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RESUMEN



TP73, un miembro de la familia de 7P53, codifica para multiples isoformas con
funciones opuestas. El conjunto de datos obtenidos a dia de hoy por la comunidad cientifica
apoyan el papel de las variantes ATAp73 en procesos tumorogénicos. Los analisis realizados en
pacientes diagnosticados con cancer de colon han permitido identificar a HMGBI y, ABCBI,
genes relacionados con procesos de resistencia a drogas, como genes diana de las formas
ATAp73, cuya asociacion in vivo no habia sido previamente documentada. En este trabajo,
ademas se muestra por primera vez el valor prondstico de las isoformas ATA4p73 y de sus genes
diana en los pacientes con cancer colorrectal. El incremento de la tasa de proliferacion celular y
la resistencia al tratamiento con oxaliplatino relacionado con la sobre-expresion de las formas
ATAp73 podrian explicar las supervivencias mas cortas en estos pacientes. El hecho de que la
dianas de 7P73 descritas durante este trabajo, ABCBI y HMGBI predigan de manera
independiente, y con una potencia estadistica mayor que las propias variantes ATAp73, el
prondstico de los pacientes confirma la importancia de determinar las dianas efectoras de 7P73.

Algunos estudios recientes han asociado a 7P73 con la via de autofagia. En este
trabajo mostramos datos en los que ANp73 activa la via de autofagia, pudiendo ser este hecho
responsable, al menos en parte, de la resistencia a oxaliplatino desarrollada por su sobre-
expresion. Asi, los tratamientos con algunos inhibidores de la via recuperan la sensibilidad a
drogas como el oxaliplatino en las lineas celulares o xenotranslplantes tumorales con sobre-
expresion de ANp73. Los resultados obtenidos en la serie de pacientes con cancer colorrectal
apoyan la correlacion entre la expresion de ANp73 y los genes relacionados con la autofagia, y
algunos de éstos podrian ser buenos marcadores pronostico.

El estudio del contenido de los exosomas derivados de células tumorales y su papel
durante la transmision horizontal de informacion oncogénica entre células estd en auge. Asi, se
ha descrito que el contenido de los exosomas es bioldgicamente activo en la célula receptora,
siendo esencial su identificacion para determinar su funcion durante las diferentes etapas del
proceso tumoral. En este trabajo hemos identificado por primera vez la presencia y el
enriquecimiento de los niveles de ARN mensajero de ANp73 en los exosomas derivados de
cé¢lulas tumorales, sugiriendo el empaquetamiento especifico y la liberacién activa de esta
isoforma a través de este tipo de microvesiculas. Ademas, la transmision de ANp73 contenido
en los exosomas incrementa el potencial proliferativo y la resistencia a drogas quimioterdpicas
en diferentes tipos de células receptoras, tanto in vitro como in vivo. Finalmente, los analisis
realizados en pacientes diagnosticados con cancer colorrectal apoyan el valor prondstico del

ANp73 contenido en los exosomas.



TP73, a member of the 7P53 family, is expressed in multiple variants. Currently,
cumulative data of the scientific community support the role of the ATAp73 variants in
tumorigenic processes. Our analysis performed in colorectal cancer patients have identified
HMGBI and ABCBI, genes related to drug resistance processes, as target genes of the ATAp73
isoforms. In addition, this is the first work describing the pronostic value of these variants and
their target genes involved in drug resistance in these patients. The increase in proliferation and
drug resistance observed in cells overexpressing ATAp73 isoforms support their plausible value
as prognostic marker. HMGBI and ABCBI strongly predicts survival in an independent manner
making clear the importance of determining downstream 7P73 targets that could predict de
colorectal patients outcome better that ATAp73 themselves do.

Recent studies have associated 7P73 gene with autophagy pathway. Our data show
that ANp73 promotes autophagy pathway, which could be responsable, at least in part, of the
drug resistance phenotype related with its over-expression. Thus, treatments with autophagy
inhibitors decrease the viability of cells over-expressing ANp73 after drug exposure. Our results
in patients diagnosed with colorectal cancer supports the correlation between ANp73 expression
and autophagy-related genes, and some of them could predict patients survival.

The cargo of tumor-derived exosomes and their role as cell-to-cell mediators in the
horizontal transfer of oncogenic information is emerging. Thus, other groups have describe that
the exosomal content is biologically active when uptake by the recipient cell. Identifying the
specific molecular cargo of exosomes is essential to determine their function in specific steps of
the tumor development. In this work, we identified the presence and enrichment of ANp73
messenger in exosomes derived from tumor cells, suggesting the specific packaged and active
sorting of this isoforms in this type of microvesicles. In addition, the transmission of this
exosome cargo to different cell types increases proliferation and confers drug resistance to the
acceptor cells in vitro and in animal models. Finally, our data support the potential prognostic

value of exosomal ANp73 in colorectal cancer patients.
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1.1 Epidemiologia y origen del ciancer

El término genérico cancer engloba un amplio nimero de enfermedades que pueden
afectar a cualquier tejido del organismo y que tienen en comun la acumulacioén secuencial de
alteraciones a nivel de material genético. Estas alteraciones producen el crecimiento excesivo y
descontrolado de la célula modificada, resultando en la formaciéon de un tumor maligno o
neoplasia. Aquellas células cuyas alteraciones genéticas les permitan obtener ventajas en
crecimiento seran seleccionadas, pudiendo desarrollar, tras adquisicion de alteraciones
adicionales, capacidades migratorias o invasivas que les permitirdn colonizar otros tejidos u
organos (metastasis). Las causas de estas alteraciones suelen ser interacciones entre una serie de
factores enddgenos (hormonas, productos del metabolismo celular) y exo6genos (tabaco, alcohol,
dieta, radiaciones, factores ocupacionales, virus y/o fdrmacos). Hay que destacar que algunas de
estas alteraciones pueden haber sido heredadas de los progenitores. Asi, podemos definir cancer
como una enfermedad heterogénea cuya base molecular principal es la alteracion en genes que
controlan la progresion del ciclo celular.

Se ha observado un aumento en la incidencia de cancer a nivel mundial siendo la
principal causa el incremento de la esperanza de vida de la poblacion (Muifioz, 2004), creciendo
el nimero de diagnosticos por cancer de 11,3 millones en 2007 a 15,5 millones en 2030(WHO |
World Health Organization). Este hecho pone de manifiesto la necesidad de acumular
alteraciones genéticas a lo largo de la vida para el desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, el
numero de jovenes afectados, aunque con una incidencia mucho menor, no es despreciable,
asociandose con la exposicidon excesiva a carcindgenos o a la herencia de un gen o alteracion de
predisposicion a la enfermedad. En nuestro pais, los tumores se han situado como la segunda
causa de muerte de la poblacion total (27,5% de todas las defunciones), aunque en hombres son
la primera causa superando a las enfermedades cardiovasculares (http://www.seom.org).
Aunque se prevé que la mortalidad relacionada con céncer alcanzaré los 12 millones en 2030,
descenderd un 10% en hombres y 7% en mujeres como consecuencia de los importantes

avances que se realizan en el tratamiento y manejo de la enfermedad(http://www.cancer.gov).

1.2  Cancer colorrectal

El cancer colorrectal (CCR) es el tumor mas frecuente en Espafia (aproximadamente
un 15% de los tumores diagnosticados) teniendo en cuenta a ambos sexos de forma conjunta.
Este tipo de tumor supone la segunda causa de muerte por cancer tanto en hombres como en
mujeres, tras los tumores de pulmén y mama, respectivamente. La supervivencia de estos
pacientes estimada a los 5 afios se ha incrementado en los ultimos afios hasta el 50%,
dependiendo fundamentalmente del estadio tumoral en el momento del diagnéstico. Asi, en los
pacientes con CCR en estadio I, II, III, IV de acuerdo con la clasificacion TNM (tamafio
tumoral, nimero de ganglios afectados y presencia o no de metéstasis), la supervivencia a 5

afios es de 95-100%, 70-85%, 50-70% y 5-15%, respectivamente. Afortunadamente, la tasa de
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mortalidad muestra un descenso significativo en mujeres y una estabilizaciéon en hombres,
probablemente como consecuencia de la deteccion precoz debida a la buena accesibilidad de
estos tumores y al desarrollo de las técnicas diagnosticas (endoscopias), asi como de los avances
en las terapias disponibles (www.aecc.es; www.cne.isciii.es). Aun asi, todavia existe un gran
desconocimiento sobre la biologia del tumor que podria predecir su comportamiento y por tanto
permitir una practica clinica mas efectiva.

Como otros tumores, el CCR surge como resultado de la acumulacion de alteraciones
genéticas heredadas y/o causadas por factores exdgenos que provocan la transformacion de un
epitelio normal en un adenocarcinoma invasivo (Markowitz and Bertagnolli, 2009). La
exposicion continuada a factores ambientales de riesgo, entre los que destaca la dieta (alto
consumo de triglicéridos, carne roja y un bajo consumo de fibra, vitamina D o fosfatos) y
algunos metabolitos procedentes de la flora intestinal o de las heces (Sharpe et al., 2002a,
2002b; Winawer et al., 1990), puede producir mutaciones en cada etapa de la carcinogénesis en
uno o varios genes reguladores del metabolismo celular (MMR, APC, KRAS, PTEN, TP53 o la
via supresora tumoral de TGF-f, entre otros) que disparardn la formacién del tumor. La
progresion de la carcinogénesis de colon estd bien descrita en el modelo clasico de Fearon and
Vogelstein (Vogelstein et al., 1988), en la que se destacan alteraciones en los genes APC, KRAS,
TP53 y BRAF (Jasperson et al., 2010)( Figura 1).

Epitelio normal
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Figura 1. Progresion del ciancer colorrectal y acumulacion de alteraciones genéticas. Basado en el

modelo de Fearon y Vogelstein (Vogelstein et al., 1988).

El 25% de los casos de CCR se atribuyen a la herencia de las alteraciones en genes de
predisposicion a esta neoplasia (10%) o a factores de contribucidon genética (exposicion de los
miembros de la familia a un agente cancerigeno, 15%). En el conjunto de las lesiones asociadas
a factores de riesgo hereditarios se diferencian dos formas caracterizadas molecularmente. La
primera se denomina Poliposis Adenomatosa Familiar, FAP (Familiar AdenomatousPolyposis),

representa el 0.01% de los casos hereditarios y se caracteriza por alteraciones genéticas en el
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gen APC (Kinzler et al., 1991; Spirio et al., 1993). La segunda forma es conocida como Céancer
Colorrectal Hereditario no Polipoésico, HNPCC (Hereditary Nonpolyposis Colorectal Céancer),
representa entre el 5-10% de los tumores asociados a herencia y se caracteriza por mutaciones
germinales en los genes de reparacion de ADN . Un tercer grupo de tumores de colon engloba a
familias con una clara agregaciéon de adenomas o canceres de colon, Céancer Colorrectal
Familiar, FCC (Familial Colorectal Cancer) (Fuchs et al., 1994) para los que todavia no se
conocen mutaciones relevantes (Jasperson et al., 2010). Sin embargo, la mayoria de los canceres
de colon diagnosticados (75%) son formas esporadicas causadas por mutaciones adquiridas
espontaneamente a lo largo de la vida de los individuos y, aunque se desconocen los factores
genéticos que se asocian con la enfermedad, en muchos casos se observan mutaciones similares
a los sindromes hereditarios.

Para el caso particular del CCR, y el del cancer en general, es fundamental la
identificacion de marcadores moleculares que permitan la deteccion del tumor en estadios
tempranos, asi como aquéllos con valor prondstico. Aunque actualmente son pocos los
marcadores ttiles, los avances en las técnicas de biologia molecular que permiten el estudio y la
descripcion molecular de la neoplasia hacen que el traslado del conocimiento genético del
cancer de colon a la practica clinica habitual esté cada vez mas cerca, facilitando el diagnostico
en estadios tempranos de la enfermedad y la eleccion de tratamientos especificos para cada tipo

de paciente.

1.3  Ciclo celular y cancer

Las multiples alteraciones genéticas que favorecen la transformacion de una célula
normal a una célula cancerigena son la consecuencia de la pérdida de fidelidad en los procesos
de replicacion, reparacion y de segregacion del genoma. Por tanto, la desregulacion del ciclo
celular, donde se testa la calidad y eficiencia de estos procesos, puede desencadenar la
formacion de un tumor maligno.

El ciclo celular (CC) comprende dos etapas bien diferenciadas: la interfase,

constituida por G; (gap o intervalo 1) y G, (gap o intervalo 2) en las que se produce el

crecimiento en masa de la célula, y la
Punto de control M _)leerenuaclon
‘ fase S, donde se produce la replicacion

del ADN y sus proteinas asociadas; y la

Punto de
control G,

Células
quiescentes | fage M, en la que se produce la division

e
de todos los componentes celulares para
generar dos células hijas idénticas
(Figura 2).

Restriccién R
Figura 2. El ciclo celular
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Ante determinadas condiciones, las células pueden entrar en un periodo de latencia
denominado fase Gy (en ausencia de estimulo mitogénico), parar el ciclo celular en G; 0 G; (ante
estimulos especificos o dafios en el ADN) o desencadenar sefiales apoptoticas (ante dafios
irreparables) (Collins et al., 1997).

La regulacion del CC esta dirigida por una red de interaccion de proteinas altamente
compleja y estrictamente regulada cuyos principales efectores son las proteinas CDKs, ciclinas
y los inhibidores de ambas. Estas, ademés de ejercer una regulacion positiva o negativa sobre el
CC, se encargan de supervisar los cuatro puntos de control de la célula en division y del medio
para dar lugar o restringir las acciones propias de cada una de las fases del ciclo. En el caso de
un contexto aberrante, cualquier anomalia en los puntos de control se puede traducir en la
proliferacion descontrolada de las células y la formacion de un tumor. A su vez, la aceleracion
de la proliferacion favorece la acumulacion de nuevas mutaciones por fallo o falta de tiempo de
los puntos de control y /o reparacidn, confiriéndole mas agresividad a las células tumorales.

De manera general, podemos clasificar a los genes reguladores del CC en proto-
oncogenes y genes supresores tumorales. Los primeros favorecen la progresion del ciclo celular
e inhiben las rutas de senescencia y apoptosis. Cuando su expresion se altera el CC se
descontrola y pasan a denominarse oncogenes, siendo su expresion dominante en todos los
casos (Gruber et al., 1999). A diferencia de los proto-oncogenes, los genes supresores tumorales
son activadores de apoptosis y senescencia o inhibidores de la progresion del CC. El desarrollo
de un tumor maligno est4 asociado con la pérdida de su expresion o la expresion de una forma
mutada, cuya alteracidon siempre se manifiesta con caracter recesivo (Knudson, 1971). El gen
supresor por excelencia es 7P53, también conocido como “el guardian del genoma” dada su
funcion principal de responder en contextos celulares donde se ha producido dafio gendémico o
alteraciones en la progresion del CC, ejerciendo su accién en el punto de control G,/S,
bloqueando el progreso del ciclo o induciendo procesos de apoptosis y/o senescencia en funcién

del tipo de dafio celular.

1.4 La familia TP53

El gen TP53 se sithia en la region cromosomica 17pl13 y codifica para un factor de
transcripcion tetramérico que se activa en respuesta a sefiales de estrés, incluyendo dafio en el
ADN vy la activacion de oncogenes. P53 se describe como una proteina supresora tumoral de
vida corta capaz de regular la expresion de un largo nimero de genes efectores implicados en
multiples procesos (regulacion del ciclo celular, apoptosis, senescencia, diferenciacion y
reparacion de ADN (Maddika et al., 2007; Yu, 2006, p. 53), contribuyendo asi al mantenimiento
de la estabilidad gendémica de la célula. Recientemente se ha definido a 7P53 como un
regulador central del metabolismo celular y como esta nueva funcion puede desencadenar

procesos supresores tumorales, como la induccidon de senescencia (Jiang et al., 2013a;
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Maddocks and Vousden, 2011), u oncogénicos, regulando positivamente la proliferacion celular
(Maddocks et al., 2013).

El papel de TP53 en cancer fue claro desde el desarrollo del primer raton nulo para el
gen que mostraba una alta susceptibilidad al desarrollo de tumores, tanto inducidos como
espontaneos (Donehower et al., 1992). Este hecho se confirmé posteriormente en canceres
humanos cuando multiples estudios describieron que entre un 50 y un 70% de los tumores
presentaban mutaciones en la secuencia de 7P53 o alteraciones en los genes reguladores o
efectores de su via de sefializacion (http:\\p53.free.fr\; Meek, 2009; Vogelstein et al., 2000). La
inactivacion de P53 es esencial para la iniciacion del tumor, asi como para su mantenimiento y
progresion. Sin embargo, no se ha encontrado una estrecha correlacion con el prondstico de los
pacientes(Brosh and Rotter, 2009), lo que apunta a la existencia de otros genes clave para la
progresion del tumor.

En el afio 1997 se identificaron dos genes con alta homologia estructural y funcional
con TP53, TP63 (Schmale and Bamberger, 1997; Trink et al., 1998; Yang et al., 1998) y TP73
(Kaghad M y col., Cell, 1997) y TP73 (Kaghad et al., 1997) que constituirian la familia de 7P53
(Figura 3). Todos los miembros de la familia de 7P53 participan en la regulacion coordinada de
multiples procesos, existiendo una compleja regulacioén entre ellos. Como consecuencia, en
determinados contextos, el destino celular depende de la relacion entre los niveles de expresion
de cada miembro de la familia, asi como de sus genes reguladores (Wei et al., 2011).

La estructura génica de 7P53, TP63 y TP73 esta altamente conservada en la evolucion
siendo el dominio de transactivacion NH2-terminal (TA), el dominio de unién al ADN (DBD) y
el dominio de oligomerizacion COOH-terminal (OD) los més conservados (Moll and Slade,
2004). Adicionalmente, entre 7P63 y 7TP73 son comunes un segundo dominio de
transactivacion (TA2), un dominio de interaccion proteina-proteina tipo steril alpha motif
(SAM), y un dominio inhibitorio de la transcripcion (TI) . El hecho de que los tres genes
compartan una homologia de mas del 60% en su dominio de uniéon al ADN apoya el hecho de
que pueden regular la transcripcion de los mismos genes efectores (Grob et al., 2001; Jost et al.,
1997; Zhu et al., 1998) (Figura 3). Sin embargo, pequeiias diferencias encontradas en su
estructura cristalografica podrian explicar por qué presentan diferentes patrones de expresion
(Candi et al., 2014). Es importante destacar, que la conservacion de este dominio a lo largo de la
evolucion indica la importancia de la regulacion de la transcripcion en las funciones bioldgicas
atribuidas a esta familia de proteinas.

Debido al procesamiento alternativo del ARN mensajero (ARNm) tanto en la region
amino- como en la carboxi-terminal, todos los miembros de la familia pueden dar lugar a
diferentes isoformas, algunas presentan funciones supresoras tumorales y otras claramente
oncogénicas (Bourdon et al., 2005; De Laurenzi et al., 1998, 1999; Grob et al., 2001).

P53, P63 y P73 son transcripcionalmente activos en forma de homo-tetrameros (de

dos homodimeros), de cuya unién depende la activacion de la proteina, ademas de una serie de
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modificaciones post-traduccionales (Coutandin et al., 2009). A pesar de su homologia, s6lo P63
y P73 son capaces de interaccionar entre si formando heterotetrdmeros, siendo mas estables que

los homo-tetrameros (Coutandin et al., 2009; Davison et al., 1999; Joerger et al., 2009).

29% 63% 38%

TP73 NI TA == ] CJPA] SAM [—C
22% 60% 38%

TP63 N = TA == = C

Figura 3. Organizacion estructural y homologia entre los miembros de la familia de 7P53

1.5 TP73
1.5.1 Gen

El gen TP73 se mapeo en el cromosoma 1p36.33 por Jost y colaboradores en 1997
(Jost et al., 1997). Consta de 14 exones que como resultado de un procesamiento alternativo del
ARNm y/o del uso de dos promotores distintos dan lugar a un complejo nimero de isoformas.
Las variantes completas que se transcriben a partir del primer promotor y que no sufren
modificaciones en su region amino-terminal se denominan 74Ap73, mientras que aquéllas que
presentan esta region truncada o que se transcriben a partir del segundo promotor, carecen
completamente o en parte del dominio de transactivacion (TA) y se conocen colectivamente
como ATAp73 e incluyen a las isoformas AEx2p73, AEx2/3p73, ANp73 y AN'p73. Como
consecuencia del procesamiento alternativo de la region amino terminal, AEx2p73 y AEx2/3p73
pierden los exones 2 6 2 y 3, respectivamente ( Dominguez et al., 2006a; Kaghad et al., 1997;
Sherr and Weber, 2000). La variante AN p73 se genera a partir del primer promotor e incluye en
su secuencia 198 pares de bases del exon 3’ que dan lugar a 13 aminodcidos adicionales (
Dominguez et al., 2006a; Ishimoto et al., 2002). Un segundo promotor situado en la regién
intronica del exén 3 da lugar a la forma ANp73, en la que se incluye un exon adicional
3’(Dominguez et al., 2006a; Wilhelm et al., 2010). Llamativamente, el producto proteico
resultante de la traduccién de AN'p73 y ANp73 es indistinguible (Dominguez et al., 2006a;
Ishimoto et al., 2002). A su vez, todos los transcritos pueden ser procesados desde el exon 10 al
14, en la region carboxi-terminal generando, al menos, 8§ variantes diferentes (@, B, v, § 6, € n,
nl) (De Laurenzi et al., 1998). No todas las isoformas se expresan en un tipo celular, lo que
sugiere que algunas de ellas pueden tener funciones solapantes (Ishimoto et al., 2002) (Figura

4).
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1.5.2 TP73 y cancer

Aunque inicialmente se atribuyeron funciones supresoras tumorales para 7P73
similares a las descritas para su homoélogo 7P53, la ausencia de mutaciones en su secuencia, la
sobre-expresion de la forma nativa en distintos tumores y, la ausencia de fenotipo tumoral en el
raton nulo, sugerian que 7P73 tenia un mecanismo de accion diferente en el contexto tumoral.
Estudios posteriores mostraban datos controvertidos en los que algunos autores atribuian
actividades oncogénicas a TP73 (Petrenko et al., 2003; Stiewe et al., 2002; Zaika et al., 2001,
2002), mientras que otros apostaban por las funciones supresoras tumorales (Jost et al., 1997;
Pozniak et al., 2000). La identificacion posterior de distintas isoformas ayudd a descrifrar, al
menos en parte, la polémica que existia sobre su funcion.
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Figura 4. Esquema de la arquitectura del gen 7P73. Los exones se organizan segin la siguiente
estructura de dominios: dominio de transactivacion (TAD), dominio de unién al ADN (DBD),
dominio de oligomerizacion (OD) y motivo alfa esteril (SAM). Se indican las dos regiones
promotoras (P1y P2) y el procesamiento de la region COOH-terminal. Las isoformas NH,-terminal
(TA y ATA) pueden ser procesadas simultineamente con el COOH-terminal.

