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“Nunca consideres el estudio como una
obligacidn, sino como una oportunidad para
penetrar en el bello y maravilloso mundo del

saber”

Albert Einstein
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Aun no me lo creo, pero por fin tras miles, miles y miles de western blots y horas en el
estabulario, en cultivos y en el confocal...aqui esta, ya acabada & & . Aunque seguramente aun
ande haciendo un western o una RT de ultima hora, ino nos vamos a engafiar! Como siempre
dia cuando me decidi por venir a Lleida a hacer la tesis, tras hacerme la dura con la NES durante
un tiempo jiji (pero eso si, aunque tardé, no puedes tener queja alguna eh, he trabajado cual
negro (sin querer ofender a ningln negro vaya)). Pues eso, que, aungue me parezca ayer, jya
hace como millones de afios que acabé cayendo en PATONC! (Aida Bea tendria solo dos siglos y
todo), y aun sigo dando gracias a dios por haber acabado en la segunda planta (sin duda la
mejor), pero vamos sobre todo en PATONC, ique es donde se maneja el cotarro, no nos vamos
a engafiar! Asi que bueno al lio que como llevo mil afios ya, tengo a muchisimas personas que
agradecer. Me daba mucho palo escribir todos los agradecimientos, sobre todo después del
tocho de tesis que me he marcado (espero que por lo menos la que la tenéis os sirva bien de
pisapapeles), pero como decia mi abuela es de bien nacido ser agradecido, asi que alla vamos.

En primer lugar, me gustaria agradecer a la Universitat de Lleida, al IRB y a la AGAUR, por
permitirme que pudiera realizar esta tesis y asi darme cuenta de que me quiero seguir dedicando
al mundo cientifico (jaunque entonces no se si agradecer es la palabra adecuada jajaja, porque
vaya lo que me esperal)

En segundo lugar, me gustaria dar las gracias a las dos personas que me dieron la oportunidad
de hacer esta tesis en PATONC, a mis dos directores de tesis. El Dr. Xavier Matias-Guiu, por
dejarme formar parte de este gran equipo. Pero también, porque a pesar de casi haber podido
coincidir tanto, aun asi siempre escuchar mis presentaciones interminables de resultados,
darme buenas ideas, todos los diagndsticos, corregirme términos que empleaba mal (como que
en el endometrio no son fibroblastos, isi no células estromales!) y sobre todo dejarnos probar
con muestras humanas ii y hacer que el final de la tesis quede redondo!!

Y por supuesto a la Dra Nuria Eritja SANCHEZ, que fue la que me eligié directamente para que
fuese su primera predoc, pese a que como he dicho al principio no estaba convencida y le tocd
insistirme (bastante) iiipero menos mal que me engatusaste, porque al final parece que la
investigacion en academia va a ser lo mio!l! Cuando llegué, al principio te pillé en una época

ahi para ayudarme con cualquier duda que tuviese (el ya clasico nifiaaa no puedo venir, pero
estoy siempre pendiente del movil jeh!). Pasado el primer afio, tu agenda la verdad que no
mejoré mucho, imas bien empeoré! Llego la pandemia, te dieron la coordinacién y con ella miles
y miles de problemas, por no hablar de los miles de alumnos pesados (TIP para cualquiera que
lea esto, que no os engafien para coordinar nada ies un TIMQ!). Pero, aun asi, siempre estabas
pegada al teléfono y al mail por si te necesitaba, de hecho, y aiin no sé ni como, pero ese cadtico
afio conseguimos hasta publicar la review y el articulo (que tanto me han ayudado). Y cuando
parecia que ya controlabas la coordinacién, los créditos y que todo tu estrés estaba bajo
control... para acabar de poner la guinda al pastel de tu agenda, se sumé el BOMBO, también
llamado Emma. Pero, aun asi, y menos mal por los demds, hiciste una baja falsa de maternidad



y seguiste estando ahi cuando te necesitaba (ino conozco a nadie que conteste mas rapido al
WhatsApp y al correo que tu!). Asi que muchas gracias por todo, por tu apoyo, por tu
comprension, por preocuparte por mi, por tus consejos (cientificos y personales), por todos los
momentos pufiales graciosos que nos regalas (porque si, no soy yo la Unica villana), por contratar
a NAT durante un maravilloso tiempo y por miles de cosas mas, pero sobre todo (aviso se vine
mofiada) por confiar en miy en todo lo que te proponia, por dejarme tanta libertad a la hora de
pensar dejandome hacer tooooodos los experimentos que se me han ocurrido, confiando en mi
criterio. Asi que, de veras, gracias porque has ayudado a que haya desarrollado un poco de
criterio y vision cientifica, y a que me guste tanto la ciencia, y probar y aprender cosas nuevasij!
Ademas de enseflarme que hay que confiar hasta el final, porque como un grandioso dia dijiste
(y que perdurara en la memoria de todo patonc): Este ratén tiene todos los sintomas de estar
muerto, menos el color... jasi que quedan esperanzas!, ensefidndonos que no hay que rendirse

aunque parezca que todo esta perdido@ .Bueno, y aun todo esto, lo que mds voy a echar de
menos de ti, sin duda es que eres y seras la Unica jefa el mundo que me OBLIGA a hacer
vacaciones, jeso si que no lo voy a volver a tener seguro! iGRACIAS! ... y bueno podria seguir un
rato mas, pero esta tesis ya tiene demasiadas paginas como para aumentarla x10 con los
agradecimientos y ya te he hecho leer demasiadas paginas y varias veces con esta dichosa tesis,
asi que MIL GRACIAS POR TODO JEFA, siempre tuya, tu esclava, y recuérdalo siempre....
Corroboramos, iESPERO MUY IMPACIENTEMENTE TU RESPUESTA!

Bueno, y pasado el momento agradecimientos serios y protocolarios viene lo bueno, me daba
un poco de pereza, pero cuando me di cuenta que no tenia censuras y podia hacer las villanadas
he tenido que disminuir el nimero de villanadas, pero lo siento, he acabado de escribir y he
vuelto mas fuerte que nunca y con ganas acumuladas. Asi que lo siento por los que les toque
aguantarlas estos meses que me quedan pululando por el IRB y pido perdén a todos los
no esperéis monadas ninguna eso ya os lo diré borracha en la celebracion, mientras os ahorco
abrazandoos (como bien sabéis que me gusta hacer), esto es para lo importante......asi que
vamos al lio que tengo a mucha gente que repartir, quiero decir AGRADECER, AGRADECER.

Primero de todo, voy a empezar por las viejas glorias de IRB por dos motivos: uno porque no se
me olviden (porque hay algunos que llevan como siglos ya fuera del IRB, como mi amigo Dr
Navaridas), y dos porque hay algunos que cualquier momento puede ser su ultimo momento,

asi que cuanto antes lo lean mejor, por si no llegan al final (Si Gargola A.Bea va por ti & ).

Primero, queria agradecer, aunque ya ha pasado mucho tiempo, a MariAlba. Cuando llegué,
aparte de acogerme genial, me dio en herencia antes de irse dos de las cosas mas importantes
en mi tesis: uno es el sitio del escritorio donde he pasado tanto tiempo de penas y alegrias
durante la tesis, y dos, y millones de veces mds importante, jilas pinzas y tijeras de diseccionar!!
GRACIAS porque me han salvado la vida y las he cuidado como a nadie (no me imagino sacando
Uteros y separando epiteliales y estromales con las pinzas del chino de NES). Asi que Lolito, ahora
que te daré yo a ti en herencia tanto ese sitio como las tijeras, iiespero que las cuides y que te
sirvan taaaaanto como me han servido a mi!! Gracias también a Isidre, por todos los momentos
que regalaba siendo el galan de la segunda, el truan del IRB, jajajaja. Ha sido un placer tenerte
en el lab, has sido un blanco muy facil de bromas iy que se lo pongan a una tan facil da gusto la



verdad! Aunque sobre todo gracias por ensefiarme al principio de llegar aqui a hacer la técnica
gue mas he hecho durante la tesis, el WB (el que te tiene que odiar por ensefiarme es mi amigo
del chemidoc JTorres). Aun sigo y seguiré (en tu honor) haciéndolo como los zurdos. Gracias a
Carlita, que fuiste como una hermana mayor cuando llegué, por todo lo que me ensefiaste
incluido a charrar mallorquin y gritar imangarrufes! Por las frases célebres recordadas de vez en
cuando a dia de hoy como: Bastaaa Isidreeee o jhas de revelaaaa! (péngase el tono mallorqui),
pero sobre todo mil gracias por dar el paso revolucionario que nos ha facilitado la vida a todos:
jatreverte a traer los anticuerpos secundarios al congelador de PATON! jFue un pequefio paso
para los predocs, pero un gran paso para la humanidad! Gracias a la Giset, también por todas
las risas... aunque mds que gracias, DE NADA por ser Raul y yo tus psicdlogos todas las tardes,
aun sigue el altar anti gafismo que te montamos jpor si lo necesitas algun dia! Ah ah y gracias
por el curso de pelota vaska ...fue lo mas iGORA EUSKADI GISET! Gracias a mi legendaria gargola
dinoyaya y taxista favorita, la Sra Aida Bea (siempre con respeto hacia las personas de su edad),
gue, aunque al principio cuando yo era un bebe de tfg, ni me mirabas a la cara, al final acabaste
siendo mi compafiera infinita de cultivos, de gim y petro pump y mi taxista de confianza, asi que
gracias por todo, pero en especial jiigracias por ser hija de tu padre y tener medio Alpicat y
llevarnos a tantas bbq!!! (nos han salvado en la pandemia) Bueno y por las telenovelas turcas
que tenias por vida y me retransmitias en directo, daban vidilla a la cuarentenaj! Eres tan grande
como persona, como de vieja, jy eso es dificil! Y seguiria metiéndome contigo hasta que se me
desgastasen los dedos, ya lo sabes bien, pero aiin me queda mucha gente y me gusta mas decirte
estas cositas en persona, para que me contestes con el tipico ique idiota! Asi que como me
sigues a EEUU, pero a la otra punta....siempre nos quedara Virginia del Sur como punto de
encuentro & ....como no, hablando de viejas glorias no me puedo quedar sin agradecer al gran
Dr Canescencia, el grande de Charly! Y vamos no me puedo quedar sin agradecerle, porque estoy
segura que me eliminaria de todos los lados y me bloquearia para siempre si no lo hago jajajaja.
tuvieron llorando una semana (ndtese la ironia, porque eran emotivos para todo el mundo,
menos para nosotros dos), gracias porque nunca hemos despreciado a nadie con tanto carifo
como a ti. No, ahora en serio, gracias por las charlas de tardes infinitas y los consejos, por los
millones de risas y fiestas infinitas (gracias por descubrirnos el camping Ezcaba y los tequifresis),
por seguir ddndome chapas y escuchando las mias (aunque sean ciberchapas) y gracias por
animarme siempre a hacer el postdoc y seguir en la ciencia como tu. Has sido un gran apoyo en
eso, y espero egoistamente que aun tardes un tiempo en irte de EEUU y podamos coincidir y
seguir generando buenas anécdotas de contenido lamentable como siempre...porque, pese a
ser un amigo pésimo, jte quiero hermano!

Gracias a todas las nuevas incorporaciones (bueno ya no tan nuevas) de la segunda, por animar
todos los dias la segunda y seguidme el cotarro. Gracias al nuevo Charly conocido como C.ANAL,
el pitutooooooo por excelencia, siempre alegrando las mafianas con tus bromas y tus pezones,
tu acento de panchito hace reir a cualquiera (dndale Carlos andaleeee). Ademas, tener siempre
a un compatriota de Castilla (aunque en el fondo seas un panchi ilegal y de la Mancha), siempre
me ayuda a sentirme mds como en casa. Entre tU, la Isu y Celia Casas, es como estar en plena
Castilla, un dia tenemos que hacer quedada a hablar de cosas de castellanos. Solo pido que antes
de irme de aqui acabes lactando y me grabes un audio en venezolano para el recuerdo. Te dejo
en herencia, dar a Lolito todos los consejos que no me ha dado tiempo a darle, solo tu puedes



hacerlo. Gracias a la Gisel (la “jaisel”), salsita, G.Javier Vazquez, por todas las tardes de cafés con
invitados especiales, por todos las noches que hemos pasado sin separarnos de la barra mano a
mano mientras obligabas a los camareros a invitarnos a tequifresis, por todas las tardes que nos
absorbes y secuestras en tu laboratorio de chachara. Desde que no estas, ya no tenemos
tertulias de criticar a todo quisqui, y el salseo ha disminuido en picado. jNecesito que vuelvas
para que me ayudes a inventar historias! Eso si, no te voy a engafar, me ha venido genial que
estas tardes que tengo que escribir a tope, Raul y tu no estéis... porque sois unas marujas iy no
me dejdis trabajar! Se que justo te has ido de estancia, para no ver mi tesis infinita y eterna
(como Aida Bea), ademas de por lo del embarazo, para que no se te note (si Mario, si estas
leyendo esto, ya lo sabes, Gisela esta embarazada y se ha ido a dar a luz a EEUU), y te odio por
ello, pero espero que volvamos a coincidir pronto porque jse te quiere! Gracias a la Olomi, que
pese al poco tiempo que lleva aqui, es la Unica que ha conseguido que no la acaben llamando
por el mote que le puse, porque fue empezar a llamarla la pelos de loca y se corté radicalmente
el pelo al dia siguiente, jeso si que es cortar por lo sano! Ademads, es la Unica que ha sobrevivido
en tiempo, sin que Gisela la eche del lab, ieres una superviviente! Gracias por alegrarme las
mananas regaldndome esos sustos cuando te saludo, jda gusto empezar asi el dia! Gracias a la
loca del cono de Lia, por alegrarnos con sus historias de palomas, de monjas, de brujas ...de
cualquier cosa, vamos que no me sorprende ya nada de ti. Lo mismo te llama vieja una mafiana,
gue te vende unas bragas a la siguiente... itoda una caja de sorpresas esta paya! Estate atenta
porque recibirds como te prometi correspondencia desde EEUU, y espero q me cures los
empachos iy no volver a tomar manzanilla jamas! Gracias también a AnnAVISA, que pese a
gastarle la maldita broma dia si dia, también sigue sin haberme pegado. Gracias por las charlas
de cultivos, los cotilleos y clases entre risas y chismorreos del EKKE, y por supuesto por la gran
edicion de videos que haces, itienes futuro! Espero que superes algun dia el duro golpe del
informatico, y el embarazo no deseado, jANIMO! En general, GRACIAS A TODA LA SEGUNDA,
por aguantar mis gritos y villanadas diarias sin haberme denunciado a recursos humanos, Al
menos que yo sepal

Pero si agradezco a la segunda, por supuesto, y sin menospreciar a nadie, gracias al mejor lab
del IRB sin lugar a dudas iPATONC! También conocido en ciertas épocas como putonc, y no daré
explicaciones de porqué. Gracias a Marta Hereu, por todos los millones y millones de buffers,
compras...vamos por hacer los millones de cosas que te apunto todos los dias. Pero sobre todo
por aguantar lo que aguantas en el lab, porque ojito la de guerra que te damos...aunque no
engafias ya a nadie eh, te lo pasas bien, jen el fondo estas en tu salsa! Espero que jamas quites
las tetas de tu mesa jen honor a mi memoria! Gracias ademas a todos los grandes técnicos que
han pasado por patonc (y en especial a Maria la Rusa, con su alegria por las maxiguarris y su
libretita de notas) que han ayudado tanto y dejado huella en patonc. Miles de gracias a la
Macius, Anita dinamita, la melanoma madre, gracias por ser asi de sincera y contar toda la
verdad sobre el parto, gracias por seguir cayendo en la misma broma dia si, dia también, eres
muy agradecida para las bromas iy asi da gusto! Gracias por ser una detallista y seguir siendo la
Unica que viene toooooodos los dias a decir adids al lab y bueno gracias por todo, no me voy a
explayar mucho mas porque ya te lo dije todo en la tesis de Raul, y los borrachos dicen la verdad
y solamente la verdad (de las pocas verdades que te abre contado en este tiempo). Gracias a
Inés, aparte de por tooooooodo lo de Granada (que, qué te voy a decir que no te haya dicho ya),
por toooodas las mafianas hacerme de psicéloga cuando estamos a primera hora solas, por ser



una persona con la que se puede hablar (ya tu sabes), por ensefiarme el grandioso Qupath y por
reirte siempre con mis bromas hasta cuando te hablo del tejido conectivo, eres la primera
me la deberias dar tu a mi que te saque del armario, te di una novia y un trabajo asi que DE
NADA Inés, iDE NADA! Jajaja ya me iras diciendo que atuendo me tengo que poner para ser la
dama de honor de tu boda. Gracias al feto fetamen mas asqueroso y encima putero que ha
pisado el IRB, POLITO, POLLET, el rubio cenizo mas falso del IRB, dice Carlos que le despreciaba
a él... tenia que ver las bonitas palabras que nos dedicamos dia a dia (idigamos que sabemos
como mantener viva la llama de nuestra amistad!) incluso hemos llegado a las manos, aunque
el dia g saque la mano a pasear de verdad...vas a flipar asqueroso! Nunca habia conocido a
alguien que le sobraran tantos cromosomas y le faltara tanto pelo. Aunque gracias, porque pese
al asco que das, siempre serds como mi hermano pequeiio del lab, al que me gusta maltratar y
con el que me desahogo todas las tardes, compaiiero de villanadas haya donde los haya... aun
nos queda hacer LA VILLANADA FINAL, asi que solo dos cosas, a ver si aprendes a sacar un fibro
de una maldita vez (pedazo de manos de arbol) y recuerda SIEMPRE y no lo olvides jamas, pese
a que te creas que eres un machito de BLG, lo Unico que eres es UN FETO ASQUEROSO iTQM
hermano! Tienes una amiga y casa en PDT y NY para toa la vida. Y como no, agradecer al otro
machito de BLG, mi fiel pollito hermano pequefio y heredero de mis experimentos y colonias, el
mas body builder, LOLITO, Manuelito o Manuel (para cuando me la lia y me tengo que poner
seria con él). Pese a que seas un bebe que no conoce ni a la grande de Chenoa, que eres un
cagon (que nos arruind la Boite el Ultimo cumpleafios de Raul, jamas te lo perdonaremos), que
me hiciste irme de las charangas en San Fermin para ir a dormir casi a las 12 de la noche, que
tengas sindrome de déficit de atencién y seas sordo... eres un GRANDE, que siempre estd ahi
para todo, para ensefiarme videos mierda y musica muy variada, para matar isofactamente
cualquier vida que te mande y cazar los ratones que se me escapan, vamos que siempre estas
para todo lo que te pida (menos para aguantar de fiesta mas que yo)... porque si, hemos pasado
juntos poco tiempo, aunque poco pero loco asi que se te quiere lolum (L), y viendo cémo te sale
ya la Cre... no tengo pruebas, pero tampoco dudas, que dejo a mis ratoncitos y células en buenas
manos! jAsi que ya sabes en PDT tienes una amiga pa lo q quieras! Porque los dos sabemos que
va a caer el tipico: si si todo claro, pero Cris solo una cosita...que cada vez que escucho, me hace

gue no se te vuelva a olvidar lo que significa confluencia! A ver si en mi tesis te transfiero el
poder de aguantar mas que la cenicienta y no irte a dormir corriendo a las 00:00 & {A mazar
esos biceps, que algin dia los podras tener la mitad de fuertes que yo, sino preguntale a tu
prima! (PD: no hagas caso a nada de lo que te diga Carlos xfa, era mentira lo que le he escrito a
él). Y gracias a la IZAS, porque ni GREBIC ni GREBOC itu eres y seras PUTONC! Solamente un
verdadero patonc como tu vendria todas las mafianas llueva o nieve a saludar y chismorrear un
poco a primera hora, alegrandonos el dia. La Pocahontas postdoc mas villana del IRB, encima de
las de verdad, ide las que no se le nota! Mi mayor ejemplo de madre a seguir, capaz de decirle
a su hijo que se calle de una vez jajajaja iLa Unica que diariamente es capaz de beber leche de
coco y lo sobrelleva asi de bien! solo hay una palabra para ti GRANDE! Siempre te recordaré por
ser mi maestra de manejo animal (y la de la Pifiol), la que me ensefid a sacar hasta la ultima gota
de un ratén directamente desde el corazdn, y por supuesto la que me ensefid el mejor insulto
del mundo...esa chica es de mango bajito ila mejor VASCA VENEZOLANA del mundo!



Bueno y como no si agradezco a patonc, agradecer al que para mi siempre serd patonc, el Rulo,
Rulix, Rulixen, Dr Torax, la Ana Obregén del IRB, diez ainos que no son pocos aguantandome eh
(Manel a lo mejor ni habia nacido), diez afios siendo comparieros de poyatas desde el primer lab
que pisamos, diez afios compartiendo pipetas. Como tu si que no hay nadie que me desprecie
de esa manera que me crea adiccién, haces que dia a dia me esfuerce para seguir poniéndote
de los nervios y sacandote de quicio. Siempre guardare el audio corroborativo de que no sabes
como, cuando, ni donde, pero me vas a arruinar la vida ... ipara poder denunciarte algun dia!
Voy a echar de menos los cafés en anatomia, ser tu secretaria, tus visitas, que te cabrees porque
me atrevo a decirte la verdad de que no eres rubio ni tienes los ojos color miel (y eres mas bajito
que yo), el ver como no cabes en las batas y las estallas, pillarte haciendo desnudos tomando el
sol en la terraza del IRB, el verte intentando abrocharte las zapatillas y que solo llegues a las
rodillas, que te disfraces de Meritxell Soria, vamos que millones y millones de cosas que ya sabes,
porque no es que seas un hermano para ir desde la carrera, si no que eres un hijo para mis
padres jajajaja (normal te los has ganado a base de botellas y botellas de vino!) asi que ya sabes
TQM rulixen! Tq casi tanto como te quiere cualquiera de tus Albas!

