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1. ASPECTES GENERALS DE LA BIOLOGIA DEL CANCER

El cancer és la principal causa de mort en paisos desenvolupats. La seva incidéncia esta
incrementant com a resultat de I’envelliment de la poblacié i també de canvis en I'estil de vida,
com l'alta incidéncia del tabaquisme, el sedentarisme o les dietes poc saludables (Jemal et al.,
2011). Només a Europa, I'estima pel 2012 va ser de 3,45 milions de nous casos i 1,75 milions
de morts; i els tipus de cancer més comuns son els de mama, colon, prostata i pulmo (Ferlay et
al., 2013).

El cancer és un grup de malalties caracteritzades per un creixement cel-lular descontrolat i per
la capacitat d’invasid de les cél-lules, des del lloc d’origen cap a altres llocs del cos. Es diu que
sén un grup de malalties perqué n’hi ha una classificacié de més de cent tipus i tots tenen
caracteristiques diferents. Hi ha molta diversitat generada per variabilitat en els teixits
d’origen, factors ambientals causants, perfils mutacionals o patrons de migracid a altres teixits;
i aix0 fa que requereixin diversitat en els tractaments. El creixement cel-lular descontrolat és
provocat per un guany net en el nimero de cél-lules; aguest guany és degut a un increment en
la proliferacid, a la inhibicié de la mort cel-lular i a I'estimul de processos com la diferenciacio,
que aturen la divisid. Finalment, la capacitat de les cel-lules d’escapar del seu lloc de
creixement primari és el que confereix la malignitat i la denominacié de cancer; mentre les
cel-lules, tot i créixer descontroladament, es quedin confinades, es parla de tumor benigne
(Pecornio, 2008).

El cancer també es defineix com una malaltia genetica, doncs és la conseqlieéncia d’un procés
d’acumulacié de mutacions i alteracions epigenétiques que confereixen avantatges
proliferatius i de supervivéncia a les cel-lules. D’aquesta manera els tumors acaben acumulant
moltes alteracions en el seu material genétic, des de mutacions puntuals fins a grans
aberracions cromosomiques com aneuploidies, passant per delecions, insercions,
translocacions i canvis en la metilacié i acetilacié d’histones. Freqliientment, les mutacions dels
tumors sén somatiques, és a dir, apareixen en el teixit tumoral pero no en el teixit sa d’un
mateix individu. Tot i aixi, en els tumors també hi ha una petita proporcié de mutacions
germinals, normalment lligades a sindromes que comporten una predisposicié a patir cancer.

Tot i la diversitat dels tumors, hi ha convergéncia en trets basics caracteristics, Hanahan i
Weinberg I'any 2011 (Hanahan and Weinberg, 2011) van sintetitzar tots els treballs de cancer
per definir els trets identificatius del cancer, que sén els seglients: senyals proliferatives
sostingudes, evasié de senyals supressores de creixement, resisténcia a mort cel-lular,
immortalitat, induccié d’angiogenesi i capacitat d’invasid i metastasi. Recentment també s’han
afegit a aquests punts clau del cancer la reprogramacié del metabolisme energétic, I'evasié a
atacs del sistema immunologic i la capacitat de generar un microambient tumoral (figura 1).

1.1. SENYALS PROLIFERATIVES SOSTINGUDES

La proliferacié de les cél-lules tumorals no depéen dels estimuls de creixement extern, i per
tant, no esta limitada. Les estratégies de les cel-lules per aconseguir aquest avantatge
proliferatiu sén la produccié de lligands pels receptors de creixement (estimulacio autocrina de
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la proliferacid), I'estimul de cél-lules properes perqué produeixin més factors de creixement de
I’habitual o la desregulacido de les vies de resposta a factors de creixement (activant-les
constitutivament). També poden inhibir la retroalimentacidé negativa que tenen de forma
natural les vies d’estimul de la proliferacié.

En una mateixa via podem trobar clars exemples d’aquesta desregulacio: les mutacions
activadores de la subunitat catalitica de la PI3K (gen PIK3CA, codifica per la proteina p110a),
que es troben en diversos tumors, provoquen una activacié constitutiva d’aquesta via
independentment dels estimuls externs (Samuels et al., 2005); un altre exemple soén les
mutacions que inactiven la funcié de PTEN, que constitueix un mecanisme per regular
negativament la via, i que també es troben en molts tumors (Li et al., 1997).

1.2. EVASIO DE SENYALS SUPRESSORES DE CREIXEMENT

Les cel-lules tumorals també han de sobrepassar els mecanismes per aturar la proliferacié que
tenen les cél-lules sanes. L'alteracié de I’activitat dels gens que orquestren aquests programes
permetra aquesta evasid. En sén clars exemples els controladors del cicle cel-lular davant
situacions anomales com TP53 (inactivat en un 50% dels cancers) o RB. El mecanisme
d’inhibicié per contacte en cel-lules amb alta densitat o el procés de senescéncia també sén
mecanismes inhibidors de la proliferacidé que es veuen abolits en cancer (McClatchey and Yap,
2012).

1.3. RESISTENCIA A MORT CEL-LULAR

Quan parlem de mort cel-lular com a mecanisme inhibidor del procés oncogénic, hem
d’incloure la mort cel-lular programada (apoptosi), 'autofagia i la necrosi. La més coneguda és
I"apoptosi, i pot ser evadida per les cel-lules tumorals mitjancant I'increment de I'expressio de
reguladors antiapoptotics (com BCL2) o de senyals de supervivencia, també amb la disminucid
de I'expressio de factors proapoptotics (com BAX o BIM) o via I'’eliminacio de sensors de dany
(com P53) (Lowe et al., 2004).

1.4. IMMORTALITAT

Les cel-lules tumorals requereixen un potencial replicatiu il-limitat per generar els tumors.
Aquest fet esta totalment contraposat amb el que fan les cél-lules del cos, la majoria de les
quals poden fer un numero limitat de divisions i després moren. La telomerasa té un paper
molt important en el control d’aquest nimero maxim de divisions, doncs la mida dels telomers
es la que ho marcara. S’ha descrit que I'activacié de la telomerasa i el manteniment dels
telomers soén requisits per la progressido de la majoria de tumors (Bernardes de Jesus and
Blasco, 2013).
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1.5. INDUCCIO D’ANGIOGENESI

Els tumors quan tenen més d’uns pocs mil-limetres de diametre ja pateixen hipoxia i privacié
de nutrients, per aix0 necessiten produir vasos que els abasteixin. Els mecanismes naturals
d’angiogénesi que es donen en el desenvolupament o en el tancament de ferides sén explotats
i induits pels tumors, procés anomenat angiogenic switch.

S’ha vist que en els tumors hi ha dos origens de neovascularitzacié: sprouting o vasculogéenesi.
En el primer cas, les cél-lules endotelials dels vasos es desuneixen de les seves veines i creixen
seguint gradients de factors proangiogenics, proliferen i formen vasos. En la vasculogenesi, es
creu que les cél-lules tumorals imiten les cél-lules de vasos. En tots dos casos sempre és en
resposta a un microambient tumoral ple de factors de creixement i citocines produits per les
propies cél-lules tumorals (Weis and Cheresh, 2011).

Aquest microambient esta continuament canviant i evoluciona amb el creixement del tumor,
pero basicament és la conseqiliencia de processos de remodelacié de la matriu extracel-lular,
hipoxia i inflamacid. La matriu extracel-lular (ECM, Extracellular Matrix) es remodela per donar
suport a I'angiogenesi i la degradacid dels seus components per metal-loproteases de la matriu
extracel-lular (MMP, Matrix Metalloproteinases) pot generar factors estimulants del procés, en
aquest sentit les integrines també tenen un paper crucial en integrar les senyals provinents de
la ECM. La hipoxia indueix I'expressié de HIF1a i alhora la produccid i secrecié de VEGF, VEGFR,
PDGF, FGF i angiopoietines, que estimulen el procés angiogenic (Liekens et al., 2001).

1.6. CAPACITAT D’INVASIO | METASTASI

La metastasi resistent a quimioterapia és la major causa de mort per cancer. Aquest tret
diferencia els tumors benignes, que creixen encapsulats per una capsula fibrosa i que no sén
invasius, dels malignes. La metastasi implica una successié de canvis biologics en les cél-lules
tumorals: invasid local inicial, seguida d’intravasacié en petits vasos sanguinis i limfatics, les
cel-lules circulen pels vasos fins arribar al parénquima de teixits distants, on hauran
d’extravasar, i finalment instal-lar-se i créixer en els teixits externs (colonitzacid). Tots els
esglaons impliquen canvis en les moléecules d’adhesié cel-lular i adhesié a la matriu
extracel-lular, i també canvis que permetin envair, resistir I'apoptosi i disseminar. Moltissimes
molecules estan implicades en el procés i un dels programes més conegut és el de transicié
epiteli-mesenquima (EMT). Cal dir també que entre els passos d’infiltracié en I'organ secundari
i colonitzacié del mateix pot haver-hi un periode més o menys llarg de laténcia (Talmadge and
Fidler, 2010).

En els tumors hi ha subpoblacions cel-lulars també pel que fa a la millor capacitat de
metastatitzar. Moltes cél-lules tumorals seran posades en circulacié, pero la majoria seran
eliminades rapidament. En escollir el teixit a colonitzar, la dinamica del flux sanguini pot
afectar, perd també hi ha certes preferencies segons el tipus tumoral, fet que suggereix
I’existéncia d’interaccions moleculars especifiques que afavoreixen la retencié. S’ha descrit
I'expressié de molécules d’adhesié per part de les cel-lules endotelials i dels receptors que els
corresponen per part de les cél-lules tumorals circulants (van Zijl et al.,, 2011), que poden
aturar-se i intravasar. A més, les estructures de les parets dels capil-lars també poden afectar
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la infiltracid, per exemple, els capil-lars del moll de I’ds sén endotelis fenestrats que permeten
facilment el pas de cel-lules, mentre que els capil-lars del pulmé tenen una membrana basal
rodejada per les cel-lules alveolars, per sobrepassar aquesta barrera calen mecanismes actius
(Nguyen et al., 2009). En I'arribada a un teixit nou, les cel-lules tumorals es troben en un nou
microambient, al qual s’han d’adaptar i per aix0 despleguen diferents programes de
colonitzacio.

Aixi, finalment, el resultat del procés dependra de les caracteristiques de les cél-lules tumorals
i de I'drgan receptor, fent encara prevalent la teoria del seed and soil formulada per Paget el
1889 (Paget, 1889).

1.7. REPROGRAMACIO DEL METABOLISME ENERGETIC

La taxa de creixement de les cél-lules tumorals és extremadament elevada, per poder donar-hi
resposta hi ha ajustos en el metabolisme. L’any 1930, Warburg va observar que les cel-lules
canceroses reprogramen el metabolisme de la glucosa i utilitzen majoritariament la glicolisi per
produir ATP, en lloc de la fosforilacié oxidativa mitocondrial (EIf and Chen, 2014). Aquest
procés és molt menys eficient perdo déna lI'avantatge d’utilitzar els intermediaris per vies
biosintétiques que afavoriran la formacié de noves cél-lules.

1.8. EVASIO A ATACS DEL SISTEMA IMMUNOLOGIC

La implicacié de la resposta immunitaria en el procés oncogénic esta bastament evidenciada.
Els tumors creixen millor i més rapid en ratolins immunodeficients, comparant-los amb els
seus controls immunocompetents, cosa que explica els efectes protectors del sistema
immunitari.

Inicialment, les cél-lules tumorals poden ser eliminades per una resposta immunitaria innata
(per exemple, per cel-lules Natural Killer (NK)). Després, durant la progressié del tumor, hi ha
una resposta immunologica adaptativa per cél-lules T especifiques d’antigen. Simultaniament,
es produeixen variants de cel-lules tumorals que perden els complexos majors
d'histocompatibilitat i els antigens. | es generen factors solubles derivats de tumors que
faciliten la fugida de I'atac immunologic, tots aquests mecanismes permeten la progressid
tumoral (Kim et al., 2007).

També s’ha vist que les mateixes cel-lules, creixent en ratolins immunocompetents o
immunodeficients, sdn molt més eficients en iniciar tumors nous en altres animals si han
crescut en els ratolins immunocompetents. Aquesta observacié fa palés que les cél-lules
adquireixen capacitats per evitar la deteccié o els efectes del sistema immunologic. Els
mecanismes pels quals les cél-lules tumorals sobrepassen el sistema de defensa es poden
dividir en induccié de tolerancia o resisténcia als atacs del sistema immunologic, revisats per
Drake i col-laboradors (Drake et al., 2006). Un exemple d’aquests mecanismes és la generacid
de respostes inflamatories croniques, per citar-ne alguns: en cel-lules tumorals hi ha un
increment de la produccié de TGFf, que és immunosupressor; o també hi ha un increment de
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STAT3, que estimula la produccié de IL10, i aquest inhibeix I"activitat de les cél-lules NK sobre
els tumors.

1.9. MICROAMBIENT TUMORAL

En contra del concepte simplista que defineix un tumor com un conjunt de cel-lules
relativament homogénies amb alta proliferacié i capacitat metastatica, recentment s’esta
descobrint que les cel-lules propiament tumorals interaccionen de manera molt activa i
reciproca amb les cel-lules que les envolten. En un tumor podem trobar els tipus cel-lulars
seglents:

- Cel'lules tumorals i cel-lules mare tumorals (CSC, de Cancer Stem Cells): sén les que
contenen propiament les mutacions en oncogens i gens supressors tumorals. Formen
una poblacid heterogénia sotmesa a un procés de seleccié darwiniana.

- Cel-lules endotelials i pericits: son les cel-lules que formen la vasculatura.

- Cel-lules inflamatories del sistema immunologic: sén cel-lules que donen suport al
tumor mitjangant la produccié de senyals proangiogéniques i proinvasives.

- Fibroblasts cancer associats.

Entre tots aquests tipus cel-lulars es forma una xarxa complexa i critica per la progressié
tumoral, amb interaccions reciproques i evolucié constant.

Sustaining Evading
proliferative growth
signaling suppressors

Enabling

cell replicative
death immortality
Genome Tumor-
instability & promoting
mutation inflammation
Inducing Activating
angiogenesis invasion &
metastasis

Figura 1. Hallmarks of cancer. Modificada de Hanahan and Weinberg, 2011.
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2. POLARITAT | CANCER

Tenint en compte els resultats que es presenten en aquest treball de tesi doctoral, resulta
convenient entrar en detall en el paper que juga la polaritat en el desenvolupament del
cancer.

2.1. COMPLEXES QUE INTERVENEN EN LA POLARITAT

Es defineix com a polaritat cel-lular la distribucié asimetrica de proteines i lipids a la membrana
i al citoplasma, per tal de regular I'estructura cel-lular i la transduccié de senyals. La polaritat
permet I'organitzacié cel-lular i tissular i és crucial per la regulacié de les unions cel-lula-cel-lula
o cel-lula-matriu i pels processos de morfogenesi, controlant les divisions asimetriques.
Processos com la migracié transendotelial, les respostes a antigens i citocines, la formacié
d’axons i dendrites en neurones o el tancament de ferides requereixen polaritzacid.

Es pot dir que hi ha quatre tipus diferents de polaritat (Huang and Muthuswamy, 2010):

- Polaritat apicobasal.

- Polaritat planar: és la capacitat que tenen les cél-lules d’orientar-se.
- Polaritat dorso-frontal: utilitzada majoritariament en la migracié.

- Polaritat de la divisié cel-lular asimetrica.

La polaritat la defineixen 3 complexos: el CRUMBS, el PAR i I'SCRIBBLE. La seva localitzacié i els
seus components es resumeixen en la taula seglient:

COMPLEX LOCALITZACIO COMPONENTS
CRUMBS Apicobasal CRB, PALS1, PATJ/MUPP1
PAR Apicobasal PAR3, PARG6, aPKC

SCRIBBLE Basolateral LGL, SCRIB, DLG

Taula 1. Els complexos de polaritat.

El complex CRUMBS pertany a la zona apicobasal de les cel-lules i consta d’'una proteina
transmembrana, CRB, i de dos proteines bastida citoplasmatiques, PALS1 i PATJ/MUPP1. CRB
esta codificada per tres gens: CRB1, CRB2 i CRB3. Cadascuna es troba en un teixit diferent, es
pot dir que tenen especificitat funcional de teixit. En la seva part extracel-lular té dominis
laminina i dominis EGF-like (CRB1 i CRB2) i en les seves cues citoplasmatiques destaca el
domini FERM, que constitueix un adaptador entre proteines transmembrana i proteines del
citoesquelet d’actina. CRB contribueix en I'estabilitzacié de les unions apicals. PALS1 és una
proteina adaptadora que possibilita les interaccions entre PATJ1 i CRB, pertany a la familia de
proteines MAGUK (membrane-associated guanylate kinase) i esta implicada en les unions
estretes i la localitzacié d’E-cadherina. El gen PATJ s’expressa majoritariament en teixits
epitelials i la proteina PATJ1 localitza a les unions estretes, interacciona amb PALS1, amb ZO3 i
amb Claudinal, esta implicada en l'estabilitzacié de les unions estretes i en regular la
localitzacié dels altres membres del complex. MUPP1 té forca homologia amb PATJ1 i també
s’uneix a PALS1, pero és una proteina menys estudiada.
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El complex PAR esta compost per dues proteines bastida, PAR3 i PAR6, i per una quinasa,
aPKC. La proteina PAR6 esta codificada per 3 gens: PAR6C o PAR6A, PAR6B i PAR6G. PAR6G
s’expressa per tots els teixits, mentre que la resta no, PAR6G col-localitza amb marcadors
d’unions estretes, PAR6C es present al citosol i a les unions estretes i PAR6B és al citosol. La
funcié d’aquesta proteina, que no té activitat enzimatica, és mantenir unides altres proteines i
situar-les als llocs correctes, en aquest cas, permet la interaccié entre aPKC i PAR3, entre
altres. Per la proteina PAR3 que també tenen funcié estructural, similar a PAR6, s’han
identificat dos gens: PARD3 (10p11) i PARD3B (2q33). PARD3 s’expressa en tots els teixits,
mentre que PARD3B esta limitat a ronyd, pulmé i muscul esquelétic. Es per aixo i perque a
PARD3B no se li ha trobat capacitat d’unié a aPKC, que dels dos gens que codifiquen per PAR3
el més estudiat en cél-lules epitelials i que s’ha vist implicat en la formacié de les unions
estretes és PARD3. aPKC és la quinasa del complex, I'Unic membre que mostra activitat
catalitica, codificada pels gens PRKCt i PRKCC; constitueixen un grup de proteines quinasa C
(PKC) que no s’activen per calci, diacilglicerols i fosfolipids (com les PKC classiques) i tampoc
per diacilglicerols Unicament (noves PKC), per aix0 s’anomenen les PKC atipiques. A aPKC se li
coneixen diverses proteines diana, les més populars sén LGL i PAR3.

Finalment, el complex SCRIBBLE, a diferéncia dels anteriors, es localitza a la part basolateral.
Aquest complex esta compost per SCRIB, DLG i LGL. SCRIB és una proteina citoplasmatica que
s’uneix a Z0O2 i que esta relacionada amb les unions adherents. La familia de les proteines DLG,
codificades per 5 gens diferents (DLG1-5), mostren les caracteristiques tipiques de les
proteines MAGUK. S’uneixen a metal-loproteases, a APC, a PTEN i també a PI3K i una de les
seves funcions és mantenir el citoesquelet d’actina. La proteina LGL esta codificada per dos
gens: LGL1 i LGL2, que es reparteixen I'expressid en diferents organs. Per la seva localitzacid
basolateral, LGL ha de fosforilar-se per aPKC, i aix0 produeix canvis en el complex PAR, per tant
esta involucrat en el manteniment correcte de la localitzacid dels altres complexos.

Els diferents complexos interaccionen i es coordinen de manera espaciotemporal per formar
un epiteli completament funcional. A més, també estan enllagats amb la senyalitzacié de les
GTPases petites de la familia RHO i amb altres proteines del citoesquelet. Alguns exemples
d’aquestes interaccions (figura 2) sén:

- CRUMBS-PAR: LGL1 i LGL2 competeixen amb PAR3 per unir-se a aPKC. aPKC fosforila
LGL, i aix0 fa que aquest ultim es separi del dimer PAR3-PARG6 i es localitzi a la zona
basolateral amb les altres subunitats del complex SCRIBBLE (Plant et al., 2003). També
permet la formacié del complex PAR actiu: PAR3-PAR6-aPKC.

- CRUMBS-PAR: Crumbs competeix amb Par3 per la unid a Par6 en un model de
Drosophila (Morais-de-Sa et al., 2010). A més, també s’ha observat que Par6 pot
interaccionar amb Pals1 (Hurd et al., 2003).

- PAR3 s’uneix i afecta I'activitat de TIAM1 (Chen and Macara, 2005).

- RAC i CDC42 activen aPKC via unid a PAR6 (Lin et al., 2000). Aix0 passa perque PAR6
deixa lliure aPKC i elimina la inhibicié que hi exercia.

- ROCK pot suprimir I'activitat del complex PAR fosforilant PAR3 (Nakayama et al.,
2008).
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Figura 2. Interaccions entre els complexos de polaritat. Modificada de Ellenbroek et al., 2012.

2.2. UNIONS COM A COMPONENTS DE POLARITAT

Els diversos tipus d’unions entre les cel-lules (unions adherents, unions estretes, unions GAP i
desmosomes) també formen part de la polaritat cel-lular. Doncs en les cél-lules polaritzades,
els complexos juncionals estan localitzats asimeéetricament: les unions estretes estan
localitzades a la bora apicobasal i les unions adherents estan localitzades una mica més
basalment que les estretes; aixi, les membranes apical i basolateral estan separades. Aquestes
unions estan formades per proteines transmembrana que permeten que les senyals
extracel-lulars arribin a les proteines del citoesquelet (figura 3).

UNIONS ADHERENTS (AJ, Adherens Junctions):

Aquetes unions mantenen unides les membranes cel-lulars de cel-lules veines. Les conformen
dos complexos classics, nectina-afadina i catenina-cadherina. L'expressio especifica d’aquestes
proteines determinara la forca i I'adhesid de les unions. Les AJ estan relacionades amb el
citoesquelet d’actina a través de les catenines, cadherines i afadina, proteines que poden unir-
se directament a actina. Les proteines Arp2-3, que regulen l'activitat de l’actina, també
s’uneixen a cadherines i aix0 és important per la formacié de lamelopodis i fil-lopodis (Niessen,
2007). A més, les cadherines i nectines poden regular I'activitat de GTPases petites de la
familia RHO, alhora aquestes GTPases regulen la contractilitat de I'actomiosina, que al seu torn
tornara a regular 'estabilitat de les AJ (Braga and Yap, 2005).

UNIONS ESTRETES (TJ, Tight Junctions):

Aquest tipus d’unions formen una barrera intercel-lular. Clouen I'espai extracel-lular, i aixo
permet la separacié dels fluids dels compartiments basolateral i apical, generant gradients
quimics i electrics. Formen una barrera de difusié entre cel-lules, un punt de fusié selectiu
entre membranes adjacents, pel que transdueixen senyals. Les proteines de les TJ actuen
també com a proteines d’adhesié cel-lula-cel-lula i constitueixen un impediment per la
migracio cel-lular (Martin and Jiang, 2009). Podem separar la seva estructura en tres regions:

- Proteines transmembrana: occludines, claudines i moléecules d’adhesié juncional
(JAM), entre altres. Cal destacar que les claudines son les proteines que marcaran
I'especificitat de la barrera i que les JAM també es troben en cel-lules que no tenen
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unions (com en leucocits), contribuint en la seva migracid transendotelial (Ebnet,
2004).

- Proteines ancorades que formen la placa (sovint contenen motius PDZ): Zonula
occludens (Z01-3) i MAGI-1, entre altres. Aquestes proteines sdn necessaries perque
no s’han descrit interaccions directes entre les proteines transmembrana anteriors; és
el cas de les ZO que poden interaccionar amb les claudines i ocludines i també amb
I"actina, vinculant aixi les TJ al citoesquelet (Schneeberger and Lynch, 2004).

- Proteines associades o reguladores: catenina, cingulines, etc. S6n destacables perquée

tenen la capacitat d’interaccionar amb moltes altres proteines, com miosines i actines
(Niessen, 2007).
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Figura 3. Esquema que mostra la localitzacid cel-lular dels complexos juncionals i les seves interaccions amb els
componnts del citoesquelet. Modificada de Lamouille et al., 2014 i Martin-Belmonte and Perez-Moreno, 2012.

UNIONS GAP:

Sén agregats de canals intercel-lulars que permeten la transferéncia directa de ions i petites
molécules entre cél-lules. Els canals estan formats per hexamers de connexines, que sén
proteines integrals de membrana que constitueixen una familia de 21 gens. Els canals poden
ser homomerics o heteromerics i és aquesta variabilitat, la mescla de diferents connexines,
gue determina la permeabilitat de diferents molecules (Goodenough and Paul, 2009).
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DESMOSOMES (O MACULA ADHERENS):

Sén unions intercel-lulars crucials per teixits amb estrés mecanic i dependents de calci.
Uneixen els filaments intermedis a la membrana plasmatica. Estan formats per les
desmogleines i desmocolines, glicoproteines transmembrana de la familia de les cadherines
gue s’uneixen a membres de la familia Armadillo (intracel-lular) i que medien I'adhesid
(extracel-lular) dels desmosomes entre si, entre els de altres cél-lules. Sén les proteines
Armadillo les que permeten la interaccié de les cadherines amb els filaments intermedis i
també la transduccio de senyals (Delva et al., 2009).

2.3. AFECTACIO DE LA POLARITAT EN CANCER

Un 90% de tots els cancers son carcinomes, és a dir, cancers d’origen epitelial. La perdua de la
polaritat cel-lular resulta en defectes en la morfogenesi i pot iniciar processos tumorogenics en
models animals (Xue et al., 2013). De fet, esta ampliament assumit que la perdua de polaritat
és un punt clau en el procés tumorogenic, sobretot en els processos invasius, on cal desunir les
cel-lules tumorals de les seves veines i de la matriu extracel-lular, canviar el fenotip epitelial
cap a mesenquimal i activar proteines del citoesquelet que en permetran la mobilitat.

ELS GENS DE POLARITAT S’ALTEREN EN TUMORS

L’evidéencia inicial de la implicacié dels gens de polaritat en cancer prové d’observacions fetes
en Drosophila, on s’ha vist que la pérdua de /Igl/, dlg i scrib indueix transformacié i un
creixement anormal dels discos imaginals (Bilder, 2004). Aixo esta en acord amb el que passa
en humans, on l'expressié de moltes proteines de polaritat esta alterada en cancer. Per
exemple, el cas de SCRIBBLE, la perdua del qual s’ha relacionat amb un increment en el
creixement tumoral, s’ha descrit que esta regulat a la baixa en cancers epitelials (Gardiol et al.,
2006), pero també sobreexpressat en altres (Nakagawa et al.,, 2004). Aixo s’explica per les
moltes interaccions que hi ha entre els complexos de polaritat, que fan que una desregulacié
de l'equilibri en I'expressid de diferents proteines pugui acabar tenint el mateix efecte
tumorogéenic. També és molt interessant destacar que sén proteines amb funcions vinculades
molt estretament a la seva localitzacid, per tant no només la perdua o guany d’expressié pot
estar afectant les seves competéncies, sind que els canvis en la localitzacid també poden
alterar-les.

En la taula seglient, obtinguda fent un compendi de les revisions de Huang i Ellenbroek
(Ellenbroek et al., 2012; Huang and Muthuswamy, 2010), es resumeixen els treballs que
descriuen alteracions en els gens/proteines de polaritat durant el procés tumoral. No
s’inclouen els articles, que tot i ser proves de concepte de la implicacié d’aquestes proteines
en el tumor i il-lustrar la seva funcié oncogénica, no sén observacions fetes en tumors primaris
o linies cel-lulars humanes:
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ONCOGEN/ ] .
GEN TIPUS TUMORAL SUPRESSOR ALTERACIO REFERENCIA
TUMORAL
Pulmé (NSCLC) Oncogen Sobreexpressio (Regala et al., 2005)
Amplificacio
PRKCi/A Ovari Oncogen Sobreexpressio (Eder et al., 2005)
Amplificacio
Mama Oncogen Sobreexpressio (Kojima et al., 2008)
Hepatocel-lular Oncogen Sobreexpressio (Tsai et al., 2000)
PRKCE Bufeta Oncogen Sobreexpressio (Langzam et al., 2001)
Cap i coll (SCCHN) Oncogen Hiperactivacio (Cohen et al., 2006)
Esofag (ESCC) Supressor tumoral Delecid (Zen et al., 2009)
Prostata Supressor tumoral Baixa expressio (Kunnev et al., 2009)
T Glioblastoma, cap i coll Supressor tumoral Delecid (Rothenberg et al., 2010)
(SCCHN), esofag Delecio
(ESCC), pulmo
Mama Supressor tumoral Baixa expressio (McCaffrey et al., 2012)
PARDEB Mama Oncogen Sobreexpressio (Nolan et al., 2008)
Amplificacié
PARD6G Pulmd, adrenal ? Delecio (Rothenberg et al., 2010)
Cérvix Oncogen Sobreexpressio (Nakagawa et al., 2004)
SCRIB Colon Supressor tumoral Baixa expressio (Gardiol et al., 2006)
Endometri Supressor tumoral Baixa expressio (Ouyang et al., 2010)
Prostata Supressor tumoral Baixa expressio (Pearson et al., 2011)
Cervix Supressor tumoral Baixa expressio (Cavatorta et al., 2004)
DLG(1-5) Colon, ronyo Supressor tumoral Mala localitzacid
Colon Supressor tumoral Baixa expressio (Gardiol et al., 2006)
DLG2 Pulmo, cérvix ? Delecio (Rothenberg et al., 2010)
Melanoma Supressor tumoral Baixa expressio (Kuphal et al., 2006)
1611 Mama, pulmd, ovari, Supressor tumoral Baixa expressio (Grifoni et al., 2004)
prostata i melanoma.
Colorectal Supressor tumoral Baixa expressio (Schimanski et al., 2005)
) Gastric Supressor tumoral Baixa expressio (Lisovsky et al., 2009)

Mala localitzacio

Taula 2. Els gens de polaritat s’alteren en cancer. Resum dels treballs que descriuen alteracions en gens i proteines
dels complexos de polaritat en cancer. S'inclouen només observacions fetes en tumors primaris o linies cel-lulars.

PERDUA DE LES UNIONS

La pérdua de les unions entre cél-lules és necessaria per permetre la invasid. Filtracions en les
TJ permeten que factors de creixement vagin cap a compartiments extracel-lulars que no els
corresponen, i sén aquests factors els que alhora promouen la invasié. Es el cas de HGF
(hepatocyte growth factor), que inhibeix la funcié de les TJ (baixa la resisténcia transepitelial)
disminuint els nivells de la proteina ZO1. Donant suport a la necessitat de la pérdua d’unions,
s’ha descrit que el vasos de tumors sén molt més permeables que els vasos de teixits sans o
gue les TJ de tumors de colon sén molt més permeables que les dels colons sans (revisat per
Martin & Jiang 2009).
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AFECTACIO EN L'ORIENTACIO DEL FUS MITOTIC

Després del desenvolupament hi ha epitelis que segueixen proliferant i renovant-se
continuament, amb cel-lules progenitores capaces de donar lloc a tots els tipus cel-lulars que
formen I'epiteli estratificat, un dels paradigmes és |'epiteli intestinal. Quan hi ha un tumor, les
cel-lules que estaven formant diferents capes funcionals ordenadament, ara ho fan en forma
de polips desorganitzats. Hi ha diversos mecanismes que ho expliquen: la perdua de les unions
intercel-lulars, la perdua de les unions a la membrana basal o la mala orientacié del fus mitotic.

Les maquinaries que controlen la divisié i la polaritat estan relacionades. Aquesta relacié s’ha
descrit molt bé en les divisions asimétriques dels neuroblasts de Drosophila, on els
determinants de desti cel-lular que es distribueixen asimetricament i les seves relacions es
coneixen, el complex PAR és un d’aquests determinants. En concret, les proteines de
complexos de polaritat Igl, par6, apkc i baz hi estan implicades; formen part d’un seguit
d’interaccions que donen lloc al moviment dels microtubuls astrals i a I'orientacié del fus
mitotic (Martin-Belmonte and Perez-Moreno, 2012).

En mamifers, de forma resumida, el cor de la maquinaria de divisions cel-lulars orientades el
formen dos complexos: el complex PAR i el complex d’orientacié del fus. Els fusos mitotics
s’orienten per I'anclatge dels microtubuls astrals al cortex cel-lular, i en les cel-lules epitelials,
aPKC prevé I'orientacio vertical del fus. CDC42 recluta PAR6-aPKC al cortex apical i activa aPKC,
que prevé la unid entre LGN i Gai excloent LGN de la regié. Després, LGN localitza apicalment
amb Gai i NuMA. L'activitat de NuMA (proteina unida als microtubuls) juntament amb el
complex de proteines motores dineina-proteines activadores de dineina exerceixen forces als
microtubuls astrals i aquests reorienten el fus mitotic a la polaritat necessaria per la divisié
(Williams and Fuchs, 2013).

En Drosophila, quan els determinants del desti cel-lular estan delecionats o mutats, el
neuroblast es divideix asimétricament, donant lloc a sobrecreixement del teixit (Januschke and
Gonzalez, 2008). En mamifers, sembla que hi ha més redundancia en la regulacié de la divisio,
pero alteracions en els nivells d’aquestes proteines, tot i no alterar la proliferacié directament,
pertorben I'orientacio de les divisions i la diferenciacié epitelial.

NEXES ENTRE POLARITAT | GENS ALTERATS EN CANCER

La senyalitzacié de vies importants en cancer coordina la desregulacié de la polaritat amb la de
la proliferacid, possiblement perquée una no pot sostenir-se sense l'altra. En els teixits, el
manteniment correcte de la polaritat a nivell cel-lular i tissular és un mecanisme de control de
la proliferacié. En el cas dels tumors, formats per cel-lules amb taxes de proliferacié molt altes,
també cal impossibilitar I'accié d’aquest mecanisme. La interaccié de vies afectades en cancer i
polaritat ens la mostren els exemples seglients:

- ERBB2: alteracions en la senyalitzacié d’aquest receptor afecten la proliferacié a través de
RAS i PI3K, pero també alteren la polaritat. L’activacié d’ERBB2 fa que ERBB2 s’uneixi a
PAR6 i aPKC perd no a PAR3. Aquesta interaccié esta relacionada amb la pérdua de
I’estructura apicobasal, doncs proteines com ZO1 es deslocalitzen, i també amb la inhibicid
de I'apoptosi. Tot i que aquesta interaccié d’ERBB2 no afecta la seva capacitat d’estimular
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la proliferacid, si que inhibeix I'efecte proapoptotic produit per la polaritzacié cel-lular
(Aranda et al., 2006).

PTEN: PTEN és un ben conegut supressor tumoral que té la funcié de mantenir els nivells de
fosfatidilinositols bifosfats (PtdIns(4,5)P,), evitant aixi que hi ha hagi un excés de
senyalitzacié cap a vies proliferatives a través dels fosfatidilinositols trifosfats
(PtdIns(3,4,5)P3). S’ha vist que durant la morfogenesi epitelial, la funcié de PTEN és clau per
mantenir els PtdIns(4,5)P, a la zona apical de la cél-lula, perqué a ells s’unira I’Annexina-2,
que reclutara CDC42 a la membrana apical, permetent que CDC42 s’uneixi a aPKC. Aixi,
sense PTEN, la localitzacié de les proteines de polaritat a la zona que els correspon es veura
afectada (Martin-Belmonte et al., 2007).

LKB1: és una proteina tirosina quinasa supressora tumoral, pero també és 'lhomoleg de la
proteina de polaritat Par4 en Drosophila i C.elegans. LKB1 és una master quinasa i entre les
seves multiples dianes hi ha AMPK (AMP-activated protein kinase) o PAR1 (MARK1-4,
microtubule affinity-regulating kinase 1-4). S’ha descrit que AMPK esta més actiu en el
procés de formacid de les unions estretes, que la seva activacié en aquest context es
deguda a LKB1, i que és necessari per la formacid correcta d’aquestes unions (Zhang et al.,
2006). AMPK fosforila directament la proteina del citoesquelet MRLC (myosin regulatory
light chain), que regula I'activitat de la cadena lleugera de la miosina (Lee et al., 2007). A
més també s’han descrit interaccions entre LKB1 i CDC42, implicant la primera en la
correcta localitzacio i activacio de la segona (Zhang et al., 2008).

La via Hippo: aquesta via es va descriure en Drosophila i regula la mida dels organs. Igl, apkc
i crb regulen la correcta localitzacié dels components de Hippo i si s’alteren hi ha
sobrecreixement (Parsons et al., 2010). En mamifers, el cor d’aquesta via esta format per
dos quinases, MST i LATS, i dos factors de transcripcid, YAP i TAZ, regulats per les primeres i
que activaran gens de proliferaci6. MST i LAST responen a senyals de receptors de
membrana i d’unions cel-lulars, com Crumbs, a i $-catenines o Z0-2; aquesta és una de les
maneres de regular la inhibicid per contacte (Low et al., 2014).

RHO GTPases: les RHO GTPases estan alterades en cancer. Factors del microambient
tumoral poden activar-les i tenen multiples rols en I'oncogénesi, estan implicades en la
progressié del cicle cel-lular, la invasid, la motilitat i el trafic vesicular. Com ja s’ha comentat
anteriorment, els complexos de polaritat tenen una relacié molt estreta amb les RHO
GTPases, per exemple: al complex PAR sol incloure’s la proteina RHO CDC42 com a
component, PAR3 regula I'activacié de RAC1 a través del factor intercanviador de guanina
(GEF, Guanine Exchange Factor) TIAM1 (Chen and Macara, 2005), s’ha proposat que ROCK
regula el manteniment del complex PAR via fosforilacio de PAR3 (Nakayama et al., 2008) i
qgue alhora aquest complex regula la fosforilacié de ROCK (Ishiuchi and Takeichi, 2011). Les
RHO GTPases tenen modificacions lipidiques que les dirigeixen a la membrana cel-lular i
poden trobar-se unides a GTP o a GDP, quan estan unides a GTP s’uneixen a altres
proteines efectores i en modulen la seva activitat. Algunes de les proteines efectores sén
ROCK, MLK2, PAK o PARG6 i regulen funcions de contractilitat de miosines, organitzacidé de
I’esquelet d’actina, endocitosis, etc. (Sahai and Marshall, 2002).

La via de les MAPK: els efectors canonics de la via de la senyalitzacié de les MAPK sota RAS
son: MEK/ERK, JNK i p38. En Drosophila, les mutacions en scrib activen jnk que causa
apoptosi; pero quan l'alteracié a scrib s"acompanya d’alteracions en ras, I'activacié de les
dos vies afavoreix el creixement (Uhlirova et al., 2005). En cél-lules d’epitelis humans amb
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alteracions en RAS, s’ha observat que la inactivacié de SCRIB incrementa I'activacié d’ERK i
aixo afavoreix la invasio (Dow et al., 2008).

- TGFp: L'activacié de la senyalitzacié per aquest factor de creixement fosforila PAR6, que
interacciona amb la lligasa de ubiquitines, SMURF1. SMURF1 envia RHOA a degradacid, i
com que RHOA ajuda al manteniment de les unions intercel-lulars, aquestes es veuen
perjudicades (Ozdamar et al., 2005).

- Gens implicats en el procés de la transicio epiteli-mesénquima (EMT): els trets caracteristics

del procés de EMT sdén la dissolucié de les unions, la pérdua de la polaritat apicobasal i
guany de polaritat dorsofrontal, la reorganitzacié del citoesquelet amb canvis de la forma
de la cel-lula, I'increment de protrusions cel-lulars i mobilitat i, en alguns casos, I'adquisicié
de I'habilitat de degradar la matriu extracel-lular i de resistir processos de senescéencia i
apoptosi.
El procés de EMT requereix transformacié de la polaritat, tant a nivell de regulacié a la
baixa de tot tipus d’unions com de canvis en el citoesquelet. Pel que fa a les unions, hi ha
disminucié dels nivells de claudines, ocludines i ZO-1 (disrupcid de TJ), degradacié d’E-
cadherina (disrupcidé d’Al), regulacio a la baixa dels nivells de connexina (disrupcié d’unions
GAP) i disrupcido dels desmosomes. En segon lloc, els canvis en el citoesquelet
aconsegueixen migracié direccional i basicament sén mediats per RAC1, CDC42 i RHOA.
Resumint, es podria dir que RAC1 i CDC42 es localitzen al front i s’encarreguen de la
formacié de lamelopodis i fil-lopodis mitjancant I'activacié de PAK-1 i la polimeritzacié
d’actina. A més, al front de migracié també s’hi localitzen els complexos de polaritat. RHOA
s’encarrega d’incrementar la contraccié d’actomiosina (via ROCK i MLC) i també es localitza
a la zona dorsal per fomentar la retraccid cel-lular i trencar les unions (Lamouille et al.,
2014).

LA POLARITAT TISSULAR COM A MECANISME DE SUPRESSIO TUMORAL

Una de les funcions més importants de la polaritat cel-lular és integrar cel-lules individuals en
un teixit. La localitzacié i funcionalitat de les unions determinen la configuracié correcta de
I'estructura tridimensional, la qual juga un paper clau en regular la proliferacié, supervivencia i
apoptosi de les cel-lules epitelials individuals.

Es molt rar que cél-lules amb algunes alteracions genétiques puguin convertir un teixit sencer
en un tumor, suggerint que és molt més facil malignitzar-les si creixen com a cél-lules
independents en una placa de cultiu. Exemples com el dels embrions de pollastre infectats
amb el virus v-Src, que no mostraven un fenotip tumoral a diferéncia de les seves mateixes
cél-lules disgregades i creixent en una placa (Dolberg and Bissell, 1984), evidencien que les
estructures tissulars tenen alguna cosa a veure amb la inhibicié de la malignitat. Lee i
col-laboradors proposen un model de mecanisme de supressio tumoral (mediat per la polaritat
en estructures tridimensionals) en el que es poden donar quatre escenaris (figura 4) (Lee &
Vasioukhin 2008): homeostasi tissular normal; normalitat forcada, quan una cél-lula esdevé
tumoral les seves veines poden forcar una polaritat normal a través de les unions
intercel-lulars i atenuar el fenotip maligne; i expulsid, si la situacié anterior no pot donar-se
perqué la cel-lula maligna és incapac¢ de formar unions intercel-lulars, les unions actuaran com
a sensors extracel-lulars i les cél-lules veines activaran un mecanisme mediat per contraccions
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d’actina-miosina, que eliminara la cel-lula maligna. Finalment, si cap dels mecanismes anteriors
és possible, la cel-lula maligna progressara dins el teixit i formara un tumor.

A Normal tissue homeostasis

AJCs used to ‘impose’ polarity
Malignant phenotype attenuated

C Expulsion

AJCs cannot be formed
Mutant cell is exfoliated by
an acto-myosin ‘purse string’ contraction

Figura 4. La polaritat tissular com a mecanisme de supressié tumoral. A, homeostasi normal en un teixit. B, apareix
una mutacio en una de les cel-lules del teixit i els complexos juncionals i la polaritat del teixit impedeixen que
aquesta céel-lula proliferi de manera aberrant. C, es dona la mateixa situacié que en B pero en aquest cas les cél-lules
veines no poden formar-hi unions i activen mecanismes per expulsar la cel-lula anomala. Obtinguda de Lee and
Vasioukhin, 2008.

3. CANCER DE PULMO

El cancer de pulmd és un tumor maligne que sorgeix a |'epiteli respiratori. Per definicio, els
tumors provinents de ceél-lules no epitelials (sarcomes i limfomes) o del mesoteli
(mesotelioma) del pulmd n’estan exclosos.

3.1. EPIDEMIOLOGIA
INCIDENCIA

El cancer de pulmo va ser la causa més freqlient de mort per cancer a Europa el 2012 (Ferlay et
al., 2013). L'any 2008, i a nivell mundial, va ser el tipus tumoral més diagnosticat i més
mortifer en homes; mentre que en dones, va ser el quart més diagnosticat i el segon causant
de morts per cancer. Globalment, I'any 2008, va representar el 13% (1,6 milions de persones)
respecte el total de casos de cancer diagnosticats i el 18% de les morts per cancer (1,4 milions
de persones) (Jemal et al., 2011).

Hi ha variacions pel que fa a la incidéncia del cancer de pulmoé entre els diferents paisos i entre
sexes. Aquestes observacions s’expliquen, en bona part, per la distribucio del tabaquisme. Aixi,
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en paisos plenament desenvolupats, la incidéncia de cancer de pulmé esta disminuint en els
homes, fet que contrasta amb el que passa en paisos de I'Asia o Africa, on la incidéncia de
cancer de pulmod incrementa degut a que I’habit del tabac s’ha generalitzat més tard (Jemal et
al., 2011).

A Espanya l'any 2012, el cancer de pulmd va ser el més diagnosticat en homes i el tercer en
dones, representant un 13% del total de casos de cancer. Se’n van diagnosticar 24.500 nous
casos l'any 2012, sent la relaci6 home:dona de 4:1. Aquestes dades representen un lleuger
increment en la incidéencia total respecte I'any 2006, amb 23.200 nous casos, i també un
increment en I'afectacié de cancer de pulmé en dones, ja que la relaci6 home:dona de I'any
2006 era de 7:1 (Sanchez et al., 2010).

CAUSES AMBIENTALS: EL TABAC

El cancer de pulmé és un dels cancers més prevenibles, ja que aproximadament un 75-85%
dels casos sén deguts al tabac. De fet, si es considerés el cancer de pulmé dels no fumadors
com una malaltia independent al dels fumadors, passaria del primer al sete tipus de tumor
més mortifer (Sun et al., 2007).

El tabaquisme s’ha relacionat amb alteracions en la funcié reproductiva, amb una major
incidencia de malalties cardiovasculars i respiratories i també amb diversos tipus de cancer,
tals com pulmoé, bufeta, laringe, esofag, ronyd, boca, pancrees i estdmac.