Igual que P53, TAp73 induce parada del ciclo celular, apoptosis y diferenciacion
celular a través de la transactivacion de los mismos genes diana de P53; es por ello que se le
atribuyen caracteristicas de supresor tumoral. Sin embargo, las isoformas ATAp73 pueden
operar como oncogenes actuando como reguladores negativos de P53 y TAp73 mediante la
formacion de hetero-tetrdmeros transcripcionalmene inactivos (Zori¢ et al.,, 2013) y por
competicion directa por los sitios de unién en los promotores de los genes diana (Buhlmann and
Piitzer, 2008; Ishimoto et al., 2002). Existe un mecanismo de regulacién negativa mediante el
que las formas TAp73 y P53 pueden adicionalmente activar la expresion de ANp73 por unién
directa al segundo promotor (Grob et al., 2001). Ademas, algunas proteinas P53 mutadas son
capaces de formar hetero-tetrdmeros con P63 y TAp73 inactivandolas (Gaiddon et al., 2001; Li
and Prives, 2007). Por otro lado, se ha descrito que las isoformas truncadas, concretamente
ANp73, codifica para una proteina mas estable y de vida media mas larga que las variantes
TAp73 (Grob et al., 2001; Stiewe et al., 2002) con las ventajas que este hecho conlleva en

determinados contextos celulares. Ademas, las recientes publicaciones que apoyan la funcion
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exclusiva de ANp73 activando la transcripcion de su propio conjunto de genes efectores con
funciones oncogénicas (mediante el dominio de transactivacion presente en los 13 aa
adicionales del ex6n 37) (Lin et al., 2009) y la identificacion de las isoformas ATAp73 como
piezas clave en diferentes procesos pro-tumorales (angiogénesis, transicion epitelio-
mesénquima —TEM-) justifican, al menos en parte, su potencial oncogénico (Diaz et al., 2008;
Vilgelm et al., 2008a; Y. Zhang et al., 2013; Zhang et al., 2012).

La asignacion de funciones opuestas para las isoformas de 7P73 se confirmo con el
desarrollo de los modelos de raton nulos especificos para 74p73 y la forma ATAp73. El modelo
deficiente para 74p73 ademas de presentar defectos meidticos, infertilidad, envejecimiento
prematuro, inestabilidad genomica y defectos en el desarrollo neuronal, mostraba mayor
susceptibilidad al desarrollo de tumores tanto espontdneos como inducidos, principalmente
adenocarcinomas de pulmén (Tomasini et al., 2008). Por el contrario, los ratones deficientes
para las isoformas ANp73 no desarrollaban tumores, ademas de incrementar la sensibilidad a los
agentes genotodxicos y la apoptosis mediada por P53, y de mostrar signos de neurodegeneracion
(Wilhelm et al., 2010). Estos resultados apoyan la funcién supresora tumoral para las isoformas
TAp73 y un papel oncogénico para la variante ANp73.

Aunque existen pocos estudios de funcionalidad, los resultados obtenidos hasta la
fecha apoyan el papel oncogénico de las formas ATAp73, especificamente para la variante
ANp73. Asi, es esencial llevar a cabo estudios que completen la funcionalidad de estas
isoformas describiendo en qué otras actividades oncogénicas adicionales de iniciacion o

progresion tumoral estan implicadas para determinar su papel en el proceso tumoral.

1.53 Funcion biologica de TP73

A pesar del solapamiento funcional existente entre 7P73 y TP53, existen suficientes
evidencias para afirmar que 7P73 puede desempefiar funciones exclusivas. Al igual que P53,
P73 se acumula tras dafio genotoxico regulando el ciclo celular y controlando la estabilidad
gendmica, aunque distintos tipos de dafio en el ADN afectan a su expresion de manera diferente
(Levrero et al., 2000). Especificamente, se han detectado niveles altos de expresion de las
formas TAp73 y ANp73 tras tratamientos a drogas quimioterdpicas como cisplatino y
doxorubicina (Shinbo et al., 2002; Vossio et al., 2002), aunque su implicacién en la induccién
de la apoptosis mediada por las drogas parece contraria (TAp73 pro-apotdtico y ANp73 anti-
apoptotico). Algunos grupos han descrito la transactivacion de genes implicados en vias de
reparacion de ADN por parte de las isoformas de TP73 (Lin et al., 2009).

Se ha descrito que el papel de TAp73 en el mantenimiento de la polaridad celular
mediante la inhibiciéon de la TEM. En el contexto tumoral, algunos estudios indican que T4p73
podria inhibir TEM (Zhang et al., 2012) mediante la regulacion negativa de Snail, Slug y Twist,
mientras que ANp73 induciria este proceso (Y. Zhang et al., 2013). Ademas, 4ANp73 podria
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contribuir a la progresion tumoral transactivando los genes diana de TGF-f (Niemantsverdriet
et al., 2012) y activando la cascada de invasion/metastasis mediante la regulacion del eje EPLIN
(Steder et al., 2013). Adicionalmente, 7P73 parece estar implicado en angiogénesis mediante la
regulacion de VEGF y de PEDF, aunque su mecanismo sigue siendo una incognita (Diaz et al.,
2008; Farhang Ghahremani et al., 2013). Curiosamente, la sobre-expresion de ANp73 puede

aumentar la eficiencia de generacion de células madre pluripotentes inducidas (iPS) (Lin et al.,

2012).
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Como ya hemos adelantado, las funciones de 7P73 no se limitan a una respuesta ante
un contexto poco fisioldgico. Muchos estudios han descrito el papel fundamental de 7P73 en
embriogénesis (Killick et al., 2011; Tomasini et al., 2008; Yang et al., 2000)y en diferenciacion
de maultiples tipos celulares, especificamente, en desarrollo y mantenimiento del sistema
nervioso (Alexandrova et al., 2013; Yang et al., 2000). Se ha descrito a TAp73 como inductor
de diferenciacion neuronal (De Laurenzi et al., 2000; Tomasini et al., 2008) y del
mantenimiento de los progenitores (Agostini et al., 2011; Gonzalez-Cano et al., 2010), mientras

que ANp73 parece favorecer la supervivencia neuronal (Jacobs et al., 2006; Lee et al., 2004).

1.54 Mecanismos reguladores

Tras mas de una década de investigacion, los mecanismos de regulacién de la
actividad de TP73 todavia constituyen un paradigma para la comunidad cientifica. A nivel
transcripcional E2F-1 es la pieza clave, ya que es capaz de activar o inhibir a P73 en funcion de
las modificaciones post-traduccionales que esta ultima haya sufrido (Aoki et al., 2012; Irwin et
al., 2000; Kontaki and Talianidis, 2010; Logotheti et al., 2010; Pediconi et al., 2009; Seelan et
al., 2002; Stiewe and Piitzer, 2000; Urist et al., 2004; Wang et al., 2013; S. Wu et al., 2008). Sin
embargo, algunos datos muestran que el segundo promotor del gen presenta una regulacion

independiente de E2F1 (Stiewe et al., 2004).
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Al igual que ocurre con P53, en condiciones fisiologicas los niveles de proteina de las
isoformas TAp73 y ANp73 se mantienen muy bajos por acciéon de su modulador ITCH, que
regula la degradacion de estas proteinas por la via del proteasoma (Oberst et al., 2005; Rossi et
al., 2005). Sin embargo, como respuesta a estrés, ITCH se degrada permitiendo la rapida
acumulacion de TAp73 y su efecto pro-apoptotico (Kubo et al., 2010), mientras que ANp73 es
degradado para bloquear sus actividades anti-apoptdticas (Oberst et al., 2005; Rossi et al.,
2005). Ademas, la estabilidad de P73 va a depender de la aplicacion secuencial de una serie de
modificaciones post-traduccionales, siendo la fosforilacion la mdas importante tras un dafio
genotoxico (Agami et al., 1999; Gaiddon et al., 2001; Mantovani et al., 2004; Nyman et al.,
2009; Sanchez-Prieto et al., 2002; Toh et al., 2004; Tomlinson et al., 2010; Tsai and Yuan,
2003; Urist et al., 2004; Wang, 2000).

La funcién de 7P73, y por tanto el destino celular, esta altamente determinado por el
ratio entre los niveles de expresion de las isoformas TAp73 y ATAp73. Asi, en condiciones
fisiologicas los niveles de ANp73 son relativamente altos en algunos tejidos (Gtero, glandulas
salivares y lengua), mientras que son comparables a los de 74p73 en otros tejidos (Buhlmann
and Piitzer, 2008). Sin embargo, en un contexto no fisioldgico cuando el balance de este ratio se
inclina hacia las isoformas con funciones anti-apoptoéticas la célula puede adquirir propiedades
pro-tumorogénicas. Los mecanismos que controlan este ratio son todavia desconocidos. Se ha
descrito que la unidn de la proteina AEF1/ZEB-1 en el primer intrén del gen inhibe la expresion
de TAp73 y ANp73 , incluso en presencia E2F1 (Fontemaggi et al., 2001; Pipaon et al., 2005).
En 2006 nuestro grupo observo en pacientes con cancer de colon que una delecidn en la region
de unién de ZEB-1 se traducia en la disminucion de los niveles de 7Ap73, inclinandose el ratio
en favor de la expresion de las isoformas oncogénicas A74Ap73 (Coates, 2006; Dominguez et al.,
2006). Ademas, estudios recientes han identificado otras vias de degradacién selectiva de las
isoformas de P73 dependientes del tipo y el contexto celular (Dulloo et al., 2010; Gonzalez-
Cano et al., 2013; Sayan et al., 2010).

Muchos de los articulos que describen alteraciones en la funcién de TP73 se basan en
su interaccion con una lista interminable de proteinas como ASPP1/2 y iASPP (Bell and Ryan,
2008; Bell et al., 2007; Bergamaschi et al., 2003; Cai et al., 2012; Patel et al., 2008; Robinson et
al., 2008; Sullivan and Lu, 2007). Descrifrar las proteinas clave en esta red de regulacion nos
proporcionan nuevos mecanismos reguladores que pueden ser dianas farmacologicas
importantes. En este sentido, se han descrito multiples compuestos capaces de inhibir o
desplazar a los reguladores negativos de 74p73 (Achour et al., 2013; Diaz et al., 2010; Onoda et
al., 2011; Shammas et al., 2006; Sharif et al., 2010; Tiwary et al., 2011; Wong et al., 2011).
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1.6 Implicaciéon de 7P73 en proliferacion

Uno de los primeros procesos que se ve alterado en el inicio del desarrollo de un
tumor es la proliferacion de la célula tumoral. Como ya hemos comentado anteriormente, las
primeras alteraciones genéticas acumuladas perturban el ciclo celular normal produciendo el
crecimiento excesivo de la célula modificada. Ademés de TP53, multiples estudios han
demostrado el control que pueden ejercer las isoformas de TP73 sobre el ciclo celular. Se ha
descrito que TAp73 puede inducir parada en G1 mediante la transactivacion de p21 y p57/Kip2
(Merlo et al., 2005), ademdas de interaccionar con las proteinas clave en la formaciéon huso
mitético ( BUB1, BUB3 and BUBRI) y cooperar con su actividad (Allocati et al., 2012;
Tomasini et al., 2009; Vernole et al., 2009). Por su parte, las isoformas ATAp73 por
interferencia con la actividad de TAp73 y P53, inhiben apoptosis y favorecen la progresion del
ciclo celular (Buhlmann and Piitzer, 2008). Asi, aunque algunos grupos descartan la asociacion
entre los niveles altos de expresion de la variante ANp73, el incremento en la tasa de
proliferacion celular y el desarrollo de un fenotipo més agresivo (Marabese et al., 2005),
multiples estudios sugieren que la disminucidén de estos niveles aumentan las tasas de muerte
celular y disminuyen la proliferacion en células de neuroblastoma (Simdes-Wiist et al., 2005),,
mioblastoma (Belloni et al., 2006) y cancer de cérvix (C.-X. Di et al., 2013). Los estudios
realizados en el modelo de raton deficiente para esta isoforma confirmaron estos resultados
(Pozniak et al., 2000; Wilhelm et al., 2010).

Actualmente, la controversia vuelve al panorama cientifico con las recientes
publicaciones que sitian a 7P73 como un gen central en el control del metabolismo celular.
Especificamente, se ha descrito que TAp73 regula positivamente la expresion de varias enzimas
metabolicas, G6PD, Cox4il y GLS2 que, en un contexto tumoral, favorecen la progresion
tumoral mediante el incremento de la tasa de proliferacion de las células modificadas (Amelio et

al., 2013; Du et al., 2013; Jiang et al., 2013b; Velletri et al., 2013).

1.7 Implicacion de 7P73 en procesos de quimiorresistencia

Una de las mayores causas del fallo clinico de las terapias convencionales en el
tratamiento del cancer es la resistencia que desarrollan las células tumorales a las drogas
citotoxicas empleadas (Buhlmann and Piitzer, 2008; Soldevilla et al., 2013). Aunque
inicialmente existe una respuesta positiva al tratamiento, el 50% de los pacientes acaban
desarrollando resistencia (Kirschner et al., 1992) por mecanismos celulares innatos o adquiridos
durante la administracion de los tratamientos (Lehnert, 1996). Este fallo constituye la base de
las recaidas y/o de las progresiones tumorales. Por ello, la identificacion de los genes
implicados en la sensibilidad a las drogas utilizadas en la clinica es critica para predecir la
respuesta y elegir el tratamiento mas efectivo para los pacientes.

La respuesta celular tras el dafio genomico producido por el tratamiento

quimioterapico implica la sobre-expresion de 7P53 y de las isoformas 74p73 (Concin et al.,
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2005; Vilgelm et al., 2008a) que desencadenan la activacion de la via apoptdtica mediante la
transcripcion de genes diana comunes (Lin et al., 2009, p. 73; Zhu et al., 1998) o exclusivos
(Lin et al., 2009, p. 73; Scian et al., 2008, p. 53). Especificamente, se ha descrito in vitro que
TAp73 puede inducir la expresion de CASPI tras el tratamiento con INF-a y cisplatino (Jain et
al., 2005). CASPI estd implicada en el procesamiento proteolitico de los precursores de las
citoquinas pro-inflamatorias (Gupta et al., 2001), asi como en la induccién de apoptosis (Denes
et al., 2012). Los ratones nulos para esta proteina son deficientes en la produccion de citoquinas,
ademas de mostrar un defecto parcial en la respuesta apoptotica (Kuida et al., 1995; Li et al,,
1995). Adicionalmente, se ha descrito la sobreexpresion de CASPI/ en lineas celulares
resistentes a cisplatino Nagatani and Nomoto et al. 2001 aunque su pérdida también ha sido
asociada con supervivencias mas cortas en varios tipos de tumores humanos (Jarry et al., 1999;
Winter et al., 2001).

Por el contrario, algunos estudios han descrito la presencia de niveles altos de
expresion de las isoformas ATAp73, y especialmente de ANp73, y su asociacion con el
desarrollo de resistencia a las drogas utilizadas (Miiller et al., 2006) mediante la regulaciéon de
genes pro-apoptoticos como Bax o PUMA, entre otros (Buhlmann and Piitzer, 2008; C. Di et al.,
2013) del eje ANp73-miR205 modulado por E2F1 (Alla et al., 2012; Vera et al., 2013), o por la
transactivacion de genes clasicamente asociados con procesos de resistencia a drogas como
ABCB1 y HMGBI1 (Johnson et al., 2005; Uramoto et al., 2003; Vilgelm et al., 2008a). ABCB1
codifica para una glicoproteina transportadora asociada a membrana, glicoproteina P,
responsable de la eliminacion de compuestos del interior celular, evitando su acumulacion y
favoreciendo el fenotipo resistente (Ambudkar et al., 2003). A diferencia de P53, las isoformas
TAp73 no parecen regular negativamente la expresion de ABCBI (Johnson et al., 2005), aunque
existen datos que asocian a las variantes ATAp73 con sobre-expresion de ABCBI mediante la
inhibicion de p53 (Vilgelm et al., 2008a). Por otra parte, HMGB1 esta implicado en multitud de
procesos biologicos entre los que se incluye invasion, transcripcion, diferenciacion, sefializacion
extracelular, reparacion de ADN y resistencia a drogas (Degryse et al., 2001; Thomas and
Travers, 2001). En ensayos in vitro se observd que la sobreexpresion de HMGBI inducida por
el tratamiento con estrogenos en células de cancer de mama, podria aumentar su sensibilidad al
cisplatino (He et al., 2000). Contradictoriamente, se ha descrito que la expresion ectopica de
HMGBI disminuye la expresion de genes pro-apoptoticos como Bax (Stros et al., 2002). A
pesar de la controversia, tanto ABCBI como HMGBI se han asociado con un peor pronoéstico de
los pacientes diagnosticados con diferentes tipos tumorales (Sinicrope et al., 1994; D. Wu et al.,
2008; Yao et al., 2010). Por su parte, aunque las variantes ATAp73 se han relacionado con
supervivencias mas cortas en multiples tipos tumorales (Becker et al., 2006; Casciano et al.,
2002; Concin et al., 2005; Dominguez et al., 2006a; Liu et al., 2006; Miiller et al., 2005; Sun,
2002; Uramoto et al., 2004; Wager et al., 2006; Zitterbart et al., 2007), su asociaciéon con sus
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dianas putativas implicadas en procesos de resistencia a drogas todavia no ha sido evaluada in
vivo.

En la actualidad, todavia se desconocen los mecanismos especificos que capacitan al
tumor a adquirir resistencia a los agentes citotoxicos de tratamiento, aunque el aumento de la
capacidad de reparacion del ADN y la inhibicion de las vias que desencadenen la muerte de las

c¢lulas malignas parecen ser elementos basicos.

1.8 Autofagia

La descripcion de la ruta de autofagia y de su papel dual en tumorogénesis, tanto
como desencadenante de muerte de células tumorales como de su supervivencia, la ha situado
como una diana de estudio para las estrategias terapéuticas en desarrollo como alternativa a los
tratamientos quimioterapicos convencionales (Sui et al., 2013). Se define como un mecanismo
de degradacion intracelular evolutivamente conservado que permite el mantenimiento de la
homeostasis celular a través del reciclaje de proteinas, componentes citoplasmaticos y organulos
celulares (Klionsky, 2007; Kuma et al., 2004; Mizushima and Klionsky, 2007; Mizushima et al.,
2004), incluyendo la autofagia mediada por chaperonas, la micro- y la macroautofagia (para la
que se utiliza el término general de autofagia) (Mizushima and Klionsky, 2007).
Adicionalmente, existen rutas de autofagia selectivas cuya nomenclatura depende del contenido
a degradar (mitofagia, mitocondrias, xenofagia, patégenos,etc) (Yorimitsu and Klionsky, 2005).
Debido a su importancia en la homeostasis celular, existe una activacion basal en condiciones
normales (autofagia basal), que se ve alterada bajo multiples condiciones de estrés celular
(autofagia inducida). El proceso general se divide en varias etapas reguladas por un conjunto de
genes relacionados con la autofagia (autophagy- related genes, ATGs). A nivel molecular, el
primer paso implica la generacion de una estructura pre-autofagosomal (fagoforo) que se
expanderd hasta formar la doble membrana que aislard el material a degradar. Este paso esta
regulado negativamente por la proteina diana de rapamicina en las células de mamifero (mTOR)
a través de dos complejos moleculares formados por la proteina ATG1 (ULK1, ULK2 y ULK3
en mamiferos) (Kamada et al., 2000) y la quinasa lipidica VPS34 (hVPS34 en
humanos)(Simonsen and Tooze, 2009). Posteriormente, la maquinaria autofidgica permitira la
expansion de la membrana de aislamiento, cuya formacion depende de dos sistemas de
conjugacion como ubiquitina: ATG12-ATG5-ATG16L y de LC3-PE (the Atg5—Atgl2-Atgléy
el Atg8 (LC3) (Geng and Klionsky, 2008), dependientes de la actividad de la quinasa
fosfatidilisonsitol 3 (PIK3) y de BECNI. La fusién con los lisosomas perimitird la degradacion
del material contenido, cuyos productos resultantes serdn liberados al citosol y reutilizados en
los procesos anabolicos (Levine and Klionsky, 2004; Rabinowitz and White, 2010) (Figura 6).

La autofagia constituye un mecanismo basico de supervivencia celular en respuesta a
diferentes tipos de estrés (Lum et al., 2005; Mortimore and P6s6, 1988;), aunque puede

constituir una via alternativa de muerte celular programada (Gonzélez-Polo et al., 2005). Por
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ello, estd implicada en nimerosos procesos fisioldgicos, entre los que destaca su papel en
diferenciacion y desarrollo (Levine and Klionsky, 2004), y en algunos escenarios patoldgicos
(Levine and Kroemer, 2008). Asi, debido a su papel promotor de supervivencia, la relacion
entre autofagia y tumorogénesis es controvertida. Por un lado, la autofagia puede ejercer
funciones supresoras tumorales, especialmente en etapas iniciales, limitando la inestabilidad
gendmica, disminuyendo el estrés celular desencadenado por la activacion de rutas oncogénicas,
y/o por reduccion de la necrosis y de la inflamacion intratumoral (Degenhardt et al., 2006;
Liang et al., 1999; Lu and Harrison-Findik, 2013; Qu et al., 2003). Por otro lado, en el contexto
tumoral, la activacion de la ruta de autofagia puede favorecer a las células tumorales
permitiéndolas adaptarse a las condiciones metabdlicas adversas y/ o desarrollando resistencia a
las terapias convencionales (Ravikumar et al., 2006). Ademds, podria ser la clave del
mantenimiento y la auto-renovacion de las células madre tumorales (Lu and Harrison-Findik,
2013) Asi, se han descrito inhibidores farmacologicos de la via de autofagia o de sus proteinas

esenciales que sensibilizan a las células tumorales a algunos agentes de dafo en el ADN,
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Figura 6. Proceso basico de autofagia celular.