Y como no, acabar agradeciendo de patonc a mi mas fiel escudero NATI NATACHI, NATIFER,
NATANAS, NATAXAXAXAAAA, quien diria que todo empezaria con un tranchetazo en la cara.
Decirte que si, pese a como lo pasabamos juntas en patonc (que ni en el hormiguero), te fuiste
ruinmente, con lo bien que te tratdbamos aqui, pero no te lo echaré jamas en cara, porque las
dos sabemos que no estaria ahora mismo aqui con la tesis escrita si eso no te hubieses ido, si
siguieses aqui seria la Unica persona del mundo que le tocara repetir doctorado. Aun recuerdo
como si fuera ayer cuando subiamos al estabulario a tocar vaginas y cola corta se colaba en tu
bata y te mordia, cuando mordiste a jamonero (nataxarataxaxaxa), o cuando ibas a mear
corriendo antes de entrar al estabulario, porque si veias mear a los ratones te meabas tu encima.
Las escapadas al estabulario no han vuelto a ser lo mismo sin ti hermana. Gracias por todas las
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abrazo ... todos estos momentos son los que me enamoraron de ti, jpor eso me case contigo!
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de sorpresas! Gracias también a Marta Corral, una de las Martis, por aguantarme siempre que
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edad para hacer estas cosas!
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compafiera de gim, la que me enganché al chichi skill (si, gracias también a Richi por todas las
risas que nos ha patrocinado tras duros dias de explotacién y desgracias en el lab), la persona
de la cuarta que mds me gusta picar y vacilar (y viceversa, no vayas de buena &), porque da
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haces pero eres un maquina, no he visto cosa mas eficiente, me atrevo a decir que eres de las
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desconecte y poder volver nueva al lab! Creedme sin vosotros no hubiese acabado, a lo mejor
si, pero aun peor, asi que en general jgracias a todos los coloconeros! Pero en especial por
supuesto a mis nifas, la becerra, la Putri y la Perra sois lo mas grande de lo mas grande que
pueda haber, jgracias de vosotras! Por todo el animo, las risas y el apoyo y carifio maximo e
incondicional. No hay mejores amigas que vosotras en la tierra, avalado por cientificos que no
las hay @@ . En especial a mi Paulit que siempre siempre esta, y ha estado ahi preocupandose
porque no estallase con el doctorado ayudandome en cualquier momento que la nescesitase TQ
hermana.

Y por supuesto, gracias infinitas a mi familia. A mis abuelos, tios, primos, a todos. Pero en
especial a mi tia Pili por siempre estar ahi. Y obviamente a mis padres, porque que si mama3,
estudié biotec por ti (que todo el mundo lo sepa iporque si no lo leéis ya se va a encargar de
contarlo ella!). Por todo el apoyo que siempre me han dado y dan en todo momento tanto
durante la carrera como durante el doctorado y apoydndome en seguir investigando con el
postdoc jsin dudarlo! Siempre pilares fundamentales de mis decisiones iMuchas gracias por
todo! Ahora que yo también tengo este hijo, os entiendo mejor.



Finalmente agradecer por su puesto a toooodos los ratones que han tenido que pasar por mis
manos para que esta tesis salga adelante (tanto los que forman parte de ella, como los que no
han tenido ese honor), desde marroncitos bonitos, hasta los calvos escrotales iGRACIAS!
Perdonarme por lo vulgar pero literalmente, jOle vuestro cofio! Y por supuesto gracias a todas
esas sefioras, que, aunque no lo sepan, por suerte para la tesis y desgracia para ellas, han
participado en esta tesis cediéndome un pedacito de ellas (literalmente hablando).

Y hasta aqui por fin, los agradecimientos, siento mucho cualquier persona que me haya olvidado,
después de toda la tesis, es que ia lo mejor os he puesto hasta en la discusién! Asi que, en
resumen, GRACIAS A TODOS POR TODO, y espero que os pueda seguir agradeciendo porque
sigais haciendo cosas por mi. Y como antes he dicho, pido perddn a todos lo que me habéis
tenido que aguantar ya todos los que les va a tocar hacerlo. Un placer coincidir en esta etapay
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ABSTRACT

Endometrial carcinoma (EC) is the most common gynecological cancer, and represents the sixth
most common type of cancer in women in developed countries. Moreover, its incidence is
increasing every year worldwide. Although early detection of EC generally has a good prognosis,
approximately 20% of cases are detected in advanced high-grade stages, which are usually
already invasive and/or metastatic, presenting a poor prognosis. This, together with the lack of
effective treatments, are the main reasons for death in patients with SC. Therefore, nowadays,
the development of new therapeutic strategies against this type of tumors continues to be a
challenge. It is now known that tumors are not only composed of tumor cells, but also of a
complex tumor microenvironment (TME) made up of a heterogeneous cell population, soluble
factors and components of the extracellular matrix (ECM), which has obvious influences on
aggressive tumor behavior. Specifically, cancer associated fibroblasts (CAFs) are one of the
major components of this TME, performing a variety of pro-tumorogenic functions widely
implicated in tumor development and progression. Loss-of-function mutations of ARID1A (AT-
rich interaction domain of Al protein) accompanied by a loss of protein expression are
frequently observed in ECs. However, the molecular mechanisms linked to this genetic change
and involved in the initiation, maintenance and/or progression of EC have remained poorly
studied and understood.

In this context, this thesis aims to analyze and understand the function of the loss of ARID1A
expression throughout the process of endometrial tumorogenesis and its implication in the
activation of TME.

In this study, using a wide variety of in vitro and in vivo models, such as: cell lines, 3D primary
cultures and xenograft or transgenic murine models, it is demonstrated that loss of ARID1A is
not sufficient per se to lead the initiation of endometrial tumorogenesis. However, loss of
ARID1A in a previously established EC context promotes the acceleration of tumor progression
and the development of metastases through overexpression and activation of histone
deacetylase 6 (HDAC6). These increased levels of HDAC6 promote tumor proliferation and
apoptotic escape through evasion of the G2/M cell cycle checkpoint and the ATM/ATR DNA
damage signaling pathway. In addition, it also induces the promotion of epithelial mesenchymal
transition (EMT) programs through hyperactivation of the MAPK pathway. Consistent with these
results, HDAC6 inhibition can restore apoptotic vulnerability and reverse the migratory and
invasive phenotypes of EC cells with ARID1A alterations. These results indicate that inhibition
of HDACG activity is a potential therapeutic strategy for patients suffering from EC with ARID1A
mutations diagnosed at advanced stages.

Furthermore, this thesis also describes that EC cells with loss of ARID1A, through secretion of
CXCL16 and consequent activation of the CXCR6/CXCL16 axis, possess the ability to promote the
activation of TME. Affecting both the aggressiveness of neighboring tumor cells with wild-type
ARID1A expression and the recruitment and activation of stromal cells. These results are
corroborated by the fact that both CXCL16 inhibition and CXCR6 inhibition can reverse the
effects observed in tumor and stromal cells. These observations position the CXCR6/CXCL16 axis
as a novel therapeutic avenue against pro-tumorogenic EMT in EC tumor patients with ARID1A
alterations.






RESUM

El cancer d'endometri (Endometrial carcinoma, CE) és el cancer ginecologic més freqlent i
representa el sisé tipus de cancer més comu en les dones de paisos industrialitzats. A més a més,
la seva incidéncia a nivell mundial esta incrementant cada any. Tot i que la deteccié primerenca
del CE, generalment, te bon pronostic, aproximadament un 20% dels casos son detectats en
estadis avancats d'alt grau, els quals normalment, ja sén invasius i/o metastatics i presenten un
mal pronostic. Aquest motiu juntament amb I'escassetat de tractaments efectius son els
principals motius de mort de les pacients amb CE. Per aix0, avui dia, continua sent un repte el
desenvolupament de noves estratégies terapéutiques contra aquest tipus de tumors.
Actualment se sap que els tumors no només estan compostos per cel-lules tumorals, sind que
es tracta d'un complex microambient tumoral (tumor microenvironment, TME) conformat per
una poblacié cel-lular heterogenia, factors solubles i components de la matriu extracel-lular
(Extracellular matrix, ECM), que posseeix evidents influéncies en comportaments agressius del
tumor. Concretament, els fibroblasts associats al cancer (cancer associated fibroblasts, CAFs)
son un dels components més importants d'aquest TME, realitzant una gran varietat de funcions
pro-tumorigéniques, ampliament implicades en el desenvolupament i la progressié tumoral. Les
mutacions de peéerdua de funcié d'ARID1A (domini d'interaccid ric en AT de la proteina Al)
acompanyades d'una perdua d'expressio de la proteina sén sovint observades als CE. Tanmateix,
els mecanismes moleculars lligats a aquest canvi genétic i involucrats en la iniciacio, el
manteniment i/o la progressié del CE, han estat escassament estudiats i compresos.

En aquest context, aquesta tesi pretén analitzar i entendre la funcié de la perdua d'expressié
d'ARID1A al llarg del procés de la tumorigenesi endometrial i la seva implicacié en I'activacié del
TME.

En aquest estudi mitjancant I'Us d'una amplia varietat de models in vitro i in vivo, com ara: linies
cel-lulars, cultius primaris 3D i models murins xenografs o transgénics es demostra que la pérdua
d'ARID1A no és suficient per liderar la iniciacio de la tumorigenesi endometrial. Tanmateix, la
pérdua d’ARID1A, en un context de CE préviament establert, promou l'acceleracié de la
progressié tumoral i el desenvolupament de les metastasis a través de la sobreexpressio i
activacio de la histona deacetilasa 6 (HDAC6). Aquests nivells incrementats de HDAC6 promouen
la proliferacié tumoral i la fugida apoptotica, mitjangant I'evasio del punt de control del cicle
cel-lular G2/M i de la via de senyalitzacio del dany al DNA ATM/ATR. A més, també indueix la
promocié de programes de la transicid epiteli mesenquima (epithelial mesenchymal transition,
EMT) mitjangant la hiperactivacio de la via de les MAPK. En concordanga amb aquests resultats,
la inhibicié d'HDAC6 pot restablir la vulnerabilitat apoptotica i revertir els fenotips migratoris i
invasius de les cel-lules de CE amb alteracions d'ARID1A. Aquests resultats indiquen que la
inhibicid de I'activitat de I'HDAC6 és una potencial estrategia terapéutica per a les pacients que
pateixen CE amb mutacions en ARID1A i diagnosticades en estadis avancats.

A més, en aquesta tesi també es descriu que les cél-lules de CE amb pérdua d'ARID1A, a través
de la secrecid de CXCL16 i la conseqient activacio de I'eix CXCR6/CXCL16, tenen la capacitat de
promoure l'activacié del TME. Aquests canvis afecten tant a I'agressivitat de les cel-lules
tumorals veines amb expressié salvatge d'ARID1A, com en el reclutament i I'activacidé de les
cel-lules de I'estroma. Aquests resultats queden corroborats amb el fet que tant la inhibicié de
CXCL16, com la inhibicid de CXCR6, poden revertir els efectes observats en les cel-lules tumorals
i estromals. Aquestes observacions situen a I'eix CXCR6/CXCL16 com una possible nova via
terapéutica contra el TME pro-tumorogenic de les pacients amb tumors de CE con alteracions
d'ARID1A.






RESUMEN

El cancer de endometrio (Endometrial carcinoma, CE) es el cancer ginecoldgico mas frecuente,
y representa el sexto tipo de cancer mas comun de las mujeres en los paises desarrollados.
Ademas, su incidencia se esta viendo incrementada cada afo a nivel mundial. Pese a que la
deteccion temprana del CE, generalmente, posee un buen prondstico, aproximadamente un
20% de los casos son detectados en estados avanzados de alto grado, los cuales normalmente
ya son invasivos y/o metastaticos, presentando un mal prondstico. Este motivo, junto con la
falta de tratamientos efectivos son los principales motivos de muerte en las pacientes con CE.
Por lo que, hoy en dia, sigue siendo un reto el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas
contra este tipo de tumores. En la actualidad se sabe que los tumores no estan compuestos
solamente de las células tumorales, sino que se trata de un complejo microambiente tumoral
(tumor microenvironment, TME) conformado por una poblacidn celular heterogénea, factores
solubles y componentes de la matriz extracelular (Extracellular matrix, ECM), que posee
evidentes influencias en comportamientos agresivos del tumor. Concretamente, los fibroblastos
asociados al cancer (cancer associated fibroblasts, CAFs) son uno de los mayores componentes
de éste TME, realizando una gran variedad de funciones pro-tumorogénicas ampliamente
implicadas en el desarrollo y progresidon tumoral. Las mutaciones de pérdida de funcion de
ARID1A (dominio de interaccion rico en AT de la proteina A1) acompafiadas de una pérdida de
expresion de proteina, son frecuentemente observadas en los CE. Sin embargo, los mecanismos
moleculares ligados a este cambio genético e involucrados en la iniciacién, mantenimiento y/o
progresion del CE, han permanecido escasamente estudiados y comprendidos.

En este contexto, esta tesis pretende analizar y entender la funcién de la perdida de expresion
de ARID1A a lo largo del proceso de la tumorogénesis endometrial y su implicacion en la
activacion del TME.

En este estudio, mediante el empleo de una amplia variedad de modelos in vitro e in vivo, tales
como: lineas celulares, cultivos primarios 3D y modelos murinos xendgrafos o transgénicos, se
demuestra que la pérdida de ARID1A no es suficiente per se para liderar la iniciacién de la
tumorogénesis endometrial. Sin embargo, la pérdida de ARID1A en un contexto de CE
previamente establecido, promueve la aceleracién de la progresidn tumoral y el desarrollo de
metastasis a través de la sobreexpresidn y activacién de la histona deacetilasa 6 (HDAC6). Estos
niveles incrementados de HDAC6 promueven la proliferacion tumoral y la fuga apoptdtica,
mediante la evasion del punto de control del ciclo celular G2/M y de la via de sefializacion del
dafio al DNA ATM/ATR. Ademds, también induce la promocién de programas de transicidn
epitelio mesénquima (epithelial mesenchymal transition, EMT), mediante la hiperactivacién de
la via de las MAPK. En concordancia con estos resultados, la inhibicion de HDAC6, puede
reestablecer la vulnerabilidad apoptdtica y revertir los fenotipos migratorios e invasivos de las
células de CE con alteraciones de ARID1A. Estos resultados indican que la inhibicién de la
actividad de HDAC6 es una potencial estrategia terapéutica para las pacientes que sufren CE con
mutaciones en ARID1A diagnosticadas en estadios avanzados.

Ademas, en esta tesis también se describe que las células de CE con pérdida de ARID1A, por
medio de la secrecién de CXCL16 y la consecuente activacidn del eje CXCR6/CXCL16, poseen la
capacidad de promover la activacion del TME. Afectando tanto a la agresividad de las células
tumorales vecinas con expresion salvaje de ARID1A, como al reclutamiento y activacion de las
células estromales. Estos resultados quedan corroborados con el hecho de que tanto la
inhibicion de CXCL16, como la inhibicién de CXCR6, puede revertir los efectos observados en las
células tumorales y estromales. Estas observaciones sitlan al eje CXCR6/CXCL16 como una
novedosa via terapéutica contra el TME pro-tumorogénico de las pacientes con tumores de CE
con alteraciones de ARID1A.
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ABREVIACIONES

“Haz las cosas lo mas simple que puedas;
pero no te limites a lo simple”

Albert Einstein
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1. INTRODUCCION

“l a duda es la semilla del
conocimiento”

Francis Bacon






INTRODUCCION

1.1.EL CANCER DE ENDOMETRIO

1.1.1. INTRODUCCION GENERAL: FISIOLOGIA DEL UTERO Y DEL ENDOMETRIO EN CONDICIONES
FISIOLOGICAS

El dtero humano es un drgano hueco con forma de pera, ubicado en la zona pélvica. El Utero es
primordial para el sistema reproductor femenino, puesto que toda implantacién y crecimiento
embrionario ocurre en él 1.

Desde el punto de vista anatémico, el Utero se compone de dos regiones principales: el cuello o
cérvix, que es la porcidn inferior y angosta; y el cuerpo, que es la porcidn superior grande del
drgano compuesta por una ancha pared y separada del cérvix por un istmo2. Desde el punto de
vista histolégico, esta pared uterina estd compuesta por tres capas que desde la luz hacia afuera
son (Figura 1):

e Endometrio, es la tlnica mucosa interna. Histolégicamente, estd compuesto por: la
lamina epithelialis, formada por epitelio columnar simple muy secretor, que constituye
numerosas glandulas tubulares; y por la lamina propia, formada por tejido conectivo,
también denominado estroma, que es rico en células estrelladas, en fibras reticulares y
en material intracelular amorfo. Ademas, aunque en menor proporcion, en la lamina
propia también puede apreciarse la existencia de linfocitos, granulocitos y macréfagos.
Fisiolégicamente el endometrio se encuentra dividido en: la capa funcional superficial,
constituida por las glandulas secretoras, las cuales son sensibles a estimulos hormonales
y se renueva cada ciclo menstrual; y la capa basal, mas profunda y vascularizada, no se
modifica cada ciclo menstrual y es la encargada de regenerar la capa funcional®=,

e Miometrio, es la tunica muscular media. Es una capa muscular gruesa formada por
haces de musculo liso que forman tres estratos con limitacidon poco precisa: el estrato
submucoso, el estrato vascular y el estrato subseroso. El primer y el ultimo estrato se
compone de fibras longitudinales paralelas al eje del érgano, mientras que el estrato
vasculares mas grueso y rico en vasos sanguineos engrosados ™.

e Perimetrio, es la tunica serosa externa. Es la cubierta peritoneal visceral del Gtero y se
continua con el peritoneo pélvico y abdominal, conectando asi ambas caras del utero
con las paredes y el suelo pélvico. Estd compuesto por mesotelio y una delgada capa de
tejido conjuntivo laxo®™,
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Figura 1. Anatomia e histologia del utero humano. A) Representacion grafica que ilustra los 6rganos
reproductores femeninos internos humanos. Se remarca las dos partes anatémicas de Utero (cérvix
y cuerpo) y las tres capas histoldgicas del Utero (endometrio, miometrio y perimetrio). Figura
adaptada de endometrio-Utero - SEOM: Sociedad Espafiola de Oncologia Médica © 2019. B) Imagen
representativa de un corte histoldgico de un Utero humano tefiido con hematoxilina-eosina. Se
remarca las tres capas histoldgicas del Utero (endometrio, miometrio y perimetrio) y las dos capas
fisiolégicas del endometrio (funcional y basal). Figura adaptada de (Uterus4 n.d.).

El dtero sirve como fuente hormonal, autocrina y paracrina, por lo que la presencia de
receptores hormonales en las diferentes capas que lo forman es variable a lo largo del ciclo
menstrual. En condiciones normales, el endometrio sufre alteraciones ciclicas conocidas como
ciclo menstrual, el cual esta dividido en tres fases: la fase proliferativa, en la cual foliculos
producidos en el ovario inducen un incremento de estrégenos a nivel sanguineo (en particular,
la estrona y el 17 B-estradiol) impulsando la proliferacién endometrial y regenerando la capa
funcional; la fase secretora, en la cual se da una segunda ola de estrégenos pero al contrario
que en la anterior, ésta no promueve la proliferacion endometrial debido a la existencia de un
aumento de progesterona que inhibe la accidn de los estrogenos, con mitosis casi inexistentes,
apreciandose un crecimiento provocado por una hipertrofia celular, un aumento de la
vasculatura y la formacién de un edema endometrial; y la fase menstrual, en la cual si no ha
habido implantacién cesa la produccién de progesterona desmoronandose asi la capa funcional
y los vasos sanguineos formados, provocando una secrecién hematica y una disminucion muy
pronunciada del grosor endometrial *.
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1.1.2. EPIDEMIOLOGIA, DIAGNOSTICO Y CLASIFICACION

El cancer de endometrio (CE) se produce cuando las células del endometrio comienzan a
proliferar fuera de control. El CE es la neoplasia ginecoldgica mas frecuente, tratandose del sexto
cancer mas comun entre mujeres a nivel mundial y el quinceno a nivel general ** (Figura 2-A).
Se estima que en 2020 se diagnosticaron mas de 417.000 nuevos casos (8,7 casos/100.000
mujeres) y fueron registrados mas de 97.370 muertes a nivel mundial **. En los paises
desarrollados, se trata del cancer ginecolégico mas comun incrementandose su tasa de
incidencia a 14,7 casos/100.000 mujeres®* (Figura 2-B).

A)
Indidencia Global Indidencia Global
Céncer Nuevos casos H Céncer Nuevos casos

(2020) : (2020)
Mama 2261419  Ambos sexos Mujeres  \jama 2,261,419

Pulmén 2,206,771 e O [ ] Colon 865,530

Colon 1,931,590 Pulmén 770,828

Prostata 1,414,259 Cervix 604,127
Estomago 1,089,103 Tiroides 448915

Higado 905,677 : Cuerpo uterino 417,367

Cervix 604,127 Estémago 369,580

Eséfago 604,100 § Ovario 313959

Tiroides 586,202 Higado 273,357

Vejiga 573,278 Linfoma 240,201

Linfoma 544,352 Pancreas 232,908

Pancreas 495,773 Leucemia 205,016
Leucemia 474,519 Esofago 185,750

Rifion 431,288 Rifi6n 160,039

Cuerpo uterino 417,367 Melanoma 150,791

B)

Ratios de incidencia mundial estimada del CE

il

“Bd

ASR (World) per 100 000

I -

8.9-14.2

53-89
26-53 I not applicable
<26 No data

Figura 2. Tasa estimada de incidencia global del CE. A) Imagen representativa del nUmero de casos
diagnosticados de los 15 tipos de cancer con mayor incidencia en 2020 a nivel mundial, separado por
género. Adaptada de Endometrial cancer statistics World Cancer Research Fund International. B)
Imagen representativa de la tasa de incidencia global del CE en funcién de la localizacién geografica
en 2020 por cada 100.000 mujeres. Adaptada de GLOBACAN 2020.



En el caso del CE el cribado rutinario para la detencidn precoz no se encuentra contemplado, y
no se procede con el estudio hasta la aparicidn de sintomas. Los primeros procedimientos de
diagnostico son: la exploracién ginecoldgica, incluyendo en ella la inspeccién con espéculo y
colposcopia y tacto vagino-abdominal que permitird definir el tamafio uterino, y la ecografia
transvaginal guiada por ultrasonidos, en la cual mediante una sonda ecografica se realiza la
medicion del endometrio. En funcién del resultado de éstas, se procede o no a la biopsia
endometrial®.

Las biopsias endometriales son el “Gold Standard” para el diagndstico del CE, existiendo diversos
tipos de técnicas para su obtencidn: biopsia por aspiracidén (aspirados endometriales), se trata
de una técnica minimamente invasiva que permite la obtencién de biopsias a ciegas de todas las
caras y angulos uterinos, por lo que presenta alta sensibilidad; la biopsia sélida, que consiste en
mediante raspado conseguir la toma de un pequefo fragmento de endometrio sospechoso; y la
histeroscopia dirigida, la cual por medio de un tubo flexible que permite la visualizacidn directa
del Utero permitiendo obtener pequefias muestras de cualquier zona sospechosa?.

Si tras los diagndsticos histoldgicos hay sospecha de posibles invasiones, se realizan pruebas de
imagen, tales como resonancia magnética o la tomografia computarizada, pruebas mas
sensibles que permiten una mejor valoracion de posibles invasiones 2.