El fum del tabac és una mescla molt complexa, conté més de 4000 compostos, 250 dels quals
sén toxics i, com a minim, 50 sén carcinogens. A més hi ha agents irritants, inflamatoris i co-
carcinogens. La figura 5 mostra un resum dels passos pels quals el tabac acaba generant cancer
de pulmbd. Els carcindogens més potents que es troben en el fum del tabac sén els hidrocarburs
aromatics policiclics (PAH) i les nitrosamines com el 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-
butanone (NNK) i I'N-nitrosonornicotine 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanon (NNN)
(Hecht and Hoffmann, 1988; Zaridze et al., 1991). Els PAH son productes de la pirolisi
incompleta de les fulles del tabac i les nitrosamines sén els metabolits de la nicotina. En els dos
casos es requereix activitat enzimatica per convertir-los en intermediaris amb capacitat d’unir-
se al DNA, aquest procés s’anomena activacié metabolica, i en realitat es déna accidentalment
com a conseqliencia del procés de detoxificacié. La necessitat d’activacié metabodlica s’ha
demostrat de forma molt elegant en ratolins sense I'enzim NADPH-P450 reductasa exposats a
NNK, aquests animals presentaven molta menys activacié de NNK i molts menys tumors que
els seus companys amb I’enzim actiu (Weng et al., 2007).

Els carcinogens del tabac seran eliminats per I'organisme mitjancant I’activitat dels enzims de
la familia de citocrom P450, que els hi afegiran atoms d’oxigen, i de les
sulforonil/glucoronil/glutatié transferases, per fer-los més hidrosolubles i excretables.
Inicialment, aquest procés és protector, perdo pot generar productes intermediaris amb
capacitat d’unir-se al DNA i formar-hi adductes covalentment units. Els adductes es generen
per tres mecanismes: metilacié, dany oxidatiu o addicié d’adductes gegants. La cel-lula té
mecanismes de reparacié del DNA per eliminar aquests adductes, perod si aquests mecanismes
fallen, la cel-lula els introduira al genoma i hi haura alteracions en la sequéencia (Memisoglu
and Samson, 2000). Per exemple, un dels adductes que es forma per NNK és la O6-

28



Introduccid

metilguanina, que durant la replicacié es confon per una deoxiadenosina i la base que
s’incorpora com a complementaria és una timina; d’aguesta manera s’ha introduit una
mutacid, del parell de bases G-C es passa a A-T. El resultat final és la introduccié d’alteracions
permanents en els pulmons dels fumadors, especialment en els gens TP53 i KRAS (Pfeifer et al.,
2002; Sun et al., 2007).

Akt, PKA Apoptosis ¥
Activation and ngiog is
Other Changes Transformation A

\

Metabolic | DNA |Persistence Mutations in KRAS, | ] é?i:,:ggg:::ll ] Lung
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Figura 5. El fum del tabac causa cancer. Esquema mecanistic de tots els passos, que en fumadors poden donar-se
simultaniament. Obtinguda de Hecht, 2012.

S’han descrit també altres vies per les que els compostos del fum del tabac poden promoure
'oncogenesi: molts d’ells, sense necessitat d’activar-se metabolicament, poden unir-se a
receptors de membrana i activar vies com les de la PI3K; la nicotina, per exemple, s’ha vist que
pot induir I'expressié de factors de creixement com VEGF (Chen et al., 2011); a més, cal tenir
en compte els efectes proinflamatoris d’aquests compostos, que poden provocar
hiperproliferacié de pneumaocits o induccio de factors proangiogénics (Takahashi et al., 2010).

Tot i els efectes devastadors del tabac en la promocié del cancer de pulmd, no totes les
persones fumadores acabaran desenvolupant cancer de pulmd. En aquest punt intervé la
susceptibilitat genética de cada individu, que determina I’addicci6 a la nicotina, el
metabolisme dels carcinogens, la capacitat de detoxificacid i I'eficacia dels mecanismes de
reparacié del DNA. Destaquen polimorfismes en els gens CYP2A6, CYP1A1 i GSTM1. El primer
gen esta relacionat amb la degradacié de la nicotina, si l'activitat de I'enzim és major, els
nivells de nicotina en sang disminuiran més rapid i I'individu haura de fumar més per mantenir
els nivells. CYP1A1 codifica per un enzim de l'activacid metabolica. | GSTM1 s’encarrega
d’excretar els productes toxics, per tant a menys activitat enzimatica, més possibilitat de patir
un cancer (Shields, 2002).

Pel que fa a I'heretabilitat del cancer de pulmd, estudis genomics recents han evidenciat
I'existencia d’una regié al cromosoma 15g25.1 considerada una regid de susceptibilitat. La
regié conté tres gens que codifiquen per receptors acetilcolina-nicotinics, CHRNA3, CHRNAS5 i
CHRNB4; variacions en aquest locus estan relacionades amb més dependeéncia al tabac, i per
tant el risc estaria relacionat amb aquest habit (Thorgeirsson et al., 2008). En el cas de no
fumadors, s’han descrit variacions en altres regions, la més significativa és 13931.3, on les
diferents variants al-leéliques afecten I'expressié del gen GPC5. Aquest gen forma part de la
familia glypican de proteoglicans que regulen les senyalitzacions de membrana, s’ha descrit
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gue la seva expressio a la baixa podria contribuir al desenvolupament de cancer de pulmd (Li
et al., 2010).

Recentment també s’estan correlacionant els efectes del tabac amb la resposta a tractaments
pel cancer. L'alteracié que el tabac produeix en l'activitat dels enzims del metabolisme pot
afectar a la farmacocinética de certs farmacs, com per exemple I'erlotinib (Petros et al., 2012).

CAUSES AMBIENTALS: ALTRES

A part del tabac, que és el carcinogen més important pel cancer de pulmd, també hi ha altres
carcinogens que hi contribueixen notablement (Hubaux et al., 2012), sén:

- Asbestos: sén fibres naturals que es troben en roques i que s’han utilitzat ampliament
en la industria. La seva pols és inhalada i accedeix al pulmd, perod les seves fibres sén
molt grans i no poden ser fagocitades, per aixo produeixen inflamacio, fibrosi i cancer.

- Arseénic: és un metal-loide natural de I'escorga terrestre. L’exposicié es déna per beure
aigua contaminada i cal activar-lo metabolicament perqueé sigui nociu.

- Radé: és un gas radioactiu que prové naturalment de l'urani i que constitueix el 50%
de tota I'exposicié radioactiva natural dels humans. Es un gas quimicament inert pero
es barreja amb altres aerosols i arriba a I'epiteli pulmonar, on emet particules o, les
quals produeixen trencaments de doble cadena i aberracions cromosomiques al DNA.

En tots els casos es produeix també dany al DNA per la producciéo d’especies reactives
d’oxigen.

Sortosament, en els darrers anys s’estan detectant geograficament els llocs on pot haver-hi
concentracions majors d’aquests compostos i s’esta protegint a la poblacié. En el cas de
I"asbestos, hi ha directrius marcades per la seva manipulacié i limitacié de I'Us, pero encara es
segueix utilitzant en molts paisos.

3.2. CLASSIFICACIO HISTOPATOLOGICA

TIPUS HISTOLOGICS

Les avaluacions histologiques poden fer-se sobre biopsies petites i citologies o sobre
reseccions. L'objectiu es poder fer millors classificacions amb el minim de material possible.
Aixi, la classificacié actual de dels tumors de pulmé és la proposada per I'Organitzacié Mundial
de la Salut (WHO) I'any 2004 (Travis WD, Brambilla E, Muller-Mermelink HK, 2004) amb una
actualitzacié feta per I’Associacid Internacional per I'Estudi del Cancer de Pulmé (IASLC), la
Societat Toracica Americana (ATS) i la Societat Respiratoria Europea (ERS) (2011) (Travis et al.,
2011). Aquesta classificacid defineix quatre grans tipus histologics de cancer de pulmé:
I'adenocarcinoma, el carcinoma escamods, el carcinoma de cel-lula gran, i el carcinoma de
cél-lula petita (SCLC). Els tres primers grups formen part del carcinoma de cél-lula no petita
(NSCLC). Podem trobar-los revisats per Saeed i Travis, entre altres (Saeed and Anderson, 2011;
Travis, 2011; Travis et al., 2013). La classificacio actual es mostra en la taula 3.
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Squamous cell carcinoma Large cell carcinoma
Variants Variants
Papillary Large cell neuroendocrine carcinoma
Clear cell Combined large cell neuroendocrine carcinoma
Small cell Basaloid carcinoma
Basaloid Lymphoepithelioma-like carcinoma
Small cell carcinoma Clear cell carcinoma
Combined small cell carcinoma Large cell carcinoma with rhabdoid phenotype

Adenocarcinoma
Minimally invasive adenocarcinoma (=3 cm lepidic
predominant tumor with =5 mm invasion)
Nonmucinous, mucinous, mixed mucinous/non-
mucinous

Adenosquamous carcinoma

Sarcomatoid carcinomas
Pleomorphic carcinoma
Spindle cell carcinoma

| Ad Giant cell carcinoma
nvasive Adenocarcinoma Carcinosarcoma

Lepidic predominant (formerly nonmucinous BAC Pulmonary blastoma
pattern, with >5 mm invasion) Other

Acinar predominant

Papillary predominant

Micropapillary predominant

Solid predominant

Carcinoid tumor
Typical carcinoid
Atypical carcinoid

Variants of invasive adenocarcinoma Preinvasive lesions
Invasive mucinous adenocarcinoma (formerly Squamous dysplasia/carcinoma in situ
mucinous BAC) Atypical adenomatous hyperplasia
Colloid Adenocarcinoma in situ (nonmucinous, mucinous or
Fetal (low and high grade) mixed nonmucinous/mucinous)
Enteric Diffuse idiopathic pulmonary neuroendocrine cell
hyperplasia

Taula 3. Classificacio histologica actual de tots els tipus i subtipus de cancer de pulma. Obtinguda de Travis, 2011.

ADENOCARCINOMA (AD)

Representa un 40-45% dels casos, sent el tipus més diagnosticat de tots. Té diverses variants
que poden tenir una arquitectura acinar, papil-lar o lipidica. Es caracteritza per tenir un
citoplasma escumds o vacuolar, nucli no centrat i nucléols prominents (figura 6). El seu
marcador és el factor transcripcional tiroide 1 (TTF-1).

CARCINOMA ESCAMOS (LSCC)

Representa el 30% de casos respecte el total. Es caracteritza per ponts intercel-lulars, formacié
de perles escamoses i queratinitzacié. Els seus marcadors tipics son p40 o p63. Molt associat al
tabaquisme.

CARCINOMA DE CEL-LULA GRAN (LCC)

Representa un 5-10% del total. S6n tumors tipicament necrotics amb fulles i nius de cel-lules
grans poligonals amb el nucli vesicular i nucléols grans (figura 6). Té diverses variants, entre les
que destaca el carcinoma de cel-lula gran neuroendocri. Té un pronostic dolent i dissemina
aviat a altres organs.

CARCINOMA DE CEL-LULA PETITA (SCLC)

Es un 15-20% del total de cancers de pulmaé. Les cél-lules que el formen sén petites, amb forma
d’arrodonida a fusiforme, molt poc citoplasma i quasi sense nucléols (figura 6). Sol haver-hi
bastanta necrosi i mitosis i presenta els patrons neuroendocrins tipics de rosetes, organitzacié
de les cél-lules en nius i embolcall periféric. Molt associat al tabaquisme. Es un tumor molt
agressiu, que normalment es diagnostica quan ja esta estés i que rarament es pot tractar amb
cirurgia.
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Figura 6. Diferents tipus histologics del cancer de pulmé. A, adenocarcinoma micropapil-lar. B, adenocarcinoma
acinar i micropapil-lar. C, carcinoma escamds. D, carcinoma de cél-lula gran. E,carcinoma de cel-lula petita.
Modificada de Travis, 2011 i Travis et al., 2013.

A més d’aquests quatre grans grups i les seves subclassificacions, també hi ha el carcinoma
adenoescamds (que ha de contenir un minim del 10% d’algun dels dos subtipus), el
sarcomatds (té components de carcinoma i sarcoma amb cartilag/muscul/és malignitzat) i el
tumor carcinoide (representa entre 1-2% del total dels tumors).

El diagnostic histopatologic del cancer de pulmé esta sent cada vegada més necessari. Abans,
el més important era distingir entre NSCLC i SCLC, sense prestar massa atencid en el subtipus
concret. Recentment, i degut a les implicacions en el tractament que té, cal classificar cada
subtipus, especialment distingir entre NSCLC adenocarcinoma o escamods: s’ha vist que
mutacions a EGFR i translocacions de ALK sén gairebé exclusives d’adenocarcinoma, i la
identificacio d’aquestes anomalies déna resposta a inhibidors tirosina kinasa (EGFR) i a
crizotinib (ALK); a més, els pacients amb carcinoma escamds poden tenir hemorragies quan
son tractats amb I'inhibidor de VEGF bevacizumab (Johnson et al., 2004); i també s’ha descrit
que pacients amb NSCL-NOS/LCC responen a pemetrexed (inhibidor de la sintesi de
nucleotids), mentre que els escamosos no (Scagliotti et al., 2009). D’aquesta manera
I"avaluacié del patoleg determinara els testos que es faran a les mostres i el tractament del
pacient.

LESIONS PRENEOPLASIQUES

L'alta mortalitat del cancer de pulmé es deu al fet que la majoria de casos es diagnostiquen
tard, quan les opcions de tractament sén poques. Es per aixo que el diagnostic precog del
cancer de pulmo representaria una gran millora en el pronostic de la malaltia, i en aquest punt
cal identificar molt bé i poder tractar les lesions preneoplasiques, aquelles que es donen en el
periode de laténcia tumoral. Cal tenir en compte que el cancer de pulmé és un tumor complex,
i que segurament té diverses vies preneoplasiques.
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COMPARTIMENTS CENTRALS | PERIFERICS EN EL PULMO

El pulmdé és un dels pocs organs en els que s’han reconegut diferents compartiments
anatomics, histologics i també funcionals.

El compartiment central consisteix en els bronquis grans i mitjans implicats en la conduccié de
I'aire. Histologicament, té epitelis pseudoestratificats amb cel-lules basals (possiblement sén
les cel-lules mare que donen lloc a la resta), cel-lules ciliades, cél-lules neuroendocrines i
cél-lules secretores de mucositat. El compartiment periferic el formen els bronquiols i els
alveols. En aquest cas, en els bronquiols terminals trobem cél-lules ciliades i cél-lules
secretores de Clara, mentre que en els alvéols trobem pneumocits de tipus | (fan I'intercanvi
gasos) i de tipus Il (secreten surfactant). Les Uniques cel-lules amb capacitat de divisions
continuades en el compartiment periferic son les cel-lules de Clara i els pneumocits de tipus I,
per tant a aquestes se’ls atribueix el manteniment de la resta (Sullivan et al., 2010). Aquestes
estructures es mostren a la figura 7.
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Figura 7. Anatomia del pulmé. En el compartiment central: els bronquis amb parets musculars i cartilag i els
bronquiols amb parets musculars discontinues; en els bronquis destaquen les cél-lules basals que sén les putatives
cél-lules mare. En el compartiment periféric: bronquiols terminals i alvéols; les cél-lules de Clara (secretores de la
proteina de les cel-lules de Clara) i els pneumocits de tipus Il (secretors de surfactant) poden dividir-se
continuament. Obtinguda de Sun et al., 2007.
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La majoria de tumors escamosos i de cel-lula petita sorgeixen al compartiment central, mentre
gue els adenocarcinomes ho fan al compartiment periféric (Gazdar and Brambilla, 2012;
Sullivan et al., 2010).

FORMES DE LESIONS PRENEOPLASIQUES

Segons l'dltima classificacid histologica de la WHO (2004) (Travis WD, Brambilla E, Muller-
Mermelink HK, 2004) i les posteriors modificacions de IASLC/ATS/ERS (2011) (Travis et al.,
2011), hi ha quatre tipus de lesions preneoplasiques pulmonars: displasia de carcinoma
escamos/ Carcinoma in situ (CIS); hiperplasia atipica adenomatosa (AAH), hiperplasia
idiopatica difusa de cel-lules neuroendocrines (DIPNECH), adenocarcinoma in situ (AlS) (Travis,
2011).

Es creu que les AAH donen lloc a adenocarcinomes. El subtipus escamds té un origen
marcadament en multiples fases, a més com que es ddna a les vies centrals és més facil de
seguir, les lesions preneoplasiques que se li associen sén la displasia de carcinoma escamds i el
CIS. Als tumors de cél-lula petita no se’ls reconeixen lesions preneoplasiques, pero es creu que
sorgeixen d’epitelis altament danyats (Wistuba and Gazdar, 2006).

CANVIS PRENEOPLASICS SEQUENCIALS EN ESCAMOS

En les vies periferiques I'extraccié de mostres s’ha de fer per via invasiva, en canvi en els
compartiments centrals és molt més senzilla (esputs, rentats del fluid o raspats i biopsies), és
per aixo que es coneix molt més de les lesions preneoplasiques situades a la zona central del
pulmé. El procés esglaonat que es descriu pel carcinoma escamds és el paradigma i inclou
canvis en I'epiteli des de normal a hiperplasia, metaplasia, displasia (mitja, moderada i severa),
carcinoma in situ, i finalment carcinoma invasiu (figura 8). Les caracteristiques atipiques de les
cel-lules en totes aquestes etapes inclouen variacions en la mida, forma i disposicié del nucli i
de la cel-lula, variacions en la tincié nuclear, irregularitats en la membrana nuclear; i també es
detecten major nimero de mitosis i irregularitats en la disposicié de les capes cel-lulars en els
epitelis (Ishizumi et al., 2010).

Ja es diu que hi ha hiperplasia quan la capa epitelial basal té més de tres cel-lules de gruix. Pero
els criteris que estableix la WHO en lesions preneoplasiques d’escamads son les seglients (Kerr,
2001; Travis WD, Brambilla E, Muller-Mermelink HK, 2004): displasia mitja, que presenta
minimes alteracions; displasia moderada, encara hi ha una capa de cel-lules aplanades
superficials, ja s’hi observen mitosis; displasia severa, les cél-lules ja son polimorfes; i CIS, on
tot és completament aberrant i ple de mitosis, no hi ha cap tipus d’ordre i es perd la capa
cel-lular superficial.

Segons un estudi fet en 511 fumadors d’una mitja d’edat de 56 anys, la prevalenca d’aquestes
alteracions és de més d’un 60%, la majoria de les quals son displasies mitges (44%); a més no
hi ha canvis en la freqliiencia d’aquestes alteracions després de deu anys d’haver deixat el
tabac (Lam et al., 2000). S’ha vist que el CIS és molt més predictiu de risc de patir carcinoma
escamos que les displasies, més del 50% de les quals reverteixen (Bota et al., 2001; Venmans
et al., 2000). Tot i aixi, aquest valor predictiu és molt dificil de posar a la practica, doncs en les
broncoscopies convencionals aquest tipus d’alteracions no seran detectades, caldria utilitzar
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altres métodes que ofereixen més contrast com el LIFE (Lung Imaging Fluorescence Endoscopy)
(Hirsch et al., 2001).
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Figura 8. Seqiiencia de canvis histologics que es donen durant el desenvolupament del carcinoma escamos. Adaptat
de Breuer et al., 2005 i Wistuba and Gazdar, 2006.

EFECTES DE CAMP

Les lesions preneoplasiques sdn sovint extenses i multifocals, la qual cosa indica que gran part
de I'epiteli s’"ha malignitzat. En els pulmons dels fumadors s’observen moltes lesions d’aquesta
mena, i tendeixen a ser més grans i avangades quan estan properes als tumors, mentre que en
els pulmons de no fumadors les lesions sdn més limitades, fet que evidencia un efecte de
I’exposicié a mutagens del fum del tabac. Aquestes lesions es troben en altres tipus tumorals i
no només s’associen a lesions preneoplasiques, sind que a vegades formen part del mateix
tumor i constitueixen un problema en la reseccid i recaigudes de la malaltia (Chai and Brown,
2009).

CARCINOMES ESCAMOSOS DE CAP | COLL | CARCINOMES ESCAMOSOS DE PULMO

Els carcinomes escamosos de cap i coll (HNSCC) sén molt similars als carcinomes escamosos de
pulmé. De fet amb les tecniques tradicionals d’histologia sén practicament indistingibles, a
més presenten els mateixos marcadors de carcinoma escamds, com p63 (Lal et al., 2013). Tots
dos carcinomes es donen en epitelis escamosos de zones molt proximes i aixo fa que les fases
de desenvolupament dels tumors escamosos de cap i coll siguin com les del carcinoma
escamds de pulmé: hiperplasia, displasia, CIS i carcinoma escamés invasiu ben diferenciat
(Tanaka and Ishigamori, 2011). La seva etiologia és practicament igual, amb els factors
ambientals i exdgens jugant un paper molt important i amb el tabac com a causa majoritaria, a
més, la implicacié d’aquests factors promociona I'aparicié d’efectes de camp.

A part de les semblances entre aquests tumors, en molts dels casos els pacients d’un dels dos
tipus tumorals ho seran també de l'altre. Doncs, un 5% dels pacients de HNSCC faran
metastasis al pulmo, i una altra part desenvoluparan tumors primaris al pulmé (Leong et al.,
1998). El tractament de la malaltia en els dos suposits anteriors sera molt diferent i el
pronostic també, els noduls inicials de LSCC el tenen molt millor que els HNSCC amb metastasis
pulmonars. Per tot aixd s’estan investigant métodes per la distincié dels dos tipus de tumors,
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especialment quan es presenten en pulmd, com els perfils d’expressié génica (Vachani et al.,
2007)

3.3. ALTERACIONS GENETIQUES

Com s’ha comentat anteriorment, el cancer és 'Gltima causa de la inactivacié o activacié de
gens clau que permeten la transformacié de cel-lules normals de pulmdé en cel-lules
canceroses. En la culminacié d’aquest procés, el cancer de pulmoé presentara totes les marques
del cancer, incloent autosuficiencia pel que fa a senyals de creixement, insensibilitat a les
senyals antiproliferatives, evasié de la mort cel-lular, potencial replicatiu il-limitat, angiogenesi,
invasio de teixits i metastasi.

El cancer de pulmd té una de les taxes mutacionals més elevades de tots els cancers, 4,21
mutacions somatiques per Mb (mitja d’alteracions en cancer: 1,8 per Mb) (Greenman et al.,
2007), possiblement deguda a la continuada exposicid a agents externs, alguns d’ells
mutagens. Aquest fet contribueix a una alta heterogeneitat en els tumors i explica la manca
d’efecte de terapies convencionals amb efectes generals. Afegida a la complexitat mutacional
que comporta I’heterogeneitat i I’'evolucié del cancer hi ha la resposta dels tumors a la pressié
selectiva que representa la terapia, un problema actual en la practica clinica.

Els gens alterats en cancer es classifiquen en oncogens i supressors tumorals segons les seves
funcions. Els oncogens es defineixen com a gens que poden transformar una cel-lula normal
(Futreal et al., 2001) mentre que els supressors tumorals son els que poden inhibir el
creixement cel-lular (Sherr, 2004). Des d’un punt de vista genétic, els oncogens estan
amplificats, hipometilats, fusionats amb gens que tenen promotors més forts o pateixen
mutacions puntuals que els hiperactiven. Per altra banda, els supressors tumorals estan
bial-lelicament inactivats en cancer mitjangant mutacions puntuals, delecions o hipermetilacié
del promotor. La péerdua d’heterozigositat (LOH) en un al-lel combinada amb una segona
alteracié en I'al-lel que queda (two hit hypothesis) és el mecanisme més comu d’inactivacio de
gens supressors tumorals (Knudson, 1971).

El concepte que s’aplica en tots els cancers en resposta als canvis genetics és I'addiccié
oncogeénica, que es pot definir com la dependéncia dels tumors a un oncogen clau per la seva
supervivencia, és a dir, que el guany de funcié d’un sol oncogen és més important que tota la
resta d’alteracions que pugui presentar, i que si s’elimina aquest efecte la proliferacié cel-lular
es veura profundament inhibida. El concepte d’addiccié oncogenica és la base de les terapies
dirigides, en qué un farmac es capac¢ d’inhibir la proteina clau per la proliferacié. Aquest
concepte perd no serveix per alteracions de pérdua de funcid, les que es donen en els
supressors tumorals i pels quals és dificil restituir la funcié. En aquests casos la terapia es pot
fer indirectament a través d’una altra proteina que estigui a la mateixa via o en una via
solapada a la de la proteina amb pérdua de funcid, i que pugui inhibir-se; aquest és el
concepte de letalitat sintética. La letalitat sintetica descriu una relacié entre dos gens per la
qual la pérdua d’un gen déna avantatge proliferatiu i permet la viabilitat, perd la pérdua dels
dos gens alhora causa mort cel-lular; d’aquesta manera serveix per la terapia, perquée en una
cel-lula tumoral ja tindrem el primer gen perdut, cosa que no passara en les cél-lules normals
(Hartwell, 1997; Rehman et al., 2010).
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Figura 9. Representacio grafica de les alteracions genétiques més freqiients en els diferents tipus histologics de
cancer de pulmé. Obtinguda de (Kloth and Buettner, 2014).

Seguidament es resumeixen els gens alterats de manera més important en cancer de pulmé
(figures 9 i 11), que s’han classificat en cinc grups: receptors de membrana, via de
RAS/RAF/MEK/ERK, via de PI3K/AKT/TOR, proteines reguladores de la transcripcid i proteines
reguladores del cicle cel-lular.

RECEPTORS DE MEMBRANA

EGFR i HER2:

La familia de receptors ERBB inclou ERBB1 (EGFR), ERBB2 (HER2), ERBB3 (HER3) i ERBB4
(HER4). Son receptors transmembranals tirosina quinasa. S’activen en resposta a factors de
creixement i formen dimers que s’autofosforilen i activen vies com RAS/RAF/MEK/ERK,
PI3K/AKT/TOR, les quinases Src i els factors de transcripcié STAT (Arteaga and Engelman,
2014).

EGFR esta sobreexpressat o hiperactivat en un 10-15% o en un 30-40% dels cancers de pulmé
depenent de I'étnia dels pacients (Cooper et al.,, 2013). La majoria d’alteracions en EGFR es
donen en adenocarcinomes de no fumadors i donen resposta a inhibidors tirosina quinasa com
erlotinib o gefitinib (Paez et al., 2004; Pao et al., 2004), és per aix0 que la determinacio de
I'status d’EGFR ja es testa de rutina en pacients d’adenocarcinoma. Cal destacar que tot i la
bona resposta del tumor a aquests inhibidors, hi ha malalts que hi desenvolupen resistéencies.
El gen EGFR pateix mutacions secundaries en resposta al tractament, en concret la mutacié
T790M es ddéna en un 50% dels malalts que desenvolupen resisténcia i impedeix la unié dels
inhibidors tirosina quinasa al receptor (Balak et al., 2006). Alteracions en HER2 també es
donen majoritariament en adenocarcinomes i solen apareixer en tumors amb EGFR i KRAS no
mutats (Stephens et al., 2004).

ALK:

ALK és un receptor tirosina quinasa que normalment no s’expressa en pulmé. La seva activacié
esta associada a proliferacio cel-lular mediada per les vies RAS/RAF/MEK/ERK i PI3K/AKT/TOR.
El 2007 es van descriure fusions entre ALK i EML4 en NSCLC (Soda et al., 2007). Les fusions
resulten de petites inversions en el cromosoma 2 i generen una proteina de fusié que activa
constitutivament la quinasa. S’han descrit diverses variants de la fusié ALK-EML4 i recentment,
també s’han trobat noves parelles de fusi6 de l'oncogen ALK (Takeuchi et al., 2009).
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Alteracions a ALK es donen majoritariament en adenocarcinomes i en no fumadors, amb una
freqliencia 3-7% dels NSCLC (Soda et al., 2007). L'Us d’inhibidors tirosina quinasa com el
crizotinib funciona molt bé en pacients amb alteracions en ALK, perd mutacions en aquest gen
també s’han descrit com a mecanismes d’adquisicié de resisténcies (Choi et al., 2010; Sasaki et
al., 2011).

ROS1:

Codifica per un receptor tirosina quinasa que indueix I’activacié de la senyalitzacio per les vies
de STAT, RAS/RAF/MEK/ERK i PI3K/AKT/TOR. La seva alteracié en cancer de pulmé és molt
similar a la de ALK, també s’altera per fusié i és déna majoritariament en no fumadors, pero la
seva freqliéncia és més baixa (Bergethon et al., 2012; Takeuchi et al., 2012).

MET:

Aguest oncogen codifica per un receptor tirosina quinasa (HGFR), que després d’unir-se als
seus lligands, dimeritza, activa la quinasa i activa les vies RAS/RAF/MEK/ERK, PI3K/AKT/TOR i
les quinases Src. Esta amplificat en 1-7% dels NSCLC i les seves mutacions sdn més comunes en
el subtipus escamds (Go et al., 2010). L'amplificacié de MET s’associa al desenvolupament de
resisteéncies a inhibidors de tirosina quinasa (Engelman et al.,, 2007) i a nivells elevats
d’activacio de S6 (Pros et al., 2013).

DDR2:

Aquest és un receptor transmembrana tirosina quinasa que s’uneix i s’activa per col-lagens
fibril-lars. Aquests receptors, pels seus lligands, s’han relacionat amb la migracié i la regulacid
de I'adhesio i capacitat invasiva de les cel-lules tumorals (Vogel et al., 2006). Recentment se li
han trobat mutacions activadores en un 3,8% dels casos de cancer de pulmo del tipus escamads
i també sensibilitat a inhibicié amb desatinib (Hammerman et al., 2011).

VIA DE RAS/RAF/MEK/ERK

KRAS:

Forma part de la familia d’oncogens RAS, que també inclou NRAS i HRAS, codifiquen per una
proteina G que pot estar unida a GTP (forma activa) o a GDP (forma inactiva). Actua per sota
de receptors de factors de creixement i activa vies com RAF/MEK/ERK o PI3K/AKT/TOR
(Karnoub and Weinberg, 2008). KRAS esta mutat en adenocarcinomes, en un 25-40% dels
casos, essencialment en pacients fumadors (Riely et al., 2008; Rodenhuis and Slebos, 1992).
Com que la funcié de la proteina KRAS esta per sota de la de EGFR, la preséncia de mutacions a
KRAS confereix resisténcia a inhibidors de tirosina quinasa.

BRAF:

BRAF codifica per una serina-treonina quinasa que és I'efector corrent avall de KRAS i activa la
via de transduccié de les MAPK, implicada en la regulacié de proliferacié i supervivencia,
mitjancant fosforilacié de MEK1 i MEK2 (Davies et al., 2002). La seva activacié és molt comu en
melanoma. En cancer de pulmod es troba freqliientment en adenocarcinomes, i representa un
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3% del total de NSCLC. Forma part de les mateixes vies d’activacid que EGFR i KRAS, i
normalment les seves alteracions son mutuament excloents (Marchetti et al., 2011).

VIA DE PI3K/AKT/TOR

El complex PI3K converteix les senyals extracel-lulars en molécules de senyalitzacié
intracel-lulars. Les PI3K de la classe | s’activen per receptors de membrana, les de la classe IA
per receptors tirosina quinasa i les de la classe IB per receptors acoblats a proteines G. En el
cas de les PI3K de classe IA, després de I'activacié dels receptors tirosina quinasa, PI3K s’uneix
a ells mitjancant la seva subunitat reguladora i activa la subunitat catalitica que fosforila lipids
(inositols de la membrana). Els fosfatidilinositols seran els missatgers secundaris per altres
vies, com la de AKT, i podran ser defosforilats i inactivats per la fosfatasa PTEN. Els
fosfatidilinositols medien I'activacié d’AKT per PDK, una master quinasa dependent de
fosfatidilinositols, que s’activara i fosforilara AKT, entre altres substrats. AKT activa BAD i prevé
dels seus efectes proapoptotics, inactiva FOXO i promou I'avancament del cicle cel-lular, o
fosforila TSC2 de manera que prevé la unié TSC1-TSC2 i manté actiu mTOR, estimulant la
sintesi proteica i el creixement cel-lular (figura 10) (Engelman et al., 2006).

PIK3CA:

Aquest gen codifica per la proteina p110a, que és una de les subunitats catalitiques del
complex PI3K IA. S’altera per amplificacié o mutacions puntuals que produeixen una activacié
constitutiva de la via sense considerar la unié de lligands als receptors (Samuels et al., 2005).
Esta hiperactivat en un 2% dels casos de NSCL i la seva incidéncia és similar en escamosos i
adenocarcinomes, pero majoritariament en fumadors (Angulo et al., 2008; Samuels et al.,
2004).

STK11:

Codifica per la proteina LKB1, una serina-treonina quinasa que inhibeix mTOR. Es una quinasa
mestra i esta implicada en el metabolisme energetic, perdo també en polaritat cel-lular i altres
(Martin-Belmonte and Perez-Moreno, 2012; Rodriguez-Nieto and Sanchez-Cespedes, 2009).
Aquest gen supressor tumoral s’ha trobat mutat en un 30% dels adenocarcinomes i esta molt
lligat al tabaquisme (Carretero et al., 2004; Sanchez-Cespedes et al., 2002).

PTEN:

Aquest gen ddna lloc a una fosfatasa que elimina els fosfats dels fosfatidilinositols, revertint
d’aquesta manera I'accié del complex PI3K. Es troba mutat en un 5% dels NSCLC i és més comu
en escamosos; molt associat al tabaquisme (Jin et al., 2010).
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Figura 10. Representacio de la via dels fosfatidils inositols trifosfats. L’estat energétic de la cel-lula i les senyals de
factors de creixement hi convergeixen.

PROTEINES REGULADORES DE LA TRANSCRIPCIO

MYC i MAX:

La familia MYC conté tres membres: MYC, MYCN i MYCL. L'oncogen MYC és un factor de
transcripcié que té I'expressié molt finament regulada per les vies RAS/RAF/MEK/ERK, WNT i
TGFB-SMAD. MYC dimeritza amb MAX i regula I'expressi6 de molts gens implicats en
proliferacié i creixement cel-lular unint-se a les seves E-boxes. La seva expressié anormalment
alta desregula I'expressié dels seus gens diana i també impedeix la funcié de p53 en el
checkpoint de cicle cel-lular (Dang, 2012).

MYC esta freqientment amplificat en NSCLC, mentre que els tres membres estan hiperactivats
en SCLC (Blanco et al., 2009). MAX s’ha descrit alterat recentment en cancer de pulmo,
concretament en el subtipus SCLC amb una freqliencia del 5%. Cal destacar el fenomen de
letalitat sintética que es déna entre BRG1 i MAX (Romero et al., 2014).

SMARCAA4:

Aquest gen codifica per la proteina BRG1, que és la subunitat catalitica del complex
remodelador de cromatina SWI/SNF. Aquest complex regula I'expressié génica modificant les
unions entre histones i DNA depenent d’ATP. En un estudi en linies cel-lulars, BRG1 es va
trobar alterat en un 30% dels NSCLC, i també s’ha descrit mutat en tumors primaris de pulmé
(Medina et al., 2008; Rodriguez-Nieto et al., 2011). Es interessant destacar que les seves
alteracions sén mutuament excloents amb les de MYC, i que BRG1 regula a la baixa I'expressié
de MYC i controla I’expressié dels gens diana de MYC (Romero et al., 2012).
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SOX2 i SOX4:

Els gens de la familia SOX sén factors de transcripcié que regulen I'expressié de gens especifics
de llinatge durant el desenvolupament embrionari, en concret s’encarreguen de Ila
determinacié sexual, el desenvolupament de la cresta neural, l'esqueletogénesis i
I’'hematopoesi. Com molts altres gens amb funcions en I'embriogénesi, els gens de la familia
SOX també estan implicats en la carcinogenesi (Castillo and Sanchez-Cespedes, 2012).

L'amplificacié de SOX2 s’ha trobat especificament en escamosos. SOX4 s’ha descrit amplificat i
mutat en cancer de pulmd i la seva signatura d’expressié esta relacionada amb el
desenvolupament de SCLC (Castillo et al., 2012; Medina et al., 2009).

PROTEINES REGULADORES DEL CICLE CEL-LULAR

TP53:

Aquest gen codifica per una fosfoproteina que prevé I'acumulacié de dany. En resposta a una
situacidé d’estrés, p53 indueix I'expressié de gens com inhibidors de les quinases dependents
de ciclina (CDKs), fet que fara aturar el cicle cel-lular en G1 permetent que hi hagi reparacio del
DNA o apoptosi. TP53 és un dels gens més alterats en cancer de pulmod i pateix mutacions
inactivadores o delecions en un 90% dels SCLC i en un 65% dels NSCLC (Mogi and Kuwano,
2011; Wistuba Il et al., 2000). Esta associat a fumadors i dona mal pronostic (Steels et al.,
2001).

CDKNZ2A i RB1:

Les proteines producte d’aquests dos gens, pl6 i RB controlen la progressié del cicle cel-lular
de G1 a S. RB esta unit a la familia de factors de transcripcié E2F, durant la progressié del cicle,
RB es fosforilat per les CDKs i allibera E2F permetent que es produeixi la replicacié del DNA.
Per altra banda, p16 és un inhibidor de les CDKs que fosforilen RB (Ohtani et al., 2004).

RB va ser el primer gen supressor tumoral identificat en cancer de pulmé (Harbour et al., 1988)
i esta alterat en un 90% dels SCLC i en un 10-15% dels NSCLC; pl16 es troba alterat
fonamentalment en NSCLCs, en un 70-80% dels casos (Larsen and Minna, 2011). Com que
formen part de la mateixa via, la seva alteracié és mituament excloent.

La figura 11 mostra un resum de les alteracions genetiques més freqiients en cancer de pulmé
comentades anteriorment. Hi apareixen les proteines afectades contextualitzades en la seva
via d’actuacié i relacionades entre si.
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Figura 11. Representacio de les principals vies implicades en cancer de pulma. S’hi troben totes les proteines
citades anteriorment. En verd, receptors membrana. En vermell, components de la via de RAS/RAF/MEK/ERK. En
lila, proteines de la via de PI3K/AKT/TOR. En taronja, proteines reguladores de la transcripcid. En blau, proteines

reguladores del cicle cel-lular.

VARIACIONS DE LES ALTERACIONS GENETIQUES

Les alteracions en cancer de pulmé canvien segons el tipus histologic del tumor (es resumeixen
en la figura 12). Com s’ha pogut comprovar, estan més ben definides en els adenocarcinomes
que en qualsevol altre tipus de tumor de pulmd. Segurament aixd es deu a que és el tipus
histologic més freqlient i a que hi ha moltes més linies cel-lulars tumorals establertes d’aquest
tipus.

Si ens centrem en el tipus histologic escamds, les alteracions més freqlients afecten TP53,
MYC, PTEN, PIK3CA, CDKN2A, SOX2 i DDR2, com ja s’ha comentat anteriorment. Perd també
s’han descrit altres gens mutats en aquest tipus tumoral, destacant (Heist et al., 2012):

- AKT1, pateix mutacions activadores, és una de les quinases que esta per sota de PI3K.
- FGFR1, amplificat, és un receptor tirosina quinasa (Pros et al., 2013).

- EPHA2, esta sobreexpressat i és un receptor tirosina quinasa.

- PDGFRA, també és un receptor que apareix amplificat.

Un altre factor important a tenir en compte és el tabac, que esta relacionat amb els SCLC i els
carcinomes escamosos. En un estudi recent s’ha trobat que la freqiéncia mutacional dels
tumors de fumadors és deu vegades més elevada que la de no fumadors (Govindan et al.,
2012). El tipus de mutacions puntuals també és diferent: en fumadors predominen les
transversions CG a AT, i en no fumadors el canvi de CG a TA. | el que és més important, el perfil

42



Introduccid

mutacional també és diferent: alteracions en EGFR sén molt menys comunes en fumadors
(13% versus 58%), mentre que en KRAS i TP53 es troben incrementades en fumadors (21%
versus 4% i 71% versus 48%, respectivament) (Sun et al., 2007).

SCC

MET
DDR2

FGFR1
PTEN

PIK3CA
ecly RB TP53 CDKN2A
MYC
MAX

EGFR HER2
KRAS BRAF
NRAS a1k

LKB1
ROS1
BRG1 &

AC

Figura 12. Gens alterats en cancer de pulmé dividits segons el tipus histologic en el que tenen més incidéencia.
Modificada de Sanchez-Cespedes, 2003.

3.4. ALTERACIONS EPIGENETIQUES

Els canvis epigenétics donen canvis d’expressié sense canviar la seqiéncia del DNA i ho fan de
manera reversible cap a les dos direccions: en cancer hi ha una hipometilacié general i una
hipermetilacié de CpGs especifica, els canvis epigenétics incrementen I'expressié d’oncogens i
disminueixen I'expressié de supressors tumorals, tot i que el més conegut és el segon cas; a
més s’ha vist que els canvis epigenetics sén més acusats amb |'avancament del procés
oncogenic (Esteller, 2008). L'expressio dels gens es pot regular directament mitjangant canvis
en el grau de metilacié de les illes CpG que contenen els seus promotors i també a través de
canvis en l'estructura de la cromatina, que es pot modificar per acetilacié, fosforilacid,
metilacié o ubiquitinacié de les cues de les histones.

Les alteracions epigenetiques son més freqiients que les genétiques pero estan relacionades
entre si, les primeres poden donar lloc a les segones. Per exemple, la metilacié a les CpGs pot
induir mutacions puntuals via la desaminacié de les 5-metilcitosines produint transicions de C
a T, pot incrementar 'efecte mutagénic de carcindogens externs, afavorir la recombinacid
mitotica i generar inestabilitat cromosdmica, reactivar transposons i fer perdre zones
imprintades (Brzezianska et al., 2013; Esteller, 2008).

Sén molts gens els que s’han descrit alterats per metilacié en cancer de pulmé, entre ells
destaquen:

- CDKNZ2A (p16): es troba hipermetilat i s’"ha descrit que els seus nivells de metilacid
incrementen amb I'avancament del cancer de pulmé escamods, és a dir en les fases de
displasia inicials esta metilat amb menys freqliencia que en el carcinoma escamas en si
(Belinsky et al., 1998). La metilacio en aquest gen, i en concret, la que pot detectar-se

43



Introduccid

als esputs de malalts de cancer de pulmé podria ser un biomarcador per aquest
cancer, doncs metilacions s’han detectat fins a 3 anys abans del diagnostic i han
mostrat molt bona correlacié entre metilacié-cas de cancer de pulmd i no metilacié-
control sa (Palmisano et al., 2000).

- MGMT: codifica per la proteina O°-metilguanina metiltransferasa de DNA encarregada
d’eliminar adductes del DNA formats en aquestes posicions. S’ha descrit també
hipermetilada (Esteller et al., 1999), amb bona correlacié grau d’alteracié-estadi del
tumor i amb valor predictiu en els esputs de malalts, tal i com p16 (Palmisano et al.,
2000).

- PAX5: és un gen de diferenciacié i implicat en la progressid del cicle cel-lular que s’ha
descrit hipermetilat (Palmisano et al., 2003).

- CASPS8: el gen de la caspasa-8, de la cascada apoptotica, esta hipermetilat en SCLC
(Shivapurkar et al., 2002).

- CDH1, TIMP3, LAMB3: E-cadherina, I'inhibidor de metal-loproteases i la laminina 3,
gens implicats en la restriccid6 de processos invasius, també estan inactivats per
hipermetilacié (Sathyanarayana et al., 2003; Zéchbauer-Miiller et al., 2001).

La metilacié del promotors és la marca epigenetica més ben coneguda, pero també s’ha descrit
que les DNA metiltransferases, les histona deacetilases i membres del complex regulador
epigeneétic polycomb estan sobreexpressades en cancer de pulmo (Belinsky, 2004).

3.5. CRONOLOGIA DELS ESTUDIS GENETICS DEL CANCER DE PULMO

Des de la hipotesi de Knudson de la doble inactivacidé dels supressors tumorals (Knudson,
1971), la teécnica classica per buscar-los ha estat la cerca de regions amb pérdua
d’heterozigositat: des de la determinacié d’aquestes zones amb els polimorfismes de restriccid
(RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphisms), passant pels microsatél-lits i fins els
polimorfismes d’un uUnic nucleotid (SNPs, Single Nucloetide Polymorphisms). Pel que fa als
oncogens, es buscaven zones amplificades o sobreexpressades per Southern o Northern blot, i
més tard per hibridacié genomica comparada (CGH, Comparative Genomic Hybridization). A
més, des de que es va descriure la primera mutacié somatica en tumors va ser clar que calia
seqlienciar per trobar quins eren els gens del cancer. El métode de seqlienciacié de Sanger
s’ha agilitzat molt des dels seus inicis i les tecniques de busqueda de nous gens implicats en el
procés tumoral també, s’han implementat estrategies com els arrays de SNPs o els arrays
d’expressio (figura 13). Els arrays de SNPs permeten detectar zones amb peérdua
d’heterozigositat i delecionades, mentre que els arrays d’expressid, a banda de determinar
signatures d’expressido de certs gens, determinen gens sobreexpressats o que han perdut
I’expressié en tumors.

Els avencos més destacables han estat els que ha fet la seqlienciacid. La sequenciacié del
genoma huma, el 2001 (International Human Genome Sequencing Consortium, 2004; Lander
et al., 2001; Venter et al., 2001), va implicar un canvi d’era en la genomica. Va impulsar infinits
estudis que han contribuit a conéixer I'arquitectura i funcié del genoma, va canviar el concepte
de gen i va establir les seqliencies de referencia. Actualment ja s’ha entrat en una altra era, és
la de les noves tecnologies de sequienciacid (NGS, Next Generation Sequencing) o seqienciacid
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massiva que permeten llegir paral-lelament centenars de seqiiéncies, amb una fidelitat molt
alta i amb menys temps i cost. Aquestes noves tecnologies s’han aplicat a la seqlienciacié del
genoma i 'exoma sencers (WGS, Whole Genome Sequencing i WES, Whole Exome Sequencing,
respectivament), i han substituit els meétodes que es basaven en microarrays, és el cas del
ChIP-Seq, RNA-Seq o Methyl-Seq. Les NGS estan reemplacant el metode tradicional de
seqlienciacid per Sanger, encara que per certes aplicacions segueix sent el més avantat;jds,
com per avaluar regions molt concretes (pocs gens o hot-spots) o nUmero mostral petit i per
confirmar resultats obtinguts amb NGS (Naidoo et al., 2011).
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Figura 13. Linia del temps amb els avengos més importants de la tecnologia de la seqiienciacio juntament amb els
descobriments destacats en el camp de la investigacié molecular del cancer. Obtinguda de (MacConaill et al., 2011)

Els avantatges més notoris que aporta I'is de NGS en I'avaluacié de tumors sén la capacitat de
detectar delecions, translocacions, insercions i alteracions en el niumero de copies, a més de
mutacions, al mateix temps (Ross and Cronin, 2011). També permet detectar mosaicismes, i
aix0 és molt important en la seqlienciacié de tumors perquée sovint trobem la poblacié de
cel-lules tumorals barrejada amb la poblacié de céel-lules normals i segons la proporcié pot ser
que les alteracions del tumor quedin emmascarades i indetectables utilitzant els metodes de
seqlienciacié tradicionals. Les subpoblacions es detecten perquée en NGS es llegeixen
molecules de DNA individuals, a diferencia del que es fa en la seqlienciacié de Sanger, que

llegeix una poblacié de molecules.