La autofagia estd intimamente relacionada con el metabolismo celular y
principalmente controlada por mTOR. En un contexto tumoral, mTOR esta relacionado con
multiples procesos supresores tumorales, ademés de constituir el principal regulador negativo de
la ruta de autofagia, mientras que AMPK constituye el principal activador (Meley et al., 2006).
Otro de los reguladores clave de la via, por su conexion con todas las vias metabodlicas o tipos
de estrés, es TP53, siendo determinante su localizaciéon subcelular (Lorin et al., 2013; Napoli
and Flores, 2013). Tras una sefial de dafio, P53 podria inducir autofagia mediante la
transactivacion de genes relacionados como TSC2 (tubeous esclerosis 2), AMPK (Di Nardo et
al., 2014) o PTEN (Errafiy et al., 2013). Algunos estudios revelan a DRAM1 (DNA damage-
regulated autophagy modulator 1), como el principal mediador de autofagia dependiente de
TP53 (X.-D. Zhang et al., 2013). Ademas, estudios recientes revelan que la acumulacion de P53
citoplasmatico podria inhibir la ruta de autofagia (Lorin et al., 2013; Morselli et al., 2009;

Tasdemir et al., 2008).
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Pocos estudios, aunque con datos relevantes, asocian a 7P73 con autofagia haciendo
aun mas compleja su red de regulacion. Recientemente, un completo estudio realizado por
Kenzelmann y colaboradores describe un nuevo conjunto de genes relacionados con autofagia,
dianas tanto de 7P53 como de sus familiares 7P73 Y TP63. Estos datos sugieren un control de
la homeostasis celular por parte de la familia completa (Kenzelmann Broz et al., 2013). En
estudios anteriores ya se apuntaba hacia la regulacion de la autofagia por T7P73 ya que, a
diferencia de P53, las condiciones de activacion de la autofagia, como son la falta de nutrientes
y el inhibidor de la via de mTOR, Rapamicina, incrementan la estabilidad de TAp73. Asi,
TAp73 podria activar su programa transcripcional para inducir autofagia, mediante la

regulacion de la expresion de genes dianas de la ruta mTOR (Rosenbluth et al., 2008).

1.9 TP73 en pacientes con cancer

Los primeros estudios sobre la implicacion 7P73 en tumorogénesis mostraban la
delecion frecuente de la region cromosomica de 7P73 (Romani et al., 1999). Ademés se
describi6 la sobre-expresion de 7P73 en mutiples tipos tumorales: meduloblastoma (Remke et
al., 2011), neuroblastoma (Casciano et al., 2002; Romani et al., 1999), gliomas (Wager et al.,
2006), hepatocarcinoma (Miiller et al., 2005), tumores gastricos (Vilgelm et al., 2010), cancer
de ovario (Concin et al., 2005, 2005, 2004), célula escamosa cervical (Liu et al., 2006), mama
(G Dominguez et al., 2006), pulmén (Ott and Geiser, 2012), cabeza y cuello (Faridoni-Laurens
et al., 2008, 2001), melanoma (Tuve et al., 2004), prostata (Takahashi et al., 1998), tiroides
(Ferru et al., 2006), vejiga (Puig et al., 2003) y en algunos tumores no sé6lidos (Leupin et al.,
2004; Meier et al., 2006; Rizzo et al., 2004). Desde la descripcion de las distintas isoformas de
TP73, varios estudios han demostrado que la co-expresion de TAp73 y de las variantes ATAp73
es frecuente en canceres humanos, aunque el balance entre ambas suele inclinarse hacia las
formas oncogénicas (Soldevilla et al., 2013). A pesar de que es clara la relevancia de 7P73 en la
fisiologia tumoral, pocos estudios evaltian su valor prondstico (Becker et al., 2006; Casciano et
al., 2002; Concin et al., 2005, 2004; Dominguez et al., 2006; Faridoni-Laurens et al., 2008; Liu
et al., 2006; Miiller et al., 2005; Remke et al., 2011; Romani et al., 1999; Uramoto et al., 2004;
Vilgelm et al.,, 2010; Wager et al., 2006). En este sentido, varios estudios describen la
asociacion entre la sobreexpresion de las isoformas ATAp73 con una menor tasa de

supervivencia en pacientes con diferentes tipos de cancer (Soldevilla et al., 2013).
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1.10 Consideraciones finales/Hipotesis I

La mayoria de las aproximaciones que evaluan el papel de las isoformas de 7P73 en el
contexto tumoral apoyan el papel supresor tumoral de las formas TAp73 y las propiedades
oncogénicas para las formas ATAp73. Ademas, se ha observado sobre-expresion de las formas
ATAp73 en muestras de pacientes con diferentes tipos de tumores, y en algunos casos, asociadas
con un peor pronodstico de éstos. Algunos resultados han sugerido que las isoformas ATAp73
pueden participar en procesos de quimiorresistencia en células tumorales que expresan P53 y
TAp73. Asi, se ha descrito que 7P73 puede regular la expresion de varios genes relacionados
con procesos de resistencia a drogas como son ABCBI, HMGB1 y CASP1. Basandonos en estos

resultados, nuestras hipotesis de trabajo son:

* En pacientes con cancer de colon esperamos encontrar una asociacion directa entre la
expresion de las isoformas ATAp73 y los genes asociados con resistencia a drogas
ABCBIl y HMGBI1;y TAp73 y CASPI1, lo que apoyaria que estos genes serian también
diana de las distintas variantes de P73 in vivo.

* Tanto las variantes ATAp73 como sus genes diana ABCBI, HMGB1 y CASP1 podrian
tener un valor importante como marcador pronostico en estos pacientes.

* La sobreexpresion ectdpica de la isoforma ANp73 in vitro induce resistencia a agentes
quimioterapicos clasicos, como el oxaliplatino, en células de cancer de colon y aumento
de su tasa proliferativa.

* La sobreexpresion ectopica de la isoforma ANp73 en lineas celulares derivadas de
tumores de colon humanos activa vias asociadas a mecanismos de quimiorresistencia,
como la de autofagia. Esperamos encontrar una asociacion positiva entre los niveles de
expresion de ANp73 y de genes implicados en el proceso autofagico en las muestras de

los pacientes tumorales y su asociacion con el prondstico de los pacientes.
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1.11 Comunicacion intercelular.

En los organismos multicelulares la comunicacion intercelular es necesaria e
imprescindible para coordinar el desarrollo y promover las funciones y adaptaciones al
ambiente de células y tejidos (Mittelbrunn and Sanchez-Madrid, 2012). Los mecanismos
clasicos implican contacto fisico y la liberacion de factores solubles o vesiculas derivadas de la
membrana plasmatica (Raposo and Stoorvogel, 2013). Dependiendo de su origen, el término
“vesicula extracelular o microvesicula” engloba a los cuerpos apoptoticos, los ectosomas y los
exosomas (Sadallah et al., 2011), cuyas caracteristicas fisico-quimicas son especificas para cada
uno de ellos (EL Andaloussi et al., 2013). Un concepto mds reciente es el intercambio de
informacion genética entre células mediado por exosomas (Mittelbrunn and Sanchez-Madrid,
2012).

Los cuerpos apoptoéticos son liberados por las células apoptdticas o bajo estrés, tienen
un tamafio > 1 pum de didmetro y se caracterizan por contener fragmentos de ADN. Los
ectosomas, mas pequefios (entre 1um-100nm), se forman por evaginaciones de la membrana
plasmatica celular y su tasa de liberacion es muy baja, con excepcion de las células tumorales.
Por ultimo, los exosomas constituyen la poblacion de microvesiculas mas pequefias que
participan en procesos de comunicacion intercelular, de entre 30—-100nm, y cuyo origen es
endosomal (Mittelbrunn and Sanchez-Madrid, 2012). Los exosomas se observaron por primera
vez en 1985 en reticulocitos diferenciados asigndndoles funciones relacionadas con la
eliminacién de moléculas no funcionales (Pan et al., 1985). Sin embargo, datos recientes han
demostrado su importancia como mediadores de comunicacion celular en procesos fisioldgicos
normales (respuesta inmune, lactancia, funciones neuronales) y patoldgicos (enfermedades
autoinmunes, neurodegenerativas y cancer)(Yang and Robbins, 2011). Asi, se han detectado
diferentes tipos de ARN en exosomas derivados de diversos fluidos corporales como orina
(Conde-Vancells et al., 2010), fluido broncoalveolar (Admyre et al., 2003; Rodriguez et al.,
2014), plasma (Caby et al., 2005; Rodriguez et al., 2014), saliva (Ogawa et al., 2011) o leche
materna (Admyre et al., 2007), que facilitan su transferencia a otras células receptoras donde

modulan su funcion.

1.12 Exosomas: biogénesis, composicion molecular y funcién

1.12.1  Biogénesis de los exosomas

En la actualidad los mecanismos de biogénesis de exosomas no estan completamente
definidos, aunque los modelos descritos sugieren que se forman en endosomas tardios
denominados cuerpos multivesiculares (MVBs) dentro de la ruta endosomal y se liberan al
medio extracelular por fusion de éstos organulos con la membrana plasmatica (Simons and
Raposo, 2009). Los endosomas tempranos generados durante la endocitosis sufren una serie de

modificaciones para convertirse en endosomas tardios. Tras la invaginacion inversa de su
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membrana limitante, se acumulan en su interior vesiculas intraluminales (ILVs) con contenido
selectivo resultando en la formacion de los MVBs. Estos pueden seguir una ruta degradativa por
fusiéon con los lisosomas o fusionarse con la membrana plasmatica para liberar las ILVs al
medio extracelular. Una vez liberadas pasan a denominarse exosomas (Akers et al., 2013)

(Figura 7).

Endosoma tardio

‘ Ruta

exocitica

Exosomas

Cuerpos Multivesiculares

Lisosoma (MVBs)
(Ruta degradativa)

Figura 7. Biogénesis y secrecion de exosomas.

Hasta la fecha poco se conoce sobre la maquinaria de liberacion de exosomas, aunque
parece estar claro que se trata de un proceso no aleatorio muy controlado en el que los
complejos de liberacion endosomal (ESCRT) tienen un papel central. Asimismo, parecen existir
rutas independientes implicadas en la formacion de los MVBs, liberacion y secrecion.

Para que los exosomas puedan ejercer su funcion bioldgica deben liberar su contenido
en una célula diana aceptora. Aunque todavia se desconoce cémo estas vesiculas interaccionan
y regulan la funcién en las células receptoras se han propuesto los siguientes mecanismos: i)
endocitosis mediada por receptor (Morelli et al., 2004); ii) adhesion a la superficie celular (Al-
Nedawi et al., 2009; Escrevente et al., 2011; Nolte-’t Hoen et al., 2009; Segura et al., 2007) iii)

fusioén con la membrana plasmatica (Parolini et al., 2009) y iv) fagocitosis (Feng et al., 2010).

1.12.2  Composicion molecular de los exosomas

Los exosomas son liberados por una gran variedad de células (Abusamra et al., 2005;
Chavez-Muiioz et al., 2008; Fevrier et al., 2004; Graner et al., 2009; Hegmans et al., 2004;
Johnstone et al., 1987; Kesimer et al., 2009; Lai et al., 2010; Laulagnier et al., 2004; Potolicchio
et al., 2005; Segura et al., 2005; Turiak et al., 2011; Vallhov et al., 2011; van Niel et al., 2001;
Wolfers et al., 2001; Zhang et al., 2006) por lo que su composiciéon molecular depende del tipo
celular del que procedan, asi como del estado fisiolégico de la misma. Sin embargo, los
extensos estudios sobre su composicion han revelado que existe un patrén proteico comun para
todos ellos en el que destacan: a) proteinas implicadas en la biogénesis de los cuerpos

multivesiculares como ALIX, TSG10l y CLRN b) proteinas implicadas en el transporte
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vesicular y encargadas de regular el acoplamiento y fusiéon de los exosomas con la membrana
plasmatica como la familia de GTPasas, Rabs y las anexinas c) tetraspaninas, de las que se
encuentran especialmente enriquecidas CD63, CD81 y CD9; d) proteinas de choque térmico de
respuesta a estrés como HSP60, HSP70, HSPAS, CCT2 y HSP90 e) enzimas metabdlicas,
proteinas ribosomales, proteinas implicadas en sefiales de traduccion, ATPasas, y proteinas del
citoesqueleto; y f) proteinas especificas del tipo celular como A33 para epitelio del colon,
MHC-II (células presentadoras de antigeno) o CD86 (células dendriticas) (Mathivanan et al.,
2010). Aunque el mecanismo de direccionamiento de las proteinas hacia los MBVs no se
conoce con exactitud, parecen estar implicados varios mecanismos: ESCRT, que reconoce
seflales de ubiquitinacion; la agregacion de las proteinas en oligdmeros; y la presencia de
proteinas en rafts lipidicos (de Gassart et al., 2003; Vidal et al., 1997) (Figura 8).

Aunque menos estudiada, la composicion lipidica de los exosomas también juega un
papel importante en su biologia. Mayoritariamente, los exosomas presentan un contenido
lipidico enriquecido en esfingomielina, colesterol y ceramida exponiéndose hacia el exterior de
la membrana exosomal (de Gassart et al., 2003; Laulagnier et al., 2004; Morelli et al., 2004;
Parolini et al., 2009; Wubbolts et al., 2003). A pesar de que estos autores sugieren que la
composicion lipidica de los exosomas es un reflejo de la célula que los ha liberado, otros
resultados apoyan que la membrana exosomal es similar a la de la membrana plasmatica de

origen (Vidal et al., 1989).

| Proteinas del citoesqueleto |
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Figura 8. Composicion proteica y lipidica de los exosomas indicando su nombre y localizacion

| Proteinas de choque térmico |

Estudios recientes han descrito la capacidad de transferencia horizontal de material
genético llevada a cabo por los exosomas mediante el transporte de ARNm y otros ARN no
codificantes como microARNs (miRNAs). En 2007, Valadi y colaboradores demostraron la
transferencia de ARNm y miARNs contenidos en exosomas secretados por mastocitos,

confiriéndole a las células receptoras nuevas funciones (Valadi et al., 2007). Poco después, se
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confirmé la presencia de estas moléculas en los exosomas secretados por una linea de
glioblastoma humano (Skog et al., 2008), seguido de multiples estudios en los que se ha descrito
el transcriptoma de exosomas liberados por diferentes tipos celulares y/o presentes en varios
fluidos corporales (Bellingham et al., 2012; Gibbings et al., 2009; Mittelbrunn et al., 2011;
Nazarenko et al., 2010; Palanisamy et al., 2010; Pegtel et al., 2010; Rabinowits et al., 2009,
2009). Recientemente se ha descrito la presencia de molélulas de ADN de doble cadena en el
interior de los exosomas (Thakur et al., 2014). Estos datos sugieren un mecanismo de
direccionamiento para el material genético, ya que los exosomas se encuentran enriquecidos en
determinados ARNs dependiendo del tipo celular de origen. Ademas, ponen de manifiesto la
importancia de la identificacion de moléculas especificas contenidas en el exosoma

responsables de su efecto biologico en la célula receptora.

1.12.3  Funcion de los exosomas

Como ya hemos mencionado, los exosomas secretados son bioldgicamente activos y
tienen importantes funciones tanto en procesos fisioldgicos normales como en patoldgicos.

Los exosomas tienen la capacidad de modular el sistema inmune. Varios estudios han
demostrado que los exosomas pueden llevar en su superficie complejos presentadores de
antigeno (MHC/péptido) (Chaput and Théry, 2011). Asi, se ha descrito que los exosomas
liberados por células tumorales o células infectadas con algunos patégenos contienen antigenos
derivados de dichas células o patdogenos capaces de activar una respuesta inmune. Ademas, en
determinados contextos, los exosomas pueden inhibir la respuesta inmune mediante
mecanismos independientes de antigeno; es el caso de los exosomas derivados de la lecha
materna o de la placenta (Li et al., 2006).

Los exosomas participan en otros procesos biologicos como la fertilizacion y el
desarrollo embrionario (Entchev and Gonzalez-Gaitan, 2002; Kravets et al., 2000). Ademas, se
ha descrito que los exosomas pueden tener un papel determinante en la propagacion de algunos
priones responsables de enfermedades neurodegenerativas (Porto-Carreiro et al., 2005), e
incluso en el desarrollo de Alzheimer (Rajendran et al., 2006). Multiples estudios han descrito
la habilidad de algunos virus para utilizar el sistema endosomal para ser secretados a través de
la membrana plasmaética via exosomas, lo que representaria una forma de evasion del sistema

inmune (Izquierdo-Useros et al., 2011; Novellino et al., 2012; Wurdinger et al., 2012).

1.13 Exosomas y cancer

El desarrollo y la progresion de un tumor dependen de las interacciones entre las
c¢lulas cancerigenas entre si, y con su estroma, dentro del que se incluyen células endoteliales,
fibroblastos y células del sistema inmune. La relacion celular no se limita a una interaccion
espacial, si no que existe una comunicacion entre ellas mediante el intercambio de proteinas

solubles especificas y factores genéticos. Se ha descrito en varios tipos de cancer que las células
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tumorales liberan exosomas en mayor cantidad que las células normales (Silva et al., 2012). Los
exosomas tumorales actian como mediadores de comunicacion intercelular mediante el
transporte de i) onco-proteinas, cuya transferencia puede modular rutas de sefializacion de la
c¢lula receptora y tener un papel decisivo en proliferacion y metéstasis ; ii) onco-ARNs: el
ARNm liberado en la célula receptora puede ser funcional al traducirse por la maquinaria de la
cé¢lula receptora (Valadi et al., 2007). Adicionalmente, multiples estudios han descrito la
transferencia del miRNAs especificos contenidos en exosomas tumorales de céncer
gastrico(Ohshima et al., 2010) o higado (Kogure et al., 2011).

Aunque los exosomas derivados de células tumorales pueden tener habilidades anti-
tumorales por activacion del sistema inmune, o incluso por activacion de la ruta apoptdtica en
c¢lulas tumorales, la mayoria de los estudios sobre su funcionalidad indican que favorecen las
actividades tumorogénicas. Estudios recientes han descrito que pueden incrementar la
proliferacion, la migraciéon, la invasion o la angiogénesis, conferir resistencia a drogas
quimioterapicas e incluso contribuir a la formacién de un nicho pre-metastatico (Vader et al.,
2014). A pesar de estos controvertidos resultados, el papel dual descrito para los exosomas
derivados de las células tumorales no deja claro si su constante produccion es un beneficio o
una desventaja para la célula tumoral. En pacientes con céancer, los efectos anti o pro-tumorales
desencadenados por los exosomas derivados del tumor podrian depender del estadio tumoral,

asi como del estado del sistema inmune (Yang and Robbins, 2011).

1.14 Exosomas y aplicaciones clinicas

El hecho de que la composicion de los exosomas sea un reflejo del tipo y estado
fisiologico de la célula de la que derivan, ademas del potencial biolégico de su contenido sobre
la célula receptora, los ha colocado en el punto de mira como potentes biomarcadores para el
diagnostico y/o pronoéstico de varias enfermedades humanas como el cancer (Chaput and Théry,
2011).

Multiples estudios sobre su contenido han mostrado la presencia de marcadores
tumorales especificos en el interior de los exosomas en pacientes de cancer de prostata (Mitchell
et al., 2009; Nilsson et al., 2009), vejiga (Beckham et al., 2014), ovario (Beach et al., 2014) y
neuroblastoma (Marimpietri et al., 2013). Adicionalmente, determinados perfiles de microARNs
contenidos en exosomas derivados del plasma de pacientes se han descrito como marcadores
diagnostico y/o pronostico (Properzi et al., 2013). En el mismo sentido, algunos estudios han
descrito la interferencia del contenido de los exosomas derivados del tumor en el efecto de
algunas drogas quimioterapicas (Hannafon and Ding, 2013). Asi, debido a su potencial pro-
tumorogénico, algunos autores han propuesto la eliminacion de los exosomas derivados del
tumor del plasma de pacientes o inhibicién de su liberacion facilitando la respuesta inmune
antitumoral y frenando la progresion del tumor (Yang and Robbins, 2011). Esta posible via de

tratamiento se ve limitada, ademas de por las barreras técnicas, por el hecho de que no en todos
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los casos los exosomas derivados del tumor estan presentes en plasma (Yang and Robbins,
2011).

Ademas de como biomarcadores, los exosomas también se han postulado como
agentes de tratamiento en cancer. Se han desarrollado vacunas basadas en exosomas derivados
de células del sistema inmune que pueden desencadenar una respuesta antitumoral en pacientes

con canceres avanzados (Viaud et al., 2010).

1.15 Consideraciones finales/Hipdtesis 11

Estudios recientes ponen en evidencia la importancia biologica, en diferentes
contextos, de la identificacion de moléculas especificas que se encuentran en el interior de los
exosomas y de su participacion en la comunicacion intercelular. Basandonos en los ultimos
datos que parecen indicar que ANp73 tiene un papel critico en distintas etapas del proceso

tumoral, nuestras hipdtesis son:

* ANp73 es incorporado en exosomas liberados por células de cancer de colon y
adquirido por diferentes tipos celulares con efectos funcionales.
*  Asociacion entre los niveles de expresion de ANp73 en los exosomas del plasma con un

peor prondstico de los pacientes.
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2 OBJETIVOS
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Las funciones supresoras tumorales y/u oncogénicas de las isoformas de 7P73 son tema

de debate en la actualidad. Este trabajo tiene la finalidad de describir mecanismos moleculares

que apoyen el papel oncogénico de las isoformas ATAp73 en diferentes procesos relacionados

con la progresion tumoral y su posible traslado al &mbito clinico. Asi se plantearon los

siguientes objetivos:

- OBJETIVO I: Identificacion de las etapas del proceso tumoral donde estan

implicadas las variantes oncogénicas de 7P73: Proliferacion y resistencia a drogas.

Valor prondstico en pacientes con cancer de colon.

IIL.

III.

Iv.

VL

Recogida de los datos de seguimiento de una serie de 113 pacientes con
cancer colorrectal donde se evaluaron los niveles de expresion de las distintas
isoformas de 7P73.

Determinar los niveles de expresion de los genes asociados a resistencia a
drogas ABCBI, HM GBIy CASPI, descritos como regulados por las isoformas
de TP73 in vitro, en la serie anterior. Evaluar la correlacion entre los niveles
de expresion de ABCBI, HMGBI1 y CASPly de las isoformas de 7P73.
Analizar el valor pronoéstico de los niveles de expresion de las isoformas de
TP73y de ABCBI, HMGB1 y CASPI en estos pacientes.

Determinar el papel de la isoforma ANp73 en proliferacion y resistencia a
drogas quimioterapicas convencionales in vitro y en animales de
experimentacion.

Evaluar si la via de autofagia es activada por ANp73, y si este hecho es el
responsable de la resistencia a drogas quimioterapicas de uso clinico.
Confirmar estos resultados en modelos animales.

