia a los ITQs de EGFR (gefitinib,
erlotinib y afatinib) de cada uno de estos genes, para ello realizamos un Volcano Plot
(Figura 22) para mostrar aquellos genes con correlacion mas elevada entre la metilacién

y la sensibilidad a los ITQs de EGFR.
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Figura 22. Volcano Plot de los genes comunes en el andlisis de sensibilidad a gefitinib, erlotinib
y afatinib en lineas celulares de CPNM, donde se muestra la correlacion entre la metilacion y
la sensibilidad a los ITQs de EGFR. Se muestran aquellos genes con un p-valor < 0,05. En rojo se
muestra GRHL2, hipometilado y sobreexpresado en las lineas sensibles a los ITQs de EGFR. NES
(Normalized Enrichment Score).

En vista a los resultados obtenidos, observamos un gen que destaca en el Volcano Plot
y que se encuentra entre los genes que seleccionamos tras el andlisis de la Tabla 19. En
la Figura 22 se puede observar que GRHL2 (en rojo) es el gen que tiene la correlacion
mas elevada entre la metilacién de varias CpG de la regién promotora de cada gen y la
resistencia a los ITQs de EGFR. En este contexto, centramos nuestra atencidon en GRHL2.
GRHL2 (Grainyhead Like Transcription Factor 2), es un factor de transcripcion que esta
involucrado en la embriogénesis y mantiene el estado epitelial de la célula en multiples
tejidos, ademas, también se ve alterado con la TEM en diferentes tipos de cancer (como
el cancer de mama, ovario, higado, sarcomas, entre otros). La funcién de GRHL2 es
complejay controvertida actuando como potenciador o inhibidor tumoral, dependiendo
del contexto y del tipo de cancer en el que se estudie (Cieply et al., 2012; Xiang et al.,
2012). Por esta razén se necesitan mds estudios para descubrir cudl seria el papel del

gen GRHL2 en el CP.
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En la Tabla 19, observamos que entre las rutas que aparecen en el estudio, destaca la
vinculacién de GRHL2 con 6 de estas rutas vinculadas con la TEM, con la resistencia a
gefitinib (que confirmamos con los datos plasmados del Volcano Plot, Figura 22), la
relacion de este factor de transcripcién con la metdstasis una vez reprimido el gen, y su
vinculacion con el mantenimiento del estado epitelial de la célula. La primera de las rutas
con las que se relaciona GRHL2 (Tabla 19), la explica Onder y sus colaboradores. En su
estudio hipotetizaron que la pérdida epitelial COH1 desencadenaba en metastasis al
producirse la pérdida de las uniones intercelulares (Onder et al., 2008). Para dar
respuesta a su hipétesis, inhibieron la funcidon de CDH1 y concluyeron que la disminucion
de la molécula de adhesidn epitelial conducia a la TEM en las células, adquiriendo un
caracter mas invasivo y caracteristicas que permitian la evasidn a la anoikis (muerte
celular programada inducida por el desprendimiento de células de la matriz
extracelular). Segun la Tabla 19, GRHL2 se relaciona con este punto del analisis, por
tanto, debe mostrar una correlacion positiva con CDH1, reprimiéndose cuando CDH1 no
se expresa. Por otro lado, la segunda ruta con las que se relaciona GRHL2 tiene
correlacién con el estudio que realizaron Hollern et al, donde se discute que los subtipos
histolégicos de tumores mamarios de ratdn revelan relaciones conservadas con
canceres humanos, para ello, en este ensayo se validaron firmas de expresién de TEM
prediciendo en raton eventos clinicos que sucedian en cancer de mama humano
(Hollern et al., 2018). Comprobaron que estas firmas de TEM también sucedian en otros
tipos de cancer como el escamoso de pulmon. Por tanto, segun el analisis realizado en
la Tabla 19, GRHL2 también muestran relacidon con esta condicién, por lo que tendrd una
correlacidn negativa con la firma TEM, validada en el ensayo realizado por Hollern et al,
reprimiéndose cuando los marcadores de TEM se encuentran activos. Coldren y sus
colaboradores analizan la tercera ruta con la que se vincula a GRHL2, en su estudio
utilizaron perfiles de expresion génica para predecir un patrén de expresién asociado
con la sensibilidad a los ITQs de EGFR mediante la comparacion de lineas celulares de
CPNM que eran muy sensibles o resistentes al ITQ de primera linea, gefitinib (Coldren
et al., 2006). Segun la Tabla 19, GRHL2 muestran similitud con este punto, ya que se
encuentran en el conjunto de genes que tienen un patron de expresién alto en lineas

gue son sensibles a gefitinib, por tanto, estan reprimidos en las lineas que muestran

106



resistencia a gefitinib. La cuarta ruta con la que se relaciona a GRHL2 en el andlisis de la
Tabla 19, la explica Charafe y sus colaboradores, que realizaron un estudio sobre la
caracterizacion molecular de lineas celulares de mama para predecir nuevos
marcadores basales potenciales para el cdncer de mama (Charafe-Jauffret et al., 2006).
Estudiaron perfiles de expresion de genes y proteinas de 31 lineas celulares de cancer
de mama utilizando micromatrices de ADN de genoma completo e IHC. El agrupamiento
jerarquico final discrimind dos grupos de lineas celulares, uno de lineas celulares
luminales, y otro de lineas celulares basales y mesenquimatosas. La firma basal/luminal
de las lineas de mama estudiadas sirvieron para identificar los subtipos moleculares, lo
gue sugiere que los marcadores identificados deberian ser Gtiles para la clasificacion de
tumores y podrian representar objetivos prometedores para el tratamiento de
enfermedades. Como GRHL2 muestra correlacidn con este punto (Tabla 19), estos datos
sugieren que GRHL2 se expresa en la firma que discrimina el grupo de lineas celulares
luminales de las mesenquimales en cdncer de mama. Por otro lado, Jaeger y sus
colaboradores plasmaron un perfil de expresion génica de melanomas primarios y
metastasis de melanoma para comprender mejor los mecanismos moleculares de la
progresién y metastasis del melanoma maligno (Jaeger et al.,, 2007), estos datos
pertenecen a la quinta ruta con la que se vincula a GRHL2. El estudio concluyé con 308
genes que mostraban una expresion diferencial significativa entre los melanomas
primarios y las metastasis de melanoma, identificando asi marcadores que se
relacionaban con el proceso de metastasis. En consecuencia, GRHL2 deberia poseer una
baja expresion cuando se produce el proceso de metastasis. Finalmente, la Ultima de las
rutas con las que se relaciona a GRHL2 viene explicada por Rickman y sus colaboradores,
en su estudio analizaron la propension a la metastasis a distancia en el carcinoma de
células escamosas de cabeza y cuello (Rickman et al., 2008). Para ello recopilaron datos
de transcriptoma proporcionando una base para el desarrollo de firmas moleculares
prondsticas, marcadores y dianas terapéuticas para la metdastasis de carcinoma de
células escamosas de cabeza y cuello. Por ende, como GRHL2 se relaciona con este
punto, deberia encontrarse silenciado cuando el carcinoma de células escamosas de
cabeza desarrolle metastasis. Respaldandonos en estos datos y para terminar de

confirmar la seleccién de GRHL2, decidimos estudiar también el estado de metilacion de
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toda la isla promotora de CpG de este factor de transcripcién y su relaciéon con los
valores de ICso de los ITQs de EGFR (lorio et al., 2016). La clasificacion de las lineas
celulares de CPNM basada en el valor de metilacidn promedio de todos los sitios CpG en
la isla promotora de GRHL2, corrobora la asociacion obtenida previamente entre el
aumento de la quimiorresistencia a los a los ITQs de EGFR una vez hipermetilada la
region del promotor del gen. En la Figura 23 se observa como el grupo de lineas celulares
con el promotor GRHL2 mas metilado mostraron valores promedio de ICso a afatinib
significativamente mas altos que el grupo de lineas celulares sensibles a este farmaco
con GRHL2 hipometilado. Ademas, al utilizar los datos transcriptémicos disponibles de
la expresion del gen GRHL2, mostrados en esta figura, encontramos una asociacion
significativa entre la metilacién del promotor CpG de GRHL2 con niveles disminuidos de
GRHL2 (Figura 23). En este sentido, evaluamos la correlacién negativa entre los valores
de ICsp para la sensibilidad a los ITQs de EGFR, la expresion de GRHL2 y la metilacién del
promotor de GRHL2 (Figura 23).

GRHL2 promoter methylation vs. ENSG00000083307 expression
Correlation = -0.63 P-value = 1.2e-09

8 o e Sensitive
. ® Resistant
248 :
°
[ ]
[
°
[ J
© | [ ]
o °
c ..
RS
e .
2 .
[0}
= 3 -
[
L ]
SRR .
L ]
[ ]
L ] ° ‘\\
[ d ® % ‘\ °
H ® 0, ° e 3P0 Y & %00, 0 ‘..
o Se
S T \ T T T T | I
0 5 10 15 20 25 30 35

Expression

Figura 23. Andlisis Pearson que representan la correlacion entre los valores de metilacion y
expresion de GRHL2 en lineas sensibles y resistentes a afatinib.
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Por ello, en base a los resultados previamente descritos nos permitié la identificacion
de GRHL2 como un posible biomarcador de respuesta a los ITQs de EGFR en el CPNM.
Este gen presentaba en los estudios Omicos realizados su region promotora
hipometilada y se sobreexpresaba a nivel de ARNm en lineas de CPNM sensibles a los
ITQs de EGFR. Por ello, en esta tesis nos centramos en GRHL2 como posible candidato
para ser un buen predictor de quimiorresistencia en pacientes con CPNM, su papel en

el CP y la relacién con la resistencia a farmacos vinculada a TEM.

2. Validacion de la regulacidon epigenética de la expresion de
GRHL2 mediante cambios en la metilacion del ADN en su

promotor en lineas celulares de CP

Para conocer si GRHL2 se regulaba a nivel epigendmico, el primer paso fue estudiar los
datos de metilaciéon del promotor de GRHL2 en dichas lineas celulares a partir del
microarray 450K (lllumina) del estudio CURELUNG (Proyecto Europeo del programa FP7
de la Unidn Europea, en el que participd uno de mis co-directores). Se realiz6 un
Heatmap con dendograma con el fin de agrupar las lineas celulares de CP en funcidén de
su patron de metilacion (Figura 24). El analisis mostro la clasificacion de los dos grupos
de lineas celulares: el primero (HCC4006, HCC827 y H1975) con el promotor de GRHL2
hipometilado y el otro grupo (NCI-H460, A549 y NCI-H1703), hipermetilado. Para
corroborar estos resultados, se analizd la expresidon del gen GRHL2 mediante RT-qPCR
en estos dos grupos y se confirmé que en las células donde el promotor estaba
hipometilado la expresién era alta en comparacion a las células que tenian GRHL2

hipermetilado (Figura 25) cuya expresion era casi no detectable.
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Figura 24. Estudio de la metilaciéon del promotor de GRHL2 obtenidos a partir del array 450K
en un panel de lineas celulares de CP del estudio CURELUNG. El color rojo hace referencia a una
elevada metilacién y el color azul indica una metilacion baja.
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Figura 25. Estudio de la expresion de GRHL2 obtenidos de las lineas celulares estudiadas a
partir del array 450K en un panel de lineas celulares de CP del estudio CURELUNG.