Actualment ja hi ha tecnologies de seqienciacié de tercera generacio (TGS, Third Generation
Sequencing), que ja no necessiten passos previs d’amplificacié del genoma; i també s’estan
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dedicant molts esforgos en la seqlienciacié d’una sola cel-lula (Macaulay and Voet, 2014), que
en tumors seria importantissim per determinar-ne I’"heterogeneitat i per coneixer quins sén els
avantatges que donen alteracions concretes a les cél-lules tumorals.

Tots aquests avencos han servit per trobar nous gens implicats en cancer de pulmé. La primera
aplicacié dels arrays de SNPs a tot el genoma en cancer de pulmd va ser el 2005, es va aplicar a
unes 100 linies cel-lulars, va confirmar alteracions de nimero de copies en gens ja coneguts i
va determinar noves regions delecionades homozigoticament i amplificades (Zhao et al.,
2005). Per exemple, va identificar una regid delecionada que contenia un putatiu supressor
tumoral (PTPRD) i a aquest gen se li van trobar nivells baixos d’expressid, mutacions no
sinonimes i delecions en un treball posterior fet amb arrays de CGH i que buscava
especificament delecions homozigotes (Kohno et al., 2010).

Altres treballs es basen en la seqlienciacié massiva perd encara amb meétodes tradicionals,
com el de Ding i col-laboradors, que va seqiienciar 623 gens en 188 adenocarcinomes (Ding et
al., 2008). Aquest treball va correlacionar els estudis mutacionals amb dades de nimero de
copies i expressio i va identificar la implicacio de nous receptor tirosina quinasa (KDR, FGFR4 o
NTRK) en la carcinogenesi pulmonar, a més de confirmar I'altissima heterogeneitat de gens
afectats en aquest tipus de tumor i la variabilitat d’aquestes alteracions. Paral-lelament es
publicaven articles que volien comprendre els perfils mutacionals en tot tipus de tumors:
seqlienciacid convencional es barrejava amb arrays de SNPs i de CGH i amb analisi
bioinformatic per trobar clusters de gens. Es el cas de Bignell i els seus col-laboradors (Bignell
et al., 2010) que buscaven clisters de supressors tumorals per delecions homozigotes i els
distingeixen dels grups de gens que estan en llocs fragils del genoma. Un treball similar perd
gue ja inclou NGS és el de Kan (Kan et al., 2010), es centra en mutacions somatiques i les
contextualitza en les seves vies de senyalitzacié, concloent que hi ha altissima variabilitat
mutacional entre els diferents tumors (pulmd, pancrees, mama, ovari i prostata), que en
pulmé la taxa mutacional és especialment elevada, posa de manifest la via de les proteines G
acoplades a receptors (GPCR) com una nova via alterada en cancer i, pel que fa a pulmg,
confirma alguns dels resultats de Ding i identifica 239 nous gens afectats per mutacions
somatiques en adenocarcinoma.

Els metodes de NGS també han evolucionat, i el 2008 es va publicar un estudi que mostrava la
importancia de la seqlienciacié de paired-end per detectar arranjaments del genoma amb
molta resolucid, com fusions o duplicacions en tandem (Campbell et al., 2008). Les fusions
havien estat restringides a cancers hematopoiétics pero des de llavors i després de la troballa
de les fusions de ALK, han estat objecte de busqueda activa en cancer de pulmé mitjancant
NGS (Imielinski et al., 2012; Lee et al., 2010; TCGA, 2012).

Aquests treballs han anat en paral-lel amb el sorgiment de bases de dades disponibles
publicament que aglutinen informacié de tot tipus d’alteracions i que resulten molt atils per
contextualitzar les mutacions en cada tipus tumoral: Sanger (Bamford et al., 2004; Forbes et
al., 2006), Omnibus (Edgar et al., 2002) o Encyclopedia (Barretina et al., 2012), entre altres.

La implicacié de les noves tecnologies en el camp de la gendmica és i seguira sent de crucial
importancia per I'evolucid dels diagnostics i tractaments del cancer, fins a poder determinar el
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perfil mutacional de cada pacient de forma eficient i poc costosa i tractar-lo amb el farmac
més efectiu tenint en compte aquestes alteracions.
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El cancer de pulmé afecta 1,6 milions de persones a tot el mén, i és la primera causa de mort
per cancer. El promig de I'index de supervivencia als 5 anys per tots els cancers esta al voltant
del 50%, mentre que en el cas del cancer de pulmd no arriba a un 10%, és un dels més baixos.

El mal pronostic del cancer de pulmé es deu al diagnostic en fases avangades i a la manca de
terapies especifiques pels seus subtipus. Tot i aixi ja hi ha terapies basades en alteracions
genetiques que es donen sobretot en adenocarcinomes d’individus no fumadors i que estan
funcionant de manera exitosa. Malgrat que el nimero de pacients que avui en dia es poden
beneficiar d’aquestes noves terapies és baix, aquests avencos posen en relleu la importancia
del coneixement de les bases moleculars del cancer des d’un punt de vista de la biologia
d’aquesta malaltia. Per tant, és necessari descobrir les alteracions genétiques del cancer de
pulmo, les implicacions funcionals i les possibilitats de tractament molecular per millorar el
pronostic d’aquesta malaltia.

Es en aquest context en el que es basen els objectius d’aquesta tesi doctoral, que sén els
seglents:

- Objectiu principal:

o Trobar nous gens supressors tumorals implicats en la carcinogénesis
pulmonar.

- Objectius especifics:

o Objectius de caracter genetic:
= Estudiar el tipus i la freqliencia de les alteracions d’aquests gens en
tumors.
= Estudiar el context en el que es produeixen aquestes alteracions. Per
exemple, si tenen predileccid per algun tipus histopatoldgic o si
coexisteixen o no amb alteracions en altres gens.

o Objectius de caracter funcional i bioquimic:
= Establir un model en el que es restableixi I'expressié dels gens
d’interés per estudiar la implicacié d’aquests gens en la carcinogenesi.
= Estudiar I'efecte fenotipic de la reintroduccié dels gens en el model
establert: proliferacid, invasio, morfologia.
= |dentificacié i/o estudi de les vies de senyalitzacié cel-lular de les que
forma part.
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1. MATERIALS

1.1. DNAs

Els DNAs utilitzats en aquest treball, ja siguin de tumors primaris o bé de linies cel-lulars
estables, provenien de quatre fonts diferents: The Johns Hopkins University School of Medicine
(Baltimore, EEUU), la Red del Banco de Tumores del CNIO (Madrid, Espanya), la Fondazione
IRCCS Istituto Nazionale Tumori (Mila, Italia) i The National Cancer Center Research Institute
(Tokyo, Japa).

1.2. LINIES CEL-LULARS

Es van utilitzar linies cel-lulars de cancer de pulmé, de mama, de glioblastoma i de colon. La
majoria d’aquestes linies estan disponibles comercialment a I’American Type Culture Collection
(ATCC). Les seves caracteristiques es mostren detallades en la taula seglient:

Nom Lloc d’obtencio Tipus de tumor Creixement Medi de cultiu

Calu3 Pulmo AC Adherent DMEM
NCI-N417 (N417) Pulmé SCLC En suspensio RPMI
NCI-H2171 (H2171) Pulmo SCLC En suspensio HITES
NCI-H1573 (H1573) Pulmé AC Adherent ACL-4
NCI-H1299 (H1299) Pulmé LCC Adherent RPMI
NCI-H460 (H460) Pulmé LCC Adherent RPMI
NCI-H441 (H441) Pulmé AC Adherent RPMI
NCI-H1975 (H1975) Pulmé AC Adherent RPMI
SW1417 Colon AC colorectal Adherent DMEM
T47D Mama Carcinoma ductal Adherent RPMI
NCI-H157 (H157) Pulmé SCC Adherent RPMI
T98G Cervell Glioblastoma multiforme Adherent DMEM

Platinum A (293T) Ronyo Epiteli Adherent DMEM*
NCI-H2170 (H2170) Pulmé SCC Adherent RPMI
Lul34 Pulmo SCLC En suspensio RPMI

Taula 4. Linies cel-lulars utilitzades en aquesta tesi doctoral. *Aquesta linia creix suplementada amb puromicina (1
ug/ml) i blasticidina (10 pg/ml).

1.3. TUMORS | MICROARRAYS DE TEIXITS

Els tumors, conservats en blocs de parafina o de OCT, dels que disposavem provenien de la
Red del Banco de Tumores del CNIO (Madrid, Espanya).

Els TMAs estudiats estaven formats per mostres procedents de pacients de NSCLC en estadis I-
I, de I'Hospital Universitari 12 de Octubre (Madrid, Espanya).
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1.4. RATOLINS ATIMICS

Van utilitzar-se ratolins mascles nu/nu de 4-5 setmanes d’edat (Harlan). Aquest ratolins no
tenen limfocits T madurs. Aquesta caracteristica els fa ideals per ser models de cancer perque
no fan resposta immunitaria en introduir-los cel-lules tumorals no propies.

Tots els protocols de manipulacié i disseny experimental van ser aprovats pel comiteé del servei
d’estabulari de I'IDIBELL.

2. METODES

2.1. TECNIQUES PER L’ESTUDI GENETIC

EXTRACCIONS DE DNA | RNA

DNA:

Per les extraccions de DNA genomic s’utilitzava el kit Genomic DNA Purification (Promega) i es
seguien les instruccions del fabricant. De manera simple, inicialment es lisen les céel-lules,
després es tracta la mostra amb RNasa per eliminar I'RNA, es descarten les proteines
mitjancant una precipitacié salina i finalment es precipita el DNA amb isopropanol.

Alternativament, quan s’havia d’extreure DNA de teixits parafinats el protocol a seguir era el
seglent:

Per aquesta técnica es van utilitzar els seglients reactius: xilol, etanol absolut, isopropanol,
buffer de la proteinasa K (50 mM Tris pH 8,8, 10 mM EDTA pH 8, 100 mM NaCl, 1% SDS),
proteinasa K (10 mg/ml), fenol:cloroform:isoamilic i aigua Braun.

A continuacié es detallen els diferents passos del protocol:

Fer talls de la parafina que conté la peca d’interes.

Afegir 1 ml de xilol a I'eppendorf que conté els talls de parafina i vortejar-ho.
Centrifugar 5 min, 12000 g.

Eliminar molt bé el xilol. Si ha quedat molta parafina, es poden repetir els passos 2i 3.
Afegir 1 ml d’etanol i centrifugar 15 min, 12000 g (x2).

Eliminar I'’etanol i afegir 400 ul de buffer i 7 ul de proteinasa K a cada tub.

Deixar-ho 16-24 h a 58 2C.

Segons com ho vegem el dia seglient, podem afegir 3 pl més de proteinasa K i deixar-

Nou ks wne

ho 1 h més.
8. Posar els tubs 8 min a 952C per inactivar la proteinasa K.
9. Deixar temperar els tubs.
10. Afegir 400 pl de fenol:cloroform:isoamilic. Agitar i centrifugar 15 min a 10000 g.
11. Agafar la fase aquosa i transferir-la a un altre tub per precipitar el DNA.
12. Afegir 2,5 volums d’isopropanol. Mesclar-ho i deixar-ho en fred (-202C).
13. Centrifugar 30 min 13000 g.
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14. Eliminar el sobrenedant i afegir etanol 70% al pellet. Barrejar-ho.
15. Centrifugar 30 min, 13000 g.

16. Eliminar I'etanol i deixar-ho assecar.

17. Resuspendre el DNA amb aigua Braun.

Finalment, per comprovar que la quantitat i qualitat del DNA és Optima, es mesura al
NanoDrop la seva concentracid i es corre una agarosa al 1% per visualitzar-lo.

RNA:

Depenent de I'Us posterior de I'RNA, I'extraccié podia fer-se amb el kit Total RNA Isolation de
Macherey-Nagel o amb metode classic del Trizol.

El principi basic del kit sén les seves 2 columnes diferents: en la primera es filtra el lisat, s’hi
queden retingudes les proteines; i en la segona, s’hi enganxen I'RNA i el DNA. El DNA es
degradat mitjancant I'addicié de DNasa i després es precipita I’'/RNA amb aigua. Pel que fa al del
Trizol, hi ha cinc passos generals: I’homogenitzacié del teixit o les cel-lules; la separacié en fase
aquosa (conté RNA), interfase (conté DNA) i fase organica (conté proteines); I'aillament de
I’'RNA, el seu rentat, i finalment, la resuspensid.

PROTOCOL DEL TRIZOL PER EXTRACCIO D’RNA:

Per aquesta técnica es van utilitzar els seglients reactius: Trizol (Invitrogen), cloroform,
isopropanol, etanol absolut, DNasa i el seu buffer (10x) (Maherey-Nagel), Phase Lock Gel Tubes
(5 Prime) i aigua Braun.

A continuacié es detallen els diferents passos del protocol:

1. Homogenitzar el pellet o de les cél-lules en la placa amb 1 ml de Trizol. Passar a un

eppendorf.
2. Incubar 5 min a temperatura ambient (RT).
3. Afegir 200 ul de cloroform i invertir-ho durant 15 s.
4. Incubar 2-3 min, RT.
5. Centrifugar 15 min, 12000 g, 42°C.
6. Transferir la fase aquosa en un eppendorf nou.
7. Afegir 0,5 ml d’isopropanol i barrejar-ho.
8. Incubar 10 min, RT.
9. Centrifugar 10 min, 12000 g, 42°C.
10. Eliminar I'isopropanol del pellet.
11. Afegir 1 ml d’etanol al 75% i centrifugar 5 min, 7500 g, 42C. Repetir aquest rentat un

altre cop.
12. Eliminar tot I’etanol del pellet i deixar que s’assequi parcialment.
13. Resuspendre el pellet amb aigua Braun.

Opcionalment, seguir el protocol amb una digestié del DNA i repurificacié de I'RNA.
Llavors, resuspedre I’'/RNA en 180 pl d’aigua.

14. Afegir 18 pl de buffer de la DNasa i 2 pl de DNasa als 180 ul d’RNA.
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15. Incubar 10 min, 379C.

16. Centrifugar els tubs amb fase abans d’utilitzar-los, 30 s, 12000 g.

17. Afegir la mostra al tub de fase i Trizol:cloroform a igual volum que la mostra (200 pl de
mostra + 100 pl de Trizol + 100 pl de cloroform) i barrejar per inversio.

18. Centrifugar 5 min, 13000 g, 4°C.

19. Afegir 200 pl de cloroform i barrejar-ho bé.

20. Centrifugar 5 min, 13000 g.

21. Transferir 200 pul de la fase superior en un nou eppendorf (sense fase).

22. Afegir 160 ul d’isopropanol i barrejar-ho bé.

23. Centrifugar 1 h, 13000 g, 4°C.

24. Eliminar I'isopropanol i afegir 150 ul d’etanol al 70%.

25. Centrifugar 5 min, 13000 g, 429C.

26. Eliminar tot I'etanol del pellet i deixar que s’assequi parcialment.

27. Resuspendre el pellet amb aigua Braun.

Finalment, per comprovar que la quantitat i qualitat de 'RNA és optima, es mesura al
NanoDrop la seva concentracid i es corre una agarosa al 1% per visualitzar-lo. En un RNA
no degradat es veuen dos bandes molt marcades corresponents als RNAs ribosomals 28S i
18S a una proporcio de 2:1 (285:18S).

TRANSCRIPCIO REVERSA DE L’'RNA

Per aquesta técnica es van utilitzar els seglients reactius: Kit SuperScript Il (Invitrogen, conté
polimerasa (200 U/ul), buffer (5x) i DTT (0,1M)), hexamers aleatoris (250 ug/ml), dNTPs
(10mM), aigua Braun i RNAsin (40 U/ul; Promega).

A continuacié es detallen els diferents passos del protocol:

1. Posar en un tub la quantitat necessaria de RNA segons la concentracié de RT que
vulguem (1-3 pg). Afegir aigua Braun fins a 10 pl.
Afegir 1 ul de dNTPs i 1 pl d’hexamers aleatoris a la mescla anterior.
Incubar 5 min a 65°C.
Deixar en gel durant 2 min.
Afegir a la reaccié: 4 ul de buffer, 2 pul de DTT i 1 pl de RNAsin.
Incubar 2 min a 25°C.
Afegir 1 ul de la polimerasa SuperScript a cada tub.
Incuabar-ho:  25°C, 10 min

429C, 50 min

709C, 15 min

© N o U e wWwN

SEQUENCIACIO PEL METODE DE SANGER

REACCIO EN CADENA DE LA POLIMERASA: PCR

Per aquesta técnica es van utilitzar els seglients reactius: aigua Braun, Taq polimerasa (1 U/ul) i
el seu buffer (10x) (Biotools), primers forward i reverse (12,5 uM), dNTPs (10 mM), DMSO, DNA
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motlle, buffer de carrega 6X, SYBR Safe (Invitrogen), agarosa i TBE 5X (s’utilitza 0,5X; Tris-Boric-
EDTA; 54 g Tris, 27,5 g d’acid boric, 20 ml EDTA pH 8 0,5M, fins 1 | d’aigua).

A continuacié es detallen els diferents passos del protocol:

1.

Barrejar en un tub de PCR: 17,25 ul d’aigua Braun, 2,5 ul de buffer, 2 ul de dNTPs, 0,75
ul de cada primer, 0,75 pl de polimerasa i 1 ul de DNA motlle (30 ng).

Posar els tubs al termociclador amb unes condicions de temperatures i temps
determinades. El que canviarem segons el fragment a amplificar seran la temperatura
d’anellament dels primers i la durada de la fase d’extensié. Es mostren unes condicions

estandard.
Desnaturalitzacié inicial: 9429C, 4 min
Reaccio ciclica (35 cicles): 949C, 30s

58-629C,30s
72°C, 30-60 s
Extensio final: 729C, 10 min

Correr els productes de PCR en una agarosa i comprovar si hi ha hagut amplificacid, si
la mida del fragment és la correcta i si el producte és Unic i especific.
A cada electroforesis es carreguen 5 ul de producte barrejats amb buffer de carrega i
els gels es tenyeixen amb 5 pl de SYBR Safe /100 ml d’agarosa-TBE. Els gels es
visualitzen en un G-BOX Chemi XT.

PURIFICACIO DELS PRODUCTES DE PCR

Un cop es té el producte amplificat, cal eliminar les restes de components de la PCR que no

ens interessen per poder continuar. S’ha realitzat de dos maneres diferents.

Principalment es purifiquen els productes de manera enzimatica, molt agil i senzilla, similar a

com es fa amb el kit ExoSAP. S’utilitza una fosfatasa que elimina els dNTPs de la reaccié i una

exonucleasa per eliminar els primers de cadena senzilla.

Per aquesta técnica es van utilitzar els seglients reactius: exonucleasa | (20000 U/ml; Biolabs),
fosfatasa antartica ( 5000 U/ml; BioLabs), buffer de la fosfatasa antartica (10x; BioLabs) i aigua

Braun.

A continuacié es detallen els diferents passos del protocol:

1.

Preparar la mescla d’enzims: 50 ul d’exonucleasa I, 40 ul de fosfatasa antartica, 16 pl
de buffer de la fosfatasa antartica, 144 pl d’aigua Braun.

Vortejar.
Afegir 2 ul de la mescla anterior per cada 8 pl de producte de PCR.
Posar-ho al termociclador: 379C, 15 min

802C, 15 min

Alternativament, quan es purifica d’'una banda d’agarosa, es carrega tot el producte de PCR al
gel i s'utilitza el kit GE Healthcare PCR DNA and gel band purification kit, seguint les

instruccions del fabricant.

59



Material 1 metodes

REACCIO DE SEQUENCIACIO | PURIFICACIO

Per aquesta técnica es van utilitzar els seglients reactius: aigua Braun, buffer del BidDye
(Applied Biosystems), ABI Prism BigDye Terminator (Applied Biosystems), primers forward i
reverse (3,2 uM), etanol/X-Terminator (Applied Biosystems) i Hi-Formamide (Applied
Biosystems; si utilitzem etanol per precipitar).

A continuacié es detallen els diferents passos del protocol:

1. Barrejar en un tub de PCR: 5,5 ul d’aigua Braun, 1,5 pl de buffer, 1 pl de cada primer, 1
ul de BigDye, 1 pl de producte de PCR motlle.
2. Posar els tubs al termociclador amb les seglients condicions de temperatures i temps.

Desnaturalitzacié inicial: 962C, 4 min
Reaccio ciclica (25 cicles): 969C, 15 s
50¢9C, 155
60 °C, 2-4 min
Extensio final: 602C, 4 min

3. Un cop acabada la reaccid de seqlienciacié cal purificar els productes, ja sigui
precipitant les plagues amb etanol o utilitzant X-Terminator (Applied Biosystems).

4. Correr les reaccions en un sequenciador: ABI PRISM 3700 DNA Analyzer (Applied
Biosystems).

INTERPRETACIO DELS RESULTATS

Les seqléncies s’analitzen comparant-les amb la seva seqliéncia de referéncia. El programa
més utilitzat és el MutationSurveyor (Softgenetics), que permet visualitzar els
electroferogrames de les seqliencies problema i control alhora, especialment util per veure
canvis en heterozigosi, dobles pics. També s’utilitza el programa BioEdit i es fan alineaments

de sequéncies amb I'aplicacid en xarxa MultAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).

Els primers utilitzats per I'amplificacié i seqlienciacié dels gens SMARCA2, SFMBT1, SMAD2,
PIK3R1 i PARD3 es detallen al material annex (taules A1-5).

ESTUDI DE LA PERDUA D’HETEROZIGOZITAT (LOH)

Per determinar si una regié ha patit pérdua d’heterozigositat s’amplifiquen zones que
contenen microsatel-lits altament polimorfics utilitzant primers marcats fluorescentment.
Després hi ha una separacié i deteccidé d’aquests productes, cosa que ens permetra distingir els
al-lels segons la seva mida i intensitat.

Com que s’assumeix que en el teixit tumoral hi ha contaminacié de teixit sa, mostres
provinents de teixit sa i de teixit tumoral del mateix pacient es comparen per cada marcador
de microsatel-lit; s’analitza la diferéncia en la proporcié dels al-lels en cada parella de mostres i
aixi es determina si en el tumor hi ha LOH somatica.

Per seleccionar els marcadors que flanquegen la nostra regié d’interés utilitzem el MapViewer
i les bases de dades Genethon, deCODE o Marshfield.

El protocol és exactament el mateix que el d’'una PCR convencional, excepte en tres punts:
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- Els primers estan marcats fluorescentment i sovint ja es troben dissenyats a UniSTS
(NCBI).

- No pot arribar al punt de saturacid, per aix0 es fa entre 28-32 cicles.

- Després de la PCR els productes es visualitzen en una agarosa i es corren directament
en un seqienciador.

Per analitzar els resultats només ens donen informacié els al-lels que sén heterozigots en el
teixit sa, s’utilitza I'altura de pic de cada al-lel i es fan les seglients ratios:

altura de picdel'al-lel 1

Ratio d’altura de pic =
P altura de pic de I’al-lel 2

Ratio d’altura de pic dela mostra tumoral

. LOH =
Ratio de LOH Ratio d’altura de pic de la mostra normal

Ratios de LOH majors o iguals a 1,35 o menors o iguals que 0,67 es consideren clarament

indicatives de LOH.

Els microsatel-lits de PARD3 es distribueixen al llarg de 4 Mb al brag petit del cromosoma 10.
Els primers utilitzats per la seva amplificacio es detallen al material annex (taula A6).

MS-MLPA

MS-MLPA (de [I'anglés, Methilatyion Specific-Multiplex Ligation dependent Probe
Amplification), és una técnica que ens permet avaluar I'estat de metilacié i de nimero de
copies d’un gen determinat (Nygren et al., 2005; Schouten et al., 2002).

Per a la realitzacidé d’aquesta técnica és necessari el disseny d'una barreja de sondes. La barreja
de sondes produida per PARD3 consta de 33 sondes: 15 detecten canvis de nimero de copies,
i entre aquestes, 3 també permeten detectar metilacié en el promotor; 7 sén sondes adjacents
al gen d'interés, i 8 sén sondes de referencia. A més, en totes les mescles hi ha sondes control
per la quantitat de DNA, per la desnaturalitzacid i pel génere de la mostra.

Els experiments de MS-MLPA es fan sempre amb mostres de referéncia , que consisteixen en
DNA comercial masculi i femeni, i en DNA extret de teixit normal per als tumors primaris.
Resumint, el DNA es desnaturalitza i es deixa hibridant amb les sondes, a continuacio, els
hibrids DNA-sondes sén lligats o lligats i digerits, i finalment, sobre els productes d'aquestes
reaccions es fa una PCR, que té com a resultat productes de diferents mides. D'aquesta
manera, s'obté més o menys amplificat de cada sonda segons la seva abundancia de DNA a la
mostra. A més, com que la digestié és depenent de metilacié, comparant els productes digerit i
no digerit de la mateixa mostra, es pot coneixer I'estat de metilacié del promotor (figura 14).
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Figura 14. Representacions de les tecniques de MLPA i MS-MLPA. A. MLPA, la quantitat d’amplificat depen de la
presencia de la seqliéncia en la mostra i del pas de lligacio. B. MS-MLPA, la digestio és el pas que determina si hi
haura amplificat o no, cosa que dependra de I'estat de metilacié. Obtingut de la web de la companyia MRC-Holland
(www.mlpa.com).

Per aquesta tecnica es van utilitzar els seglents reactius: aigua Braun, MLPA buffer (MRC-
Holland), probemix (MRC-Holland), buffer A de la lligasa (MRC-Holland), buffer B de la lligasa
(MRC-Holland), lligasa (MRC-Holland), enzim de restriccié Hhal (Promega), SALSA mix de
primers (MRC-Holland), SALSA polimerasa (MRC-Holland) i DNA motlle (20 ng/ul).

A continuacié es detallen els diferents passos del protocol:

1. Posar 5 ul de la mostra en un tub de PCR. Fer una desnaturalitzacié inicial a 982C, 5

min.
2. Afegir: 1,5 ul de buffer MLPA i 1,5 ul de probemix.
Deixar al termociclador: 95 oC, 1 min

602°C, 16 h
3. Afegir: 3 ul de buffer de la lligasa Ai 10 pl d’aigua.
Subdividir el contingut de I'eppendorf en 2 amb 10 ul a cada aliquota.
4. Al tub 1 (sera on determinarem numero de copies), afegir: 8,25 ul d’aigua, 1,5 pl de
buffer de la lligasa B i 0,25 pl de lligasa.
Al tub 2 (sera on determinarem l'estat de metilacio), afegir: 7,75 pl d’aigua, 1,5 pl de
buffer de la lligasa B, 0,25 ul de lligasa i 0,5 ul de Hhal.
Deixar al termociclador: 48 °C, 30 min
98 2C, 5 min
5. Finalment, afegir a cada eppendorf: 3,75 pl d’aigua, 1 pl de SALSA mix de primers i 0,25

ul de polimerasa.
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Deixar al termociclador:

Reaccio ciclica (35 cicles): 959C, 30s
60 ¢9C, 30s
72°C,30s

Extensio final: 72°C, 20 s

6. Correr els productes de PCR en uns seqiienciador i interpretar els resultats mitjancant
el programa Coffalyser (Coffa et al., 2008). El programa normalitza les altures de pic de
cada amplificat problema amb les altures de pic dels amplificats pertanyents a gens de
referéncia dins de la mateixa mostra. També normalitza tots els resultats als resultats
de les mostres de referéncia. Donant un valor final per cada amplificat relacionat amb
el nimero de copies del gen en qlestié: valors majors o igauls a 1,2 es consideren
indicatius d’amplificacié i valors menors o iguals a 0,8, de delecid. Pel que fa a
I’avaluacié de la metilacid, les altures de pic sdn normalitzdes de la mateixa manera,
pero el que determina si hi ha o no metilacié és la ratio entre la mostra digerida i no
digerida (figura 14). La mostra digerida és la que indica 'estat de metilacio, doncs si hi
ha metilacié I'’enzim de restriccié no podra actuar, i hi haura producte amplificat (valor
final=1); contrariament, si no hi ha metilacio, el producte de la lligacio sera digerit i no
es produira amplificat (valor final=0). La relacié d’aquests valors amb el valor de la
mateixa sonda en la mostra no digerida, que tindra un amplificat normal (valor
final=1), sera de 1 si hi ha metilacié i de 0 si no n’hi ha. Per cada sonda s’estableix el
seu grau de metilacid, que sera absent (valors <0,2); mitja (valors >0,2 i <0,5);
moderada (valors >0,5 i <0,8); i alta (valors >0,8 i > 1).

SEQUENCIACIO DE BISULFIT

Aquesta seqlienciacid s’utilitza per determinar la metilacié de les illes CpG i consisteix en
tractar el DNA amb bisulfit abans de seqlienciar-lo. El bisulfit desamina les citosines i les
converteix en uracils, perdo aquesta conversié no es pot donar en les citosines metilades.
D’aquesta manera, en sequenciar, sabrem si hi ha o no metilacié segons si hi ha o no canvi de
base.

Per aquesta tecnica es van utilitzar els seglients reactius: Kit DNA Methylation Gold (Zymo
Research), Kit del pGEM-T easy (Promega), Kit de minipreps (Plasmid DNA Purification;
Macherey-Nagel), primers (per amplificar la illa CpG (taula de I'annex A7) i per seqlienciar el
vector pGEM-T easy), DNA problema i reactius comuns de PCR, seqlienciacid i transformacié
de bacteries.

A continuacid es detallen els diferents passos del protocol:

1. El DNA es modifica amb el kit DNA Methylation Gold, seguint les indicacions del
fabricant.
Es fa una PCR amb primers que flanquegin la regié d’interées.
El producte es purifica i s'inserta en el vector pGEM-T easy, es transforma i es creixen
colonies.

4, Es piguen un minim de 8 colonies per cada amplicd per obtenir la freqliencia de
metilacié de cada CpG. Es creixen i se n’extreu el DNA plasmidic.

5. Sequenciacié dels inserts, que contenen la nostra seqiliencia d’interés.
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6. Les seqliencies s’alineen amb el programa BioEdit i es representen els mapes utilitzant
I"aplicacié BSmapR.
2.2. TECNIQUES PER LA GENERACIO DE VECTORS | CEL-LULES
MODIFICADES
CLONATGE

Per aquesta técnica es van utilitzar els seglients reactius: reactius comuns de PCR,

seqlenciacidé, RT-PCR, Kit pGEM-T easy, Kit de minipreps (Macherey-Nagel) enzims de

restriccid i els seus buffers (Fermentas), lligasa T4 (20000 U/ul) i els seu buffer (New England

Biolabs), bactéries JIM109 i DH5a, medi de cultiu LB, plaques de LB-agar, ampicil-lina, IPTG, X-

Gal, glicerol, kit de maxipreps (Macherey-Nagel).

A continuacié es detallen els diferents passos del protocol:

1.

10.

11.
12.

Amplificar el gen d’interés, a partir de cDNA, amb la polimerasa Phusion i purificar el
producte. Els primers es dissenyen per amplificar tot el gen i incorporar dianes
d’enzims de restriccié a cada extrem.
A-TAILING: La polimerasa Phusion no deixa extrems cohesius, per aixo cal afegir-li una
adenina al producte per clonar en el vector pGEM-T easy.
Barrejar en un tub de PCR: 1-7 ul de fragment de PCR purificat, 1 ul buffer de la
polimerasa 10X, 0.2 mM dATP, 5U de polimerasa (EcoStart) i aigua fins a 10pl.
Incubar la reaccio: 949C, 5 min

702C, 30 min
Lligacio amb T4 al vector (pGEM-T easy): 5 ul del buffer 2X de la lligasa, 1 pl (50ng) del
vector pGEM-T easy, 3 ul del producte de a-tailing i 1 ul de la lligasa T4.
Incubar la reaccidé 1 h, RT o tota la nit (ON), 42C.
Transformar en bactéries JIM109 i plaquejar en plaques de LB-ampicil-lina/X-gal/IPTG.
Després del cultiu, les colonies d’interés sén les de color blanc. D’entre les que han
crescut, les blaves poden metabolitzar la X-gal perque tenen l'operdé LacZ sencer,
mentre que les de color blanc, no poden metabolitzar aquest compost perque el
nostre insert s’ha posat enmig de I'operd LacZ i I’ha partit. Picar colonies i fer un cultiu
liquid ON en LB-ampicil-lina.
Picar mitja colonia per créixer en un cultiu liquid ON en LB-ampicil-lina i I'altra mitja
per fer una PCR i comprovar si amplifica I'insert d’interes.
Fer una miniprep per obtenir moltes copies del vector amb I'insert. Segons
instruccions del fabricant.
Digestions del plasmid acceptor final en el que posaré el gen d’interés i del pGEM-T
easy per obtenir I'insert. Seran digestions dobles amb els enzims de restriccié que
tallen les dianes que flanquegen el gen d’interes.
Purificacid de les bandes que m’interessen: insert i vector digerits.
Lligacié del plasmid final i de I'insert amb la lligasa T4 seguint el protocol de I'enzim.

Utilitzant la ratio insert-plasmid 1/3 i fent els calculs amb la férmula:
ngvector X Kb insert 3
kb vector 1

ng d’'insert =
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13. Transformacié dels productes de lligacié en bacteries DH5aq, cultiu en placa i cultiu
liquid ON.

14. Seqlienciacio de tot I'insert per garantir que no s’ha introduit cap mutacié.

15. Cultiu liquid més gran, reserva de stock en glicerol i maxiprep. Segons instruccions del
fabricant.

MUTAGENESI DIRIGIDA

Per generar els diferents mutants de PAR3 es segueix la técnica de mutagenesis dirigida
emulant el que es faria amb el kit de mutagénesis de la Phusion. Es generen primers que ens
permetin fer les delecions o inserir canvis puntuals i s’"amplifica el vector sencer per PCR;
posteriorment es purifica el fragment amplificat, es lliga i es transforma en bactéries.
Finalment, es comprova si la mutagénesis és correcta i es procedeix a amplificar els vectors
mitjangant maxipreps.

TRANSFECCIONS | INFECCIONS

TRANSFECCIO AMB LIPOFECTAMINA

S’utilitza aquesta transfeccid pels vectors no virals. La lipofectamina empaqueta el DNA i forma
liposomes, que poden fusionar-se amb les membranes cel-lulars i introduir els plasmids a les
cel-lules de manera molt eficient.

Per aquesta tecnica es van utilitzar els seglients reactius: vector, cél-lules d’interés a modificar,
lipofectamina 2000 (Invitrogen) i OptiMEM (Gibco).

El protocol a seguir és el recomanat pel fabricant, utilitzant una ratio optimitzada de pg de
vector: ul de lipofectamina de 1,5:1.

PRODUCCIO DE PARTICULES VIRIQUES | INFECCIO

S’utilitza aquest protocol pels vectors del tipus viral. Els nostres vectors virals no contenen els
gens gag, pol i env, necessaris per la replicacié virica. Per permetre I'encapsidacié i replicacid
viral del nostre constructe cal utilitzar cel-lules empaquetadores que contenen aquests gens o
cotransfectar les cél-lules empaquetadores amb plasmids pels mateixos.

Per vectors del tipus retroviral s’utilitza el protocol detallat a continuacid; mentre que per
vectors del tipus lentiviral s’utilitzen les cel-lules empaquetadores 293-T i es cotransfecten
amb els vectors pM2G i pSPAX.

Per aquesta tecnica es van utilitzar els segiients reactius: cél-lules Platinum A (Amfotropiques;
Cell Biolabs), cel-lules d’interés a modificar, polietilenimina (PEI), medi de cultiu comu,
OptiMEM (Gibco), vectors virals, polibré (Sigma-Aldrich), puromicina i geneticina (G418).

A continuacié es detallen els diferents passos del protocol:

Primer dia:
1. Sembrar 2.500.000 cel-lules Platinum en una placa P10. Pel seglient dia volem una
confluéncia del 80-90%.
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Segon dia: transfectar les cel-lules Platinum.

2. Preparar una mescla de transfeccio amb 10 pg de vector, 60 pl de PEl i fins a 200 pl
d’OptiMem. Deixar-la incubant a RT 20 min.

3. Canviar el medi de les cél-lules Platinum per 5 ml de medi fresc i afegir-hi la barreja
anterior.

4, Després de 6 h, canviar el medi per medi fresc i deixar-ho a I'incubador 48 h.

Tercer dia:

5. Sembrar les cél-lules d’interes perquée en 24 h tinguin una confluéncia del 60-70%.

Quart dia:

6. Recollir el medi de la placa de les Platinum, ara ja és sobrenedant viric amb una
concentracio elevada de particules virals. Filtrar-lo amb un filtre de 0.45 um. | afegir-hi
0,5 ul de polibré per cada ml de medi.

7. Aspirar el medi de les cél-lules a infectar i canviar-lo pel sobrenedant viric.

8. Després de 6 h, afegir un volum de medi normal a la placa de cel-lules a infectar.

Sise dia:

9. En 48-72 h, podem eliminar el sobrenedant viral i afegir medi amb antibidtic de
seleccid per estabilitzar els constructes a la cél-lules: puromicina (1-3 pg/ml) o
geneticina (400-800 pg/ml).

2.3. TECNIQUES PER ESTUDIAR L’EXPRESSIO

WESTERN BLOT

Aquesta tecnica serveix per detectar nivells de proteina en extractes de teixits o cel-lules.
Consisteix en la separacié electroforéetica de proteines en gels d’acrilamida, la transferéncia de
les proteines a una membrana i la posterior deteccié de les proteines d’interés utilitzant

anticossos especifics.
EXTRACCIO DE PROTEINES

Per aquesta técnica es va utilitzar buffer de lisi (amb detergents suaus; 10mM Tris HCl pH 8,
100 mM NaCl, 0,5% Trité X-100, 0,5% NP-40 (RT de Nonidet), 5mM EDTA, 10% sucrosa; just
abans d’utilitzar, afegir 10 mM NaF, 5mM NaVO,, mescla d’inhibidors Roche Complet Mini) i
PBS fred.

A continuacié es detallen els diferents passos del protocol:

Netejar les cél-lules amb PBS.

Lisar-les en buffer de lisi i recuperar el volum en un eppendorf.
Sonicar 10 min al maxim de potencia amb intervals de 30 s/30 s.
Centrifugar durant 15 min a maxima velocitat, 42C.

vk wNoe

Les proteines son al sobrenedant, descartar el pellet.

Posteriorment, la concentracié de les proteines en cada extracte es mesurava amb el kit DC
Protein Assay (BioRad), que es basa en el metode de quantificacié de Lowry. Aguest métode
tradueix la concentracié de proteina a color, perqué produeix especies reduides de color blau
que té maxima absorbancia a 750 nm.
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L'escala es fa amb BSA diluit (entre 5 i 0,06 ug/ul) i les mesures es realitzen seguint les

instruccions del fabricant del kit.

EL WESTERN BLOT

Per aquesta técnica es van utilitzar els seglients reactius: acrilamida, aigua destil-lada, buffer
concentrador (0,5M Tris-HCI, pH 6,8), buffer separador (1,5M Tris-HCI, pH 8,8), SDS 10%,
TEMED, PSA (persulfatamoni) 10%, buffer de carrega (utilitzat a 1X; per preparar 100 ml de 6X:
36 ml glicina, 12,8 g SDS, 35 ml tris-HCI 0,5M, pH 6,8, 5 ml beta-mercaptoethanol, aigua fins
100 ml, blau de fenol), membrana de PVDF, paper Whatman, laemli 5X: 720 g glicina, 15,1 g

tris, 50 g SDS, fins a 10 | d’aigua, etanol, Ponceau, llet en pols, TBS-tween, albimina bovina

fetal (BSA), azida sodica, anticossos primari i secundari i revelador Illuminata / Immobilon
(Millipore).

A continuacié es detallen els diferents passos del protocol:

1.

9.

10.
11.

12.
13.
14.
15.

E

S

Fer el gel d’acrilamida. La seva concentracié dependra de la mida de les proteines que
volem detectar.
Calcular el volum necessari de cada mostra segons la quantitat de proteina que
volguem carregar (20-50 pg). Afegir el buffer de carrega i bullir la mescla 5 min a 95 C.
Posar el gel d’acrilamida a la cubeta amb Laemmli i carregar les mostres.
Correr el gel.
Activar la membrana:

* Etanol absolut, 15s.

* Aigua destil-lada, 2 min.

¢ Buffer de transferéencia (Laemli amb el 20% d’etanol), 5 min.
Preparar el Sandwich per posar el gel a transferir. Del pol positiu al negatiu, posarem:
esponja-2 papers Whatman-gel-membrana activada-2 papers Whatman-esponja.
Cérrer la transferéncia: 400 mA, 100 min. Mantenir en fred i en agitacié el buffer de
transferencia.
Treure la membrana i tenyir-la amb Ponceau per veure si la transferéncia ha estat
correcta.
Bloquejar la membrana 45 min amb llet al 5% en TBS-tween.
Netejar la membrana amb TBS-tween.
Hibridar I'anticos primari, dilucié depenent de I'anticos en BSA al 2% amb azida sodica,
ONa42Co1lhaRT.
Rentat amb TBS-tween (3x5 min).
Hibridar I’anticos secundari, dilucié 1:5000 en llet al 5%, 1 h a RT.
Rentat amb TBS-tween (3x5 min).
Afegir revelador a la membrana i revelar-lo en una maquina reveladora en sala fosca.

resultats s’avaluen directament o les bandes poden quantificar-se utilitzant I'aplicacié

que té el programa Imagel per tal fi.
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ANTICOS CASA COMERCIAL CONCENTRACIO D’US
PAR3 Millipore 1:2000/1:500*
P85al Millipore 1:1000

P850+P85f3 Millipore 1:1000
aPKC Santa Cruz 1:500
p-aPKC (T410) Abcam 1:200*
STAT Cell Signaling 1:2000
p-STAT (Y705) Cell Signaling 1:2000
HA Sigma-Aldrich 1:2000/1:300*
TUBULINA-HRP Abcam 1:15000
ACTINA Santa Cruz 1:10000
GAPDH Produccié del CNIO 1:2000
RAC1 Millipore 1:500
AKT Cell Signaling 1:2000
p-AKT Thr (T308) Cell Signaling 1:2000
p-AKT Ser (S473) Cell Signaling 1:2000
p-S6 (5235/5236) Cell Signaling 1:1000
S6 Cell Signaling 1:1000
PTEN Cell Signaling 1:1000
P110a Cell Signaling 1:1000
P110p Cell Signaling 1:1000
P110Y Cell Signaling 1:1000
p-ERK (T183/Y185) Sigma-Aldrich 1:5000
Z20-1 Invitrogen 1:200*

Taula 5. Anticossos utilitzats. *Utilitzats per immunofluorescéncia.

ARRAYS D’EXPRESSIO

Sén una técnica d’analisi massiu de I'expressié génica, consistent en un suport de vidre que
conté milers d’acids nucleics adherits formant spots. L'RNA d’interés es marca i s’hibrida i la
senyal que queda es llegeix; depenent de la intensitat de cada spot es determina el nivell
d’expressié del gen en qlestié en la mostra problema.
En el nostre cas s'utilitza la plataforma d’Agilent, SurePrint G3 GE 8x60K, que detecta 60.000
transcrits.
L’array va realitzar-se als serveis cientifico-técnics del Centre de Regulacié Genomica (CRG) i
alla es van enviar 100 ng d’RNA extret amb trizol i de molt bona qualitat, analitzat amb
Bioanalyser (RIN >9) i amb Nanodrop (Valor de ratio A260/A280 >1.8 i valor de ratio
A260/A230 >1.5).
Les motres que es van analitzar, en triplicat, van ser: H157tr, H157tr-wtPAR3, H157tr-D41-
R74del totes tres induides 24 h amb doxiciclina; i H2171-mock, H2171-PIK3R1.
Els resultats ja ens van arribar normalitzats i es van seleccionar els gens que canviaven
I’expressid seguint els seglients criteris:

- En la comparativa entre H157tr i H157tr-wtPAR3: pValor ajustat <0,05; i que aquest

criteri es complis en més de la meitat de les sondes del mateix gen.
- Enla comparativa entre H157tr i H157tr-wtPAR3: Fold Change >1,5

Als gens que canvien d’aquesta manera amb I’addicié de PAR3 els anomenem la signatura de
PAR3.

Posteriorment aquesta llista va analitzar-se amb el Gene ontology (david.abcc.ncifcrf.gov/) o
amb I'aplicacié String (http://string-db.org), per trobar diferents relacions funcionals. | també
es va  utilitzar el programa d’enriquiment de sets de gens (GSEA)
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(http://www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp), per veure similituds i diferéncies en els gens
que incrementen o disminueixen I'expressié en diferents condicions.

PCR QUANTITATIVA ATEMPS REAL

Per aquesta tecnica es van utilitzar els seglients reactius: cDNA de les mostres problema, cDNA
pool (Stratagene), mescla de primers per cada gen (50 uM cada primer) i SYBR green (Applied
Biosystems).

A continuacié es detallen els diferents passos del protocol:

1. Preparacié de les mostres: els cDNAs problema es deixaven a 1 ug/ul i els cDNAs de la
recta patré (que provenien del pool d’'RNA) es deixaven a diferents concentracions;
des de 12,5 pg/ul, fins a 0,012 pg/ul, fent dilucions seriades 1:4.