Analizar los niveles de expresion de ANp73 y de genes clave en el proceso de
autofagia en una serie de 160 pacientes diagnosticados con cancer de colon y

su valor pronostico.
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- OBJETIVO II: Implicacion de las isoformas de TP73 en procesos de comunicacion

intercelular.

L Determinar si ANp73 es incorporado de manera dirigida y especifica en
exosomas derivados de células tumorales, y transferido a células del
microambiente tumoral.

IIL. Evaluar la funcionalidad de ANp73 en la célula receptora, analizando los
parametros biologicos descritos anteriormente para este gen (proliferacion y
resistencia a drogas). Confirmar estos resultados en modelos animales.

II1. Analizar los niveles de ANp73 en exosomas aislados del plasma de una serie

de 69 pacientes con cancer de colon y su valor pronostico.
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3 MATERIALES Y METODOS
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3.1 Pacientes y muestras tumorales

El estudio ha sido disefiado y realizado en el Hospital Universitario Puerta de Hierro-
Majadahonda y aprobado por su Comité de Etica e Investigacion Clinica. Se ha contado con tres
series independientes de pacientes con cancer de colon de los que se han obtenido muestras de
tejido normal y tumoral, y muestras de sangre. El consentimiento informado se ha obtenido de
todos los pacientes. Todos los casos de cancer de colon fueron considerados esporadicos, ya que
aquellos que pertenecian a familias con poliposis adenomatosa familiar o cancer de colon
hereditario no polipdsico, segin los criterios de Amsterdam, fueron excluidos del estudio.

Tanto el tejido tumoral como el normal se obtuvieron secuencialmente,
inmediatamente después de la cirugia, y se conservaron a -80°C hasta su posterior
procesamiento. Todas las muestras tumorales fueron histolégicamente evaluadas por patélogos
para: a) establecer el diagnostico de adenocarcinoma de colon b) confirmar que cada muestra
presentaba al menos un 75% de tejido tumoral; y c) especificar el estadio patoldgico.

Se han utilizado tres series independientes de pacientes con cancer de colon para cada

una de las partes de este trabajo, asi:

— El estudio de comparacion entre tejido normal y tumoral para establecer los niveles de
expresion de ABCBI, HMGI y CASPI, la posible correlacion entre dichos genes con las
distintas isoformas de 7P73 y sus asociaciones con la supervivencia libre de enfermedad
y global, se realiz6 en 77 pacientes operados de cancer de colon entre los afos 1998 y
2003 (Serie 1). La media de seguimiento de esta serie de pacientes fue de 70 meses
(rango del seguimiento de los pacientes: 3-104 meses). Durante este periodo, el 19% de
los pacientes progresaron y el 27,3% fallecio.

— El estudio de comparacion entre tejido normal y tumoral para establecer los niveles de
expresion de los genes relacionados con autofagia, la posible correlacion entre dichos
genes con las distintas isoformas de 7P73 y sus asociaciones con la supervivencia libre de
enfermedad y global, se realizé en 175 pacientes operados de cancer de colon entre los
afios 2002 y 2006 (Serie 2). La media de seguimiento de esta serie de pacientes fue de 60
meses (rango del seguimiento de los pacientes: 1-136 meses). Durante este periodo, el
23.6% de los pacientes progresaron y el 50% fallecio.

— El estudio de comparacion entre el tejido normal y tumoral para establecer los niveles de
ANp73, asi como los niveles de dicho gen en el contenido de los exosomas circulantes en
el plasma de los pacientes y su valor prondstico, se llevd a cabo en 69 pacientes operados
de cancer de colon entre los afios 2003 y 2009 (Serie 3). La media de seguimiento de esta
serie de pacientes fue de 19 meses (rango del seguimiento de los pacientes: 1-72 meses).

Durante este periodo, el 24% de los pacientes progresaron y el 16% falleci6.
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3.2 Caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes

Se revisaron las historias clinicas de cada uno de los pacientes de cancer de colon para
determinar su sexo, fecha de nacimiento y los siguientes parametros patoldgicos: sexo, estadio,
invasiéon vascular, localizacion tumoral, afectacion ganglionar, estadio, invasidon vascular,
diferenciacion tumoral y niveles de CEA. Los datos para las tres series se presentan en la Tabla
L

El estadio fue calculado segun la clasificacion TNM que valora el tamafio tumoral, la
afectacion ganglionar y la existencia de metéstasis. La afectacion ganglionar se evalud por
microscopia Optica. No se utilizé ninguna otra técnica de biologia molecular.

El seguimiento clinico de los pacientes, después de la cirugia, que incluia perfil
bioquimico (con niveles de CEA) y estudio radioldgico, se realizé cada tres meses durante el
primer afio, seis meses durante el segundo afio y después anualmente, excepto en caso de
recaida donde el seguimiento se ajustd a las necesidades del paciente. Se considerd
supervivencia libre de enfermedad (SLE) al periodo de tiempo que abarca desde el momento de
la cirugia hasta el dia de diagnostico de una recaida, por lo que su evaluaciéon no incluye a
pacientes en estadio IV; y supervivencia globlal (SG) al periodo que comprende desde el dia de

la cirugia hasta la fecha de la ultima revision o fallecimiento del paciente
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Caracteristicas SERIE 1 SERIE 2 SERIE 3
Clinico-patolégicas
Numero % Numero % Numero %
Sexo
Hombre 42 54.5 109 63.5 40 58
Mujer 35 45.5 64 36.5 29 42
Estadio
I 8 10.4 12 6.8 5 7.2
1I 44 57.1 89 50.2 30 434
111 21 22.2 64 36.5 27 39.9
1A% 4 5.9 10 6.6 7 9.5
Invasion Vascular
No 46 54.1 128 73.1 45 65.8
Si 29 34.1 46 26.0 24 34.2
Localizacion
Recto 29 24.7 30 17.2 29 42.0
Izquierda 47 42.8 81 46.3 18 26.0
Derecha 37 32.5 17 9.7 22 32.0
Afect. ganglionar
No 52 67.5 101 56.1 38 55.1
Si 25 32.5 73 40.6 31 44.9
Diferenciacion
Bien 46 59.7 74 41.1 9 13.3
Moderado 26 33.7 93 51.7 48 69.5
Poco 5 6.6 7 39 12 17.2
CEA
< 3mg/ml - - - - 21.1 30.6
>3mg/ml - - - - 479 69.4

Tabla I. Caracteristicas clinico-patolégicas de los pacients con cancer de colon.
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3.3 Cultivos celulares

Todos los tipos celulares se mantuvieron a 37°C en una atmdsfera humidificada con

un 5% de CO,. De forma rutinaria se analiz6 mediante PCR el medio de cultivo para descartar

contaminacion por Mycoplasma utilizando el sistema Mycoplasm Plus TM Primer Ser

(Stratagen).

En la tabla I se indican las lineas celulares utilizadas:

Linea celular Proveedor Tipo celular Especie Medio de cultivo
HCT116 ATCC Epiteliales cancer de Humano DMEM-C
colon
SW480-ADH Prof. A~lberto Fenqtlpo adhesivo de Humano DMEM-C
Munoz cancer de colon
Fibroblastos BJ-hTER ATCC Fibroblastos de Humano DMEM-C
prepucio
. . . Pericitos de vasculature
Pericitos (HBVP) ScienCell Humano PM-C
de cerebro
HUVEC Lonza Células endoteliales Humano EGM-2

embrionarias

ATCC: American Type Cell Culture Collection. DMEM-C: DMEM-Completo, medio DMEM ( Lonza)
suplementado con 10% (vol/vol) de FCS (suero fetal bovino), 2 mM L-glutamina (Invitrogen, Paisley,
UK), penicillina (100 units/ml), estreptomiciina (100 ng/mL) y fungizona (0.25 pg/mL). PM-C: PM-
Completo suplementado con 2% (vol/vol) de FCS y factores de crecimiento especificos (ScienCell).
EGM-2: medio EBM-2 suplementado con 2% (vol/vol) de FCS y factores de crecimiento especificos

(Lonza).

Tabla II. Lineas celulares
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3.4 Anticuerpos

Los anticuerpos primarios empleados para la deteccion de proteinas durante este

trabajo se especifican en la tabla II. Se utilizaron las concentraciones sugeridas por el fabricante.

Antigeno Clon Especie Conjugacién Proveedor
B Actina Monoclonal Raton - Abcam
B Actina Policlonal Conejo - Abcam
Caspasa-3 Policlonal Conejo - Cell Signalling
LC3I-1I Policlonal Conejo - Cell Signalling
Ki67 Policlonal Conejo - DAKO
CD63 TS63 Raton - Abcam
CD9 EPR2949 Raton - Abcam
Ber-EP4 Ber-EP4 Raton FITC DAKO
E-Cadherina 36/E-Cadherin Raton - BD Biosciences
IgG ratén Policlonal Conejo FITC Abcam
IgG ratén Policlonal Conejo Alexa Fluor 456 Invitrogen
IgG conejo Policlonal Burro IRDye800 Rockland Immunoc.
IgG conejo Policlonal Burro IRDye700 Rockland Immunoc.
IgG ratén Policlonal Conejo IRDye800 Rockland Immunoc.
IgG ratén Policlonal Conejo IRDye700 Rockland Immunoc.

Tabla III. Anticuerpos monoclonales y policlonales. FITC: isotiocianato de fluoresceina
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3.5 Extraccion de ARN de tejidos, lineas celulares y exosomas

La extraccion de ARN total de tejidos y lineas celulares se llevd a cabo utilizando los
kits de extraccion RNeasy Mini Kit (QIAGEN) y TRIsure (Bioline) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Para mejorar la calidad de la extraccion de ARN en exosomas se utilizd
mirVana™ miRNA Isolation Kit (Ambion). En el caso de los tejidos, el primer paso del
protocolo fue modificado de la siguiente manera: 30 mg de cada muestra fueron homogenizados
y disgregados mecdnicamente siguiendo las instrucciones del equipo MagNA Lyser (Roche
Diagnostics) en presencia de 600ul del primer solucién de lisis y de 6 pl de f-mercaptoetanol.
Los pasos siguientes se mantuvieron segin protocolo. En algunos casos se incorpor6 al final del
protocolo el tratamiento con DNAsa I ( Ambion).

La concentracion de ARN total extraido se calculd a partir del valor de absorbancia
obtenido en un espectofotometro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop, Wilmington, DE). La pureza
de las muestras se valoré mediante el ratio de las absorbancias 260/280 nm, que en todas las
muestras oscilaba entre 1.6 y 2, 6ptimo para muestras diluidas en agua. Cada muestra fue

diluida a una concentracion de 100 ng/ul para continuar con el analisis por qRT-PCR.

3.6 Transcripcion reversa(RT) y cuantificacién a tiempo real (QRT-PCR)

3.6.1 Transcripcion reversa (RT)

La sintesis de ADN copia (ADNCc) se llevo cabo partiendo de 400pug u 800pg de ARN
total de tejido o lineas celulares y exosomas, respectivamente, utilizando hexdmeros aleatorios.
Para todas las reacciones de retro-transcripcion se utilizd el kit Transcription First-Strand

cDNA Synthesis kit (Roche Diagnostics) segun las instrucciones del fabricante.
3.6.2 Cuantificacion a tiempo real (qRT-PCR)

El analisis del ARNm se realizdo mediante qRT-PCR, basada en la incorporacion de un
fluoréforo en las nuevas cadenas de ADN sintetizadas en cada ciclo de amplificacion. La
cantidad de fluorescencia obtenida en cada uno de los ciclos es equivalente a la cantidad de
ADN del gen analizado en la muestra de partida. Para el marcaje se utilizd un agente
intercalante de ADN de doble hebra (SYBER Green I) cuya unién a la molécula amplifica 100
veces su fluorescencia

Las diferencias de expresion de los genes analizados entre las muestras problema y sus
respectivos controles se calculd segin el Ratio Relativo Normzalizado = E{PT(O TS x g PRE-
CPR(O) ; donde Cp = numero de ciclo, E =eficiencia, T= gen diana, R=gen de referencia, C=
control, S=muestra. Para los exosomas, los niveles de ARNm fueron normalizados con la

concentraciéon de ADNc (ng/pl). En los pacientes, la expresion de los niveles del gen de estudio

se calcul6 para cada individuo como un ratio entre los valores obtenidos en el tejido tumoral con
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respecto a los valores del mismo en el tejido normal. En los experimentos en animales y
ensayos in vitro el ratio se define como los niveles de expresion del gen de estudio en el ratéon o
linea celular modificado y/o tratado con respecto a los valores del mismo en el control
correspondiente.

Para la cuantificacion relativa de los genes problema se utiliz6 la media geométrica de
tres genes de referencia, SDHA (subunidad A del complejo succinato deshidrogenasa), UBC
(Ubiquitina C) y TBP (proteina de union a TATA). Las parejas de oligonucleotidos para los
genes de referencia y las diferentes isoformas de 7P73 han sido descritos previamente por
nuestro grupo ( Dominguez et al., 2006b). Las parejas de oligonucledtidos disefiados para la
amplificacion de otros genes de estudio en este trabajo se especifican en la Tabla III. Todos las
parejas de oligonucledtidos se disefiaron hibridando en exones distintos para evitar
amplificaciones de ADN gendmico. La especificidad de cada pareja de oligonucledtidos se
confirmé por la curva de disociacion (curva de melting) de los productos amplificados por PCR.

Todas las reacciones de PCR de este trabajo se llevaron a cabo en un Light Cycler
(Roche Diagnostics) utilizando el kit Light Cycler FastStart DNA Master™"® SYBR Green I
(Roche Diagnostics). El volumen final de cada reaccion fue de 20 pl en los que se incluia 2 6 4
ul de los productos de RT, 0.5 uM de cada uno de los oligonucleoétidos directo y reverso, una
concentracion variable de dimetil sulfoxido asi como un 1x de la reacciéon mezcla que contenia

la polimerasa FastStart DNA, buffer de reaccion, dNTPs, MgCl, y SYBR Green 1.

Gen Oligonucledtidos Secuencia (5°-3")
Directo CTATGCATCTTATGCTCTGGCC
ABCEI Reverso CCTGTCCAACACTAAAAGCCC
Directo TGCCATATCTTCAAATTTTCCTTTC
HMGE-1 Reverso ACCCAGATGCTTCAGTCAACTTC
Directo AGTTACCTGGCAGGGACGCT
CASPI Reverso TGGAAAGGAAGAAAGTACTCCTTGA
Directo CATCATGTTGCTCTGGAGGT
ULKI Reverso ACCTGAAACCGCAGAACATC
Directo ATGTACCATCGGGGATCCACA
ULK2 Reverso CAAGTGTCAGTCCTATTCGC
Directo GAGACTCTCAACCCCGTGTA
ATGD Reverso AGTACAGTGAGTGTCGCGGT
Directo ACAGTGTGGGAAGTCCATGA
ATG9C Reverso CACATTGAGAACTGGCCAGA
BECNI Directo AGGGAGGCAATGGCATTGTT
Reverso TATTGCTTCTGGCTGCCTAG

Tabla IV. Secuencias de oligonucleo6tidos utilizados en qRT-PCR
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3.7 Vectores de expresion

3.7.1 Trasfeccion transitoria

La construccion sobre el vector pcDNA3.1 para expresar ectopicamente la isoforma
ANp73p fue cedida por la Dra. Carmen Marin Vieira (Instituto de biomedicina IBIOMED,
Universidad de Leon, Espafia). Para suprimir la expresion de ANp73f se utilizd6 un ARN de
interferencia (siARN) descrito previamente (Papoutsaki et al., 2004). Tras llevar las células a
una confluencia de 50-80%, éstas se transfectaron con el gen problema y el correspondiente
vector vacio (pcDNA3.1), o el siARN para ANp73p por triplicado, con el reactivo Lipofectamine
2000 (Invitrogen Corp) segun las instrucciones del fabricante. 24, 48, 72 o 96 horas post-

transfeccion se realizaron los analisis adecuados.
3.7.2 Transfeccion estable

La construccion sobre el vector pEGFP-1 para expresar ectopicamente la isoforma
ANp73p fue cedida por la Dra. Carmen Marin Vieira (Instituto de biomedicina IBIOMED,
Unversidad de Ledn, Espafia). Las células HCT116 se transfectaron con 60 pg de ADN pEGFP-
IANp738 6 pEGFP-1 (vector vacio) tras alcanzar un 50% de confluencia en placas p100.
Después de 7 dias de post-transfeccion las células que expresaban pEGFP-1,y por tanto habian
incorporado ANp73f en su genoma, fueron seleccionadas por citometria de flujo (cell sorting)
(FACS-Aria II SORTER BD Biosciences) y expandidas en DMEM suplementado con 20% de
FBS.

3.8 Aislamiento, cuantificacion e identificacion de exosomas

Se transfectaron transitoriamente 6x10° células HCT116 con ANp73p o el vector
vacio (pcDNA3.1) y se mantuvieron en medio DMEM suplementado con 10% de FBS sin
exosomas. La eliminacioén de los exosomas del suero se realizd mediante la filtracion del FBS
por filtros de PVDF de 0.22 pum (Millipore) y ultracentrifugacion (Optima'™ MAX-XP) a
120,000g durante 70 minutos. 72 horas post-transfeccion, los sobrenadantes fueron recogidos
(40 mL de 24x10° células) y centrifugados a 500g durante 10 minutos para eliminar restos
celulares. El sobrenadante se centrifugd de nuevo a 17000g durante 20 minutos y filtrado a
través de filtros de PVDF de 0.22 pm. Los exosomas sedimentaban por ultracentrifugacion a
120000g durante 70 minutos. Los exosomas se resuspendieron en 400ul de tampdn fosfato
salino (PBS) o DMEM suplementado con un 1% de FBS sin exosomas. La sangre periférica
obtenida de pacientes y ratones se centrifugé a 500g durante 10 min a 4°C y los exosomas
circulantes se aislaron del plasma segun el protocolo descrito anteriormente.

Para la cuantificacion de exosomas se utilizo: a) la medida de la actividad de la

acetilcolinesterasa (Savina et al., 2002); b) la concentracidén de proteina total exosomal; y c) la
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proteina especifica de exosomas Ber-EP4 (Silva et al., 2012). Para la cuantificacion de
exosomas por citometria de flujo, las muestras se incubaron con un anticuerpo monoclonal de
raton Ber-EP4 (DAKO) conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC). Un anticuerpo de
raton IgG1-FITC irrelevante (Abcam) fue utilizado como control negativo del marcaje.

Para la identificacion por microscopia confocal (Leica TCS SP5 Confocal Microscopy
System), los exosomas se marcaron con el anticuerpo para CD63 y Ber-EP4. Las imagenes se
captaron con un escaner a una velocidad de 400 Hz y una resolucion de 1,024 pixeles,

finalmente se analizaron con el software Leica Application Suite 2.02.

3.9 Experimentos con incubacion de exosomas

Las células HCT116, SW480-ADH, Fibroblastos BJ-hnTER, HBVP y HUVEC se
sembraron en cuadruplicados en placas p24 y tras 24 horas, se incubaron con 5 pg de exosomas
ANp73 o exosomas control derivados de las transfecciones transitorias de las células HCT116.
En los experimentos con exosomas procedentes de pacientes, las células HCT116 se incubaron
con 5 pug de exosomas procedentes de: un pool de 5 donantes sanos, 10 pacientes de cancer de
colon que mostraban niveles de expresion bajos de ANp73 y 10 que presentaban una alta
expresion en el tejido. El ARNm de las células receptoras fue extraido 72 horas después de la

incubacion, y los niveles de ANp73 se evaluaron por RT-PCR.

3.10 Marcaje de exosomas

Los exosomas purificados de las células HCT116 transfectadas con ANp73p o el
vector vacio se marcaron con PKH67 (Sigma) segin las instrucciones del fabricante. Tras
sembrar 50.000 células HCT116 por cuadruplicado en portaobjetos para cultivo celular (Thermo
Scientific) se incubaron con exosomas ANp73f o exosomas control marcados con PKH67
durante 24 horas. Tras su fijacion con paraformaldehido al 4% y varios lavados con PBS se
incubaron con el anticuerpo E-Cadherina (BD Biosciences) 1/20 toda la noche a 4°C.
Posteriormente, se realizaron lavados con PBS y se incubaron con el anticuerpo anti-raton
Alexa Fluor 546 (Invitrogen) durante 45 minutos a temperatura ambiente. El marcaje del ntcleo
se realizd con Tropo-3 (Invitrogen) durante 15 min. Las secciones se montaron con PBS-

glicerol (1:1).
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3.11 Tratamientos

Para los diferentes ensayos funcionales las células correspondientes se trataron con:

3.11.1  Oxaliplatino

100uM de oxaliplatino o el volumen correspondiente del vehiculo (PBS) durante 16 6

36 horas, segun las necesidades del ensayo posterior.

3.11.2  Cloroquina

25uM de cloroquina difosfato (Sigma) o el volumen correspondiente del vehiculo

(PBS) durante 12 y 36 horas, segtn las necesidades del ensayo posterior.

3.11.3  Tratamientos combinados

25uM de cloroquina difosfato (Sigma) y 100uM de oxaliplatino durante 36 horas para

su evaluacion posterior.

3.12 Inmunodeteccion de proteinas

3.12.1  Inmunotransferencia (Western Blot)

Las células se lisaron con solucion RIPA (Sigma), al que se le afiade un coctel de
inhibidores de proteasas y fosfatasas (Thermo scientific). El lisado resultante se centrifugo6 a
15000 rpm durante 15 minutos para eliminar los componentes no proteicos que quedan
sedimentados y se recuperé el sobrenadante que sera usado para la deteccion de proteinas por
inmunotransferencia. Para la cuantificacion de proteinas se utiliz6 el ensayo de proteinas de
Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad). Entre 30 y 60 pg de proteina total se desnaturalizaron en
buffer 2XSDS a 95°C y se analizaron en geles de SDS-poliacrilamida con diferentes porcentajes
segin el tamafio de cada proteina. A continuacidon, las proteinas fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa con un didmetro de poro de 0.45um (BioRad) mediante el sistema
iBlot Western Blotting System y los reactivos iBlot Gel Transfer Stacks Nitrocellulose
(Invitrogen Life Technologies). La membranas se bloquearon durante 1 hora a temperatura
ambiente con Odissey Blocking Buffer (Li-COR Bioscience) y se incubaron con los anticuerpos
primarios correspondientes durante toda la noche a 4°C o 3 horas a temperatura ambiente. Tras
varios lavados con PBS 0.01% Tween20 y con PBS, la membrana se incub6 durante 1 hora a
temperatura ambiente con anticuerpos anti-IgG de ratéon y anti-IgG de conejo conjugados con
IRDye 800 o IRDye700 (Rockland Inmunochemicals) diluidos en solucion de bloqueo 1/15000.