A continuacidn, se escogieron aquellas lineas celulares con el promotor de GRHL2
hipermetilado y con baja expresion de GRHL2 (NCI-H460, A549 y NCI-H1703) para poder
determinar el efecto de la metilacidn sobre la actividad transcripcional de GRHL2. Para
ello, se llevaron a cabo experimentos con 5-azacitidina (un agente desmetilante),

durante 48 horas a 2 y 4 uM. La expresion de GRHL2 se analizé en dichas lineas mediante
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RT-gPCR (Figura 26), observandose una re-expresion de dicho gen tras el tratamiento
con 5-aza, confirmando de este modo que este factor de transcripcion se regula

mediante cambios epigenéticos en su promotor.
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Figura 26. Cuantificacion de la expresion de GRHL2 a nivel de ARNm mediante RT-qPCR tras el
tratamiento con el agente desmetilante 5-aza.

Diferentes articulos mencionan la implicacién de GRHL2 en mecanismos epigenéticos
en queratinocitos (Chung et al., 2019) y diferentes tipos de cdncer (ovario, mama,
leucemia y sarcomas (Bai et al., 2022; Chung et al., 2016, 2019; Hua et al., 2022; Rhee
et al., 2013; Somarelli et al., 2016)). Concretamente, en cancer de mama se ha discutido
recientemente que la expresion de GRHL2 podria regularse por metilacién (Bai et al.,
2022; Rhee et al., 2013). En cancer de ovario, se ha descrito como el silenciamiento de
GRHL2 se asocia con una ganancia en la metilacién del gen (Chung et al., 2016, 2019).
En leucemia también se ha definido recientemente como la expresién de GRHL2 se ve
regulada por la metilacién, afectando en este caso al prondstico de la enfermedad (Hua
et al., 2022). Finalmente, también se ha estudiado la metilacion de GRHL2 en sarcomas
siendo mas alta en células con caracter mesenquimal (Somarelli et al., 2016). Para el
CPNM existen pocos articulos en los que al evaluarse el perfil de metilacidn del ADN se
mencione a GRHL2, aun asi, Walter y su equipo en 2012, estudiaron el perfil de

metilacién de lineas de CPNM con fenotipo epitelial y mesenquimal, y mencionaron que

111



entre los genes metilados en las lineas con fenotipo mesenquimal se encontraba GRHL2
(Walter et al., 2012). También, recientemente, Galle y sus colaboradores destacaron la
metilacion de una firma de marcadores de TEM, entre los que se encontraba GRHL2 que
se relacionaban con una posible prediccién de resistencia a tratamientos (Galle et al.,
2020). En conjunto, relacionando la bibliografia con nuestros resultados, todos estos
datos muestran la relevancia del grado de metilacién del promotor en GRHL2 sobre su

expresion, por lo que podemos decir que GRHL2 se regula por metilacién.

3. Correlacién de la expresion de GRHL2 con los marcadores de

la TEM en lineas celulares de ACP

A nivel molecular, el fenotipo TEM es consecuencia de la expresidn diferencial de un
complejo programa transcripcional. Dada la relacidn de GRHL2 con el mantenimiento
epitelial de la célula, nos preguntamos si la expresion de GRHL2 correlacionaba positiva
0 negativamente con la expresién de los genes epiteliales o mesenquimales,
respectivamente, en algunas de las bases de datos de informacidn gendmica disponibles
actualmente. Para ello extrajimos los datos de la CCLE y calculamos el coeficiente de
correlacién de Pearson entre la expresion de GRHL2 y el resto de los genes epiteliales y
mesenquimales y el p-valor ajustado en todas las lineas anotadas como adenocarcinoma

de pulmédn (Figura 27).
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Los datos observados en la Figura 27 muestran una correlacidon positiva entre la
expresion de GRHL2 y los marcadores epiteliales y negativa con los mesenquimales. Asi,
en la linea A549 (KRAS mutada), cuyo fenotipo es mesenquimal, caracterizada por
valores elevados de marcadores mesenquimales como VIM o ZEB1 y bajos de
marcadores epiteliales como CDH1 y CDS1, también muestra valores bajos de GRHL2.
Por el contrario, otras lineas celulares con un marcado fenotipo epitelial como HCC4006
(EGFR mutado) presentan niveles elevados de expresion de CDS1 y CDH1, asi como de
GRHL2, mientras que los niveles de marcadores mesenquimales como NNMT, VIM o ZEB
se encuentran disminuidos. Por tanto, analizando estos datos gendmicos en su
conjunto, y revisando diferentes articulos cientificos que comentan la relacion de GRHL2
con el mantenimiento del fenotipo epitelial de la célula (Chung et al., 2016; Shen et al.,
2020a; Walter et al., 2012), podemos afirmar que la expresion de GRHL2 puede estar

asociada al fenotipo TEM en modelos in vitro de CPNM.

4. Caracterizacion de modelos celulares de cancer de pulmodn

con EGFR mutado resistentes a los ITQs de EGFR

Como hemos comentado, uno de los problemas en el tratamiento de pacientes con
cancer es el desarrollo de resistencias a los farmacos quimioterapéuticos. Hay casos en
los que la resistencia es innata (por ejemplo, en el CPNM, aquellos pacientes que no
estan dirigidos por mutaciones EGFR no responden a los ITQs), y otros en los que la
resistencia se adquiere con el tiempo y la exposicion al farmaco, debido a la presion
selectiva que realiza la terapia farmacoldgica. La presion selectiva consigue, al inicio del
tratamiento, seleccionar clones minoritarios en la poblacién del tumor que terminan
formando la poblacién principal, o bien conforma la aparicién de mutaciones de novo y
adaptaciones fenotipicas del tumor a lo largo de la exposicion al farmaco.

Con el fin de estudiar el papel funcional de GRHL2 en el CP relacionado con la adquisicién
de resistencia a los ITQs de EGFR (primera, segunda y tercera generacion) vinculada a la
TEM, utilizamos tres modelos de estudio in vitro de resistencia adquirida a diferentes
ITQs de EGFR. Estos modelos celulares fueron generados en nuestro laboratorio a partir

de lineas comerciales de CPNM humano que muestran una sensibilidad innata a estos
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ITQs, debido a su potente adiccion oncogénica. Las lineas celulares de las que partieron
los modelos de resistencia fueron, HCC4006 y HCC827 que contienen la deleccién del
exon 19 y son sensibles a los ITQs de primera y segunda generacion. Por otra parte,
también se estableciéd un modelo de resistencia con la linea celular H1975 utilizando el
inhibidor de tercera generacion osimertinib. La linea celular H1975, al presentar la
mutacién T790M del exén 20 es resistente a los inhibidores de 12 y 22 generacidn, pero
es sensible al osimertinib. EI modelo de resistencia se establecio cultivando las células
con concentraciones progresivas de los ITQs, comenzando con concentraciones
subletales de 50 nM hasta alcanzar 10 UM, momento en el cual se consideraron
resistentes a gefitinib (HCC4006 GeR), erlotinib (HCC827 ER23) y osimertinib (H1975
AZDR) (Figura 28) (Soucheray et al., 2015).

MODELO DE ESTUDIO

6 MESES

HCC4006 HCC4006 GeR
HCC827 - ——eeeeE HCC827 ER23
H1975 Gefitinib 50nM 100nM..... 10uM H1975 AZDR
Erlotinib
Osimertinib

Figura 28. Modelos de estudio in vitro de resistencia adquirida a los ITQs de EGFR llevados a
cabo en nuestro laboratorio.

Una vez obtenidas las células resistentes a los ITQs, caracterizamos los modelos
celulares a nivel de resistencia y sensibilidad a los fdrmacos, estudiamos los niveles de
expresion y el estado de metilacion del promotor de GRHL2 y analizamos los marcadores
relacionados con la TEM en nuestros modelos de resistencia y sensibilidad.

Tal y como muestra la Figura 29, en los tres casos la curva se desplaza hacia la derecha
mostrando resistencia a los ITQs de EGFR. Con este tipo de graficas podemos obtener la

ICso para cada linea que se muestra resumido en la Tabla 20.
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Figura 29. Curvas de citotoxicidad de las lineas celulares de CPNM con EGFR mutado sensibles
y sus versiones resistentes. Los resultados se expresan en porcentaje con respecto al control +
desviacion estandar (n=6).

Tabla 20. Valores aproximados de ICs, de las lineas celulares de CPNM con EGFR mutado
sensibles y sus versiones resistentes, obtenidas de las curvas de citotoxicidad a corto plazo
obtenidas en la Figura 29.

hccaoos  HCCA006-GeR . ... HCC827-ER23 ... H1975-AZDR

1Cso

(uM)

<0,004 >10 <0,041 >10 <0,004 >10

Una vez comprobada la resistencia, estudiamos los valores de metilacidon del promotor
de GRHL2 y de expresidn en los tres modelos de resistencia, que se obtuvieron a partir
del microarray 450K (lllumina), realizado en un trabajo previo por nuestro grupo.
Mostrando que las lineas celulares sensibles presentan el promotor de GRHL2 no
metilado en los tres casos, mientras que sus versiones resistentes lo muestran
hipermetilado (Figura 30). Por tanto, decidimos comprobar si al desmetilar el promotor
utilizando el agente desmetilante 5-aza a concentraciones de 2 y 5 uM durante 72 horas,
se revertia la expresion de GRHL2. La expresién de GRHL2 se analizé en dichas lineas
mediante RT-qPCR (Figura 31), y se contrastaron los resultados con un gel de agarosa
del producto obtenido en la RT-gPCR, observandose un aumento de expresion de dicho

gen tras el tratamiento con 5-aza.
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Figura 30. Estudio de la metilacion del promotor de GRHL2 de las lineas celulares de CPNM con
EGFR mutado sensibles y sus versiones resistentes. El| color rojo hace referencia a una elevada
metilacion y el color azul indica una metilacion baja.
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Figura 31. Cuantificacion de la expresion de GRHL2 a nivel de ARNm mediante RT-qPCR y gel
de agarosa tras el tratamiento con el agente desmetilante 5-aza.