2. Mix per cada pouet: 4,95 pl SYBR green, 0,05 pl primer mix i 5 pl de cDNA mostra (5-20
ng).

Les reaccions es fan en triplicat per cada punt.

3. Amplificacid en el detector ABI Prism 7900.

Desnaturalitzacié inicial: 95¢C, 10 min
Reaccio ciclica (40 cicles): 959C, 155
60¢°C, 155

4, Els resultats s’interpreten utilitzant el programa SDS 2.4 i el métode de recta patré.
Amb l'escala, es generen corbes per cada gen que relacionen ng-Ct i els resultats de
cada mostra s’interpolen. Després els ng es relativitzen amb els dels gens ACTB i PP1A
(utilitzats com a gens housekeeping).

5. Posteriorment s’avaluen les diferencies d’expressid entre mostres utilitzant el
programa Prism.

IMMUNOHISTOQUIMICA

Per aquesta tecnica es van utilitzar els seglients reactius: talls de teixit en parafina o de
microarrays de teixits (TMAs), xilol, etanol, peroxid d’hidrogen, citrat sodic, PBS, anticos
(PAR3), diluent bloguejador (DAKO), Super sensitive TM Link-Label IHC Detection System
(Biogenex), DAB (Invitrogen) i hematoxilina.

A continuacié es detallen els diferents passos del protocol:

. Incubar els talls (3 uM) 562C, ON.

2. Desparafinar: Xilol (3x10 min) - EtOH 100% (3x5 min) - EtOH 96% (3x5 min) - EtOH 70%
(1x5 min).

3. Eliminacié de la peroxidasa endogena: H,0, 1% en PBS 1x 15 min.
Desemmascarament de I'epitop: buffer citrat 10mM, pH 9 (0,1M = 29,4 g de citrat
sodic en 1l aigua destil-lada). En un bany bullent 30’. Després temperar minim 1 h a RT.

5. PBS 1x (3x5 min).
Anticos primari: Rb-PAR3 1:1000 diluit en diluent blogquejador. ON a 42C i en cambra
humida.

7. PBS 1x (3x5 min).
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10.
11.
12.

13.
14.

Anticos secundari en cambra humida: Link (20’ RT) - PBS 1x (3x5’) — Label (20’ RT).

PBS 1x (3x5 min).

DAB: 1 gota de cromogen/1 ml buffer. Afegir la mescla a les mostres i deixar-la fins que
pugi el color marrd, maxim 10 min.

PBS 1x (3x5 min).

Hematoxilina 1:10, aproximadament 1 min.

Esbandir amb aigua de I'aixeta.

Deshidratacio i muntatge: EtOH 70% (1x5 min) - EtOH 96% (3x5 min) - EtOH 100% (3x5
min) - Xilol (3x10 min). Sense deixar que s’assequi, afegir DPX i el cubre.

Les imatges de les immunohistoquimiques de PAR3 en tumors primaris van avaluar-se en un

microscopi Leica DM-1000. Quatre investigadors, entre ells dos patolegs, van avaluar les

seccions utilitzant criteris uniformes. La tincié de PAR3 es va avaluar de la manera seglient:

tincio negativa, (-); baixa tincid, (+); tincié moderada, (++); i tincio alta, (+++).

IMMUNOFLUORESCENCIA

Per aquesta tecnica es van utilitzar els seglients reactius: paraformaldehid (Electron

Microscopy Sciences), BSA, Triton X-100, PBS, anticos primari, anti-mouse IgG-Alexa488 i IgG-
Alexa594 (Molecular Probes), DAPI i Mowiol (Sigma-Aldrich).

A continuacié es detallen els diferents passos del protocol:

Nk wnN e

®

Rentar en PBS.

Fixar amb paraformaldheid al 4%, 20 min, RT.

Rentar amb PBS (3x5 min).

Permeabilitzacid: 2% BSA, 0,1% Triton; 30 min, RT.

Bloquejar: 2% BSA, 5% serum de cabra; 3 h.

Rentar amb PBS (3x5 min)

Anticos primari: dilucions 1:200-1:500 diluit en solucié de bloqueig. ON a 42C i en
cambra humida.

Rentats amb PBS-0,1% tween (3x5 min)

Anticos secundari: AntiRb Alexa-488 1:200 diluit en solucié de bloqueig. 1 h a RT i en
cambra humida.

10. Rentats amb PBS-0,1% tween (3x5’). En el segon rentat es posa el DAPI 1 uM.
11. Esbandir rapid amb aigua.

12. Muntar amb Mowiol.

La fluorescéncia es va analitzar utilitzant el microscopi confocal Leica TCS SP5 i el microscopi

Zeiss Axio Observer Z1 Apotome. Posteriorment es va treballar amb les imatges utilitzant el

programa FlJI.
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2.4. TECNIQUES PER ESTUDIS DE CARACTER FUNCIONAL

IMMUNOPRECIPITACIO

Per aquesta técnica es van utilitzar els seglients reactius: anticos anti HA (Sigma-Aldrich), A-
agarose beads (Millipore), buffer de lisi, RIPA buffer (50mM tris HCI pH8, 150mM NaCl, 5mM
EDTA, 1% NP40, 0.5% DOC, 0.1% SDS), buffer 6X de carrega de proteines.

A continuacié es detallen els diferents passos del protocol:

Transfectar les cel-lules.
Preparar del lisat. Quantificar i preparar 400 pg en 500 pul de buffer de lisi.
Preparar les beads: preparar tot el volum que necessitem per I'experiment. Fer-los-hi 3
rentats amb 1 ml de buffer de lisi de 30" a 5000g. Resuspendre-les amb buffer de lisi
en el seu mateix volum. 50% beads+50% buffer=beads, a partir d’ara.
Prerentat: afegir 50 ul de beads al lisat i incubar-ho 1 h a 42C en noria.

5. Centrifugar: 30 s, 5000g. Conservar el sobrenedant i apartar-ne 1:15 part del volum,
sera l'input.

6. Immunoprecipitacio: afegir I'anticos al sobrenedant (3 pl). Incubar-ho ON a 4eC a la
noria.

7. Afegir 50 pl de beads al lisat i incubar-ho 2 h a 42C en noria.

8. Centrifugar 30 s, 5000g i conservar el sobrenedant, sera el flow-through.

9. 4 rentats de 30 s a 5000g: 3 rentats amb 1 ml de buffer de lisi i un rentat amb 1 ml de
buffer RIPA. Mantenir els sobrenedants, seran els wash.

10. Conservar les beads i resuspendre-les en buffer 2x de proteina. Bullir-les a 952C, 5 min
i fer el western blot.

De la mateixa manera, per determinar I'activacié de RAC1 (RAC1-GTP) es va utilitzar la
immunoprecipitacié, amb un kit especific RAC1/CDC42 activation assay (Millipore). En aquest
cas, s’utilitza una resina especial, unida a PAK-1, per immunoprecipitar GTP i després es
detecta la proteina RAC1 coimmunoprecipitada mitjancant western blot.

ASSAIG DE FORMACIO DE COLONIES

Els assajos de formacié de colonies es van fer utilitzant els vectors d’expressié pcDNA4/TO de
forma transitoria.

Per aquesta técnica es van utilitzar els seglients reactius: cultiu cel-lular, medis i reactius per
transfeccio, PBS i cristall violeta (0,07 g/100 ml).

A continuacié es detallen els diferents passos del protocol:

Sembrar 3.000.000 de cel-lules de la linia H157 en plaques de 100 mm de diametre.
24 h després, transfectar cada placa amb un constructe diferent de PAR3.
24 h després, comptar les cel-lules i sembrar-ne 1.000.000 per triplicat en plaques de
100 mm de diametre.
4. Posteriorment, les cel-lules es sotmeten a pressié antibiotica (zeocina).
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5. Quan les colonies han crescut, aproximadament al cap de dos setmanes, tenyir-les
amb cristall violeta: eliminar el medi i fer 2 rentats amb PBS, fixar 5 min amb
paraformaldheid 1% en PBS, rentar amb PBS. Afegir el cristall violeta i deixar-ho 2 h a
RT en agitacié. Finalment, rentar amb aigua destil-lada i deixar-ho assecar.

El nimero de coldnies es va contar visualment. Cada assaig es va realitzar per triplicat, i les
diferencies en el numero final de coldonies per cada condici6 es van analitzar
estadisticament amb el programa Prism.

ESTIMULS AMB FACTORS DE CREIXEMENT | INHIBIDORS

Els tractaments fets a les cél-lules es mostren resumits en la taula seglient:

REACTIU CASA COMERCIAL CONCENTRACIO FINAL D’US DIANA
IGF1 PeproTech 10 nM Factor de creixement
LY294002 Calbiochem 100 pMm Inhibidor de PI3K
MG-132 Sigma-Aldrich 1020 pM Inhibidor del proteasoma
ALLN Sigma-Aldrich 20060 uM Inhibidor del proteasoma i calpaines
TOCILIZUMAB Roche 25-700 pg/ml Inhibidor del receptor de IL6

Taula 6. Compostos utilitzats en tractaments cel-lulars en aquest treball.

Els tractaments amb IGF1 i LY294002 es feien després de deprivar les cél-lules ON i duraven 5
h.

Els tractaments amb inhibidors del proteasoma es feien 9 h després de la induccidé en els
models induits i durant 8 h i 24 h. En els models transitoris es posaven els inhibidors després
de 24 h de la transfecci6 i duraven 5 h i 15 h.

Els tractaments amb tocilizumab es van provar en un rang temporal d’entre 6i 24 h.

EL CALCIUM SWITCH

El Calcium Switch consisteix en eliminar el calci del medi de cultiu cel-lular i reintroduir-lo
posteriorment, com que el calci és necessari per les unions entre cél-lules, es forca que les
cel-lules es desenganxin entre si i de la placa i en tornar a afegir calci pot avaluar-se la
dinamica de formacié d’unions (lzumi et al., 1998). En el nostre cas, el calci s’elimina
mitjancant I'addicié al medi d’EGTA 4mM, i aproximadament 30 min després, s’elimina el medi
i se nafegeix de nou sense EGTA. Els assajos es fan sobre cubres de cél-lules i es treuen
mostres a diferents temps. Posteriorment es fan immunofluorecéncies contra la proteina PAR3
i el marcador d’unions estretes, ZO1. En les imatges s’avalua la localitzacié d’ambdds proteines
i la seva intensitat.

RECOMPTE DE LES PROTUSIONS | DE LA TINCIO DE PAR3 A LA MEMBRANA CEL-LULAR

Per la quantificacid, totes les imatges s’obtenien amb les mateixes configuracions del
microscopi.

Per comptar les protrusions, les cel-lules es sembraven a una confluéncia baixa i les imatges
s’obtenien en camp clar 24 h despres del tractament amb doxiciclina. Els assajos es van fer per
triplicat i en cadascun d’ells es comptaven 3 camps per cada condicid, escollint els camps que
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tinguessin un grau similar de confluencia i comptant 100-120 cél-lules per condicié. Es
contaven un maxim de dues protrusions per cel-lula i es tenia en compte que la seva llargada
fos, com a minim, % del diametre de la cel-lula.

Per avaluar la localitzacié de PAR3 a les cél-lules es van fer immunofluorescéncies en contra HA
o PAR3. Els recomptes es van fer per triplicat i es contaven camps a l'atzar de cada imatge
assegurant que hi hagués 100-120 cél-lules per cada condicié. El nimero de cél-lules amb una
tincié major a la membrana que al citoplasma s’expressa com a percentatge respecte el total
de cél-lules examinades.

2.5. ESTUDIS IN VIVO

Per tots els estudis in vivo es van utilitzar ratolins atimics nu/nu d’entre 4 i 5 setmanes d’edat
(Harlan-Laboratories) mantinguts en un ambient esteril. Els dissenys experimentals van ser
aprovats pel Comite de I'IDIBELL. La induccié de I'expressié del gen PARD3 s’aconseguia a
través de la beguda, els animals van beure aigua amb un 2% de sucrosa i 2 mg/ml de
doxiciclina ad libitum.

IMPLANTACIO DE CEL-LULES PER GENERAR TUMORS SUBCUTANIS

Aquest model es va utilitzar per generar els tumors necessaris per implantar ortotopicament.
Els ratolins s’anestesien amb un flux continu del 1%-3% de barreja de isoflura en oxigen (2
[/min). Se’ls injecta per via subcutania i al llom de I'esquena, 1,5 milions de cél-lules H157tr i
H157tr-wtPAR3, respectivament.

En el model per avaluar el creixement subcutani, la implantacié va fer-se en 9 animals per cada
tipus cel-lular, es van prendre mesures dels volums dels tumors cada 3 dies. Finament, quan
els tumors aconseguien aproximadament 1500 mm?, els ratolins eren sacrificats, es prenien els
pesos dels tumors i eren processats.

Prévia a la realitzacid dels models ortotopics, aquesta implantacié es feia en 3 animals per
cada tipus cel-lular. Quan el creixement del tumor aconseguia 600-800 mm?, els ratolins eren
sacrificats. Els tumors s’extirpaven i es tallaven en petits fragments de la mateixa mida, de 3x3
mm?®, mantinguts en DMEM amb sérum bovi fetal al 10% i penicil-lina/estreptomicina. Es
seleccionaven els fragments solids amb preséncia absent o minima d'arees necrotiques per la
implantacié ortotopica al pulmé.

GENERACIO DE TUMORS ORTOTOPICS

Per aquest model es van utilitzar 8 ratolins per cada tipus de cél-lules, H157tr i H157tr-wtPAR3.
Els ratolins van ser anestesiats i es van sotmetre a una toracotomia del costat dret. Se’ls feia
una petita incisié transversal a la paret toracica dreta (5-8 mm), es separaven els musculs del
torax via disseccio i s’exposaven els musculs intercostals. En ells es feia una petita incisio (2-4
mm), a la tercera o quarta costella, i s’introduia a la cavitat un tros de tumor. La mostra de
tumor s’ancorava a la superficie del pulmd (en el segon o tercer lobul) amb prolene 7,0.
Després, la incisid de la paret toracica es tancava amb grapes de cirurgia, i finalment els
musculs del pit i la pell es tancaven també (Hidalgo et al., 2014). 48h després de I'operacio es
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donava als animals aigua amb doxiciclina. Els ratolins s’inspeccionaven diariament per detectar
la preséncia de problemes respiratoris, i quan mostraven una dificultat respiratoria greu, color
blavds i mobilitat reduida es sacrificaven. Posteriorment, els pulmons i els fetges es fixaven i
s’embevien en parafina.

GENERACIO DEL MODEL DE MELSA

Per al model de metastasi de la melsa es van injectar 1 milié6 de cel-lules a la melsa de 13
ratolins (6 i 7 ratolins per les cél-lules H157tr i H157tr-wtPAR3, respectivament). Els ratolins
s’anestesiaven i se’ls feia una incisié per deixar a la vista la melsa. Les cél-lules s'injectaven per
via intraesplénica amb una xeringa de tuberculina enmig de I'0rgan dels ratolins. Per
minimitzar el creixement local del tumor, 48 h després de la injeccid, els animals
s’anestesiaven i la melsa es ressectava quirdrgicament. Quatre dies després de la injeccié de
cel-lules, s’induia I'expressié de PAR3. Tots els ratolins es van sacrificar 5 setmanes més tard i
es van examinar les metastasis hepatiques i pulmonars macroscopicament i
microscopicament.

HISTOLOGIA
FIXACIO DEL TEIXIT I INCLUSIO EN PARAFINA

Per aquesta técnica es van utilitzar els seglients reactius: formol, etanol, xilol, parafina, teixit i
cassets d’histologia.

A continuacié es detallen els diferents passos del protocol:

Posar I’0rgan en un casset i deixar-lo ON en formol 3,7%.

2. Passar els cassets a aigua destil-lada durant 30 min. Alternativament, si es vol aturar el
protocol en aquest pas, es pot deixar en PBS i a 42C.

3. Deshidratacio. Passar els cassets per una bateria d’alcohols i xilol: EtOH 70% (1x1 h) -
EtOH 96% (2x1 h) — EtOH 96% (1xON) - EtOH 100% (2x1,5 h) ) - EtOH 100% (1x1 h) -
Xilol (1x1,5 h).

Passar els cassets a parafina i deixar-los ON a 562C.

5. Fer els blocs.

TINCIO D’HEMATOXILINA-EOSINA

Per aquesta técnica es van utilitzar els seglients reactius: talls de teixit, xilol, etanol, PBS,
hematoxilina.

A continuacié es detallen els diferents passos del protocol:

1. Incubar els talls (4 uM) 562C, ON.

2. Desparafinar i hidratar: Xilol (4x10 min) - EtOH 100% (3x5 min) - EtOH 96% (3x5 min) -
EtOH 70% (1x5 min) — Aigua (1x5 min).

3. Hematoxil-lina 20 s.

4. Aigua corrent (2x5 min).

5. HCI0,5%5s.

6. Aigua corrent5s.

74



Material i1 meétodes

7. Aigua amoniacal 5s.

8. Aigua corrent5s.

9. Alcohol 96% 5 min.

10. Eosina 10 min.

11. Deshidratacio: EtOH 96% (2x5 min) - EtOH 100% (1x5 min) - Xilol (4x10 min). Sense
deixar que s’assequi, afegir DPX i el cubre.

Les imatges van avaluar-se en un microscopi Leica DM-1000. Dos investigadors independents
van realitzar el recompte dels focus metastatics per cada animal i organ en 10 talls seriats de 4
UM i separats entre si 120 uM.

2.6. ANALISI ESTADISTIC

L'analisi estadistic es va fer utilitzant els testos de Chi-quadrat, t de Student no aparellades,
Mann-Whitney, ANOVA i Kaplan-Meier. Es considerava significatiu qualsevol resultat dels
testos amb un p valor <0,05.
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1. IDENTIFICACIO DE GENS CANDIDATS

1.1. ESCRUTINI EN BASES DE DADES

Per tal de detectar regions que poguessin contenir putatius gens supressors tumorals es van
utilitzar les bases de dades de I'Institut de Sanger; en concret es va utilitzar I'aplicacié que
conté dades d’arrays de polimorfismes d’Unic nuclotid (SNPs; de I'anglés, Single Nucleotid
Polymorphism) de linies cel-lulars. Aguestes bases de dades permeten avaluar el nimero de
copies a nivell genomic i la presencia de perdua d’heterozigositat (CONAN,
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/conan/search). Per identificar gens candidats a ser

supressors tumorals es van seleccionar aquells que complissin el requisit de tenir inactivacié
dels dos al-lels. Una manera relativament comuna de doble inactivaci6 que elimina Ia
funcionalitat de la proteina és la delecié homozigota del gen (HD, de I'anglés, homozygous
deletion). Per tant, es van utilitzar les bases de dades per detectar gens que estiguessin
delecionats homozigoticament. Per evitar la contaminacié amb teixit sa, que pot emmascarar
la deteccié de HD, es van fer servir linies cel-lulars de cancer de pulmé. El teixit sa pot estar
present en la mostra i fer que aquesta sigui heterogenia, per aixo, si no s’utilitza una tecnica
especifica, es pot no detectar una delecid homozigota per la preséncia de DNA provinent de
teixit sa. De fet, en cancer de pulmd s’han establert més de 160 linies cel-lulars, moltes de les
quals estaven ja analitzades gendmicament en el moment de comencar aquest treball de tesi.
En la figura 15 es mostra una imatge obtinguda de la base de dades del CONAN, que mostra
una HD en el cromosoma 10 en la linia cel-lular H157.

SNP Array Based LOH and Copy Number Analysis
NCI-H157 (Chromosome 10)

Studies: Click here Sample: NCI-H157 Tissue: lung COSMIC: NCI-H157

Absolute Copy Number

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Position

Figura 15. Imatge de la base de dades del CONAN. Delecié homozigota (blau fosc a valor 0) i perdua
d’heterozigositat (blau clar a valor 0) en el cromosoma 10 de la linia cel-lular H157. En blau fosc es mostren el
numero de copies totals i en blau clar I'heterozigozitat, el nimero d’al-lels que sén diferents.

En paral-lel a I'escrutini de les bases de dades de nimero de copies, es va utilitzar la base de
dades GEO (Gene Expression Omnibus, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), que proporciona
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informacié sobre els nivells d’expressié génica. Els gens candidats a supressors tumorals
hauran de tenir també nivells molt baixos d’expressié génica.

Aixi doncs, utilitzant les bases de dades esmentades, es van identificar més de 100 regions que
contenien possibles HD en un total d’aproximadament 140 linies cel-lulars de cancer de pulmoé.
D’entre aquestes regions, es van eliminar les que estaven en regions intergeéniques i les
delecions de gran tamany que abarcaven més d’un gen. Tots els gens candidats es mosten en
la taula 8 de I'annex (taula A8). D’entre tots els gens candidats, i aplicant els criteris que
s’esmenten a continuacié, es van escollir SMARCA2, SFMBT1, SMAD2, PIK3R1 i PARD3, les
caracteristiques dels quals es resumeixen a la taula 7.

Criteris utilitzats per la seleccié de gens candidats:

a) Gens pels que no s’haguessin descrit polimorfismes de variacié de nimero de copies
(CNV, de I'angles, Copy Number Variation).

b) Gens amb una elevada frequencia de pérdua d’heterozigositat (LOH, de I’anglés, Loss
Of Heterozygosity) en linies de cancer de pulma.

c) Baixos nivells d’expressio del gen candidat en linies cel-lulars de cancer de pulmd, a
part de en les que tenen HD, segons la base de dades de GEO.

d) Funcié biologica d’interes de la proteina que codifica el gen.

GENE FUNCTION LUNG HD %LUNG OTHER
LOH HD
SMARCA2 SWI/SNF ATPase LK2 57,7

SMAD?2 TGF-B receptor substrate H1648 30,9 0

PIK3R1 PI3K class | regulatory H2171 51,7 1
subunit

SEMBT1 Postulated as é polycomb H1304, H1522, H1882, H209, H23, H526, 76,5 9
protein SK-MES, SW900

PARD3 PAR complex component NCI-H157 44,3 4

Taula 7. Els gens candidats escollits com a putatius supressors tumorals en cancer de pulmé. S’indica la funcié de
cada proteina, les linies cel-lulars de pulmé amb delecions homozigotes, el percentatge de LOH en pulméii el
numero de linies amb delecions homozigotes en altres tipus de tumors.

1.2. COMPROVACIO DE LES DELECIONS HOMOZIGOTES

Per tal de confirmar i precisar la localitzacié de les HD es van amplificar amb primers intronics
tots els exons dels gens seleccionats. La preséncia de HD s’evidencia com l'abséncia de
producte de PCR en un gel d’agarosa. Per tant, per descartar que una abséencia de producte de
PCR fos deguda a un problema téecnic, les reaccions de PCR van ser repetides un minim de dues
vegades. A més, quan va ser possible, la preséncia de les delecions es va confirmar a nivell
d’RNA (cDNA).

D’aquesta manera, es va poder confirmar la preséncia de HD en les segiients linies cel-lulars:
H1648, procedent d’un adenocarcinoma pulmonar, en el gen SMAD2 (c.136-?_685+?del); a
H2171, procedent d’un tumor de tipus microcitic, en PIK3R1 (c.1-?_2175+?del); i a H157,
procedent d’un tumor de tipus escamds, en PARD3 (c.715-? 2570+?del) (figura 16). Les HD en
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els gens SMARCA2 i SFMBT1 no van poder ser confirmades i, per tant, aquests gens es van
descartar com a candidats a gens supressors tumorals en cancer de pulmé.

A E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9-10 E11 cDNA: E2-E8

H,0
H1648
H1648
H1648
H1648
H1648
H1648
H1648
H1648
H1648

H1648

& Q
T

+
O

500 bp,
500 bp 250 bp
250 bp
50 bp
B E1l E2 E3 E4 ES E6 E12-13 E14 E15
— - - - - — - — -
S S S S S S S S S
CL N+ ON N 4 ON [ ON [ ON o 4 ON o+ ON N 4 Q o 4 ON N+
I I o I I © I I o I T O I I o I T O I I O I T o I T O

500 bp,

250 bp,

50 bp

Cc E4 ES E6 El6 E17 E18 E19 E20 E21
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Figura 16. Comprovacio de les delecions homozigotes. Imatges d’agarosa amb els fragments de productes de PCR
amplificats en genomic. A. Delecié intragénica del gen SMAD2 (c.136-?_685+?del) en la linia H1648. La delecid es va
comprovar també a nivell de cDNA (dreta). B. Delecié intragénica a H2171 de PIK3R1 (c.1-?_2175+?del). C. Delecid
intragénica a H157 al gen PARD3 (c.715-?_2570+?del).

1.3. CRIBRATGES MUTACIONALS

Per tal de determinar la rellevancia dels gens seleccionats es van realitzar cribratges
mutacionals pels gens amb delecions homozigotes confirmades en linies de cancer de pulmé:
SMAD2, PARD3 i PIK3R1. Els cribratges es feien preferencialment amb linies amb LOH per
aquests locus; aquesta preseleccid permet incrementar la possibilitat de trobar mutacions
inactivadores. Es poc probable (encara que no impossible) que els tumors sense LOH en un gen
supressor tumoral, tinguin mutacions en aquest gen. Aix0 és aixi perqué la LOH sol ser un dels
mecanismes més freqlients per inactivar un dels dos al-lels en qualsevol gen supressor
tumoral. A continuacié es mostra el cribratge mutacional que va realitzar-se amb SMAD?2, i
més endavant en aquesta tesi es mostren els treballs amb els altres dos gens, que tenen una
freqliéncia mutacional major.
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SMAD2:

El gen SMAD2 (Mothers against decapentaplegic homolog 2) es troba al cromosoma 18 i esta
compost per 11 exons, que donen lloc a tres variants transcripcionals NM_001135937,
NM_005901 i NM_001003652. La proteina SMAD2 és una proteina SMAD regulada pel
receptor de TGF (SMAD-R), de fet és el substrat pel receptor. En ser fosforilada va a nucli i pot
ser reconeguda per SMAD4. Al nucli, es forma un complex de SMADs actiu que regulara
I'expressid de gens que fomenten la proliferacié cel-lular i la invasié, entre altres funcions.

La preséncia de mutacions al gen SMAD2 ja havia estat estudiada previament en cancer de
pulmo (Tsujiuchi et al., 2000; Uchida et al., 1996), havent trobat 2 mutacions en 12 mostres
d’adenocarcinomes de pulmé generats per induccié en rates i 2 mutacions en un total de 57
tumors primaris de pulmd, respectivament. La informacidé existent en la bibliografia era molt
escassa i, a més, tots els treballs s’havien realitzat en tumors primaris, per tant la preséncia de
delecions homozigotes podia haver passat desapercebuda. En aquest treball es va dur a terme
la seqlienciacié de 24 linies cel-lulars de cancer de pulmd que tenien LOH en la regié del gen
SMAD2.

La sequenciacié de SMAD2 es va realitzar a nivell genomic, amplificant per PCR tots els exons.
Els resultats de la cerca mutacional van ser negatius. Es a dir, cap de les linies cel-lulars de
cancer de pulmé examinades, llevat de la linia cel-lular d’adenocarcinoma en que s’havia
descrit una delecié homozigotica H1648, va presentar alteracions bial-leliques del gen SMAD2.
En vista dels resultats, i tot i que el gen mostra inactivacioé en cancer de pulmd, es va concloure
que la freqliencia d’alteracions era molt baixa. Per aquest motiu es va decidir no continuar el
treball amb SMAD?2.

2. PARD3 ESTA INACTIVAT EN TUMORS

2.1. EL GEN PARD3 PATEIX MUTACIONS PUNTUALS

El gen PARD3 (Partitioning defective 3 homolog) esta situat al brac¢ petit del cromosoma 10
(10p11.22-p11.21) i s’expandeix al llarg de més de 700 parells de bases. El gen consta de 26
exons, dos dels quals codifiquen per llocs de poliadenilacid. Déna lloc fins a 11 isoformes
diferents que presenten moltes variacions, amb 5 exons que fan splicing alternatiu (figura 17).

Es van seqlienciar, a nivell genomic i per tots els exons codificants de PARD3 (NM_019619.1),
51 linies cel-lulars de cancer de pulmé. Es van intentar representar tots els tipus histologics de
cancer de pulmd, per aix0 es van incloure 18 linies cel-lulars de carcinoma de céel-lula petita, 15
linies cel-lulars del tipus escamés, 15 linies cel-lulars del tipus adenocarcinoma i 3 linies
cel-lulars que corresponen a altres subtipus.
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chrie (pi1.22-p11.21) [ B  BESEE 16013 |

DNA Chr10:34,383,881-35,087,707
Pre-mRNA 11 transcriptional variants: 4071-2967bp

4 S HE-H
=

Figura 17. El gen PARD3, al brag petit del cromosoma 10, codifica per 11 variants transcripcionals. Cada exd es
mostra com un rectangle verd o vermell, el vermell indica que és un exd que pateix splicing alternatiu.

L’analisi va constatar que hi ha una altra linia cel-lular, a part de la H157, que esta inactivada
bial-lelicament pel gen PARD3. Es tracta de dos canvis puntuals en la linia cel-lular PC10:
¢.2581A>T, que provoca una substitucid aminoacidica, i el canvi intronic, ¢.223-4C>G, d’efecte
desconegut. Les dues alteracions estan en heterozigosi, pero tot i aixi, el canvi d’aminoacid
predomina a nivell de missatger (figura 18A). Aix0 suggereix que el canvi c.223-4C>G esta
produint una variant de splicing que es degradaria pel mecanisme anomenat non sense
mediated decay (NMD), i per tant, la linia PC-10 tindria una inactivacio bial-lelica del gen.
L'NMD és un mecanisme conservat en eucariotes mitjancant el qual els mRNAs que contenen
codons stop prematurs sén degradats. Constitueix un control de qualitat depenent de
traduccid i que es ddna post transcripcid.

La freqliencia d’alteracions en el gen PARD3 en el total de 51 linies cel-lulars de cancer de
pulmé examinades és del 4%. Malgrat aixo, si es té en compte només el grup de NSCLC (cancer
de pulmod no microcitic; de I'angles, Non Small Cell Lung Cancer) de tipus escamds, donat que
les dues linies cel-lulars afectades per aquestes mutacions formen part d’aquest tipus
histologic, la freqiiéncia d’alteracions de PARD3 s’incrementa fins al 9%.

Aixi doncs, tenint en compte que en linies cel-lulars de cancer de pulmé les mutacions a PARD3
predominen en el tipus escamds, que en treballs anteriors s’ha descrit que les mutacions a
PARD3 apareixien més freqlientment en cancers de tipus escamds (Rothenberg et al., 2010) i
que, d’entre totes les linies cel-lulars de cancer de pulmé disponibles, el tipus escamds esta
infrarepresentat, es va decidir extendre I'estudi mutacional i els estudis genétics posteriors a
tumors de pulmd primaris del tipus escamés. Es van seqlienciar 107 tumors i es van trobar 18
canvis en regions codificants i 22 canvis en regions no codificants proximes als llocs de splicing.
Es van determinar quines eren les variacions, incloent polimorfismes d’un uUnic nucleotid
(SNPs), i la seva frequiéncia global en les mostres analitzades (taula 8). Per cada mostra amb un
canvi, i si era possible, és va seqlienciar DNA del mateix pacient de teixit sa; d’aquesta manera
es va determinar si els canvis eren somatics (no estaven presents al DNA normal del mateix
individu) o no. També va analitzar-se la perdua d’heterozigositat en aquestes mostres (apartat
2.2) per determinar si els canvis eren heterozigots o homozigots. D’entre tots els canvis
trobats, 4 van ser d’origen somatic i homozigots: c.3129A>G (p.I1043M) en el tumor 273,
€.1492dup (p.A498Gfs*9) en el tumor 200; c.121-2A>G en el tumor 141; i c.1034G>A (p.R345H)
en el tumor 269 (figura 18).
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cDNA NUCLEOTIDE CHANGE PUTATIVE PROTEIN SNP FREQUENCY (%)
c.121-2A>G p.D41_R74del no reference 0,69
c.223-4C>G P.= no reference 0.69
c.258C>T p.H86H rs112281243 0.69
c.321G>C p.E107D rs1436731 1.38
c.339C>G p.V113V rs41276096 0.69
c.581A>G p.K194R no reference 0.69
c.582+36C>G P.= rs150161748 0.69
c.714+26C>T P.= rs1370084 0.69
c.714+79A>G P.= rs982687 6.21
c.714+117C>T P.= rs74134137 0.69
c.861T>C P.= rs2796011 0.69
c.891-95C>T P.= rs117300707 2.76
c.1034G>A p.R345H no reference 0,69
c.1045C>T p.R349C rs201536019 0,69
c.1492dup p.A498Gfs*9 no reference 0,69
¢.1539+31G>A P.= rs10740890 72.41
¢.1669-91C>G P.= rs10763987 35.86
c.1749C>G p.T583T rs61735565 6.90
c.1896+116C>T P.= rs78468914 0.69
€.2227+64G>A P.= rs7077783 28.97
€.2228-40G>T P.= no reference 0.69
c.2402G>A p.S801N rs118153230 0.69
€.2569+10A>G P.= rs58731858 0.69
€.2604C>G p.N868E no reference 0,69
c.2581A>T p.T861S no reference 0,69
2614+26 C>T P.= TMP_ESP_10_346251 0.69
c.2667G>A p.S889S rs.3781128 71.72
€.2843+99T>G P.= rs10740885 58.62
c.2810C>T p.A937V rs16935326 2.07
€.2615-62A>G P.= rs11009737 1.38
c.3129A>G p.11043M no reference 0,69
c.3185+12T>A P.= no reference 1.38
3186-12C>T P.= rs41276094 4.14
¢.3549+23C>T P.= rs116214419 0.69
¢.3550-77T>G P.= rs3004928 71.72
c.3582A>G p.R1191R rs11009651 26.21
¢.3550-133G>A P.= rs143734834 0.69
c.3569C>T p.T1190M rs61735568 0.69
c.3678-28A>G P.= no reference 0.69
c.3765G>A p.E1255E rs144844232 0.69
c.4019C>T p.A1340V rs144433754 0.69
c.¥29C>T p.? rs150058603 0.69

Taula 8. Canvis de nucleotid trobats al gen PARD3: SNPs, variants de significat biologic desconegut i mutacions. Se’n
detalla la freqiiencia trobada en les mostres analitzades.
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Figura 18. Mutacions inactivadores en el gen PARD3 en carcinoma escamos de pulmd. A. Cromatogrames de les
mutacions trobades en la linia cel-lular PC-10, a nivell de DNA i mRNA. B. Cromatogrames de la mutacié ¢.3129A>G
trobada en el carcinoma pulmonar de tipus escamés 273. C. Cromatogrames de la mutacid ¢.121-2A>G trobada en

el carcinoma pulmonar del tipus escamds 141, a nivell de DNA i mRNA. Efecte en I'splicing predit pel programa.

Agarosa que mostra la delecid a nivell de cDNA. Un dels microsatél-lits que reflexa LOH en aquesta mostra. D.
Cromatogrames de la mutacid c.1492dup trobada en el carcinoma pulmonar del tipus escamds 200. Traduccié del
transcrit alterat, on apareix un stop prematur. Un dels microsatel-lits que reflexa LOH en aquesta mostra. E.
Cromatogrames de la mutacid c.1034G>A trobada en el carcinoma pulmonar del tipus escamds 269, a nivell
genomic, seqliencies de tot el DNA extret o de DNA microdissectat (dreta). Microsatel-lit que mostra la LOH

d’aquest tumor.

85



Resultats

La mutacid c.1492dup (p.A498Gfs*9) és inactivadora completament, doncs produeix un codd
stop prematur que genera un transcrit amb pauta de lectura andmala i que, molt
probablement, sera detectat i degradat pel mecanisme de NMD. Per confirmar aixo ultim, es
van realitzar immunohistoquimiques de la proteina PAR3 en un ampli panell de tumors de
pulmd, que inclou el tumor que pateix aquest canvi. No es va detectar proteina PAR3 en
aquest tumor. D’altra banda, el canvi intronic ¢.121-2A>G, situat en una de les bases consens
de splicing, s’ha analitzat amb el programa de prediccié de canvis en el splicing Splice Site
Prediction by Neural Network (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html) i prediu la
perdua del lloc acceptor de l'intré 1. Aixd s’ha comprovat a nivell de RNA i s’ha trobat un
transcrit en el que manca I'exd 2 (figura 18C). Pel que fa a la resta de canvis, I'efecte fenotipic
de les mutacions de canvi d’aminoacid es va predir amb el programa PolyPhen Impact
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), i es va determinar que la mutacié c.1034G>A
(p.R345H) és altament perjudicial.

La freqlieéncia de mutacions trobada en els tumors primaris del tipus histopatologic escamds ha
estat d’un 3,7%.

A més d’aquests canvis en regions exoniques o canoniques de splicing, també es van trobar
altres canvis intronics no descrits i allunyats dels exons. El seu efecte va ser considerat
utilitzant el programa de prediccié de canvis en I'splicing utilitzat anteriorment i per cap cas hi
havia probabilitat d’alterar el procés de splicing.

D’entre aquells canvis que no sén somatics i que, per tant, constitueixen mutacions germinals
o polimorfismes, cal destacar els casos c.581A>G (p.K194R) en el tumor 186 i ¢.2604C>G
(p.D868E) en el tumor 156 (figura 19). El canvi del tumor 186 esta en un dels llocs donadors de
splicing i podria generar un transcrit alterat. El programa lliure de prediccié va indicar que el
canvi no alterava I'splicing. Per tal de descartar una doble inactivacié en el tumor es va avaluar
la LOH d’aquestes mostres. Mentre que el tumor 186 no va resultar positiu per LOH, el tumor
156 si que presentava LOH. Finalment, per determinar si aquests canvis podien constituir
polimorfismes es van seqlienciar aquestes regions en un total de 70 DNAs procedents de teixit
normal, i en cap d’ells, es van trobar aquests canvis. Aixi doncs freqléncia d’aquests canvis és
inferior a un 0,5%.

A B
TUMOR TUMOR
¢.581A>G; p.K194R NORMAL €.2604C>G; p.D86BE  NORMAL
G A AGI|GT|I|IG A A GI|GT G AC CA||6GAGC A

gDNA

Figura 19. Canvis no somatics i no coneguts en el gen PARD3 en carcinoma pulmonar escamds. A. Cromatogrames
del canvi ¢.581A>G trobat en el carcinoma pulmonar del tipus escamds 186, en una de les bases del lloc canonic de
splicing. B. Cromatogrames del canvi ¢.2604C>G trobat en el carcinoma pulmonar del tipus escamos 156.
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2.2. LA REGI0O QUE INCLOU PARD3 PERD FREQUENTMENT
L'HETEROZIGOSITAT

Un dels mecanismes per la inactivacié de gens supressors tumorals acostuma a ser la LOH. Es
per aquest motiu, i perqué ens ajuda a predir quins seran els tumors candidats a tenir
alteracions genetiques a PARD3, que es va determinar la freqliencia de LOH a la zona de
PARD3. Es van utilitzar marcadors de microsatel-lits. Els microsatel-lits sén repeticions en
tandem de numero variable, en concret sén entre 2 i 5 parells de bases que es repeteixen en la
seqliencia del DNA i sén altament polimorfics pel que fa al nUmero d’aquestes repeticions. Es
van analitzar quatre microsatel-lits que cobreixen una regié de 5 Mb, en un total de 40 tumors
pulmonars. Exemples dels resultats per cadascun dels microsatél-lits i per cada tumor es
resumeix en la figura 20. La freqliiencia de LOH trobada, tenint en compte el resultat dels
microsatél-lits més proxims a PARD3, ha estat aproximadament d’un 50%.
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Figura 20. Representacio de la localitzacié dels microsatel-lits utilitzats respecte el gen PARD3 i de |'estat de
zigositat de cadascun dels microsatel-lits per les mostres indicades. Els miscrosatéel-lits D1051666 i GT E11 es
mostren junts per ser molt proxims i en ocasions utilitzats alternativament. En blanc, microsatel-lit heterozigot; en
gris, microsatel-lit no informatiu; en negre, microsatel-lit homozigot.
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2.3. EL GEN PARD3 ESTA INACTIVAT PER DELECIO

El fet que la freqliencia de LOH sigui comparativament molt més elevada que la de mutacions,
va fer sospitar de I'existencia d’alteracions en PARD3 del tipus HD. Com ha estat comentat
anteriorment, les HD solen passar inadvertides en molts tumors primaris, degut a la preséncia
de DNA normal contaminant el DNA del teixit tumoral. També es va pensar en la possibilitat
que PARD3 estigués inactivat per hipermetilacié de les illes CpG del promotor, que constitueix
també un mecanisme d’inactivacié de gens supressors tumorals (Rodriguez-Paredes and
Esteller, 2011). Per aix0 es va decidir utilitzar la técnica de MLPA (Multiplex Ligation dependent
Probe Amplification) (Schouten et al., 2002) i una variant de la mateixa, MS-MLPA (Methylation
Specific MLPA) (Nygren et al., 2005) per detectar delecions i metilacié de promotor.

L'estudi es va realitzar en col-laboraci6 amb I'empresa MRC-Holland, que va dissenyar un
conjunt de sondes (probemix) especifiques per PARD3. Es van avaluar 51 linies cel-lulars i 107
tumors primaris de cancer de pulmé.

En la linia cel-lular control H157 que, com totes les linies cel-lulars de cancer no presenta
contaminacié de DNA normal, es va detectar perfectament la HD. La claredat dels resultats en
linies cel-lulars va permetre comprovar el bon funcionament de la técnica (figura 21). Pel
contrari, I'analisi en els tumors primaris és més complex perque a l'inconvenient del DNA
normal contaminant s'afegeix el problema de I'aneuploidia (intrinsec a tots els tipus de cancer)
que genera confusié en MPLA. Aixi doncs, és freqlient que, en un determinat tumor, regions o
gens que s'utilitzen com a control puguin estar alterats a nivell de niUmero de copies, encara
que per funcionar com a controls es seleccionin gens no alterats en cancer. Per exemple, podia
succeir que en un determinat tumor hi hagués tres copies dels gens de referéncia i cap
alteracié en el numero de copies de PARD3. En aquest escenari, el calcul del programa hagués
indicat una perdua del gen PARD3. Malgrat aquestes dificultats, tenint en compte que moltes
de les HD no afecten tot el gen, sind varis exons contigus, I'analisi relatiu del nUmero de copies
dels diferents exons i regions que bordegen PARD3 va permetre dur a terme l'analisi i
identificar varies HD.
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Figura 21. MS-MLPA de la linia H157. A. Representacid del gen PARD3 amb la situacid de les sondes de MS-MLPA.
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especifiques per avaluar canvis en la metilacid. B. Electroferogrames de la linia H157 i de DNA normal. Les sondes
no donen un producte amplificat en la zona de la delecid.
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Es van detectar delecions intragéniques en 4 tumors primaris diferents (figures 22-25 i taula de
I'annex A9). El tumor 114 presentava una delecid de I'ex6 2 al 13 (resultats de MLPA) que és
somatica i homozigota. La delecid es va confirmar seqlienciant el cDNA del tumor. Aquesta
delecié ddéna lloc a un transcrit al que li falten els exons que van del 2 al 14 (exd 14 no avaluat
per MLPA) pero no perd la pauta de lectura. D’altra banda, el tumor 181 presenta una delecio
de I'exd 4, que déna lloc a un canvi en la pauta de lectura i a un codé stop prematur. Aquesta
delecié també es va confirmar a nivell de cDNA, pero no va poder fer-se la comprovacié a
nivell de teixit normal perquée no estava disponible. El tumor 1529 presentava una delecié
homozigota i somatica que va des de I'exd 4 fins a I'exd 23. Aquesta delecié no va ser
comprovada a nivell de cDNA perqué no es disposa del material. Finalment, el tumor 1681
tenia una delecié homozigota i somatica que va des de I'exé 3 i fins al 23. Com en el cas
anterior, I'avaluacié no va poder realitzar-se a nivell de cDNA per manca de RNA d’aquesta
mostra.
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Figura 22. MS-MLPA del carcinoma pulmonar del tipus escamds 114. Panells amb els ratios de I’analisi de MLPA per
cada sonda, a dalt la representacio de la delecid dels exons 2-13 del tumor; a baix, DNA parella normal com a
control. A la dreta, cromatograma que mostra la seqiienciacio del transcrit amb la delecié dels exons 2-14, que
genera una proteina PAR3 en pauta més petita (p.D41_E689del). | a baix, microsatel-lit que mostra la LOH en aquest

tumor.
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Figura 23. MS-MLPA del carcinoma pulmonar del tipus escamds 1529. Panells amb els ratios de I'analisi de MLPA
per cada sonda. A dalt, tumor 1529, representacié de la delecié dels exons 4-23. A baix, el DNA parella control. El
microsatel-lit D105S1780 indica la LOH del tumor.
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Figura 24. MS-MLPA del carcinoma pulmonar del tipus escamds 1681. Panells amb els ratios de I'analisi de MLPA
per cada sonda. A dalt, tumor 1681, representacié de la delecié dels exons 3-23. A baix, el DNA parella control. El
microsatel-lit D10S1780 indica la LOH del tumor.
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Figura 25. MS-MLPA del carcinoma pulmonar del tipus escamds 181. Panells amb els ratios de I’analisi de MLPA per
cada sonda. A dalt, tumor 181, representacio de la delecid de I'exd 4. A baix, el DNA control. A la dreta, agarosa que
mostra el resultat d’amplificacié del cDNA de PARD3 E1-E7 en diversos tumors, tots mostren dos bandes a la
mateixa altura excepte el tumor 141 (figura 18) i el 181. En el cas del 181 els cromatogrames de baix mostren que el
transcrit no té exd 4, aixo es veu clarament en el cas en que I'E5 pateix splicing alternatiu.
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En casos concrets en els que es creia que podia haver-hi una delecié puntual d’'un o dos exons,
es va fer la pertinent comprovacid a nivell de cDNA per descartar-ho. En altres casos, pels que
no es disposava d’RNA de la mostra, es feia I'analisi de LOH, la qual cosa indicava major o
menor probabilitat de trobar el segon event.