Respecto a la clasificacidn, clasicamente el endometrio ha sido clasificado en base a criterios
clinicos, endocrinos y epidemioldgicos®’. Asi, tradicionalmente los CE se diferencian en dos
amplios grupos (Tabla 1):

e CE de tipo | o endometrioide (CEE): engloban alrededor de un 80% de los casos de CE y
se encuentran ligados a un estado hiperestrogénico. Suelen tener lugar en mujeres peri
o post menopausicas relativamente jévenes. Al ser dependientes de estrégenos
presentan elevados niveles de expresion de receptores de estrégenos y progesterona.
Suelen desarrollarse a partir de lesiones precursoras como la hiperplasia endometrial
(cony sin atipia nuclear). Sueles ser diagnosticados en estadios iniciales y de bajo grado
(CEE1-2), por lo que su pronéstico suele ser favorable. A pesar de ello,
aproximadamente un 20% de los casos de CEE diagnosticados son ya de alto grado
(CEE3), presentando un patrédn mas agresivo relacionado con la aparicién de metastasis
distales siendo causante de un 39% de las muertes causadas por CE’™ (Figura 3).

e CE de tipo Il 0 no endometrioide (CENE) o seroso: representan entorno al 20% de los
casos y no presentan relacion con los estimulos hormonales. Suelen darse en mujeres
de edad avanzada post menopausicas, generalmente con previo endometrio atréfico.
Suelen diagnosticarse en estadios avanzados, presentando diseminaciones tempranasy
peores prondsticos’ (Figura 3).
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A)
CEE (Tipo 1) CENE (Tipo Il)

f-\f

Figura 3. Carcinoma endometrial. A) Imagenes representativas de un corte histolégico de una
seccion de un Utero humano con CE de tipo | (izquierda) o de tipo Il (derecha). Modificado de Matias-
Guiu and Prat, 2013.

Caracteristicas Tipo | Tipo i
Edad Pre menopadsica Post menopadsica
Prevalencia 80-90% 10-20%
Estadio en el Temprano Avanzado

diagnostico

Relacion con el Si No
hiperestrogenismo

Lesidn precursora Hiperplasia endometrial -
Progresién Lenta Rapida
Pronéstico Bueno Malo

Tabla 1. Clasificacion dualista de Bokhman del CE. Tabla indicadora de las caracteristicas
representativas de cada grupo de CE. Adaptacién de Suarez, Felix, and Cohn 2017.

Desde el punto de vista patogénico esta caracterizacion resulta interesante, pero debido a que
el CE presenta mecanismos patogénicos muy heterogéneos la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) generd una nueva clasificacion en base a las caracteristicas histoldgicas y celulares. En
esta nueva clasificacion se incluyen nuevos tipos tumorales a partir de la integracidn de
caracteristicas moleculares de los tumores de CE°. De esta manera los actuales tipos
histolégicos de CE son:

e Carcinoma endometrioide, corresponde con el CE de tipo | de la clasificacidn dualista y
representa alrededor del 80% de los CE. Con arquitectura similar al endometrio sano,
comprende un amplio espectro de diferenciacion histoldgica, que se valora con el grado
nuclear y arquitectural, parametros que especifican la agresividad celular. Existen 3
grados (grado |, Il y Ill) en funcién de la complejidad de su histologia®®.

e Carcinoma seroso, es el tipo de CENE mds frecuente. Presentan una estructura papilar
compleja. Este tipo de CE siempre se consideran de alto grado y suelen ser
diagnosticados en estadios avanzados, siendo responsable del 40% de las muertes por
CE™.



Carcinoma de célula clara, presentan alta atipia nuclear y suelen ser estadios de alto
grado. Es poco comun y suele ser diagnosticado en estadios avanzados?®.

Carcinoma indiferenciado y desdiferenciado, el primero consta de células sin
diferenciacion evidente y el segundo de una mezcla de componente diferenciado e
indiferenciado. Representa menos del 2% de los casos, pero éstos suelen ser muy
agresivos, presentando elevada recurrencia y mortalidad?®.

Carcinoma mixto, se encuentra compuesto por una mezcla de dos o mas tipos
histolégicos, de los cuales al menos uno es seroso o de célula clara. Su comportamiento
depende del componente de mayor grado™®.

Carcinoma escamoso, compuesto por células con diferenciacion escamosa. Se
encuentra relacionado con condiciones inflamatorias crénicas. Representa el 0,5% de
los casos con una agresividad dependiente del grado®.

Carcinoma mucinoso de tipo gastrointestinal, extremadamente infrecuente. Formado
por gldndulas secretoras de mucina, generalmente de bajo grado®°.

Adenocarcinoma mesonéfrico y menonefric-like, se trata de tumores recientemente
descritos con poca informacién sobre su comportamiento.

Por otro lado, y a consecuencia de que la clasificacién dualista faltaba de precisién al no

contemplar la heterogeneidad celular, la red de investigacion de The Cancer Genome Atlas

(TCGA), propuso una nueva clasificacion molecular independiente de la histologia, creando una

clasificacidon que integraba las caracteristicas gendmicas, transcriptomicas y proteémicas del

CE®112 Generdndose asi una nueva clasificacion molecular que discierne en 4 grupos de

tumores (Figura 4):

Grupo | o POLE (ultramutado), son CEE con mutaciones somaticas en la exonucleasa
POLE y ratios de mutaciones muy elevadas, que tienen lugar en PTEN (94%), PIK3CA
(71%), PIK3RI (40%), ARID1A (76%), KRAS (53%) y ARID5B (47%). Suelen ser de alto
grado, pero asociados a buen prondstico.

Grupo Il o de inestabilidad de microsatélites (MSI), son CEE con inestabilidad de
microsatélite frecuentemente con hipermetilacion del MLH1 y una elevada ratio de
mutaciones en PTEN (88%), RPL22 (33%), KRAS (53%), KRAS (35%), PIK3CA (54%), PIK3RI
(40%) y ARID1A (37%). Suelen ser de tercer grado y asociados a prondsticos intermedios.
Grupo lll o de bajo nimero de copias, son CEE con pocas alteraciones en el nimero de
copias, y baja tasas de mutaciones. Suelen ser de cualquier grado y con prondstico
intermedio.

Grupo IV o de alto numero de copias y mutaciones en TP53 o serus-like, con un bajo
ratio de mutacion, pero muy frecuentes en TP53 (92%), ademds suelen presentar
inestabilidad gendmica con recurrentes ampliaciones (MYC, CCEN1, FGFR3 y SOX17).
Suelen estar asociados a CE de tipo seroso, mixto y endometrioide de alta grado,
presentando peores prondsticos.

Profundizar en la caracterizacidon de los diversos tipos de CE, asi como la realizacién de una

integracidn entre la clasificacion molecular y la histologia tumoral (Tabla 2), puede ser de gran

importancia para la mejora tanto de la evaluacién del prondstico como para el manejo clinico

de las pacientes?.
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Figura 4. Diagnéstico para la clasificacion molecular del CE. A) Imagen representativa del algoritmo
diagnéstico para la clasificacion integrada molecular del CE, aplicable a todos los tipos histoldgicos.

Estado de POLE

Alteraciones numero
de copias

MSI/Metilacion
MLH1

Tasa de mutaciones

Prevalencia de

mutaciones

Histologia

Grado

PFS

Grupo |

Ultramutado

Bajo

Variable

Muy elevada

POLE (100%)
PTEN (94%)
PI3KCA (71%)
FBXW?7 (82%)
ARID1A (76%)
KRAS (53%)
ARID5B (47%)

Endometrioide

Buena

Grupo Il

Normal

Bajo

Elevado

Elevada

PTEN (88%)
RPL22 (37%)

KRAS (35%)
PI3KCA (54%)
ARID1A (37%)

Endometrioide

13

Intermedia

Grupo lll

Normal

Bajo

Estable

Baja

PTEN (77%)
CTNNB1 (52%)
PI3KCA (53%)
ARID1A (42%)

Endometrioide

ly2

Intermedia

Grupo IV

Normal

Alto

Estable

Baja

TP53 (92%)
PI3KCA (47%)

Seroso,
endometrioide y
mixto

Baja

Tabla 2. Clasificacion molecular del CE y caracteristicas de cada uno. PFS, supervivencia libre
de progresion, en inglés progression-free sulvival . Adaptado de Murali et al.,2014.



Respecto a los tratamientos, la intervencidn quirdrgica, mediante la histerectomia total, es el
principal tratamiento para las mujeres con CE. Aun asi, en algunos casos es necesario el empleo
de mas de un tratamiento. La eleccidn de dichos tratamientos depende en gran medida tanto
del tipo concreto de cancer como del estadio de la enfermedad en el momento de su
deteccion®. Entre los tratamientos complementarios o adyuvantes se encuentran la
radioterapia, la quimioterapia, la terapia hormonal, la terapia molecular dirigida (con inhibicién
directa de moléculas diana) o lainmunoterapia®®**. Actualmente, entre los nuevos tratamientos
disponibles mas relevantes se pueden encontrar sobre todo tratamientos de inmunoterapia y
terapias dirigidas. Los tratamientos de inmunoterapia se basan en ayudar al sistema inmune a
combatir mejor el cancer. Actualmente existen dos tratamientos de este estilo aprobados por la
FDA (Administracion de alimentos y medicamentos): Dostarlimab, el cual se trata de un inhibidor
del punto de control del sistema inmune que va dirigido contra la via PD-1 y ha sido aprobado
para paciente con CE recurrente y deficiencias del MMR (, mismatch repair); y Pembrolizumab,
el cual también es un inhibidor del punto de control del sistema inmune dirigido contra la via
PD-1/PD-L1y ha sido aprobado para pacientes con CE avanzado entre los que se incluyen los CE
con MSI-H o con una alta carga mutacional tumoral (TMB)*>!, Pembrolizumab también ha sido
aprobado para su uso en combinacién con la terapia dirigida lenvatiniv, en algunas pacientes
con CE avanzado o recurrente, independientemente de su estado de MSI o TMB. Ademas, otras
inmunoterapias y tratamientos combinatorios estan siendo testadas en ensayos clinicos'>*¢. Los
tratamientos de terapias dirigidas, se basan en farmacos u otras sustancias que interfieren con
moléculas especificas, o dianas terapéuticas, para bloquear el crecimiento o la agresividad
tumoral. Solamente algunas terapias dirigidas son empleadas en el CE y algunas de ellas
solamente se emplean en ensayos clinicos, aunque muchas se encuentran fase de estudio®>"’.
Este tipo de terapias son basicamente empleadas en CE de alto riesgo, recurrente o metastatico.
Entre las principales terapias dirigidas podemos encontrar: el Lenvatinib, el cual es un inhibidor
de quinasas que ayuda principalmente a bloquear la formaciéon de nuevos vasos sanguineos
(inhibidor de la angiogénesis) y que, como anteriormente se ha mencionado, ha sido aprobado
en combinacidén con inmunoterapia; el Bevacizumab, el cual mediante la inhibicién de VEGF
actua también como inhibidor de la angiogénesis y que ha sido aprobado en combinacién con
guimioterapia o monoterapia; y los inhibidores de mTOR (como Everolimus o Temsirolimus), los
cuales mediante la inhibicion de mTOR impiden un normal crecimiento de las células tumorales

y que han sido aprobados en combinacidon con quimioterapia y terapias hormonales>?'’.

Cabe destacar que las metdstasis distales son una de las principales causas de los tratamientos
fallidos y de los malos prondsticos en los pacientes con CE, no existiendo un tratamiento
extendido con el que se haya demostrado una reduccién significativa de la supervivencia de

dichos pacientes después de la recurrencia de la enfermedad®®?°,



INTRODUCCION

1.1.3. CANCER DE ENDOMETRIO EN MODELOS MURINOS

A diferencia del Utero humano, el Utero murino es bicorne poseyendo dos cuellos uterinos que
conectan por la vagina a través del cérvix (Figura 5). De igual manera que en el caso de los
humanos, el Utero murino también experimenta cambios ciclicos, con la diferencia de que en
el caso de los ratones lo que experimentan es un ciclo estral en vez de menstrual, el cual se da
de manera ininterrumpida durante todo el afio y tiene una duracién de 4 a 5 dias?.
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Figura 5. Anatomia e histologia del itero murino. A) Imagen representativa del Utero murino, donde
se pueden observar las dos ramas uterinas y el cérvix. B) Imagen representativa de una seccion
histolégica de un Utero murino adulto. Imagen adaptada de Uterus | Microanatomy Web Atlas |
Gwen V. Childs, Ph.D.

El desarrollo de modelos murinos genéticamente modificados ha sido crucial para el estudio de
mecanismos moleculares encargados de gobernar la formacidn y progresién tumoral, asi como
para el de la identificacién y el desarrollo de nuevas dianas terapéuticas. De manera global,
dentro de los posibles modelos transgénicos murinos empleados para el estudio del cancer
podemos encontrar: los modelos con ganancia de funcién, empleados principalmente para el
estudio de oncogenes, dentro de los cuales encontramos los modelos de insercidn constitutiva
(los cuales sobreexpresan un transgén constitutivamente) y los modelos condicionales knock-in
(con expresidn controlada del transgén); y los modelos con pérdida de funcion, en los cuales un
gen se silencia o elimina con el fin de causar una pérdida de funcién de dicho gen, dentro de los
cuales encontramos los modelos constitutivos knock-out (donde el gen diana se encuentra
permanentemente inactivado) y los modelos condicionales knock-out (donde la pérdida del gen
de interés es regulada espacial y temporalmente, mimetizando mejor la carcinogénesis
espontanea)?!. En particular, el sistema Cre-loxP es ampliamente utilizado como herramienta
para la generacién de los modelos condicionales Knock-out. Se basa en un sistema en donde la



recombinasa Cre reconoce fragmentos especificos de DNA (acido desoxirribonucleico)
denominados sitios loxP y media la delecidon especifica de sitio de las secuencias de DNA que se
encuentras entres dos sitios loxP directamente repetidos??. Para la generacién de modelos
espacialmente controlados, son necesarios dos elementos del sistema Cre-loxP: que la
recombinasa Cre se encuentre expresada bajo un promotor que se active especificamente en la
célula o tejido de interés y que la secuencia de DNA de interés que se encuentre flanqueada por
las secuencias loxP. En estos modelos inducibles del sistema Cre, la especificidad y el momento
de la recombinacién se encuentran controladas bajo elementos regulatorios especificos de
células (promotores y/o el potenciadores) o de manera temporalmente inducible mediante
inductores exdgenos (como el tamoxifeno o la tetraciclina)?2.

PTEN (fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa) es uno de los genes supresores de tumores
mds mutados en los carcinomas humanos, presentando deleciones en numerosas neoplasias.
Mutaciones de pérdida de funcién de PTEN han sido notificadas en numerosos tipos de canceres
humanos, incluyendo el carcinoma endometrial en el cual pueden apreciarse alteraciones en
PTEN en un 40% de los casos?*?4. A lo largo de los afios, numerosos tipos de modelos murinos
con deleciones condicionales en el endometrio han sido generados para la mejora del estudio
del carcinoma endometrial?®®>. Pese a la amplia variedad de modelos murinos existentes en
nuestro laboratorio, en 2013, Mirantes. C, et al definieron un nuevo modelo murino de ratén
condicional knock-out portador de la delecién de PTEN inducible por tamoxifeno (mediante la
tecnologia Cre-LoxP), en el cual mediante la administracion de una dosis Unica de tamoxifeno se
inducia la ablacién completa de Pten principalmente en las células epiteliales. Esta pérdida
conduce a un desarrollo extremadamente rapido y reproducible de carcinomas endometriales
in situ, asi como de neoplasias de préstata e hiperplasias de tiroides?*. Generando asi un modelo
muy util para la investigacion en cancer, tanto a nivel de investigacion terapéutica como
molecular.



INTRODUCCION

1.2. EL CICLO CELULAR, LOS PUNTOS DE CONTROL DEL CICLO
CELULAR Y DANO AL DNA

1.2.1. EL CICLO CELULAR

En células eucariotas, el ciclo celular es el proceso durante el cual una célula duplica su contenido
celular completo y subsecuentemente, a través de la division, da lugar a dos células
genéticamente idénticas?. Este proceso esta controlado por una compleja red de mecanismos
de regulacién, control y balances que aseguran que no se cometan errores antes de que las
células entren y progresen a través del ciclo celular?. El ciclo celular consta de dos fases
principales que son la interfase o fase S, en la cual se da la replicacidon del DNA, y la mitosis o
fase M, en la cual se produce la separacién del DNA y la segregacion del contenido celular en
dos células hijas. Entre la fase S y M encontramos las denominadas fases de vacio (gap phases),
la G1 (que se da antes de la entrada en fase S) y la G2 (la cual se da tras la salida de la fase S).
Estas fases son periodos claves para la regulacién del ciclo celular, decidiéndose en G1 si entrar
o no en el ciclo celular y en G2 si iniciar el proceso que desencadenara en la segregacién
cromosdmica (Figura 6-A). Durante G1, las células también pueden salir del ciclo celular a un
estado reversible no proliferativo, conocido como quiescencia o G0?*7%8,

La progresién del ciclo celular se encuentra regulada por niveles secuenciales y oscilantes de la
actividad de ciclinas dependientes de quinasas (CDKs). Diferentes ciclinas reguladoras (las cuales
van produciéndose y degradandose a lo largo del ciclo (Figura 6-B)) se unen a CDKs concretas,
de manera que cada fase del ciclo celular se encuentra caracterizada por la formacién de
complejos especificos de heterodimeros ciclina/CDK, que mediante la fosforilacion de diferentes
genes diana, promueven una progresion del ciclo celular de manera secuencial y unidireccional
(Figura 6-A)*%8, La actividad de las CDKs depende principalmente de procesos de fosforilacion
y desfosforilacidn reversibles, asi como de la disponibilidad y degradacion de sus cofactores (las
ciclinas)(Figura 6-B), y de la presencia o no de diversos inhibidores de CDKs (CKls)?*%,

De tal modo, durante la fase G1, en respuesta a estimulos mitéticos y de crecimiento, la ciclina
D se acumula y forma complejos con CDK4/6 que conducen a la progresion de fase GO o G1 a
fase S. La actividad de CDK4/6 se encuentra regulada positivamente por la asociaciéon con la
ciclina D y negativamente controlada por la unidn a CKls de la familia INK4 (tales como p16, p15,
p18 o p19)?>*. El complejo CDK4/6-ciclinaD activo, mediante la fosforilacién del RB, libera el
factor de transcripcion E2F y promueve la progresion de fase G1 a S, induciéndose la
transcripcién de genes como la ciclina E y A, asi como la de otras proteinas necesarias para la
sintesis de DNA. La ciclina E forma un complejo con la CDK2, la cual se encontraba previamente
secuestrada por los CKls p21 y p27. Ademas la fosfatasa Cdc25A se encarga de promover la
activacion del complejo CDK2-ciclinaE mediante la eliminacién de fosforilaciones inhibidoras?®,
Finalmente, la ciclina A sustituye a la ciclina E, permitiendo la progresion por la fase S. Durante
la fase G2, la CDK2 es sustituida por la CDK1 y la proteina Cdc25C, mediante desfosforilaciones
de residuos claves, activa el complejo CDK1-ciclinaA, el cual facilita la progresién por G22°%,
Posteriormente, durante la fase M, es la ciclina B la que se une a CDK1 formdandose el complejo



CDK1-ciclinaB, promoviéndose la mitosis. Finalmente, la salida mitética es impulsada por el
complejo APC/CCDC20, el cual provoca la protedlisis de la ciclina B, reduciéndose la actividad
CDK a cero y reinicidndose el ciclo celular de las dos células hijas a la fase G1 (Figura 6-A)?>%,
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Figura 6. Regulacion del ciclo celular. A) Imagen esquematica de las diferentes fases del ciclo celular,
los diferentes puntos del control del ciclo celular y los diferentes complejos CDK-ciclina que regulan
la progresion del ciclo celular en las diferentes fases y varios reguladores de estos complejos. B)
Diagrama representativo de la concentracion de las diferentes ciclinas a lo largo de las diversas fases
del ciclo celular. S, interfase; G2, gap 2; M, mitosis; G1, gap 1. Creado con BioRender.com
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1.2.2.PUNTOS DE CONTROL DEL CICLO CELULAR Y LAS CELULAS CANCEROSAS

La transicidon entre las diferentes fases del ciclo esta regulada por los puntos de control del ciclo
celular, de los cuales dependen las células para evitar la acumulacién y propagacion de errores
genéticos durante la division celular?®3!, En respuesta al dafio en el DNA durante la interfase, al
estrés replicativo durante la fase S 0 a un montaje incompleto del huso mitético, puntos de
control especificos arrestan o ralentizan el ciclo celular, mediante la inhibicién de CDKs o del
APC/CCDC20, promoviendo la reparacidn de estos dafios o, en el caso de que sean irreparables,
induciendo la muerte celular?®3%, Los cuatro principales puntos de control del ciclo celular son
(Figura 7):

e El punto de control G1/S (en la transicion G1/S), se activa para prevenir la entrada a
fase S en respuesta a sefales inhibitorias del crecimiento, hipoxia o dafio del DNA. La
ataxia telangiectasia mutada (ATM) actta de sensor, fosforilando Chk2. Este una vez
activo, induce la degradacién de Cdc25A (fosfatasa activadora de CDK2), inactivandose
asi el complejo CDK2-cilinaE y quedando el ciclo celular transitoriamente arrestado en
G1. Para hacer sostenido este arresto, ATM y Chk2 activan mediante fosforilaciéon p53,
promoviendo la transcripcidn del CKI p21263! (figura 7-A).

e El punto de control intra-S (durante la fase S), se activa frente al estrés de la replicacion
del DNA. Durante este estrés, se produce la acumulacién de DNA monocatenario
(ssDNA, single strain DNA), el cual promueve la activacidn de la ataxia telangiectasia y
Rad3 relacionada (ATR) y su efector Chk1. Chk1 induce la degradacion Cdc25A (fosfatasa
promotora de la activacién de CDK2), y la activacion de Weel (quinasa inhibidora de
CDK?2). Esta ultima, mediante fosforilaciones inhibidoras en CDK2, bloquea la progresién
de la fase $%3132,

e El punto de control G2/M (en la transicidn G2/M), se activa para prevenir la entrada en
fase M, en respuesta a una replicaciéon incompleta del DNA o a dafio en el DNA. ATM y
ATR actlan como sensores promoviendo la activaciéon de Chkl y Chk2, los cuales
promueven la degradacién de Cdc25C (fosfatasa activadora de CDK1) y la activaciéon de
Weel y Mytl (quinasas inhibidoras de CDK1). Estas dos ultimas quinasas realizan
fosforilaciones inhibidoras en CDK1 (en T14 y T15), bloqueando asi la entrada en fase
M?26:3132 (figyra 7-B).