Tras eliminar los restos de anticuerpo secundario con varios lavados con PBS 0.01% Tween20 'y
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PBS, las bandas se visualizaron y cuantificaron por densitometria mediante el equipo Odyssey

Infrared Imaging System (Li-COR Biosciences).

3.12.2  Inmunohistoquimica Ki67

Se realizaron secciones de 2 a 4 um de grosor del tejido de estudio (embebido
previamente en parafina) para ser procesadas segun protocolos estdndar antes de ser incubadas
con el anticuerpo primario de interés durante toda la noche. La inmuno-deteccion se realizé con
la técnica Streptavidina Biotina Peroxidasa (LSA; DAKO) usando cromogeno
diaminobenzidina como sustrato. Todas la inmunotinciones se realizaron usando el dispositivo
de inmunotinciéon automatico TechMate 500 (DAKO).

Para el analisis de Ki67 se utilizo6 el anticuerpo policlonal anti-Ki67 (DAKO) utilizado
habitualmente en la clinica. La cuantificacion de la expresion de Ki67 se llevo a cabo por dos
observadores independientes mediante el contaje de células positivas a través de un microscopio
optico. El porcentaje de marcaje nuclear para ki67 se determindé por cada 1000 células,
contadas en 5 campos de 200 células cada uno. Los casos que no exhibian tincién nuclear

fueron considerados negativos.

3.12.3  Inmmunocitoquimica LC3I-11

Se sembraron 100000 células de las lineas HCT116-pEGFP-1-ANp73f o HCT116-
pEGFP-1 en portaobjetos adaptados para el cultivo celular ( Chambers Thermo Scientific) La
inmuno-deteccion se realizé segun el protocolo convencional. Las células se lavaron con PBS y
se fijaron con paraformaldehido al 4% para ser posteriormente permeabilizadas con una
solucion de Triton X-100 al 0,025%. A continuacion, se bloquearon con BSA al 3% durante 30
minutos a 37°C y se incubaron con LC3I-II (Cell Signalling) 1/100 en una camara huimeda a
37°C durante 3 horas. Tras eliminar los restos de anticuerpo con PBS, las muestras se incubaron
durante 1 hora a temperatura ambiente con anticuerpos anti-IgG de conejo conjugados con
Alexa Fluor 546 (Invitrogen). Después de los correspondientes lavados, las células se incubaron
con una diluciéon Topro (Invitrogen) durante 10 minutos y se prodecié al motaje con PBS-

glicerol (1:1).
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3.13 Ensayos funcionales

3.13.1  Ensayo MTT

Para los ensayos de proliferacion se sembraron 20000 células HCT116 en placas de
p96 y se transfectaron transitoriamente con ANp73pf. Para las lineas estables, HCT116-pEGFP-
I-ANp73p o HCTI116-pEGFP-1, se sembraron el mismo numero de células en las mismas
placas. Tras 24, 48 o 72 horas se afiadio el reactivo MTT y se obtuvo la medida de absorbancia
en un lector de microplacas a 570nm (Multiskan Ex; Thermo Scientific).

Para los ensayos con exosomas, se sembraron 20000 células HCT116 y 30000
fibroblastos BJ-hTER en quadruplicado en placas p96 y se incubaron con 100 ul de exosomas
ANp73p o exosomas control durante 0, 24 y 48 horas. Para el ensayo de resistencia a drogas, 24
horas después de la transfeccion con ANp73p o 48h tras la incubacién con los exosomas las
cé¢lulas HCT116 se trataron con oxaliplatino durante 36 horas. Después de 48 y 72 horas de
incubacion (HCT116 y fibroblastos BJ-hTER, respectivamente) o tras el tratamiento con
oxaliplatino, cloroquina o el tratamiento combinado, el reactivo MTT fue afiadido y se reveld

como se indica arriba.
3.13.2  Ensayo de impedancia

Se sembraron 20000 células HCT116 en quadruplicado una placa de 96 y se situ en
el lector de placas en el interior del incubador donde se cuantificaba los datos de impedancia
cada 10 minutos durante 96 horas como representacion del indice celular (Abassi et al., 2009).
Las células se transfectaron 15 horas después de la siembra, y los cambios de impedancia

empezaron a detectarse 12 horas post-transfeccion.
3.13.3  Ensayo TUNEL

Las células HCT116 se transfectaron con 4Np73 y se trataron con oxaliplatino
segiin el protocolo descrito anteriormente. Después del tratamiento, 20000 células se
afladieron a portaobjetos tratados con poly-L-lisine (Sigma) para ser fijadas con
paraformaldehido al 4% y permeabilizadas con Triton X-100 al 0.2%. Se evaluaron los
niveles de apoptosis de cada muestra segun la fragmentacion del ADN a través del kit

DeadEnd"™Colorimetric TUNEL System (Promega).
3.13.4  Citometria de flujo
Las células HCT116 se transfectaron con ANp73p y se trataron con oxaliplatino segin

el protocolo descrito anteriormente. Tanto las células en suspension como las adheridas se
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tripsinizaron y recogieron para evaluar su viabilidad mediante la cuantificacion de células
marcadas para el anticuerpo de anexina con el Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (BD
Pharmingen). Los datos fueron adquiridos en FACS-Aria II SORTER BD Biosciences. El
programa FACSDiva Software (BDB) fue utilizado para el andlisis de los datos. Para los
experimentos con exosomas, previamente al tratamiento con oxaliplatino, las células HCT116
fueron incubadas con 100 pl de exosomas ANp73f o exosomas control durante 0, 24 y 48 horas.
Los datos fueron adquiridos y examinados con el equipo y software mencionados. El programa
Infinicyt (Cytognos SL, Salamanca, Spain) fue utilizado para el analisis de los datos. Los
experimentos se realizaron en cuadruplicado y los resultados se presentan como el porcentaje de

células positivas y negativas para ambos marcadores.
3.13.5 Ensayo angiogenesis

Las células HUVEC fueron sembradas en cuadruplicados en una placa p96 y
preincubadas con 100 pl de exosomas derivadas de células transfectadas con ANp73f o
exosomas derivadas de células control Después de 24 horas, las células fueron tripsinizadas
y sembradas en una matriz de matrigel (10.6 mg/mL, Matrigel™ Basement Membrane
Matrix, BD Biosciences) con una nueva adicion de exosomas en una placa de 96. La matriz
se formo previamente a 37°C y 5% CO2 durante 1 hora. Después de 16 horas de incubacion,
las estructuras tubulares fueron analizadas y fotografiadas con la ayuda de un microscopio
invertido y una camara digital. Las estructuras vasculares fueron cuantificadas segun el

numero de nudos y vasos, y la longitud de cada uno de ellos.

3.14 Animales de experimentacion y xenotransplantes tumorales

Todos los experimentos con animales llevados a cabo en este trabajo se disefiaron de
acuerdo con las normas de experimentacion y bienestar animal del Hospital Universitario Puerta
de Hierro Majadahonda.

Para los experimentos de proliferacion y resistencia a drogas, se inyectaron
subcutanemente 1x10° células HCT116-pEGFP-1-ANp73 o HCT116-pEGFP-1 resuspendidas
en 20% de matrigel (10.6 mg/mL, Matrigel™ Basement Membrane Matrix, BD Biosciences) en
el flanco de X ratones atimicos (ratones Hsd:Athymic Nude-Foxnlnu, hembras, edad de 6
semanas, Harlan Laboratories). Los ratones fueron distribuidos en 7 grupos ( 5 por grupo): con
tumores generados por la linea HCT116-pEGFP-1-ANp73f y los generados por la linea control
HCTI116-pEGFP-1. El volumen tumoral se determin6 mediante los valores de didmetro
obtenidos con un calibre y aplicados a la siguiente formula: ancho” x largo x 0.52. Dos grupos,
uno por cada tipo de xenotransplate, se mantuvieron para evaluar la progresion del tamaiio

tumoral. En el resto de grupos, una vez que el volumen tumoral alcanzaba un tamaio entre 400
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— 600 mm’, se administraron las siguientes pautas de tratamiento: (i) oxaliplatino (3mg/kg), (ii)
cloroquina ( 20mg/kg), (iii) vehiculo y oxaliplatino (3mg/kg) y (iv) cloroquina ( 20mg/kg) y
oxaliplatino (3mg/kg). Desde el comienzo del tratamiento, las drogas se administraron via
intraperitoneal durate 5 dias, seguido de un periodo de descanso de 5 dias, pauta que se repitio
durante dos ciclos (Ta et al., 2009).

Para los experimentos con exosomas, 20 ratones fueron distribuidos en 4 grupos (5
ratones por grupo): un grupo de ratones con un tumor subcutdneo generado por la linea
HCT116-pEGFP-1 en uno de sus flancos, otro grupo de ratones con un tumor subcutaneo
generado por la linea HCT116-pEGFP-1-ANp73f en uno de sus flancos y un tumor HCT116-
pEGFP-1 contralateral, y dos grupos de ratones con tumores HCT116-pEGFP-1 y tratados con
exosomas derivados de células transfectadas con ANp73B y exosomas derivados de células
control. Para la inoculaciéon de exosomas, un dia después de la inoculaciéon celular, 200ul de
exosomas derivados de células con sobre-expresion de ANp73B o exosomas control
resuspendidos en PBS (20ug de proteina total) inyectaron por la vena de la cola 3 veces por
semana durante 3 semanas.

Al término de los experimentos o cuando los tumores alcanzaban un tamafio de
2000mm’, los ratones se anestesiaron via inhalatoria con isoflurano y se obtuvo una muestra de
sangre periférica por puncion intracardiaca en el ventriculo izquierdo. Posteriormente, los
ratones se sacrificaron y sus tumores se diseccionaron y procesaron para los analisis

correspondientes.

3.15 Analisis estadistico

Para las series de pacientes, se comprob6 a través del test de Kolmogorov-Smirnov que
los datos que representan la expresion génica y el ratio entre tejido tumoral y normal (T/N) no
seguian una distribucidon normal.. Por ello, fueron normalizados mediante la aplicacion del log;o,
y su analisis se realiz6 mediante el test de Spearman. Los niveles de CEA se contrastaron con
los niveles de ANp73 en exosomas en plasma y con la expresion de ANp73 en los tumores por
los test de Kruskal-Wallis y la Chi-cuadrado de Pearson. En los andlisis de supervivencia, la
relacion entre la probabilidad acumulativa de la supervivencia global y la supervivencia libre de
enfermedad asi como los predictores analizados, se calculd por el método de Kaplan-Meier, y
las diferencias significativas entre curvas se evaluaron con el test /ong-rank de Mantel. El
analisis multivariante para identificar los factores pronosticos independientes, se llevd a cabo
con el modelo de Cox. El riesgo relativo para todos los factores se calculd con intervalos de
confianza (IC) del 95%. Las posibles relaciones entre los distintos parametros clinico-
patologicos y la expresion de los distintos genes analizados se contrastaron con el test de

ANOVA.
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Los ensayos realizados con cultivos celulares y ratones se han representado como la
media + desviacion tipica de al menos tres experimentos independientes. Para valorar la
igualdad de varianzas se utiliz6 el test de Levene. Para el andlisis estadistico de los resultados se
ha utilizado el test de Student.

En todos los andlisis estadisticos se han considerado significativos (p) los valores
inveriores a 0,05 en contrastes de dos colas; todos ellos se han llevado a cabo con el programa

SPSS version 14.0 (SPSS Inc.,Chicago, IL).
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4 RESULTADOS
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4.1 Implicacion de las isoformas de 7P73 en procesos oncogénicos en cancer de colon.

Valor prondstico de su expresién aberrante.

4.1.1 Los niveles de expresion de las isoformas ATAp73 se asocian con estadio

tumoral

El estadio tumoral es el pardmetro clinico-patoldogico que de manera mdas ajustada
predice el pronostico de los pacientes con cancer de colon. En resultados previos del laboratorio
se encontrd una asociacion entre el estadio tumoral y los niveles de expresion de las isoformas
oncogénicas AEx2/3p73 y ANp73 en una serie de 113 pacientes diagnosticados con céncer de
colon (Dominguez et al., 2006b). De esta serie pudimos obtener datos de seguimiento a los 5 afios
de 77 pacientes. En este grupo se confirmé la asociacidén entre los niveles de expresion de
AEx2/3p73 y el estadio tumoral, siendo significativamente mayor para el estadio IV (P=0.04),
con medias geométricas de 0.24 para estadio I, 0.25 para estadio II, 0.16 para estadio IIl y 7 para
estadio IV. Se obtuvo el mismo resultado para la isoforma 4Np73, incrementandose sus niveles
de expresion en paralelo con el estadio tumoral (P=0.03), con medias geométricas de 0.009, 0.27,

0.36 y 5.33 en estadios I, 11, Il y IV, respectivamente.

4.1.2 Los niveles de expresion de las isoformas ATAp73 se asocian con el prondstico

de los pacientes

El periodo de seguimiento de la serie de 77 pacientes engloba el intervalo desde la
cirugia hasta la ultima visita médica o el fallecimiento del paciente. El seguimiento medio de la
serie ha sido de 70 meses (rango de seguimiento de entre 3 y 140 meses). Durante este periodo, se
registraron 19 recaidas (24.3%) y 21 fallecimientos (27%). La descripcion del nimero de recaidas
y de fallecimientos en las diferentes categorias para cada variable se detalla en la Tabla IV.

Supervivencia libre de enfermedad (SLE)

Para determinar la influencia del estadio y de los niveles de expresion de las isoformas
de TP73 sobre la SLE, se realizaron los analisis de Kaplan-Meier y Cox univariante. Como
esperabamos, el estadio tumoral se correlaciond en las dos aproximaciones con la SLE (P=0.002
y P=0.02 para los analisis de Kaplan-Meier y univariante, respectivamente). Los pacientes con
estadio tumoral III presentaban una tasa de SLE a los 5 afios del 59,6% (95% IC, 36.3-82.9),
76,4% (95% IC, 57.6-95.) con estadio tumoral I y un 100% con estadio tumoral 1. En el analisis
multivariante el estadio tumoral se mantiene como una variable independiente de prediccion de la
SLE (P=0.015). Entre los niveles de expresion de las isoformas de 7P73 y la SLE no se

encontraron asociaciones estadisticas.
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Recurrencias Exitus

Variable Categoria (n = 19/77) % (n=21/77) %

I 0/9 0 1/9 11

I 7/42 16,6 5/42 12

Estadio 1 9120 45 920 45

v 3/6 50 6/6 100
Invasién Vascular No 7/48 14,6 7/48 14,6

Si 12/29 41,4 14/29 48,3

Bien 8/50 16 11/50 22

Diferenciacion del tumor Moderado 10/22 45 9/22 41
Poco 1/5 20 1/5 20

Afectacion ganglionar No 8133 P 733 b

Si 11/24 46 14/24 58

Expresion AEx2p73 (bicentiles) Bajo 10/38 26 9/38 24
Alto 9/39 23 12/39 31

Expresion AEx2/3p73 (bicentiles) Bajo 11/38 29 8/38 21
Alto 8/39 21 13/39 33

Expresion ANp73 (bicentiles) Bajo 11/38 29 8/38 21
Alto 8/39 21 13/39 33

Expresion T4p73 (bicentiles) Bajo 11/38 29 12/38 32
Alto 8/39 21 9/39 23

Expresion ABCBI1 (bicentiles) Bajo 11/51 22 9/51 18
Alto 8/26 31 12/26 46

Expresion HMGBI (bicentiles) Bajo 3/26 11 4/26 15
Alto 16/51 31 17/51 33

Expresion CASPI (bicentiles) Bajo 10/38 26 12/38 32
Alto 9/39 23 9/39 23

Tabla V. Numero de recaidas y muertes en las diferentes categorias para cada variable.

Supervivencia global (SG)

La SG a los 5 afios de seguimiento fue del 57% (95% IC, 43.5-70.5%). Los analisis de
Kaplan-Meier y Cox univariante mostraban una correlacion entre el estadio tumoral y la SG,
siendo del 20% (95% IC, 0-55.1%), para los pacientes con estadio 1V, 32.4% (95% IC, 57.6-
95.2%) con estadio tumoral III, 76.7% (95% IC, 57.6-95.2%) con estadio tumoral I y un 87.7%
con estadio tumoral I. Mediante los mismos analisis estadisticos se encontr6é una asociacion entre
la SG y los niveles de expresion de 4Ex2/3p73 agrupados en bicentiles (P=0.038) (Figura 9.A).
Los pacientes con baja expresion de 4Ex2/3p73 presentaban una tasa de SG a los 5 afios del
66.8% (95% IC, 47.2-86.4), mientras que para aquéllos que presentaban niveles altos era del
48.2% (95% IC, 31.1-65.3). Ademas, se observd una tendencia para la expresion de ANp73
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(P=0.006), siendo la tasa de SG a los 5 afios del 72.4% (95% IC, 56.9-87) y del 39.6% (95% IC,

17.3-61.9) para los pacientes con baja y alta expresion, respectivamente (Figura 9.B).
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Figura 9. Niveles altos de expresion de las isoformas AEx2/3p73 (A) y ANp73 (B) disminuyen la
supervivencia global de los pacientes con CCR. Curvas de Kaplan-Meier y valores de P. Los niveles

de expresion se distribuyeron en niveles bajos y altos segiin la mediana.

4.1.3 La sobre-expresion de ANp73 modifica los niveles de ARNm de los genes
ABCBI, CASP1 y HMGBI in vitro

Con el fin de corroborar los resultados obtenidos por otros grupos in vitro, se evalud si
la sobreexpresion de ANp73 se asociaba a un aumento en la expresion de los genes ABCBI,
CASP1 y HMGBI. El incremento de expresion de ANp73 se asocid a un incremento significativo
mayor de 2 veces de los niveles de ARNm de los genes ABCBI y HMGBI. No se detectaron

modificaciones en los niveles de CASP]I.
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4.1.4 Los niveles de expresion de las isoformas ATAp73 se correlacionan con la

expresion de genes relacionados con resistencia a drogas

Se encontraron correlaciones directas estadisticamente significativas entre los niveles de
expresion de AEx2p73, AEx2/3p73 'y ANp73 y la expresion de HMGBI. En el mismo sentido, se
observo una tendencia entre los niveles de expresion de las mismas isoformas de 7P73 y ABCB1.

No se encontraron correlaciones para CASPI (Tabla V).

AEx2p73 AEx2/3p73 ANp73 TAp73
P<0.0001 P=0.012 P=0.04

HMGBI1 NS
r=0.4 r=0.28 r=0.23

ABCBI P=0.06 P=0.08 P=0.08 NS
r=20.28 r= 025 r=0.25

CASPI NS NS NS NS

P se calcula mediante el analisis de la varianza;
r representa el coeficiente de Pearson
NS, correlacion estadisticamente no significativa

Tabla VI. Correlaciones entre los niveles de expresion de las isoformas de TP73 y HMGB1, ABCB1 y

CASPI en pacientes con cancer de colon

4.1.5 Los niveles de expresion de los genes asociados con resistencia a drogas

HMGBI y ABCBI pueden predecir el prondstico de los pacientes

Supervivencia libre de enfermedad (SLE)

Para determinar la influencia de los niveles de expresion de ABCBI, CASP1 y HMGBI
sobre la SLE se llevaron a cabo los estudios de Kaplan-Meier y Cox univariante. No se
encontraron asociaciones estadisticas.

Supervivencia global (SG)

Los pacientes se agruparon en bicentiles segun la media de los niveles de expresion para
los genes HMGBI1, CASP1 y ABCBI. No se encontraron diferencias entre los grupos, asi que se
realizd una nueva division en terciles segin presentaban niveles de expresion bajos, medios o
altos para cada uno de los tres genes de estudio. No se encontrd ninguna asociacidon para la
expresion de HMGBI (P=0.1), siendo la tasa de SG a los 5 afios para pacientes con baja
expresion de HMGBI del 69.7 % (95% IC, 44.2-95.2), del 45.2% (95% IC, 24-66.4) con
expresion media y del 58.3 % (95% IC, 38.5-78.1) para aquéllos que presentaban niveles altos
(Figura 10.A). Sin embargo, la grafica de Kaplan-Meier mostraba que los grupos con niveles
medios y altos tenian un comportamiento similar (Figura 10.A). Asi, estos pacientes fueron

agrupados y los andlisis posteriores se llevaron a cabo con s6lo dos categorias: niveles de
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expresion de HMGBI bajos y altos. Cuando analizamos la SG en estos dos grupos se encontrd
una asociacion estadisticamente significativa (P=0.04) siendo la SG a los 5 afios para los
pacientes con baja expresion era del 69.7 % (95% IC, 44.2-95.2), mientras que para aquellos que

presentaban alta expresion era del 51 % (95% IC, 36.1-65.9) (Figura 10.B).
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Figura 10. Niveles altos de expresion de HM GBI disminuyen la supervivencia global de los pacientes
con CCR. Curvas de Kaplan-Meier y valores de P. A) Expresion de HMGBI1 distribuida en terciles
segiin niveles bajos, medios y altos. B) Expresion de HMGBI distribuida en dos grupos: niveles de
expresion bajos y altos (nueva variable combinando los niveles medios y altos).

Se realizé un procedimiento similar para el analisis de ABCB/.No se encontrd ninguna
asociacion para la expresion de ABCBI (P=0.1), ya que los pacientes con baja expresion de
ABCBI tenian una tasa de SG a los 5 afios del 74.9 % (95% IC, 55.7-94.1); del 69.6% (95% IC,
50.8-88.4) con expresion media y del 35.5 % (95% IC, 12.6-58.4) para aquéllos que presentaban
niveles altos (Figura 11.A). De manera similar a los resultados obtenidos con HMGBI, la gréfica
de Kaplan-Meier mostraba un comportamiento similar en los grupos con niveles bajos y medios
(Figura 11.A). Asi, estos pacientes fueron agrupados y se realizaron los estudios estadisticos con
solo dos categorias: niveles de expresion de ABCBI bajos y altos. Cuando analizamos la SG en
estos dos grupos se encontrd una asociacion estadisticamente significativa (P=0.03) siendo la SG
a los 5 afos del 71.8 % (95% IC, 58.3-85.3) y del 35.5 % (95% IC, 12.6-58.4) para los pacientes
con baja y alta expresion de ABCBI, respectivamente (Figura 11.B).