També es van detectar perdues més grans, de tot el bra¢ petit del cromosoma o de tot el
cromosoma 10 sencer. Aquestes perdues, que representen un 11% de tots els tumors
analitzats, indiquen la preséncia de LOH causada per pérdua d’una de les dos copies.
Finalment, en un 5% dels tumors es van detectar increments en el nimero de copies, que en
molts casos abarcaven tot el cromosoma 10. Exemples del resultat de MLPA per cada sonda es
troben en la taula annexa 9 (taula A9); s’hi inclou un exemple de cada cas possible i les mostres
que presenten alteracions de nimero de copies i altres. Els resultats de nimero de copies de
cada tumor es troben a la taula annexa 10 (taula A10).

Tenint en compte totes les alteracions, delecions intragéniques, mutacions de canvi de pauta
de lectura, mutacions de canvi de sentit i mutacions que afecten I'splicing, es van detectar
canvis en un 8% del total de tumors escamosos analitzats. Totes les alteracions trobades es
sintetitzen a la taula 9 i a la figura 26 es mostra una representacié esquematica dels dominis
gue es veuen afectats per les mutacions que no prediuen proteines truncades.

Identification Nucleotide change  Predicted effect Exon/Intron Status Somatic Predicted

impact**
LSCC cancer cell lines (n=18)
H157 €.715-?_2614+7?del No protein E6-E18 LOH NA NA
PC10 €.223-4C>G No protein 12 NO LOH NA NA
PC10 c.2581A>T p.T861S E18 NO LOH NA Damaging
LSCC primaries (N = 108)
1681 (T1) €.223-?_3549+?del No protein E3-23 LOH Yes NA
141 (T2)* c.121-2A>G p.D41_R74del 11 LOH Yes NA
181 (T3)* c.404-?_582+?del No protein E4 NA NA NA
269 (T4) c.1034G>A p.R345H E9 LOH Yes Damaging
200 (T6) ¢.1492dup p.A498Gfs*9 E10 LOH Yes NA
273 (T7) ¢.3129A>G p.11043M E21 LOH Yes Benign
114 (T8)* c.121-?_2067+?del  p.D41_E689del E2-E13 LOH Yes NA
1529 (T9) c.404-?_3549+?del No protein E4-E23 LOH Yes NA

Taula 9. Alteracions trobades en el gen PARD3 en linies cel-lulars i en tumors primaris de carcinoma pulmonar del
tipus escamos, considerant com a seqiiencia de referencia NM. 019619. LSCC, carcinoma pulmonar del tipus
escamos; NA, No Analitzat; * Confirmat a nivell de mRNA; ** impacte segons PolyPhen.
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Figura 26. Representacio esquematica de I'estructura de la proteina PAR3 on es mostren les mutacions que no
prediuen proteina truncada. CR1, Regié de Control 1; PDZ, domini PDZ; aPKCb, domini d’unié a aPKC; CC, domini
Coiled-Coil.

2.4. L’EXPRESSIO DE PARD3 NO S’AFECTA PER L’ESTAT DE METILACIO
DEL SEU PROMOTOR

La técnica de MS-MLPA va avaluar 3 CpGs del promotor de PARD3. Utilitzant aquesta técnica,
es va trobar metilacié en 14 de 51 linies cel-lulars. Aquest resultat indica que hi ha metilacié en
un 27,5% del total de linies (taula 10). Si s’avaluen els percentatges de metilacid per tipus
histologics s’observa un enriquiment de metilacié en linies cel-lulars del tipus escamods. Aquest
enriquiment es reflecteix en la seglient observacié: el percentatge de linies cel-lulars
escamoses en l'estudi és del 35,3%, per tant, aquestes linies haurien de tenir una
representacio similar en el total de linies metilades, perd en realitat sén un 50% del total de
linies que presenten metilacido en el promotor de PARD3 (taula 10). La hipermetilacidé en
tumors primaris era molt baixa, doncs menys d’un 1% del total de tumors presentava
hipermetilacié del promotor, basicament només s’observava en una Unica sonda (PARD3-up).
Cal dir que si només tinguéssim en compte la metilacié d’aquesta sonda, la freqlieéncia pujaria
al 17% (taula 11). La quantificacio final de la metilacié per cada tumor es troba a la taula de
I'annex 10 (taula A10).

Havent observat metilacid en algunes linies cel-lulars i tumors primaris, i veient que la
metilacié en una de les tres CpGs era més freqlient que en la resta, es va voler determinar
I'extensid de la hipermetilacid i el seu possible efecte en la regulacié de I'expressié génica. En
primer lloc es van avaluar els nivells de proteina PAR3 en linies cel-lulars a través de western
blot i posteriorment es va comprovar I'estat de metilacié de totes les CpGs de la zona de les
que s’havien avaluat a través de MS-MLPA, posant més atencid en la zona de la Unica CpG que
apareixia metilada en tumors primaris segons MS-MLPA.
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CELL LINE PARD3-1 | PARD3-1 | PARD3-up | AVERAGE | INTERPRETATION | LUNG HISTOLOGY
A427 0,07 0,00 0,86 0,31 Mild AC
H1573 -0,02 0,00 0,91 0,29 Mild AC
H1703 0,04 0,00 1,02 0,35 Mild AC
H1993 0,00 0,00 0,53 0,18 Abs AC
PC9 0,00 0,00 0,40 0,13 Abs AC
RERFLCMS 0,12 0,00 1,01 0,38 Mild AC
H1299 0,07 0,00 1,00 0,36 Mild LCC
H460 0,03 0,16 1,05 0,41 Mild LCC
EBC1 0,01 0,00 0,93 0,31 Mild SCC
H2170 0,02 0,00 0,59 0,2 Abs SCC
H520 0,03 0,00 0,56 0,20 Abs SCC
H596 -0,05 0,66 0,80 0,47 Mild SCC
HCC95 -0,04 0,00 0,86 0,27 Mild SCC
LC1SQ -0,04 0,20 0,90 0,35 Mild SCC
LK2 -0,05 0,00 0,94 0,30 Mild SCC
LUDLU1 0,00 0,00 0,42 0,14 Abs SCC
PC10 -0,04 0,04 0,95 0,32 Mild SCC
SQ1 -0,04 0,00 -0,03 -0,02 Abs SCC
SQ5 0,08 0,00 0,96 0,35 Mild SCC
DMS273 -0,05 0,00 0,34 0,10 Abs SCLC
H345 -0,05 0,00 1,00 0,32 Mild SCLC

Taula 10. Estat de metilacid en linies cel-lulars de pulmé. Es mostren les ratios entre mostra digerida i no digerida
per les linies que presenten metilacié en alguna de les CpGs testades. En blanc, metilacié absent; en verd, nivell de
metilacié mig; en groc, nivell de metilacié moderat; i en verd, nivell alt de metilacié (veure material i métodes).

LENGTH | PARD3-1 | PARD3-1 | PARD3-up | AVERAGE | INTERPRETATION
139 -0,12 -0,02 0,55 0,14 Abs
143 0,00 0,00 0,34 0,11 Abs
170 -0,11 -0,05 0,24 0,03 Abs
184 -0,14 -0,08 0,39 0,06 Abs
214 -0,04 -0,03 0,29 0,07 Abs
221 -0,08 -0,05 0,60 0,16 Abs
238 0,00 0,00 0,46 0,15 Abs
264 0,01 -0,02 0,39 0,13 Abs
269 -0,09 -0,04 0,58 0,15 Abs
388 -0,13 0,00 0,46 0,11 Abs
471 -0,05 0,00 0,33 0,09 Abs
847 -0,01 0,07 0,71 0,26 Mild
857 -0,01 0,00 0,34 0,11 Abs
961 -0,02 0,04 0,21 0,08 Abs
1529 0,21 0,00 -0,02 0,06 Abs
T3 0,05 0,00 0,23 0,09 Abs
T5 -0,05 0,00 0,22 0,06 Abs

Taula 11. Estat de metilacié en carcinomes pulmonars del tipus escamds. Es mostren les ratios entre mostra
digerida i no digerida pels tumors que presenten metilacio en alguna de les CpGs testades. En blanc, metilacio
absent; en verd, nivell de metilacié mig; en groc, nivell de metilacié moderat; i en verd, nivell alt de metilacié (veure
material i métodes).

Es va observar que linies cel-lulars amb hipermetilacié del promotor expressaven nivells
similars de proteina PAR3 que les linies cel-lulars que no tenien alteracions en la metilacié.
Posteriorment, la seqlienciacié de bisulfit en algunes d’aquestes linies va confirmar que les
CpGs avaluades per MS-MLPA coincidien amb I'estat de metilacié de tota la part d’illa a la que
pertanyien. Tot i aixi, la manca de relacié entre la hipermetilacié en aquesta illa CpG i la pérdua
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d’expressié de la proteina PAR3, indica que aquesta alteracidé epigenética no constitueix un

mecanisme d’alteracié de PARD3 en cancer de pulmé (figura 27).
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Figura 27. Exemples de |'estat de metilacié de PARD3 i correlacid entre aquest i els nivells d’expressio de la proteina
PAR3. A. MS-MLPA per determinar la presencia de metilacié al promotor de PARD3. Al panell superior s’indiquen les
sondes per testar el numero de copies situades al gen, en lila les que determinen canvis en la metilacid. A baix,
electroferogrames de les mostres digerides en dues linies cel-lulars, la de la dreta té metilacié en el promotor en
una de les CpGs testades, la de I'esquerra no presenta metilacié. S'indiquen amb fletxes els pics corresponents a les
sondes de metilacié. B. Seqlienciacio de bisulfit de la regid promotora de PARD3. Es representen vuit clons per cada
mostra. Els quadrats blancs i negres indiquen no metilacid i metilacid, respectivament, i cada barra vertical és una
CpG. C. Western blot de PAR3 en les linies cel-lulars indicades.
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2.5. ANALISI DEL PATRO D’IMMUNOTINCIO EN CANCER DE PULMO |
DE CAP | COLL

Per avaluar els nivells i patrons d’expressi6 de la proteina PAR3 es van realitzar
immunohistoquimiques en tumors primaris de pulmé i de cap i coll (HNSCC, de I'anglés, Head
and Neck Squamous Cell Carcinomas). Es va trobar pertinent incloure en I'estudi els tumors de
cap i coll perque aquest tipus de cancer és, des d’un punt de vista histopatologic i etiologic,
molt similar al cancer de pulmé de tipus escamds. A més, en els tumors de cap i coll s’havien
descrit mutacions inactivadores de PARD3 (Rothenberg et al., 2010). Aixi doncs, es van avaluar
190 tumors primaris de pulmé de cél-lula no petita, incloent adenocarcinoma i carcinoma
escamos, i 262 tumors de cap i coll continguts en microarrays de teixits (TMA, de I'anglés,
Tissue MicroArray).

Les Uniques immunohistoquimiques trobades en la bibliografia van ser a la web de atlas
antibodies (http://atlasantibodies.com/) on es mostra que la localitzacié intracel-lular de PAR3
és al nucli, citoplasma o membrana, depenent del teixit. En el present treball de tesi es va
trobar que PAR3 es localitza essencialment al citoplasma i a la membrana plasmatica. La
localitzacié en la membrana, més marcada en els tumors de cap i coll, coincideix amb la funcié
de PAR3 en la formacié d’unions estretes.
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Figura 28. Avaluacié de I'expressio de PAR3 en diferents mutants. A. Immunohistoquimiques de PAR3 dels mutants
indicats. B. Western blot que mostra I'expressié ectopica de les proteines indicades en la linia cel-lular H157
detectades amb els anticossos HA i PAR3. Els mutants D41_R74del i D41_E689del donen lloc a proteines més curtes.

Com era d'esperar, els tumors amb mutacions a PARD3 del tipus grans delecions o mutacions
de canvi de pauta de lectura van ser negatius per immunohistoquimica (figura 28A). D'altra
banda, tumors amb delecions en pauta, com p.D41_R74del i p.D41_E689del, van mostrar
immunotincid moderada i completament negativa de PAR3, respectivament (figura 28A). En
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aquest ultim cas, la immunotincié negativa s’explica perque I'anticos utilitzat detecta la
seqliencia aminoacidica entre els residus 457 i 744, i la proteina que genera aquesta delecid no
els conté. Aixo és consistent amb els resultats de western blot després de I'expressid ectopica
d'aquestes proteines mutants, tal i com s’exposa en la figura 28B.

Les immunohistoquimiques es van avaluar establint els rangs de tincié de negatiu, baix,
moderat o alt (figura 29A). Trobant-se els teixits normals en el rang moderat de tincié. En la
classificacio dels tumors segons el seu grau d’expressio per immunotincio, el percentatge de
tumors en cada grup és diferent segons el tipus histologic. Hi ha diferéncies significatives pel
que fa a I'expressio, que és major en adenocarcinomes de pulmdé que en escamosos 0 en
tumors de cap i coll (figura 29C).
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Figura 29. Immunohistoquimiques de PAR3 en LSCC. A. Rang de tincid establert per I'avaluacié de les
immunohistoquimiques. (-) negatiu, (+) baix, (++) moderat, (+++) alt. B. A dalt, mostres dels acimuls de
sobreexpressid de PAR3 en vesicules. A baix, localitzacié de PAR3 a les zones de la membrana cel-lular, clar reforg
membrands. C. Distribucid dels graus d’immunotincié de PAR3 segons el tipus histologic. AC, adenocarcinoma; SCC,
carcinoma escamés; HNSCC, carcinoma escamés de cap i coll. Significanga estadistica * p<0.05, ** p<0,01.

S’observava expressio alta de la proteina PAR3 en un terg dels tumors, tot i que molts d’ells no
presenten cap alteracio genética a PARD3. Aixo indica la possible existéncia d’'una desregulacié
de la via a un altre nivell (Rothenberg et al., 2010) que acabaria afectant el grau d’expressié de
PAR3 a nivell proteic. Entre aquests tumors amb alta expressid, apareixen sovint zones de més
concentracié de proteina englobades en punts o vesicules (figura 29B). El significat biologic
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d’aquests cimuls no es coneix, perd han estat descrits per PAR3 en treballs previs: en cél-lules
Caco-2 derivades d’un adenocarcinoma de colon (Schumann et al.,, 2012) i en sistemes de
sobreexpressié (Mizuno et al., 2003), en aquest darrer treball s’atribueixen a sobreexpressio
excessiva de la proteina. En els casos que es presenten en aquesta tesi doctoral es tracta
d’expressiéo endogena, segurament aberrant, la qual cosa concorda perfectament amb els
articles citats anteriorment.

En alguns tumors de cap i coll va observar-se un patré d’expressid heterogeni, de tal manera
gue hi havia una tendéencia en el tumor d’incrementar I'expressié de PAR3 en les seves zones
més invasives (figura 30A-B).

En el cas dels tumors de cap i coll, a més de I'estudi en tumors, es van avaluar els nivells
d’expressio de la proteina PAR3 en lesions preneoplasiques, adjacents a la zona tumoral. En els
epitelis normals, la tincié de PAR3 disminuia amb I'avangament de les capes epitelials, és a dir,
apareixia més tenyit a les zones basals, i es localitzava concretament a la zona apical de la
cél-lula. Les lesions hiperplasiques i displasiques presentaven el mateix patré de tincioé: elevada
expressio a les zones basals i molt baixa o nul-la a les capes més superficials de I'epiteli (figura
300).

Figura 30. Immunohistoquimiques de PAR3 en HNSCC. A. Exemples del rang de tincié establert per I’avaluacio de les
immunohistoquimiques. B. Representacié de la tincid heterogénia de PAR3 en un tumor HNSCC. C. Representacio
de la tincié heterogénia de PAR3 en lesions preneoplasiques.

Finalment, es van dividir els tumors en dos grups. El primer grup contenia els tumors amb
immunotincié de PAR3 negativa i baixa; mentre que el segon grup constava dels tumors que
presentaven expressio moderada i alta. L'objectiu d’aquestes agrupacions era buscar
correlacions entre els nivells d'immunotincié de PAR3 i parametres d’evolucié de la malaltia, ja
sigui cancer de pulmé o cancer de cap i coll. En cancer de pulmg, els tumors de pacients amb
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alta expressié de PAR3 eren de major mida. No es va observar cap correlacidé entre els nivells
de PAR3 i I'estadi tumoral o la preséncia de metastasis als ganglis o a altres organs. Pel que fa
als tumors de cap i coll no es va observar correlacié de cap mena (taula 12).

HNSCCs Negative/ Moderate/
Patients Low High
Tumor location
LSCC = Negative/ Moderate/ Bottom of the tongue 59 (22%) 45 (17%)
Patients Low High Tonsil 68 (26%) 65 (25%)
Distant metastasis Hypopharynx 6 (2%) 7(3%)
No 22 13 Larynx 5 (2%) 7 (3%)
Yes 8 5 Distant metastasis
Lymph node involvement No 111 98
No 44 30 Yes 27 26
Yes 28 20 Lymph node involvement
Tumor size No 28 36
T1-T2 86 40 Yes 110 88
T3&T4 ini 1 :i 21 Tumor size
: C Imc;s Stage » T1T2 37 43
-l 38 28 T3&T4 101 81
Clinical Stage
1-11-111 38 37
V-V 100 87

Taula 12. Distribucio de les categories de tincid de PAR3 per cadascun dels parametres clinics anomenats. Només
estan inclosos els tumors dels que disposavem de dades. Quadre de I'esquerra, dades de LSCC. A la dreta, dades de
HNSCC. Significanga estadistica * p<0.05, ** p<0,01.

3. LES FUNCIONS DE PAR3 S’ALTEREN EN TUMORS

3.1. DETERMINACIO DE LA VARIANT TRANSCRIPCIONAL MES
ABUNDANT EN PULMO

Per tal de comprendre el paper de PARD3 en el procés tumoral, es van estudiar els efectes
funcionals derivats de la restitucié de PARD3 en linies cel-lulars de cancer de pulmé. Abans de
clonar la seqliencia codificant sencera de PARD3 vam voler coneixer quina era la isoforma que
més s’expressava en el teixit pulmonar normal.

El gen PARD3 presenta multiples variants transcripcionals degudes a splicing alternatiu i a la
presencia de dos llocs diferents de poliadenilacié. No existeixen gaires treballs que
caracteritzin les diferents variants transcripcionals de PARD3 i en quins teixits s’expressen.
L'any 2001, Fang i Xu van clonar el cDNA de PARD3 i van estudiar els perfils d’expressio en
carcinoma hepatocel-lular huma i en alguns teixits normals. Van descriure 5 variants
transcripcionals amb diferents esdeveniments de splicing alternatiu. Els exons 5, 12, 21, 22 i 23
estan absents en algunes d’aquestes variants transcripcionals, i 'exd 21 conté un codé stop
extra, que permet la produccié de transcrits més petits (Fang and Xu, 2001). Dos anys més
tard, Gao i col-laboradors van descriure sis variants de PARD3 i la seva abundancia en teixits
humans. Les variants descrites per aquests autors es basen en els splicings alternatius descrits
per Fang i Xu, pero ells van afegir el descobriment de dos seqlieéncies alternatives noves.
Aquests dos nous esdeveniments d’splicing consisteixen en la pérdua o no de 9bp entre els
exons 15i16ien I'addicié o no de I’exd 18 (Gao et al., 2002). Actualment, a les bases de dades
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es mostren 11 variants transcripcionals pel gen PARD3. Aquestes variants es generen per la
preséncia o abséncia de 5 regions diferents i les seves possibles combinacions: exé 5, ex6 12,
9bp entre els exons 15 i 16, exd 17 i exd 22 (figura 31). A més, I'exd 21, amb lloc de
poliadenilacié, només apareix en 3 variants transcripcionals que generen una proteina de 110
KDa. Les altres 8 variants transcripcionals codifiquen per una proteina PAR3 que pesa entre
150 180 KDa.

La informacid del perfil de les variants transcripcionals expressades en pulmé esta restringit a
aquests dos articles, segons els quals les variants més comuns en pulmé contenen I'exé 5 i no
contenen I'exé 17. Quatre variants transcripcionals compleixen aquestes premisses, i a aquest
fet cal afegir-li que la informacio dels dos articles va obtenir-se amb poques mostres de pulmo,
per aguest motiu es va creure necessari determinar quina era la variant transcripcional més
expressada en pulmé.
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Figura 31. Representacio esquematica del locus de PARD3 i les seves variants transcripcionals. Els exons alternatius
s’indiquen en vermell i la seva manca en un transcrit es mostra com un triangle negre.

En primer lloc i amb I'objectiu de discriminar les isoformes que donen lloc a proteina PAR3 de
major pes molecular de les que donen lloc a proteines de menor tamany, es van fer western
blots de linies cel-lulars de cancer de pulmd. Es va concloure que les formes més curtes de
PAR3 s’expressaven molt menys que les més grans. Seguidament es va amplificar la seqiéncia
sencera del cDNA de PARD3, des de I'exd 1 fins I'exd 26, en 2 mescles de cDNAs diferents (cada
mescla consistia en quatre productes de cDNA provinents de RNA de teixit pulmonar sa). Els
productes amplificats van ser clonats en un vector TOPO-TA i es va identificar quina era la
variant clonada en més de 80 clons. La distincié de cada regié alternativa es va fer mitjancant
la seva amplificacid per PCR, en alguns casos calia seqlienciar els productes amplificats i en
altres casos ja es podia diferenciar la presencia o no de la regié a través de la determinacié de
la mida dels productes en una agarosa.

100



Resultats

Els resultats van indicar que hi ha un nimero molt elevat de variants transcripcionals diferents
expressades en pulmoé i es va poder concloure que la variant més abundant és la que conté
totes les regions variables excepte els 9bp entre els exons 15 i 16 (NM_001184785.1) (figura
32). Aquesta variant va clonar-se en vectors d’expressio induible i transitoria i mitjancant
mutagenesi dirigida es van obtenir les versions mutants de la proteina.
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Figura 32. Abundancia relativa dels transcrits alternatius de PARD3 després de seqlienciar 80 clons d’un pool
provinent de RNAs de teixit pulmonar sa.

3.2. ESTABLIMENT DELS SISTEMES D’EXPRESSIO ECTOPICA DEL GEN
PARD3

Per tal de definir la implicacié del gen PARD3 en el procés carcinogénic es va clonar la seva
forma salvatge i algunes de les seves formes mutants mitjancant mutagenesis dirigida: ¢c.121-
?_2067+?del (p.D41_E689del), c.121-2A>G (p.D41_R74del), c.1034G>A (p.R345H), c.2581A>T
(p.T861S), i c.3129A>G (p.I11043M). El clonatge es va fer en dos constructes diferents: en un
vector que va ser utilitzat per expressio transitoria i que contenia una cua HA (pcDNA4) i en un
altre vector que contenia un promotor regulat per un sistema Tet-ON (pRetroX-Tight-Pur),
induible per doxiciclina. En ambdds casos, aquests vectors van ser utilitzats en la linia derivada
d’un cancer de pulmé escamds H157, i en una linia derivada d’un glioblastoma, T98G,
ambdues completament deficients per PAR3. A partir d’ara, s’anomenaran els clonatges
transitoris wtPAR3, D41 R74del, D41 _E689del R345H, T861S i 11043M. Mentre que els
clonatges estables i induibles s’"acompanyaran de tr (de I'angleés, tet repressor): tr-wtPAR3, tr-
D41_R74del, tr-R345H, tr-T861S i tr-11043M.

A continuacié es mostren els western blots, les immunofluorescéncies i els resultats de PCR
guantitativa dels sistemes induibles utilitzats (figures 33 i 34). El percentatge d’expressio de
PAR3 dels diferents clons és d’entre el 40% i el 80% de totes les cél-lules del cultiu.
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Figura 33. El sistema induible en la linia H157. A. Immunofluorescéncies amb |’anticos de PAR3 en les linies
derivades de H157 després de la induccié del gen amb doxiciclina (1ng/ul, 24h). Barra d’escala de 50 um. Els nuclis
es tenyeixen amb DAPI. B. Western blots que mostren I'expressio dels diferents mutants de la proteina PAR3 sota el
control del repressor tet, amb (+Dox) i sense (-Dox) induccié dels seus nivells d’expressié amb doxiciclina (1ng/ul,
24h). C. Nivells de mRNA de PARD3 relativitzats al control ACTB pels diferents mutants indicats, amb (+Dox) i sense
(-Dox) induccié dels seus nivells d’expressié amb doxiciclina (1ng/ul, 24h). Les barres corresponen a desviacions
estandard de 3 repliques.
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Figura 34. El sistema induible en la linia T98G. A. Immunofluorescéncies amb I’anticos de PAR3 en les linies
derivades de H157 després de la induccié del gen amb doxiciclina (1ng/ul, 24h). Barra d’escala de 50 um. Els nuclis
es tenyeixen amb DAPI. B. Western blots que mostren I'expressio dels diferents mutants de la proteina PAR3 sota el
control del repressor tet, amb (+Dox) i sense (-Dox) induccié dels seus nivells d’expressié amb doxiciclina (1ng/ul,
24h). C. Nivells de mRNA de PARD3 relativitzats al control ACTB pels diferents mutants indicats, amb (+Dox)
induccié dels seus nivells d’expressié amb doxiciclina (1ng/ul, 24h). Les barres corresponen a desviacions estandard
de 3 repliques.

102



Resultats

3.3. LA PROTEINA MUTANT D41_R74del ES DEGRADADA PEL
PROTEASOMA

En els experiments d’expressidé ectopica de PAR3, especialment en el sistema induible, es va
observar que els nivells de la proteina D41_R74del eren sempre més baixos que els de la resta
de mutants i el de PAR3 salvatge. Els nivells de proteina d’aguest mutant disminuien de
manera molt clara en els diferents temps d’expressié de 24, 48 i 72h. Aquesta observacié va
constatar-se en comparar la vida mitja de les proteines generades pels constructes tr-wtPAR3 i
tr-D41_R74del, recollint extractes proteics a diferents temps postinduccié amb doxiciclina.
Com s’observa en la grafica, el calcul de la vida mitja després de 9h d’induccid, és de 20h per la
proteina tr-wtPAR3 i de 11h per la tr-D41_R74del (figura 35).
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Figura 35. Vida mitja de la proteina PAR3. A. Western blots per la proteina wtPAR3 i la D41_R74del després de la
induccié amb doxiciclina (1ng/ul, 9h) als temps indicats. B. Grafic pel calcul de la vida mitja de la proteina, que
relaciona I'expressio relativa de PAR3 i el temps.

A diferéncia del que s’observa amb la proteina, els nivells de transcrits dels diferents
constructes eren heterogenis, perd no disminuien especialment en el mutant tr-D41_R74del.
Per tant, la disminucié dels nivells de proteina no coincidia amb una disminucié en els nivells
d’RNA. Per aquest motiu es va creure que la proteina mutant D41 _R74del podia patir algun
tipus de degradacié post-traduccional. Per comprovar aquesta hipotesi es va testar I'efecte de
les molécules MG-132 i ALLN, dos inhibidors del proteasoma, en els nivells de la proteina
D41 _R74del. MG-132 és un inhibidor especific del proteasoma que impedeix la degradacié de
proteines ubiquitinitzades, mentre que ALLN, a més de ser un inhibidor del proteasoma,
inhibeix també les calpaines i les catepsines. Després de tractar les cel-lules amb doxiciclina,
per tal d’induir I'expressié de PAR3, es van tractar amb els inhibidors anteriors. Es va observar
que els nivells de proteina D41_R74del de les cél-lules tractades amb inhibidors incrementaven
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de forma clara comparant-los amb els nivells de la mateixa proteina en cel-lules sense tractar.
En canvi, en les cel-lules que expressaven la proteina wtPAR3 practicament no hi havia canvis
en els nivells de proteina wtPAR3 (figura 36). A més, és interessant destacar que amb
I'inhibidor ALLN la recuperacié és menor, la qual cosa pot indicar que la via que s’esta utilitzant
en la degradacié de D41 _R74del és la del proteasoma. Tot i aixi caldria fer altres experiments
per determinar-ho, doncs la dosi i I'efectivitat de les diferents drogues podria ser la causa

d’aquestes diferencies.

Aquests resultats es van confirmar també quan es van repetir els experiments amb el sistema
d’expressio estable de la linia cel-lular T98G (figura 36B).
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Figura 36. Degradacio del mutant D41_R74del pel proteasoma. A. Linia H157. Western blots que mostren un
increment dels nivells de la proteina D41_R74del i no de la wtPAR3 després del tractament amb els inhibidors MG-
132 i ALLN durant els temps indicats i després de la induccié amb doxiciclina (1ng/ul, 9h). B. Linia T98G. Western
blots que mostren un increment dels nivells de la proteina D41_R74del i no de la wtPAR3 després del tractament
amb els inhibidors MG-132 i ALLN durant els temps indicats i després de la induccié amb doxiciclina (1ng/ul).

Es va voler determinar per quin mecanisme la proteina mutant D41 R74del pateix més
degradacié que la proteina wtPAR3. Per aix0 van utilitzar-se programes lliures de prediccié de
seqliencies PEST (http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/epestfind), que soén
seqliencies putatives de marcatge a degradacid, i de prediccid de llocs de trencament del
proteasoma (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetChop/). No es van observar diferéncies pel
que fa a la generacid de noves seqiiéncies PEST ni a sorgiment de noves seqliencies
aminoacidiques que puguin ser dianes de degradacié del proteasoma.
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Tot i la degradacié que pateix aquest mutant, els seus nivells baixos d’expressié de proteina
son comparables als nivells endogens d’altres linies cel-lulars (figura 37), per la qual cosa es va
mantenir aquest mutant en els estudis posteriors, sempre testant el manteniment d’un nivell
d’expressié minim de proteina.

H157tr-D41_R74del

H441
H2171

PAR3

P- T — g — - F-TUBULIN

Figura 37. Western blots per la proteina PAR3 endogena en les linies cel-lulars indicades i per |'expressio ectopica de
la proteina mutant D41_R74del després de la induccié amb doxiciclina (1ng/ul, 24h).

3.4. LES PROTEINES PAR3 MUTANTS MOSTREN MENYS CAPACITAT
COLONIGENICA

Seguidament es va voler comprovar si la capacitat de formacid de colonies (capacitat
colonigenica) es veia afectada en els diferents mutants. En aquest assaig s’avalua si una
cel-lula, sembrada de manera individual, és capac de dividir-se i formar una colonia.

Es va utilitzar la linia cel-lular H157 i els plasmids d’expressié transitoria de la proteina PAR3
salvatge i els diferents mutants. Després de 2 setmanes, les cél-lules es van tenyir amb cristall
violeta i es van fer els comptatges i els estudis estadistics pertinents.

Es va observar que les cel-lules transfectades amb el vector D41_E689del eren les que tenien
més capacitat de formacié de coldnies, seguides de les transfectades amb el vector
D41 R74del. La resta de mutants, R345H, T861S i 11043M mostraven una capacitat molt
similar a la del mutant D41_R74del. En tots els casos la proteina salvatge era significativament
la que mostrava menys capacitat colonigénica (figura 38).
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Figura 38. Assaig de formacié de colonies. A. Western blots per les proteines PAR3 indicades. B. Al contrari que els
mutants, la recuperacié de wtPAR3 redueix la formacié de colonies significativament. C. Quantificacio de I'assaig.
Les barres d’error mostren la SD de tres triplicats. Significanga estadistica * p<0.05, ** p<0,01.

3.5. ALTERACIONS EN LA LOCALITZACIO SUBCEL-LULAR

La localitzacié de la proteina PAR3 és crucial per la correcta realitzacié de les seves funcions
(Joberty et al., 2000; Mizuno et al., 2003). PAR3 permet la interaccidé entre proteines gracies a
la seva capacitat d’aglutinar-les en llocs pertinents de la cél-lula, com en les regions apico-
basals de la membrana plasmatica. Per aquest motiu es va avaluar si els mutants conservaven
I’habilitat de localitzar-se a la membrana cel-lular. Per determinar la localitzacié subcel-lular de
les diferents proteines PAR3 es va utilitzar la immunofluorescéncia i, posteriorment, es va fer
un recompte del percentatge de cel-lules que mostraven marcatge de PAR3 a la membrana
cel-lular. Es van detectar canvis en la localitzacié a la membrana en els mutants D41_E689del i
D41_R74del, que tenen delecions al domini de dimeritzacié (CR1) de la proteina PAR3. En
aquests mutants no hi ha un increment de senyal en la membrana, tal i com s’observava en la
resta, i per tant, la seva funcio en aquest lloc de la cél-lula queda compromesa (figura 39).
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Figura 39. Localitzacié subcel-lular de la proteina PAR3 en la linia cel-lular H157. A. Immunofluorescencies per
determinar la localitzacié de les proteines wtPAR3 i les mutants expressades transitoriament. B. Quantificacio de
I’assaig. Les barres d’error mostren la SD de tres triplicats. Significanca estadistica * p<0.05, ** p<0,01.
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Figura 40. Localitzacio subcel-lular de la proteina PAR3 en la linia cel-lular T98G. A. Immunofluorescéncies per
determinar la localitzacié de les proteines wtPAR3 i les mutants en la linia cel-lular T98G. B. Quantificacié de
I’assaig. Les barres d’error mostren la SD de tres triplicats. Significanca estadistica * p<0.05, ** p<0,01.
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Aquestes alteracions en la localitzacié subcel-lular de la proteina PAR3 es van confirmar en la
linia de glioblastoma T98G. Els resultats pel que fa a la distribucié sén semblants pero el
percentatge de cel-lules que mostraven PAR3 a la membrana és menor (figura 40).

3.6. ALTERACIONS EN LA CAPACITAT D’UNIR-SE A LA QUINASA DEL
COMPLEX PAR: aPKC

PAR3 forma part del complex PAR, juntament amb aPKC i PAR6 (Ellenbroek et al., 2012). S’ha
descrit que la interaccid PAR3-aPKC modula I'accié d’aPKC i que la localitzacié d’aPKC als llocs
d’unions intercel-lulars es perd sense PAR3 (Ishiuchi and Takeichi, 2011). La interaccid
d’aquestes dues proteines és imprescindible perqué es formi el complex PAR durant el
desenvolupament de la membrana apical (Horikoshi et al., 2009). A més, aPKC fosforila PAR3 i
aixo fa que PAR3 sigui exclosa del domini apical i es defineixin les fronteres apico-laterals
(Morais-de-Sa et al., 2010). Totes aquestes interaccions possibiliten les funcions d’aPKC.

En aquest sentit, i tot i qgue només una de les mutacions de canvi d’aminoacid afecta el domini
d’unidé a aPKC, es va creure oportd comprovar si alguna de les proteines mutants perdia la
capacitat d’interaccionar amb aPKC. Aix0 va fer-se mitjancant immunoprecipitacié de HA, que
és la cua incorporada en tots els constructes, perqué no hi hagués efecte de la pérdua
d’afinitat de I'anticos en cap dels mutants.

Es va observar que la proteina mutant D41_E689del practicament no podia unir-se a aPKC
(figura 41). En la resta de mutants no es van detectar diferéncies respecte la proteina salvatge
pel que fa a la unié a aPKC. Aixi, el canvi d’aminoacid trobat al domini d’'unié a aPKC no afecta
aquesta interaccié. El més probable és que el plegament de la proteina mutant D41_E689del
sigui aberrant i aix0 afecti la interacci6 amb aPKC i la seva funcid per complet, tot i que el
domini d’unié a aPKC no manqui en aquesta forma alterada. Tot i aixi, no es poden detectar
canvis subtils en I'eficacia de la interaccié de aPKC amb les diverses formes mutants de PAR3,
doncs es necessitarien técniques més precises per avaluar-ho. En conseqliéncia, es pot afirmar
amb tota seguretat que el mutant D41_E689del és incapa¢ d’unir-se a la proteina quinasa del
complex PAR, aPKC.
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Figura 41. Coimmunoprecipitacié d’aPKC. Coimmunoprecipitacio d’aPKC amb I’anticos HA en extractes de H157
expressant diferents constructes de PAR3. 1:20 part del lisat inicial (Input) s’hibridava amb els anticossos HA i aPKC.

3.7. ALTERACIONS EN LA FORMACIO D’UNIONS ESTRETES

PAR3 participa en la formacié de les unions estretes. S’ha descrit que PAR3 és necessaria pel
correcte reclutament d’aPKC i PAR6 a les regions de contacte ceél-lula-cel-lula (Mizuno et al.,
2003). També s’ha observat que en cel-lules deficients en PAR3 hi ha un retras en el procés de
repolaritzacié (Chen and Macara, 2005). Per aix0 es va avaluar I'efecte en la formacio d’unions
estretes en la linia H157 a través del marcatge de Zonula Occludens 1 (ZO1), proteina que
forma part del complex de les unions estretes i que s’utilitza com a marcador de les mateixes.
Es va observar que la localitzacié de ZO1 és més discontinua i menys intensa quan manca PAR3
(en el constructe buit o mock) i en el cas de la proteina D41_R74del (figura 42). La resta de
mutants, els de canvi d’aminoacid, no mostren aquestes alteracions.
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Figura 42. Immunofluorescencies de les proteines PAR3 i ZO1 en les linies cel-lulars derivades de H157 que
s’indiquen, després de la induccié amb doxiciclina (1ng/ul, 24h).
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Per tal d’examinar amb més profunditat els efectes en les unions intercel-lulars associats a les
proteines PAR3 amb mutacions del tipus canvi d’aminoacid, es va fer servir la técnica del
calcium switch. Aquesta técnica s’utilitza per avaluar la capacitat de formar correctament
unions estretes després d’haver-les destruit per I'efecte de depleciéo de calci (Matter and
Balda, 2003). Es va avaluar la localitzacié de PAR3 i la col-localitzacid amb ZO1 en els diferents
temps després de la recuperaciod del calci i no es van observar canvis reproduibles i significatius
pel que fa a aquests parametres entre els mutants i la proteina salvatge (figura 43).

Merged Merged
A PAR3 Z0-1 PAR3/ZO-1/DAPI PAR3 Z01 PAR3/ZO-1/DAPI

mock t:0 min

mock t:360 min

74del

t:0 min

D41

D41_74del
t:360 min

11043M t:360 min 11043M t:0 min wtPAR3 t:360 min wtPAR3 t:0 min
N .. ..

B
1,2 PR
g g = S
s - 1 S s 1
© 3]
»c »c 'I'
33208 ® 3, 08 . T
o= S = i | &
% 8 06 53 06 ¥ 7
c
52 04 62 o4 -
S E =
h = ts
6 ® o2 25 02
SE °5
a<< O aN o
o 60 120 240 360 60 120 240 360
Time (min) Time (min)
——wtPAR3 T861S
—#—R345H =—=[1043M

Figura 43. Assaig del calcium switch. A. Immunofluorescencies de les proteines PAR3 i ZO1 en les linies cel-lulars
derivades de H157 que s’indiquen, en els temps indicats després de la deplecid de calci. B. Grafics que mostren
I’evolucio de la localitzacié de PAR3 i de la formacié d’unions (mitjangant marcatge de Z01) en els temps indicats
post deplecid de calci. Els mutants indicats i la proteina salvatge van induir-se amb doxiciclina préviament (1ng/ul,
24h).
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3.8. ALTERACIONS EN LA FORMACIO DE PROTRUSIONS

L’activacié de les proteines RAC1 i CDC42 determina la formacié de protrusions com
lamelopodis i fil-lopodis (Georgiou and Baum, 2010). Com s’ha comentat anteriorment, el
complex PAR esta connectat a diverses vies que permeten el control del citoesquelet, aquest
és el cas de la interaccié que té PAR3 amb la RacGEF TIAM1 per regular les protrusions d’actina
(Nishimura et al., 2005). També s’ha descrit que PAR3 determina el lloc on apareixen les
protrusions, la seva mida i el seu nimero (Georgiou and Baum, 2010), i que controla
I’estabilitat dels microtubuls i la formacio de fil-lopodis i lamelopodis (Pegtel et al., 2007).

Tenint en compte tot aixd, es van voler testar els efectes de restituir PAR3 salvatge i els
mutants en la formacié de protrusions. Es va observar que les cel-lules H157 que expressaven
la proteina salvatge, sembrades a una confluéncia baixa, formaven moltes més protrusions
que les cél-lules H157 control. Es va comprovar que les protrusions estaven formades per
actina (utilitzant el marcador de F-actina, fal-loidina) (figura 44A). L’habilitat de formar
aquestes protrusions es va comprovar també en la resta de mutants, havent-se trobat
diferéncies significatives entre les linies H157tr-wtPAR3 i els mutants H157tr-D41_R74del i
H157tr_R345H. La resta de mutants de canvi d’aminoacid no presentaven diferéncies
significatives quan es comparaven amb la proteina salvatge (figura 44B-C).
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Figura 44. Formacio de protrusions. A. Immunofluorescéncies per PAR3 i fal-loidina en les cél-lules H157tr-wtPAR3.
B. Imatges de contrast de fases de les cel-lules indicades 24h post sembra i post induccié amb doxiciclina (1ng/ul,
24h). Les fletxes indiquen algunes de les protrusions. C. Quantificacio del percentatge de protrusions en cada cas.

Les barres d’error mostren la SD de tres triplicats. Significanga estadistica * p<0.05, ** p<0,01.
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La capacitat de formacié de protrusions de la proteina PAR3 salvatge i dels diversos mutants
també ha estat testada en la linia T98G. En aquest cas es van observar canvis significatius entre
els les cél-lules amb el vector buit i les cél-lules a les que s’havia introduit PAR3wt. Pel que fa la
resta de mutants, les diferéncies només sén significatives en fer la comparativa de tots els
constructes respecte el vector buit, aixi doncs es comportarien com la proteina salvatge (figura
45).
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Figura 45. Formacio de protrusions. A. Imatges de contrast de fases de les cél-lules indicades 24h post sembra i post
induccié amb doxiciclina (1ng/ul, 24h). Les fletxes indiquen algunes de les protrusions. B. Quantificacié del
percentatge de protrusions en cada cas. Les barres d’error mostren la SD de tres triplicats. Significanga estadistica *
p<0.05, ** p<0,01.

3.9. EFECTES EN L’ACTIVACIO DELS COMPONENTS DE LA VIA DE PAR3

Per tal de comprendre amb més detall I'efecte de les mutacions en PARD3 es van determinar
els efectes de restituir la proteina PAR3 salvatge i la dels diversos mutants en un seguit de
proteines que funcionen corrent avall del complex PAR.

ATYPICAL PROTEIN KINASE C (aPKC)

aPKC és una proteina del complex PAR amb activitat serina-treonina quinasa; és activada per
RAC1 i CDC42 i les seves dianes son PAR3 i LGL, entre altres (Gopalakrishnan et al., 2007). S’ha
descrit que PAR3 recluta aPKC a la zona dels complexos d’unions apicals i que sense PAR3 hi ha
una mala localitzacié d’aPKC, tot i que els nivells d’aPKC totals no es veuen afectats. En els
complexos d’unions apicals, aPKC fosforila i controla la distribucié de ROCK als llocs d’unions
(Ishiuchi and Takeichi, 2011); també fosforila PAR3 i aix0 fa que la interaccié entre aquestes
dues proteines es trenqui i que PAR3 es mantingui als llocs d’unié (Morais-de-S4 et al., 2010).

Per tot aix0 es va pensar que en faltar la proteina PAR3, els nivells d’aPKC activada (p-aPKC) o
els nivells totals d’aPKC podrien veure’s alterats. No va ser aixi, i en cap cas es van observar
canvis en els nivells de p-aPKC o de aPKC totals. Per altra banda, també es va quantificar,
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mitjancant plot profil-les (es fan en immunofluorescéncies i sén perfils d’intensitat de la senyal
de aPKC al llarg de tota la ceél-lula), la localitzacié a membrana de la proteina p-aPKC en les
cel-lules H157tr-wtPAR3 i H157tr. Es va observar una tendéncia a localitzacié preferentment a
la membrana en el cas de H157tr-wtPAR3 respecte H157tr (figura 46).
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Figura 46. Activacio d’aPKC. A. Western blots de aPKC i p-aPKC amb les cél-lules indicades 24h post sembra i post
induccié amb doxiciclina (1ng/ul, 24h). B. Plot profiles de les linies cel-lulars indicades per la proteina p-aPKC.

RAC1

Per ser conseqlients amb les observacions anteriors pel que fa a nimero de protrusions, calia
avaluar els nivells d’activacié de les RHO GTPases. Les proteines RAC1, CDC42 i RHOA sén
mediadores dels canvis en el citoesquelet que permeten la mobilitat i organitzacid polaritzada
de les cel-lules a través del control dels microtubuls i filaments d’actina (Mack et al., 2011). Es
va escollir RAC1 perque esta relacionada directament amb el complex PAR. La interaccid del
complex PAR3 i TIAM1 activa RAC1, mentre que si aquest complex no es forma RAC1 es manté
inactiu (Wang et al., 2012). Per altra banda, cal tenir en compte que també s’ha descrit I'efecte
contrari, és a dir que quan manca PAR3 hi ha una activacié constitutiva de RAC1 (Chen and
Macara, 2005; Georgiou and Baum, 2010). Aquesta ultima hipotesi defensa una regulacié
negativa de RAC1 per PAR3, doncs es basa en una regulacié de la localitzacié de TIAM1 per
PAR3: quan no hi ha PAR3 la localitzacié de TIAM1 no esta restringida i TIAM1 sempre té accés
a RAC1, donant lloc a una hiperactivacié d’aquesta ultima (Zhang and Macara, 2006).

Per tal de determinar els efectes de la forma salvatge de PAR3 i dels diferents mutants en
I'activacié de RAC1 es van fer experiments d’immunoprecipitacié de la forma RAC1-GTP. Els
resultats obtinguts van mostrar que la preséncia de la proteina wtPAR3 incrementava la fraccié
de RAC1-GTP, indicant que PAR3 incrementa els nivells d’activitat de RAC1. Pel que fa als
resultats en els mutants, les proteines R345H i T861S es comportaven de forma molt similar a
la proteina PAR3 salvatge, mentre que els mutants D41 _R74del i 11034M no incrementaven els
nivells d’activacié de RAC1. Aixi doncs, es pot concloure que els Unics mutants que afecten
I'activitat de RAC1 s6n D41_R74del i 11034M (figura 47).
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Figura 47. Activacio de RACL. A. Després de la induccio de I'expressié de PAR3 (1ng/ul, 24h) els lisats de les
diferents linies cel-lulars es van incubar amb GST-PBD per immunoprecipitar la forma de RAC1 unida a GTP. Western
blots que mostren els resultats d’aquestes immunoprecipitacions. Els lisats totals també van ser hibridats amb
I"anticos de RAC1. B. Quantificacio de I’assaig, ratios relatius de RAC1-GTP i RAC1 normalitzats amb el valor resultat
de la proteina wtPAR3. Les barres d’error mostren la SD de tres triplicats. Significanga estadistica *p<0.05,
*%p<0,01.