e El punto de control del huso mitético (durante la fase M, en la transicion de metafase
a anafase), se activa para asegurar que la reparticion del DNA replicado es equitativa
entre células hijas, evitando la segregacion incorrecta de cromosomas. Cuando este
punto de control se encuentra activo, forma un complejo que retrasa la salida de mitosis
hasta que la reparticion sea correcta. Cuando el arresto mitdtico es muy prolongado las

células desencadenan la muerte celular?®3132,
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Figura 7. Vias moleculares de activacion de los puntos de control del ciclo celular G1/S y G2/M.
Diagrama representativo esquematico de las vias moleculares de activacién de A) el punto de control
del ciclo celular G1/S y B) el punto de control del ciclo celular G2/M. S, interfase; G2, gap 2; M,
mitosis; G1, gap 1. Creado con BioRender.com

La induccion de sefiales proliferativas sostenidas, que conllevan a una excesiva y continuada
divisién celular, es una de las principales caracteristicas de las células cancerosas. Estas poseen
una progresion de ciclo celular descontrolada donde, en la mayoria de casos, alguno de los
puntos de control del ciclo celular ha de ser defectivo para que la célula llegue a ser cancerosa.
Los estudios mas recientes proponen que, mds que una progresion incontrolada del ciclo celular,
lo que conduce a la divisidn celular continuada de estas células es la adquisicién de mutaciones
que les otorgan capacidades para evadir la apoptosis celular y comprometer la salida del ciclo

2631 Una consecuencia importante de esta continua

celular, pese a la inestabilidad genética
division celular es que muchas de estas células cancerosas se vuelven cada vez mas
dependientes de los mecanismos de control del ciclo celular restantes, para evitar la
acumulacién y propagacién de una excesiva inestabilidad genémica. Conocer y caracterizar
dichas dependencias puede ser una gran oportunidad para la mejora de las terapias mediante

el desarrollo de nuevos tratamientos combinatorios?®3%33,



INTRODUCCION

1.2.3.REPARACION DEL DANO A DNA Y LAS CELULAS CANCEROSAS

Las células estan constantemente expuestas a daifos enddgenos y exdgenos que afectan a la
integridad de su DNA. Entre estos dafios se encuentran desajustes de las bases del ADN
introducidos durante la replicacidon del DNA; aductos de bases y enlaces cruzados generados
por agentes quimicos o luz ultra violeta; y roturas de cadena simple (SSB, single-strand breaks)
o roturas de doble cadena (DSB, double-strand breaks), generadas a causa de la topoisomerasa
abortiva, reacciones quimicas o radiaciones ionizantes (IR)**3>. Con el fin de solventar estos
danos en el DNA y transmitir sus genomas intactos a las células hijas, las células presentan
diversos mecanismos de reparacién asociados y complementarios entre ellos. En general, este
estrés genotoxico del DNA y/o su disrupcién induce inestabilidad gendémica y elevada
mutagénesis, que promueven la activacion de los mecanismos de respuesta al dafio del DNA
(DDR, DNA damage repair). Los mecanismos de DDR, tras el reconocimiento de las lesiones del
DNA, desencadenan una cascada de mecanismos para promover la reparaciéon de dichas
lesiones. Esta cascada se ayuda de una parada de la progresion celular, gracias a la activacion
de los puntos de control del ciclo celular®*3>. Las células mamiferas presentan al menos 8
mecanismos de reparacion del DNA diferentes para tratar de resolver multitud de diferentes
lesiones genotdxicas, entre las que se encuentran el sistema de reparacion del DNA por
apareamiento erréneo (MMR, mismatch repair), la reparacion por escision de base (BER, base-
excision repair), la reparacion por escision de nucledtido (NER, nucleotide-excision repair),
sintesis de translesién (TLS, translesion synthesis), recombinacién homdloga (HR, homologous
recombination), la unidn de extremos no homadlogos (NHEJ, non-homologous end joining) y las
vias de la anemia de Fanconi (FA, Falconi anemia) y la metiltransferasa de ADN O6-metilguanina
(MGMT, O6-methylguanine DNA methyltransferase) 3+®.

De todos los mecanismos de DDR, los empleados por las células para la reparacién de dafio DSB
del DNA son la via de HR y la de NHEJ. La via de HR, es una via de reparacion del dafio DSB libre
de error y restringida a la fase S y G2 del ciclo celular, ya que emplean como molde para la
reparacion una cromatida hermana. En esta via el complejo MRN (MRE11-RAD50-NBS1) se une
al DSB, reclutando y activando ATM. Entonces, MRN produce la reseccion del extremo DSB para
crear un extremo 3’de cadena simple (ss, single-stranded) que rapidamente es recubierto por
las proteinas RPA (proteina de la replicacidn A). Las proteinas RPA acaban siendo sustituidas por
la recombinasa Rad51 que, junto con otras proteinas como BRCA1 y BRCA2, forma un complejo
gue media la invasion en la cromatida hermana homaéloga y permite la reparacion libre de error
del DNA (Figura 8). Por otro lado, la via NHEJ, es una via de reparacién del daifio del DNA DSB
con tendencia a cometer errores, preferentemente usada en fases tempranas del ciclo celular
en las que aun no hay disponibles cromatidas hermanas para usar de molde3*3>, En esta via, un
heterodimero de las proteina Ku70/Ku80 se une a un extremo del DNA libre y recluta a la DNA-
PKcs, que, una vez activada, media que las proteinas XRCC4, XLF y LIG4 realicen la alineacién y

ligacién de los extremos DSB, independientemente de homologia de secuencia (Figura 8)3*736,

Si los dafios del DNA son extensivos y no pueden ser reparados, con el fin de mitigar su
expansion, las células pueden optar por otras dos vias: salir permanentemente del ciclo celular
(senescencia) o desencadenar la muerte celular programada (apoptosis), eliminando asi las
células mutadas potencialmente peligrosas #3537, Si los mecanismos de DDR fallan, queddndose



sin resolver estas lesiones en el DNA, y ademas, estas células son capaces de evadir los
mecanismos de senescencia y apoptosis, puede producirse la acumulacion de alteraciones
gendmicas. Esta acumulacion hace que poco a poco las células vayan adquiriendo fenotipos mas
proliferativos y sobrevivientes, pudiendo llegar a convertirse en células tumorales343>%’, De
hecho, la importancia de la red de DDR para el mantenimiento del genomay la prevencién de la
carcinogénesis se ve ilustrada en el hecho de que los genes que codifican para importantes
componentes de las diferentes vias de DDR, son de los genes que mayores frecuencias
mutacionales presentan en cancer®. Sin embargo, las células tumorales necesitan de las
capacidades residuales de reparacion del DNA para sobrevivir al dafio inducido por el estrés
genotoxico, presentando dependencia de vias alternativas compensatorias. Esta observada
dependencia, abre una posible diana terapéutica en las terapias antitumorales que exploten el
sinergismo entre drogas inductoras de dafio al DNA vy la inhibicién de las diferentes vias de
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Figura 8. Vias moleculares de vias de reparacion de dafno DSB del DNA. Diagrama representativo
esquematico de las vias moleculares de reparaciéon del daifio DSB del DNA, HR y NHEJ. HR,
recombinacidon homdloga; NHEJ, unién de extremos no homélogos. Creado con BioRender.com
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1.2.4.REPARACION DEL DANO A DNA Y EL CANCER DE ENDOMETRIO

Pese a que algunos estudios sugieren que alteraciones en las proteinas del DDR podrian jugar
un importante papel en la carcinogénesis endometrial y en su prediccidn, estas proteinas han
sido muy poco estudiadas en relacidon al CE (excluyendo a las proteinas del complejo MMR, como
MLH1, y la POLE, ambas empleadas para la clasificacion molecular)!*38, Cada vez gana mas
fuerza el posible el estudio de los componentes del DDR como potencial diana de terapias
moleculares dirigidas en el CE 38, Algunos estudios incluso proponen la evaluacién del estado
de combinaciones de genes de DDR como método prondstico para mejorar las estrategias
terapéuticas del CE®°.

Actualmente se sabe que componentes fundamentales del DDR se encuentran alterados en el
CE. De hecho, alteraciones en componentes como ATM o ATR han sido mayoritariamente
encontradas en los casos de CE, observdandose en un 18,7% y 12,1% de los casos,
respectivamente®®. También han sido observadas con elevada frecuencia en los casos de CE,
alteraciones en chkl (en un 3,8% de los casos), chk2 (en un 6,4%) y Weel (3,2%)*°. Ademas,
alrededor de un 15% de los casos de CENE presentan alteraciones en la via de HRR y la pérdida
de funcién de la via de MMR se encuentra presente en un 28,6% de los CEE de bajo grado y un
54,3% de los CEE de alto grado, postuldandose que estos pacientes podrian ser buenos candidatos
para las terapias dirigidas contra las vias de DDR33. De manera que varios son los estudios clinicos
actualmente activos en fases I/Il, que evaltan el efecto de los inhibidores de los mecanismos de
DDR en pacientes con CE. La mayoria de estos estudios se basan en el empleo de: inhibidores de
la PARP (Poly ADP Ribose Polymerase), tales como Olaparib, Niraparib o Rucaparib; inhibidores
de DNA-PK, como LY3023414; e inhibidores de ATR, como AZD6738. Todos ellos empleados con
terapias complementarias3.



1.3. TRANSICION EPITELIO MESENQUIMA Y CANCER

1.3.1. TRANSICION EPITELIO MESENQUIMA

La transicidn epitelio mesénquima (EMT, epithelial mesenchymal transition), es un conservado
proceso morfogénico y molecular, por el cual las células epiteliales realizan una transicion a
estados mesenquimales. Para ello las células sufren diversos cambios entre los que se incluyen:
la induccién de una pérdida de polaridad y de los contactos célula-célula; remodelaciones del
citoesqueleto de actina que conducen a la elongacidn y movilidad celular debido a la formacidn
de filopodios; y la adquisicion de habilidades migratorias e invasivas, mediante la expresién de
programas de genes de tipo mesenquimal*=3,

Las células epiteliales, no invasivas, se caracterizan por tener una fuerte polaridad apico-basal
que les confiere estabilidad, adherencia a la matriz y comunicacion intercelular®. Esta polaridad
viene establecida gracias a diversas y estrechas adhesiones célula-célula y célula-matriz tales
como: uniones estrechas, que son las responsables de unir proteinas transmembranales al
citoesqueleto y estan compuestas por claudinas y ocludinas unidas a filamentos de actina;
uniones adherentes, que son las responsables de uniones homofilicas entre células adherentes
y estdn compuestas por B-catenina y cadherinas (de las cuales la E-cadherina es el componente
central y su baja expresion se relaciona directamente con el EMT); uniones Gap, que proveen
adherencia y permiten el paso de iones y estdn compuestas por complejos proteicos de
conexina; desmosomas, que establecen conexiones puntuales entre células vecinas y estan
mediadas por desmogleinas y desmocolinas; y los hemidesmosomas, que establecen uniones
focales fuertes entre las células y la matriz extracelular y estdn formados por integrinas*. A
diferencia de éstas, las células mesenquimales presentan una polaridad antero-posterior y
poseen uniones no estables, lo que les permite tener una mayor movilidad entre células®.

El EMT juega un papel fundamental en procesos como la morfogénesis y la formacion de
multiples tejidos y d6rganos, pero también contribuye a la reparacidon celular y puede
adversamente participar en la fibrosis de 6rganos y la progresion tumoral**#4. Una caracteristica
principal de la activacion del proceso de EMT, es la pérdida de expresion de proteinas de uniones
celulares caracteristicas del fenotipo epitelial. Estas proteinas actian no solo como proteinas de
anclaje dando soporte a la estructura epitelial, sino que también regulan una serie de vias de
sefializacidn que al ser desreguladas pueden promover los fenotipos de EMT y la invasén®. A su
vez, también se da un incremento de la expresion de genes mesenquimales como la N-
cadherina, la fibronectina o la vimentina, proteinas criticas para la migracion celular que actuan
en la superficie celular (las dos primeras) o mediante la reorganizacién del citoesqueleto de
actina en filamentos intermedios®. Estas transiciones facilitan la movilidad celulary la formacién
de nuevas protuberancias en la membrana, como los invadopodios, que junto al incremento de
la expresién de las metaloproteasas 2 y 9 (MMP), facilitan la degradacién de la matriz
extracelular. A su vez, también se da lugar a la formacidn de fibras de estrés de actina que
incrementan la contraccion celular. En conjunto, todas estas caracteristicas dan lugar a la
adquisicién de comportamientos migratorios e invasivos por parte de las células®. Por lo que la
pérdida de expresién de marcadores epiteliales y la ganancia de expresién de marcadores
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mesenquimales es ampliamente usada como marcador de la transicion EMT. Siendo la E-
cadherina, ocludinas, B-catenina y citoqueratina los mas comunmente empleados como
marcadores epiteliales y la N-cadherina, vimentina y metaloproteasas los mas tipicamente

empleados como marcadores mesenquimales (Figura 9)**.
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Figura 9. Proceso de EMT. A) Esquema representativo del proceso de EMT reversible y transicional,
en el cual se aprecian los diferentes estados transicionales del proceso de EMT y los marcadores
caracteristicos de ambos fenotipos (epitelial y mesenquimal). Creado con BioRender.com

El EMT esta regulado a diferentes niveles mediante: la integracion de modificaciones
epigenéticas (mediado por miRNA y modificadores de la cromatina como HDAC1 y 2 o SIN3A);
la regulacion transcripcional (siendo los factores de transcripcion de mayor importancia SNAIL1,
SNAIL2, ZEB1 and TWIST1); el splicing alternativo (mediado por ESRP1 y ESRP2); la estabilidad
de proteinas (mediante ubiquitaciones y fosforilaciones); y localizacion subcelular de

proteinas*™3,

Ademads, muchas son las vias de sefalizacidn que participan en el
desencadenamiento del EMT (entre las que se encuentran la via de TGFb, Wnt, Notch, NFkb o
de las MAPK) y la mayoria conducen a la sobreexpresion de represores de marcadores

epiteliales, tales como los genes SNAIL*Y™3,

El EMT es un proceso reversible, denominandose al proceso inverso transicidon mesénquima
epitelio (MET) *. Ademds, los nuevos descubrimientos sobre el EMT han clarificado que el
programa de EMT no es un “todo o nada”, no es un cambio entre dos Unicos estados alternativos
(mesenquimal o epitelial). Sino que se trata de un conjunto de estados transicionales multiples
y dindmicos, entre los fenotipos epitelial y mesenquimal, existiendo una plasticidad celular que



permite a las células estar en estados intermedios, bajo un EMT parcial (Figura 9)**%, De hecho,
en ciertos tumores de origen epitelial (tales como el de ovario, pulmén, mama o endometrio),
dentro de un mismo tumor el proceso de EMT no es homogéneo. De tal manera, dentro de un
mismo microambiente tumoral puede observarse un espectro de diferentes estados de EMT, en
el que por ejemplo, mientras que el frente invasivo presenta una elevada ejecuciéon de
programas EMT, el cuerpo del tumor permanece fenotipicamente epitelial, existiendo un
gradiente de fenotipos EMT*L. Por ello, queda mas o menos claro que, en la patogénesis del
cancer, las células neoplasicas en las fases mas iniciales, se encuentran en un estado mas similar
al epitelial, y que a medida que se da la progresién tumoral, estas mismas células van
adquiriendo gradualmente caracteristicas mesenquimales®’. Aunque rara vez los programas de
EMT actuan como interruptores binarios, que alternan entre los extremos del espectro epitelial-
mesenquimal, han sido notificados estudios en los que ciertos factores transcripcionales
caracteristicos del EMT se expresan constitutivamente. Sin embargo, cada vez es mas evidente
gue estas observaciones solo se dan a nivel experimental como resultado de “artefactos
experimentales”, y no a nivel fisiolégico en los lugares de cicatrizacion de herida o en la
progresion tumoral®’. Ademas, se ha visto que no todos los tumores agresivos invasivos exhiben
fenotipos de EMT, corroborandose la idea de que algunos tumores pueden presentar programas
de EMT parciales o incompletos®,

Se han descrito importantes roles para el proceso de EMT y su plasticidad en diversas
propiedades tumorales, tales como la invasién y metastasis, la adquisicién de propiedades de
células madre, la evasién inmune v la resistencia a la quimioterapia®’. De todas ellas, como
anteriormente se ha explicado, su relacién con la invasidn es la mas ampliamente descrita. Sin
embargo, su implicacién en el resto de propiedades también puede ser de vital relevancia para
la progresidn tumoral. Por ejemplo, varios son los estudios que demuestran una asociacién entre
la transicidn EMT y la adquisicidn de propiedades similares a las de las células madre en diversos
tipos de carcinomas, confiriéndoles propiedades de células madre cancerosas, que podrian
facilitar la colonizacidon de 6rganos distales®. Ademas, se ha visto que la transicion EMT puede
promover en las células tumorales epiteliales la expresion de varias moléculas
inmunosupresoras que las hacen resistentes al ataque citolitico por parte de los linfocitos T
CD8%. Finalmente, también ha sido descrito que en un contexto de neoplasia, el proceso de EMT
puede elevar la adquisicion de resistencias tanto a quimioterapias comunmente empleadas

como a terapias dirigidas, mediante la evasion apoptética®®*°.

Este rol tan importante del EMT en diferentes procesos relacionados con la progresiéon tumoral,
sitia a las terapias dirigidas contra las células residuales tumorales con programas de EMT
activados, en el punto de mira de los tratamientos para los pacientes tumores metastaticos y
recurrentes®. Varios son los estudios preclinicos que han testados moléculas inhibidoras
pequefias (SMI) contra vias de sefializacidn asociadas al EMT*. Sin embargo, a la hora del disefio
de nuevas terapias contra el proceso de EMT, hay que tener en cuenta la plasticidad celular de
estos programas, valorando la posibilidad de que la reversién del EMT pueda desencadenar la
recurrencia de células epiteliales ya diseminadas. Por lo que la opcidn mas adecuada para este
tipo de terapias, seria el uso de estas terapias anti-EMT en combinacién con terapias
conceptuales dirigidas contra las poblaciones tumorales epiteliales, combatiendo esta dindmica
del proceso de EMT y la heterogeneidad tumoral®.
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1.3.2.EMT Y CARCINOMA ENDOMETRIAL

En lo que respecta al CE, caracteristicas distintivas de los programas de EMT han sido
ampliamente descritas, asocidndose con prondsticos adversos. Entre estas caracteristicas se
puede observar tanto la pérdida de expresion de E-cadherina, como de la induccién de sus
represores. *>°°, Ademas, la activacion, modulacién y plasticidad de estos programas de EMT
han demostrado tener un importante papel durante la invasién miometrial en el CE .

Hurt et al. y Singh et al., describieron que elevados niveles de Zeb1 se encontraban relacionados
con la progresion de los tumores ginecoldgicos™. Ademas, Kyo et al., observaron que el patrén
de expresion de twist se daba preferentemente en las regiones marginales de los CE, y que éste
se encontraba inversamente relacionado con la expresidn de E-cadherina®. El factor
transcripcional SNAIL, también se ha visto que juega un papel importante en el CE,
correlaciondndose ademas con la reduccion de la expresidon de receptor de estrégenos a*>*,
Por otro lado, varios son los estudios que han asociado la disminucién de la expresién de E-
cadherina, con incrementos de la B-catenina nuclear y la pérdida de receptor de estrégenos a,
adquiriéndose en estos tumores caracteristicas mas agresivas, especialmente de CE de alto
grado®**°. Finalmente, también ha sido descrita la asociacion entre niveles bajos de E-cadherina

y la presencia de nddulos metastaticos en pacientes con CE***°,

Ademas, otras alteraciones moleculares, no tan representativas pero relacionadas también con
los procesos de EMT, han sido descritas en casos de CE. Por ejemplo, se ha visto que la expresion
de L1ICAM muestra una correlacion inversa con la expresion de E-cadherina, y que este hecho
se encuentra asociado con peores prondsticos en las pacientes con CE***°, También se ha
observado que incrementos de BMI-1 en casos de CE contribuye a la adquisicién de fenotipos
invasivos via EMT**%0,

Por lo que es evidente la relacidon existente entre los procesos de EMT y la adquisicidon de
fenotipos mas agresivos en los CE.

1.3.3.CASCADA METASTATICA, METASTASIS Y CARCINOMA ENDOMETRIAL

La activacidon del proceso de EMT ha sido relacionada con las células cancerosas, ligdndola con
la capacidad de diseminacidn de los tumores primarios, permitiendo la generacidén de metastasis
en drganos distales®. La metdastasis consiste en la diseminacién de las células tumorales desde
su localizacion y tumor de origen, a nuevas localizaciones donde forman tumores secundarios
denominados metastasis>**2,

Para la formacién efectiva de estas metastasis, las células han de pasar una serie de eventos
secuenciales denominados cascada metastatica. Durante la cascada metastatica, las células
tumorales deben adquirir cierta plasticidad, permitiendo la invasién del tejido mesenquimal
subyacente, realizando la intravasacion a los vasos sanguineos y la circulacién por el torrente
sanguineo, para finalmente realizar la extravasacion y colonizacidon de los drganos distales
(Figura 10)4+46:53,
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Figura 10. Cascada metastatica. A) Esquema representativo del proceso de cascada metastatica y
sus diferentes fases: la invasion del tejido subyacente, la intravasacién de los vasos sanguineos, la
circulacidn por el torrente sanguineo, la extravasaciéon y colonizacion en los tejidos distales. Creado
con BioRender.com

La metdstasis es responsable del mayor numero de las muertes producidas en los pacientes con
cancer, observandose que cuando los tumores se expanden a érganos distantes la esperanza de
vida decrece de manera extremadamente significativa®°2. A pesar de los avances en la
deteccidn y tratamiento de los tumores, en ocasiones, tras dichos tratamientos, existen células
residuales diseminadas que permanecen presentes e indetectables debido a su pequefio
tamafio, siendo una potencial fuente de recaida®*?. Este factor, junto con la complejidad del
proceso de diseminacién, hace que los principales retos para conseguir mejores resultados en
la enfermedad metastaticas sean: 1) conseguir una mejor deteccién y cuantificacién de la carga
metastatica durante los tratamientos (mejorando las técnicas de diagndstico), 2) conseguir
predecir que pacientes desarrollaran enfermedad metastatica que se manifieste, 3) conseguir
entender mejor los mecanismos que gobiernan las metastasis tumorales y 4) conseguir

desarrollar terapias anti metastaticas mas efectivas®>2,

En el caso del CE, el tumor puede diseminarse principalmente de tres modos: 1) por contigliidad
(siendo ésta la via mas frecuente), infiltrando primero el miometrio y mas tarde el cérvix, y
pudiendo acabar metastatizando en la vagina, las trompas de Falopio o incluso en el recto o la
vejiga; 2) por via linfatica (la cual es un poco menos frecuente), soliendo ser responsable de las
metastasis ganglionares; o 3) por via hematica (la cual es la mas rara), que es la responsable de
las metastasis a distancia, siendo pulmdn el érgano mas colonizado®*%. Aunque, a frecuencias
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muy bajas, también se han observado la aparicién de metdstasis de CE en sitios atipicos como
drganos intraabdominales, huesos, cerebro, pared abdominal o musculo®®.