Una vez comprobada la regulacion epigenética de GRHL2, nos propusimos cuantificar
en las lineas sensibles y resistentes la expresidn de GRHL2 mediante RT-qPCR, asi como
de varios marcadores epiteliales y mesenquimales. La Figura 32 es un heatmap donde
estan reflejados los genes analizados, cuyos valores estan referenciados a la linea

sensible (con valor 1) y normalizados respecto a la B-actina. Como se puede observar,
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GRHL2 es practicamente indetectable en las lineas resistentes. Del mismo modo,
comprobamos la expresidn de proteinas de las lineas celulares mediante western blot,
tal como muestra la Figura 33, GRHL2 solamente se observaba en las lineas sensibles,

siendo practicamente indetectable en sus versiones resistentes.
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Figura 32. Marcadores TEM de las lineas sensibles y resistentes a ITQ. Se utilizaron ARNm de
las lineas celulares y se analizé6 mediante qPCR. Valores normalizados a cada una de las lineas
celulares de CPNM con EGFR mutado sensibles. El color rojo hace referencia a una elevada
expresion y el color azul indica una expresién baja.
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Figura 33. Expresion de GRHL2 en las lineas celulares de CPNM con EGFR mutado sensibles y
sus versiones resistentes. Se utilizaron extractos proteicos y mediante western blot se
determinaron las proteinas GRHL2 y Ractina (ACTB) como control de carga. La imagen
corresponde a un experimento representativo de 3 similares.
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Estos modelos celulares de resistencia, a pesar de mostrar caracteristicas individuales,
comparten un rasgo comun, y es la pérdida de sus caracteristicas epiteliales, mostrando
un metaestado mesenquimal, que se caracteriza por una reprogramacion
transcripcional que causa la represidon de CDH1 e inicia la sobreexpresién de proteinas
propias del linaje mesenquimal (VIM y CDH2), y a su vez de factores de FTs-TEM (ZEB1,
ZEB2 y SNAIL), que se unen al promotor de CDH1 y reprimen su expresién (Figura 32).
Este proceso da lugar a la remodelacién del citoesqueleto, provocando un cambio de
morfologia de las células similar la de los fibroblastos (Figura 16), una forma mucho mas
alargada, con una aparente pérdida de las uniones intercelulares. Fijandonos en la
expresion y metilacion de GRHL2 en las lineas sensibles (epiteliales) y en las resistentes
(mesenquimales) a los ITQs de EGFR, observamos una diferencia de expresién de GRHL2
entre las lineas sensibles epiteliales y las lineas resistentes mesenquimales,
mostrandose en estas Ultimas una ausencia de la expresion y una mayor metilacion de
GRHL2. Con estos resultados confirmamos que la expresion de GRHL2 se regula por
metilacion y por ende se asocia a la disminucion de su expresidon. Ademas, este gen se
encuentra expresado Unicamente en el grupo de células con fenotipo epitelial, como ya
se habia descrito en otras lineas mesenquimales y epiteliales de CPNM (Walter et al.,
2012), por lo que debemos estudiar su implicacién en el mantenimiento del fenotipo
epitelial de las células, que podria ser similar a la de CDH1. Onder y sus colaboradores,
hablaron del papel que tiene la represién de CDH1 mediante shRNAs (Short hairpin RNA)
especificos, este silenciamiento confiere a las células un estado TEM irreversible (Fang
& Kang, 2021; Onder et al., 2008) y lo que es mds importante, resistente a los ITQs de
EGFR. Por lo que fijandonos en el bloqueo de la expresién de GRHL2 que aparece cuando
las lineas celulares adquieren resistencia, y en vista de los resultados analizados en los
apartados anteriores, suponemos que GRHL2 tendrd una implicacion en la adquisicién
de resistencia de estas lineas celulares similares a la de CDH1. Ademas cabe destacar
que la induccion de la TEM se detecta principalmente por la identificacion de un cambio
fenotipico que afecta a la morfologia de la célula (Suda et al., 2011), la Figura 16, en
materiales y métodos, mostré imagenes representativas de los cambios morfoldgicos
asociados al fenotipo TEM en las células que adquirieron resistencia a los ITQs. De este

modo, gracias al estudio multidimensional realizado identificamos GRHL2 como un gen
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sometido a una regulacidn epigenética, y lo que es mas importante, con unos niveles de
proteina constitutivamente elevados en todos los modelos epiteliales analizados (Figura
30). Ademas, el hecho de que se haya descrito a GRHL2 como un importante regulador
del mantenimiento epitelial de la célula (Walter et al., 2012) hacen de esta proteina un

candidato ideal para la fase de validacion.

5. Analisis funcional de la relacion entre GRHL2 y la TEM

Como se ha comentado anteriormente, existe una relacién directa entre la ausencia de
GRHL2 y la activacién de la TEM (Chung et al., 2016; Shen et al., 2020a; Walter et al.,
2012). Este mismo efecto nosotros lo hemos observado en el apartado 4: al someter a
las células a la presion de un ITQ de EGFR, que induce un fenotipo mesenquimal, la
expresion de GRHL2 disminuye drasticamente. De esta manera, el siguiente paso era
evaluar si el silenciamiento de GRHL2 era una asociacidén o un agente puntual de la
resistencia a los ITQs de EGFR y por ende un gen clave en el fenotipo TEM. Para dar
respuesta a estas hipdtesis se generaron dos modelos celulares de trabajo. En primer
lugar, se reprimid el ARNm enddgeno infectando las lineas parentales ITQ-sensibles con
lentivirus que contenian secuencias de interferencia para GRHL2. De manera similar vy,
en segundo lugar, se sobreexpresd ectépicamente la proteina GRHL2 infectando las
lineas ITQ-resistentes con lentivirus donde se habia clonado la regién codificante de
GRHL2 (Tabla 21). Tanto para el silenciamiento como para la sobreexpresién, siempre

se infectaron las células con un vector control.

Tabla 21. Lineas celulares establecidas donde se modulé la expresion de la proteina GRHL2.

Silenciamiento de GRHL2 Sobreexpresion de GRHL2
HCC4006 HCC4006 shNT HCC4006 HCC4006 GeR

HCC4006 shGRHL2 GeR HCC4006 GeR OEGRHL2
HCC827  HCC827 shNT HCC827 HCC827 ER23

HCC827 shGRHL2 ER23 HCC827 ER23 OEGRHL2
H1975 H1975 shNT H1975 H1975 AZDR

H1975 shGRHL2 AZDR H1975 AZDR OEGRHL2
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Para llevar a cabo el silenciamiento de GRHL2, en un primer momento se infectaron las
células HCC4006 con 5 secuencias diferentes de shRNA disefiadas contra diferentes
regiones del ARNm de GRHL2 por el RNAi Consortium (Root et al., 2006). Para establecer
cudl era la secuencia capaz de reprimir la proteina de la manera mas eficaz, se analizaron
sus niveles por western blot. En |a Figura 34A se observa como no hay apenas diferencias
entre las células control (shNT) y la secuencia A, la represion es minima con la secuencia
B y E, algo mayor con la secuencia D, y mucho mas alta con la secuencia C. En los
siguientes experimentos utilizamos las células estabilizadas con esta ultima secuencia,
gue en adelante se denominard HCC4006 shGRHL2. Con el fin de extender estas
observaciones a otro contexto celular, esta secuencia de silenciamiento también se
utilizé para generar las lineas estables HCC827 shGRHL2 y H1975 shGRHL2. En la Figura
34B se estudiaron los marcadores TEM en las lineas HCC4006, HCC827 y H1975 (shNT y
shGRHL2). Se puede observar que ademds de que la secuencia C tiene un buen nivel de
represién de la proteina GRHL2 en comparacion con la secuencia control (shNT),
ademas, como vemos en la Figura 34B, la secuencia C tiene una re-expresion aceptable
de la proteina mesenquimal VIM, asi como niveles reprimidos del marcador epitelial

CDH1 en las tres lineas celulares.
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Figura 34. Silenciamiento de GRHL2 mediante la infeccion lentiviral de 5 secuencias de shRNA.
A. Analisis de la expresion de la proteina GRHL2 mediante western blot en los extractos protéicos
de células HCC4006 infectadas con las distintas secuencias de silenciamiento. B. Analisis de la
expresion de CDH1, VIM y GRHL2, mediante western blot, en los extractos protéicos de las lineas
celulares HCC4006, HCC827 y H1975 infectadas con la secuencia C de silenciamiento En ambas
imagenes se empled ACTB como proteina de expresidon constitutiva para normalizar la carga
(n=3, siendo n el numero de réplicas realizadas).

En cuanto a la relacidon entre los niveles de expresién de GRHL2 y la proliferacién celular,
en la Figura 35 podemos observar como el silenciamiento de GRHL2 en los modelos
celulares HCC4006, HCC827 y H1975 (shNT y shGRHL2) supone una ligera disminucion
de la tasa de crecimiento, un efecto previsible teniendo en cuenta el arresto celular que
produce la activacion de la TEM en multiples tipos celulares (Ribatti et al., 2020; Xue

et al., 2019).
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Figura 35. Impacto sobre el crecimiento celular tras la modulacién de la expresion de GRHL2
en el modelo celular HCC4006, HCC827 y H1975. Para el calculo de la tasa de proliferacién las
lineas celulares fueron sembradas en placas de 6 pocillos y tras 48 horas se contaron mediante
el método de exclusion del azul tripan (n=6).

Debido a la importancia de la proteina de adhesién celular CDH1 para mantener el
fenotipo epitelial de la célula, analizamos mediante microscopia confocal y anticuerpos
fluorescentes los niveles y la localizacién celular no solo de CDH1, sino también de VIM
y del propio GRHL2 en las lineas silenciadas (Figura 36). En la linea celular HCC4006 shNT
y H1975 shNT podemos observar una elevada expresién de la proteina CDH1, que define
claramente las uniones intercelulares de las células, al igual que se aprecia una elevada
expresion de GRHL2, estando expresado a niveles mucho menores el marcador
mesenquimal VIM. Al contrario, para las lineas silenciadas HCC4006 shGRHL2 y H1975
shGRHL2, observamos la disminucidn de sus niveles citoplasmaticos que se correlaciona
ademas con la aparicién de fibras de VIM también citoplasmaticas y una disminucién en

la intensidad de los tabiques intercelulares definidos por la presencia de CDH1.
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Figura 36. Inmunofluorescencia de marcadores TEM y GRHL2 en el modelo HCC4006 y H1975
(shNT y shGRHL2). Las diferentes lineas celulares se sembraron sobre cubreobjetos en placas de
24 pocillos y tras 48h se fijaron con paraformaldehido al 4%. Los nlcleos aparecen en blanco
tras marcaje con Hoechst-33342, GRHL2 en rojo, CDH1 en verde y VIM en azul tras el marcaje
con anticuerpos secundarios conjugados con AlexaFluor® 488, 546 y 633 respectivamente. Las
imagenes fueron tomadas con un microscopio confocal (40X).