El anélisis multivariante mostraba que, ABCBI y HMGBI tenian un valor predictivo de
la SG independientemente de los niveles de expresion de 7P73, con una potencia similar al

obtenido con estadio tumoral (Tabla VI).
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Figura 11. Niveles altos de expresion de ABCBI disminuyen la supervivencia global de los pacientes
con CCR. Curvas de Kaplan-Meier y valores de P A) Expresion de ABCB1 distribuida en terciles
segiin niveles bajos, medios y altos. B) Expresion de ABCBI distribuida en dos grupos: niveles de

expresion bajos (nueva variable combinando los niveles bajos y medios) y altos.

4.1.6 La sobreexpresion de ANp73 incrementa la proliferacion celular y la resistencia

a drogas quimioterdpicas

Proliferacion celular

Para testar los efectos funcionales in vitro de la sobre-expresion de ANp73 se transfecto
de manera transitoria y estable la linea de cancer de colon HCT116 con una construccion de
ANp73p, incrementando la expresion de este gen en al menos 180 veces en el caso de la
transfeccion transitoria y 50 veces en el caso de la estable con respecto a las células control,
transfectacas con el vector vacio (Figura 12.A). Tras comprobar que la sobreexpresion de ANp73
no comprometia la viabilidad celular en ninguno de los casos (95-98%, datos no mostrados), se
observo que el namero de células y la tasa de proliferacion era mayor en aquéllas que expresaban
ectopicamente ANp73 (Figura 12.B, C y D). Ademas, se detectd una disminucion en el tiempo de
inicio de la proliferacion, y un incremento significativo en el ratio de proliferacion medida a
través del indice celular y la pendiente de la curva en un sistema R7-CES (Figura 12.E). La
evaluacion del perfil del ciclo celular confirm6 que las células que sobre-expresan ANp73
presentaban un porcentaje mayor de células en fase S y en mitosis (M), asi como un menor

numero celular en las fases G¢/G; (Figura 13).
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Analisis univariante Analisis multivariante

Variable Categoria
HR (95%CI) PValor HR (95% CI) P Valor
IvsII 1.6 0.19-12.86 0.66 0.57  0.06-5.5 0.63
Estadio IvsIII 8.8 1.13-68.5 0.037 7.18  0.86-60.1 0.069
IvsIV 765. 7.47-764.8  <0.0001 26.5 2.42-289.9 0.007
Invasién vascular Sivs No Sél 2.23-11.81  <0.0001
. 2.2
. L Bien vs Poco 0.83-6.3 0.11
Diferenciacion 9
tumoral Moderado vs Poco 1§6 021-13.64  0.62
, 7.2
LNM Sivs No 3 3.19-16.37  <0.0001
Bicentiles AEx2p73 Bajo vs Alto 155 0.7-3.35 0.28
Bicentiles AEx2/3p73 Bajo vs Alto 2é2 1.02-5.1 0.044
Bicentiles ANp73 Bajo vs Alto 2.1 0.94-4.68 0.07
. . . 0.7
Bicentiles T4p73 Bajo vs Alto 3 0.34-1,56 0.4
Bicentiles ABCB1 Bajo vs Alto 2é2 1.04-4.99 0.04 4.5 1.48-13.92 0.008
Bicentiles HUGB1 Bajo vs Alto 2i6 0.99-6.9 0.05 6.25 1.61-24.19 0.008
Bicentiles CASP1 Bajo vs Alto 067 0.31-1.57 0.39

Tabla VII. Analisis univariante y multivariante de la asociacién entre los niveles de expresion de las
isoformas de TP73 y ABCBI, HMGB1 y CASPI, y las caracteristicas clinico-patolégicas y la
supervivencia global de los pacientes con cancer de colon. Las casillas en blanco corresponden a las

variables que no muestran una relacién independiente con la SG en el analisis multivariante.
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Figura 12. La expresion ectépica de ANp73 incrementa la proliferacion en las células de cincer de
colon HCT116 (A) Niveles relativos de ARNm de ANp73 después de la transfeccién transitoria (72
horas) o estable; (B) Contaje celular; (C) Cuantificacion de la viabilidad celular mediante el ensayo
MTT 24, 48,y 72 horas post-transfeccion; (D) Evaluacién del inicio y la tasa de proliferacién medida
mediante el indice celular y la pendiente de la curva en el sistema RT-CES. El valor P se calculd
mediante los diferentes datos de indice celular en la fase exponencial de la curva de crecimiento. Los

resultados representan 3 experimentos independientes (*P<0,05; **P<0,01;***P<0,001).
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Figura 13. Las células con sobre-expresion para ANp73 modifican su ciclo celular. Cuantificacién de
las fases del ciclo celular mediante citometria de flujo en células con expresion ectopica de ANp73 y
su control. Los resultados representan 3 experimentos independientes (*P<0,05;

**P<0,01;***P<0,001).

La separacion de tres poblaciones segun niveles bajos, medios o altos de expresion de
ANp73 (Figural4.A) reveld que el incremento de la proliferacion celular era directamente

proporcional a la expresion del gen (Figura 14.B).
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Figura 14. El incremento de la proliferacion celular es proporcional a los niveles de expresion de
ANp73 (A) Poblaciones celulares que expresan de manera estable niveles bajos, medios o altos de
ANp73 relativos a los niveles expresados por células transfectadas de manera estable con el vector
vacio. (B) Cuantificacion de la viabilidad celular mediante el ensayo MTT en las lineas celulares con
niveles de expresién bajos, medios y altos para ANp73. Los resultados representan 3 experimentos

independientes (/VS, no significativo; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).
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Resistencia a tratamiento quimioterapéutico

Con el fin de evaluar la asociaciéon entre los niveles de expresion de ANp73 y la
respuesta al tratamiento con oxaliplatino, las células transfectadas con ANp73, tanto de manera
transitoria como estable, se trataron durante 36 horas con 100uM de oxaliplatino presentando un

20- 30% mas de viabilidad con respecto a las células control tras el tratamiento (Figura 15).
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Figura 15. La sobre-expresion de ANp73 induce resistencia al tratamiento con oxaliplatino en las
células de cancer de colon. Tras el tratamiento con 100uM de oxaliplatino durante 36 horas se evalué
la viabilidad celular mediante citometria de flujo, tanto en células transfectadas con ANp73
transitoriamente (A) como de manera estable (B). Los resultados representan 3 experimentos
independientes. (***P<0,001).

La disminucién en la induccion de apoptosis de las células se confirm6é mediante el
ensayo TUNEL ( Figura 16.A)y la evaluacion de los niveles de expresion de la proteina CASP3 (
Figura 16.B). Adicionalmente se observo que la resistencia al tratamiento con oxaliplatino era
directamente proporcional a los niveles de expresion de ANp73 bajos, medios y altos de nuestras

poblaciones de estudio (Figura 17). El tratamiento con oxaliplatino no modificé los niveles de

ANp73.
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Figura 16. La sobre-expresion de ANp73 previene la apoptosis desencadenada por el tratamiento con
oxaliplatino. (A) Analisis del nimero de células apoptéticas tras el tratamiento con oxaliplatino
mediante el ensayo TUNEL (20X) (B) Inmunotransferencia de CASP3 en células que sobreexpresan
ANp73 y en células control tras el tratamiento con oxaliplatino. Los resultados representan tres

experimentos independientes (*** P<0,001).
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Figura 17. La induccion de resistencia por ANp73 es directamente proporcional a su expresién. Tras
el tratamiento con oxaliplatino en las poblaciones de ANp73 se evalué la viabilidad celular mediante
citometria de flujo. Los resultados representan 3 experimentos independientes (* P<0,05;

#%%p<(), 001).

4.1.7 La isoforma ANp73 incrementa la proliferacion celular y la resistencia a

quimioterapicos “in vivo”

Para confirmar los efectos funcionales de ANp73 “in vivo” se inocularon
subcutaneamente 1x10° células transfectadas establemente con ANp73f o con el vector vacio
(pEGFP-1) en el flanco de 5 ratones atimicos y se realizé un seguimiento del tamafio tumoral. La
implantacion de los xenotransplantes tumorales derivados de células transfectadas con ANp73f se
produjo una media de diez dias antes que los xenotransplantes control. Ademas, la tasa de
implantacion de los xenotransplantes ANp73f era un 20% mayor que los derivados de las células
transfectadas con el vector vacio. También la tasa de proliferacion fue mayor que en los
xenotransplantes control (Figura 18.A). Asimismo, estos tumores mostraban un mayor nimero de
células positivas para el marcador de proliferacion Ki67 que los controles (P= 0,01 ) (Figura 18).

Para evaluar si los xenotransplantes tumorales transfectados con ANp73f desarrollaban
resistencia al tratamiento con oxaliplatino similar a los resultados obtenidos in vitro, una vez que

el volumen tumoral alcanzaba un tamafio entre 400—600 mm® se administrd a los animales un
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tratamiento con 3mg/kg de oxaliplatino durante dos ciclos de 5 dias cada uno, con un descanso
entre ellos del mismo tiempo (Ta et al., 2009). Tras el primer ciclo de tratamiento no se observo
un incremento del volumen tumoral en xenotrasplantes control comparado con los
xenotrasplantes de células con sobreexpresion de ANp73f8 (***P<0,001) (Figura 18.B). Ante el
incremento de la proliferacion en el grupo con xenotransplantes tumorales ANp73f, y teniendo en

cuenta los criterios de punto y final, no se pudo completar el segundo ciclo de tratamiento.
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Figura 18. La sobre-expresion de ANp73 incrementa la proliferacion celular y confiere resistencia al
tratamiento con oxaliplatino in vivo. (A) Analisis del crecimiento del xenotransplante tumoral en los
individuos sin tratamiento. (B) Inmunohistoquimica de Ki67 y su cuantificacion (C) Analisis del
crecimiento del xenotransplante tumoral en los individuos con tratamiento de oxaliplatino. (n=4

ratones por grupo; Prueba t de Student ; *P<0,05***P<0,001).
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4.1.8 ANp73 activa la ruta de autofagia

Para evaluar si la ruta de autofagia es activada por ANp73f se llevaron a cabo diferentes
aproximaciones. La conversion de la forma soluble de la proteina LC3 (LC3-I) a la forma
lipidada asociada a la membrana del autofagosoma, LC3-II, es un marcador caracteristico de la
autofagia. Mediante inmunocitoquimica se observo que la cantidad de LC3-II era mayor en las
células que sobreexpresan ANp73f (P=0.02) (Figura 19.A). El incremento en el nimero de
autofagosomas se confirmé mediante la deteccion de LC3I-II por inmunotransferencia. Ademas,
el tratamiento con el inhibidor cloroquina, que produce la acumulacién de los autofagosomas,

incrementa la acumulacion de LC3I-II en células transfectadas con ANp73f (Figura 19.B,C).
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Figura 19. La sobre-expresion de ANp73 incrementa el nimero de autofagosomas. En células que que
sobre-expresan ANp73 y su control (A) Inmunocitoquimica LC3-I-II, (B) Inmunotransferencia de
LC3-I-II sin o (C) con tratamiento de cloroquina. Los resultados representan tres experimentos

independientes (*** P<0,001).
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4.1.9 La autofagia inducida por ANp73 incrementa la resistencia al tratamiento con

oxaliplatino en células de cancer de colon.

Para examinar si la autofagia inducida por ANp73 es la responsable de la resistencia al
tratamiento con oxaliplatino se evalud, mediante el ensayo MTT, la muerte celular de las células
con sobre-expresion para ANp73f y las células control (pEGFP-1) incubadas con oxaliplatino y
con el inhibidor de autofagia cloroquina. Las células con sobre-expresion de ANp73f presentan
una mayor sensibilidad al oxaliplatino en presencia de cloroquina, igualando la induccion de
muerte por oxaliplatino a las de las células controles ( Figura 20).

Para confirmar la participacion de ANp73 en la induccion de autofagia que conduce a la
resistencia de las células de cancer de colon al tratamiento con oxaliplatino, se evalu6 la muerte
celular con los diferentes tratamientos cuando se interferia la expresion de ANp73. Para ello, se
evalud la muerte celular de las células HCT116 transfectadas con un siRNA para ANp73, o un
siRNA control, mediante el ensayo MTT. La transfeccion con el siRNA especifico para ANp73
disminuy6 la expresion del gen un 60% (Figura 21). Se observ6 una disminucion de la tasa de
proliferacion en las células transfectadas con el siRNA para ANp73, al compararlas con las
células control (Figura 21). Tras los correspondientes tratamientos, se observo que la disminucion

de los niveles de ANp73 sensibiliza a las células a los distintos tratamientos (Figura 21).

Figura 20. La inhibicién de la ruta de Tk
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Figura 21. La autofagia inducida por ANp73 protege contra la muerte celular inducida por
oxaliplatino. (A) Niveles relativos de expresién de ANp73 tras la transfeccion con el siRNA especifico.
(B) Cuantificacion de la viabilidad celular mediante el ensayo MTT en las lineas celulares
transfectadas con el siRNA especifico para ANp73 y su correspondiente control sin tratar y tras el
tratamiento con 100uM de oxaliplatino, 25uM de cloroquina o la combinacién de ambos, durante 36
horas. Los resultados representan tres experimentos independientes (*P<0,05; **P<0,01;

**%P<0,001).

4.1.10  La autofagia inducida por ANp73 incrementa la resistencia al tratamiento con

I

oxaliplatino “in vivo”

Para estudiar la implicaciéon de ANp73 en la via de autofagia y su relacion con la
resistencia desarrollada a oxaliplatino, se inocularon 1x10°células transfectadas establemente con
ANp73p o con el vector vacio (pEGFP-1) en el flanco de 5 ratones atimicos. Cuando el volumen
tumoral alcanz6 un tamafio de 400-600 mm’ se administraron a los animales cuatro tipos de
tratamientos: (i) oxaliplatino (3mg/kg), (ii) cloroquina ( 20 mg/kg), (iii) vehiculo y oxaliplatino
(3mg/kg) y (iv) cloroquina ( 20 mg/kg) y oxaliplatino (3mg/kg). Como hemos especificado en
ensayos con ratones anteriores, la alta tasa de proliferaciéon de los tumores ANp73f impidio
completar el segundo ciclo de tratamiento. Tras el primer ciclo de tratamiento se observé que solo
el tratamiento combinado con oxaliplatino y cloroquina disminuia el volumen tumoral en los

xenotranspalntes ANp73f comparado con los xenotrasplantes control (P = NS') (Figura 22).
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Figura 22. Efectos del tratamiento con oxaliplatino y cloroquina sobre los xenotransplantes
tumorales con sobre-expresion para ANp73 y sus controles. Analisis del crecimiento del
xenotransplante tumoral en los individuos tratados con oxaliplatino (3mg/kg), cloroquina (XXmg/kg)
, PBS y oxaliplatino (3mg/kg) y cloroquina ( XXmg/kg) y oxaliplatino (3mg/kg). (n=4 ratones por
grupo; Prueba t de Student ; *P<0,05;**P<0,01).

4.1.11  Los niveles de expresion de ANp73 se correlacionan con la expresion de genes

relacionados con el proceso autofdgico en pacientes con cancer de colon

Se examinaron los niveles de ARNm de ANp73 y de un conjunto de genes clave en la
activacion de la via de autofagia en muestras de tejido tumoral y en su correspondiente tejido
normal de 165 pacientes diagnosticados con cancer de colon. Los genes asociados con autofagia
se detectaron sobre-expresados en un 20-40 % de las muestras tumorales y se correlacionaron

directamente con los niveles de expresion de ANp73 (Tabla VII).

UKL1 ULK2 ATG4C ATG4D Beclinl

P<0.0001 P=0014 P<0.0001 P=0014 P=0,033
ANp73
r=0.352 r=0.217 r=0.407 r=0.203 r=0.199

P se calcula mediante el analisis de la varianza; r representa el coeficiente de Pearson
NS, correlacion estadisticamente no significativa

Tabla VIIIL. Correlaciones entre los niveles de expresion de ANp73 y ULKI1, ULK2, ATG4C, ATG4D Y

BECNI en pacientes con cancer de colon
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4.1.12  Los niveles de expresion de los genes relacionados con la via de autofagia

identifican subgrupos de pacientes con evoluciones diferente

El periodo de seguimiento de la serie de 175 pacientes engloba el intervalo desde la
cirugia hasta la ultima visita médica o el fallecimiento del paciente. El seguimiento medio de la
serie ha sido de 60 meses ( rango de seguimiento de entre 1 y 136 meses). Durante este periodo,
se registraron 23.6 % de recaidas y un 50% de fallecimientos.La descripcion del numero de
recaidas y de fallecimientos en las diferentes categorias para cada variable se detalla en la tabla

VIIIL.

Recurrencias Exitus

Variable Categoria (n = 41/175) % (n = 88/175) %
I 1/14 7 2/13 15.4
I 19/94 20,2 37/87 42.5
Estadio 1 29/67 $32 43064 672
v 0 0 11/11 100
Invasién Vascalar No 23/130 17.7 57/126 45.2
Si 26/45 57 36/49 73.4
Bien 12/79 15.7 29/75 38.6
Diferenciacion del tumor Moderado 29/89 32.6 57/92 61.9
Poco 717 100 7/8 87.5
Afectacion ganglionar No 20/108 18.5 40/100 40
Si 28/67 41.8 54/75 72
Expresion ULK1 Bajo 25/85 27 50/90 55.5
Alto 30/90 333 45/85 52.9
Expresion ULK2 Bajo 20/88 22.7 43/95 45,2
Alto 24/87 27.5 42/80 52.5
Expresion ATG4C Bajo 31/90 344 43/88 48.8
Alto 25/85 29.4 44/87 54
Expresion ATG4D Bajo 28/110 25.45 46/87 52.8
Alto 38/65 58.46 46/88 52.2
Expresion BECN1 Bajo 21/88 23.8 44/88 50
Alto 21/87 24.1 44/87 50.5

Tabla IX. Niimero de recaidas y muertes en las diferentes categorias para cada variable.
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Supervivencia libre de enfermedad (SLE)

Los pacientes se agruparon en bicentiles segiin la media de los niveles de expresion
para los genes ULKI, ULK2, ATG4C, ATG4D y BECNI. No se encontraron diferencias entre los
grupos, asi que se realizd6 una nueva divisiébn en terciles segun se presentaban niveles de
expresion bajos, medios o altos para cada uno de los genes de estudio. No se encontré ninguna
asociacion estadistica para ninguno de los genes de estudio. Sin embargo, la grafica de Kaplan-
Meier mostraba que los grupos con niveles bajos y medios de expresion de A7G4D tenian un
comportamiento similar (Figura 23). Asi, estos pacientes fueron agrupados y los analisis
posteriores se llevaron a cabo con solo dos categorias: niveles de expresion de ATG4D bajos y
altos. Cuando analizamos la SLE en estos dos grupos se encontr6 una tendencia entre la
asociacion de niveles altos de A7G4D en el tumor con una menor supervivencia libre de
enfermedad (P=0.06)(Figura 23) siendo la tasa de SLE a los 5 afios de 87,3% (95% IC, 78.5-
96.41%) y del 83,75% (95% IC, 63,79-104,7) para los pacientes con baja y alta expresion

respectivamente.
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Figura 23. Niveles altos de expresion de ATG4D disminuyen la supervivencia libre de enfermedad de
los pacientes con CCR. Curvas de Kaplan-Meier y valores de P. A) Expresion de ATG4D distribuida
en terciles segiin niveles bajos, medios y altos. B) Expresion de ATG4D distribuida en dos grupos:

niveles de expresion bajos ( nueva variable combinando los niveles bajos y medios) y niveles altos.
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Supervivencia global (SG)
Para determinar la influencia de los niveles de expresion de ULKI, ULK2, ATG4C,
ATG4D y BECNI sobre la SG se llevaron a cabo los anélisis de Kaplan-Meier y Cox univariante.

No se encontraron asociaciones estadisticas para ninguno de los genes de estudio.

4.2 Implicaciéon de las isoformas ATAp73 en comunicacion intercelular

4.2.1 Identificacion y caracterizacion de exosomas

Los exosomas se aislaron del medio de cultivo derivado de la linea celular HCT116
transfectada transitoriamente con una construccion de ANp73f y su respectivo control. Validamos
la identidad de los exosomas por microscopia confocal, microscopia electronica de transmission y
la presencia de marcadores de exosomas CD63 y CD9 (Peinado et al., 2012) (Figura 24.A,B).
Adicionalmente, se cuantifico la distribuciéon del nimero y del tamafio de los exosomas mediante
el sistema de caracterizacion de nanoparticulas LM10 (NanoSight) (Figura 24.C). No se

observaron diferencias en el nimero de exosomas liberados ( Figura 24.C).
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Figura 24. Analisis de la identidad de los exosomas. A) Imagenes representativas de exosomas por
microscopia confocal y microscopia electrénica, B) inmunotransferencia de CD63 y CD9 en exosomas
liberados por HCT116 transfectada transitoriamente con ANp73f y su respectivo control. C)
Identificacion del tamafio y cuantificacion de los exosomas liberados por las células que

sobreexpresan ANp73p, mediante el sistema de caracterizacion de nanoparticulas LM10 (NanoSight).
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4.2.2 ANp73p se incorpora en los exosomas liberados por células tumorales

Para comprobar si los exosomas liberados por células tumorales incorporaban la
isoforma ANp73p, la linea celular de cancer de colon HCT116 se transfectd transitoriamente con
una construccion de ANp734, incrementando la expresion de su mensajero 200 veces con respecto
a las células control, transfectadas transitoriamente con el vector vacio. Tras aislar los exosomas
del medio de cultivo de ambas transfecciones se observd que aquellos que procedian de las
células transfectadas con ANp73f contenian niveles mas altos de su ARNm que las células

control (Figura 25).
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Figura 25. Analisis de los niveles de expresion de ARN
mensajero por PCR cuantitativa a tiempo real en los
exosomas liberados por las células transfectadas

transitoriamente con ANp73f y su respectivo control.
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Para confirmar la ausencia del vector en el interior de los exosomas se realizd0 una

transformacion de bacterias E. Coli con el contenido de estos (Figura 26).