La mayoria de mujeres diagnosticadas con CE en estado avanzado o recurrente presentan un
mal prondstico. Las recurrencias locales o distales tras el tratamiento quirurgico siguen siendo
un gran problema en las pacientes con CE primario de alto riesgo®®. El 64% de las
recurrencias/metastasis ocurren en un plazo de 2 afios alcanzandose el 87% de los casos a partir
del tercer afio posterior al tratamiento®®. La media de supervivencia de las pacientes con CE
metastatico/recurrente es muy corta, situdndose entre 12 y 15 meses en las mujeres con
enfermedad medible®”*®, Lamentablemente, la mayoria de terapias actuales para el CE
metastatico o recurrente se asocian a elevada toxicidad y eficacias limitadas. Por ello es
extremamente necesario el desarrollo de diagndsticos y terapias efectivas para el CE en estos
estadios ya avanzados.



1.4. MICROAMBIENTE TUMORAL

1.4.1. ESTROMA ENDOMETRIAL Y FUNCION DUAL DEL ESTROMA

El estroma endometrial es el compartimento que proporciona el marco tisular conectivo y que
constituye la parte mds abundante del endometrio. Posee un importante papel en la
proliferacién y la remodelacién endometrial, asi como en la localizacion de las células inmunes
periformes y en la ruptura endometrial durante el ciclo menstrual (bajo la estrecha regulacién
de los niveles de estrégeno y progesterona)®. Las células que constituyen el estroma
endometrial son células pequefias mesodérmicas principalmente de tipo fibrobldstico que se
encuentran junto con linfocitos, macréfagos, y vasos sanguineos dispersos, soportadas
estructuralmente por un componente no celular denominado matriz extracelular (ECM)%%%%, Su
morfologia y agrupaciones puede variar en funcién de la fase del ciclo menstrual en la que se
encuentre®l,

En condiciones normales, los tejidos de los drganos intercambian multiple informacion entre
diferentes células, mediante contacto celular directo, citoquinas o la ECM. Estas senales son
fundamentales para mantener la diferenciacion celular y las complejas estructuras de los
tejidos!®®253, De hecho, una caracteristica importante del estroma en un contexto normal es la
generacion y mantenimiento de la polaridad de las células epiteliales, puesto que éstas reciben
multitud de sefiales del medio que ayudan a mantener su superficie basal y mantenerse
diferenciadas. La superficie basal de las células epiteliales estd asociada con la membrana basal,
una forma especializada de ECM que separa el compartimento basal del estromal dando soporte
estructural y ayudando a la polarizacidn. Esta capa es dindmica, y en funcién de su composicion
y caracteristicas fisicas, los diferentes factores solubles pueden ejercer diferentes efectos en las
células epiteliales. Por lo que, una homeostasis en el microambiente es crucial para el
mantenimiento de una correcta arquitectura tisular y el control de los posibles fenotipos
malignos tempranos, pudiendo retrasar o incluso prevenir la tumorogénesis (Figura 11)962764,

Sin embargo, durante la transformacién premaligna de las células, la diferenciacién celular de
las células epiteliales cancerosas se ve comprometida y, aunque la membrana basal en esta fase
sigue intacta, esta homeostasis celular entre los diferentes compartimentos se altera. De
manera que las células estromales comienzan a ser activadas por medio de la secrecion de
factores de crecimiento moduladores del estroma (tales como VEGF, PDGF, EGFR o TGFp) (Figura
11)1963,

De tal modo, en la progresidn a carcinoma, esta cascada de activacion paracrina por parte de las
células cancerosas induce reacciones estromales como la vascularizacidn o la respuesta inmune
y promueve la activacidén de células estromales. Estas células estromales activadas a su vez
reclutan y activan mas células estromales, que a su vez generan mas factores adicionales y
proteasas, generandose un estroma tumoral activo que apoya la progresidon y diseminacién
tumoral. Finalmente, tras esta activaciéon estromal sostenida con presencia de proteasas, se
produce la remodelacion de la ECM, y con ella una degradacién de la membrana basal que
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permite un microambiente pro-migratorio y pro-invasivo de las células epiteliales (Figura

11)19,63.
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Figura 11. Proceso de activacion estromal. A) Esquema representativo del proceso de activacion
estromal, en el cual se aprecia la pérdida de homeostasis tisular y las diferentes fases de la activacidn
estromal tumoral desde el estroma quiescente de un tejido epitelial normal hasta el estroma tumoral
reactivo generado en un carcinoma epitelial. Creado con BioRender.com

1.4.2.MICROAMBIENTE TUMORAL: GENERALIDADES Y COMPONENTES.

Los tumores no son simplemente un grupo de células tumorales, sino que ademas estan
compuestos por una mezcla heterogénea de células residentes e infiltradas, factores secretados
y EC. Todos estos componentes forman una entidad compleja y en continua evolucién en la que
se desarrolla el tumor, a la cual se le denomina microambiente tumoral (TME)®. El papel critico
del TME en la carcinogénesis y el desarrollo tumoral ha sido planteado desde 1889, cuando
Stephen Paget planted la hipétesis de la “semilla y la tierra” (“seed and soil”), en la que sugiere
que las células tumorales (la semilla) necesita para crecer un microambiente favorable
localizado en tejidos concretos (la tierra)®. Tal es la importancia otorgada en los Ultimos afios al
TME, que el tumor ya no es considerado como una masa de células cancerosas homogéneas, si
no que se le reconoce con la complexidad de todas las diversas células que lo componen,
llegando a ser incluido el TME como uno de las caracteristicas representativas (“hallmarks”) del

cancer®®’,

La composicién del TME varia en funcidon del tipo de tumor, pero en general cominmente estan
compuestos por: células inmunes, incluyendo linfocitos Ty B, macréfagos asociados a tumores
(TAM), células dendriticas (DC), células asesinas (NK, natural killer), neutréfilos y células
mieloides supresoras (MDSC); células estromales tales como fibroblastos asociados al cancer
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(CAFs, cancer associated fibroblast), células endoteliales, pericitos, adipocitos y células
mesenquimales estromales; la ECM (compuesta por coldgenos, fibronectina, elastina y
laminina); y otras moléculas secretadas , tales como factores de crecimiento, citoquinas,

quimioquinas, y vesiculas extracelulares (Figura 12)5¢7.
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Figura 12. Componentes del microambiente tumoral. A) Esquema representativo de los
componentes del microambiente tumoral conformado por células residentes, células infiltradas,
factores secretados y matriz extracelular. Creado con BioRender.com

En el caso del CE, como en muchos tipos de tumores, se ha observado que el TME tiene una
funcién muy importante en contribuir a la progresion tumoral. De hecho se ha visto que tumores
primarios de CE, generados a causa de mutaciones en PTEN, KRAS, TP53 e inestabilidad de
microsatélite, no son capaces de progresar a carcinomas de alto grado o metastasis si no van
acompafiadas de un soporte favorable y pro-tumorogénico del TMEY, Como ya se ha
mencionado en puntos anteriores, la invasion y metastasis de las células de CE es una de las
principales razones de los tratamientos fallidos y malos prondsticos de las pacientes con CE, por
lo que la identificacion de sefiales del TME promotoras de la progresién tumoral, podrian servir
potencialmente como biomarcadores y posibles dianas terapéuticas del CE de alto grado
metastético/recurrente, ayudando a la mejora de estos casos®.
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1.5. FIBROBLASTOS ASOCIADOS AL CANCER (CAF)

1.5.1. INTRODUCCION GENERAL Y ACTIVACION DE LOS CAFs

Los CAFs son el mayor componente del estroma tumoral, y juegan un papel critico en facilitar la
interaccion entre las células tumorales y el TME. Dentro del microambiente tumoral, los CAFs
son los encargados de producir la mayoria de los componentes extracelulares, incluyendo entre
ellos factores de crecimiento, citoquinas, diferentes enzimas y componentes de la matriz
extracelular®®®, Tal es asi, que estas células son primordiales en la relacién del TME con las
células tumorales, por medio de 4 caminos principalmente: 1) promoviendo la proliferacién y
metastasis tumoral, 2) promoviendo la neoangiogénesis, 3) remodelando la ECM, y 4)
promoviendo la inmunosupresién tumoral. Ademds, proporcionan resistencia a las terapias
antitumorales, impidiendo el acceso de los farmacos®>%8°,

Los CAF son un grupo heterogéneo de células altamente versatiles, plasticas y resilientes que se
encuentran tanto en el tumor primario como en los focos metastaticos, y que poseen una clara
implicacidn en la progresidon tumoral®>®%°, Pese a su gran heterogeneidad, este grupo de células
se caracterizan por: ser negativas para marcadores epiteliales, endoteliales y leucocitarios, y
positivas para marcadores mesenquimales como la vimentina; presentar morfologias elongadas,
en forma de huso; y carecer de las mutaciones encontradas en las células tumorales a las que
soportan®>6869,

La gran heterogeneidad de los CAF es contribuida a la multiple cantidad de precursores celulares
de los que puede proceder, tales como: fibroblastos residentes del tejido en estado quiescente
(son la principal fuente de células precursoras de los CAF), células madre mesenquimales
derivadas de la médula dsea (MSCs), adipocitos, pericitos, células endoteliales (que han sufrido
transicion endotelial a mesenquimal, EndMT) o células cancerosas bajo transicion EMT (Figura
13)%>8889 Aun asi, el origen preciso de los CAF y sus subpoblaciones permanece elusivo. Esto es
debido parcialmente a la amplia plasticidad funcional y fenotipica de estas células, y a su
consecuente falta de biomarcadores de linaje bien definidos®®®°. Pese a ello, existen una amplia
variedad de marcadores intracelulares, extracelulares y de membrana empleados para aislar o
identificar a los CAFs tales como a-SMA (Alpha Smooth Muscle Actin), vimentina, FSP-1 (Proteina
especifica de fibroblastos) , FAP (Proteina de Activacidn de Fibroblastos), PDGFRay 3 (factor de
crecimiento derivado de las plaquetas), COL1A1, COL1A2 o LUM entre otros’®’. Ademads,
nuevos marcadores de CAFs estan constantemente siendo encontrados, gracias a la gran

cantidad de estudios y a la actual implementacidn de nuevas tecnologias como el scRNA-seq”®%,
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Figura 13. Mecanismos de activacidon y origen de los CAFs. A) Esquema representativo de los
multiples mecanismos que contribuyen a la activacion de los fibroblastos asociados al cancer (CAFs),
asi como de las potenciales células de origen de los CAF que han sido reportadas. MSC, células madre
mesenquimales derivadas de la médula dsea. Creado con BioRender.com

En un estado fisiolégico normal del desarrollo, los fibroblastos son los mayores productores de
ECM. Los fibroblastos son células normalmente quiescentes, que pueden ser activados en
respuesta a dafio tisular, produciendo TGF-B (Transforming growth factor-beta) que
desencadena la expresidon de a-SMA y la adquisicion de fenotipos altamente contractiles, estado
en el cual se les denomina miofibroblastos®®. También se ha observado que estos fibroblastos
tienen capacidades de desdiferenciar células epiteliales vecinas, promover la angiogénesis, y
coordinar la funcidn del sistema inmune, por medio de la secrecidén de citoquinas. Asi, queda
demostrado que los fibroblastos, ademas de su tipico rol en la produccién de ECM, tienen
importantes papeles en la comunicacién intercelular, afectando tanto en la homeostasis celular
como en la reparacién tisular 72. Teniendo en cuenta el papel que juegan los fibroblastos en la
reparacion y homeostasis tisular, es posible que rasgos caracteristicos de las funciones de los
CAFs, correspondan con las funciones fisioldgicas de estos fibroblastos’?.

Respecto a la activacién y adquisicidn en los fenotipos CAF, se ha observado que muy rara vez
son debido a alteraciones genéticas de los propios CAF, sino que existen sefiales bien
caracterizadas que promueven esta activacién y transformacién. Entre estas sefiales destacan
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principalmnete: 1) la activacion de la via de sefalizacidn de TGF-, que converge en la expresion
de a-SMA y la contractibilidad del citoesqueleto; 2) la secrecién de PDGF, FGF y otros factores
por parte de las células tumorales y estromales; 3) el contacto directo entre células tumorales y
los fibroblastos; 4) sefales inflamatorias por citoquinas moduladoras como IL1 o IL6; 5) cambios
fisicos de la matriz extracelular, tanto por la rigidez como por la composicidn; 6) la presencia de
estrés fisioldgico, tanto por la presencia de ROS (especies reactivas de oxigeno) como por
alteraciones del metabolismo; o 7) la presencia de dafio DSB del DNA, inducida por la
quimioterapia y la radioterapia’®’2 Estas sefiales son producidas tanto por las células tumorales
como por las células estromales del entorno (siendo tanto paracrinas como autocrinas), y se
producen de manera sostenida para una vez activado, mantener el fenotipo CAF y su funcién
pro-tumoral (Figura 13)7°72,

1.5.2.FUNCIONES, SUBTIPOS Y ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS

Los CAFs son capaces de secretar una gran variedad de factores de crecimiento, citoquinas (tales
como TGF-B, IL6, VEGF o CXCL12), exosomas y diferentes tipos de proteinas (desde colageno a
metaloproteasas), que sostienen el crecimiento y la progresidon tumoral mediante su implicacion
en una amplia variedad de funciones biolégicas®®’:. De tal modo, mediante la remodelacion de
la matriz (ya sea favoreciendo la rigidez de ésta, mediante la produccién de matriz
(estromagénesis), o favoreciendo su permisividad por medio de la secrecién de proteasas
(remodelacién de la ECM)), la secrecidn de diversos factores solubles y la alteracion del estado
metabdlico, los CAFs se encuentran involucrados en multiples procesos pro-tumorales entre los
que destacan: 1) la tumorogénesis, 2) la angiogénesis, 3) la metastasis e invasion , 4) la
inmunosupresidon, 5) la resistencia a farmacos y 6) el mantenimiento de fenotipos
desdiferenciados (“cancer stemness”) (Figura 14)%7%,
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Figura 14. Mecanismos de funcionamiento de los CAFs. A) Esquema representativo de los multiples
mecanismos y funciones en los que se encuentran involucrados los fibroblastos asociados al cancer
(CAFs,) y como contribuyen a la actividad pro-tumoral. ECM, matriz extracelular. Creado con
BioRender.com

La gran diversidad de funciones y heterogeneidad atribuida a los CAFs presentaba la cuestion de
si un solo tipo de CAF simultdaneamente podia realizar todas estas funciones, o si por el contrario,
existen diferentes subespecializaciones vy la posibilidad de intercambiar entre estos diferentes
estados®®. Actualmente, existen una gran cantidad de pruebas que combinan una amplia
variedad de ensayos funcionales con tecnologias de scRNA-seq, cuyos resultados sefialan a una
cierta especializacion de los CAFs®, Varios son los grupos que han reportado distintas
subpoblaciones de CAFs, con multiples diferentes funciones dentro del TME y con perfiles de
expresion variados en funcién del tipo tumoral, pero también con algunas firmas comunes entre
ellos’. De hecho, existe una observacidn general y recurrente entre diferentes tipos tumorales,
que separa los CAFs principalmente en dos subgrupos distintivos: los que presentan el
denominado fenotipo myoCAFs (CAFs miofibroblasticos), localizados mas préximos a las células
tumorales, presentan un fenotipo contrdctil y con capacidad de producir y remodelar la matriz,
y una elevada expresion de TGF-B, a-SMA y COL1A; y los que presentan un fenotipo iCAF (CAFs
inflamatorios), localizados en lugares mas distales de a las células tumorales, presentan un
secretoma proinflamatorio e inmunomodulador y expresan elevados niveles de IL-6, IL1 y
CCL2%873, Sin embargo, se ha observado que existen poblaciones de CAFs que pueden presentar
fenotipos combinados de myoCAF e iCAF, indicando que estas subpoblaciones de CAFs no se
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encuentran fijas en estados diferenciados, si no que tienen capacidades potenciales de
presentar plasticidad y conversion entre los diferentes estados’. Tal es la heterogeneidad de
los CAFs, que ademas de la clara funcién pro tumoral que poseen, recientes estudios han
descrito que en algunos casos pueden llegar incluso a presentar un rol antitumoral en funcién
del contexto’?. Estos CAFs con efectos inhibidores del tumor, se encuentran en el TME en
estados tempranos del desarrollo tumoral, actuando como un mecanismo de defensa para
retener el crecimiento tumoral en las fases mas tempranas de la tumorogénesis’. De igual
manera, fibroblastos normales presentes en el TME en estadios tempranos del crecimiento
tumoral, han sido relacionados con propiedades antitumorales’. Aun asi, pese a compartir una
amplia gama de caracteristicas, existen claras diferencias respecto a las caracteristicas
moleculares y grados de efecto antitumoral, entre estos fibroblastos normales y los CAF
antitumorales’. En base a la clara heterogeneidad y dindmica espaciotemporal de los CAFs, los
diferentes subtipos de CAFs identificados, han sido postulados como “estados transicionales”
en vez de como tipos celulares.

Debido a las importantes funciones que desempeiian los CAF en la progresidn tumoral, esta
poblacién estromal y sus funciones son una prometedora estrategia para las terapias
antitumorales. Ademas, debido a la evidente diversidad de los CAFs, las nuevas terapias dirigidas
estromales proponen la caracterizacién del perfil de los CAFs de los pacientes de manera
individualizada, con tal de ofrecer unos tratamientos mds personalizados. Durante la pasada
década, han sido desarrollados muchas terapias que poseen como diana terapéutica los CAFs,
cuyas estrategias principales se basan en: 1) la deplecion directa de CAFs (usando marcadores
de superficie relacionados con los CAF como a-SMA o FAP); 2) la reprogramacién de CAFs a
fibroblastos quiescentes, reduciendo la progresién tumoral y haciendo a las células tumorales
mas susceptibles a los tratamientos (con compuestos como el ATRA o la Vitamina D); 3)
actuando contra las interacciones entre los CAFs y el microambiente de alrededor, por medio
del bloqueo de las sefiales de activacidon de los CAF (inhibiendo IL6, IL1, TGF-B o PDGFR), el
blogueo de las sefiales producidas por los CAF para remodelar el sistema inmune ( inhibiendo
compuestos como la IL-33 que transforma macréfagos de M1 a M2), o mediante el ataque
contra la ECM derivada de los CAF, depravando asi a las células de su nicho protector (con por
ejemplo enzimas degradadoras del dcido hialurénico)’.

1.5.3.CAFs Y CANCER DE ENDOMETRIO

Como ya se ha mencionado en apartados anteriores, el CE de alto grados o metastatico ha sido
asociado con cambios sustanciales del TME*®. En comparacién con otros tumores sélidos, el
endometrio uterino presenta una abundante composicidn estromal, que se encuentra dispuesta
incrustando las glandulas epiteliales. Por ello el estroma endometrial juega un papel
fundamental en el TME del CE, a la hora de contribuir a la agresividad tumoral y la resistencia a
farmacos’. Ha sido descrito que, en el CE, la activacién de los CAFs conduce a un incremento de
expresién de los marcadores a-SMA, FAP, FSP1 y vimentina’®’’. Varios son los estudios que
demuestran los efectos funcionales de los CAFs en la progresion tumoral del CE de manera tanto
paracrina como autocrina, por medio de la secrecidn de diversos factores e induciendo la
modulacién de diversas vias tales como PI3K/Akt o MAPK/ERK y la actividad de metaloproteasas
como MMP2 y MMP97%”7_ De tal manera, es clara la relacién entre los CAFs y las células



tumorales en el CE, resaltandose la relevancia traslacional que las terapias basadas en los CAFs
pueden tener en este tipo de tumores’. Sin embargo, son muy limitados los conocimientos
sobre la implicacion de los CAFs en relacidn a su heterogeneidad, origen, marcadores y
subpoblaciones, en el CE”. Por lo que, teniendo en cuenta la arquitectura tipica del endometrio
cuya poblacidn estromal se situa extremadamente préxima a las gldndulas epiteliales, asi como
los estudios que describen la implicacién de los CAFs en el CE, es indudable el papel que los CAFs
juegan en la evolucion de las células tumorales endometriales. Por lo que es remarcable la
necesidad de adquirir un mayor conocimiento y caracterizacidn sobre los CAFs en el CE”. Ya
que, a pesar del potencial rol que los CAFs pueden jugar en la progresion y agresividad del CE, y
pese a que en otros tipos tumorales el papel que juegan los CAFs ha sido ampliamente
estudiado, su rol dentro del TME del CE se encuentra relativamente poco estudiado, existiendo

757879 Dada la creciente

muy pocos estudios que analicen sus mecanismos y funciones
importancia del papel del TME en el CE, el incremento de investigaciones para mejorar y ampliar
la comprensidn de la activacion, seiializacidn y funciones de las CAFs en el CE, podria ser de vital

importancia para las pacientes con CE.
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1.6. ARID1A

1.6.1. INTRODUCCION GENERAL

ARID1A también conocida como BAF250, p270 o SMARCF1, es una proteina perteneciente a la
familia de proteinas acarreadoras del dominio de unién a DNA altamente conservado llamado
ARID (dominio de interaccion rico en AT), el cual interacciona con el DNA de una manera no
especifica de secuencia®®. Por otro lado, el dominio C-terminal de ARID1A, presuntamente de
elevada importancia por permitir las interacciones proteina-proteina, contiene multiples copias
del conocido dominio LXXLL, el cual facilita la interaccidn entre proteinas. Pese a que ARID1A
estd implicada en numerosas interacciones proteina-proteina, la mds ampliamente conocida y
estudiada es aquella que le hace formar parte del complejo remodelador de la cromatina SWitch
/ Sacarosa no fermentable (SWI/SNF), siendo la subunidad mas importante de dicho complejo®-
8(Figura 15).
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Figura 15. Estructura de la proteina ARID1A. A) Imagen esquematica del mapa de la estructura de
ARID1A, destacandose los dominios de putativas interacciones.

El complejo SWI/SNF es un complejo remodelador de la estructura de la cromatina dependiente
de ATP (Adenosin Trifosfato), por lo que mediante el empleo de energia procedente de la
hidrélisis del ATP, provoca la rotura de las interacciones histona-DNA, movilizando asi los
nucleosomas y alterando la accesibilidad de la maquinaria transcripcional al DNA%8>, Son varias
las actividades atribuidas a este complejo que podrian contribuir a la regulacion transcripcional,
incluyéndose entre ellas: la modulacion de la accesibilidad a la cromatina y la unién de factores
de transcripcién; el reclutamiento de complejos coactivadores o correpresores con actividad
modificadora de histonas; y la facilitacidon de la formacién de los bucles de cromatina necesarios
para aproximar ciertos promotores con sus potenciadores distales (Figura 16)8.. ARID1A forma
parte de la subfamilia del complejo SWI/SNF BAF (BRG1-associated factor). Este complejo estd
compuesto por mas de 15 subunidades y de todas ellas ARID1A es una de las subunidades



encargadas de la unidn directa al DNA, ademas SWI/SNF posee un nucleo funcional formado por
una subunidad ATPasa (SMARCA2 o SMARCA 4) y tres subunidades adicionales que potencian
dicha actividad (SAMRCB1, SMARCC1 y SMARCC2) 808,
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Figura 16. Actividades complejo SWI/SNF. A) Imagen esquematica de las actividades atribuidas al
complejo SWI/SNF remodelador de la cromatina.