Por otro lado, quisimos comprobar mediante RT-qPCR los niveles de ARN mensajero en
las lineas HCC4006, HCC827 y H1975 (shNT y shGRHL2), tanto de GRHL2 como de los
marcadores epiteliales y mesenquimales. En las Figuras 37 y 39, los valores estan
referenciados a la linea celular sensible (Figura 37) o resistente (Figura 39) que
adquieren valor 1y estan normalizados a los valores de la beta-actina. En la Figura 37 se

puede observar que los genes epiteliales, GRHL2 y CDH1, disminuyen drdsticamente.
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Figura 37. Expresion de GRHL2 y marcadores TEM a nivel de ARNm en el modelo de
silenciamiento de GRHL2. Se emplearon extractos de ARN que se retrotranscribieron a ADNcy
por RT-gPCR se determinaron los niveles de GRHL2 y los marcadores TEM, ademas de ACTB
como control de carga en las lineas shNT y shGRHL2, los datos estan expresados en log2 del 2-
AACt de la linea shGRHL2 comparada con la shNT (n=3). Ciclo umbral (CT).

La observacién que GRHL2 modula transcripcionalmente a CDH1 ha sido ya descrita por
otros autores en otros canceres. En células de cancer de ovario, se ha descrito que
GRHL2 es un regulador crucial en el mantenimiento del fenotipo epitelial (Chung et al.,
2016). Observaron que al deplecionar GRHL2 en este tipo de células, producia
disminucion de los genes epiteliales CDH1 y CLD4, alterando asi la TEM incluyendo un
aumento en la migracion y en la invasién celular. En un estudio mas reciente del mismo
grupo de investigacion (Chung et al., 2019) quisieron estudiar la remodelacién
epigenética en el mismo modelo en el que habian deplecionado GRHL2, pero de forma
mas global ya que integraron analisis de metilacién, secuenciacién de ChIP de cinco
marcas de histonas (H3K4me1l, H3K4me3, H3K27Ac, H3K27me3 y H3K9me3) y el perfil
transcriptomico. Demostraron que los genes epiteliales, como CDH1, estaban sujetos a
un control epigenético durante las fases intermedias de TEM/TME que involucraban a
GRHL2. En cancer de mama, también se ha observado este papel regulador positivo de
GRHL2 sobre CDH1 (Cieply et al., 2012; Werth et al., 2010; Xiang et al., 2012). Weth y
sus colaboradores demostraron que GRHL2 mecanisticamente se asociaba con

elementos reguladores cis en el intron2 del gen CDH1. Por otra parte, la expresién
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estable de GRHL2 en las células mamarias mesenquimales HMLE (Cieply et al., 2012) y
en células 4T1 inoculadas a ratones (Xiang et al., 2012), aumentaba significativamente
la expresion de CDH1.

Por otra parte, con respecto a los marcadores mesenquimales, detectamos un aumento
de los factores de transcripcion ZEB1 y ZEB2 (Figura 37), tal y como esperabamos, ya que
articulos describen que ZEB1 es capaz de reprimir la expresion de GRHL2, a través de la
interaccion directa con el promotor de GRHL2, pudiendo inducir asi la TEM en otros tipos
de cancer (Cieply et al.,, 2013). Por otra parte, se ha descrito un ciclo de
retroalimentacién reciproco critico entre GRHL2 y ZEB1, de modo que en lineas celulares
de cancer de ovario (Chung et al., 2016), carcinoma colorrectal (Quan et al., 2014) y
cancer de mama (Werner et al., 2013), se ha encontrado que los niveles de expresién
de GRHL2 y ZEB1 se correlacionan inversamente. Esta relacién esta mediada, al menos
parcialmente, por la represion directa de GRHL2 del promotor ZEB1, como se demuestra
a través del ensayo ChIP (Cieply et al., 2012). Finalmente, también observamos un
aumento de los valores mesenquimales de VIM, asi como de los factores de
transcripcion TWIST1 y TWIST2. El aumento de estos marcadores mesenquimales ha
sido ya descrito por otros autores en otros canceres. En células de cancer de ovario, se
ha descrito que el silenciamiento de GRHL2 se asocia a un aumento del marcador
mesenquimal VIM, ligado a una disminucién del marcador epitelial CDH1 que provoca
en las células una TEM parcial (Chung et al., 2019). Asimismo se ha observado en células
de cancer de vejiga, como el silenciamiento de GRHL2 provocaba un aumento de los
niveles de VIM, asi como la sobreexpresién de GRHL2 se veia ligada a una disminucion
del marcador mesenquimal VIM, regulando el proceso de TEM y de TME (Shen et al.,
2020b). Del mismo modo, en células de cancer de mama se ha observado, al igual que
en los casos anteriores, como el silenciamiento de GRHL2 provocd un incremento de los
niveles de VIM, indicando que la caida de GRHL2 conducia a que las células se
sometieran a cambios de la TEM, en este caso ademds también se vieron aumentados
los niveles del marcador mesenquimal TWIST, observandose unas células con caracter
mesenquimatoso (Xiang et al., 2012). Reafirmando de nuevo que la disminucion de

GRHL2 provoca una alteracién en el mantenimiento epitelial de la célula, disminuyendo
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los niveles de CDH1 y aumentando los niveles de marcadores mesenquimales, pudiendo
promover por tanto la TEM.

Para llevar a cabo la sobrexpresion de GRHL2, de forma similar, realizamos la
sobreexpresidn ectdpica de la proteina GRHL2 infectando las lineas ITQ-resistentes con
lentivirus donde se habia clonado la region codificante de GRHL2. Realizamos la
sobreexpresidn en las lineas resistentes HCC4006 GeR, HCC827 ER23 y H1975 AZDR. En
la linea HCC4006 GeR no conseguimos establecer una sobreexpresion adecuada de
GRHL2, por lo que el resto de experimentos de sobreexpresion se realizaron en las lineas
HCC827 ER23 y las H1975 AZDR. Para establecer si la sobreexpresion de la proteina se
habia completado correctamente, se analizaron sus niveles por western blot (Figura 38),
comparando las lineas sensibles control (HCC827 o H1975), las lineas silenciadas
(shGRHL2), las lineas resistentes control (HCC827 ER23 o H1975 AZDR) y las lineas
sobreexpresadas (OEGRHL2). En la Figura 38 se observa cdmo tras sobreexpresar GRHL2
en las dos lineas celulares (OEGRHL2) aumentan los niveles de esta proteina, a su vez
observamos un aumento significativo de los niveles de la proteina epitelial CDH1, al
contrario que tras silenciar GRHL2 (shGRHL2). Por otro lado, tras silenciar GRHL2,
aumentan los niveles del factor de transcripcion ZEB1, que como hemos comentado
anteriormente en otros tipos de cancer consigue unirse al promotor de GRHL2
reprimiendo su expresion. Sin embargo, tras sobreexpresar GRHL2 en la linea HCC827
ER23 OEGRHL2 los niveles de ZEB1 se mantienen constantes sin ninglin cambio con
respecto a su control HCC827 ER23, aunque si que observamos una disminucidon de ZEB1
en la linea H1975 AZDR OEGRHL2 con respecto a su control H1975 AZDR. Asimismo,
observamos que los niveles de VIM, como ya habiamos confirmado anteriormente,
aumentan tras silenciar GRHL2, mientras que tras sobreexpresar GRHL2 observamos
una pequefa disminucién de la proteina VIM en ambas lineas sobreexpresadas.
Finalmente, si nos fijamos en los niveles de SNAIL/SLUG observamos que tras silenciar
GRHL2 en ambas lineas se observa un aumento de la expresiéon con respecto a la
secuencia control HCC877 y H1975, a su vez tras sobreexpresar GRHL2 observamos que
en la linea HCC827 ER23 OEGRHL2 disminuyen los niveles de SNAIL/SLUG mientras que
en lalinea H1975 AZDR OEGRHL2 se mantienen constante. Cabe destacar que a menudo

la transicion que realizan las células de un estado mesenquimal a uno epitelial es
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incompleta, convirtiéndose en células fusionadas que residen en estados intermedios
(Kim et al., 2017). Por ello, la linea en la que se ha sobreexpresado GRHL2 retiene
caracteristicas tanto epiteliales como mensenquimales, mostrando todavia niveles

similares a su secuencia control de algunos de los marcadores mesenquimales.

GRHL2 GRHL2
H1975 HCC827
H1975 AZDR K HCC827 ER23 HCC82
GRHL2 . GRHL2 e -
CDH1 e — CDH1  — .
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Figura 38. Andlisis de la expresion de la proteina GRHL2, CDH1, ZEB1, VIM y SNAIL/SLUG
mediante western blot en los extractos protéicos de células H1975 y HCC827 infectadas con
ShGRHL2 y OEGRHL2. Se empleé ACTB como proteina de expresidn constitutiva para normalizar
la carga (n=3, siendo n el numero de réplicas realizadas). H1975 y HCC827 en azul, H1975 AZDR-
HCC827 ER23 en rojo, H1975-HCC827 shGRHL2 en y H1975 AZDR-HCC827 ER23
OEGRHL2 en

Analizando todos estos datos a nivel de proteinas podemos predecir que el
silenciamiento de GRHL2 parece que pueda provocar una TEM mas completa que al
sobreexpresar GRHL2, que observamos que aumentan los niveles epiteliales pero los
mesenquimales en su mayoria se mantienen constantes, por lo que en este caso quiza
la TME es parcial. Otro de los andlisis que realizamos para comprobar esta hipétesis fue
el estudio de los niveles de ARN mensajero tras sobreexpresar GRHL2. En la Figura 39
podemos confirmar como tras la sobreexpresion en ambas lineas aumentan mas de 100
veces los niveles de GRHL2 con respecto a la secuencia control de sobreexpresién
(HCC823 ER23 y H1975 AZDR), a su vez comprobamos un aumento de los marcadores
epiteliales CDH1 y CDS1. Por otro lado, tal y como comprobamos a nivel de proteinas, el
marcador mesenquimal VIM no presenta cambios, asi como ZEB1 y ZEB2 Unicamente se
ven minimamente disminuidos en la linea HCC827 ER23 OEGRHL2, sin embargo, si que

observamos un aumento en ambas lineas del marcador mesenquimal CDH2.
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Figura 39. Expresion de GRHL2 y marcadores TEM a nivel de ARNm en el modelo de
sobreexpresion de GRHL2. Se emplearon extractos de ARN que se retrotranscribieron a ADNcy
por RT-gPCR se determinaron los niveles de GRHL2 y los marcadores TEM, ademas de ACTB
como control de carga, los datos estan expresados en log2 del 2-AACt de la linea OEGRHL2
comparada con la parental resistente (n=3).