Figura 26. Transformacién bacteriana para
confirmar la ausencia del vector de expresion en
los exosomas liberados. La transformacion de E.
Coli se realizé con el vector (diluido 1/10) o con
el contenido de los exosomas derivados de
células HCT116 transfectadas con ANp73f y su

correspondiente vector vacio .
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4.2.3 La transferencia del ANp73p exosomal es especifica del tipo celular

Los exosomas empaquetan selectivamente ARNm particulares para ser transferidos a
células receptoras especificas en diferentes contextos (Mittelbrunn et al., 2011; Montecalvo et al.,
2012; Skog et al., 2008). Para confirmar la transferencia del mensajero de ANp73f a través de
exosomas se realizaron incubaciones de diferentes lineas celulares con exosomas liberados de las
células HCT116 transfectadas con 4Np73f o el vector vacio. En una primera aproximacion,
incubamos dos lineas de cancer de colon, HCT116 y SW480-ADH, con ambos tipos de exosomas
durante 72 horas. La incubacion de las células HCT116 con exosomas ANp73f incrementd sus
niveles de expresion en la célula receptora 52 veces con respecto a las mismas células incubadas
con exosomas control (P =0.0001) (Figura 27.A). En la linea celular SW480-ADH no se
observaron cambios (Figura 27.A). Con el fin de evaluar la generalizacion del proceso, se testo el
papel de otras lineas celulares de cancer de colon, SW1417 transfectada transitoriamente y la
linea HCT116 transfectada establemente, como donadoras de exosomas enriquecidos en ANp73f

(Figura 27.A). El trafico de exosomas se confirmé mediante el marcaje con PKH67 (Figura
27.B).
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Figura 27. La transferencia de ANp73f es especifica del tipo celular. A) Andlisis de la expresién de
ARNm de ANp73f por PCR cuantitativa a tiempo real en lineas celulares incubadas con exosomas
liberados por la linea HCT116 transfectada de forma transitoria o estable con ANp738 y su
correspondiente vector vacio. Se muestra la media + DS de 4 experimentos independientes (**p <
0.01). B) Trafico e incorporacién de exosomas en las células HCT116; se utilizo E-cadherina para el

marcaje de la membrana celular (rojo) y PKH67 para marcar los exosomas (verde).

RA



Adicionalmente, se evaluo si la transferencia del ANp73f contenido en exosomas podria
incorporarse en otros tipos celulares relacionados con el microambiente tumoral. Tanto en los
fibroblastos BJ como en las células endoteliales HUVECs se observdé un incremento de la
expresion de ANp73f4 de 22 y 98 veces respectivamente, tras 72 horas de incubacion (P=0.0001),

mientras que en pericitos no se encontraron diferencias (Figura 27.A).

4.2.4 ANp73p exosomal regula la proliferacion celular y confiere resistencia a drogas

en las células receptoras

En la primera parte de este trabajo hemos descrito que niveles altos de expresion de
ANp73p estan asociados con un incremento en la tasa de proliferacion y de la sensibilidad celular
a drogas quimioterapicas como el oxaliplatino. Para confirmar la funcionalidad “in vitro” del
mensajero de ANp73f incorporado en exosomas se realizaron ensayos de proliferacion y de
resistencia a drogas en las células receptoras. Mediante el ensayo de proliferacion celular MTT se
observd que las células HCT116 y los fibroblastos BJ incubados con exosomas ANp73f

incrementaban su tasa de proliferacion en mayor medida que las mismas incubadas con exosomas

control (Figura 28).
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Figura 28. La transferencia del ANp73f exosomal incrementa la proliferacion en las células
receptoras de cancer de colon (A) y en los fibroblastos (B). El tratamiento con los exosomas derivados
de lineas transfectadas con el vector vacio se utilizo6 como control. Representacion de cuatro

experimentos independientes (**P < 0.01).

Adicionalmente, se comprobd que las células HCT116 pre-tratadas con exosomas
ANp73p durante 72 horas mostraban un incremento en la tasa de supervivencia después de la
exposicion a oxaliplatino. (Figura 29). No se observaron diferencias en los experimentos de

angiogénesis realizados en células HUVEC pre-tratadas con exosomas ANp73f y control (Figura
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30). Estos resultados apoyan la funcionalidad “in vitro” de la isoforma ANp73f empaquetada en

los exosomas.
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Figura 29. La transferencia de ANp73f exosomal incrementa la resistencia a drogas en las células
aceptoras. Experimentos de resistencia a drogas analizados por MTT (A) y citometria de flujo (B). El
tratamiento con los exosomas derivados de lineas transfectadas con el vector vacio se utilizé6 como

control. Representacion de cuatro experimentos independientes (**p < 0.01).

HUVECs HUVECs + Exosomas control HUVECs + Exosomas ANp73f

Figura 30. Ensayo de formaciéon de vasos con células HUVECs después de los tratamientos con

exosomas ANp73f o exosomas control. Representacion de cuatro experimentos independientes.
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4.2.5 La transferencia de ANp73p exosomal en xenotransplantes tumorales regula su

crecimiento in vivo

Para confirmar la funcionalidad “in vivo” de ANp73f exosomal se inocularon
subcutaneamente 1x10°células HCT116-pEGFP-1-ANp73f o HCT116-pEGFP-1 en el flanco de
5 ratones atimicos y se evaluaron los niveles de ANp73f en los exosomas del plasma de los dos
grupos de individuos. Los ratones con xenotransplantes tumorales derivados de células
transfectadas con ANp73f presentaban niveles de expresion de esta isoforma en sus exosomas
mas altos que los del propio tumor y mas altos que los de los ratones controles (P=0.062)(Figura
31.A). Para evaluar si ANp73p contenido en los exosomas puede modificar el comportamiento del
tumor receptor confiriéndole potencial oncogénico in vivo, 20pug de exosomas liberados por las
células HCT116 transfectadas con ANp73f o de HCT116 control se inyectaron por la vena de la
cola 3 veces por semana, inmediatamente después de la inoculaciéon subcutdnea de las células
HCT116 en el flanco. Durante y al final del tratamiento, se observéd que el tamafio tumoral en los
ratones tratados con exosomas ANp73f era mayor que en el grupo control (P = 0.09 and P =
0.05, respectivamente)(Figura 31.B). Ademas, estos tumores mostraban un mayor numero de
células positivas para el marcador de proliferacion Ki67 que los controles (P = 0.04)(Figura
31.0).

Ademas, los ratones tratados con exosomas ANp73f presentaban niveles de expresion
de esta isoforma mas altos tanto en el tumor como en los exosomas aislados del plasma de estos

ratones, con respecto al grupo control (P = 0.029)(Figura 32).
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Figura 31. La transferencia del ANp73f exosomal confiere potencial oncogénico en los
xenotransplantes tumorales. A) Los niveles de expresion de ANp73 en el tumor y en los exosomas
después del tratamiento con exosomas. B) Analisis y cuantificaciéon del crecimiento tumoral durante
el tratamiento con los exosomas que contienen ANp73f y los exosomas control. C)

Inmunohistoquimica Ki67 en los xenotransplantes tumorales después del tratamiento.
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Figura 32. Niveles de expresion de ANp73 en exosomas y en el tumor (n= 4 ratones por grupo, Prueba
t de Student *P =0.01)
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Para evaluar si la agresividad de un tumor puede modificar el comportamiento y la
progresion de otro tumor mas indolente, se inocularon subcutanemente 1x10°células HCT116
con sobre-expresion estable de ANp73f en el flanco izquierdo y 1x10°células control (pEGFP-
1) en el flanco opuesto de 5 ratones atimicos. Se utilizd como control un grupo de 5 ratones
inoculados con 1x10°células control en un unico flanco. 13 y 15 dias después de la inoculacién,
los xenotransplantes tumorales derivados de células control en ratones que tenian un tumor
derivado de las células HCT116-pEGFP-1-ANp73p contralateral presentaban un tamafio tumoral
mayor que los tumores control (Figura 33.A). Estas diferencias en el tamafio tumoral se perdieron
20 dias después de la inoculacion celular, momento en el que se comenzo el tratamiento con
oxaliplatino. Tras el primer ciclo con oxaliplatino (5 dias de tratamiento con oxaliplatino
3mg/kg)(Ta et al., 2009), se encontrd que los tumores derivados de células control en ratones con
un tumor con sobre-expresion de ANp73f contralateral no respondian al tratamiento, mientras que
los ratones control presentaban una disminucion del tamafio tumoral (Figura 33.A). Aunque
durante el periodo de descanso en el tratamiento todos los xenotransplantes tumorales crecian, las
diferencias en tamafo se mantenian. Adicionalmente, los ratones con tumores ANp73f y pEGFP-

1 en flancos opuestos presentaban en sus exosomas niveles de expresion de ANp73 mas altos que

en los ratones control (Figura 33.B).
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Figura 33. Analisis del crecimiento tumoral de los xenotransplantes tumorales con un tumor
contralateral que sobreexpresa ANp73. Los ratones con un solo tumor control en uno de los flancos

se utilizaron como control.
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4.2.6  ANp73 esta contenido en los exosomas derivados de pacientes con cdancer de

colon

Se examinaron los niveles de ARNm de ANp73 en el tejido tumoral y en su
correspondiente tejido normal de 69 pacientes diagnosticados con céncer de colon.
Aproximadamente un 30% de los casos de cancer de colon presentaban sobreexpresion de al
menos dos veces ANp73 confirmando nuestros resultados previos. Ademas, se encontré una
tendencia entre la asociacion de niveles altos de 4Np73 en el tumor con estadios més avanzados
de la enfermedad (P=0.07) y con una menor supervivencia libre de enfermedad (P=0.1) (Figura
34).

Supervivencia acumulada
Supervivencia acumulada

0 20 40 60 80
Supervivencia libre de Supervivencia libre de
enfermedad (meses) enfermedad (meses)

Figura 34. Efecto de los niveles de 4Np73 sobre la supervivencia global, cuervas de Kaplan-Meier y
valores P. Los niveles de expresion se distribuyeron en niveles bajos, medios y altos (izquierda) y en
dos grupos: niveles de expresion bajos (nueva variable combinando los niveles bajos y medios) y
altos.

Para continuar con el estudio, se aislaron los exosomas de los 69 pacientes de cancer de
colon y de 12 individuos sanos utilizados como control. Los exosomas se identificaron por
microscopia electronica (Figura 35.A), sistema NanoSight (Figura 35.B) y mediante la evaluacion
de los niveles de las proteinas flotilina y CD9 (Silva et al., 2012). Tras el analisis de los
resultados se observé que los niveles de ANp73 en exosomas de pacientes de cancer de colon eran
estadisticamente mas altos que en los controles sanos (P < 0.00I; media geométrica en los
pacientes = 69.96 vs media geométrica en los controles sanos = 29.40; test de Kruskal-
Walis)(Figura 36.C). Ademas, se encontré que los niveles relativos de ANp73 en exosomas de
pacientes eran mas altos que en los tejidos (P < 0.00I)(Figura 35.D). Notablemente, no se
encontrd ninguna correlacion entre los niveles de ANp73 en los tumores y en los exosomas de los

pacientes. Tras cuantificar el nimero de exosomas en el plasma de los pacientes mediante la
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expresion de Ber-EP-4, la actividad acetilcolinesterasa y la concentracion de proteina total en
exosomas (Silva et al., 2012) se observo una correlacidon negativa entre los niveles de expresion
de 4Np73 en el tejido tumoral y los niveles de los tres pardmetros utilizados (P=0.03, r=-0.3;
P=0.007, r=-0.35; P=0.04, r=-0.3; respectivamente)(Figura 35.E).

Para confirmar que los exosomas derivados del plasma de los pacientes pueden
transferir el 4Np73 contenido, se incubaron las células HCT116 con exosomas con niveles
bajos/moderados o altos de ANp73. Las células aceptoras incrementaron los niveles de ARN
mensajero de ANp73 4,1 y 5,1 veces respectivamente, comparadas con la incubaciéon con
exosomas derivados de individuos sanos (P < 0.001 y P < 0.001, respectivamente) (Figura 36).
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Figura 35. Analisis de los niveles de 4Np73 en los exosomas derivados de pacientes con cancer de
colon. La identidad de los exosomas se determiné por microscopia electronica (A) y por el sistema
NanoSight (B). Analisis estadistico de los niveles relativos de ARNm de 4Np73 en los exosomas
circulantes en el plasma de los pacientes con cincer de colon y de individuos sanos (C). Los niveles
relativos de expresiéon de ANp73 fueron evaluados tanto en los exosomas como en los tumores
primarios (D) (Prueba U Mann- Whitney ). Correlaciones entre los niveles de ARNm de 4Np73 en el

tumor primario y la cantidad de exosomas presentes medidos por Ber-EP4, niveles de proteina y la
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actividad acelicolinesterasa (E) (El valor P se calculé mediante el analisis de la varianza; r es el

coeficiente de Pearson).

*k

6_ *k

Figura 36. Analisis por PCR cuantitativa a tiempo real de los

Niveles relativos ANp73
&

2 niveles de expresion de ANp73 en la linea celular HCT116
0. tras ser incubada con exosomas derivados de individuos
§°% ¢\">§ «"& sanos y pacientes con cancer de colon con niveles bajos o
o Q \J
& . ové ov‘k altos del gen (Prueba t de Student )
& & »
A s &
&
& N
& &
x@ X@

4.2.7 Valor pronostico de ANp73 exosomal

Se examinaron los niveles d¢ ARNm de ANp73 contenido en los exosomas del plasma
de 69 pacientes diagnosticados con cancer de colon. El seguimietno medio de la serie ha sido de
19 meses (rango de segumiento 1-72 meses). Durante este periodo el 24% de los pacientes
sufrieron una recaida mientras que el 16 % falleci6. La descripcidon del numero de recaidas y de

fallecimentos en las diferentes categorias para cada variable se detalla en la tabla I1X.

I 1/5 1.5 0/5 0
11 6/30 8.7 4/30 5.8
Estadio

I 13727 19.0 7/27 10.1

v 4/7 5.8 5/7 7.2
No 11/45 15.9 7/45 10.1

Invasion Vascular

Si 13/24 18.8 8/24 11.6

Bien 2/9 2.9 0/9 0
Diferenciacion del tumor Moderado 14/48 2.0 7/48 10.1
Poco 8/12 11.6 8/12 11.6
No 9/38 13.0 7/38 10.1

Afectacion ganglionar

Si 15/31 2.2 8/31 11.6

Expresion ANp73 exosomal Bajo 6/24 8.6 3/23 43
Alto 18/45 2.6 12/46 17.4

Tabla X. Nimero de recaidas y muertes en las diferentes categorias para cada variable
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Hemos observado que los pacientes con niveles de ANp73 exosomal mas altos se

asociaban con una mayor expresion de CEA en las muestras de plasma (P=0.008)(Figura 38.A).

Supervivencia libre de enfermedad (SLE)

Se realizaron los andlisis de Kaplan-Meier y univariante para determinar la influencia
de los niveles de expresion de ANp73 exosomal en la SLE. Los pacientes se agruparon en terciles
segin niveles de expresion bajos, medios o altos de ANp73. No se encontré ninguna asociacion
(P=0.3), pero la grafica de Kaplan-Meier mostraba que los terciles con niveles medios y altos
tenian un comportamiento similar (Figura 38.B). Asi, estos pacientes fueron agrupados y los
analisis posteriores se llevaron a cabo con s6lo dos categorias: niveles bajos y altos de expresion
de 4Np73. Cuando analizamos la SLE en estos dos grupos se encontré una tendencia (P=0.07);
los pacientes con baja expresion presentaban una SLE a los 5 afios del 57% (95% IC, 51-60%),

mientras que los pacientes con alta expresion presentaban un 49%) (Figura 38.B)

Supervivencia Global (SG)

Se realizaron los andlisis de Kaplan-Meier y univariante para determinar la influencia
de los niveles de expresion 4Np73 exosomal sobre la SG. De nuevo los pacientes se agruparon en
terciles segun niveles de expresion bajos, medios o altos de 4ANp73. No se encontrdé ninguna
asociacion (P=0.3), pero la grafica de Kaplan-Meier mostraba que los terciles con niveles medios
y altos tenian un comportamiento similar (Figura 38.C). Asi, estos pacientes fueron agrupados y
los andlisis posteriores se llevaron a cabo con sélo dos categorias: niveles bajos y altos de
expresion de 4Np73. Cuando analizamos la SLE en estos dos grupos se encontr6 una tendencia
(P=0.1); los pacientes con baja expresion presentaban una SLE a los 5 anos del 59% (95% IC,
53-65%), mientras que los pacientes con alta expresion presentaban un 55% (95% IC, 50-60%)
(Figura 38.C).

No se encontrd ninguna asociacion entre la SLE o la SG y la concentracion de proteina

exosomal .

as



Log ANp73 exosomal

5.00 1
2.50
0.00 -
P=0.008
<3 >3
CEA

Niveles ANp73 exosomal

B
5
i 1.00
=
g 0.80
=
9
S 0.60
« 1
-a :
S 040 I
2 !
Z 020 i
2 i
g 0,004 1 P=0.3
2] 1 1 1

20 40 60

C SLE (meses)
3 i
= 1.00
=
g 0.80
=
(5]
S 0.60
8
=
S 040
Z
Z 0.20
2 P=0.3
= 0.00 =0
»n 1 1 1 1

20 40 60 80
SG (meses)

Cumulative survival

Supervivencia acumulada

Supervivencia acumulada

1.00 . Bajo
- I—I—_—- -- Alto
0.80 My,
0.60 -y
| Sy

0.40

0.20

0.00 P=0.07
I I I I I
0 20 40 60 80

SLE (meses)
1.00H =3
0.80 - T
T

0.60

0.40 Bajo

0204 ~777C Alto

0.00 P=0.1
1 1 1 1 1
0 20 40 60 80

SG (meses)

Figura 37. Asociacion entre los niveles de ANp73 y el prondstico de los pacientes con cincer de colon

(A) Correlacion entre los niveles de ARNm de ANp73 en exosomas y CEA (P valor se calculd

mediante el analisis de la varianza; r es el coeficiente de Pearson). La influencia de los niveles de

ANp73 exosomal sobre la supervivencia libre de enfermedad (B) y la supervivencia global (C).Curvas

de Kaplan-Meier y valores de P. Los niveles de expresion de 4Np73 en exosomas se distribuyeron en

terciles (izquierda) y en dos grupos segiin niveles de expresion bajos (nueva variable que combina los

niveles bajos y medios) y altos (derecha).
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5 DISCUSION
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5.1 Implicacion de las isoformas de T7P73 en procesos oncogénicos

Son varios los trabajos publicados hasta la actualidad que muestran una asociacioén
entre la sobre-expresion de isoformas especificas de 7P73 con parametros clinico-patologicos
de los tumores cldsicamente relacionados con un peor prondstico ( Dominguez et al., 2006b).
Sin embargo, el impacto de esta alteracion en la supervivencia de los pacientes ha sido abordada
unicamente en una minoria de ellos (Soldevilla et al., 2013). Los andlisis realizados en muestras
de pacientes diagnosticados con diversos tipos de tumores han mostrado la co-expresion tanto
de las variantes supresoras tumorales (74p73) como de aquellas a las que se les confiere un
potencial oncogénico (ATAp73), aunque parece que la sobre-expresion de las variantes 4TAp73,
y especificamente ANp73, es la responsable de la cortas supervivencias en neuroblastoma
(Casciano et al., 2002), meduloblastoma (Zitterbart et al., 2007), tumores pulmonares (Uramoto
et al., 2004), hepatocelulares (Miiller et al., 2005) de ovario (Concin et al., 2005), de mama
(Dominguez et al., 2006b) y de células escamosas cervicales (Liu et al., 2006). En otros tipos de
cancer aunque es patente la implicaciéon de esta isoforma en el desarrollo tumoral, no se
presentan datos de seguimiento de los pacientes en las series analizadas. So6lo dos trabajos
describen la asociacién entre la sobre-expresion de la variante 4Ex2/3p73 y un peor prondstico
de pacientes diangosticados con cancer de mama ( Dominguez et al., 2006b) y gliomas (Wager
et al., 2006). En cancer colorrectal s6lo dos trabajos previos han evaluado el posible valor de las
alteraciones en los niveles de expresion de 7P73 como marcador prondstico independiente. En
estos, los autores han analizado los niveles totales de expresion de TP73, utilizando cebadores
que no discriminan entre las distintas variantes, no considerando asi qué isoformas especificas
estan asociadas con los prondsticos mas desfavorables (Sun, 2002; Toumi et al., 2010). Dada la
generacion de multiples variantes de 7P73 con funciones opuestas durante el contexto tumoral,
y aunque sus niveles generales podrian ser utilizados como un parametro clinico, probablemente
seria mas aconsejable centrarse en aquellas variantes que confieren caracteristicas ventajosas a
las células tumorales durante el proceso tumorigénico, debido a que potencialmente predeciran
el prondstico de los pacientes de una manera mas ajustada. En nuestra primera serie de
pacientes diagnosticados con CCR hemos determinado que tanto ANp73 como AEx2/3p73
podrian predecir la SG, asocidndose la sobre-expresion de ambas isoformas con supervivencias
mas cortas, aunque solo el estadio patoldgico aparece como un predictor independiente en el
analisis multivariante. Asi, nuestros primeros resultados apuntan que las variantes ANp73 y
AEx2/3p73 podrian ser las responsables en céncer colorectal de las propiedades oncogénicas
atribuidas anteriormente a 7P73. Es importante tener en cuenta que un alto porcentaje de las
muestras tumorales de los individuos de nuestra serie presentan altos niveles de expresion tanto
de las formas TAp73 como de las 474p73. Sin embargo, el hecho de que, a nivel de proteina, la
estabilidad de las formas ATAp73 sea mayor inclinaria el ratio 74p73/ ATAp73 a favor de las

ultimas, facilitando sus actividades pro-tumorales. Ademas, la presencia de las variantes
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ATAp73, incluso a niveles bajos, suprimiria la actividad transcripcional de 74p73, y por tanto,
sus actividades supresoras tumorales (Grob et al., 2001; Stiewe et al., 2002). En este sentido, el
uso de compuestos que incrementen la estabilidad de 74p73 o regulen negativamente a las
variantes 4TAp73, como netrin-1, Vitamina D, algunos componentes del vino tinto u otros
(Achour et al., 2013; Diaz et al., 2010; Onoda et al., 2011; Shammas et al., 2006; Sharif et al.,
2010; Tiwary et al., 2011; Wong et al., 2011) podria ser una forma interesante de disminuir la
oncogenicidad del ambiente tumoral.