4.LA SIGNATURA D’EXPRESSIO DE PAR3 ESTA
ENRIQUIDA EN TRANSCRITS IMPLICATS EN L’ADHESIO
CEL-LULAR | DIANES DE STAT3

4.1. LA SIGNATURA D’EXPRESSIO DE PAR3 ESTA ENRIQUIDA EN
TRANSCRITS IMPLICATS EN L’ADHESIO CEL-LULAR

Per ampliar el coneixement de com la manca de PAR3 afecta la carcinogenesi de tumors de
pulmd, es van realitzar microarrays d’expressié utilitzant la plataforma Agilent 8x60K.
D’aquesta manera es van poder comparar els perfils d’expressié de la linia H157tr-wtPAR3 i del
mutant per delecié H157tr-D41_R74del amb el de la linia H157 control (H157tr). De la
comparativa entre H157tr-wtPAR3 i H157tr en va sortir una llista de 150 gens diferencialment
expressats (p valor <0,05 i fold change >1,5) (taules de I'annex A11-A12 i figura 48). Per tal
d’assignar funcionalitats als diferents gens que constituien la signatura de PAR3 es van utilitzar
els programes bioinformatics habituals de Gene Ontology (GO). El GO de la signatura de PAR3
va evidenciar un enriquiment en transcrits relacionats amb la membrana cel-lular i amb Ia
participacid en processos com la mobilitat, I'adhesio i I'apoptosi (figura 48).
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Figura 48. La signatura d’expressio de PAR3. A. Heatmap d’aproximadament 150 transcrits que constitueixen la
signatura de PAR3. B. Categories de I'enriquiment en el Gene Ontology (GO) fet amb els gens que és regulen a I'alga
amb la reintroduccié de PAR3 (p<0,05 per totes les categories). C. Nivells d’expressio de gens seleccionats per cada

categoria representats en heatmaps.

Va escollir-se algun gen de cada grup per validar-lo mitjancant RT-PCR quantitativa i per
determinar quin és I'efecte dels mutants de PARD3 respecte aquests transcrits. Entre els gens
escollits cal destacar BDKRB1, VCAM1, PCDH7, GLIS1, COL5A1 i ADRB2. BDKRB1 (Bradykinin
receptor B1) és un receptor acoblat a proteines G que s’activa durant la inflamacio (Esseghir et
al., 2006) i que s’ha trobat expressat a nivells baixos en ceél-lules de cancer de pulmd
comparades amb ceél-lules de pulmdé normals (Wong et al., 2011). VCAM1 (Vascular cell
adhesion molecule-1) és una molécula d’adhesiéo que funciona en I’extravasacid i que s’ha
descrit sobreexpressada en tumors per escapar del sistema immunologic (Wu, 2007); també
afavoreix interaccions amb I'estroma que medien la metastasi (Chen and Massagué, 2012) o
potencien el procés inflamatori en els tumors (Ladubli and Borsig, 2010). PCDH7 (Protocadherin-
7) és un membre de les protocadherines i funciona com una molecula de reconeixement
cel-lula-cel-lula, s’ha decrit sobreexpressada en tumors i fomentant creixement, invasid i
metastasi (Li et al., 2013). GLIS1 (Gli-like transcription factor) és un factor de transcripcié de la
familia dits de zinc 1 implicat en la generacio de cél-lules mare pluripotents (Maekawa et al.,
2011) que es sobreexpressa en condicions d’hipoxia (Khalesi et al., 2013). COL5A1 (Collagen,
type V, alpha ) codifica per una de les quatre cadenes a del col-lagen de tipus V, esta implicat
en invasid i regulat per STAT3 (Dauer et al., 2005). ADRB2 (Adrenergic receptor beta 2), un
receptor que s’ha descrit sobreexpressat en cancers hepatocel-lulars (Chen et al., 2012) i
implicat en invasid i metastasi en cancers gastrics, també que la seva activacié desensibilitza a
certes terapies (Shi et al., 2013).
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La RT-PCR quantitativa va validar les observacions dels microarrays d’expressié per tots els
gens seleccionats. D’altra banda I'analisi en els mutants va donar lloc a observacions molt
diferents, segons el transcrit i el mutant. Aixi doncs, pel que fa a l'activacié o repressio
transcripcional dels diferents transcrits, el mutant H157tr-D41_R74del sempre es comportava
com el control H157tr, mentre que els mutants H157tr-R345H i H157tr-T861S tenien
comportaments similars al H157tr-wtPAR3. D’altra banda, el mutant H157tr-11034M tenia un
comportament intermig, a cavall entre el control H157tr i el H157tr-wtPAR3 (figura 49).

5 . BDKRB1, VCAM1 os, PCDH7

ADRB2

Relative expression levels

Figura 49. Nivells d’expressio de gens seleccionats avaluats mitjangant PCR quantitativa a temps real per les linies
derivades de H157 que s’indiquen. Expressio relativitzada als nivells d’ACTB. Les barres d’error mostren la SD de tres
triplicats. Significanga estadistica * p<0.05, ** p<0,01, ***p<0,005.

Finalment, i ja que es disposava del perfil d’expressié del mutant H157tr-D41_R74del, es va fer
un analisi de comparacié entre perfils d’expressid. Aquest analisi, anomenat GSEA (Gene Set
Enrichment Analysis), va permetre comparar el grau de similitud del perfil d’expressié del
mutant H157tr-D41_R74del amb el de H157tr-wtPAR3. El resultat va mostrar clarament que
existia una correlacid inversa entre els gens d’ambdds perfils d’expressié. En concret, els gens
que estaven activats transcripcionalment en les cel-lules H157tr-wtPAR3 estaven regulats
negativament en les cel-lules H157tr-D41_R74del. Aix0 indica que les cél-lules H157tr-
D41 _R74del es comporten com les cél-lules control i, per tant, que la proteina D41-R74del és
completament inactiva (figura 50).
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Figura 50. Grafics obtinguts fent GSEAs per comparar els datasets que s’indiquen. Es mostren també les
probabilitats dels False Discovery Rate (FDR) i els valors del Normalized Enrichment Score (NES).

4.2. LA SIGNATURA D’EXPRESSIO DE PAR3 ESTA ENRIQUIDA EN
TRANSCRITS QUE SON DIANES TRANSCRIPCIONALS DE STAT3

La signatura de PAR3 contenia gens que eren dianes transcripcionals del factor de transcripcié
STAT3. Per aix0 es va decidir comparar els gens activats en el perfil d’expressié genica de les
cel-lules H157tr-wtPAR3 amb els perfils d’expressié de dos datasets extrets de la base de
dades GeoDataset (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds). Aquesta base de dades té una aplicacio
que ens permet agrupar les mostres d’un dataset i enfrontar els diferents grups entre ells,
obtenint les diferencies en els perfils d’expressié, es tracta de [|aplicaci6 GEO2R
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/). El dataset GSE42979 prové d’un microarray
d’expressié fet amb la linia de cancer de pulmé A549 i té tres grups: un grup transfectat amb
un vector que expressa PIAS3 (un inhibidor de I'activacié de STAT3), un grup on la linia s’ha
tractat amb un RNA d’interferéncia per STAT3 i un tercer grup considerat com a control (Dabir
et al., 2013). S’ha utilitzat la comparativa entre els dos uUltims grups per trobar els upregulats
per STAT3 mitjancant el GEO2R. Per altra banda, el dataset GSE48124 prové de microarrays
d’expressid fets en diferents linies de cancer urotelial interferides per P63 i STAT3. Utilitzant
GEOZ2R s’ha fet la comparativa entre els grups de la linia cel-lular de cancer urotelial Scaber
tractats amb un RNA d’interferéncia per STAT3 o amb un RNA d’interferéncia sense diana
(scramble).
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Figura 51. Grafics obtinguts fent GSEAs per comparar els datasets que s’indiquen. Es mostren també les
probabilitats dels False Discovery Rate (FDR) i els valors del Normalized Enrichment Score (NES).
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Amb els resultats obtinguts de les comparatives dels datsets anteriors i la nostra signatura de
PAR3 es van fer GSEAs (Gene Set Enrichment Analysis) i es va observar una associacio inversa
entre els perfils d’expressid de les linies que perdien STAT3 i la signatura de PAR3 (figura 51).

4.3. PAR3 CONTROLA L’ACTIVACIO DE STAT3 EN UNA SITUACIO DE
CONFLUENCIA CEL-LULAR

Esta ben establert que la fosforilacio de STAT3 al residu tirosina 705 (pY-STAT3) indueix la seva
activacio, dimeritzacio, translocacié nuclear i unié al DNA per activar o reprimir la transcripcié
del seus gens diana (Quintas-Cardama and Verstovsek, 2013). Considerant els resultats dels
GSEAs anteriors, es va voler veure si PAR3 tenia algun efecte en els nivells d’activacié de
STAT3.
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Figura 52. PAR3 controla I'activacié de STAT3 en el model de recuperacié de la linia cel-lular H157. A. Western blots
de STAT3 i pY-STAT3 amb les cél-lules indicades 24h post sembra i post induccié amb doxiciclina (1ng/ul, 24h). B.
Quantificacio de I’assaig, ratios relatius de pY-STAT3 i STAT3 normalitzats amb el valor resultat de la proteina
WtPAR3. Les barres d’error mostren la SD de tres triplicats. Significanga estadistica * p<0.05, ** p<0,01. C. Western
blots de STAT3 i pY-STAT3 en les cél-lules H157tr i H157tr-wtPAR3 crescudes a diferents graus de confluéncia i post
induccié amb doxiciclina (1ng/ul, 24h). D. Western blots que mostren la regulacio a la baixa de p-STAT3 amb la
dissolucid de les unions intercel-lulars mitjangant calcium switch. NCM, medi amb una concentracié de calci normal
(de I'angles, Normal Calcium Medium); s’indiquen els temps despres de la reintroduccid de calci en el calcium
switch, els experiments es van realitzar 24h post sembra i post induccié amb doxiciclina (1ng/ul, 24h).
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Es va observar que els nivells de pY-STAT3 eren més alts en les cel-lules H157tr-wtPAR3, en
comparacido amb les cel-lules control i els diversos mutants (figura 52A-B). A més, aquest
increment era particularment evident quan les cel-lules es cultivaven a alta densitat (figura
52C). Aquesta relacid d’activacid de STAT3 en situacions d’alta densitat de ceél-lules esta
completament d’acord amb les observacions d’altres autors que demostren que I'activitat de
STAT3 augmenta dramaticament amb la confluéncia cel-lular (Steinman et al., 2003; Vultur et
al., 2004). Tenint en compte que I'alta confluéncia és un estat en el que hi ha moltes unions
intercel-lulars i que PAR3 esta implicat en la seva formacié vam realitzar un assaig de calcium
switch per tal d’observar com canviaven els nivells de pY-STAT. D’acord amb les nostres
hipotesis, els nivells de pY-STAT disminueixen dramaticament despres de la dissolucié de les
unions per deplecio de calci (figura 52D); aix0 es dona tant en les cél-lules H157tr com en les
H157tr -wtPAR3, pero els nivells sén sempre molt menors en H157tr, de fet, els nivells de pY-
STAT3 en I'estat de NCM de les cel-lules H157tr son molt similars als nivells de les cél-lules
H157tr -wtPAR3 sense cap mena d’unié.

Els resultats que mostren disminucié de pY-STAT3 quan manca PAR3 es van reproduir en dos
linies cel-lulars de cancer de pulmd, H1299 i H2170, infectades de manera estable amb dos
shRNA diferents que tenen com a diana PARD3. Es a dir, en aquestes dues linies cel-lulars, la
disminucié dels nivells de PARD3 amb shRNAs, disminuia 'activacié de STAT3 en una situacié
de confluéncia. En aquests casos l'alta densitat i el creixement en un medi esgotat eren
absolutament necessaris per veure I’efecte (Fig. 53).
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Figura 53. PAR3 controla I'activacié de STAT en dos model de interferéncia de PAR3. A. Western blots que mostren
la regulacio a la baixa de PAR3 en les cel-lules de cancer de pulmdé H1299 i H2170 després d’infectar-les amb dos
shRNAs per PAR3 (sh1ish2). Un shRNA scramble es va utilitzar com a control. S’observa la reduccio dels nivells de
p-STAT3 en les condicions amb regulacié a la baixa de PAR3. B. Representacio grafica de les quantificacions de les
intensitats de bandes del western blot.

En conjunt, aquestes observacions suggereixen que, en produir-se un contacte cel-lula-cel-lula,
la formacié de TJ desencadena l'activacié de STAT3, en un procés que requereix l'activitat de
PAR3. Curiosament, aquest model d'activacié de STAT3 en confluéncia i dependent de PAR3 no
es va reproduir en les cél-lules T98G, que si bé sén deficients naturals per PAR3 també sén
d’un tipus tissular molt diferent d'origen. Les cél-lules dels tumors escamosos de pulméd
deriven de l'epiteli respiratori, un tipus de teixit que es basa fortament en les unions per al
manteniment de la integritat epitelial i la seva defensa en front a agents estranys (Vareille et
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al., 2011). En aquest cas, la pérdua de TJ pot permetre que cél-lules que estan proliferant
altament es desuneixin entre si i donin lloc a creixements anomals. Pel que fa a les cél-lules
T98G, deriven de cél-lules de la glia del teixit nervids, on la regulacié de les unions i els
contactes cél-lula-cél-lula sén molt més laxes que en els teixits epitelials.

Entre els gens que apareixien activats en els GSEAs de manera comuna en PAR3 i STAT3, se’'n
van escollir uns quants per testar-ne I'expressié. Concretament es van escollir IGFBP7, IL6 o
COL5A1, dianes transcripcionals de STAT3 ben conegudes (Couto et al.,, 2012; Dauer et al.,
2005). Els seus nivells d’expressio mostren la relacid que hi ha entre PAR3 i 'activacio de
STAT3 (figura 54).
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Figura 54. Gens diana de STAT3. Nivells d’expressio dels gens indicats avaluats mitjangant PCR quantitativa a temps
real per les linies H157tr i H157tr-wtPAR3. Expressio relativitzada als nivells d’ACTB. Les barres d’error mostren la
SD de tres triplicats. Significanga estadistica * p<0.05, ** p<0,01, ***p<0,005.

Entre aquests gens destaca IL6, per ser també un activador de la via de JAK-STAT i formar aixi
un loop de retroalimentacié positiva, que encara s’intensifica més per la regulacié a I'alca que
STAT3 exerceix sobre el receptor de IL6, IL6R (Dauer et al., 2005). A més també s’ha descrit
gue RAC1 pot estimular la via de STAT3 a través de la generacio de IL6 (Farugi et al., 2001). En
aquest sentit es van testar els nivells de IL6 a través de RT-PCR quantitativa a temps real en
dos grups consistents en tumors primaris de pulmd i teixits sans pulmonars. Els resultats van
constatar que, en contra del que s’ha descrit per /L6 (Chang et al., 2013), els seus nivells son
significativament majors en el grup de teixits pulmonars sans, donant suport a la troballa d’alts
nivells de /L6 trobats en H157tr-wtPAR3 respecte H157tr (figura 55).
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Figura 55. Expressio de IL6. Nivells d’expressid de IL6 en mostres primaries de teixit sa pulmonar i de tumors de
pulma. Expressio relativitzada als nivells d’ACTB. Les barres d’error mostren la SD de les mostres. Significancga
estadistica * p<0.05, ** p<0,01.
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Els resultats respecte a IL6 permeten explicar també els elevats nivells d’activacié de STAT3
dependents de PAR3. Per questa rad es va decidir tractar les cél-lules amb un anticos contra el
receptor de IL6, tocilizumab, i veure si els nivells de pY-STAT3 canviaven. El tractament de les
cel-lules H157tr-wtPAR3 i H157tr amb aquest inhibidor no va mostrar canvis en els nivells de
pY-STAT3 (figura 56). Aquesta observacio ens fa pensar que la contribucid de IL6 en I’activacio
de STAT3 en aquesta linia cel-lular no és tant important i que hi ha altres vies per incrementar
pY-STAT3, reforcant la hipotesi de la mala formacié d’unions.

H157tr H157tr-wtPAR3 H460

o O o O o O
o O o O o O ™
o & K o N K o & K Tozilizumab (ug/ml)
- — -' -pY-STAT3
. ghort exposure)

o B s

ong exposure)

e W W W sTAT3

TUBULIN

Figura 56. Western blots que mostren |’absencia d’inhibicié de pY-STAT3 després de tractar les cél-lules indicades
amb les concentracions indicades de tocilizumab durant 6h. Els experiments es van realitzar 24h post sembra i post
induccié amb doxiciclina (1ng/ul, 24h).

A continuacié es mostren, en forma de resum, les alteracions funcionals associades a
cadascuna de les proteines PAR3 mutants (figura 57).
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Figura 57. Representacio esquematica de la proteina PAR3 amb la localitzacié de les diferents mutacions trobades i
amb la funcié que mostren alterada. * les alteracions en aquestes activitats s’infereixen de les trobades en el
mutant p.D41_E689del.
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5. LA RECUPERACIO DE PAR3 REDUEIX LA INVASIVITAT |
METASTASI IN VIVO

5.1. LA RECUPERACIO DE PAR3 NO ALTERA LA PROLIFERACIO EN UN
MODEL SUBCUTANI IN VIVO

Els experiments realitzats in vitro mostren que PAR3 esta implicat en la formacid de colonies,
pero en cap cas s’han observat alteracions pel que fa a la proliferacid. Aquest fet, que ha estat
demostrat per altres autors (Rothenberg et al., 2010), deixa a la llum que potser els avantatges
proliferatius que confereix PAR3 es manifesten si les cél-lules creixien en un teixit de manera
tridimensional, d’acord amb la seva funcié en la formacié d’estructures tissulars. Per tal de
testar-ho es va dur a terme un model de creixement subcutani en ratolins atimics nude on es
comparava el creixement de les cél-lules H157tr i H157tr-wtPAR3. Cada grup consistia en un
total de 9 animals que van ser induits amb doxiciclina a través de la beguda. Es va comprovar
gue I'expressid del gen fos correcta a nivell de proteina (figura 58).

En cap cas es van detectar diferéncies entre H157tr i H157tr-wtPAR3 pel que fa a la velocitat
de creixement o al pes dels tumors, tampoc es van observar canvis en altres parametres
histopatologics com la preséncia de necrosi o de canvis en la morfologia cel-lular. Els resultats
es mostren en la figura 58.
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Figura 58. Creixement de la linia H157tr i H157tr-wtPAR3 en el model subcutani in vivo. A. Imatge dels tumors
extrets dels animals. B. Western blots que confirmen la induccié eficient de PAR3 en els tumors. C. Representacio
grafica de I’evolucié dels volums dels tumors implantats en els dos grups que s’indiquen. D. Pesos del tumors a punt
final. Les barres d’error mostren la SD.
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5.2. LA RECUPERACIO DE PAR3 MOSTRA UN INCREMENT DE
METASTASIS EN UN MODEL ORTOTOPIC DE PULMO IN VIVO

Havent descartat que els efectes de PAR3 estaven relacionats amb la capacitat proliferativa, i
per investigar in situ quines eren les capacitats tumorogeniques que conferia la manca del gen
PARD3, es van implantar ortotopicament les cel-lules H157tr-wtPAR3 i H157tr en ratolins
atimics nude. Cada grup consistia en un total de 11 animals que van ser induits amb
doxiciclina. La capacitat de formacio de tumors en el parenquima pulmonar entre els dos grups
va ser molt similar, i la mortalitat dels animals també (figura 59). Es va comprovar que
I’expressio del gen fos correcta tant a nivell de transcrit com de proteina (figura 60).
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Figura 59. Creixement de la linia H157tr i H157tr-wtPAR3 en el model ortotopic. Corves Kaplan-Meier de la
supervivencia dels animals en els dos grups indicats.

Que els animals dels dos grups mostressin la mateixa supervivencia va ser un resultat
inesperat. Tot i aixi, en avaluar les lesions pulmonars histologicament en els tumors ortotopics
es va veure que el seu nimero era major en els ratolins que tenien implantada la linia H157tr.
D’aquesta manera es confirmava una reduccid en la capacitat d’invasié tumoral com a
conseqléncia de I'expressié de PAR3. També es van determinar els nivells de pY-STAT3 a
través de western blots. Es va confirmar I'increment d’activacié d’aquesta proteina en els
tumors en els que s’havia restituit la preséncia de PAR3 en comparacié amb els tumors que no
expressaven PAR3 (figura 60). Tenint en compte que el fetge és un organ preferent per la
formacié de metastasis en els tumors primaris de pulmd, es van avaluar els fetges dels
animals. Altre cop, també es va observar la presencia de metastasis en els animals dels dos
grups, pero aquestes eren menys freqients en els ratolins que expressaven la forma salvatge
de PAR3 (figura 60). La formacié de metastasis al fetge en aquests animals (model ortotopic)
indica que aquest és un molt bon model per avaluar el desenvolupament d’un tumor de cancer
de pulmd i també que la linia H157 té bona capacitat invasiva.

124



Resultats

A o R B > 204
x < @ P
< o So
L s 9 ¢ 45
E 3 Eo ™
s 5 5 S 23
EEh B &y 1]
IITT T £
S g o5
0.0-
=== -pY-STAT3 0.8
0 p—
-STAT3 %
% 0.6
- e TUBULIN 2
E 04
[
H157tr  H157tr-wtPAR3 =
G 0.2
o
-PARD3 z
-B-ACTIN
H157tr H157tr-wtPAR3

Figura 60. Invasivitat de la linia H157tr i H157tr-wtPAR3 en el model ortotopic. A. Western blots representatius i RT-
PCR que confirmen la induccié eficient de I'expressio de PAR3 en els tumors. També es mostren els nivells de p-
STAT3. B. Mitja de les lesions intrapulmonars i les metastasis al fetge en cada grup d’animals. Les barres d’error

mostren la SD de les mostres. Significanga estadistica * p<0.05, ** p<0,01. A la dreta, imatges de preparacions
d’hematoxil-lina-eosina representatives de les metastasis (fletxes) en pulma i fetge.

Com a conseqliéncia d’aquestes observacions, en les que haviem detectat diferencies pel que
fa a la capacitat invasiva i metastatica de les cél-lules amb i sense PAR3, es va voler testar altre
cop aquesta hipotesi en un model més adequat per a tal finalitat. Es tracta del model
metastatic de melsa en el que les cel-lules malignes a testar s’'implanten a la melsa dels
animals i posteriorment s’extirpa aquest organ. Es van implantar les cél-lules H157tr-wtPAR3 i
H157tr en ratolins atimics nude en dos grups de 7 i 6 animals respectivament. Posteriorment,
es van mesurar el nombre i mida de les metastasis que es van generar en els pulmons i fetges
dels animals. Primer es va confirmar la induccié eficag¢ d’expressié ectopica de PAR3 en algunes
de les metastasis que es generaven a partir de les cél-lules H157tr-wtPAR3 en el fetge, tant a
nivell de transcrit com de proteina (figura 61). El nombre de lesions metastatiques que es van
trobar en els pulmons va ser significativament menor en els ratolins que havien estat injectats
amb H157tr-wtPAR3 respecte els ratolins injectats amb cél-lules H157tr (figura 61). A més, es
va observar que les lesions canceroses que van sorgir al fetge dels ratolins implantats amb les
cel-lules H157tr-wtPAR3 eren més petites i de forma arrodonida, cosa que suggereix una
capacitat invasiva reduida, en comparacié amb les lesions hepatiques que es troben en el grup
de ratolins H157tr (figura 61).
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Figura 61. Creixement de la linia H157tr i H157tr-wtPAR3 en el model de melsa. A. Western blots representatius i
RT-PCR que confirmen la induccio eficient de I'expressio de PAR3 en els tumors. També es mostren els nivells de pY-
STAT3. B. Mitja de les arees de fetge afectades per metastasis i mitja de les lesions intrapulmonars en cada grup
d’animals. Les barres d’error mostren la SD de les mostres. Significanga estadistica * p<0.05, ** p<0,01, ***
p<0,005, ****p<0,001. A la dreta, imatges de preparacions d’hematoxil-lina-eosina representatives de les
metastasis (fletxes) en fetge i pulmé. C. Tincions d’hematoxil-lina-eosina en les metastasis de fetge. Les regions liles
i roses corresponen a tumor i teixit sa, respectivament. Les fletxes indiquen les lesions rodones i ben definides

observades en els fetges dels animals implantats amb H157tr-wtPAR3.
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6. PIK3R1

6.1. EL GEN PIK3R1 ESTA MUTAT EN CANCER DE PULMO

El gen PIK3R1 es troba al brag llarg del cromosoma cinc i codifica per tres proteines que sén les
subunitats reguladores del grup de les PI3K de classe IA: p85a, p55a i p50a. Les tres proteines,
que pesen 85, 55 i 50 KDa respectivament, sén tres variants transcripcionals del gen i
difereixen entre si per l'inici de transcripcid, que el constitueixen tres exons diferents:
NM_ 181523, NM_181524, NM_181504. A més la variant transcripcional més gran té 5 exons
extra, que son els que a nivell gendmic van del 2 al 6, ambdds inclosos. Els dos exons 1 de les
variants més petites es troben entre els exons 6 i 7 de la variant transcripcional major (figura
62).
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Figura 62. El gen PIK3R1, al brag gran del cromosoma 5, codifica per 3 variants transcripcionals. Les isoformes de la
proteina a les que donen lloc aquestes variants s’indiquen a la figura.

En la base de dades de Sanger, apareix una HD en aquest gen en la linia cel-lular H2171, que
prové d’un tumor de cél-lula petita de pulmd. En aquest treball s’ha confirmat aquesta delecié
i s’ha delimitat mitjancant PCR, havent-se trobat que engloba tots els exons menys el primer.
Posteriorment es va confirmar la pérdua total d’expressid proteica en aquesta proteina. Cal dir
que per aquest gen es va avaluar també la delecié en una altra linia amb la possibilitat
d’utilitzar-la com un segon model, es tracta de la linia de cancer de colon SW1417, i aquesta
presenta tot el gen delecionat (figura 63).
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Figura 63. Agarosa on es mostren les delecions en el gen PIK3R1 en les linies cel-lulars H2171 i SW1417.
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En la bibliografia aguest gen apareix descrit com a supressor tumoral (Cheung et al., 2011;
Taniguchi et al., 2007) i com a oncogen (Jaiswal et al., 2009; Philp et al., 2001) i sols en pocs
casos s’ha estudiat en cancer de pulméd. Per aix0 es van seqlienciar un total de 86 linies
cel-lulars de cancer pulmonar amb i sense LOH, un total de 30 presentaven LOH, i amb nivells
alts i baixos d’expressio. La seqlienciacié va realitzar-se a nivell genomic i per tots els exons: es
van incloure els 15 exons de la variant transcripcional 1 i els dos exons 1 alternatius de les
variants 2 i 3. Es van trobar diferents polimorfismes i canvis intronics de significat biologic
desconegut allunyats dels llocs canonics de splicing (taula de I'annex A13). També es van
trobar mutacions heterozigotes a nivell exonic, per exemple el canvi c.37G>C (p.D13H) en la
linia cel-lular HCC-366, derivada d’un tumor escamds, i el canvi ¢.211G>T (p.G71%*) en la linia
cel-lular H1573 derivada d’un adenocarcinoma de pulma (figura 64).
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Figura 64. Cromatogrames que mostren les mutacions trobades en el gen PIK3R1.

Va resultar sorprenent trobar un canvi del tipus sense sentit en heterozigosi en un gen que es
postula com a supressor tumoral. A més, va resultar especialment intrigant el fet que aquesta
linia cel-lular no expressés proteina p85a., perque només un dels dos al-lels es va trobar mutat.
Es va pensar en la possibilitat que hi hagués una HD intragénica. Una delecié heterozigota d’un
o diversos exons consecutius no hagués estat detectable per PCR. Per tal de trobar aquesta
possible delecié es van fer PCRs per diversos fragments a nivell de cDNA. El resultat d’aquestes
amplificacions i seqienciacions no van permetre trobar cap altre canvi (figura 65).
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Figura 65. La linia H1573 no expressa proteina p85a.. A. Western blot que mostra la manca d’expressid en aquesta
linia cel-lular. B. Esquema de les amplificacions i seqlienciacions que es van realitzar en el cDNA de la linia H1573;
les fletxes en verd indiquen primers utilitzats per amplificar i seqiienciar, les fletxes en vermell indiquen primers
utilitzats per sequenciar. C. Cromatogrames que mostren la mutacié que doéna lloc a un codo stop, es troba en
heterozigosi a nivell de RNA.

128



Resultats

Donada la raresa de la no expressid de proteina p85a. en la linia H1573 sense la preséncia de
dos mutacions inactivadores, es va considerar la preséncia d’alteracions epigenétiques pero es
va descartar perque la mostra presentava bons nivells d’expressié del transcrit del gen PIK3R1,
comparables a altres linies cel-lulars (figura 66).
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Figura 66. Nivells d’expressio dels gen PIK3R1 avaluats mitjangant PCR quantitativa a temps real per les linies que
s’indiquen. Expressio relativitzada als nivells d’ACTB.

Les linies cel-lulars utilitzades per I’estudi mutacional van incloure tots els tipus histopatologics
de cancer de pulmo (taula 13). Es pot concloure que la frequéncia mutacional del gen PIK3R1
en cancer de pulmo és del 3,5%.

TUMOR TYPE CELL LINES MUTATED CELL LINES
Lung AC 33 1(3%)
Lung LCC 8 0
Lung SCC 10 1(10%)
SCLC 31 1(3.2%)
OTHER 4 0
TOTAL 86 3 (3.5%)

Taula 13. Linies cel-lulars seqlienciades pel gen PIK3R1. S’indica el nimero de cél-lules de cada tipus histopatologic i
el total. Ultima columna, linies amb mutacions en el nostre estudi. AC, adenocarcinoma; LCC, carcinoma de cél-lula
gran; SCC, escamds; SCLC, carcinoma de pulmd microcitic.

6.2. LA MANCA DE PIK3R1 NO MANTE LA VIA DE LES PI3K
CONSTITUTIVAMENT ACTIVA

La via de la fosfatidil-inositol-3 quinasa és una de les més rellevants en cancer. Regula
processos com proliferacid, creixement cel-lular, apoptosis i reorganitzacié del citoesquelet
(Bunney and Katan, 2010; Garcia et al., 2006; Zhao and Vogt, 2008). Com ja ha estat detallat
anteriorment, en aquesta via trobem oncogens, com la subunitat catalitica pl110a de
I’heterodimer de PI3K (Samuels et al., 2005), i supressors tumorals, com PTEN, el qual té
activitat fosfatasa oposada a PI3K. Després de la fosforilacié dels fosfatidilinositols per
I’heterodimer p110a (PIK3CA) i p85a (PIK3R1), AKT i PDK-1 son aglutinats a la membrana
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citoplasmatica permetent la fosforilacié d’AKT, que generara una cascada de fosforilacions que
conduiran a l'activacié de mTOR i posteriorment, i entre altres, de la proteina ribosomal S6,
proteina implicada en la promocid de la sintesi proteica.

Donada la rellevancia d’aquesta via, es va avaluar I'impacte de la pérdua de PIK3R1 en la via de
AKT-mTOR utilitzant les dues linies cel-lulars amb delecions homozigotes, SW1417 i H2171, i la
linia cel-lular que té un canvi sense sentit en heterozigosi, H1573. S’han testat els nivells de
p85a, pAKT-T308, pAKT-S473 i pS6-235/236 en linies cel-lulars de cancer amb diferents
alteracions conegudes a la via de PI3K, abans i després d’estimular amb IGF1 i inhibint amb
LY294002. El factor de creixement similar a la insulina 1 (IGF1; de I'anglés, Insulin Growth
Factor 1) estimula la proliferacié i la supervivéncia de les cél-lules. IGF1 s’uneix al seu receptor
(IGF1-R), i provoca una activacio de la via de les PI3K i també de RAS i les MAPK. LY294002 és
un inhibidor reversible de les subunitats catalitiques de PI3K i és ampliament utilitzat per
inhibir aquesta via. Les linies utilitzades i les seves caracteristiques genetiques es mostren
seguidament (taula 14).

CELL LINE TUMOR TYPE GENETIC ALTERATIONS
Calu3 Lung AC ERBB2 amplification
H2171 SCLC PIK3R1 deletion
H1573 Lung AC PIK3R1 deletion

SW1417 Colon PIK3R1 deletion
N417 SCLC PTEN deletion
T47D Breast PIK3CA p.H1047R (kinase domain)

Taula 14. Linies cel-lulars utilitzades en els experiments d’avaluacio de la via de les PI3K. Es mostren el seu tipus
histologic i els gens que tenen alterats i pertanyen a la via de PI3K. AC, adenocarcinoma; SCLC, carcinoma de pulmé
microcitic.

L'analisi de I'estat d’activacié dels components corrent avall de la via ha mostrat, com era
d’esperar, que la linia amb alteracions en ERBB2 (Calu3) té activacid constitutiva de la via. Aixo
s’ha comprovat en base a la preséncia i al manteniment d’alts nivells de fosforilacid, i per tant
d’activacid, d’AKT i d’S6, independentment de l'addici6 o no de serum o de factors de
creixement al medi de cultiu. Per altra banda, les linies amb alteracions en PTEN i PIK3CA
mostren activacié constitutiva de la via per sota de mTOR, perd no a nivell de AKT.
Sorprenentment, en les cel-lules que no tenen PIK3R1 no s’observava aquesta activacio
constitutiva, és a dir, es pot inhibir I'activitat de AKT i de S6 quan es retira el serum o els
factors de creixement concrets com IGF1 del medi de cultiu (figures 67 i 68).
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Figura 67. Assajos de funcid de la via de PI3K en linies cel-lulars que tenen alteracions en proteines d’aquesta via.
S’avalua I'activacié de dos de les proteines que estan corrent avall de PI3K. En cada cas s’indica la linia cel-lulari el
tractament que ha rebut. LY, LY294002; IGF-1, factor de creixement similar a la insulina; FBS, serum bovi fetal.
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Figura 68. Assajos de funcid de la via de PI3K en linies cel-lulars que tenen delecions i mutacions en PIK3R1. S’avalua
I"activacioé de dos de les proteines que estan corrent avall de PI3K. En cada cas s’indica la linia cel-lular i el
tractament que ha rebut. LY, LY294002; IGF-1, factor de creixement similar a la insulina; FBS, serum bovi fetal.

També va avaluar-se I'estat basal de la via en aquestes linies cel-lulars, i el que es pot veure de
manera clara és que AKT esta molt menys activa en aquelles linies cel-lulars que no expressen
p85a. En aquestes linies també s’observa una lleugera disminucié de p110a, tenint en compte
les tres subunitats, tal i com s’ha descrit préviament (Cheung et al., 2011). No hi ha cap canvi a
nivell d’expressié en PTEN, i p-ERK tampoc canvia de manera uniforme en les tres linies
cel-lulars amb alteracions a PIK3R1 examinades (figura 69).
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Figura 69. Western blots de les linies cel-lulars de pulmd que s’indiquen hibridades amb anticossos de proteines de
la via de PI3K.

6.3. ESTABLIMENT DE SISTEMES MODEL PEL TREBALL AMB PIK3R1

Per entendre com coopera PIK3R1 en el procés d’iniciacid i evolucié tumoral es va clonar la
forma salvatge del gen en un vector d’expressid transitoria i que conté la cua HA (pMSCVpuro).
En aquest cas, les linies cel-lulars H2171 i SW1417 es van infectar i seleccionar per obtenir
clons estables. També es van utilitzar shRNAs per eliminar I'expressid en diverses linies
cel-lulars de cancer de pulmd, totes expressen PIK3R1 de manera salvatge pero algunes d’elles
tenen mutacions activadores a la subunitat catalitica del complex PI3K, PIK3CA (H460, H1975 i
Lul34). Els resultats d’aquests models es mostren a la figura 70.
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Figura 70. Els models de treball per la proteina p85a.. A. Western blot que mostra la recuperacio de I'expressié de
p85a en les linies amb delecions en el seu gen, H2171 i SW1417. B. Western blot que mostra la regulacié a la baixa
de I'expressio de p85a en les linies cel-lulars indicades (salvatges per PIK3CA) mitjangant shRNAs. C. Western blot
que mostra la regulacio a la baixa de I'expressio de p85a en les linies cel-lulars indicades (mutants per PIK3CA)
mitjangant shRNAs.
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6.4. PERFILS D’EXPRESSIO DE PIK3R1

Per entendre millor la funcionalitat d’aquest gen es va realitzar un microarray d’expressié
utilitzant la plataforma Agilent 8x60K. D’aquesta manera es van comparar els perfils
d’expressié de la linia cel-lular H2171 parental i la mateixa linia després de recuperar el gen
PIK3R1 salvatge. De la comparativa entre H2171_mock i H2171_p85a en va sortir una llista de
80 gens diferencialment expressats (p valor <0,05 i fold change >1,5) (figura 71).
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Figura 71. La signatura d’expressio de PIK3R1. Heatmap d’aproximadament 80 transcrits que constitueixen la
signatura de PIK3R1.

Per tal d’assignar funcionalitats als diferents gens que constituien la signatura de PAR3 es van
utilitzar els programes bioinformatics habituals de Gene Ontology (GO). El GO de la signatura
de PIK3R1 va evidenciar un enriquiment en transcrits relacionats amb la mobilitat cel-lular, la
regulacié de processos de biosintesi, regulacié de I'expressié genica, adhesié cel-lular i
transmissio de senyals entre cél-lules (taula 15). També es van observar canvis d’expressio en
gens que solen estar alterats en cancer, entre els que destaquen els relacionats amb les vies de
la PI3K, mTOR i MAPK.
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GENE ONTOLOGY CATEGORY

%

GENES

G0:0006928~cell motion

G0:0009891~positive regulation of biosynthetic
process

G0:0010628~positive regulation of gene
expression

G0:0007155~cell adhesion

G0:0007267~cell-cell signaling

11,0

11,0

9,8

9,8

9,8

NPY, UNC5A, DRD2, NKX2-1, IGF1, ISL1,
BMP7, CXCL12, GAP43

TESC, SMAD9Y, TBX3, FOXF1, NKX2-1, IGF1,
ISL1, BMP7, AKT2

TESC, SMADS, TBX3, FOXF1, NKX2-1, IGF1,
ISL1, BMP7

CLSTN2, COL13A1, PCDH11Y, INPPL1,
PCDH11X, PDZD2, CXCL12, SPON1

GRM4, GRB10, NPY, TBX3, FGF9, DRD2,
NKX2-1, FGF13

Taula 15. Categories de I'enriquiment en el Gene Ontology (GO) fet amb els gens que és regulen amb la

reintroduccié de PIK3R1 (p<0,05 per totes les categories). S’indica el percentatge que representa cada categoriai els

gens que s’inclouen en cada grup.

Per obtenir informacidé d’interaccions funcionals més concretes es van agrupar tots els gens
continguts en categories del GO seleccionades per significanca i bona representacid i es va
utilitzar la base de dades de String. Es va obtenir un diagrama d’interaccions de dotze
proteines, la majoria de les quals tenen relacié directa amb la via de PI3K. A més, entre
aquestes proteines destaquen FOXF1 i NKX2-1 per estar relacionades amb el desenvolupament

dels pulmons (figura 72).
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Figura 72. Diagrama d’interaccions obtingut de la base de dades String. Els gens utilitzats han estat els de la taula
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13. En blau, interaccio; en rosa, modificacions posttraduccionals; en groc, expressid; en negre, reaccio.

El treball amb PIK3R1 continuara al laboratori després de la realitzacié de la present tesi
doctoral. Doncs, hi ha moltes qlestions que queden sense resposta, com de quina manera
p85a regula I'expressié genica de proteines de la via de PI3K, quina és la repercussié de la
manca de p85a pel que fa a les funcions que aquesta proteina realitza sense formar un

complex o com s’activa la via de PI3K sense la subunitat reguladora p85a.
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Aquest treball té com a objectiu principal la cerca de nous gens alterats en cancer de pulmé. El
seu punt de partida és la utilitzacié d’informacié de bases de dades publiques combinada amb
la manera tradicional de buscar gens supressors tumorals, és a dir buscant gens doblement
inactivats i amb alt percentatge de perdua d’heterozigositat. La disseccié de les dades d’arrays
de SNPs per tal de trobar gens delecionats homozigoticament en cancer de pulmé ens va
generar una llista d’aproximadament cent gens amb possibilitats de ser supressors tumorals; la
[lista incloia també gens ja descrits com a inactivats en cancer, és el cas de NF1, RB, PTEN o
CDKN2A (el-Azouzi et al., 1989; Friend et al.; Nobori et al., 1994; Steck et al., 1997), la qual
cosa valida els nostres criteris de seleccid. El fet que a partir d’aquestes llistes haguem
obtingut I'evidéncia que hi ha dos gens inactivats en cancer de pulmé indica la poténcia dels
estudis massius que es realitzen actualment, i també la necessitat de discernir i aprofundir en
tota la informacié que es genera per part de la comunitat cientifica.

Es van escollir cinc gens per seguir amb el treball, tenint en compte les dades de LOH,
I’existencia de linies cel-lulars amb delecions homozigotes en tipus tumorals diferents a pulmé
i la funcié. El percentatge de LOH havia de ser alt, pero no tant alt com per poder ser un
polimorfisme de numero de coOpies, aixi que vam basar-nos en dades d’altres supressors
tumorals ben coneguts, entre un 30 i un 60% va ser considerat un bon percentatge de LOH.
L’existencia de més linies cel-lulars doblement inactivades per delecié (en cancer de pulmé o
en altres tipus de cancer) ja de per si era interessant perqué validava una alta freqléncia
d’inactivacio total del gen i també tenia una clara finalitat practica, que era tenir un model de
linia cel-lular més per utilitzar en estudis fenotipics. En aquest cas, pero, no ens vam fixar en el
percentatge de delecions homozigotes respecte el total perque podia ser una dada enganyosa,
ja que només indica les inactivacions per delecid, que si bé sén molt comuns no sempre sén les
més freqlents en gens supressors tumorals (Ali et al., 1999), i de fet representen un
percentatge molt baix en el total d’alteracions que es troben en tumors (Vogelstein et al.,
2013). Finalment, el parametre funcional també va ser tingut en compte, doncs calia que hi
hagués un minim d’informacié previa en la literatura respecte les funcions d’aquests gens per
poder-los contextualitzar en el desenvolupament tumoral. També cal dir que alguns dels cinc
gens van escollir-se per estar relacionats amb gens ja estudiats en el nostre laboratori; és el cas
de SMARCA2, membre del complex SWI-SNF que en la seva funcié d’ATPasa s’alterna amb
SMARCAA4. Treballs anteriors del grup ja havien descrit mutacions i canvis fenotipics en els
tumors per aquest ultim gen (Medina et al., 2008).

En els cinc gens escollits es va procedir confirmant i delimitant les delecions homozigotes
descrites per la base de dades. En dos dels casos no es van poder confirmar aquestes delecions
homozigotes. Pensem que aix0 pot ser degut a que la majoria de SNPs estan situats fora de les
regions exoniques del gen. Les nostres comprovacions al DNA genomic van incloure tots els
exons perd en cap cas les zones introniques i podia donar-se el cas, perquée els introns
d’aquests gens sén forga grans, que uns quants SNPs seguits coincidissin en un intrd i aixo es
qualifiqués com a delecid homozigota en aquest gen segons la base de dades de Sanger. En
aquest ultim suposit desconeixem quin seria I'efecte fenotipic de la delecid, si és que en
tingués, i donat que aquest era el primer pas en la nostra cerca, vam evitar qualsevol tipus de
dada confusa, que no ens portés a evidenciar una inactivacié total del gen en qiestié. Es per
aix0 que vam descartar els gens en els que les delecions homozigotes no es confirmessin en les
zones codificants.
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Els resultats de la cerca mutacional pel gen SMAD2 van ser negatius, no és va trobar cap
alteracié a part de la delecié inicial de partida. Tenint en compte les mostres que s’han
analitzat en aquest treball, assumim que la freqiiéncia d’inactivacié d’aquest gen en cancer de
pulmé esta al voltant del 4%. Malgrat aix0, caldria incrementar el nUmero de mostres per tenir
una idea més acurada de la freqliéncia real.

1. PARD3

En I'estudi de PARD3, hem descobert alteracions inactivadores especifiques de tumor en un
8% dels cancer de pulméd del tipus escamds. Aquesta troballa va en la mateixa linia que les
descripcions prévies d’inactivacié d’aquest gen en tumors escamosos, és el cas de tumors
escamosos de cap i coll o tumors escamosos d’esofag (Rothenberg et al., 2010; Zen et al,,
2009). Aquest fet confirma la tendéncia de la proteina PAR3 a perdre la funcié en tumors que
provenen de teixits que per mantenir la seva homeostasi estan altament polaritzats (Vareille et
al., 2011). Tenint en compte el subtipus escamds de cancer de pulmd, la freqliencia d’afectacid
trobada en aquest treball és forca elevada, a I'altura d’altres gens supressors tumorals
establerts com PTEN (Blanco et al., 2009). Per aquest motiu és sorprenent que no s’hagin
detectat abans alteracions en aquest gen de manera més freqlient, pero aquest fet queda
completament explicat per I'alta freqliencia de delecions que pateix, que representa gairebé
un 50% del total d’alteracions. Les delecions en tumors primaris eren molt dificils de detectar
abans de les tecniques de seqlienciacid massiva actuals i especialment en tumors que
acostumen a patir contaminacid per cel-lules normals, com és el cas del cancer de pulmd. En
aquest sentit, treballs previs del laboratori han descrit un increment del 50% en les mutacions
detectades en linies cel-lulars versus tumors primaris (Rodriguez-Nieto et al., 2011). Aixi, s’ha
de tenir en compte que per fer una cerca complerta d’alteracions en el gen PARD3 cal utilitzar
tecniques que permetin detectar canvis en el nUmero de copies. En aquest punt, cal afegir que
el nostre analisi de nimero de copies per MLPA no incloia tots els exons del gen i que per tant,
és molt possible que el numero de delecions homozigotiques trobades estigui estimat a la
baixa, en tot cas, és una limitacié del nimero de sondes utilitzades.