El inductor mds conocido e importante de la TEM es TGFP1, ademds las células son
capaces de producir este inductor cuan mds mesenquimal es su fenotipo (Hao et al.,
2019; Xu et al., 2009). Por esta razén determinamos la producciéon de TGF31 liberado al
medio extracelular por los modelos celulares de silenciamiento de GRHL2, dénde
modulamos su expresidon, comparandolos con sus controles shNT. En la Figura 40
podemos observar una correlacion entre la inhibicién de GRHL2 (shGRHL2) y una mayor
concentracion de TGFB1 en el medio de cultivo que la secretada por la secuencia control
(shNT). Estos datos sugieren que la induccidn del fenotipo de la TEM y el arresto celular
parcial que observamos en las células en los ensayos de proliferacién (Figura 35),
provocado por la represion de GRHL2, podria estar mediado por el TGFR1, el inductor
de la TEM mejor conocido y que es capaz de provocar una detencion del ciclo celular en
multiples modelos experimentales (Zhang et al., 2017). En este contexto, se ha descrito
gue GRHL2 previene la TEM inducida por TGFB en células MCF10a (células de cancer de
mama) que expresan constitutivamente GRHL2 (Werner et al.,, 2013). En particular,

observaron que GRHL2 regula al alza BMP-2, un miembro de la familia de proteinas
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morfogenéticas dseas, perteneciente a la superfamilia TGFB1, que se sabe que inhibe la
sefalizacion del receptor TGFB1 a través de la competencia con SMAD2/3 por la unién

a SMAD4 y su translocacién nuclear (Cieply et al., 2012).
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Figura 40. Niveles de TGFf1 extracelular y su correlacion con los niveles de GRHL2. Las células
se sembraron en placas de 6 pocillos. Tras 24h en condiciones estandar, el medio de cultivo fue
sustituido por medio sin suero, y tras 72h se recogieron los sobrenadantes para medir secrecion
de TGFB1 (n=3) en condiciones basales. Los resultados fueron analizados estadisticamente
mediante el analisis t-student donde *p<0,05; **p<0,01 en comparacion con el grupo control.

La TEM se ha relacionado con la ganancia de capacidades migratorias e invasivas propias
de las células metastasicas. Podemos decir que las células que se encuentran en el frente
del tumor son las de mayor capacidad invasiva y ademads muestran caracteristicas de la
TEM (Mayor & Etienne-Manneville, 2016). Por esta razén nos propusimos estudiar si los
niveles de GRHL2 podrian determinar la capacidad migratoria de las células a través de
experimentos de cierre de herida (también conocidos como wound healing o scratch
assays). En la Figura 41 se muestra como las células ITQs resistentes cierran la herida
completamente tras 24 horas. Por otro lado, las células sensibles a los ITQs solo
conseguian cerrar la herida aproximadamente un 50% tras 24 horas. Fijdndonos en las
células que silencian GRHL2 vemos que tras 24 horas consiguen cerrar la herida en su
totalidad, mientras que las células que sobreexpresan GRHL2 tras 24 horas solamente
han cerrado un 60% de la herida. De esta manera podemos concluir que la ausencia de
GRHL2 provoca que la célula adquiera una mayor capacidad migratoria (Figura 41Cy

Figura 41D) en comparacién con la misma linea celular que lo sobreexpresa.
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Figura 41. Ensayo de cierre de herida al modular GRHL2. A. Las células se sembraron en placas
de 6 pocillo a razén de 4x10° células por pocillo para que a las 24h estuviera confluente. Después
se realizd una herida sobre la monocapa celular y se cambid el medio por medio fresco. Se
capturaron imagenes al tiempo 0 y tras 24h de realizar la herida. Las imagenes en los modelos
HCC827 (A) y H1975 (B) son representativas de 3 experimentos independientes. C. Las imagenes
adquiridas a lo largo de la herida fueron medidas y los resultados fueron analizados
estadisticamente mediante el andlisis t-student donde **p<0,01 y ****p<0,0001 en
comparacion con el grupo control en el modelo HCC827 (C) y H1975 (D).
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Finalmente, al ver que GRHL2 se relaciona con genes epiteliales como CDH1 y que su
silenciamiento y sobreexpresién ha llevado a la modulaciéon de dicha proteina de
adhesion intracelular, decidimos comprobar el papel de GRHL2 y la remodelacién
epigenética en la plasticidad epitelial-mesenquimal de las células. Por tanto, decidimos
realizar un ensayo de ChIP para examinar la interaccion de GRHL2 con los promotores
de genes implicados en los procesos de TEM y TME. En la Figura 42 podemos observar
la unién de GRHL2 a distintas regiones promotoras de genes epiteliales y
mesenquimales en las lineas H1975 shNT, que expresa de forma enddgena GRHL2 y
H1975 shGRHL2, en la que esta silenciado. En primer lugar, si nos fijamos en los datos
de la interaccion de GRHL2 con su propio promotor, podemos observar un aumento en
H1975 shNT respecto al control negativo 1gG, lo que nos indica que GRHL2 seguramente
se pueda autoregular a si mismo. Este efecto no se observa en la linea que no expresa
GRHL2 (H1975 shGRHL2). La auto-regulacion de GRHL2 a pesar de no ser objeto de
estudio podria ser importante en futuras investigaciones. En segundo lugar, también
observamos unidon de GRHL2 tanto al promotor de OVOL2 como de CDH1 en la célula
qgue expresa GRHL2 y no en la silenciada. Estos datos concuerdan con los datos de la
literatura que mostraban una interaccidn significativa de la regulacién positiva de GRHL2
no solo con CDH1 sino también de otros genes epiteliales como ESRP1 y OVOL2 en
cancer de ovario (Chung et al., 2016, 2019). También se ha observado este suceso en
otros tipos de tejido como el renal, revelando asi un enriquecimiento de GRHL2 con el
promotor OVOL2 (Aue et al., 2015). Por otro lado, respecto a la union del factor de
transcripciéon GRHL2 a los promotores de los genes mesenquimales, observamos un
patron similar. GRHL2 se une al promotor de ZEB1, SNAIL1 y VIM en las células que
expresan GRHL2 y no en las que este gen esta deplecionado. Chung y sus colaboradores
apreciaron, en cancer de ovario, la unién de GRHL2 con el promotor de ZEB1 (Chung
etal., 2016, 2019), cabe destacar que GRHL2 y ZEB1 crean un bucle de retroalimentacién
negativa, causando la inhibicidn del otro cuando uno de ellos se encuentra activo (Perez-

Oquendo & Gibbons, 2022).
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Figura 42. Andlisis de ChIP de genes epiteliales y mesenquimales en lineas de AC pulmonar con
EGFR mutado y sensibles o resistentes al osimertinib. La cromatina aislada de las células ITQ-
sensibles y resistentes se incubd con anticuerpos contra GRHL2 (a-G), e IgG como control
negativo para determinar el porcentaje de unién de cada una de estas marcas a los promotores
de genes epiteliales (CDH1, GRHL2 y OVOL2) y mesenquimales (ZEB1, SNAIL1 y VIM). Se
representan los datos de la RT-qPCR realizada (A) y del gel de agarosa realizado con el producto
de la RT-qPCR (B). Los resultados (Cts) se normalizaron a partir de los Cts de sus respectivos
Inputs y se representaron los AAct como % de unidn a la regidn promotora de cada gen. Los AAct
representados se normalizaron con los AAct del IgG con el fin de eliminar cualquier sefial
inespecifica asociada. Los resultados (n=3). Las imagenes son representativas de 3 experimentos
independientes.
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Con todos los datos analizados en este punto, podemos predecir que el silenciamiento
de GRHL2 puede inducir la TEM en CPNM, apoyandonos de manera consistente con los
trabajos publicados en carcinomas de vejiga (Shen et al., 2020a), colorectal (Yang et al.,
2019), mama (Mooney et al., 2017), ovario (Chung et al., 2016), prdstata (Pistore et al.,
2017), estdmago (Xiang et al., 2017), pancreas (Nishino et al., 2017) y en sarcomas
(Somarelli et al., 2016). Ademds, tras la sobreexpresidn observamos una TME parcial,
con células pseudo-epiteliales, debido a la complicidad que conlleva el proceso de pasar
de un fenotipo mesenquimal a uno epitelial (Klein, 2009). Por lo que creemos que para
revertir completamente este proceso deberiamos ayudarnos con otro cambio como la
modulacion de algun gen mesenquimal como ZEB1. Estos datos se respaldan con los
obtenidos tras la medicion TGFR1, ya que sabemos que la induccién del fenotipo de la
TEM, provocado por la represion de GRHL2, podria estar mediado por el TGFR1,
mostrandose mayores valores de TGF31 en aquellas células que apreciamos un fenotipo
mesenquimal mas definido. Asimismo, en este apartado, hemos podido comprobar
como la modulacién de GRHL2 tiene un impacto importante con la proliferacién celular,
disminuyéndola cuando no se expresa GRHL2, asi como en la migracion celular,
aumentdndola cuando las células inhiben GRHL2 y presentan caracteristicas
mesenquimales propias de células metastdsicas (Mayor & Etienne-Manneville, 2016).
Observando que este proceso se revierte a una menor migracion cuando GRHL2 se
expresa en las células. Finalmente, diferentes articulos mantienen que GRHL2, CDH1 y
OVOL2 respaldan un fenotipo epitelial y contrarrestan a factores de la TEM como ZEB,
VIM y SNAIL (Chung et al., 2019; Wang et al., 2020). Por tanto, si nos fijamos en los datos
mostrados en el analisis del ChIP y nos respaldamos con estudios mencionados,
podemos advertir que existe una union de GRHL2 a los promotores de los genes CDH1
y OVOL2. Asimismo, también advertimos una uniéon de GRHL2 y ZEB1, actuando
reguladores negativos entre ellos (Wang et al., 2020). Por tanto, en consonancia con su
papel en la morfogénesis epitelial y fijandonos en los resultados obtenidos, podemos
hipotetizar que GRHL2 podria actuar tanto como supresor tumoral mediante el control
de la TEM, caracteristica esencial de la progresién tumoral, como un oncogén,
promoviendo la proliferacién celular y la supervivencia de las células tumorales en el

CPNM (Cieply et al., 2012, 2013).