La asociacion que encontramos entre los niveles altos de expresion de las isoformas
ATAp73 con un peor pronostico de los pacientes podria deberse a la regulacién por parte de
estas de una serie de genes diana implicados en procesos de resistencia, invasividad y otros
procesos tumorigénicos. Algunos genes relacionados con la pérdida de sensibilidad a los
tratamientos quimioterapicos como ABCBI, HMGBI y CASPI, entre otros, se han descrito
como dianas transcripcionales de 7P73. Concretamente, algunos estudios apoyan la regulacion
positiva de la expresion de ABCBI y HMGBI por las variantes 474Ap73(Johnson et al., 2005;
Uramoto et al., 2003; Vilgelm et al., 2008b) mientras que serian las isoformas TAp73 las
encargadas de transactivar a CASPI(Jain et al., 2005). Estos estudios previos apoyan los
resultados obtenidos en la primera parte de este trabajo en la que observamos que existe una
correlacion directa estadisticamente significativa entre la expresion de AEx2p73, AEx2/3p73 y
ANp73 y los niveles de HMGBI in vitro y en los pacientes. En el mismo sentido, encontramos
una tendencia entre los niveles de expresion de estas isoformas y ABCBI. Estos resultados
apoyan la posible regulacién in vivo de HMGBI y ABCBI por las isoformas 47A4Ap73 en
carcinoma de colon. Probablemente, en una serie con un mayor numero de individuos las
correlaciones encontradas alcanzarian una mayor potencia estadistica. Por otro lado, y aunque
CASPI también se ha descrito in vitro como diana de TAp73 (Jain et al., 2005), no hemos
encontrado correlaciones estadisticamente significativas en nuestra serie de pacientes. Es
posible, como hemos comentado anteriormente, que en el contexto tumoral del paciente la
sobre-expresion de las formas oncogénicas junto con las supresoras, se traduzca en un
inhibicion de la actividad trascripcional de estas ultimas por las primeras.

Adicionalmente, nuestros resultados muestran que la sobre-expresion tanto de ABCB1
como HMGBI se asocia con supervivencias mas cortas de los pacientes con cancer de colon.
Mediante el analisis multivariante, en el que se incluyen los pardmetros clinico-patologicos de
los tumores y los niveles de expresion de las isoformas de TP73, HMGBI, ABCBI y CASP1
hemos observado que, junto con estadio tumoral, HMGB1 y ABCBI1 son indicadores potentes e
independientes de SG. Estos datos ponen de manifiesto la importancia de la identificacion de
dianas especificas de las isoformas 4TA4p73, responsables de sus funciones oncogénicas y que,
ademas, podrian predecir el pronostico de los pacientes mejor que ellas mismas, pudiendo

utilizarse como marcadores pronodstico en la practica clinica. Hasta la fecha, poco se sabia sobre
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la relevancia clinica de ABCBI y HMGBI en la supervivencia de los pacientes con cancer
colorrectal, aunque algunos estudios centrados en otros tipos tumorales se ha descrito la
asociacion entre su elevada expresion y supervivencias mas cortas de los pacientes (Sinicrope et
al., 1994; D. Wu et al., 2008; Yao et al., 2010, p. 1).

Aunque hay varios trabajos que describen las etapas del proceso tumoral donde las
isoformas de 7P73 podrian estar implicadas, muchos de los datos publicados no son
concluyentes o no han sido corroborados por otros grupos. En este contexto, nuestros datos
muestran por primera vez una relacion directa entre la sobre-expresion de ANp73 y un aumento
de la tasa proliferativa de las células tumorales. Ademads, los resultados de este trabajo
corroboran los datos obtenidos por otros grupos en otros tipos tumorales en los que una menor
sensibilidad a los tratamientos quimioterapicos estd asociada a niveles altos de expresion de
ANp73. El hecho de que la tasa de proliferacion y la resistencia al tratamiento con oxaliplatino
sea mayor en las células de céncer de colon que expresan ectopicamente ANp73, siendo el
incremento de ambos fendmenos directamente proporcional a los niveles de expresion de esta
isoforma, refuerza nuestra hipétesis sobre el potencial oncogénico de ANp73 y su implicacion
en etapas concretas del proceso tumoral. A pesar de los resultados opuestos de algunos grupos
en los que la sobre-expresion de 4Np73 no se traducia en in incremento de la proliferacion
celular (Marabese et al., 2005) y de la controversia que ha surgido a partir de los tltimos
trabajos que describen a TAp73 como un regulador central del metabolismo celular e importante
inductor de proliferacion celular, incluso en presencia de ANp73 y de formas mutantes de P53
(Amelio et al., 2013; Du et al., 2013; Jiang et al., 2013b; Velletri et al., 2013)., tanto los datos in
vitro como los obtenidos en nuestros experimentos en ratones muestran un claro incremento en
la tasa de crecimiento en células o xenotransplantes tumorales que sobre-expresan ANp73.
Algunos autores apuntan que el papel de supresor u oncogénico de 74p73 es dependiente del
tipo y contexto celular y que en el caso de osteosarcoma (La Sala et al., 2003; Park et al., 2004),
su sobre-expresion puede estar relacionada con funciones pro-tumorigénicas. Ademas, dada la
controversia surgida a partir de los ultimos trabajos que describen a 74p73 como un regulador
central del metabolismo e importante inductor de proliferacion celular (Amelio et al., 2013;
Rabinowitz and White, 2010; Velletri et al., 2013,) incluso en presencia de A Np73 y de formas
mutantes de P53, no podemos descartar que en un determinado contexto tumoral la activacién
por las formas TAp73 de rutas metabolicas especificas confiera ventajas a las células tumorales
que, junto con las actividades oncogénicas de ANp73, puedan resultar en un tumor mas
agresivo. Por otro lado, el desarrollo de resistencia al oxaliplatino en las células de cancer de
colon con expresion ectopica de ANp73 descrita en nuestros resultados in vitro e in vivo apoyan
los datos descritos en otros trabajos realizados en otros tipos tumorales y con el uso de otras
drogas en los que la presencia de altos niveles de ANp73 se asocian con procesos de resistencia

a los quimioterapicos convencionales (Concin et al., 2005; Schuster et al., 2010; Thangasamy et
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al., 2010). Aun asi un estudio reciente muestra resultados opuestos, en los que la expresion de
ANp73 no afecta a la sensibilidad de las células tratadas con cisplatino (L66f et al., 2012). Esta
controversia pudiera deberse a que la implicaciéon de ANp73 en la respuesta al tratamiento sea
especifica de algunos platinos. Existen datos contradictorios en cuanto a la modificacion de los
niveles endogenos de las isoformas de 7P73 tras la exposicion a oxaliplatino. Asi, algunos
trabajos describen la sobre-expresion de las isoformas 7Ap73 como consecuencia del
tratamiento con oxaliplatino, respuesta potencialmente supresora tumoral que podria asociarse
al dafio genémico inducido (Herreros-Villanueva et al., 2010), sin embargo otros estudios no
observan esta alteracion en la expresion (Koivusalo et al., 2002; Wakasugi et al., 2007). En
nuestro caso, no hemos detectado modificaciones en los niveles de las isoformas de 7P73 como
consecuencia del tratamiento citotoxico. Es posible que en aquellas células que previamente
cuentan con una alta expresion de ANp73 y, por tanto resistentes al tratamiento con el
oxaliplatino, sean seleccionadas gradualmente, dando lugar a un fenotipo tumoral resistente.

El auge en el conocimiento de la ruta de autofagia y su papel dual durante el proceso
tumoral la sitiia como un posible contribuyente al fenotipo maligno, y mas especificamente,
como un mecanismo de resistencia a los tratamientos convencionales contra el cancer, aunque
poco se sabe sobre los genes que desencadenan esta respuesta.

El hecho que nosotros describimos en este trabajo en el que la sobre-expresion de la
isoforma ANp73 promueve fendmenos de quimio-resistencia, junto con los datos descritos por
distintos autores en los que las variantes 74p73 podrian regular la via de autofagia mediante la
modulacion de algunos genes diana de la ruta mTOR(Rosenbluth et al., 2008) o de algunos
genes clave el desarrollo de la ruta (Kenzelmann Broz et al., 2013) sitian al proceso de
autofagia como una via atractiva en la que centrar nuestros esfuerzos. Asi, los resultados que
hemos obtenido indican que el aumento de la autofagia en las células con sobre-expresion de
ANp73 podria ser responsable, al menos en parte, del fenotipo resistente al oxaliplatino
promovido por la misma. Este dato se ve reforzado por los resultados que muestran que la
inhibicion de la ruta autofigica con cloroquina en células que sobre-expresan ANp73
sensibilizan a estas al tratamiento con oxaliplatino in vitro y en los animales de experimentacion
sujetos de estudio. La activacion del sistema inmune y la acumulacion de P53 produciendo
parada del ciclo celular deencadenada por la cloroquina (Kimura et al., 2013)podria explicar la
disminuciéon de la viabilidad celular detectada después del tratamiento. El hecho de que no
obtengamos este efecto en los xenotransplantes tumorales derivados de las células con sobre-
expresion para ANp73 revela la agresividad de este fenotipo tumoral.

En los pacientes con céancer colorrectal encontramos una correlacion directa
estadisticamente significativa entre la expresion de ANp73 y los niveles de ULKI, ULK2,
ATG4C, ATG4D y BECNI, dato que nos hace proponer a estos genes relacionados con el
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proceso de autofagia como potenciales dianas de la isoforma ANp73 in vivo. Estos resultados
apoyan igualmente su posible participacion en la induccion de la via ante un determinado
contexto fisioldgico, como lo es la sobre-expresion de ANp73 durante el desarrollo tumoral. De
los genes de esta via analizados ATG4D podria predecir el prondstico de los pacientes con
cancer de colon. Hasta la fecha, ninglin trabajo ha descrito la relevancia clinica de los genes
ULKI, ULK2, ATG4C y ATG4D. Sin embargo, los estudios sobre la asociacion entre los niveles
de expresion de BECNI con el pronostico de los pacientes con cancer muestran datos
controvertidos. Es posible que la implicaciéon de estos genes de la ruta de autofagia en la
supervivencia de los pacientes con cancer dependa del tipo tumoral, en este sentido aunque
nuestros datos apoyarian a BECNI como diana de 4Np73 en céancer colorrectal no lo muestran
como un marcador con posible valor prondstico. Algunos estudios afirman que la progresion de
las lesiones tumorales de colon esta acompafiada del incremento de los niveles en los
marcadores de autofagia (Selvakumaran et al., 2013) al igual que ocurre con los niveles de
ANp73 (Dominguez et al., 2006b) lo que es acorde a los resultados que presentamos.

Podemos concluir que multiples estudios apoyan el papel oncogénico de las isoformas
ATAp73( Refs), aunque todavia se desconocen los mecanismos y dianas responsables de estas
funciones. En la primera parte de este trabajo, se describe el impacto de la expresion de las
diferentes isoformas de 7P73 en la supervivencia de los pacientes con cancer de colon. Ademas,
se describen genes diana de las isoformas ATAp73 que podrian utilizarse como marcadores
prondstico. Concretamente, la sobre-expresion de ABCBI y HMGBI predice de manera robusta
e independiente, junto con estadio tumoral, la supervivencia global de los pacientes
diagnosticados con cancer de colon. El incremento en la tasa proliferativa de las células que
sobre-expresan la variante ANp73 y su mayor resistencia a los tratamientos quimioterapicos
podrian ser la causa de las supervivencias mas cortas en los pacientes. Esta menor sensibilidad a
los agentes genotdxicos de aquellos tumores que presentan niveles elevados de ANp73 podria
deberse, en parte, a la induccion por esta isoforma de la ruta de autofagia, aunque se abordaran
en el futuro otras vias relacionadas con procesos de quimiorresistencia como posibles dianas de

ANp73 e igualmente responsables del fenotipo resistente.
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5.2 Implicacién de las isoformas ATAp73 en comunicacién intercelular

En los ultimos afos los exosomas derivados de las células tumorales estdn emergiendo
como mediadores sistémicos de la informacion oncogénica entre células a través de la
trasferencia horizontal de ARNm, microARN, ADN y proteinas durante el proceso tumoral
(Peinado et al., 2012; Thakur et al., 2014; Zhuang et al., 2012) (Ref). Recientes estudios han
descrito que el contenido exosomal es biologicamente activo en la célula receptora pudiendo
alterar el destino final de ésta (Peinado et al., 2012; Taylor and Gergel-Taylor, 2005; Valadi et
al., 2007)(Ref). Por ello, la identificaciéon de la carga molecular de los exosomas es esencial
para determinar su funcion durante etapas especificas del proceso tumoral.

Algunos trabajos han sugerido que la carga genética exosomal no es un simple reflejo
del contenido de la célula de origen, si no que el contenido de ARNs especificos es
selectivamente empaquetado en los exosomas (Baj-Krzyworzeka et al., 2006; Koga et al., 2005;
Mittelbrunn and Sanchez-Madrid, 2012; Montecalvo et al., 2012)(Refs), indicando la existencia
de mecanismos especificos, y todavia desconocidos, que controlan la liberaciéon de una carga
concreta. En la segunda parte de este trabajo mostramos resultados que apoyan esta hipotesis.
Por un lado, hemos observado que, a pesar de que no existen diferencias en el nimero de
exosomas liberados, aquellos que derivaban de las células que sobre-expresan ANp73 contienen
niveles mas altos de su ARNm que las células control. Asimismo, los exosomas derivados del
plasma de donantes sanos contienen niveles de ANp73 mas bajos que aquellos obtenidos de los
pacientes con cancer de colon. Ambas aproximaciones sugieren que aquellas células que
presentan niveles de expresion de ANp73 mas altos podrian empaquetar una mayor cantidad de
su ARNm en sus exosomas.Sin embargo, el hecho de que los niveles relativos de ANp73 en los
tejidos tumorales sean mas bajos que en los exosomas derivados de ese individuo, siguiere que
el ANp73 exosomal no es un reflejo directo del contenido de la célula de origen. Asi, a pesar de
los altos niveles de ANp73 que puedan existir en células o tejidos de origen, los resultaddos
parecen apuntar a la existencia de un mecanismo de enriquecimiento de ANp73 en los exosomas
liberados por las células tumorales. Sin embargo, todavia no ha sido descrito ningin proceso
para ANp73 u otros ARNm.

Es llamativa la correlacién inversa que hemos observado entre la cantidad de
exosomas liberados en los pacientes con cancer de colon (cuantificados por la expresion de Ber-
EP4, la actividad acetilcolinesterasa y la concentracion de proteina exosomal) y la cantidad de
ANp73 en el tejido. Dados los resultados, claramente son necesarios experimentos adicionales
para evaluar si ANp73 esta implicada en el mecanismo de liberacion de exosomas in vivo.

Aunque los resultados obtenidos del estudio del raton nulo especifico para ANp73
apoyan el papel oncogénico de esta isoforma, dado que son animales mas susceptibles al

desarrollo de tumores (Wilhelm et al., 2010), pocos estudios lo relacionan con etapas o procesos
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especificos durante la tumorogénesis. Los resultados obtenidos en la segunda parte de este
trabajo describen una nueva posible implicacion de ANp73 durante el proceso tumoral, siendo
especificamente empaquetado en los exosomas derivados de las células tumorales e incorporado
selectivamente por diferentes células del ambiente tumoral, epiteliales, endoteliales y
fibroblastos, donde es funcionalmente activo y capaz de ejecutar sus fuciones oncogénicas, tales
como conferir un incremento en la tasa de proliferacion celular y la perdida de sensibilidad a
drogas quimioterapéuticas como el oxaliplatino, propiedades descritas en la primera parte de
este trabajo. La transferencia de informacion genética que regule procesos de proliferacion y
supervivencia a clones tumorales que no han adquirido estas capacidades, puede suponer una
clara ventaja para la progresion tumoral. Asimismo, la adquisicién de informacién por parte de
los fibroblastos asociados al tumor (del inglés Cancer Associated Fibroblast, CAF)
incrementando su proliferacion y resistencia, podria directamente beneficiar a la proliferacion
tumoral, la invasion y la metastasis (Xing et al., 2010). Asi, el aumento del potencial
proliferativo de los fibroblastos podria desencadenar la activacion de vias de sefalizacion
implicadas en la ganancia de propiedades de los CAF(Pruitt et al., 2012). Es incuestionable,
que la descripcion por la comunidad cientifica de funciones nuevas, especificas y oncogénicas
para ANp73f nos ayudard a aclarar su funcion cuando es empaquetado y liberado al ambiente
tumoral, asi como su posible explotacién en la préctica clinica.

Los experimentos realizados en ratones también apoyan la funcionalidad de ANp73f
en las células receptoras, adquiriendo un mayor volumen tumoral aquellos individuos tratados
con exosomas enriquecidos en nuestra isoforma de estudio. Ademaés, nuestra aproximacién in
vivo sugiere la existencia de fendomenos ‘“instigador” similar al descrito por Weinberg
(McAllister et al., 2008). Weinberg describe que el crecimiento de un tumor indolente puede
verse dirigido a nivel sistémico por factores endocrinos liberados.por un segundo tumor mas
agresivo. En el modelo presentado en este trabajo, un tumor agresivo que sobre-expresa
ANp73f induce un comportamiento similar en un tumor mas indolente presumiblemente a
través de la liberacion de exosomas ricos en ANp73, ya que al final del experimento el tumor
inicialmente més indolente presenta niveles mas altos de ANp738 que los inicialmente
observados. En este contexto, los exosomas enriquecidos en ANp73 podrian producir
alteraciones en la médula 6sea (Peinado et al., 2012) o afectar al tumor directamente, aunque los
mecanismo de accidon no han sido abordados en el presente estudio.

La deteccion de ANp73 en exosomas derivados de pacientes con cancer de colon,
junto con los resultados que muestran que su niveles de expresion predicen la supervivencia
mejor que los niveles de ANp73p en el tejido tumoral, hacen prometedor su posible uso como
un marcador prondstico, aunque nuestros datos deben tomarse como preliminares debido al

pequeiio tamafio de nuestra serie de pacientes. En este sentido, es llamativo que los niveles del
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antigeno carcinoembriénico (CEA), un marcador clasico de pronostico y diagnostico de los
pacientes con cancer de colon, esté asociado con los niveles de ANp73 exosomal. Aunque
nuestros datos deben tomarse como preliminares debido al pequefio tamaio de nuestra serie de
pacientes, observamos una tendencia entre los niveles de ANp73 exosomal y la supervencia
libre de enfermedad o global de los pacientes (P=0.07 y P=0.1, respectivamente), lo cual
destaca el potente uso de los niveles de ANp73 exosomal como marcador pronostico. Incluso si
el valor pronostico de los niveles de ANp73 en el tejido tumoral y en los exosomas fuera similar,
la obtencion de la muestra de analisis mediente una extraccion de sangre rutinaria facilitaria, en
gran medida, el traslado a la practica clinica. A diferencia de otros trabajos (Peinado et al.,
2012), el uso de la concentracion de proteina exosomal como predictor del pronéstico de los
pacientes no ha resultado positivo. Probablemente, esta asociacion es especifica del tipo
tumoral. A pesar de lo prometedor de nuestros resulados, es estrictamente necesaria la
ampliacion de los estudios en series mas largas e independientes.

La comunicacion intercelular mediante el contenido de los exosomas parece ser una
via esencial para la progresion tumoral (Peinado et al., 2012; Zhuang et al., 2012). En Ia
segunda parte de este trabajo, mostramos resultados que apoyan el empaquetamiento selectivo
de ANp73f en exosomas derivados de células tumorales de cancer de colon, asi como su
funcionalidad en las células receptoras epiteliales y del microambiente tumoral. Es importante
destacar, que el andlisis de los niveles de ANp738 en exosomas con fines prondsticos podria ser
llevado a cabo mediante la obtencién de una muestra de sangre por un métido no invasivo, con
las ventajas que este hecho conlleva con respecto a los algunos métodos de la practica clinica

actual.
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6 CONCLUSIONES
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La sobre-expresion de AEx2/3p73 y ANp73 en pacientes con cancer de colon se asocia
con supervivencias globales de los enfermos més cortas, aunque solo el estadio tumoral

se mantiene como factor independiente en el analisis multivariante.

En pacientes diagnosticados con cancer colorrectal existe una correlacion directa
estadisticamente significativa entre la expresion de las isoformas oncogénicas de 7P73
y los niveles de HMGBI. También hemos observado una tendencia en el mismo sentido
entre estas variantes y ABCBI. Este hecho apoya la posible regulacion positiva de
HMGBI y ABCBI, genes asociados a procesos de quimio-resistencia, por las isoformas

ATAp73 in vivo.

La sobre-expresion de HMGBI y ABCBI se asocia con supervivencias globales mas
cortas de los pacientes, ademas de revelarse como factores predictivos potentes e
independientes, junto con estadio tumoral, en el analisis multivariante. De esta manera,
estas dianas de las isoformas oncogénicas de TP73 nos informan sobre el
comportamiento de la enfermedad y la evolucion de los pacientes de una manera mas

robusta que las distintas variantes de 7P73.

La sobre-expresion de ANp73 en distintas lineas celulares derivadas de tumores
humanos de colon y en xenotransplantes de animales de experimentacién se asocia a un
incremento en la proliferacion celular y en la resistencia a oxaliplatino y podria
justificar las supervivencias mas cortas observadas en los pacientes que presentan

sobre-expresion de la misma.

ANp73 activa la cascada autofagica. Ademas, La inhibicion de esta ruta de la autofagia
en lineas celulares de cancer de colon y en ratones con xenotransplantes tumorales con
sobre-expresion de ANp73 recupera la sensibilidad al tratamiento con oxaliplatino, y
podria justificar, al menos en parte, la resistencia a los tratamientos quimioterapicos

desencadenada por los altos niveles de expresion de esta isoforma.

En pacientes diagnosticados con céancer colorrectal existe una correlacion directa
estadisticamente significativa entre la expresion de ANp73 y los niveles de ULKI,
ULK2, ATG4C, ATG4D y BECNI. Este hecho apoya la posible regulacion positiva de
los genes asociados con autofagia por ANp73 in vivo. ATG4D podria resultar de utilidad

como marcador prondstico.
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10.

Los exosomas derivados de células tumorales con sobre-expresion de ANp73 estan
enriquecidos en su ARNm. Este puede ser transferido a células epiteliales y del

microambiente tumoral de forma dependiente del tipo celular.

El ANp73 contenido en exosomas modula la proliferacion celular de las células
receptoras y les confiere resistencia a quimioterdpicos. Los experimentos en ratones
corroboran la funcionalidad del ANp73 exosomal y apoyan su papel como un posible

mediador de un fenomeno tipo “instigador”.

ANp73 es detectado en los exosomas derivados de pacientes con cancer de colon en
niveles mas altos que en los controles sanos. Los niveles relativos de ANp73 en los
exosomas son mas altos que en el tejido tumoral del que provienen, lo que sugiere que
el contenido exosomal no es un simple reflejo del contenido de las células del que
proceden.La cantidad de exosomas liberados esta inversamente correlacionado con el

contenido de 4ANp73 en el tejido tumoral.

El 4Np73 contenido en los exosomas puede ser un potencial indicador de evolucion
clinica ya que sus niveles de expresion estdn asociados con la superviencia de los

pacientes.
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