S’han descrit alteracions en tots els membres del complex PAR i per diversos tipus tumorals.
Per exemple, delecions homozigotes dels gens PARD6G i PARD3B s’han trobat en linies
cel-lulars de cancer (Rothenberg et al., 2010). Contrariament, PARD6G també s’ha descrit com
a oncogen, sobreexpressat en cancer de mama i promotor de la iniciacié i progressié tumoral
depenent de CDC42 i aPKC (Nolan et al., 2008). Per la seva banda, la proteina aPKC es
considerada un oncogen en la majoria de tipus tumorals (Fields and Regala, 2007). Gairebé
tots els gens de polaritat s’han trobat implicats en el procés tumoral (veure taula 2), aquestes
observacions indiquen que les anomalies en el control de la polaritat cel-lular i tissular sén
esdeveniments forca comuns en cancer. Relacionat amb la polaritat, no podem deixar
d’esmentar el gen STK11, afectat en un 30% dels cancers de pulmé de cel-lula no petita i molt
relacionat amb el consum de tabac (Sanchez-Cespedes et al., 2002). Aquest gen és ’lhomoleg
de par4 en Drosophila i, a part de les seves funcions en el control del metabolisme energeétic,
esta implicat en la regulacié de la polaritat cel-lular a través de I’activacié de la fosforilacié de
la cadena lleugera de les miosines o del control de les divisions asimeétriques (Martin-Belmonte
and Perez-Moreno, 2012; Vaahtomeri and Mé&kela, 2011). LKB1 també s’ha relacionat amb el
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complex PAR, doncs s’ha descrit que intervé en la correcta localitzaciéo de CDC42 (Zhang et al.,
2008). A més, s’ha descrit una relacié directa de LKB1 amb la correcta formacié d’unions
estretes a través d’AMPK (Zhang et al., 2006; Zheng and Cantley, 2007). Tot i aquesta relacid
d’LKB1 amb la polaritat, les funcions d’aquesta proteina i de PAR3 sén probablement diferents,
ja que actualment es pensa que dues proteines involucrades en la mateixa via biologica no
estan alterades simultaniament en un mateix tumor, i la nostra linia model presenta una
delecidé intragénica a STK11 (Blanco et al., 2009).

Aixi, la conclusié de I'estudi d’alteracions genetiques en cancer de pulmé per PARD3, ens ha
portat a incloure un nou gen mutat en el subtipus de cancer de pulmo escamoés (figura 73). La
qual cosa és especialment rellevant ja que els perfils mutacionals d’aquest subtipus de tumor
sén poc coneguts.

sce scc
MET oarDa | MET
DDR?2 DDR?2
FGFR1 FGFR1
PTEN PTEN
PIK3CA PIK3CA
SCLE AB TP53 CDKN2A |:> SCLE AB TP53 CDKN2A
MYC MYC
MAX MAX
EGFR HER?2 EGFR HER2
KRAS BRAF KRAS BRAF
e, DK i K
481 Rosy 41 Rosy
AC AC

Figura 73. Gens alterats en cancer de pulmd. PARD3 com a nou gen supressor tumoral implicat en el
desenvolupament de LSCC.

La metilacié, un mecanisme molt comu d’inactivacié de gens supressors tumorals (Esteller,
2008; Herman and Baylin, 2003), també s’ha avaluat en el gen PARD3 mitjancant la técnica de
MS-MLPA, per totes les mostres, i seqlienciacid de bisulfit, en una representacié de linies
cel-lulars. La conclusié d’aquesta cerca és que la metilaci6 de PARD3 a les illes CpG del seu
promotor no representa un mecanisme d’inactivacié de la seva expressid. Aixd s’ha confirmat
despres de comparar I'expressié a nivell de proteina i el grau de metilacié del promotor, dades
que no van en la mateixa direccié. Aquesta contradiccid no és una observacid aillada en el
camp de I'epigenética, on en algunes ocasions |'estat de metilacié del promotor no concorda
amb I'expressié (Hovestadt et al., 2014; Nehls et al., 2008). Aixo pot ser degut a que aquest
gen no es controla epigenéticament o a que el control per metilacié de I'expressié del gen es
troba en altres zones, doncs recentment s’han descrit altres seqliéncies amb alt contingut en
CpGs en l'estructura dels gens (lrizarry et al., 2009). Per tot aix0, el nostre resultat no ens
sorprén i ens permet afirmar que la zona d’illes CpG del promotor no regula I'expressié de
PAR3, pero desconeixem si podria haver-hi regulacié de I'expressid per metilacié en illes
d’altres regions del gen, com en el cos o en les shores (costes) dels promotors (Portela and
Esteller, 2010).
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L'analisi d’'immunotincié en tumors primaris de pulmé i de cap i coll escamosos va revelar un
grau diferent d’expressid de la proteina en els diferents tipus histopatologics de pulmd,
destacant una major freqiiéncia de nivells alts de PAR3 en els adenocarcinomes. La tincié
intensa i aberrant de PAR3 en tumors que no tenen cap mutacié al seu gen ens fa pensar que
hi ha alteracions en altres components de la via que fan que incrementi I'expressié de PAR3.
Mecanismes d’afectacid entre components d’'una mateixa via també s’han descrit per altres
proteines implicades en cancer, és el cas de RB i p16: p16 regula I'activitat de la ciclinaDide la
quinasa CDK4, que fosforila RB; quan no hi ha p16 l'activitat d’aquest complex esta elevada i
RB es manté fosforilat; d’aguesta manera, una manca de p16 és equivalent a una manca de RB
pel que fa al control del cicle cel-lular (Nevins, 2001). Un altre exemple és el de la regulacié de
I'estabilitat de PTEN per p85a detectada en cancer d’endometri; de manera que quan p85a
manca, la funcio supressora de PTEN es veu compromesa (Cheung et al., 2011). No vam trobar
cap diferencia significativa pel que fa a disminucié de I'expressié de PAR3 en casos de tumors
escamosos de pulmo respecte a la resta, pero aix0 era esperable ja que un gran percentatge
dels casos testats per immunohistoquimica ja havien estat avaluats per mutacions i delecions, i
a més, sabem que la funcié de la proteina pot alterar-se sense que hi hagi una disminucié de
I'expressié. Per altra banda, no es va observar proteina en totes les mostres que tenien
mutacions de proteina truncada o grans delecions; aix0 esta d’acord amb l'accié del
mecanisme de NMD i amb la degradacié que pateixen les proteines que tenen delecions.

En les dades de pacients, no es va observar cap correlacié entre els nivells de PAR3 i cap dels
parametres clinics que es van avaluar, tals com la preséncia de metastasis o I'estadi clinic. Pero
el nostre treball i treballs anteriors confirmen que la pérdua de PAR3 promou la metastasi i la
migracio en matrius (Iden et al., 2012; McCaffrey et al., 2012; Rothenberg et al., 2010; Xue et
al., 2013), per tant atribuim aquesta abséncia de correlacié a la dificultat d’interpretacid de les
dades en pacients, que sén molt més heterogénies que els estudis fets amb sistemes especifics
per modular I'expressié d’un gen en concret. També cal dir que la baixa expressid detectada
per immunohistoquimica no necessariament implica alteracié del gen PARD3, per tant en el
nostre grup de pacients amb baixa expressid pot haver-hi casos amb PARD3 salvatge que
esbiaixarien el resultat. Finalment, si que hi ha correlacié entre la mida dels tumors i els nivells
d’expressié de PAR3, pero la correlacié és contraria a I'esperada, tumors amb nivells més alts
d’expressié sén significativament més grans. Aquest resultat és dificil d’explicar, doncs un
increment en la massa tumoral és un factor de mal pronostic, tot i que no és indicatiu d’un
tumor més maligne o amb més capacitat invasiva. En aquest sentit, el fet de no trobar
correlacié entre nivells d’expressié de PAR3 i estadi de la malaltia treu pes a la correlacié entre
abséncia de PAR3 i menor mida dels tumors. Les possibles justificacions per aquesta dada
podrien ser les mateixes que en el cas anterior.

El treball per determinar la isoforma de PARD3 que predomina en el pulmé ens va dur a
concloure que aquest gen expressa moltes variants transcripcionals, algunes no descrites en
les bases de dades, i amb freqliencies molt similars entre elles. Tot i aixi destacava la
freqléncia de la variant transcripcional NM_001184785 i aquesta és la que es va escollir pel
clonatge. La variant seleccionada perd 9 parells de bases entre els exons 15 i 16, que
corresponen als aminoacids 741-743 del domini d’unié a aPKC; desconeixem quina és la
finalitat biologica d’aquesta variant, si presenta més o menys afinitat per la proteina aPKC,
pero en tot cas manté la capacitat d’unir-s’hi. Cal dir que la majoria d’exons alternatius es
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troben en zones de la proteina que sén connectors entre dominis, és el cas de I'exd 5, que es
troba entre els dominis CR1 i PDZ1 o I'exd 12, entre els dominis PDZ1 i PDZ2. S’ha descrit que
els splicings alternatius poden tenir un paper rellevant en cancer, per exemple I'’enzim piruvat
guinasa expressa una isoforma diferent en cancer (inclou I’exé 10 en lloc del 9) que |i permet
incrementar la glicolisi aerobica i el creixement tumoral (Hartmann and Valcarcel, 2009). Tots
aquests elements fan que I'alta heterogeneitat en variants transcripcionals de PARD3 sigui
molt interessant, a més la determinacié de la funcid especifica de cadascuna d’elles és
completament desconeguda, per la qual cosa seria un bon tema de treball per recerques
posteriors.

El nostre estudi mostra que, en comparaciéo amb la proteina salvatge PAR3, cap dels mutants
que es troben en tumors escamosos de pulmé és capag de suprimir el creixement cel-lular en
un assaig colonigénic. Aquesta capacitat no concorda amb els resultats d’assajos de
proliferacié com MTT (resultats no mostrats), en el que no s’observen diferéncies, pero el tipus
d’assaig és diferent. En el cas de la MTT s’avalua capacitat de proliferacid a partir de I'activitat
mitocondrial mentre que en el cas d’un assaig de colonies, la capacitat testada és la de formar
un nou focus a partir d’'una sola cel-lula que ha d’unir-se al substrat i proliferar. En la
bibliografia hi ha pocs casos on s’avaluin el efectes de PAR3 en la proliferacié exclusivament,
concretament dues publicacions. Rothenberg i col-laboradors observen una major proliferacié
en cél-lules sense PAR3 en carcinoma escamos d’esofag (Rothenberg et al., 2010). Pel contrari,
Kunnev i el seu equip descriuen una major proliferacié en cél-lules amb PAR3 i un major
creixement en agar tou en les cel-lules sense PAR3 en cancer de prostata (Kunnev et al., 2009).
Les nostres observacions doncs, estan a cavall entre els dos resultats previs, no hi ha canvis en
proliferacié pero si en habilitat per formar colonies.

A diferencia de PAR3 salvatge i de les formes mutants de canvi d’aminoacid, observem que els
mutants p.D41 R74del i p.D41 _E689del tenen una menor capacitat per localitzar a Ia
membrana cel-lular, col-localitzant molt pitjor amb ZO1 i deteriorant d'aquesta manera la
formacié d’unions estretes. En el cas de la proteina que té la delecid més petita, els 33
aminoacids que falten es troben dins del domini anomenat regié de control 1 (CR1), i en la
delecid gran aquesta regié també esta eliminada. Els nostres resultats demostren la implicacié
d’aquest domini en el posicionament correcte de PAR3 a la membrana cel-lular. Aixd és
consistent amb observacions anteriors en Bazooka, I'homoleg PAR3 en Drosophila (Benton and
Johnston, 2003; Mizuno et al., 2003). Mizuno i col-laboradors conclouen que el domini CR1 no
és suficient pero si indispensable per la localitzaciéd de par3 a la membrana apical; a més,
impliquen el primer domini PDZ amb la unié a JAM, proteina de les unions adherents que
també afavoreix la localitzacié6 de PAR3 a la membrana apical. Paral-lelament, el grup de
Benton descriu que la dimeritzacié de PAR3 es ddna pel domini CR1 i que és clau per la
localitzacié apical de la proteina. En conclusid, tots dos treballs donen suport a la localitzacié
aberrant dels mutants p.D41_R74del i p.D41_E689del per mancar-los-hi el domini CR1, i en el
cas de p.D41_E689del, també per tenir delecionat el primer domini PDZ. Per altra part, la
ubicacié aberrant de la proteina mutant p.D41_R74del al citosol podria explicar la seva
degradacio pel proteasoma, com mostren els nostres resultats actuals. Aquesta degradacié
s’ha descrit com a mecanisme cel-lular per evitar que les proteines s’acumulin erroniament al
citosol, puguin formar agregats i pertorbin ’homeostasi cel-lular (Hessa et al., 2011).
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El fet de trobar que una de les mutacions afecta la degradacid de la proteina és molt
interessant, doncs és un fet que indica que es promou la perdua d’expressié de la proteina i,
per tant, la seva funcionalitat. En la literatura hi ha altres casos de mutacions que afecten
I'estabilitat de les proteines, és el cas de SMAD2 i SMAD4, que presenten mutacions que no
afecten les seves capacitats d’oligomeritzar, fosforilar-se o entrar a nucli, sind que els
confereixen increment de poliubiquitinitzacidé i degradacid pel proteasoma (lzzi and Attisano,
2004). Un altre cas, per exemple, mostra com canvis d’aminoacid en la proteina Ncb5or, una
reductasa, canvien la conformacid de la proteina i n’afecten I'estabilitat (Kalman et al., 2013).
Per tant, la nostra troballa no és un cas aillat, la mutacié p.D41_R74del de PARD3 incrementa
la degradacid per part del proteasoma i reforca el concepte de PARD3 com a gen supressor
tumoral.

En avaluar la capacitat de formacié de protuberancies d’actina filamentosa, lamelopodis i
fil-lopodis, es va observar que les cel-lules H157tr tenien aquesta capacitat reduida respecte
les cél-lules H157tr-wtPAR3. Aquests filaments es formen en resposta a senyals
guimioatraients i estan implicats en I'adhesid al substrat i la motilitat dirigida. Marios Georgiou
i els seus col-laboradors van descriure I'existéncia de cooperacié entre RHO GTPases i
proteines de polaritat, en concret van postular que I'activacié de les proteines RAC1 i CDC42
determina la formacié de protrusions i que PAR3 actua a través de TIAM1 per limitar-ne la
localitzacié (Georgiou and Baum, 2010). Les hipotesis d’aquest article ens permeten explicar
els nostres resultats, per exemple, pel fet que quan hi ha més RAC1 actiu no hi ha restriccions
en l'aparicié de fil-lopodis, aixd es compleix en el cas de mock versus wt. El que refereix a
I"activacié de RAC1 esta suportat també per I'’equip de Kaibuchi, que descriu una reduccié en la
formacié de lamelopodis quan manca PAR3, que es dependent d’aquesta RHO GTPasa
(Nishimura et al., 2005). Els resultats de Pegtel també corroboren les nostres observacions,
doncs demostren que la pérdua de PAR3 disminueix I'enriguiment en lamelopodis (Pegtel et
al., 2007).

Les alteracions dins de la regié N-terminal (p.D41_R74 i p.R345H) van mostrar una capacitat
significativament reduida de formar protuberancies. Aquestes dues mutacions afecten els
dominis CR1 i PDZ1, respectivament. PDZ1 és el domini que permet la unié de PAR3 a PARS, i
aix0 és una dada molt interessant, doncs Georgiou postula que CDC42-PAR6-aPKC i PAR3
tenen efectes antagonics pel que fa a la formacid de protrusions (Georgiou and Baum, 2010).
Si hi ha defectes en la unié de PAR3 i PAR6 per mutacions en el domini PDZ1, PAR6 estara més
[liure per unir-se a CDC42 i aPKC i es formaran menys protrusions. Encara que els autors
descriuen un efecte de CDC42-PAR6-aPKC promotor de la formacié de fil-lopodis i un efecte de
PAR3 limitant; just al contrari del que nosaltres observem. L’explicacié per la mutacié en CR1
seria la contraria, doncs si hi ha defectes en la dimeritzacid, hi haura més PAR3 lliure i podra
unir-se a PAR6, pero com que sabem que els nivells de PAR3 estan disminuits en aquest
mutant per la degradacié, hem de contemplar que la hipotesi més real seria que hi ha menys
PAR3 per unir-se a PAR6 i per tant, el complex CDC42-PAR6-aPKC pot actuar sense restriccions.

El domini PDZ1 també és el domini de PAR3 que es requereix per formar un complex amb el
receptor de domini discoidina 1 (DDR1). La formacié d’aquest complex, que també inclou
PAR6, antagonitza la contractilitat de I’actomiosina als contactes cel-lula-cél-lula inhibint
I’activitat de ROCK (Hidalgo-Carcedo et al., 2011; Nakayama et al., 2008). Aquesta inhibicid
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també s’ha relacionat amb un increment en el nimero i la mida de fil-lopodis (Barcia et al.,
2012; Fass et al., 2004). Es a dir, la manca de formacié d’aquest complex podria no inhibir la
contractilitat d’actomiosina i en conseqliencia disminuirien les protrusions. Aixi doncs, el
reduit nUmero de protrusions d’actina observat en els mutants N-terminal podria ser degut a
una unié defectuosa amb DDR1. En aquest punt és interessant recordar que s’han trobat
mutacions oncogéeniques en el gens DDR1 i DDR2 en cancer de pulmé del tipus escamés
(Hammerman et al., 2011). També es notoria la relacié d’inhibicié establerta entre DDR1 i
STAT3, on I'activacié del receptor inhibeix I’activacié de STAT3 (Wang et al., 2006).

Per altra banda, ni el mutant p.T861S ni el p.11043M van mostrar evidéncia de mala localitzacié
ni de defectes en la formacié de protuberancies d’actina. La substitucié T861S és al domini
d’unié a aPKC, i proxim a residus que sén fosforilats per les aPKCs (5827 i $S829) o la RHO
quinasa (T833) (Ishiuchi and Takeichi, 2011; Nakayama et al., 2008). Desconeixem si hi ha
efectes pel que fa a la fosforilacid de PAR3 en aquests mutants, pero la fosforilacié en aquests
residus en la proteina PAR3 redueix I'afinitat de PAR3 per aPKC i PAR6 i aix0 suprimeix
I"activitat del complex PAR (Ishiuchi and Takeichi, 2011; Lin et al., 2000; McCaffrey et al., 2012;
Nakayama et al., 2008). De tota manera, si hi haguessin efectes en I’afinitat per aPKC, no van
ser detectats amb els experiments realitzats. En contraposicid, la substitucié p.11043M es
troba en el primer domini coiled coil, proxim al domini d’unié a aPKC. En aquesta regié s’ha
descrit una de les dues interaccions de PAR3 amb la proteina FAK (Focal Adhesion Kinase), i
esta molt proxim a la zona d’unid a p110a, proteina del complex PI3K (Itoh et al., 2010). PAR3
també fosforila FAK i aix0 estimula la migracid i el recanvi en les unions adherents.
Malauradament, no observem cap efecte a nivell de formacié de protuberancies en aquest
mutant.

La senyalitzacié a través de RAC1 permet la reorganitzacié del citoesquelet d’actina, regula
I"aparicié de protrusions i les adhesions amb la matriu extracel-lular i aixo afecta la motilitat.
S’ha descrit que el complex PAR i TIAM1 s’uneixen a les integrines a través de TALIN, i regulen
I'activitat de RAC1 i el recanvi d’adhesions per permetre la mobilitat dirigida (Wang et al.,
2012). Les nostres observacions mostren que la proteina RAC1 esta més activa (unida a GTP)
quan hi ha la proteina PAR3. L’activacié de RAC1 per sota de PAR3 pot donar-se per diversos
suposits, el més directe és el dependent de la proteina GEF TIAM1 (Chen and Macara, 2005),
pero també n’hi ha altres com que PAR3 afavoreix la localitzacié a la membrana de RAC1 i aixd
n’estimula I'activacié. En la bibliografia s’ha reportat la situaci6 en qué PAR3 incrementa
I"activacié de RAC1 (Nishimura et al., 2005; Wang et al., 2012), pero també la contraria (Chen
and Macara, 2005; Georgiou and Baum, 2010; Zhang and Macara, 2006). En qualsevol cas, la
inhibicié de RAC1 en un context oncogénic genera pérdua de polaritat cel-lular per errors en la
disposicio de la laminina (O’Brien et al., 2001). També s’ha descrit que I'activacié oncogénica
de RAS regula a la baixa RAC1 i que aix0 genera alteracions en el balang¢ RAC1-RHOA i promou
la transicid epiteli-mesenquima i la péerdua d’unions cel-lulars (Yamada and Nelson, 2007;
Zondag et al., 2000). Malgrat aix0, RAC1 s’ha descrit en altres treballs com a oncogen. S’ha
trobat sobreexpressat en diversos tumors (Mack et al., 2011), com per exemple en carcinoma
escamos oral (Liu et al., 2004), i s’ha vist que aquesta sobreexpressio accelera el creixement
tumoral (Espina et al., 2008). A més, en els Ultims anys s’ha correlacionat també aquesta
hiperactivaci6 de RAC1 amb major capacitat metastatica i angiogénica i inclus s’estan
proposant terapies dirigides a inhibir I'activitat d’aquesta proteina per millorar I'evolucié dels
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malalts de cancer (Bid et al., 2013). Tots els treballs anteriors, pero, no han considerat mai
quin és I'estat d’activacié de RAC1 en cél-lules tumorals que perden PAR3 de forma natural. Es
a dir, en cel-lules que presenten pérdua de PAR3 de manera somatica i en les que aquesta
perdua ofereix un avantatge en el desenvolupament oncogeénic. Els nostres resultats indiquen
que aquesta perdua endogena de PAR3 genera una inhibicié de 'activacié de RAC1, que podria
promoure una hiperactivacié d’altres proteines implicades en migracid descontrolada,
angiogenesi i metastasi. Podria ser que aquestes proteines, amb funcié alterada en
consequléncia de RAC1, tinguessin més potéencia que la hiperactivacié de RAC1 per si sola i aix0
fes que el balang final fos protumorogénic. Aquestes proteines podrien ser, per exemple,
RHOA, laminina (citades anteriorment) o ROCK. En el cas de RAC1 i RHOA ja hi ha diverses
publicacions que en descriuen activitats antagoniques (Chauhan et al., 2011; D’Avino et al.,
2004; Nimnual et al., 2003). Cal dir que el mutant p.11043M no mostra activacié de RAC1 de la
mateixa manera que PAR3 salvatge. Aquest mutant afecta una zona d’interaccié de PAR3 amb
la proteina FAK i aquesta proteina es fosforilada per PAR3 (Itoh et al., 2010). S’ha descrit que
I"activacié de FAK resulta en una activacio de la proteina RAC1 en un context oncogenic (Chang
et al., 2007; Kallergi et al., 2007), en aquest sentit es podria atribuir la mala activacié de RAC1
en aquest mutant a una mala activacié de FAK.

A banda de RAC1, també ens ha interessat saber si els mutants de PAR3 afectaven I'activitat o
unié a la proteina quinasa del complex PAR, aPKC. El mutant p.D41_E689del no pot unir-se a
aPKC. Estrictament, en aquest mutant no s’afecta el domini d’unié a aquesta quinasa, pero la
zona de trencament esta molt proxima, només a 23 aminoacids de l'inici del domini. Aixi que
és molt provable que la unid es vegi afectada i també que la gran delecié generi una proteina
amb grans diferencies conformacionals respecte a la proteina salvatge. Una manca d’'unid a
aPKC impedira la correcta localitzacié d’aquesta proteina (Horikoshi et al., 2009). PAR3 també
és deslocalitzara perque no podra ser fosforilat per aPKC i no es donara la subseqlient
disrupcié del complex aPKC-PAR3, que excloura PAR3 de la zona apical i permetra la
delimitacio de la zona apico-lateral i la correcta formacié d’unions estretes (Gopalakrishnan et
al., 2007; Morais-de-S3a et al., 2010). Al mateix temps, la manca d’unié entre aPKC i PAR3
mantindra lliure la quinasa i amb capacitat per unir-se i fosforilar altres proteines diana, com
per exemple LGL. Les unions aPKC-LGL i aPKC-PAR3 sdn mutuament excloents (Yamanaka et
al., 2003). Tot i que en el nostre estudi només el mutant p.D41_E689del no pot unir-se a aPKC,
no podem descartar la possibilitat que els mutants T861S i 11043M afectin ['afinitat
d’interaccié amb aquesta proteina, doncs els canvis d’aminoacid es troben al domini d’unié a
aPKC i en llocs molt proxims a aquest domini, com s’ha comentat anteriorment. La técnica de
la immunoprecipitacié no és prou sensible i no ens permet detectar canvis petits d’afinitat. Tot
i aixi, tampoc hem observat canvis en la fosforilacié de LGL pel que fa als diferents mutants
(resultats no mostrats).

Pel que fa a I'activitat de la quinasa aPKC, el nostre treball no mostra canvis en la fosforilacié
d’aquesta proteina en cap cas. Tot i aixi, s’ha descrit que la proteina aPKC fosforilada
incrementa quan no hi ha PAR3 en un model amb coexisténcia d’hiperactivaci6 de NOTCH
(McCaffrey et al., 2012) i que I'activitat d’aPKC és dependent de PAR3 (Lin et al., 2000). Per
altra banda, tampoc vam detectar canvis en els nivells de proteina aPKC total en les nostres
linies model. Aquestes observacions van en contra del que suggereixen lden i col-laboradors
(Iden et al., 2012), que descriuen que tumors amb mutacions a RAS i knock outs per PARD3
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induits en ratolins mostren nivells de proteina aPKC incrementats. Sembla molt estrany que la
manca de PAR3 en el nostre model no tingui cap efecte a nivell d’activacié d’aPKC. Pero aquest
fenomen també s’ha observat per altres autors. Ishiuchi i col-laboradors han descrit que quan
manca PAR3 no hi ha canvis en els nivells de p-aPKC ni en els nivells d’aPKC totals pero si en la
localitzacié d’aquesta proteina, que ja no es concentra a les zones de la membrana cel-lular
(Ishiuchi and Takeichi, 2011). Totalment d’acord amb aquestes troballes, en aquesta tesi s’ha
observat una tendencia diferencial en la localitzacié d’aPKC entre les cél-lules trH157 i les
trH157-wtPAR3, que comprometria la correcta realitzacié de les funcions d’aquesta proteina
quinasa.

Sense deixar de banda la funcid primordial de PAR3 en la formacié d’unions estretes, va
observar-se una deficiencia en la localitzacié de la proteina ZO1 a la membrana cel-lular en les
cel-lules sense PAR3. Aquest fet s’ha descrit abastament en la bibliografia, des de la primera
evidéncia que PAR3 col-localitza a les unions estretes (lzumi et al., 1998). També s’ha descrit
que la dimeritzacié de PAR3 és necessaria pel reclutament d’aPKC i PAR6 a les zones de les
unions estretes i si aix0 no es déna hi ha retras en la formacié d’aquestes unions després del
calcium switch (Mizuno et al., 2003). La perdua de PAR3 produeix errors en la formacio de les
unions estretes, retarda el pic en la resisténcia transepitelial (TER) i disminueix la longitud del
marcatge ZO1 després de la formacid de les unions. Aixo es degut a una organitzacié aberrant
de l'actina. Un cop les unions estan formades, PAR3 recluta TIAM1 i aix0 n’inhibeix la seva
activitat, mantenint RAC1 inactiu a la zona i permetent 'estabilitzacié de les unions estretes
(Chen and Macara, 2005). Totes aquestes observacions coincideixen amb els nostres resultats
de localitzacié de ZO1. Tot i aixi, cap dels mutants de canvi d’aminoacid mostra defectes pel
qgue fa a aquesta funcid, aixo esta d’acord amb la manca d’alteracions per la unié d’aPKC.

La restitucié de I'expressié de PAR3 en la linia deficient H157 va mostrar canvis en I'expressié
de gens relacionats amb I'adhesié cel-lular i la polaritat, com IGFBP7, PCDH7, CDH13, NRCAM o
VCAM1. En la majoria de casos aquests gens mostraven una regulacié a I'al¢a i aix0 esta ben
d’acord amb les funcions de PAR3. En la signatura d’expressié de PAR3 hem pogut reconéixer
un enriquiment en transcrits que estan regulats pel factor de transcripcié STAT3. Aquesta dada
correlaciona amb un increment en l'activacié de STAT3 en les cel-lules H157tr-wtPAR3,
especialment quan les cel-lules es cultiven a alta densitat. Aquestes observacions contradiuen
les de McCaffrey i col-laboradors, que observen un increment d’activacié de STAT3 quan
manca PAR3. Proposen que la manca de PAR3 deslocalitza aPKC i manté aquesta quinasa
hiperactiva, aPKC és la que promou I'activacié de STAT a través de JAK (McCaffrey et al., 2012).
En aquest article, perd, el model utilitzat és forca diferent, els autors treballen amb un model
de cancer de mama on s’ha interferit I'expressid de PAR3 i s’ha induit sobrexpressié del
receptor de NOTCH. Els nostres resultats poden emmarcar-se en les publicacions de Sotillos i
col-laboradors, que han descrit en Drosophila que PAR3 és necessari per acostar STAT3 a la
membrana i alla permetre la seva activacio per les proteines JAK (Sotillos et al., 2013). També
tenen relacié amb les interaccions establertes entre les RHO GTPases i 'activacié de STAT3
(Raptis et al., 2011), i més concretament amb RAC1 (Simon, 2000). Simon i col-laboradors van
descriure I'any 2000 que RAC1 s’uneix a STAT3 i pot activar-lo de dues maneres: portant-lo i
mantenint-lo proxim als receptors de citoquines, que sdn les seves quinases; i, en resposta a
factors de creixement, contribuint en la formacid d’espécies reactives d’oxigen que promouen
I'activacié de les quinases SRC i JAK, que alhora activaran STAT3. Recentment també s’ha
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descrit que RAC1 pot estimular la translocacié nuclear de STAT3 (Kawashima et al., 2009). En
aquest sentit, I'activacié de RAC1 coincideix amb l'increment de p-STAT3 en recuperar
I’expressié de PAR3, perd aquest efecte deixa de ser clar en els mutants de canvi d’aminoacid.

Una altra troballa molt interessant és la regulacio a l'alca de IL6 en les ceél-lules
H157tr_wtPAR3. Doncs es coneix que STAT3 regula la transcripcié de /L6 i IL6R (Dauer et al.,
2005) i que les proteines STAT s’activen en resposta a I'activacié de receptors de citocines,
com IL6 (Berishaj et al., 2007; Niemand et al., 2003). D’aquesta manera en el model de treball
de la linia H157tr_wtPAR3 hi hauria un sistema de retroalimentacié positiva mediat per PAR3:
un increment de produccié de IL6 produeix I'activacié de STAT3, que alhora estimulara la
sintesi de IL6R i IL6. Aquest bucle també aniria acompanyat d’una hiperactivacié de RAC1, pel
que també s’ha descrit que activa STAT3 mitjancant un mecanisme indirecte de produccid
autocrina de IL6 (NF-kB) (Farugqi et al., 2001). En la comprovacié d’aquesta retroalimentacio
utilitzant un inhibidor del receptor de IL6 no es va veure cap efecte; la qual cosa pot indicar
que IL6 no és la via primordial per mantenir STAT3 activat en el model de la linia
H157tr_wtPAR3 o que hi ha alguna altra alteracié en aquesta linia que fa que sigui
completament insensible a I'Gs d’aquests inhibidors.

Per altra banda, esta ben establert que STAT3 és un oncogen i que pateix mutacions
activadores en leucemies (Koskela et al., 2012). Que un gen supressor tumoral estimuli
I’activacié d’un oncogen és , a priori, desconcertant. En el nostre model, STAT3 esta més actiu
quan hi ha PAR3 pero mostra una expressié ben regulada per la confluéncia cel-lular, mentre
que en els casos on STAT3 actua com a oncogen, la majoria de mutacions que pateix aquest
gen donen lloc a una activacié constitutiva de STAT3 (Koskela et al., 2012). La regulacié de
I’activacié de STAT3 per la confluéncia (Steinman et al., 2003; Vultur et al., 2004) i per PAR3
alhora pot establir un nexe més entre confluencia cel-lular i polaritat. De fet, Vultur i
col-laboradors van determinar que l'activacid de STAT3 per la confluéncia és completament
dependent de les unions cel-lulars (Vultur et al., 2004), en aquest punt encaixa la nostra
troballa a través del calcium switch, on es mostra clarament que STAT3 deixa d’estar actiu
quan les unions es desfan. Totes aquestes observacions estan en complet acord amb la funcié
de PAR3. A més a més, el treball de Steinman posa de manifest que I'activacié de STAT3 en
confluéncia s’associa a condicions antiproliferatives, doncs els gens regulats per STAT3 que sén
antiproliferatius estan més actius, com p27 (Steinman et al., 2003). Es podria dir que a mesura
que les cél-lules van establint contacte entre elles i formant unions, procés que implica PAR3,
hi ha també activacié puntual de RAC1 i STAT3, que finalment produiria una aturada en la
proliferacié cel-lular (figura 74).

Finalment, donant suport als nostres resultats, s’ha descrit que I'activacié de STAT3 és un
regulador negatiu del creixement tumoral en cancer de tiroide (Couto et al., 2012). També s’ha
observat que els efectes de la reduccié de STAT3 sén diferents segons el tipus cel-lular, doncs
en adenocarcinoma de Barrett (un tipus de carcinoma d’esofag) inhibeix la migracio, pero en
canvi, en carcinoma escamos d’esofag I'estimula (Timme et al., 2013). Aixi doncs, comencen a
haver-hi indicis en la bibliografia que I'activacié de STAT3 no és sempre oncogenica.

La formacié de contactes entre cel-lules és critica per un bon manteniment de la polaritat
cel-lular i aix0 és molt important en teixits epitelials, concretament, |'epiteli respiratori basa el
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manteniment de la seva integritat en la preséncia d’unions estretes. En teixits no epitelials
aquests mecanismes no son tan critics per I’homeostasi tissular. D’acord amb aquesta linia, les
cel-lules de glioblastoma T98G es comporten igual pel que fa a localitzacié de PAR3 i formacié
de protusions, perd no reprodueixen el comportament de les cel-lules H157 pel que fa a altres
parametres estudiats en aquest treball. Per exemple, no mostren canvis en la regulacié dels
transcrits de la signatura de PAR3 i tampoc presenten més activacié de STAT3 quan sén
cultivades a alta densitat i amb la preséncia de proteina PAR3 salvatge.
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Figura 74. Representacio esquematica de dos processos cel-lulars que requereixen PAR3. A I'esquerra, PAR3
promou la formacié de protrusions que permeten la migracio dirigida. Molecularment, RAC1 esta actiu pero STAT3
no. A la dreta, la proximitat entre cel-lules fa que es formin unions estretes, procés dependent de PAR3. | alhora, hi

ha activacié de RAC1 i STAT3.

Els resultats dels models in vivo mostren que la manca de PAR3 promou la invasié i la
metastasi, mentre que la presencia de la proteina PAR3 salvatge redueix aquests processos. En
aquest punt és important destacar que els resultats provenen de la utilitzaciéo de dos models
diferents in vivo. El model ortotopic de cancer de pulmdé mimetitza el que succeeix en un
creixement tumoral en aquest organ; en aquest cas s’han observat metastasis al fetge, organ
que sol rebre metastasis de cancer de pulmé huma. Per altra banda, s’ha utilitzat també un
model ben establert per avaluar capacitat metastatica, el model de melsa. En aquest ultim
model s’ha detectat una major capacitat d’envair el fetge per part de les cél-lules sense PAR3
respecte les que expressen la proteina PAR3 salvatge; i també s’han observat metastasis al
pulmé de manera diferencial, indicant el tropisme d’aquestes cel-lules pel seu organ d’origen i
una major capacitat metastatica de les cél-lules sense PAR3. Aquests resultats estan reforcats
pels d’altres estudis que han aparegut recentment a la bibliografia (McCaffrey et al., 2012; Xue
et al.,, 2013). A més, aquesta troballa esta d’acord amb el paper de la desregulacio de les
unions i de la polaritat durant la carcinogénesi (Martin and Jiang, 2009; McCaffrey and Macara,
2011). Per contra, i com ja s’ha comentat anteriorment, els resultats de les correlacions dels
nivells d’‘immunotincié de PAR3 amb parametres clinics en pacients han estat negatius. Perd
aquest fet no contradiu el paper de PAR3 en la promocié de la metastasi, doncs els resultats en
pacients, tot i ser més valuosos, tenen més dificultats en la interpretacid, ja que caldria tenir
en compte els gens mutats en cada pacient i si realment els tumors amb nivells de tincié
moderada presenten alteracions reals en PARD3.
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2. PIK3R1

El gen PIK3R1 esta alterat en cancer de pulmdé amb una freqiieéncia del 3,5%. En el present
treball no s’observa cap preferéncia per un tipus histopatologic concret de cancer de pulmdé.
En els estudis que apareixen en la bibliografia, agquest gen s’altera més freqientment en
tumors de colon (Jaiswal et al., 2009), d’endometri (Cheung et al., 2011), urotelials (Ross et al.,
2013) i glioblastomes (Parsons et al., 2008). |, pel que fa als treballs de busqueda de mutacions
en cancer de pulmod, Jaiswal i col-laboradors van trobar una freqiiencia molt baixa d’alteracions
en tumors primaris d’aquest teixit (Jaiswal et al., 2009), coincidint amb els nostres resultats.

La presencia d’una linia cel-lular amb un canvi en heterozigosi en el gen PIK3R1 i sense
expressid de proteina evidencia I'existéncia d’altres mecanismes de regulacié de I'expressid
d’aquest gen. Degut a que hi ha RNA i que en ell s’observen igualment els dos al-lels
possiblement podria tractar-se d’'un mecanisme del tipus microRNAs, perd aquesta possibilitat
no s’ha treballat amb profunditat i el mecanisme no s’ha discernit.

El fet de no trobar una desregulacié de la via de les PI3K en les linies cel-lulars mutants per
PIK3R1 va ser sorprenent. Aquest fet s'observa per exemple per mutacions en la subunitat
catalitica del complex (Samuels et al., 2004) o en amplificacions de receptors que activen PI3K,
com ERBB2 (Carretero et al., 2007). A més, altres autors han descrit que mutacions en el gen
PIK3R1 fan que hi hagi una activacid major de AKT (Cheung et al., 2011; Jaiswal et al., 2009;
Quayle et al., 2012; Ross et al., 2013), ja sigui per incapacitat d’inhibir el complex PI3K o per
alteracié de I'estabilitat de la proteina PTEN. Fer una comparativa dels nostres resultats amb
els de la majoria d’articles citats anteriorment és dificil, doncs en aquests articles es treballa
amb mutacions puntuals que afecten I’habilitat d’interaccionar amb PTEN o p110c. El model
aqui utilitzat és de delecié total del gen. Aixi doncs, manca la capacitat reguladora de p85a
sobre p110a o sobre I'estabilitzacié de PTEN, perd també manca la proteina que ancora el
complex PI3K a la proximitat dels seus substrats i activadors. Al nostre coneixement, aquest
suposit, en un context oncogenic, no s’ha tractat en la bibliografia.

La manca de p85a. en les linies cel-lulars de cancer de pulmé no ha donat lloc a una activacié
constitutiva de la via de PI3K ni a una pérdua de I'habilitat per respondre a estimuls externs.
Tot i aixi, linies cel-lulars sense aquesta proteina mostren nivells d’activacié d’AKT més baixos
que la resta. Aquest fet pot explicar-se per manca d’unié de la subunitat catalitica als seus llocs
d’accidé i per mecanismes de compensacié insuficients, doncs altres subunitats reguladores
poden suplir la manca de p85a. Pel que fa a la proteina p85f no s’observa un increment en
linies amb manca de p85a. Altres autors també han descrit que hi ha equilibri molecular entre
la subunitat catalitica i la reguladora del complex, i que per tant, quan una de les dos
disminueix, I'altra també hauria de fer-ho (Brachmann et al.,, 2005). D’acord amb aquestes
evidencies, els resultats aqui presentats mostren una lleugera disminucié en el comput total
de les proteines p110s, que podria explicar la menor activacié d’AKT en les linies PIK3R1
mutants.

Per altra banda, no s’observa cap canvi en els nivells de proteina PTEN, la qual cosa contradiu
les observacions de Chagpar i col-laboradors i de Cheung i col-laboradors (Chagpar et al., 2010;
Cheung et al., 2011), per les que p85a. s'uneix i activa PTEN o els dimers de p85a. s’uneixen i
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estabilitzen PTEN, respectivament. Aquestes observacions sén sorprenents donat que hi ha
una manca total de proteina p85a en les linies utilitzades. L'activacié d’ERK tampoc es veu
alterada de manera uniforme en totes les linies cel-lulars que tenen déficit de proteina p85a.

Cal dir que totes aquestes observacions s’han fet entre linies cel-lulars diferents que tenen
diferents alteracions genétiques de base i que el nimero de linies cel-lulars alterades en
cancer de pulmé és molt limitant. Els estudis d’aquestes funcions en els models establerts de
reintroduccid o inhibicid de I'expressié aportaran més evidéncies al respecte.

Finalment, resulta molt interessant descriure canvis d’expressié en gens relacionats molt
estretament amb la via de PI3K. Per exemple, els gens AKT2, IGF1 o GRB10, i en altres com
BMP7 o SMADS. La recuperacio de I'expressié de p85a. en la linia tumoral H2171 disminueix
I'expressié d’AKT2. Aixo esta d’acord amb una funcié supressora tumoral de PI3KR1, doncs la
proteina AKT2 esta sobreexpressada en diversos tumors i s’ha vist que té un paper molt
important en el creixement tumoral, la metastasi i I'angiogenesi (Cheng et al., 1996; Noske et
al., 2007). L'expressio d’/GF1 també disminueix amb la reintroduccié de p85a, i un cop més,
aquest gen s’ha relacionat amb el procés oncogenic. S’ha descrit que un increment en aquest
factor de creixement promou el desenvolupament tumoral, de fet la seva inhibicié es una
possible terapia antitumoral (Arnaldez and Helman, 2012) i també que certes variacions en
aquest gen incrementen el risc a patir cancer de pulmé (Huang et al., 2014). L’estudi amb més
profunditat de la relacié entre aquestes proteines i p85a no s’ha pogut abordar en el transcurs
d’aquesta tesi doctoral pero segueix sent d’interés per la resta de treballs en el laboratori.

El gen PIK3R1 és molt interessant perqué en la bibliografia en tots els casos es descriu el
complex PI3K com a oncogenic, perdo a la proteina p85a se li atribueixen funcions
oncogéniques i supressores tumorals alhora: en articles recents s’ha evidenciat que mutacions
puntuals en el gen PIK3R1 incrementen I'activacié de la via de les PI3K (Jaiswal et al., 2009;
Quayle et al., 2012) i que mimetitzen els efectes de mutacions en p110a (Ross et al., 2013),
per altra banda, s’ha relacionat una expressié a la baixa del gen PIK3R1 amb major risc de
metastasi (Cizkova et al., 2013), i també s’ha descrit que hepatocits sense PIK3R1
desenvolupen amb més freqiencia hepatocarcinomes (Taniguchi et al., 2010). Els articles que
es basen en una pérdua total de la proteina sén de gran ajuda en aquest sentit i indiquen que
es tracta d’un supressor tumoral. Perd, des d’un punt de vista geneétic les mutacions puntuals
que pateix aquest gen i els efectes fenotipics que generen no permeten discernir si és un gen
supressor tumoral o un oncogen. En tot cas, el seu paper en la carcinogenesi esta ben
demostrat en molts tipus tumorals en la bibliografia.
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Conclusions

El treball aqui presentat ens ha permés concloure que:

- PARD3 esta genéticament alterat en cancer de pulmé. Les alteracions en aquest gen
séon més comuns en el subtipus histopatologic escamés, en el que la freqléncia
trobada és del 8%. Aquesta dada és molt rellevant, doncs la freqiéncia d’aquest
subtipus histopatologic de cancer de pulmé és molt elevada. Per contra, la genética del
cancer de pulmdé escamds és molt menys coneguda que la del subtipus dels
adenocarcinomes.

- Les alteracions que presenta el gen PARD3 sén inactivadores, somatiques i
homozigotes, la qual cosa confirma la naturalesa supressora tumoral d’aquest gen.

- La restitucidé de la forma salvatge del gen PARD3, perd no de les formes mutants, en
una linia cel-lular naturalment deficient per aquest gen redueix significativament el
creixement cel-lular en un assaig colonigenic. Fet que esta d’acord amb la seva funcié
supressora tumoral.

- Les dues proteines mutants que eliminen el domini N-terminal CR1 de la proteina
PAR3, perdo no les mutacions de canvi d’aminoacid en altres dominis, perden la
capacitat de localitzar a la membrana, i per tant, de formar unions estretes. De fet,
aquestes proteines mutants mostren una localitzacié subcel-lular predominantment
citosolica. Aixi, el domini CR1 és necessari per la correcta localitzacié de la proteina
PAR3 a la membrana cel-lular.

- La restitucié de la forma salvatge del gen PARD3 en una linia cel-lular naturalment
deficient per aquest restableix la capacitat d’activar proteines que estan corrent avall
de PAR3, com RAC1. Aquest fet coincideix amb una major capacitat de formar
protusions per part de la cel-lula quan es reintrodueix la proteina PAR3 salvatge.

- El comportament dels mutants de canvi d’aminoacid per les funcions testades és
diferent segons el domini afectat. 11043M mostra incapacitat d’activacié de RAC1,
mentre que R345H té menor capacitat de formar protrusions.

- La restitucié de la forma salvatge del gen PARD3 en una linia cel-lular naturalment
deficient per aquest fa que gens relacionats amb I'adhesié i la polaritat cel-lular es
regulin a l'alca. Aquest fet reforca el paper d’aquestes propietats en el
desenvolupament dels tumors de pulmd escamosos.

- Entre el gens regulats per PAR3 hi ha dianes del factor de transcripcié STAT3.
L'expressié de la proteina PAR3 salvatge esta relacionada amb un increment de
I’activacié de STAT3 de manera dependent de la confluéncia cel-lular i de les unions
intercel-lulars. Aquestes observacions indiquen que PAR3 és necessari per la correcta
activacio de STAT3 en un context d’alta concentracié d’unions cel-lulars.
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Conclusions

- Dos models in vivo han demostrat que la reintroduccié del gen PARD3 disminueix la
capacitat de generar metastasis a organs llunyans, reforcant la implicacié de PAR3 en
el procés metastatic.