134



6. La expresion de GRHL2 modula la sensibilidad y resistencia a

los ITQs

Después de mostrar que los modelos de sensibilidad de los ITQs de EGFR con fenotipo
epitelial sobreexpresan GRHL2 y su silenciamiento convierte a las células a un estado
mas mesenquimal, asi como, que los modelos de resistencia a los ITQs de EGFR con
fenotipo mesenquimal tienen reprimida la expresién de GRHL2 y su sobreexpresion
transforma a las células parcialmente a un estado mas epitelial, nos planteamos
determinar si la modulacion de GRHL2 en estos modelos tendria efectos sobre la
sensibilidad y la resistencia a los ITQs de EGFR. Para ello, realizamos diferentes
aproximaciones para detectar el efecto citotoxico de los ITQs de EGFR en las lineas
celulares donde se moduld la expresion de GRHL2. Para estudiar la resistencia y la
sensibilidad a los ITQs realizamos dos estrategias. Por un lado, el estudio a corto plazo
mediante contajes directos midiendo la viabilidad celular y la proliferacion tras
administrar el farmaco en las lineas sensibles y su sublinea con GRHL2 silenciada,
ademas de curvas de citotoxicidad celular en las lineas sensibles y resistentes y sus
sublineas en las que silenciamos y sobreexpresamos GRHL2. Por otro lado, hicimos
estudios a medio plazo con ensayos de colonias, donde se evalud la sensibilidad y la
resistencia a los ITQs de las lineas HCC827 y H1975 sensibles y resistentes y las sublineas
que silencian y sobreexpresan GRHL2. En primer lugar, en las figuras 43, 44 y 45
observamos cémo la exposicidn a los ITQs disminuia de forma contundente la viabilidad
en las células sensibles, pero no en las células a las que se les habia silenciado GRHL2,
cuya supervivencia se mantenia a mas del 80% transcurridas 72 horas tras la incubacién

con el farmaco.
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Figura 43. Efecto del gefitinib sobre la viabilidad y la proliferacién en células HCC4006 con
silenciamiento de GRHL2. Contajes con azul tripan, por triplicado, tras 48 y 72 horas de
tratamiento con gefitinib 5 uM, 10 uM o vehiculo (control). Los resultados fueron analizados
estadisticamente mediante el analisis t-student donde *p<0,05 y ***p<0,001 en comparacion

con el grupo control.
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Figura 44. Efecto del erlotinib sobre la viabilidad y la proliferacion en células HCC827 con
silenciamiento de GRHL2. Contajes con azul tripan, por triplicado, tras 48 y 72 horas de
tratamiento con erlotinib 5 uM, 10 uM o vehiculo (control). Los resultados fueron analizados
estadisticamente mediante el analisis t-student donde *p<0,05 y ***p<0,001 en comparacion
con el grupo control.
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Figura 45. Efecto del osimertinib sobre la viabilidad y la proliferacion en células H1975 con
silenciamiento de GRHL2. Contajes con azul tripan, por triplicado, tras 48 y 72 horas de
tratamiento con osimertinib 5 uM, 10 uM o vehiculo (control). Los resultados fueron analizados
estadisticamente mediante el analisis t-student donde *p<0,05 y ***p<0,001 en comparacion
con el grupo control.
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En segundo lugar, si observamos las curvas de citotoxicidad (Figura 46) vemos como se
produce un desplazamiento de la curva hacia la derecha, que sefiala una mayor
resistencia en las tres sublineas silenciadas con respecto al control. Con este tipo de
graficas podemos obtener la ICso para cada linea que se muestra resumido en la Tabla

22.
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Figura 46. Viabilidad celular de la linea HCC4006, HCC827 y H1975 (shGRHL2 y shNT) en
respuesta a diferentes dosis de gefitinib, erlotinib y osimertinib (empezando en 10 uM) en
células sembradas en placas de 96 pocillos e incubadas con vehiculo (control) o gefitinib. La
viabilidad celular fue determinada indirectamente por el método de la sulforodamina B tras 72h
de tratamiento. Los resultados se expresan en porcentaje con respecto al control + desviacion
estandar (n=6).

Tabla 22. Valores de ICsy de las lineas celulares de CPNM con EGFR mutado sensibles y sus
versiones resistentes, obtenidas de las curvas de citotoxicidad a corto plazo obtenidas en la
Figura 46.

HCC4006 HCC827 H1975

1Cso

(uM)

<0.004 0,041 <0,041 >10 <0.004 10
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En el caso de las sublineas en las que sobreexpresamos GRHL2 ( ), los ensayos de
citotoxicidad a corto plazo mostraron una resensibilizacion parcial, observdndose un
desplazamiento de la curva hacia la izquierda con respecto a su control resistente (rojo)
(Figura 47). Con este tipo de graficas podemos obtener la ICso para cada linea que se

muestra resumido en la Tabla 23.
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Figura 47. Viabilidad celular de las lineas HCC827 y H1975 (sensible, resistente y con GRHL2
sobreexpresado) en respuesta a diferentes dosis de erlotinib y osimertinib respectivamente
(empezando en 20 uM) en células sembradas en placas de 96 pocillos e incubadas con vehiculo
(control) o el ITQs correspondiente. La viabilidad celular fue determinada indirectamente por el
método de la sulforodamina B tras 72h de tratamiento. Los resultados se expresan en porcentaje
con respecto al control + desviacion estandar (n=6).

Tabla 23. Valores aproximados de ICs, de las lineas celulares de CPNM con EGFR mutado
sensibles y sus versiones resistentes, obtenidas de las curvas de citotoxicidad a corto plazo
obtenidas en la Figura 47.

HCC827
H1975 AZDR
ER23
ICso
>10 0,02 > 10 0,2
(uM)

Esta resensibilizacion inducida por la sobreexpresion de GRHL2 y el aumento de
resistencia provocado por el silenciamiento de GRHL2 también se deduce de la
presencia de colonias supervivientes en el cultivo de las lineas HCC827 y H1975 sensibles
y resistentes (con sus versiones silenciadas y sobreexpresadas) expuesto a diferentes

concentraciones de erlotinib y osimertinib respectivamente (Figura 48 y 49).
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Figura 48. Ensayos de formacion de colonias en presencia de erlotinib o vehiculo (control)
durante 10 dias. Las células fueron sembradas en placas de 6 pocillos a baja densidad (5000
células por pocillo, por triplicado). Transcurridas 24h se afiadieron diferentes concentraciones
de erlotinib, que se renovaron cada 72h durante 10 dias. Finalmente, las colonias se fijaron con
paraformaldehido al 4% vy se tifieron con sulforodamina B para su visualizacion. La imagen
mostrada es representativa de 3 experimentos independientes. Los resultados se expresan en
porcentaje con respecto al control + desviacion estandar (n=3).
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Figura 49. Ensayos de formacion de colonias en presencia de osimertinib o vehiculo (control)
durante 10 dias. Las células fueron sembradas en placas de 6 pocillos a baja densidad (5000
células por pocillo, por triplicado). Transcurridas 24h se afadieron diferentes concentraciones
de osimertinib, que se renovaron cada 72h durante 10 dias. Finalmente, las colonias se fijaron
con paraformaldehido al 4% y se tifieron con sulforodamina B para su visualizacién. La imagen
mostrada es representativa de 3 experimentos independientes. Los resultados se expresan en
porcentaje con respecto al control + desviacion estandar (n=3).

Nuestros resultados demuestran claramente que la baja actividad de GRHL2, resultante
del silenciamiento de este, es una caracteristica diferencial de las células ITQ-resistentes
con fenotipo TEM, y, es necesaria para promover el estado mesenquimal, resistente a
la terapia, ademas de un cardcter mas invasivo de las células, devolviendo a las células

hacia un estado mas mesenquimal. En los Ultimos afios se ha intentado entender la TME
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en términos de plasticidad y estados transitorios, afirmando que existen estados
parciales, con células fusionadas que adquieren caracteristicas de ambos fenotipos
(Grigore et al., 2016). Esto refleja la flexibilidad de las células para inducir o revertir los
programas TEM y TME (Tam & Weinberg, 2013). Por lo que hay ejemplos de TME
transitorios en varios contextos celulares donde coexisten la expresién de marcadores
tanto epiteliales como mesenquimales (Huang et al., 2013). Por ello, se necesita una
vision mds amplia de este proceso, que no solo considere la expresion de algunos
marcadores candnicos epiteliales y mesenquimales, sino que también constituya
diferentes funcionalidades asociadas a la TEM como la migracion, o el aumento de
sensibilidad o resistencia a los fdrmacos. De hecho, nuestros resultados indican que,
pese a encontrarse en un metaestado alejado de la TME completa, las células que
sobreexpresan de manera ectdpica GRHL2 han adquirido algunas caracteristicas
funcionales propias del fenotipo epitelial que comparten con las células epiteliales
sensibles a los ITQs de EGFR. Las lineas que sobreexpresan GRHL2 a pesar de no
conseguir cambiar todos los marcadores mesenquimales, adquieren menores
capacidades migratorias y una mayor sensibilizacion a los ITQs de EGFR que las células
mesenquimales resistentes. Estos resultados abren las puertas a una posible
intervencion farmacoldgica basada en la sobreexpresion de GRHL2, que favoreceria la
adquisicion de un fenotipo mas epitelial y mas sensible a los ITQs. Este proceso deberia
ser motivo de estudio a pesar de la complejidad con la que contamos al ser GRHL2 un

factor de transcripcién complejo.
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7. Validacion de los resultados modelos in vivo

Para poder confirmar in vivo las consecuencias de la TEM asociada a la resistencia a los
ITQs de EGFR, nos propusimos inyectar subcutdneamente nuestros modelos celulares
en ratones desnudos atimicos (Crl:NU(NCr)-Foxnlnu). En estos ensayos, por un lado, se
pretendia estudiar si la expresion de GRHL2 afectaba al tamafio y a la velocidad del
crecimiento del tumor vy, por otro, el efecto del osimertinib con respecto al tamafo del
tumor y a la resistencia/sensibilidad del farmaco dependiendo de los niveles de GRHL2
en cada uno de los modelos celulares.