1.6.2.ARID1A EN CANCER

Estudios de secuenciacion del genoma del cancer, revelan la existencia de una gran frecuencia
de mutaciones en los genes que codifican para los componentes del complejo SWI/SNF,
presentando dicho complejo una frecuencia mutacional estimada del 20% de todos los canceres
humanos®®®3, Dentro de este porcentaje, la subunidad que mas frecuentemente mutada se
encuentra es ARID1A, encontrandose afectada en un elevado porcentaje de casos en diferentes
tipos de cancer (Tabla 3)2. Todas estas mutaciones de ARIDIA se encuentran distribuidas a lo
largo de toda la secuencia de del gen y suelen ser inactivadoras (deleciones o mutaciones
nonsense), desencadenando, de manera general, en una pérdida de expresion de proteina de
ARID1A detectable por ensayos de inmunohistoquimica®8®8”, Aunque no estd del todo definida
la funcién de ARID1A en la progresion tumoral, son varios los estudios que sugieren un
importante papel para ARID1A en la proliferacion, la diferenciacién y la apoptosis celular, tres
procesos primordiales en la supresidén tumoral. En base a estas lineas de evidencia, ARID1A ha
sido postulado como un gen supresor tumoral 8. Ademds, pese a que normalmente las
mutaciones de los genes supresores normalmente suponen alteraciones de ambos alelos, en el
caso de ARID1A la mutacion en solamente uno de los dos alelos causa la pérdida de
funcionalidad de ARID1A indicando una haploinsuficiencia genética®.

Sin embargo, otras lineas de investigacidn postulan un rol mucho mas complejo para ARID1A en
su participacién en la tumorogénesis, en funcién del contexto tumoral®. Por un lado, estudios
realizados en algunos tipos de carcinomas como ovario indican que la pérdida de ARID1A per se,
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no es suficiente para iniciar el desarrollo tumoral, requiriéndose de la aberracion
complementaria de otras vias moleculares implicadas en carcinogénesis para que se de dicha
iniciacion®. Mientras que, por otro lado, algunos estudios realizados en carcinomas como el de
colon, ovario o higado postulan que ARID1A podria incluso llegar a tener una funcidn oncogénica
bajo condiciones especificas de contexto, pudiendo desempefiar un importante papel en la
formacién tumoral durante las fases tempranas del desarrollo tumoral®. Sugiriéndose asi, un
rol contexto-dependiente para ARID1A en la formacidn y desarrollo tumoral.

Tipo de tumor % de mutacion de ARID1A
Carcinoma hepatocelular 10-17%
Carcinoma de ovario de 46-57%
célula clara
Carcinoma de ovario 30%

endometrioide

Carcinoma endometrial de 47%
bajo grado
Carcinoma endometrial de 60%
alto grado
Carcinoma de colon 10%
Carcinoma gastrico 10%

Tabla 3. Frecuencia de mutacion de ARID1A en diferentes tipos de cancer humano. Porcentaje de
mutacion de ARID1A en diferentes tipos de cancer humano. Adaptado de Xu and Tang, 2021.

Aun asi, y a pesar de este posible rol para ARID1A en la iniciacién de la carcinogénesis en ciertos
contextos, la mayoria de estudios relacionan, en una amplia variedad de canceres, la existencia
de una pérdida de expresidon de ARID1A con procesos pro-tumorales. Numerosos estudios en
diversos modelos tumorales han elucidado varios mecanismos subyacentes a la supresion
tumoral relacionados con la pérdida de funcion de ARID1A, tales como implicaciones en la via
PI3K/AKT, en el ciclo celular, en la sefializacidn de la regularizaciéon hormonal, en la proceso de
EMT, en los puntos de control inmunolégicos o en la reparacién del DNA%®7,

Actualmente, debido el efecto critico como supresor tumoral demostrado para ARID1A,
numerosos nuevos estudios se basan en el analisis del estado mutacional de ARID1A para la
identificacion de nuevas dianas terapéuticas. Estos trabajos se centran principalmente en
terapias dirigidas basadas en la estrategia de letalidad sintética. Conceptualmente, este tipo de



estrategias se basan en un escenario en el que la perdida de funcién de dos genes por separados
permite la viabilidad celular, pero la perdida concurrente de ambos conduce a la letalidad
celular. Mdltiples posibles dianas han sido ya encontradas en relacién al perfil mutacional de
ARID1A (tales como PARP, ATR, EZH2, HDACG6 o PI13K) con posibles candidatos en ensayos clinicos
desarrollandose actualmente. Postuldndose asi el perfil mutacional de ARID1A como un
potencial biomarcador para la medicina de precision de los canceres relacionados. Aun asi, en
base al complejo rol observado por parte de ARID1A, es necesario la realizacién de nuevos
estudios que exploren los mecanismos moleculares relacionados con ARID1A en los diferentes

estadios de la carcinogénesis y en diferentes tipos de canceres®83#7,

1.6.3.MODELOS MURINOS PARA EL ESTUDIO DE ARID1A EN CANCER

Debido al complejo rol de ARID1A en la tumorogénesis, varios son los grupos que han
desarrollado modelos murinos knock-out condicionales para estudiar los efectos de la
inactivacion de ARID1A in vivo®. Estos modelos han sido de gran utilidad tanto para la
generacion de modelos preclinicos empleados para corroborar la eficacia de nuevas terapias,
como para proporcionar informacién sobre las funciones de ARID1A en determinados contextos
(revelando que ARID1A posee roles oncogénicos muy especificos del contexto).

Sun et al., en 2017 mediante el empleo del modelo transgénico condicional knock-out Ubc-
CreER"; Arid1a”, con pérdida especifica de ARID1A en higado, definieron que en higado ARID1A
puede tener tanto funciones pro-tumorales (retrasando su pérdida la iniciacion tumoral) como
antitumorales (acelerando su pérdida la progresién y diseminacién metastatica), en funcion del
contexto en el que se encuentre®”®°, También en 2017, Mathur el al., mediante el empleo del
modelo Vil1-CreER™; Arid1a” con pérdida especifica de ARID1A en colon, descubrieron que en
colon la pérdida de ARID1A derivaba a la formacion de tumores invasivos (presentando una
funcién antitumoral), pero que en determinados contextos dicha pérdida retrasaba la iniciacion
tumoral (observandose una funcién oncogénica)®?.

En cuanto a los modelos murinos de ARID1A de canceres ginecolégicos, Guan, et al. en 2014
mediante el empleo de un modelo AdCre; Arid1a”, con pérdida especifica de ARID1A en ovario,
demostraron que la pérdida de ARID1A no era suficiente per se para promover la tumorogénesis
del carcinoma de ovario. Sin embargo, cuando la pérdida de ARID1A en ovario coexistencia con
mutaciones en otros oncogenes, dicha pérdida resultaba en fenotipos tumorales de mayor
agresividad®2, Al contrario de estos resultados, en 2016, Zhai et al., demostraron que la
pérdida de ARID1A desencadenada en la adquisicidn de fenotipos epiteliales y mejores ratios de
supervicia en modelos de adenocarcinoma endometrioide de ovario, mediante el empleo del
modelo de Aridla, AdCre; Arid1a™ 3.

Todos estos modelos vuelven a poner de manifiesto el complejo rol e implicacion de ARID1A en
la carcinogénesis y el desarrollo tumoral.
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1.6.4.ARID1A EN EL CARCINOMA ENDOMETRIAL

Las mutaciones de ARID1A son frecuentemente encontradas entre mujeres con carcinoma
endometrial, observandose con una frecuencia mutacional de alrededor del 40% en CEE de bajo
grado, la cual se ve elevada hasta alrededor de un 60% en los casos de CEE de alto grado. Por el
contrario, la presencia de alteraciones de ARID1A en los CE serosos se reduce drasticamente a
solamente un 11% de los casos. Ademads, el proyecto del TCGA confirmd que ARID1A se
encuentra alterado en una alta proporcion en los CE de tipo | o endometrioide (Tabla 2),
concretamente en los subgrupos de POLE hipermutado, MSI hipermutado y de bajo nimero de

copias®®94,

Estas elevadas ratios de mutaciones de ARID1A identificadas en los CE, junto con que se han
descrito asociaciones significativas entre la reduccion de expresion de ARID1A y menores rangos
de supervivencia libre de progresién (PFS) en pacientes con CE, evidencian un importante rol
para ARID1A en la carcinogénesis endometrial®®. Postuldndose asi a ARID1A como un buen
marcador pronostico del CE.

Sin embargo, de igual manera que en los carcinomas mencionados anteriormente, se estipula
un papel mas complejo para ARID1A en cuanto a su participacion en el desarrollo y progresion
del CE en funcién del contexto y circunstancias en el que se encuentre. Por un lado, algunos
estudios revelan una escasez de alteraciones de ARIDIA en lesiones pre cancerosas
endometriales en comparacidn con las observadas en casos de CEE. Teniendo en cuenta el papel
pro-tumorogénico observado para ARID1A, estos datos sugieren que ARID1A podria estar
jugando un importante rol en la iniciacion y transformacidon tumoral de estas lesiones pre
malignas, a través de mutaciones somaticas inactivadoras *>. Ademds, en concordancia con estos
resultados, varios estudios que comparan zonas endometriales con lesiones pre malignas,
asocian la pérdida de expresién de ARID1A con transformaciones malignas y una posterior
concurrencia en CE®®, Postulandose asi, que ARID1A posee un importante rol en al inicio de la
tumorogénesis.

Por otro lado, estudios recientes han encontrado que los endometrios humanos afectados con
endometriosis (una enfermedad hormono-dependiente inflamatoria del endometrio) presentan
una elevada carga de mutaciones en ARID1A en este tipo de tejidos en comparacién con el
epitelio sano. Teniendo en cuenta que la endometriosis muy rara vez progresa a CE, estos
resultados sugieren que las mutaciones en ARID1A, no son suficientes para liderar la
transformacidn a CE en dichos tejidos. De hecho, en muestras de CE humanas, las mutaciones
en ARID1A suelen coocurrir junto con mutaciones en PI3K o PTEN, sugiriendo que podria ser
necesaria la presencia de defectos en estas vias que colaboren con la pérdida de ARID1A, para
la promocién de la progresiéon tumoral®’. Ademads, como aliciente de esta idea, un reciente
estudio en el cual se realizd la secuenciacién de 98 biopsias de tumores primarios junto con la
de sus metastasis pareadas, demostrd que mientras que en la mayoria de tumores primarios el
estado de ARIDIA se mantenia intacto, sus clones metastdticos presentaban mutaciones
deletéreas de éste. Esta gran heterogeneidad filogenética sugeria que ARID1A se encontraba

involucrado en la progresiéon tumoral, mas que en su iniciacion®. Por lo que, estos estudios



suscitan la idea de que ARID1A posee un importante papel en el desarrollo de los tumores
previamente establecidos.

De tal modo, la realizacion de estudios para entender el rol preciso de ARID1A en la
iniciacion/progresién tumoral del CE podria ser de vital importancia para la mejora del
diagndstico y desarrollo de tratamientos a medida, con tal de realizar un mejor diagnédstico y
gestién de los pacientes con CE.

1.7. HISTONA DEACETILASA 6

1.7.1. INTRODUCCION GENERAL

La histona deacetilasa 6 (HDAC6) pertenece a la clase llb de las HDACs. Se trata de la Unica HDAC
predominantemente localizada en citoplasma y con especificidad de sustrato por proteinas no
histonas®1%°, HDAC6 es el miembro de las HDACs con mayor nimero de residuos y el Gnico que
posee dos dominios cataliticos totalmente funcionales y un dominio de dedo de zinc C-terminal
(dominio ZnF-UBP) con alta afinidad por la ubiquitina, ademas de una secuencia de exportacion
nuclear (NES) y un dominio para la retencidn citoplasmatica (SE14) (Figura 17)°2. Se ha descrito
gue mediante la modulacion de la acetilacién reversible de multiples sustratos, HDAC6
interactua con varias proteinas relacionadas con la migracién celular, la respuesta inmune, la
transcripcién proteica, la proliferacion celular, la muerte celular, la degradacién de proteinas y
las vias de respuesta de estrés®2.Debido a su peculiar estructura, sus sustratos diana y sus
funciones biolégicas, el rol de HDAC6 ha sido estudiado en numerosas enfermedades tales como
el cancer, las enfermedades neurodegenerativas y las enfermedades inflamatorias®1°L,

A)  HDACE =1216 aa (131KDa)

NLS NES cD cD SE14 NES UBP

Figura 17. Estructura de la proteina HDAC6. A) Imagen esquematica del mapa de la estructura de
HDAC6, destacdndose los dominios de putativas interacciones. NLS, secuencia de localizacion
nuclear; NES, secuencia de exportacién nuclear; CD, dominio catalitico; SE14, tetrapéptido con Ser-
Clu; UBP, dominio de dedo de zinc de unién a ubiquitina.

1.7.2.HDAC6 Y CANCER

HDACS6 es un componente clave regulador de varias vias de sefalizacidn pro-tumorogénicas y su
expresion se encuentra incrementada en varios tipos de cancer, convirtiéndose asi en una viable
diana terapéutica para el desarrollo de nuevas terapias antitumorales®>®. Se ha descrito que
HDACS6 esta involucrado en la supervivencia y la transformacion maligna de las células tumorales
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de ovario y mama, por medio de la activacién de la via de las MAPK®%192103 por ello se postula
gue HDAC6 juega un importante papel tanto en la transformaciéon oncogénica como en el
mantenimiento de los fenotipos ya transformados. Ademas, existe una clara relacidn entre los
niveles de HDACS6 vy la predisposicidn de padecer metdastasis en algunos tipos de cancer como el
de mama®. De hecho, varios son los estudios que describen la implicacién de HDAC6 en la
formacién de metdstasis por medio de diversos procesos como la regulacion de las

invadopodias, la degradacion de la matriz extracelular o la induccién de los procesos de EMT!%4~
106

También se ha demostrado un papel esencial de HDAC6 en la modulacién del sistema inmune
en relacién al cancer, por medio de la alteracién de la expresién de antigenos asociados a
tumores, proteinas MHC de clase |, moléculas co-estimuladoras o citoquinas'®.

Finalmente, ademas de todas estas implicaciones, HDAC6 también tiene una gran implicacion
en la supervivencia celular de varios tipos de tumores, promoviendo la evasién de la apoptosis
por medio de su actuacién en proteinas implicadas en las vias apoptéticas, tales como p53
(inhibiendo su funcion apoptdtica) o Ku70 (promoviendo su funcidn en la reparacién del DNA y

evasion apoptdtica)100105107,

Esta clara implicacién de HDAC6 en numerosas funciones bioldgicas relacionadas con la
agresividad de las células tumorales, ha hecho que HDAC6 se considere una prometedora diana
para las terapias antitumorales. Numerosos son los estudios que proveen evidencias de la
eficacia del empleo de inhibidores de HDAC6, tanto solos como en combinacién con otros
agentes, en diversos tipos de cadncer tales como mama, melanoma u ovario®>%1%, En |os
ultimos afios, multiples inhibidores selectivos han sido disefiados y varios de ellos han sido
seleccionados para ser probados en ensayos clinicos (tales como ACY-1215 (Ricolinostato), ACY-
241 (Citarinostato) o KA2507). Los resultados de todos estos ensayos en conjunto, sugieren que
la inhibicidn de HDAC6 en combinacidn con otros agentes quimioterapéuticos podrian mostrar
prometedores resultados en el tratamiento tumoral. Sin embargo, pese a ver demostrado no
producir ningln tipo de toxicidad, todavia ninguno de ellos ha sido aprobado para la clinica®1%,

Varios son los estudios preclinicos, in vitro e in vivo, que han identificado que las HDACs parecen
estar implicadas en la tumorogénesis del CE, y estar relacionadas con CE de alto grado con
peores prondsticos y menores supervivencias''®. Por lo que los inhibidores de HDACs (HDACIs)
representan prometedores agentes terapéuticos para las pacientes con CE. En particular, los
HDACIs han mostrado tener efectos sinérgicos en combinacion con agentes quimioterapéuticos
tradicionales en ensayos preclinicos con células de CE!°. No obstante, es necesario la realizacién
de ensayos clinicos que demuestren su eficacia y seguridad de estos inhibidores en tratamientos
con pacientes de CE. Aun asi, pese a esta implicacién de las HDACs en el CE y el rol de la HDAC6
en diversos tipos tumorales, muy poco hay descrito sobre la implicacién de HDAC6 en el CE.
Zheng et al., son los Unicos que mediante estudios preclinicos sugieren que HDAC6 juega un
papel critico en el desarrollo del CE, relacionando su sobreexpresiéon con fenotipos de mayor
agresividad y peores prondsticos de las pacientes con CE!1,



1.8. LIGANDO DE QUIMIOCINA CON MOTIVO C-X-C 16 (CXCL16)

1.8.1. INTRODUCCION GENERAL

Las quimioquinas son una superfamilia de citoquinas quimiotacticas que cuenta con alrededor
de 50 miembros y 20 receptores de quimioquinas asociados, jugando todos ellos papeles muy
importantes induciendo la migracién y activaciéon las células en diversos procesos biolégicos
como la regulacidn del sistema inmunitario, la embriogénesis, la angiogénesis, la organogénesis,
el desarrollo tumoral y la cascada metastética''?~'4, Los sistemas de receptores de quimioquinas
han sido relacionados extensamente con las células neoplasicas aprecidandose en particular su

112

involucracién en la invasion™“. CXCL16 es la quimioquina mas grande del grupo CXC,

componiéndose de 254 aa en humanos y 246 en ratones (presentando una homologia de casi el

)113115 CXCL16 es una de las dos Unicas quimioquinas que se

70% entre ambas especies
encuentran tanto de forma soluble (sCXCL16) como transmembrana (mCXCL16) 113>, mCXCL16
con un peso molecular de 60 KDa, presenta un ademas de una pequefia cola citoplasmatica, un
dominio quimioquina CXC y un dominio transmembranas, separados ambos por una region
spacer de aproximadamente 100 aa que se encuentra altamente glicosilada 3. Después de que
MCXCL16 sea cortada especificamente por la desintegrina y metaloproteasa 10 (ADAM10), el
dominio quimioquina (de 35 KDa) es liberado convirtiéndose en un factor soluble de CXCL16
(sCXCL16) (Figura 18)'%. Ambas formas tienen diferentes funciones, mientras que la forma
soluble sCXCL16 actua como quimioquina y es la responsable de la quimiotaxis de las células que
poseen el receptor CXCR6 (Chemokine C-X-C-Motif Receptor 6), la forma transmembrana

mCXCL16 tiene propiedades de adhesidon con células que expresan CXCR613,



INTRODUCCION
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Figura 18. Eje CXCR6/CXCL16/ADAM10. A) Esquema representativo de la forma soluble (sCXCL16) y
transmembranal (mMCXCL16) de la quimioquina CXCL16, asi como de su receptor Unico CXCR6 y la
metaloproteasa ADAM10 asociada a la generacién de la forma soluble de CXCL16. Creado con
BioRender.com

El receptor de quimioquinas CXCR6, también conocido como Bonzo, STRL33 o TYMSTR, es el
Unico receptor de quimioquinas que reconoce CXCL163, CXCR6 requiere de la subunidad Gai
para la transduccién de sefial y una vez activo se encarga de dirigir la activacién de multiples vias
de sefializacion entre las que destacan la sefializacion por calcio, la via PI3K/Akt y la via de las
MAPK/ERK!3,

En especial, ha sido ampliamente descrito que la activacion de la via CXCR6/CXCL16 promueve
la migracién e invasion de varios tipos de células tumorales basandose en la activacién de la via
MAPK/ERK, la cual promueve la activacién de RoA. La activacién de RhoA a su vez induce la
contractilidad basada en la actomiosina y a la reorganizacién del citoesqueleto de actina a través
de la fosforilacion de MLC (cadena ligera de miosina), generandose estrés de las fibras de
actina'?113116  Esta tension generada con el citoesqueleto de actomiosina, genera la activacién
de adhesiones focales, mediante la activacién de la via fosfo-paxilina/FAK/Src. Esta, a su vez,
provoca la activacion y traslocacion nuclear de YAP/TAZ, tanto directamente como por medio
de la via de las MAPK/ERK!7 19 por dltimo, la activacion de YAP ademds de promover la
migracion celular, la activaciéon de CAFs y la sobreexpresion de metaloproteasas como MMP2,
MMP9 y ADAM10, también induce la sobreexpresion y secrecion de CXCL16, generandose asi



un bucle de retroalimentacion positiva, que conduce a una activacion robusta y sostenida de
esta via CXCR6/CXCL16 (Figura 19) 112120,

CXCL16
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Figura 19. Eje CXCR6/CXCL16/ADAM10 y activacion de la via paxilina/FAK/Src. A) Esquema
representativo del bucle de retroalimentacion positiva formado entre el eje CXCR6/CXCL16 y la via
paxilina/FAK/Src, promoviendo la activacion de YAP. Creado con BioRender.com

1.8.2.CXCL16 Y CANCER

La influencia de CXCL16 en el microambiente tumoral ha sido demostrada, observandose una
elevada expresion de CXCL16 y CXCR6 tanto en las células tumorales como en las células de TME,
en numerosos tipos de canceres humanos entre los que se incluyen el cancer de pancreas, el de
tiroides, el de mama o el glioblastoma!'*!'>, Diversos factores han sido descritos que pueden
promover la expresién de CXCL16, entre los que encontramos: la desregulacién de la via de
Notch, KRAS o YAP; la expresidn de TNFa y algunos miRNAs; la hipoxia; la radiacidn; o incluso el

microbioma 1%>120

. Ademads, varios son los estudios que correlacionan la expresién de
CXCL16/CXCR6 con una mayor agresividad tumoral®'4. Se han descrito implicaciones de CXCL16
en diversos procesos pro-tumorales como: la activacion de CAFs; la induccion del proceso EMT
y desarrollo de metastasis; la resistencia a terapias; la remodelacién de ECM (mediante la
promocién de expresion de MMP2, MMP9 y ADAM10); la angiogénesis (promoviendo la
expresion de VEGF e IL8); o la modulacion del sistema inmune potenciando la evasion del

sistema inmune en el tumor'**!> Sin embargo, también han sido reportadas funciones
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antitumorales de CXCL16, por medio de la atraccién de linfocitos infiltrantes del tumor
antitumorales, en concreto de las denominadas células NKT (natural killer T) cuya acumulacion
favorece la regresiéon tumoral*®®,

En general, muchos estudios relacionan la sobreexpresion del eje CXCL16/CXCR6 con la
existencia de peores prondsticos y niveles mds bajos de supervivencia en diversos tipos
tumorales como el de colon, pancreas, préstata, rifidn o mama!'* . Ademds, varias son las
evidencias que soportan que la expresion de CXCL16 podria ser usada como marcador

113

prondstico® 115, Sin embargo, el impacto de la expresidon de CXCL16/CXCR6 en la supervivencia

puede diferir notablemente entre diferentes tipos de cancer, sugiriendo que las funciones de

esta via podrian ser dependientes altamente de contexto 137115,

En el caso del CE, escasos estudios existen sobre la relacidn entre CXCL16 y el desarrollo del CE.
Pese a ello, si ha sido demostrado que el incremento de la expresidn de CXCL16 en el tumor, se
relaciona con una diminucidn de la supervivencia global de las pacientes!3. Una caracterizacién
mas exhaustiva del rol de CXCL16 en la tumorogénesis es necesaria, puesto que todos estos
resultados sugieren que CXCL16 podria tratarse de una potencial diana para el diagndstico vy el
tratamiento del CE.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

“Ningun gran descubrimiento se
ha conseguido sin haber hecho antes
una audaz suposicion”

Isaac Newton






HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. HIPOTESIS

El tratamiento del CE en estadios avanzados supone un gran desafio biomédico debido a la baja
efectividad de los tratamientos actuales. Actualmente, se sobreentiende que las metastasis o
recurrencias no ocurren al azar, si no que existe un componente intrinseco del tumor primario
gue define estos fenotipos agresivos. Ademas, estd demostrado que la activacidon del TME posee
un papel fundamental e imprescindible para la progresion de estos fenotipos tumorales
agresivos.