- Els estudis d’expressié de la proteina PAR3 en pacients de cancer de cap i coll i de
cancer de pulmd no han permes establir correlacions amb I'estadi de la malaltia o la
capacitat de formar metastasis dels tumors primaris. Aixo pot indicar que altres factors
genetics i moleculars estan contribuint a determinar la progressié clinica del malalt
amb cancer de cap i coll i amb cancer de pulmé.

- El gen PIK3R1 esta alterat per inactivacié en cancer de pulmé amb una freqlieéncia del
3,5%. Tot i aixi, el baix nimero de casos no ens ha permés correlacionar aquesta
alteracié amb cap tipus histopatologic concret de cancer de pulmoé.

- L’absencia de la proteina p85c. no correlaciona amb un increment en els nivells de
fosforilacié d’AKT en un estat basal. De fet, la manca de p85a. no evita que les cel-lules
mantinguin la capacitat de resposta a estimuls en la via de PI3K, pel que no s’afavoreix
I"activacid constitutiva d’aquesta via. Per tot aixd concloiem que la via d’AKT no és la
diana de l'alteracié que ddna perdua total del gen PIK3R1 en cancer de pulmé.
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Primers Seqliéncia

PARD3_E1F TCCTCGGTCCCGGCC

PARD3_E1R CCAGGAAGCGCCATATTGATC
PARD3_E2F ATGGGCAGGAAGTTATCACG
PARD3_E2R CCTAGTGTTAAGTCCCAGGTATCAAG
PARD3_E3F TTTGAATGTGAAATGTACGACTTAG
PARD3_E3R TTCCATTTACAGGGTCATGG
PARD3_EA4F TTTAGGATTTCCCTACGTTCTCC
PARD3_E4R CAATGGTTTACCCAAGACACG
PARD3_ES5F TCGGCACATGGTTATAATTCC
PARD3_E5R CCAGAAATATCCTGCATTTATGTTAG
PARD3_E6F CAAGATCATAATGCCTATTAGACTTCC
PARD3_E6R TCCTCATGCCATATGCTTTC
PARD3_E7F TGTGTGTCTGTGTTGTTGCAG
PARD3_E7R TCAACACCACTCTCTATCTGAGC
PARD3_E8F TCATTTTAACATGCTCCTTTGTAAG
PARD3_E8R GGCAGAAAATATTCCTCTCCAG
PARD3_ESF AACAGCCTGTCAGTTCTTATTGC
PARD3_ESR AGGGTGCTTTGGGTTAGTAGG
PARD3_E10F GAAATGTGGACCATTGTGAAAG
PARD3_E10R CGCATACTTCCGCTAAAATG
PARD3_E11F GGCTAGTCCTAGAGTGTGTGTGTG
PARD3_E11R CTCAATAAACATTTGCCATCAGG
PARD3_E12F ACAGAGCATTATGTCAGCCATC
PARD3_E12R GACCACTTTGGCATTTAATAAACC
PARD3_E13F TTTCATGGATCTTGCTGTGG
PARD3_E13R CGTGACACATCACTGATACACC
PARD3_E14F CGTTCAATTGGGCATAATCC
PARD3_E14R AAGGTCCTGGAACCTAATACCC
PARD3_E15F TCGGGCAAGTTGTTATAATTCTC
PARD3_E15R TTTGGTTGCTTCGTCATGTTAC
PARD3_E16F AGACTCGAGGTCTCTGTTTGAC
PARD3_E16R TTAAATTTACAGAGTTCGGGTATAATC
PARD3_E17F CACTTGCAGGTATGTATGAACCTC
PARD3_E17R GACATCTGCTTGGGACCATC
PARD3_E18F ATGACTGGCATATTGCATGG
PARD3_E18R GGCATATGATTGGCAGCTC
PARD3_E19F TGAGCAAATAATTGTTATGTACCTG
PARD3_E19R GAGTAAAGGGCAAATAATATCGTC
PARD3_E20F GCATTGCAGTCCATGTTGC
PARD3_E20R TTCAGCCTCCCAAGTAGCTG
PARD3_E21F ACTGCAGAAGACACCTGATCC
PARD3_E21R CCATCAATATTTGGGTTGATACAG
PARD3_E22F CCACTGATCTTCTATAGCTGCAAG
PARD3_E22R AAGGCAATTCTGGTTTGAGG
PARD3_E23F CAGCAAGTTGCCATGTTTTG
PARD3_E23R TCGTTTCATAGAGCATTGAGGTC
PARD3_E24F CATGCCAAAGCCAAAATCAC
PARD3_E24R CGGGACATTTATTGGTTCCTC
PARD3_E25F GCATATTCCATCCCATCCTG
PARD3_E25R GAAACAGACACTTGAGACATAGTGG

TAULA Al. Primers utilitzats per I'amplificacio i seqiienciacié del gen PARD3.
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Primer Seqliéncia
SFMBT1_E1F_tv3+2 ACACCAGCCCGCGGAGTCCTT
SFMBT1_E1R_tv3+2 CCCGGCGGTTTCCCGTTG

SFMBTI_E1F_tvl

AAAGTGGCCGGGCGGCGGCAGT

SFMBTI_E1R_tvl

CCCAAGCGTCCACCACTCCTTGAGCA

SFMBTI_E2F_tv1+2

GCAAAAACAAAAGGTTAACTAAAAA

SFMBTI1_E2R_tv1+2

CATTCCCAACTTTTATCACACAGAT

SFMBTI_E2tv3_E3tvi+2_F

TCTCTCAACCAGTCGAGTGCCCTGT

SFMBT1_E2tv3_E3tv1+2_R

TCTGAGAGGTACAGAAGATGGCAATGAA

SFMBTI1_EAF CAAAAACAAAACAAAACAAAACCCCACT
SFMBTI1_E4R AGGGTGGCAGGAGGAAAGAAAAAGC
SFMBT1_ESF TTGGAATTTCTCAGGCTTTCCTTGA
SFMBTI1_E5R GCTGGGTAAACCTATATGCTCGAGAGAC
SFMBT1_E6F TGTGAAATACCTTTAAACCATCTCCACTGA
SFMBTI1_E6R TCAGAGTGGTAAATAAGCAACCGATTT
SFMBTI1_E7F GTGTCACTGGCTTTTGAATGGGTAA
SFMBTI1_E7R GCTCTATTATGAGAACTAACAAAGGTTTTCA
SFMBT1_E8F AGTGACTTGTTTTTGTTTATGTGAATGCTT
SFMBTI1_E8R GGGCTGCTTTACACTTTCACCTCCT
SFMBT1_ESF CCAGAGCTGGACATTTCTGTTAATCAC
SFMBTI1_E9R AAAATGGGTTGGATCAATAGAGCTT

SFMBT1_E10F

AGTGCTTCGGTGAGCCAAATTCAT

SFMBTI1_E10R

GGAGAGGGACAAAAGATTTCAGCAA

SFMBT1_E11F

GTGAGTGGACCCTTGGTGAG

SFMBTI_E11R

GAGCAATAACATGGAAAGCAAG

SFMBT1_E12F

AGGCAGACATTTTCCTTTTGCTTCA

SFMBTI_E12R

TCCATTAAGTTTAACAGGCAACATTACAG

SFMBT1_E13F

TGACTTCTGTGTCAAGAGACTTGTGTCTGC

SFMBTI1_E13R

TGCAGGAACAGAGAACCAGAATGTCA

SFMBT1_E14F

TCACACAGAACCAGGTTTTAAATATGC

SFMBTI1_E14R

TGCTTCCATCTGAGAAAATGAGGAA

SFMBT1_E15F

GAACATGCCACATTTGCTTTCTTCT

SFMBTI1_E15R

CACAATTAAGAGACCCCTCTATGAAGACAC

SFMBTI1_E16F

CTTCGTTTTTCTTCCCTGGCAGTT

SFMBTI1_E16R

ATCTATGGCATGTGGCTCCCTGTAG

SFMBTI1_E17F

CATATGACTAGAATTTAACCTCCTAAATAATCTT

SFMBTI1_E17R

CTTGAACTCCTGACCTTGTGATCC

SFMBT1_E18F

TGCAGAACTTCCTTGTTGTTTTCAGG

SFMBTI1_E18R

ACAGAAGAAGTTCGTGTGCCTCTGC

SFMBT1_E19F

TCAGTACTAGTCAAACCGTGCACTTCA

SFMBTI1_E19R

TTGGGCCACAAAACCATCTTCTATT

SFMBT1_E20F

TTTTGTGGCCCAAGAACTGGTTTGT

SFMBTI1_E20R

CAAGAGACCCTGGAAATTCTACATAAGTCTG

SFMBT1_E21F

TCTTTGCCATCTTTGCTGGGAGAAA

SFMBTI_E21R

TTGGATCAAAACATTTTTCCTAAAACTTGTAAA

SFMBT1_E22F

GGAAAGGAAAGCATAGGGATTCCAG

SFMBTI_E22R

CCTTCCCCGAAAGTGCAAAGAG

TAULA A2. Primers utilitzats per I'amplificacid i seqiienciacié del gen SFMBT1.
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Primer Seqliéncia

SMAD2_E1F_tv2+3 CCTCGCCTCACGCTAGAC
SMAD2_E1R_tv2+3 GAAGGAGGGGGTGAGGAC
SMAD2_E1F_tv3 GTCCTCACCCCCTCCTTC
SMAD2_E1R_tv3 CATGTGACACGGCCCATC
SMAD2_E2F TTCGAATTTCTATCTTGCTTTGC
SMAD2_E2R CAGGCAACTTGAAAGGAACAC
SMAD2_E3F TTCTGGGTGAAGGAAGTATTCTG
SMAD2_E3R GAAGATTCAAACTAGAATTGCATTG
SMAD2_EA4F ATTGTACTAATTTAGCCCATTTGAC
SMAD2_E4R GCCAAATCATATGCTATTCCAAG
SMAD2_ESF TCGAGTAGGTGGACCCTAGC
SMAD2_E5R AAATAATCACCCAACGAATCC
SMAD2_EG6F TTGTTATTTGGAGTGATTCATTGG
SMAD2_E6R TTGGTATGCGTCTCAACTTCTC
SMAD2_E7F GCACTTACATATTCTGAATTCTTGG
SMAD2_E7R TTCATTAGGATCCCTTTCTCG
SMAD2_ES8F AGTGCAGGCTGGCATAGAG
SMAD2_E8R TGTGTCGGCACTTAAACCAC

SMAD2_E9_10F

TCCAAGAAAATGCTTCCAAAG

SMAD2_E9_10R

AACTCCAGAATATGCAAGAATGC

SMAD2_E11F

TTTGCGGAATAATCGTGTCC

SMAD2_E11R

TTCCTCTTTAATGGGAGAGTATTTC

TAULA A3. Primers utilitzats per I'amplificacio i seqiienciacio del gen SMAD2.

Primer Seqliéncia

PIK3R1_E1_85F TCCTTTGTCCTCTGCTGGAC
PIK3R1I_E1_85R AACGACTCAACCCAAACTTAAGAC
PIK3R1_E2F GCAGTGGGCATATCACTTTG
PIK3R1_E2R CAGTTTGAGTGTCCAGCAGAG
PIK3R1_E3F TGGAAACTGGAATGTCTCTGG
PIK3R1_E3R TTCCCTTTAAATTTAGAACACTGC
PIK3R1_EAF TTGTTCAGAAAATTAGCCCAACT
PIK3R1_E4R CTGGGTCTTCTCTTGGATGC
PIK3R1_ESF TGTGTGCTTCTCCCAACAAC
PIK3R1_E5R TGAATGTGTGTGATAGCATCTG
PIK3R1_E6F GCAGATGCTATCACACACATTC
PIK3R1_E6R TTACTTCAAAGGAGGTTTATAGCC
PIK3R1_E1_50F TGCCCAAGTTAATCATGAAGC
PIK3R1I_E1_50R CACGCACACACACGTACTCC
PIK3R1_E1_55F ATGAAGCAGGAGTGGTCTGG
PIK3R1I_E1_55R TTACCACACACAGCCTGAGC
PIK3R1_E7F TTTGAGCCATGCTCTGAAAG
PIK3R1_E7R GCTTCATGCTTATGTTGGATG
PIK3R1_E8 TGCTGTGAACCTAAAACTGCTC
PIK3R1_E8 AAAGGTATTAACATTTTGGAATAAGG
PIK3R1_ESF GGGTTTTGGGCTGATATTAAAAC
PIK3R1_ESR CAAAATAGCTGACATGGAAACATC

PIK3R1_E10F

GATGTTTCCATGTCAGCTATTTTG

PIK3R1_E10R

GATTCACAAATAAATGCTCTCACC

PIK3R1_E11F

TGAATTTGAGTCCCACTCTGC

PIK3R1_E11R

TCCACGTGATCATTCAAAGC

PIK3R1_E12_13F

AACTGCTGGGAAACCATAGTG

PIK3R1_E12_13R

TCCTACAAGATGTTCCAAACTCAG

PIK3R1_E14F GTCTGACTGGCTTGGTAGGG
PIK3R1_E14R CAGCTGCTTTGGTTTCTCTTC
PIK3R1_E15F TTACCTACCCAAGGCACTCG

PIK3R1_E15R

GAAAGCTCTAGTCCCATCCAA

TAULA A4. Primers utilitzats per I'amplificacid i seqiienciacio del gen PIK3R1.
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Primers Seqliéncia

SMARCA2_E1F CGGCTGTCATCAATGAAGTC
SMARCA2_E1R GAAGGGAGGGGAAAGAGGAG
SMARCA2_E2F ACATCTGGACTAGACAGGGC
SMARCA2_E2R CAGTAGAAAGGGGGATGGGG
SMARCA2_E3F AGTAGATGATAGTGCCACAC
SMARCA2_E3R GACTGAAAGACTATGCTGGG
SMARCA2_E4F GTTGTCAGGGGCAGCCTGTG
SMARCA2_E4R AAAGGCTACGTCAGCCCCGG
SMARCA2_ESF CACTTAATGGTCCCCAGCAC
SMARCA2_E5R CGGGTGAAAATCACAGTTTG
SMARCA2_E6F CGGACTTAAACCTAATGTCA
SMARCA2_E6R TTGAATAGACTAAAGGCAAC
SMARCA2_E7F GCGAGAAGGCCAGAGTTCAG
SMARCA2_E7R ACAGCTCTGCCAAAGTGAGG
SMARCA2_E8F AGACACCAGGGCACCTATCC
SMARCA2_E8R TCATTGCAGACGGACGTGGG
SMARCA2_E9F GGAGGACAGAGTGGAGAGTG
SMARCA2_E9R CCTGCCCATACACCCTGGAC
SMARCA2_E10F CATACCGGAGAGTTACCAGG
SMARCA2_E10R GCCAGGTATGGCACAGACTC
SMARCA2_E11_12F AGTACAGGACTGGGGGAAGG
SMARCA2_E11_12R CCGGGCTTACATTCAGGAAG
SMARCA2_E13F GTTGAATTGGGGGTATTACC
SMARCA2_E13R CGTGAAGTTAGTTGCCTTCC
SMARCA2_E14F TGCATGGCAAGTCGTGGTTG
SMARCA2_E14R GCCCTTAGTCAACATGTGC
SMARCA2_E15F TCACACCCTCACTTGGGTTG
SMARCA2_E15R GGACAAGCTACTAATCGGGC
SMARCA2_E16F CAAGGTGAGGCCTGAACATG
SMARCA2_E16R GGAACAGTCAGCACAGTAGC
SMARCA2_E17F CTTCAGTCACATGTCTGGGC
SMARCA2_E17R CACATTCCAGTGCAATGGTC
SMARCA2_E18F TGCTTACTACACGTCCGTCC
SMARCA2_E18R ATGTTCTCAGCTTTAGGGCC
SMARCA2_E19F CAGAGGTAGATATGACAGGC
SMARCA2_E19R TTCCCTGCTCTCTCTAGCCC
SMARCA2_E20_21F GAACAGGCGCCTTCTCCTTC
SMARCA2_E20_21R ATGTCATCTCAACTTCCGCC

SMARCA2_E22F

GCATGCAATATACTGAATTTCTGG

SMARCA2_E22R

CAAGAGGAAACACTGTAGAGAGG

SMARCA2_E23F GGGCGAGGAGAAAGAATAAG
SMARCA2_E23R TGGCTTCCGAGCCTAATGCC
SMARCA2_E24F AGTGTTAGGAGGAGTCTGGG
SMARCA2_E24R TAGTTGCTCTCCAGAGGGAG
SMARCA2_E25F ATGCCTATGCCAGGCATCTC
SMARCA2_E25R GGCTTTCTGTGGTTGGGATC
SMARCA2_E26F TTGCCCCAGCTGTCCACTGG
SMARCA2_E26R AAGTTCTGCCAGGCACGCAG
SMARCA2_E27F GAGGTTGAAAGGGACCCTGC
SMARCA2_E27R TCTAGGCCCCTGGTTTCTCC
SMARCA2_E28F TGAGTGTTTTGGGCCTTCAG
SMARCA2_E28R TAACAACTCCTGCTCCTCAG
SMARCA2_E29F AGGCAGGTTGGTGAGGAGAC
SMARCA2_E29R TCTGTGCCTCTATCCCGCTC
SMARCA2_E30_31F GTGTGACAGAAGTGGGGACC
SMARCA2_E30_31R GCACAGCTGTGGTACAAAGG
SMARCA2_E32F GGAAGAGTTCACTGCCATGG
SMARCA2_E32R AGACAGCTATGCAGGTGAGG
SMARCA2_E33F ACCGGGAATGTTCTGGGCAC
SMARCA2_E33R GCATGGAAATGCAAGAGGCC
SMARCA2_E34F CCACGGAAAGAGATTTGGCG
SMARCA2_E34R AGTGTTCAGTAGCAAGAGCC

TAULA AS5. Primers utilitzats per I'amplificacid i seqiienciacio del gen SMARCA2.
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Primer Seqliéncia
D10S1666_F_PARD3_FAM [FAM]TGGAAACATGCCCTGTGATA
D10S1666_R_PARD3 GCTGGTCTCAAACCTCCC

D10S1791_F_PARD3_HEX

[6HEX]TCCAGCCTAGCAACAGAGTG

D10S1791_R_PARD3

ATGCAACATAACTTGGGCAAC

D10S1780_F_PARD3_FAM

[FAM]AATATTTGCTTTCTGTCTACAGTCC

D10S1780_F_PARD3

TCACTTTCTGGAGGGCTAGG

GTs_E11_F_PARD3

GGCAGAATTGTGCATGAAATG

GTs_E11_R_PARD3_FAM

[FAM]CGAAAGACCAGAAGGCTCAC

TAULA A6. Primers utilitzats per amplificar els microsatel-lits de PARD3.

Primer Seqliéncia

BS_PARD3_A1F GTTTATAATTAAGATAAAATGAGTTTTAGTTA
BS_PARD3_A1R CCTTTCTTTATCACTTTTAATCCC
BS_PARD3_A2F TTTGGGTTAGGGTTGGTG

BS_PARD3_A2R CCTACTAAATAAAACTAAAAACTTTCATATAAC

TAULA A7. Primers utilitzats per la seqiienciacié de bisulfit de PARD3.
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REGION (MB) GENE/S % LOH % HD/LOH
CHR 22
17,28-17,30 PRODH 381 [1,6
17,073-17.279 DGCR6 381 |16
17,4-17,48 DGCR2 39.4 |15
28,32-28,42 NF2 138 |14
35,0-35,1 WYH9 775 |13
37.74-37.75 APOBEC3C 769 |13
CHR 21
NO GENES IN THE 3 HD FOUND
CHR 20
13,02-15,98 [MACROD2 [37,5 10
CHR 19
44,541-44,543 FFAR3 (GPR41) 250 |20
47,94-48,05 P3SG8 319 |30
48,04-48,07 PSG1 30,0 |42
48,09-48,11 PSG6 30,0 |42
4804820 PSGT7 306 [122
48,348 4 PSG4 306  |12.2
48,44-48,46 PSGY 319 9.8
CHR 18
76,81-46,86 SMAD4 281 |44
14,73-14,84 ANKRD30B 269 |23
43,61-43,71 SMAD2 28,8 |2,17
CHR 17
5,91-5,96 WSCD1 781 0.8
7.512-7,531 TP53 80,0 |0
21.7421.75 FAMZ7L 631 |3
26,49.06,57 NFT 256 |49
CHR 16
HD IN A FRAGILE SITE AND HD WITH NO KNOWN GENES
CHR 15
50,6-50,8 ARP19 36,9 1.7
74.42-74,98 SCAPER 36,3 1,7
90,19-90,50 SLCO3AT 344 [1.8
CHR 14
38,93-38,97 FBXO33 213 |29
59,78-59,82 PPMTA 738 |26
CHR 13
18,89-19,00 TPTEZ 58.1 2.2
19,10-19,14 VIPHOSPHS 581 2,2
36,31-36,39 SMADY 675 |00
38.81-39,07 LHFP 675 1.9
47,75-47,95 RB 68,8 |1.,8
65,7-66,7 PCDHY 613 |1
08,65-98,83 UBAC2 53.8  [1.2
CHR 12
20,3-26,7 CACNATC 344 1,8
34.7-35.7 PRMT3 344 [1.8
36,2-37,3 EFCAB4B 31.9 |2
58,36-58,66 SLCT6A7 738 |26
81,6-82,0 TMTC2 756 |24
88.,50-88,57 ATP2B1 738 |26
70,95-70,34 TRHDE 756 |24
116,39-116,77 KSR2 244 |26
CHR 11
13,055-13,365 ARNTL 31.9 |2
18,011-18,013 VIRGPRX1 204 |43

TAULA A8. Gens delecionats homozigoticament en linies de cancer de pulmé.
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REGION (MB) [SER % HDI/LOH
CHR 10
12,978-12,083 CCDC3 413 |15
34,440-35,143 PARD3 M3 |15
76414640 GPRIN? 356 |18
52,504-53,725 PRKGT 219 |15
76.056-76 464 MYST4 438 |14
76,827-76,831 ZNF503 719 |9
89,30-80.7 PTEN 9 |9
127,60-128,06 ADAMT2 738 |14
CHR 9
2,005-2,183 SMARCAZ2 53,8 [1.2
21,95-21,08 CDKNZA 42,5 412
32,14-35,15 RFX3 538 |12
83,04-90,08 PTPRD 56,9 |44
66,30-66,49 RORB 713 |15
CHR 8
2.78-3,25 CSMD7T 463 |14
13,09-15,14 SGCZ 88 |1,3
28,80-28,96 HMBOX1 431 |15
39,08-39,30 ADAM5P (PSEUDOGENE) | 36,3 |62,1
CHR 7
141,34-141 45 VIGAM 150 [16.7
145,44147,74 CNTNAP2 194|161
CHR 6
20,64-21,34 CDKALT 275 |22
144,8-144.9 UTRN 331 1.9
163,06-163,65 PACRG 363  |1.7
CHR 5
66,29-66,49 MAST4 50,0 [1.3
67,55-67,63 PIK3R1 481 1.3
80,56-80,59 CRMT2 281 1.3
156,60-159,00 FBXL7 1,9 [105
122,00-122,37 SNX24 525 |31
122,38-122,40 PPIC 525 |31
138,11-138,29 CTNNAT 50,6 |49
156,60-167,62 FBXL7 11,9 |10
167,23-167,62 ODZ2 50,0 |13
180,34-180,36 BTNL3 456 |82
CHR 4
91.067,707-92,742,392 | FAM790A 431 7.3
91,078-91,979 TMSL3 70,0 1,6
104,7-104.8 TACR3 394  [1,6
122,469,247-122,520,630 | QRFPR+GPR103 738 |14
CHR 3
11,289-11571 ATG7 650 |1
37,878-38,000 CTDSPL 65.0 |6.7
52.913-53,055 SEMBTT 713 |7
54,13-55,08 CACNAZD3 706 |09
59,71-60,4 FHIT 763 |40
89,03-80,61 EPHA3 519 |72
153,014-153,008 AADAC 279 |29
178,01-178,39 TBLIXRT 225 |28
189,4-190,9 PP 238 |26
CHR 2
140,70-142,60 LRP1B 281|244
165,049-165,406 COBLLT 16,3 |7.7
271,048-213 111 ERBB4 194 |97
CHR 1
48.77-50.26 AGBL4 250 |25
61,98-62.40 TNADL 219 |29
74437478 TNNISK+FPGT 756 |24
172,39-173.19 RABGAPTL 750 208
179,64-180,03 CACNATE 138 |4.6
205,6-208,91 HHAT 175 3.6

TAULA A8. Gens delecionats homozigoticament en linies de cancer de pulmé.
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TUMOR
PROBE TARGET INFORMATION 100 114 | 139 141 168 | 181 | 200 | 269 273 370 | 472 1529 1681
01-103244240 [Reference] 1,21 |1,30|091| 093 |[1,18[0,94 [0,66]088| 097 |1,20]093| 1,02 | 0,69
02-108906234 [Reference] 0,89 0,93 |1,02 1,21 1,03 11,70 | 1,12 | 0,98 1,16 1,09 | 1,16 1,05 1,21
05-132037610 [Reference] 0,92 0,77 | 0,62 1,03 1,09 10,80 | 0,71 | 1,05 0,81 0,68 | 0,91 0,67 1,03
06-051632233 [Reference] 1,07 1,18 | 0,95 0,96 1,04 | 1,31 | 0,62 | 0,92 1,19 1,64 | 0,97 0,81 0,94
09-077963844 [Reference] 093 085100 084 |1,13]|098 |1,02|095| 0,73 |094 [1,00 [ 1,09 | 1,03
10-015054513 [MEIG1-3] 1,05 1,14 | 0,57 0,74 0,77 11,09 | 0,66 | 0,59 0,68 0,71 | 1,34 1,17 0,85
10-021226273 [NEBL-5] 1,02 0,84 10,62 0,90 0,62 | 1,23 | 0,60 | 0,61 0,88 2,01 | 1,44 0,88 0,90
10-034440325 [PARD3-26] 1,02 0,93 10,61 0,77 0,73 11,32 | 0,66 | 0,64 0,86 2,15 | 1,43 1,08 0,68
10-034460426 [PARD3-24] 101 |101]058 | 079 |o66 115 (068 [059| 072 [155 [139 | 116 | o1
10-034598733 [PARD3-23] 1,07 1,11 | 0,61 0,76 0,75 ]1,03 |0,71 | 0,72 0,76 1,41 | 1,51 0,69 0,7
10-034641232 [PARD3-21] 1,05 0,89 | 0,60 0,88 0,67 | 1,45 | 0,61 | 0,66 0,73 1,76 | 1,38 0,62 0,69
10-034660145 [PARD3-19] 1,05 0,85 | 0,60 0,81 0,57 | 1,63 | 0,56 | 0,56 0,95 3,19 | 1,43 0,65 0,61
10-034670584 [PARD3-16] 1,07 0,89 | 0,60 0,89 0,66 | 1,42 |0,61 |0,57 0,89 2,09 | 1,30 0,60 0,66
10-034689024 [PARD3-13] 1,03 0,551 0,58 0,77 0,59 |11,03 |0,65|0,61 0,79 1,96 | 1,32 0,78 0,77
10-034706957 [PARD3-10] 1,06 0,51] 0,63 0,80 0,72 11,09 | 0,66 | 0,63 0,77 1,52 | 1,21 0,67 0,75
10-034730785 [PARD3-6] 1,04 0,491 0,62 0,76 0,74 11,34 | 0,60 | 0,57 0,72 2,17 11,33 0,74 0,67
10-034799110 [PARD3-4] 1,03 Jo3sfo62| 079 |077]064 Jo67[078| 078 [159 [141| 066 | 064
10-034845867 [PARD3-3] 0,97 0,36 § 0,59 0,86 0,71 |1,05 | 0,72 | 0,70 0,64 1,04 | 1,43 0,99 0,72
10-035025286 [PARD3-2] 1,01 0,65] 0,61 0,76 0,81 10,98 | 0,73 | 0,82 0,73 1,07 | 1,39 1,16 1,08
10-035144654 [PARD3-1] 1,07 |1,16|059| 075 |075|1,26 [0,72|1,04| 1,05 |092 |148 | 1,06 | 098
10-035145114 [PARD3-up] 1,10 1,02 | 0,58 0,88 0,70 | 1,49 | 0,69 | 0,75 0,85 0,98 | 1,62 1,37 1,21
10-035517225 [CREM-9] 1,00 1,07 | 0,61 0,73 0,77 10,88 | 0,75 | 3,93 0,87 0,74 | 1,53 0,98 0,9
10-038300693 [ZNF25-2] 1,02 1,26 | 0,58 0,84 0,83 10,98 | 0,65 | 3,45 0,90 0,83 | 1,20 1,00 0,66
10-042935130 [RET-14] 1,05 1,08 | 0,59 0,99 0,72 11,05 | 0,55 | 1,13 0,73 0,92 | 1,11 0,73 1,07
10-053746489 [DKK1-4] 1,04 |o098|063| 088 |[066 (1,04 [064]09]| 077 |1,75|105]| 059 | 1,11
10-055368625 [PCDH15-27] 1,09 0,92 10,57 0,83 0,50 | 0,85 | 0,58 | 0,80 1,03 2,25 10,92 0,55 0,9
15-025908309 [Reference] 1,00 1,00 | 1,02 1,25 0,67 | 1,42 | 1,14 | 1,08 1,15 1,00 | 1,08 1,05 1,05
15-042677706 [Reference] 1,02 1,08 | 1,37 1,05 0,75 11,02 | 1,00 | 1,10 1,25 0,86 | 0,81 0,97 0,8
18-045817181 [Reference] 1,04 |119|101| 097 [o070[074 [1,12 1,15 059 [1,01 |124 | 1,15 | 1,06
AVERAGE 1,04 0,77 | 0,60 0,81 0,70 | 1,21 | 0,66 | 0,69 0,8 1,67 | 1,40 0,87 0,79
INTERPRETATION Normal | Loss | Loss | Normal | Loss | Gain | Loss | Loss | Loss | Gain | Gain | Normal | Loss

TAULA A9. Resultats de MLPA en I’avaluacioé de numero de copies. Es mostren les ratios de cada sonda pels tumors
indicats. En blanc, nimero de copies normal; en verd, guany; en vermell, pérdua.
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TUMOR COPY NUMBER METHYLATION
100 1,04 Normal 0,03 Abs
104 1,02 Normal -0,05 Abs
108 0,88 Normal -0,07 Abs
110 1,46 Gain 0,01 Abs
114 0,75 Loss (deletion E2_E13) | -0,04 | Abs
116 1,05 Normal -0,05 Abs
120 1,92 Gain 0,04 Abs
139 0,60 Loss 0,14 Abs
141 0,80 Loss 0,02 Abs
143 0,89 Normal 0,11 Abs
149 1,01 Normal 0,10 Abs
156 0,96 Normal 0,04 Abs
159 0,76 Loss 0,01 Abs
160 1,05 Normal 0,01 Abs
162 1,08 Normal -0,05 Abs
164 0,95 Normal -0,01 Abs
167 0,98 Normal 0,09 Abs
168 0,70 Loss -0,05 Abs
170 0,84 Normal 0,03 Abs
172 0,98 Normal 0,04 Abs
181 1,18| Normal (deletion E4) 0,00 Abs
184 0,87 Normal 0,06 Abs
186 1,05 Normal 0,06 Abs
189 0,92 Normal 0,01 Abs
190 1,21 Gain -0,06 Abs
192 0,93 Normal -0,10 Abs
193 1,17 Normal -0,04 Abs
194 0,97 Normal 0,00 Abs
196 1,10 Normal -0,07 Abs
197 1,03 Normal -0,05 Abs
199 1,17 Normal -0,06 Abs
200 0,66 Loss -0,07 | Abs
202 0,96 Normal -0,05 Abs
203 1,03 Normal 0,01 Abs
205 0,92 Normal 0,00 Abs
207 1,30 Gain -0,08 Abs
210 1,20 Gain -0,01 Abs
212 0,97 Normal -0,05 Abs
213 1,21 Normal -0,05 Abs
217 1,20 Gain -0,09 Abs
218 1,63 Gain 0,04 Abs
224 0,98 Normal 0,00 Abs
229 1,18 Normal -0,04 Abs
237 1,16 Normal -0,10 Abs
238 1,07 Normal 0,15 Abs
239 1,02 Normal -0,08 Abs
240 1,08 Normal 0,01 Abs
251 0,98 Normal -0,08 Abs
252 1,31 Gain -0,07 Abs
254 1,08 Normal -0,01 Abs
256 0,86 Normal 0,05 Abs
264 1,04 Normal 0,13 Abs
267 0,95 Normal -0,05 Abs
269 0,68 Loss 0,15 Abs
273 0,80 Loss -0,07 Abs
276 1,08 Normal -0,03 Abs
360 1,07 Normal -0,09 Abs
362 0,95 Normal -0,10 Abs
368 1,20 Normal -0,08 Abs
370 1,72 Gain -0,05 Abs

TAULA A10. Dades de MS-MLPA. Resum de les alteracions de nimero de copies i de metilacié. S’indiquen els valors
promig de totes les sondes i la conclusid final en cada cas. Abs:absent.
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Tumor Copy number Methylation
374 1,01 Normal -0,06 | Abs
388 1,08 Normal 0,11 | Abs
471 1,05 Normal 0,09 | Abs
474 1,18 Normal -0,04 | Abs
478 0,90 Normal -0,04 | Abs
482 1,12 Normal -0,05 | Abs
490 1,12 Normal -0,03 | Abs
495 1,03 Normal 0,12 | Abs
847 1,12 Normal 0,26 | Mild
857 0,77 Loss 0,11 | Abs
901 0,99 Normal 0,01 | Abs
915 0,96 Normal -0,01 | Abs
943 1,06 Normal -0,01 | Abs
958 1,26 Gain 0,00 | Abs
961 1,03 Normal 0,08 | Abs
975 1,14 Normal 0,03 | Abs
978 1,19 Normal -0,01 | Abs
1101 1,03 Normal 0,00 | Abs
1375 1,01 Normal -0,01 | Abs
1529 0,79 | Loss (deletion E4-E23) | 0,06 | Abs
1631 1,10 Normal -0,02 | Abs
1642 0,97 Normal 0,03 | Abs
1681 0,79 | Loss (deletion E3-E23) | 0,05 | Abs
1928 1,07 Normal 0,00 | Abs
1953 0,91 Normal 0,04 | Abs
2022 0,96 Normal 0,03 | Abs

0_6AXp1A | 0,46 Loss 0,01 | Abs

T1 1,37 Gain 0,05 | Abs
T10 1,05 Normal 0,00 | Abs
T11 1,15 Normal 0,05 | Abs
T12 1,24 Gain 0,01 | Abs
T13 1,15 Normal 0,02 | Abs
T14 0,91 Normal -0,02 | Abs
T15 1,03 Normal 0,00 | Abs
T16 0,96 Normal 0,02 | Abs
T17 0,95 Normal 0,02 | Abs
T18 0,98 Normal 0,04 | Abs
T19 0,85 Normal 0,00 | Abs
T2 1,02 Normal 0,01 | Abs
T20 1,09 Normal -0,02 | Abs
T21 0,84 Normal 0,01 | Abs
T22 1,02 Normal 0,02 | Abs
T23 0,88 Normal 0,04 | Abs
T25 1,30 Gain 0,01 | Abs
T3 0,88 Normal 0,09 | Abs
T5 0,97 Normal 0,06 | Abs
T9 1,11 Normal 0,02 | Abs

TAULA A10. Dades de MS-MLPA. Resum de les alteracions de nimero de copies i de metilacié. S’indiquen els valors
promig de totes les sondes i la conclusié final en cada cas. Abs:absent.
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GeneName Fold change-Mock/wild | Fold change-Mutant/wild | Sysfematic Name
IGFBP7 -8,25 -1,88 NM_001553
C150r146 -9,00 -3,20 NM_032413
ABCAS -3,/9 -1,83 NM_001089
FBLN1 -3,53 -2,00 NM_006486
GLIST -3,41 -3,62 NM_147193
PLA2G4C -3,12 -2,30 NM_003706
ODZz2 -2,93 -3,33 NM_001122679
SLC22A16 -2,88 -1,95 NM_183233
FBX032 -2,84 -3,00 NM_058229
RAMP1 -2,82 -6,16 NM_005855
EVL -2,80 -4,11 NM_01e337
CAMK1D -2,75 -1,56 NM_153498
COL5A1 -2,75 -2,28 NM_000093
OSBPLS -2,14 -2,31 NM_020896
NLRP5 -2,68 -2,88 NM_153447
C3 -2,63 -2,99 NM_0000604
NINGZ -2,062 -2,01 NM_0325356
CXCL1 -2,56 -1,90 NM_001511
PAQR6 -2,94 -1,82 NM_024897
LOCZ263050 -2,40 -2,42 NR_024451
ODF3B -2,42 -1,80 NM_001014440
Crord2 -2,31 -1,95 NM_198571
PIPRU -2,31 -1,90 NM_005704
AlG1 -2,30 -2,25 NM_016108
C9orf9 -2,30 -1,93 NM_018956
GNGH4 -2,27 -2,24 NM_001098722
TNFRSF8 -2,23 -2,17 NM_001243
GFPTZ2 -2,19 -2,98 NM_005110
FOXB2 -2,18 -2,33 NM_001013735
TLE2 -2,16 -1,97 NM_003260
RIPK4 -2,12 -2,30 NM_0206359
VCAM1 -2,09 -2,07 NM_001078
ARL4C -2,08 -1,72 NM_005737
ENPP1 -2,07 -2,44 NM_000208
LHX1 -2,06 1,77 NM_005568
KCNABZ2 -2,04 -1,94 NM_003636
OSCPT -2,04 -1,01 NM_145047
PDE2A -2,03 -1,74 NM_002599
CASP4 -2,02 -1,91 NM_033306
ASST -2,01 -1,97 NM_000050
VGF -2,01 -1,95 NM_003378
LOCT00729534 -2,01 -1,80 NR_024489
FNDC4 -1,99 -1,91 NM_022623
KIR2DS2 -1,98 -1,96 NM_012312
CXCLZ -1,97 -2,00 NM_002089
DRD4 -1,97 -1,93 NM_000797
NLRP3 -1,96 -1,99 NM_001079821
IQSECZ2 -1,95 -2,03 NM_015075
PPAPDC3 -1,93 -2,00 NM_032728
GRK5 -1,93 -1,91 NM_005308
LOCTO00505796 -1,91 -1,860 XR_111691
CHD5 -1,90 -1,96 NM_015557
LOC100652793 -1,89 -1,67 XR_132879
FOXF1 -1,86 -1,80 NM_001451
ZC3H12A -1,86 -1,61 NM_025079
TWISTZ -1,85 -2,00 BC103755
GATM -1,89 -2,90 NM_001462
CD70 -1,84 -1,62 NM_001252
NAVT -1,84 -1,91 NM_020443
EFR3B -1,83 -1,91 NM_014971

TAULA A11l. Gens de la signatura de PARD3 regulats a I’alga.
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GeneName Fold change-Mock/wild | Fold change-Mutant/wild | Sysfematic Name
XLOC 011068 -1,82 -1,72 TCONS_00022788
HSPATZA -1,81 -3,00 NM_025015

IL6 -1,81 -1,46 NM_000000
FUCA1 -1,80 -2,32 NM_000147

TLE6 -1,80 -1,71 NM_001143986
GRP -1,79 -1,91 NM_002091

WIPI1 -1,78 -1,92 NM_017983
CASPS 1,070 -1,80 NM_004347
LOC100506930 -1,77 -1,51 NR_038279
RORA -1,76 -1,78 NM_134260
XLOC 12 002767 | -1,75 1,82 TCONS_12Z_00005778
XLOC |2 005517 | -1,75 -1,82 THC2630320
CD82 -1,75 -1,52 NM_002231
MOCOS -1,74 -1,97 NM_017947
AQP1 -1,74 -1,74 NM_198098

PIGZ -1,74 -1,72 NM_025163
TMEMT/1 -1,72 -1,6/ NM_173490
MIOX -1,72 -1,65 NM_017584
DEAFT -1,72 -1,91 NM_021008
CLICZ -1,72 -2,23 NM_001289
LOC255512 -1,72 -1,90 NR_029409

IL6 -1,71 -2,33 NM_000584
NCRS -1,70 -1,87 NM_147150
ICAM2 -1,70 -3,99 NM_000873
GPR6S -1,70 -1,91 NM_003485
HIATIPZ -1,70 -1,88 NM_000410
COL13A1 -1,70 -1,59 NM_080801
ARHGEFTOL -1,69 -2,24 NM_018125
GALC -1,69 -2,31 NM_000153
ATG16L2 -1,68 -1,60 NM_033388
KIF26b -1,068 -1,90 NM_018012
SUPT3H -1,67 -1,69 NM_181356
XLOC_010244 -1,67 -1,66 TCONS_00020981
PLAZG4A -1,00 -2,11 NM_024420

NOG -1,66 -1,70 NM_005450
SLC22A7 -1,66 -1,61 NM_153320
CDGA -1,060 -1,91 NM_001/63
HBG1 -1,65 -1,94 NM_000559
XLOC_12_07135713 | -1,65 -1,81 ENST00000415536
IFT140 -1,060 -1,93 NM_014/714
XLOC 011064 -1,65 -2,14 ENSTO00000555771
SYCES -1,04 -1,83 NM_001123225
TMEMZ221 -1,04 -1,04 BC039402
TMEM180 -1,64 -1,55 NM_024789
LAMBZ2P1 -1,63 -2,93 NR_004405
LOCT49351 -1,63 -1,70 XR_1327/938
SNORD121A -1,63 -1,52 NR_003685
EREG -1,62 -1,80 NM_001452
LOC643733 -1,61 -1,88 NR_034079

XLOC _008561 -1,60 -1,73 TCONS_00018283
PRAMEFS -1,060 -1,90 NM_001013407
ACSS1 -1,59 -1,62 NM_032501
RBKS -1,59 -1,56 NM_022128
BFSP1 -1,99 -1,61 NM_001T195
FOXJ1 -1,57 -1,62 NM_001454
RBM47 -1,57 -2,34 NM_019027

IDHZ -1,97 -1,90 NM_0021638
C8orf31 -1,56 -1,58 NM_173687
ITNFRSF11B -1,94 -1,90 NM_002546
TMEMT90 -1,94 -1,99 NM_1391/72

TAULA A11l. Gens de la signatura de PARD3 regulats a I’alga.
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GeneName Fold change-Mock/wild | Fold change-Mutant/wild | Systematic Name
HES5 -1,53 -1,57 NM_001010926
C700r758 -1.53 -3,29 NM_032333
TMCO4 -1,93 -1,70 NM_181/719
MYLK-AS1 -1,562 -1,55 NR_038266
RSPH3 -1,92 -1,65 NM_031924
SERGEF -1,51 -1,55 NM_012139
SOCS3 -1,47 -1,29 NM_003955
TAULA A11l. Gens de la signatura de PARD3 regulats a I’alga.

GeneName Fold change-Mock/wild | Fold change-Mutant/wild | Systematic Name
CACNG7 3,61 2,62 NM_031896
TPD52L 1 2,81 1,93 NM_001003395
PCDH7 2,71 1,55 NM 002589
VSTM1 2,70 2,54 NM_198481
HECW?2 2,70 2,39 NM_020760

CD33 2,09 1,87 NM 001772
ICOSLG 1,91 1,66 ENST00000407780
CFH 1,88 1,72 NM_000186
GPER 1,86 2,89 NM 001039966
ADRB2 1,85 1,91 NM_000024
ITGA4 1,83 1,70 NM 000885

INF2 1,83 1,90 NM 032714
IGFBP3 1,83 1,56 NM_001013398
FIGN 1,82 1,61 ENST00000333129
ANXA3 1,73 1,55 NM_005139
SH3D21 1,72 1,65 ENST00000480549
CFHR3 1,70 1,70 NM 021023
LOC375196 1,60 1,54 NR_028386
ARHGAP23 1,58 1,66 NM_001199417
ABCB6 1,54 1,64 NM 005689

ESR2 1,53 1,53 NM_001437
COBLL1 1,51 1,54 NM 014900

TAULA A12. Gens de la signatura de PARD3 regulats a la baixa.
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PROTEIN
DNA NUCLEOTIDE EXON/
PREDICTED TYPE % OF CELL LINES
CHANGE INTRON EFFECT

€.219C>T E1.85 p.Y73Y SNP (T=0.25) 39,3
¢.37G>C E1.85 p.D13H MISSENSE 1,1
c.195A>G E1.85 p.E65E SNP 1,1

c. 219C>T E1.85 p.Y73Y SNP (T=0.25) 1,1
€.334+14A>C 11.85 NONE SNP (C=0.25) 37,2
€.427+32T>C 12 NONE SNP (C=0.042) 1,1
.427+81A>C 12 NONE SNP (C=0.167) 25,6
€.428-21G>A 13 NONE SNP (A=0.292) 46,5
.621T>C E4 p.12071 SNP 3,5
€.634+81A>G 14 NONE SNP 25,6
€.917-93C>T 16 NONE SNP 50
¢.917-87A>G 16 NONE SNP 12,8
c.978G>A E7 p.M326l SNP 19,8
¢.1019+16C>A 17 NONE uv 2,3
c.1118+11G>A 18 NONE uv 1,1
€.1425+38-39insAGT 110 NONE uv 2,3
¢.1425+38-39insACT 110 NONE uv 1,1
.1728G>A E12 p.T576T uv 1,1
€.1985+112G>A 114 NONE SNP 58
€.2109T>C E15 p.L703L SNP 2,3
.2178C>T E15_UTR  NONE (UTR 3') SNP 1,1
€.2266G>C E15_UTR  NONE (UTR 3') uv 1,1

TAULA A13. Canvis de nucleotid trobats al gen PIK3R1: SNPs, variants de significat biologic desconegut (UV) i
mutacions. Se’n detalla la freqliéncia trobada en les mostres analitzades.
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If | had only one hour to save the world,
I would spend fifty-five minutes defining the problem
and only five minutes finding the solution.

A. Einstein