Para ello, se inyectaron subcutdneamente las lineas celulares H1975 shNT, H1975
shGRHL2, H1975 AZDR y H1975 AZDR OE-GRHL2 (n=12 ratones por modelo celular). Una
vez el tumor era palpable, la mitad de los ratones fueron tratados con 10 mg/kg de
osimertinib, y a la otra mitad se les administrd el vehiculo en el que estaba disuelto
(ratones control). Tanto el tratamiento farmacolégico como el vehiculo se administraron
mediante via oral como se ha descrito en Materiales y Métodos (Pulido et al., 2020). Los

tiempos establecidos y el modelo de estudio se muestran en la Figura 50.
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Figura 50. Modelo de estudio establecido para el ensayo in vivo con ratones. Los tiempos se
adaptaron al crecimiento del tumor de cada una de las lineas.
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En la Figura 51 se muestran las curvas de crecimiento de los tumores ITQ-sensibles con
fenotipo epitelial H1975 (H1975 shNT) y los ITQ-resistentes con fenotipo mesenquimal
H1975 AZDR, antes y después de la administracién del osimertinib o del vehiculo. En
primer lugar, observamos que la tasa de crecimiento de los tumores H1975 es muy
rapida, lo que nos obligd a sacrificar a los ratones tan solo 2 dias después de la
administracion del vehiculo control por consideraciones éticas y en cumplimiento de los
pardmetros de bienestar animal establecidos en el procedimiento aprobado por la
Comité de Etica de Experimentacién Animal del Centro de Investigacién Principe Felipe.
Respecto a los ratones tratados con osimertinib, observamos que el tamano tumoral
disminuye mds de un 50% con respecto al inicio del tratamiento (dia 30), unos resultados
gue estan en la linea de los obtenidos por Della Corte y sus colaboradores que, utilizando
xenoinjertos de las lineas celulares de CPNM HCC827 y H1975 evaluaron diferentes
combinaciones de administracién de osimertinib para explorar potenciales mecanismos
de resistencia (Della Corte et al., 2018). Por otro lado, los tumores H1975 AZDR
mostraron una tasa de crecimiento muy lenta, lo cual nos obligé a iniciar el tratamiento
a partir del dia 97 post-inoculacién. Como podemos observar, no existen diferencias
significativas en el volumen tumoral entre los ratones control y los tratados con
osimertinib, por lo que podemos afirmar, tal y como era de esperar, que los tumores
derivados de la linea H1975 AZDR con fenotipo mesenquimal siguen siendo resistentes

al tratamiento in vivo.
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Figura 51. Curvas del crecimiento tumoral de las lineas celulares H1975 shNT y H1975 AZDR
antes y después del tratamiento con osimertinib. El estudio se realizé con una N de 48 ratones
totales, 12 por linea (n=6 tratados y n=6 control).
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Con el objetivo de estudiar el efecto de la presencia o ausencia de GRHL2 en el
crecimiento del tumor, comparamos el volumen tumoral de las lineas H1975 shNT
frente alas H1975 shGRHL2, y de las H1975 AZDR frente a H1975 AZDR OEGRHL2 (Figura
52 y 53). La linea H1975 shNT, con fenotipo epitelial, tiene un crecimiento mas rapido
que H1975 shGRHL2, que hemos visto en los experimentos in vitro que ha adquirido un
fenotipo mesenquimal tras reprimir GRHL2 (Figura 52). Por otra parte, la tasa de
crecimiento de la linea H1975 AZDR OEGRHL2, que adquirid in vitro una TME parcial, es
mayor que la de su linea parental H1975 AZDR (Figura 53). Estos resultados, obtenidos
con el mismo numero de células inyectadas inicialmente y tras haber trascurrido el
mismo tiempo desde la inoculacién, corroboran que los tumores mesenquimales son
significativamente menores que los que presentan un fenotipo mas epitelial. El aumento
de la capacidad proliferativa asociado a altos niveles de GRHL2 ya ha sido ya definido
por otros autores en diferentes tipos de cancer. Se ha descrito que GRHL2 promueve el
crecimiento celular en lineas in vitro de CPNM, (Pan et al., 2017), del mismo modo que
en células de cancer pancreatico el silenciamiento de GRHL2 reduce significativamente
la proliferacion (Nishino et al., 2017). Uno de los motivos que podrian explicar esta
disminucion de la proliferacién que observamos en el fenotipo mesenquimal, podria ser
la desregulacion de la angiogénesis, un proceso biolégico propio del microambiente
tumoral que se establece in vivo para soportar el crecimiento tumoral. Esta accion
permite a las células tumorales adquirir un sustento en forma de nutrientes y oxigeno y
eliminar los desechos metabdlicos (Saman et al., 2020). Por otro lado, la disminucion de
la tasa de proliferacién de los tumores subcutaneos por parte de las células con fenotipo
mesenquimal, podria explicarse por el aumento en la secrecién de TGFB1, una citoquina
con demostrado efecto inhibidor sobre el ciclo celular (Soucheray et al., 2015). En
nuestros resultados in vitro (Figura 35), se observa una disminucién del crecimiento
tumoral en los modelos celulares con fenotipo TEM, que tienen silenciado GRHL2.
Ademads, diferentes estudios en otros tipos de cancer, como por ejemplo en cancer
colorrectal, se ha descrito in vivo que la expresion de GRHL2 aumenta el crecimiento
tumoral con respecto a las lineas que no expresan GRHL2 y que presentan caracteristicas
mas mesenquimales (Quan et al., 2014, 2015), del mismo modo que hemos descrito en

nuestros experimentos (Figura 55 y 56). Por otro lado, en la Figura 40, donde
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determinamos la produccion de TGFB1 liberado al medio extracelular, observamos que
la induccidn del fenotipo de la TEM de las lineas celulares en las que silenciamos GRHL2
y el arresto celular parcial que observamos en los ensayos de proliferacion in vitro,
podrian estar mediados por TGFR1. Este efecto también se ha observado previamente
en otros trabajos que corroboran nuestros resultados, incluyendo un estudio realizado
en nuestro laboratorio que se basa en el papel de la endotelina-1 (EDN1) en la
resistencia a farmacos en pacientes de cancer de pulmén con mutaciones de EGFR. En
este trabajo (Pulido et al., 2020) se demostrdé que las células de CPNM EGFR mutantes e
ITQ-resistentes con fenotipo mesenquimal secretan factores que dificultan el
crecimiento eficiente in vivo y por tanto su tasa de crecimiento es mucho menor que
con las células de caracter epitelial ITQ sensibles. Por tanto, nuestros resultados podrian
indicar que el papel clave de GRHL2 en la proliferacion tumoral del CPNM in vitro e in

vivo podria estar mediado, entre otros factores, por el TGFR1.
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Figura 52. El silenciamiento de GRHL2 provoca una tasa de crecimiento mds lenta del tumor.
Imagenes de los tumores control (no tratados) de las lineas H1975 shNT y H1975 shGRHL2, y
curva del crecimiento tumoral de dichas lineas celulares segtn el volumen tumoral (mm?) sin
tratamiento con osimertinib. El estudio se realizd con una N de 12 ratones por linea (n=6
tratados y n=6 control).
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Figura 53. La sobreexpresion de GRHL2 induce una mayor tasa de crecimiento del tumor.
Imagenes de los tumores control (no tratados) de las lineas H1975 AZDR y H1975 AZDR OEGRHL2
y la curva del crecimiento tumoral de dichas lineas celulares segtn el volumen tumoral (mm?)
sin tratamiento con osimertinib. El estudio se realizd con una N de 12 ratones por linea (n=6
tratados y n=6 control).
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Una vez estudiado el tamafiio y la velocidad del crecimiento tumoral en los ratones sin
tratar, nos centramos en cdmo afecta la presencia o ausencia de GRHL2 en la
sensibilidad o resistencia a la administracién del farmaco en cada una de los modelos
celulares. Comparando la linea H1975 shNT con H1975 shGRHL2 podemos observar
macroscopicamente que el tamafo de los tumores de la linea H1975 shNT disminuye al
tratar con osimertinib, mientras que la linea H1975 shGRHL2 no disminuye con respecto
al control no tratado (Figura 54A). En la Figura 54B encontramos que tras la
administracion de osimertinib el volumen tumoral de la linea H1975 shNT se reduce mas
de un 50%, mientras que el ITQ no reduce el tamafo tumoral en la linea celular H1975
shGRHL2. Comparando los datos de las lineas H1975 shNT y shGRHL2 (Figura 54C),
podemos observar un cambio estadisticamente significativo tras el silenciamiento de

GRHL2, que provoca una mayor resistencia al osimertinib.
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Figura 54. El silenciamiento de GRHL2 aumenta la resistencia a osimertinib en modelos in vivo.
A.Imagenes de los tumores tras el tratamiento con el vehiculo (Control) o el farmaco osimertinib
(Tratados) de la linea H1975 shNT y H1975 shGRHL2. B. Curva de crecimiento segun el volumen
tumoral (mm?) de la linea control parental sensible (H1975 shNT) y la linea silenciada (H1975
shGRHL2) tratados con osimertinib por via oral durante 20 dias. C. Grafica del crecimiento
tumoral (%) post administracién de osimertinib, considerando el 100% el tamafio del tumor el
del dia 0 previo a la administracion de osimertinib. El estudio estadistico de todos los resultados
se realizé mediante el analisis t student, donde * p £0,05, **p<0,01y ****p<0,0001. Con una N
de 12 ratones por linea (n=6 tratados y n=6 control).
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Como ya hemos indicado anteriormente, la baja tasa de crecimiento de las lineas H1975
AZDR y H1975 AZDR OEGRHL2 nos obligd a iniciar el tratamiento con osimertinib a
diferentes tiempos, a partir del dia 97 en el caso de la H1975 AZDR y del dia 77 para la
H1975 OE-GRHL2 (Figura 55B). En la Figura 55 (A, B y C) podemos observar que el
volumen de los tumores aumenta al ser tratados con osimertinib en ambas lineas. Estos
resultados pueden deberse a que la sobreexpresién de GRHL2, tal y como hemos
mencionado anteriormente, da lugar a una TME incompleta, Unicamente observdndose

una resensibilizacidén parcial en los ensayos in vitro que no consigue observarse in vivo.
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Figura 55. La sobreexpresion de GRHL2 no afecta a la respuesta a osimertinib en modelos in
vivo. A. Imagenes de los tumores tras el tratamiento con el vehiculo (Control) o el farmaco
osimertinib (Tratados) de la linea H1975 AZDR y H1975 AZDR OEGRHL2. B. Curva de crecimiento
segun el volumen tumoral (mm?) de la linea control parental resistente (H1975 AZDR) y la linea
sobreexpresada (H1975 AZDR OEGRHL2) tratados con osimertinib por via oral durante 12 dias.
C. Gréfica del crecimiento tumoral (%) post administracion de osimertinib, considerando el 100%
el tamafio del tumor el del dia 0 previo a la administracion de osimertinib. El estudio estadistico

de todos los resultados se realizd mediante el analisis t student, donde * p < 0,05, **p<0,01 y