ARID1A presenta una tasa de mutacién muy elevada en los CE, aunque su papel en la
tumorogénesis endometrial es hoy en dia un punto de discusion.

Sobre estas bases, la finalidad de la presente tesis es el estudio de los mecanismos moleculares
que se dan en los CE con pérdida de expresion de ARID1A, a nivel de la iniciacidon tumoral y/o la
progresion tumoral, asi como su efecto en el TME endometrial, con el fin de mejorar la
prediccidn, prevencion y generacién de nuevos tratamientos para las pacientes con CE que
presentan mutaciones de ARID1A.

2.2. OBJETIVOS

Con el fin de elucidar esta hipétesis los objetivos de la tesis fueron divididos en dos:
OBIETIVO 1. DESCRIBIR EL PAPEL DE ARID1A EN EL DESARROLLO Y PROGRESION TUMORAL DEL CE.

Objetivo 1.1. Analizar los efectos de la pérdida de ARID1A en un contexto endometrial normal,
estudiando si es un evento iniciador de la tumorogénesis endometrial.

Objetivo 1.2 Analizar los efectos de la pérdida de ARIDIA en un contexto oncogénico
previamente establecido, estudiando si confiere al tumor primario existente una modificacion
adaptativa de mayor malignidad.

Objetivo 1.3. Estudio de las vias moleculares alteradas en los CE con pérdida de expresion de
ARID1A, con tal de descubrir las vias implicadas y desarrollar posibles estrategias terapéuticas.

OBJETIVO 2. DESCRIBIR EL PAPEL DE ARID1A EN EL MICROAMBIENTE TUMORAL DEL CE.

Objetivo 2.1. Analizar el efecto de las células de CE con pérdida de ARID1A en las células de CE
con expresion salvaje de ARID1A de alrededor, con el fin de evaluar si son capaces de promover
fenotipos de mayor agresividad.

Objetivo 2.2. Analizar el efecto de las células de CE con pérdida de ARID1A en las células
estromales del TME, con el fin de evaluar si son capaces de reclutar y activar dichas células y
modular sus funciones pro-tumorogénicas.

Objetivo 2.3. Estudio de las vias moleculares alteradas en los CE con pérdida de expresion de
ARID1A responsables de la activacion del TME, con tal de descubrir las vias implicadas y
desarrollar posibles estrategias terapéuticas.
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MATERIALES Y METODOS

3.1. CULTIVOS CELULARES

3.1.1. CULTIVOS DE LINEAS CELULARES HUMANAS

En este trabajo se han empleado por un lado, la linea celular espontdneamente inmortalizada
derivada de endometrio proliferativo benigno por medio de histerectomia, Human uterine
epithelial cells (HES); y por otro, diferentes lineas celulares humanas de CEE: Ishikawa 3-H-12
(IK), HEC-1A, AN3CA y MFE-296. Las caracteristicas y procedencia de estas células se detallan en
la tabla 4.

Nombre Procedencia Origen Dilucién de
mantenimiento
HES Endometrio benigno Dr. Doug Kniss en la 1/8
proliferativo Universidad Estatal de Ohio
IK Adenocarcinoma Sigma-Aldrich, 9904020 1/8
endometrial endometrioide
HEC-1A Adenocarcinoma Analisis de isoenzimas de 1/8
endometrial endometrioide autenticacién ATCC
AN3CA Adenocarcinoma Analisis de isoenzimas de 1/8
endometrial endometrioide autenticacién ATCC
MFE-296 Adenocarcinoma Sigma-Aldrich, 98031101 1/8

endometrial endometrioide

Tabla 4: Caracteristicas de las lineas celulares empleadas. Nombre, procedencia de aislacidn, origen
de obtencién y caracteristicas de mantenimiento.

Todas estas lineas celulares crecen de manera adherente en monocapa a placas de poliestireno
en presencia de medio Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Sigma-Aldrich),
suplementado con suero fetal bovino inactivado (Fetal bovine serum, FBS; Invitrogen), 1 mmol/L
de HEPES (Sigma-Aldrich), 1 mmol/L de piruvato sédico (Sigma-Aldrich), 2 mmol/L de L-
glutamina (Sigma-Aldrich), 1% penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich) y 0,1% de anfotericina
B (Sigma-Aldrich), incubadas a 37°C con saturacion de humedad y 5% CO?2.

Estas lineas son divididas cada 3-4 veces cuando entran en confluencia, para asegurar su
mantenimiento. En primer lugar, las células se lavan con tampoén fosfato salino (PBS) y
continuadamente se disgregan con tripsina al 0,25% de EDTA (Sigma-Aldrich) incubandolas




durante 5 minutos a 37°C. Posteriormente la tripsina es inactivada con medio DMEM con el 10%
de FBS y las células son recogidas y centrifugadas durante 3 minutos a 1000 rpm. Finalmente, el
pellet obtenido se resuspende en el mismo medio de cultivo. Para asegurar el mantenimiento
de las lineas estas células son plantadas en su dilucién de mantenimiento concreta en nuevas
placas p100.

3.1.2.CONTAJE CELULAR

El contaje celular se realizé manualmente mediante el empleo de una cdmara de Neubauer.
Para ello se cogieron 10uL de la suspensién celular y se cargaron en dicha camara de Neubauer
(figura 20). El nimero de células de varios cuadrantes fue contado y la concentracidn celular
fue calculada en base a la siguiente férmula:

.. (células\ n2?de células por cuadrante 10*
Concentracion ( ) = X ——
mlL n? de cuadrantes factor de dilucién
A) . 1.0 mm
E | ¥ A
g | |
Cuadrante
—

wwoe

Figura 20. Esquema de los cuadrantes de la cAmara de Nuebauer. A) Esquema representativo de los
9 cuadrantes de la cdmara de Neubauer, sefializando lo que se considera un cuadrante.

3.1.3.CRIOPRESERVACION Y DESCONGELACION CELULAR

Tras los procesos de tripsinizacién y centrifugacion, se realizd un lavado extra con PBS y las
células se resuspendendieron en 1mL de medio de congelacién, compuesto por FBS y 10% DMSO
(Dimethyl sulfoxide; Sigma-Aldrich). Posteriormente esta suspension se almacend en tubos de
criopreservacion (ClearLine) y a su vez estos fueron inmediatamente situados en un container
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de congelacién a -809C, durante al menos 24h. Transcurrido este tiempo los tubos de
criopreservacion fueron almacenados en el tanque de nitrégeno liquido.

Para la descongelacidn celular, los tubos de criopreservacién fueron calentados en el bafio de
agua a 379C e inmediatamente tras su descongelacidon las suspensiones celulares fueron
inmediatamente diluidas con medio de cultivo precalentado. Posteriormente, las suspensiones
celulares fueron centrifugada durante 5 minutos y los pellets obtenidos fueron resuspendidos
en medio celular. Las células fueron cultivadas en placas p100 de mantenimiento.

3.1.4.AISLAMIENTO DE CELULAS EPITELIALES Y ESTROMALES DE ENDOMETRIO DE RATON Y CULTIVO
EN 2 DIMENSIONES

Para el aislamiento de las células epiteliales de endometrio de ratdn, se sacrificaron las hembras
en cuestion por dislocacion cervical, se realizé la extraccidon de su Utero, asegurandose de
eliminar todos los restos de grasa cervical y se cortd cada Utero en 3-4 trozos. Estos trozos de
utero fueron lavados con Hank’s balanced salt solution (HBSS; (Thermo Fisher Scien-tific) y
posteriormente digeridos con 1% de tripsina (Glibco) en HBSS, durante 1h a 42C en agitacion y
posteriormente durante 45 min a temperatura ambiente (Room temperatura, RT) en agitacion.
Transcurrido este periodo, la tripsina fue inactivada con medio DMEM con el 10% de FBS. A
partir de aqui, se puede obtener tanto células epiteliales endometriales como células estromales
endometriales (Figura 21).

En este momento por un lado se procedio a la extraccion de las células epiteliales del lumen
endometrial. Para ello con ayuda de una hoja de bisturi se presioné levemente sobre los trozos
previamente digeridos, arrastrando asi las células epiteliales al exterior. Estas células fueron
recogidas y lavadas con PBS 1X 2 veces centrifugando entre lavados a 700rpm durante 5 min.
Después estas células epiteliales fueron disgregadas mecanicamente pasdndolas por una pipeta
p1000 pipeteando “up and down” 50 veces. A continuacidn, estas células que se encontraban
en agregados celulares de 4 a 5 células, fueron resuspendidas en medio DMEM/F12
suplementado con 2% de FBS, 1 mmol/L de piruvato sédico, 1% de penicilina/estreptomicina y
0,1% de anfotericina B, y fueron cultivadas en sus correspondientes placas de cultivo en 2
dimensiones (2D), a 37°C con saturacidon de humedad y 5% CO2. A partir de aqui se podran
generar cultivos en 3 dimensiones (3D) si cabe la necesidad (protocolo indicado mas adelante).

Para la extracciéon de las células estromales, los restos de los fragmentos de endometrio
previamente digeridos una vez ya separadas las células epiteliales, fueron cortados con la hoja
de bisturi en fragmentos mas pequefios, lavados con PBS 1X y centrifugados a 1000 rpm durante
3 min. Posteriormente estos fragmentos fueron disgregados con una solucidn de colagenasa IA
al 1% (200mg/ml, Worthington Biochemical Corporation) en medio de cultivo DMEM
suplementado con FBS, e incubada durante 2h a 372C en agitacidn a 700rpm. Transcurrido este
tiempo la solucién fue filtrada con un Steril Cell Strainer de 40uM (Fisherbrand) y las células
estromales aisladas fueron sembradas en una placa p100 con medio de células estromales
compuesto por DMEM/F12 suplementado con 4% de FBS, 2 mmol/L de piruvato sddico, 1% de




penicilina/estreptomicina y 0,5% de Insulin-Transferrin-Sodium Selenite (ITS). Transcurridas 24
h se les realizé un lavado con PBS 1X y se les cambio el medio a medio fresco. Las células fueron
incubadas a 37°C con saturacidon de humedad y 5% CO2.

Aislamiento células

epiteliales endometriales )
§ o L |
B > .

/ ! v / Digestiones con
tripsina 1%

Digestion con Ailslamiento células
colagenasal 1% estromales endometriales

Figura 21. Esquema del procedimiento de aislacidn de células epiteliales o estromales a partir de
uteros murinos. A) Esquema representativo de los diferentes procesos seguidos para separary aislar
las células epiteliales de las estromales de los Uteros murinos obtenidos. Creado con BioRender.com

3.1.5.0BTENCION DE MEDIOS CONDICIONADOS (CM) DE CELULAS EN CULTIVO

Los medios condicionados (CM) son medios recolectados de cultivos celulares bajo condiciones
especificas de cultivo, conteniendo metabolitos, factores de crecimiento, citoquinas y proteinas
extracelulares secretadas por las células en cultivo. Para su recoleccion las células en cuestion
fueron plantadas bajo sus condiciones normales de crecimiento y se dejaron crecer hasta
alcanzar el 70% de confluencia. Una vez alcanzada la confluencia en cuestion las células
cultivadas fueron lavadas con PBS 1X y se les afadié el medio fresco deseado para su
recoleccion. Transcurridas 48h los CM fueron recolectados y centrifugado a 1000 rpm durante
3 min. Estos CM son recuperados y pasados por un filtro de 22uM. Finalmente los CM fueron
almacenado a -802C hasta su uso.

3.1.6.GENERACION DE MONOCULTIVOS TRIDIMENSIONALES (3D) CON LINEAS CELULARES HUMANAS
DE CE

Primero de todo, se dispuso una capa de Matrigel® (BDBiosciences) de 10ul (en el caso de pozos
de M96) y se dejo polimerizar a 372C durante 30 min. Posteriormente se plantaron 1.500
células/pozo, resuspendidas en 100ul de medio DMEM/F12 suplementado con 2% de FBS, 1
mmol/L de piruvato sédico, 1% de penicilina/estreptomicina y 0,1% de anfotericina B, y se
incuban de 5 a 8 dias a 37°C con saturacién de humedad y 5% CO2.
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3.1.7.GENERACION DE MONOCULTIVOS TRIDIMENSIONALES (3D) CON CULTIVOS PRIMARIOS DE
CELULAS EPITELIALES DE ENDOMETRIOS MURINOS

Las células epiteliales fueron aisladas, como se indica en el apartado 3.1.4, a partir de hembras
con el genotipo deseado y con una edad de 3 a 4 semanas. Una vez las células fueron
disgregadas, éstas fueron plantadas en 2D en medio DMEM/F12 suplementado con 2% de FBS,
1 mmol/L de piruvato sédico, 1% de penicilina/estreptomicina y 0,1% de anfotericina B, e
incubadas durante 24 h a 37°C, con saturacion de humedad y 5% CO2. Transcurrido este tiempo,
estas células fueron lavadas con PBS 1X y disgregadas con tripsina al 0,25% de EDTA durante 5
min a 372C. Seguidamente, la tripsina fue bloqueada con medio DMEM al 10% de FBS, y la
suspension fue centrifugada a 700 rpm durante 5 min. A continuacion, se les realizé dos lavados
con PBS 1X centrifugando de nuevo a 700 rpm durante 5 min. Finalmente, el pellet fue
disgregado mecdnicamente haciendo de nuevo “up and downs” con la pipeta pl1000
cuidadosamente hasta formar agregados de 2 a 8 células. Acto seguido, las células fueron
resuspendidas al volumen final deseado con medio DMEM/F12 suplementado con 2% de FBS, 1
mmol/L de piruvato sddico, 1% de penicilina/estreptomicina, 0,1% de anfotericina B y 3% de
Matrigel® plantandose a una concentracion de 4x10% agregados celulares/ml en pocillos sobre
los que previamente habia sido polimerizado una base de Matrigel® (de 10ul, en el caso de pozos
de M96) y se volvieron a incubar durante 24 h a 37°C, con saturacién de humedad y 5% CO2.
Transcurrido este tiempo, el medio es cambiado por medio DMEM/F12 suplementadas con 2%
de FBS, 1 mmol/L de piruvato sédico, 1% de penicilina/estreptomicina, 0,1% de anfotericina B,
0,5% de ITS, 5 ng/ml de EGF (epidermal growth factor; Invitrogen) y 3% de Matrigel®

3.1.8.GENERACION DE CO-CULTIVOS TRIDIMENSIONALES (3D) CON DIFERENTES LINEAS CELULARES
DE CE

Primero de todo, se resuspendieron unas 1.000 células epiteliales endometriales (las deseadas
para cada condicion) en 10 pl de Matrigel® por cada pozo de M96, generandose una base que
se dejd polimerizar a 372C durante 30 min. Transcurrido este tiempo, se plantaron 1.500 células
epiteliales endometriales/pozo resuspendidas en 100ul de medio DMEM/F12 suplementado
con 2% de FBS, 1 mmol/L de piruvato sédico, 1% de penicilina/estreptomicina y 0,1% de
anfotericina B, y se incuban de 5 a 8 dias a 37°C con saturacién de humedad y 5% CO2. Remarcar
que las células epiteliales plantadas posteriormente en 3D previamente fueron infectadas con
el marcador fluorescente GFP (Green fluorescence protein) con tal de poder diferenciarlas de las
células iniciales (Figura 22).
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Figura 22. Imagen representativa de los co-cultivos 3D de células epiteliales endometriales. A)
Imagen representativa los diferentes componentes de los co-cultivos 3D de células epiteliales,
mostrandose cuales serian las células marcadas con fluorescencia (GFP) y cuales no lo estarian.
Creado con BioRender.com

3.1.9.GENERACION DE CO-CULTIVOS TRIDIMENSIONALES (3D) CON LINEAS CELULARES DE CE Y
CELULAS ESTROMALES ENDOMETRIALES (ESC)

Primero de todo, se resuspendieron unas 1.000 células estromales endometriales (las deseadas
para cada condicion) en 10 pl de Matrigel® por cada pozo de M96, generandose una base que
se dejod polimerizar a 372C durante 30 min. Transcurrido este tiempo, se plantaron 1.500 células
epiteliales endometriales/pozo resuspendidas en 100ul de medio DMEM/F12 suplementado
con 2% de FBS, 1 mmol/L de piruvato sédico, 1% de penicilina/estreptomicina y 0,1% de
anfotericina B, y se incubaron de 5 a 8 dias a 37°C con saturacién de humedad y 5% CO2.
Remarcar que las células epiteliales previamente fueron infectadas con el marcador GFP (Green
fluorescence protein) con tal de poder diferenciarlas de las células estromales (figura 23).
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Figura 23. Imagen representativa de los co-cultivos 3D de células epiteliales endometriales. A)
Imagen representativa de los diferentes componentes de los co-cultivos 3D de células epiteliales
marcadas fluorescentemente con GFP y las células estromales en cuestion sin marcar. Creado con
BioRender.com
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3.1.10. GENERACION DE CULTIVOS ORGANOTIPICOS DE CELULAS DE CE Y CELULAS ESTROMALES
ENDOMETRIALES (ESC)

Para la generacién de los cultivos organotipicos de endometrio, primero de todo 2,5x10° células
estromales endometriales fueron resuspendidas en 100ul de medio de células estromales
(compuesto por DMEM/F12 suplementado con 4% de FBS, 2 mmol/L de piruvato sédico, 1% de
penicilina/estreptomicina y 0,5% de ITS). Esta suspensidn fue a su vez disuelta en una mezcla de
50% de Colageno tipo | (4mg/ml; Thermo Fisher Scien-tific), 25% de Matrigel, 6,25% de FBS y
medio de células estromales, generandose un gel que fue depositado en un pozo de M24 e
incubado durante 1h a 372C con saturacién de humedad y 5% CO2. Transcurrida la hora de
incubacién, 1ml de medio ce células estromales fue afiadido cuidadosamente al pocillo y se dejé
incubar durante 16h de nuevo a 372C con saturacidon de humedad y 5% CO2. Pasado dicho
tiempo, se aspird el medio muy cuidadosamente y se afiadié una suspension de 5,5 x 10° células
tumorales de interés resuspendidas en el medio de las células tumorales DMEM (descrito
previamente en el apartado 3.1.1) a un volumen final de 500ul. De nuevo se volvié a incubar
durante 16h a 372C con saturacion de humedad y 5% CO2. Finalmente, pasadas dichas horas de
incubacidn, se preparé el injerto donde se montd el cultivo. Para ello, primero se prepard por
cada cultivo 1ml de la mezcla de 50% de Colageno tipo | (4dmg/ml; Millpore), 25% de Matrigel,
6,25% de FBS y medio de células estromales por cada injerto (Millipore) a preparar. Esta mezcla
fué depositada en la parte superior del injerto poniéndose seguidamente a incubar durante 1h
a 379C. Transcurrida la hora de incubacién, los geles fueron fijados con PFA 4% estéril durante
2h a temperatura ambiente; lavados tres veces con PBS 1X durante 10min; y neutralizados
afiadiéndoles medio de las células tumorales e incubando durante 30min a 372C. Finalmente,
estos fueron traspasados con cuidado a pozos de M6. Una vez preparados los injertos, se
dispuso a colocar los geles compuestos por células estromales y tumorales previamente
preparados sobre dichos injertos. Para ello, primero con mucho cuidado se retird el medio que
cubria los geles de los pocillos M24 y con ayuda de una espatula previamente esterilizada, se
montaron los geles encima de los injertos previamente colocados en pozos de M6, con cuidado
de no fragmentarlos y de mantener la orientacion situando las células tumorales en la parte mas
superior (figura 24). Una vez montados los geles encima de los injertos, se afiadié medio de las
células tumorales hasta alcanzar la base del injerto y se afiadieron a cada gel (encima de la
porcion de células tumorales) 100ul de la mezcla de 50% de Coldgeno tipo |, 25% de Matrigel,
6,25% de FBS y medio de células estromales, para una mejor preservacion de la estructuray la
orientacién de los componentes del cultivo. Finalmente se incubo durante 6-7 dias a 372C con
saturacidn de humedad y 5% CO2.