****p<0,0001. Con una N de 12 ratones por linea (n=6 tratados y n=6 control).
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Finalmente, el Ultimo aspecto a estudiar fue el desarrollo de metastasis a distancia a
partir de nuestros xenoinjertos subcutaneos. Analizando a nivel macroscépico los
higados observamos 3 metadstasis visibles en los ratones inoculados con la linea H1975
shGRHL2, mientras que en los portadores de la H1975 shNT no se observé ninguna
(Figura 56). Estos resultados son consistentes con el hecho bien conocido de que las
células mesenquimales tienen mayores capacidades invasivas, por lo que corroboramos
los resultados que obtuvimos con los ensayos de migracion in vitro, confirmando que in
vivo las células que donde se reprime GRHL2 generan metdstasis. Por otro lado,
detectamos una metastasis hepdtica macroscdpica en uno de los 12 ratones inoculados
subcutdneamente con la linea H1975 AZDR OEGRHL2 (Figura 57). Esto podria deberse a
que las células que sobreexpresan GRHL2 provienen de una linea mesenquimal, y a
pesar de que hemos observado en ella una TME parcial, siguen siendo células que
presentan un fenotipo mesenquimal en transicion, y que de hecho contindan mostrando
una tasa de crecimiento lenta con respecto a las células epiteliales. En nuestra revision
bibliografica Unicamente hemos encontrado dos estudios donde GRHL2 inhibe la
metdstasis en modelos de xenoinjertos in vivo en otro tipo de cancer como es el gastrico.
En el trabajo de Xiang y colaboradores, se describe que la sobreexpresion de GRHL2
inhibid significativamente la capacidad de invasién y migracién (Xiang et al., 2017).
Recientemente, otro estudio en cancer gastrico ha descrito que el silenciamiento de
PMCA4, un factor que regula positivamente la expresion de GRHL2 y CDH1 (y otros
genes implicados en el desarrollo del fenotipo epitelial), aumenté la capacidad de
migracion e invasion, y promovid la resistencia a los farmacos citotdxicos (Wang et al.,
2020). Por tanto, el silenciamiento de GRHL2 mediado por la TEM podria tener un papel
en el desarrollo de metastasis en CPNM, asi como en otros tipos de cdncer, como es el

gastrico.
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Figura 56. Metdstasis a nivel macroscépico producidas en los higados de los ratones en los que
se inyectaron la linea celular H1975 shGRHL2.

Figura 57. Metdstasis a nivel macroscopico producida en un higado de los ratones en los que
se inyectaron la linea celular H1975 AZDR OEGRHL2.

Tras este primer analisis macroscépico, queda pendiente analizar sistematicamente las
histologias de los pulmones y los higados para confirmar estos hallazgos relacionados
con la capacidad metastasica a nivel microscdpico. También se realizard un analisis
histoldgico comparativo de los tumores generados por cada una de las lineas de estudio
sometidas o no a un tratamiento con osimertinib. A pesar de no contar con estos
resultados podemos concluir que la linea H1975 donde silenciamos GRHL2 adquiere, al
igual que en los modelos in vitro, mayor resistencia al osimertinib, presenta una menor
tasa de crecimiento (en el grupo no tratado) y una mayor capacidad invasiva que la linea
H1975 shNT. Por otro lado, en las células que sobreexpresan GRHL2 de manera ectdpica,
a pesar de que ha mostrado caracteristicas mas propias de una linea epitelial (con un
crecimiento mas rapido que su linea parental), no hemos observado una

resensibilizacion al osimertinib in vivo.
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8. Validacion de los resultados en muestras clinicas de

pacientes con CPNM

Recientemente, GRHL2 ha llamado mucho la atencién, por su posible implicacion en la
practica clinica, debido a sus funciones fisiolégicas en la embriogénesis y a su vinculacion
en patologias como el cancer (Ma et al., 2017). Nuestros resultados demuestran que, en
el CP, tanto en modelos in vitro (cultivos celulares), como en modelos in vivo (ratones),
los niveles elevados de GRHL2 son necesarios para mantener el fenotipo epitelial de las
células en este tipo de cancer. Diferentes articulos corroboraban estos datos en otros
tipos de cancer, como el cancer de ovario (Chung et al., 2019) o el de vejiga (Shen et al.,
2020a) entre otros. No obstante, el papel de GRHL2 es diferente segun el tipo de cancer
gue se estudie (Chung et al., 2019) y su expresion o ausencia de ella estd involucrada de
diferentes formas en multiples enfermedades. La placenta, el cerebro, los pulmones, las
glandulas salivales, el timo y el pancreas en adultos humanos muestran una expresion
de GRHL2 relativamente alta. Apoyandonos en un estudio reciente sobre la expresién
de GRHL2 en el CP (Pan et al., 2017) y en los datos disponibles en “The Human Protein
Atlas”, ambos discuten que existe una clara relacion entre una baja expresion de GRHL2
y una mayor supervivencia entre los pacientes con ACP. Por tanto, creemos que podria
ser de especial interés el estudio de la expresién de GRHL2 como un posible
biomarcador de prondstico en el CP. En primer lugar, decidimos contrastar los datos que
teniamos en nuestras bases de datos, que recopilamos en el proyecto CURELUNG, y que
mostraba datos de metilacion y expresion de diferentes genes en pacientes con CP.
Estos datos mostraron que la metilacién de GRHL2 en tumores primarios era mas baja
gue en tejidos normales y se correlacionaba con una mayor expresiéon de GRHL2, al
contrario que en los tejidos normales que mostraba una expresién muy baja de GRHL2

(Figura 58).
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Figura 58. Metilacion y expresion de GRHL2 en tumor primario y tejido normal en pacientes
con ACP.

En segundo lugar, una vez comprobada la metilacién y la expresion de GRHL2 entre un
tejido de tumor primario y un tejido normal, y apoyandonos en los datos de la
bibliografia anteriormente descrita que correlacionan en el tumor una mayor expresion
con una peor supervivencia, nos planteamos analizar los niveles de metilacion de
pacientes con CPNM vy la relacidn con la evolucidn clinica que mostraban de manera
retrospectiva. Los datos que se muestran en la Figura 59 son valores extraidos de las
bases de datos del proyecto CURELUNG. En la Figura 59 se estudiaron la CpG 14202477
y la CpG 23973429, que ya analizamos al inicio de esta tesis doctoral para llegar a
seleccionar GRHL2 como gen de estudio. Fijandonos en los resultados obtenidos en la
Figura 59, observamos como una mayor metilacion de GRHL2, que la correlacionamos
segun la Figura 58, con una menor expresion de GRHL2, se relaciona con una mayor
supervivencia en ambas CpGs. Por tanto, con nuestros datos confirmamos que una
mayor expresion y una menor metilacion de GRHL2 se relaciona con un peor prondstico

de la enfermedad.
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Figura 59. Andlisis Kaplan-Meier de pacientes con CPNM en funcion al porcentaje de
metilacion de GRHL2 en las CpGs 23973429 y 14202477.

Finalmente, analizamos los valores de metilacion de GRHL2 mediante ddPCR en 20
evaluaciones de muestras de ADN de parafinas de pacientes de CPNM tratados con ITQs
de EGFR. Estos datos mostraron de nuevo como, en las evaluaciones de los pacientes,
una menor metilacién de GRHL2 podria asociarse a una peor supervivencia de los

pacientes (Figura 60).
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Figura 60. Andlisis Kaplan-Meier en una cohorte de 20 evaluaciones de pacientes con CPNM.
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En definitiva, la suma de todas estas evidencias parciales sugiere que la metilacién de
GRHL2, en los pacientes con CPNM con EGFR mutado tratados con ITQs, es relevante en
un escenario clinico. Concluimos que una mayor metilacion y una menor expresion de
GRHL2 estd relacionado con una mayor supervivencia a la enfermedad, por tanto, segin
nuestros datos, GRHL2 podria ser también un biomarcador de prondstico en el CP. En
este sentido, Xiang y colaboradores, describieron en 2017 en una cohorte de 66
pacientes que la sobreexpresion de GRHL2 esta estrechamente relacionada con un mal
prondstico en CPNM (Pan et al., 2017). Sin embargo, este estudio utilizé Unicamente
datos de expresién de GRHL2, sin estudiar los valores epigenéticos (metilacion del ADN
en la regién promotora de GRHL2) de estos mismos pacientes. Ademas, diferentes
estudios en otros tipos de cancer han relacionado la sobreexpresion de GRHL2 con la
prediccidn hacia un peor prondstico, aunque como en el anterior trabajo, ninguno de
ellos afiade el estudio de la metilacion del ADN. Estos estudios se han descrito en cancer
de ovario, cancer de mama y pancreas (Nie et al., 2020; Bai et al., 2021; Wang et al.,
2019). Como ejemplo, Bai y colaboradores utilizaron 14 bases de datos para describir
gue niveles altos de expresidon de GRHL2 en cancer de mama se correlacionaba hacia un
peor prondstico (Bai et al., 2021). Con todo, la suma de todas estas evidencias parciales
sugiere que la activacidn de GRHL2 en pacientes de CPNM es relevante en un escenario
clinico, dandole a GRHL2 un valor como biomarcador de prondstico en el CP. Aun asi,
serd necesario un estudio mas ambicioso ampliando las cohortes de pacientes para
establecer de forma concluyente la relacion entre el aumento de metilacién de GRHL2
con un mejor prondstico en el tejido tumoral. Ademds de observar si al ampliar la

cohorte observamos la misma respuesta en las muestras basales de los pacientes.
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Conclusiones
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La estrategia multidmica realizada descubre la importancia bioldgica que pueden
tener los modelos experimentales para identificar nuevos impulsores de la TEM
e identificar posibles dianas farmacoldgicas.

El analisis integral de los estudios epigendmicos y transcriptomicos, en
combinacidn con el andlisis de respuesta a farmacos, identificé a GRHL2 como
potencial biomarcador de respuesta a los ITQs de EGFR en el CPNM.

La activacién de la TEM, seguln nuestros modelos celulares de CPNM mutantes
en EGFR, puede impulsar la adquisicion de resistencia a los ITQs.

La expresion de GRHL2 esta regulada por la metilacién de su promotor en el
CPNM, manteniendo el estado epitelial de las células.

El silenciamiento de GRHL2 induce la activacion del fenotipo TEM, favoreciendo
la migracidn y la adquisicidn de resistencia a los ITQs de EGFR en lineas celulares
de CPNM.

Los estudios in vivo en ratones muestran que la baja expresién de GRHL2 se
relaciona con un crecimiento mas lento, mayor capacidad de formacién de
metadstasis y mayor resistencia a los ITQs en tumores de CPNM con mutaciones
en EGFR.

GRHL2 parece tener un papel dual en el CPNM. Por un lado, actuando como un
gen supresor de tumores al frenar la TEM, y por otro como un oncogén,
promoviendo la proliferacion y supervivencia de las células tumorales.

La metilacion de GRHL2 muestra potencial para ser un buen biomarcador

epigenético de prondstico y respuesta a farmacos en el CPNM mutante en EGFR.
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