Finalizado este periodo, para el andlisis de los cultivos organotipicos, los cultivos fueron fijados
con formol durante 16h a 42C. Una vez fijados, fueron lavados tres veces con PBS 1X durante
10min. Finalmente, estos cultivos fueron procesados generandose bloques de parafina en los
que se realizaron tinciones de Eosina Hematoxilina (EH), explicada en apartados posteriores.
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Figura 24. Imagen representativa de los cultivos organotipicos endometriales. A) Imagen
representativa los diferentes componentes de los cultivos organotipicos, compuestos por células
tumorales endometriales y células estromales endometriales capaces o no de remodelar la matriz o
gel, haciendo estos geles mds permisivos o no a la invasidn de las células tumorales a través de ella.
Creado con BioRender.com

3.1.11. TRANSFECCION, PRODUCCION VIRAL E INFECCION IN VITRO

Para la produccion del plasmido basado en el sgRNA, los oligonucleétidos correspondientes a la
secuencia sgRNA fueron clonados en el vector lentiviral lentiCRISPRv2, mediante el uso de la los
sitios de restriccion BsmBIl. Las secuencias de sgRNA diana ARID1A.1 5'-
CACCGATGTTGTTGGTGGAAGACGG; ARID1A.2 5- CACCGGCTTTCTTCAGCTCCGAGGG; ARID1A.3
5’- CACCGTATGGCCAATATGCCACCTC. Estas secuencias diana son funcionales tanto contra la
secuencia de ARID1A humana como contra la secuencia de Arid1a murina. En el caso del gen de
HDAC6, se emplearon plasmidos que llevaban secuencias shRNA contra HDAC6, adquiridos
comercialmente (abm, 2313409). De igual manera el caso del gen CXCL16 se emplearon
plasmidos que llevaban secuencias shRNA contra CXCL16, adquiridos comercialmente (abm,
171720910395). Todas las secuencias de los mencionados oligonucleétidos son validas tanto
para el gen humano como el murino y se encuentran descritas en la tabla 5. Para la
incorporacién de GFP, se empled el pldsmido YFP-GFP cedido por el Dr. Xavier Dolcet, de la
Universitat de Lleida. Para la incorporacion de luciferina se empled el plasmido basado en HIV1
que expresa luciferasa de luciérnaga cedido por el Dr Eloi Gari de la Universitat de Lleida
(Espafia).
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Nombre Vector Gen Secuencia diana
SGARID1A.1 lentiCRISPRv2 ARID1A 5'-CACCGATGTTGTTGGTGGAAGACGG
SgARID1A.2 lentiCRISPRv2 ARID1A 5’-CACCGGCTTTCTTCAGCTCCGAGGG
SgARID1A.3 lentiCRISPRv2 ARID1A 5’-CACCGTATGGCCAATATGCCACCTC
ShRNA HDAC6 piLenti-siRNA-GFP HDAC6 5’ACCATCAATGTCCTTGGAACCAGGTGG
SGRNA CXCL16 piLenti-siRNA-GFP CXCL16 5"-GCCCACCAGAAGCATTTACTT

Tabla 5: Plasmidos y secuencias diana empleada para el silenciamiento genético. Se especifica la
secuencia diana de los genes silenciados y los genes diana, asi como el plasmido en el que estan
clonados y nombre otorgado.

La produccién de particulas lentivirales fue conseguida mediante la transfeccion de las células
empaquetadoras HEK-293 con PEl linear (40uM), en combinacidn con los plasmidos lentivirales
de interés y los plasmidos auxiliares (pdPAX2 empaquetador y pMD2G de la envuelta) en una
ratio de 1:1. Transcurridas 6 h post transfeccién, se cambid el medio de las células
empaquetadoras con DMEM suplementado con 10% FBS, 1mM de HEPES, 1% de
penicilina/estreptomicina, 2mM de L-Glutamina (Sigma-Aldrich) y 1ImM de piruvato sddico. Las
células fueron incubadas durante 4 dias a 37°C, con saturacién de humedad y 5% CO2.
Transcurrido este tiempo, se recolecté el medio conteniente de las particulas virales, se
centrifugd durante 10 min a 200g y se filtré a través de un filtro de 45um (Millipore).
Posteriormente, estos meidos fueron concentrados mediante el empleo de columnas
concentradoras Vivaspin (SartoriusStedim Biotech GmbH). Este medio concentrado fue
almacenado a -20°C.

Para la infeccion de las células, este medio concentrado fue anadido a las células a infectar,
diluido en medio fresco a una 1/25 de concentracion, junto con polybrene (Sigma-Aldrich) a una
1/60 de concentracion. Las células se incubaron durante 24 h a 37°C, con saturacion de humedad
y 5% CO2. Tras este periodo, el medio fue reemplazado por medio fresco y las células se dejaron
crecer regularmente para permitir su expresion fenotipica.

3.1.12. TRATAMIENTOS FARMACOLOGICOS IN VITRO

e Tamoxifeno

El tamoxifeno (Sigma-Aldrich) es adquirido en polvos y disuelto para su uso in vitro en etanol
puro a una concentracion stock de 1mM. Para inducir la escisidén in vitro de los genes en
cuestion en las células epiteliales endometriales de los ratones con la Cre:ER™, una vez




aisladas al ser plantadas en 2D se afiaden al medio una Unica dosis de 0,5ug/mL de
tamoxifeno.

e Etopédsido

El etopdsido (Sigma-Aldrich, E1383) para los tratamientos in vitro, fue disuelto en DMSO a
una concentracién stock de 50mM. Para los diferentes tratamientos, el etopdsido es diluido
en medio de cultivo utilizando las concentraciones indicadas para casa tipo de experimento,
de 1uM a 5pM.

e ACY1215

El inhibidor de HDAC6, ACY 1215 (MedChemExpress, HY-16026), para los tratamientos in
vitro, fue disuelto en DMSO a una concentracidn stock de 100 M. Para los tratamientos, el
ACY 1215 fue diluido en medio de cultivo hasta alcanzar la concentracion de final de los
tratamientos de 6uM.

e Anticuerpo neutralizante anti-CXCL16

El anticuerpo neutralizante anti-CXCL16 (Thermo Fisher Scientific, 256213) para los

tratamientos in vitro fue disuelto en PBS 1X a una concentracidn stock de 500ug/ml. Para
los tratamientos, fue diluido en medio de cultivo hasta alcanzar la concentracién de final de
los tratamientos de 8 pug/ml.

e ML339

El inhibidor de CXCR6, ML 339 (R&D Systems, 5943), para los tratamientos in vitro, fue
disuelto en DMSO a una concentracidn stock de 100ug/ml. Para los tratamientos, fue diluido
en medio de cultivo hasta alcanzar la concentracidn de final de los tratamientos de
140ng/ml.

e Proteina recombinante CXCL16 (rCXCL16)

La proteina recombinante CXCL16 humana (PeproTech,Inc) fue usada para experimentos
tanto de células humanas como murinas, puesto que presenta una homologia del 82% con
la murina %! . para los tratamientos in vitro, fue disuelto en PBS 1X a una concentracidn
stock de 100pg/ml. Para los tratamientos, fue diluido en medio de cultivo hasta alcanzar la
concentracion de final de los tratamientos de 25ng/ml.
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3.2. MODELOS DE EXPERIMENTACION ANIMAL

3.2.1.ETICA Y MANTENIMIENTO DE RATONES

En esta tesis para los modelos de experimentacidon animal se han empleado modelos murinos
inmunocomprometidos SCID (severed combined immunocdeficiency), alojados en instalaciones
SPF (specific-pathogen free) y modelos murinos transgénicos o modificados genéticamente,
alojados en instalaciones convencionales. Los ratones se han sometido a procedimientos libres
de patdgenos y han sido mantenidos a una temperatura de 20+22C con una humedad relativa
de 50+5% y siguiendo ciclos de 12 h de luz/oscuridad con acceso ad libitum a comida y agua.

Todos los experimentos in vivo aqui realizados empleando modelos murinos de
experimentacion han sido regidos por las siguientes disposiciones legales:

- Ley5/1995, de 21 de junio, de la Generalidad de Catalufia, de proteccion de los animales
empleados para experimentacidn animal y para otros fines cientificos.

- Decreto 214/1997, de 30 de julio, de la Generalidad de Catalufia, por el que se regula la
utilizacidon de animales para experimentacién y para otras finalidades cientificas.

- Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las normas basicas
aplicables para la proteccion de los animales utilizados en experimentacion y otros fines
cientificos, incluyendo la docencia.

- Enel marco de la legislacién europea, la Directiva 63/2010/UE, que deroga a la Directiva
86/609/CEE, de 22 de septiembre del Consejo de Europa sobre la proteccion de los
vertebrados utilizados con fines experimentales y otros fines cientificos.

Ademas, todos los procedimientos con modelos murinos han sido realizados bajo la supervision
del correspondiente personal del centro y siempre respetando las directrices legales y éticas
vigentes. El estudio ha sido aprobado por el Comité ético de experimentacién animal de la
Universitat de Lleida.

3.2.2.RATONES CAG-CRE:ER”

Los ratones CAG-Cre:ER" (denominados durante esta tesis como Cre:ERT ) (B6.CG-Tg(CAG-
cre/Esr1)5Amc/J) fueron generados en el laboratorio del Dr. Andrew P. McMahon mediante la
técnica de la inyeccion pronuclear, en la que el material genético se inyecta en el prontcleo de
un ovocito fecundado. Nuestro laboratorio adquirid los ratones Cre:ERT a través de la compaiiia
The Jackson Laboratory.




Estos ratones expresan la recombinasa Cre inducible por tamoxifeno bajo el control del
promotor CAG acoplado al promotor del citomegalovirus (CMV). El transgén contiene la proteina
de fusion formada por la recombinasa Cre y una forma mutante del dominio de unién al ligando
de receptor de estrégenos murino (ERT), impidiéndose asi la unién a estrégenos enddgenos. Esta
proteina de fusidn Cre: ERT se encuentra constitutivamente en citoplasma cuando no es
estimulada, pero en presencia de tamoxifeno es capaz de translocarse al compartimento nuclear
actuando asi la cre como recombinasa sobre las secuencias LoxP existentes. Esta colonia de
ratones se mantiene en heterocigosis, y los animales Cre:ERT+/- son viables, fértiles, presentan
un tamafio normal, y ademas no muestran alteraciones morfoldgicas ni de comportamiento.

3.2.3. RATONES ARID1A FLOXEADO (ARID1A™)

Los ratones Arid1a” fueron cedidos por el Dr. I. Lei, generandose a partir de la inyeccién de
células ES Arid1a”* en blastocitos de ratén, generdndose ratones Arid1a”*, que posteriormente
por medio de cruzamientos se convirtieron en ratones Arid1a"”.

Estos ratones presentan secuencias LoxP flanqueando el exdn 8 del gen Arid1a, y la eliminacidn
de dicho exén conduce a una mutacién de cambio de marco que lidera la degradacién del
transito mutante y como consecuencia a la ausencia de ARID1A, en presencia de alguna
recombinasa Cre'?2, De esta manera, su uso permite la escisién de Aridla en diferentes tejidos
o momentos del desarrollo en funcién de la recombinasa empleada.

Esta colonia murina se mantiene en estado de heterocigosis Arid1a” y es viable, fértil, presentan
medidas normales y no muestran alteraciones morfoldgicas ni de comportamiento, puesto que
si no son cruzados con ninguna recombinasa los niveles de expresién de ARID1A son salvajes.

3.2.4. RATONES PTEN FLOXEADO (PTEN™)

Los ratones Pten”f(C;12954-Ptentm1Hwu/J) fueron generados por el Dr. Hong Wu mediante la
técnica de la electroporacién de células madre embrionarias (ESC) y posterior inyeccién en
blastocistos. Nuestro laboratorio los adquirié a través de The Jackson Laboratory.

Estos ratones presentan secuencias LoxP que se encuentran flanqueadas por el exén 5 de Pten,
que codifica para el dominio de fosfatasa. En presencia de una recombinasa Cre, se produce la
escision del exdn 5, desencadenandose la perdida de PTEN. De esta manera, su uso permite la
escision de Pten en diferentes tejidos o momentos del desarrollo en funcién de la recombinasa
empleada.

Esta colonia murina se mantiene en estado de heterocigosis Pten”/y es viable, fértil, presentan
medidas normales y no muestran alteraciones morfoldgicas ni de comportamiento, puesto que
si no son cruzados con ninguna recombinasa los niveles de expresién de PTEN son salvajes.
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3.2.5. RATONES CAG-CRE:ER” ARIDTA™* (CRE:ER" ARIDTA™")

Los ratones CAG-Cre:ER” Arid1a”f (denominados durante esta tesis como Cre:ER” Arid1a™)
fueron generados durante estas tesis a partir del cruce de la colonia Cre:ER” y la colonia Arid1a™.

Para conseguir la eliminacién de Aridla, los ratones CAG-Cre:ER Arid1a”f fueron pinchados
intraperitonealmente con una inyeccién de 0,5 mg de tamoxifeno entre las 4-5 primeras
semanas de vida de los ratones. Transcurridas las 3-4 semanas se observa una pérdida
generalizada de ARID1A principalmente en las células epiteliales.

3.2.6. RATONES CAG-CRE:ER" PTEN”" ARIDTA™ (CRE:ER" PTEN™* ARID1A™)

Los ratones CAG-Cre:ER” Pten””f Arid1a”f (denominados durante esta tesis como Cre:ER” Pten”f
Arid1d”) fueron generados durante estas tesis a partir del cruce de la colonia Cre:ER" Arid1a”y
la colonia Pten”.

Para conseguir la eliminacién de Aridla, los ratones CAG-Cre:ER’ Pten”f Arid1d”f fueron
pinchados intraperitonealmente con una inyeccion de 0,5 mg de tamoxifeno entre las 4-5
primeras semanas de vida de los ratones. Transcurridas las 3-4 semanas se observa una pérdida
generalizada de PTEN y ARID1A principalmente en las células epiteliales.

3.2.7. SEXADO Y GENOTIPADO

Los ratones fueron separados y sexados a los 21 dias de vida. Para su genotipado, los ratones
fueron dormidos con isoflurano al 2% mediante via inhalatoria, se marcaron mediante un cédigo
de cortes en la oreja (con tal de posteriormente poder identificarlos) y se obtuvo una pequefia
biopsia de la cola, inferior a 5mm.

Posteriormente estas biopsias fueron digeridas con un tampdn de genotipado constituido por
100mM de Tris PH 8,5; 200 mM NaCl, 5 mM EDTA y 0,2% SDS, en el que es diluido la proteinasa
K a 10 mg/ml (Sigma-Aldrich). Las digestiones tuvieron lugar durante 3-4 h a 572Cy en agitacion
constante a 700 rpm. Seguidamente, la proteinasa K fue inactivada sometiéndola a una
incubacién a 952C durante 5 min y se descartaron los restos de biopsia no digeridos por medio
de una centrifugacion de 10 min a 12.000 rpm. A continuacién, con el sobrenadante rescatado
se realizd una precipitacion del DNA mediante la adicién de etanol absoluto frio. Finalmente,
este DNA precipitado se resuspendié en H20 milliQ.

Obtenido el DNA de las biopsias, se procedié a la realizacion de la reaccién de PCR (polymerase
chain reaction) correspondiente para cada muestra (tabla 6). Los productos obtenidos de PCR
se analizaron por meido de la separacidn por electroforesis en gel de agarosay las bandas fueron
visualizadas empleando tincién con Safe View Nucleic Acid Stain (NBS Biologicals).




Gen Primers Programa de PCR Medida

T2(2C) Tiempo Ciclos Genotipo Medida
Fwd  ACG AAC CTG GTC GAA
ATC GT GCG
, Cre:ER™" No
Cre:ER” 94°C 3 1
94eCc 30" banda
602eC 1 32
R CGG TCG ATG CAA CGA 725C 2
ev ERTH-
GTG ATG AG 729C 2’ Cre:ERT 350 bp
4°C oo 1
Fwd  CAA GCA CTC TGC GAA .
94°C 2 1
CTG AG Pten** 156 bp
94eC 45"
Pten”f .
65°C 45 32
72¢C 45" Pten’* 156y
Rev  AAG TTT TTG AAG GCA - 328 b
AGA TGC 722C 5 P
4°C oo 1
pten”f 328 bp
Fwd  GGCTCTGCCATAAAGCGA | geoc 5 X '
TCC Aridla** 236 bp
959C 45"
T
Arid1a” 60°C 45" 35
72°C 45" Arid1a* 236y
Rev  CTCACAAATCTAACCGAG - 291b
GCCAC 722C 5 P
4°C oo 1

Arid1a”f 291 bp

Tabla 6: Caracteristicas del genotipado de los modelos murinos transgénicos empleados en esta
tesis. Se especifica la secuencia de los cebadores de la PCR (primers), las condiciones de PCR
empleadas y la medida de las bandas obtenidas y el genotipo con el que se corresponden. Fwd,
forward; Rev, reverse.

3.2.8. TRATAMIENTOS FARMACOLOGICOS IN VIVO

e Tamoxifeno

La sal de citrato de tamoxifeno (Sigma-Aldrich) es adquirido en polvos y disuelto para su uso
in vivo en etanol absoluto hasta alcanzar una concentracién de 10mg/ml, y posteriormente
en aceite de maiz (corn oil; Sigma-Aldrich) hasta llegar a alcanzar una concentracién final de
stock de 5mg/ml.

Para inducir la actividad Cre y la consecuente escision in vivo de los genes en cuestion
(Arid1a o Pten) en las células epiteliales endometriales de los ratones con la Cre:ER™", se
realizd una inyeccion intraperitoneal de tamoxifeno a 5 mg/ml, en hembras de 4 a 5 semanas
de edad. Para asegurar que los efectos vistos eran a causa de la inyeccion del tamoxifeno y
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no a sefiales enddgenas, en los experimentos se incluyeron un grupo control a los que
solamente se les inyecta aceite de maiz. Ademas, como control de que los efectos
observados no eran debidos al tamoxifeno en si, en los experimentos se incluyeron un grupo
de ratones Cre:ER™, que pese a no expresar la recombinasa recibieron de igual manera la
dosis de tamoxifeno.

e Etopédsido

El etopdsido (Sigma-Aldrich, E1383) para los tratamientos in vivo, fue disuelto en DMSO a
una concentracién stock de 50mM. Para los diferentes tratamientos, el etopdsido es diluido
en PBS 1X hasta alcanzar la concentracion de trabajo de 36uM y administrado tres veces por
semana de manera intraperitoneal.

3.2.9.RECOLECCION DE PLASMAS SANGUINEOS

Para la recoleccién de plasma sanguineo de los diferentes modelos murino, primero de todo los
ratones fueron anestesiados con isoflurano al 2% mediante via inhalatoria. Una vez dormidos,
con el empleo de una aguja de 25G se realizd una puncidn intracardiaca recolectandose entre
1-2ml de muestra sanguinea por animal. Estas muestras son puestas en tubos de heparina e
incubados a temperatura ambiente 5min. Pasado este tiempo se realiza una centrifugacién de
5min a 5.000g y el plasma separado es recolectado y almacenado a -802C.

3.2.10. RATONES INMUNOCOMPROMETIDOS SCID

Los ratones SCID presentan una mutacidn genética autosdmica recesiva denominada Prkdcs“,
localizada en el cromosoma 16 que impide la correcta recombinacién VDJ. De este modo, los
ratones (que presentan la mutacién en homocigosis) no son capaces de generar linfocitos
funcionales, desarrollando una inmunodeficiencia grave combinada que afecta tanto a los
linfocitos T como a los B. Esto a nivel funcional se traduce en una incompleta maduracion del
sistema inmunoldgico que permite que los ratones no rechacen los tumores o trasplantes.
Convirtiéndolos asi en un modelo util para el estudio de tumores humanos o xendgrafros o
xenografts. Nuestro laboratorio adquirié los ratones SCID a través de la compafiia The Jackson
Laboratory.

3.2.11. ESTABLECIMIENTO DE TUMORES SUBCUTANEOS EN RATONES INMUNOCOMPROMETIDOS
SCID

Para el establecimiento de tumores subcutaneos o xendgrafos in vivo, se utilizaron hembras de
entre 8 y 12 semanas de edad, con un peso entre 20-25 g de la colonia murina SCID. 1,5 x 10°
células de CE fueron inyectadas por tumor subcutdneamente, resuspendidas en 100 u de PBS
1X y Matrigel (1:1). Los tumores se dejaron crecer durante 14 dias para su establecimiento,




transcurrido este tiempo los tumores fueron medidos 3 veces por semana con un calibre (figura
25). El volumen tumoral fue calculado en base a la siguiente férmula:

(Dxd)?

TV (tumor volume) = >

Donde D, corresponde con el didmetro mayor del tumor y d, corresponde al didmetro pequeiio.
En el caso de los experimentos con tratamientos, los ratones comenzaron a ser tratados una vez
los tumores alcanzaron los 100m? de volumen. Finalizados los experimentos, los ratones fueron
sacrificados por dislocacidn cervical y sus tumores fueron recolectado para analisis
macroscépico, histolégico y molecular. Todos los procesos fueron llevados a cabo bajo
condiciones de anestesia con isoflurano al 2% mediante via inhalatoria.
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Figura 25. Esquema representativo de la generacion de los modelos murinos de tumores
subcutaneos xendgrafos. A) Diagrama representativo los pasos seguidos para la generacién de los
modelos murinos de tumores subcutaneos xendgrafos, donde se muestra el tiempo de formacion
del injerto, y los posibles pasos a seguir una vez formado. Creado con BioRender.com

3.2.12. GENERACION DE MODELOS DE METASTASIS EN RATONES INMUNOCOMPROMETIDOS SCID.

Para la formacion de modelos murinos con focos metastaticos xendgrafos en pulmédn, se
utilizaron hembras de entre 8 y 12 semanas de edad, con un peso entre 20-25 g de la colonia
murina SCID. 5 x 10° células MFE-296 de CE marcadas con el gen reportero GFP-Luciferasa,
fueron inyectadas retro orbitalmente en el seno ocular de las hembras mencionadas. La
inyeccion retro orbital exitosa se confirmd el dia 0 mediante imagenes que mostraban
bioluminiscencia sistémica distribuida por todos los animales; 6—10 hembras por grupo con
evidencia de una inyeccion satisfactoria continuaron el experimento. De 2 a 3 semanas después
de la inyeccion, monitoreamos las lesiones tumorales con Photon Imager (Bio-space.) junto con
el software de imagenes en vivo M3 Vision Viewer (figura 26). Para la bioluminiscencia y
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visualizacidn de las células tumorales fue empleada luciferina (Caliper Life Science, 119222)
como sustrato de la luciferasa expresada por las células tumorales inyectadas, la cual fue
inyectada intravenosamente disuelta en PBS 1X a una concentracion de 150 mg/kg (figura 26).
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Figura 26. Esquema representativo de la generacion de los modelos murinos xendgrafos
metastaticos de pulmoén. A) Diagrama representativo los pasos seguidos para la generacidn de los
modelos metastaticos de pulmdn murinos, donde se resalta la incorporacién del marcador luciferasa,
la inyeccidn intravenosa, el tiempo de espera para la formacién de focos metastaticos y la obtencidn
de los resultados por medio de bioluminiscencia. LUC, gen reportero GFP-Luciferasa Creado con
BioRender.com

3.2.13. GENERACION DE LOS DOBLES MODELOS MURINOS CON TUMORES SUBCUTANEOS Y
POSTERIOR METASTASIS EN RATONES INMUNOCOMPROMETIDOS SCID

Para evaluar el efecto que los tumores subcutaneos xendégrafos pueden tener en la capacidad
de formacidn de focos metastaticos en pulmdn, en nuestros modelos murinos metastaticos, se
decidid generar un nuevo modelo que combinara ambos modelos murinos xendgrafos. Para ello
se utilizaron hembras de entre 8 y 12 semanas de edad, con un peso entre 20-25 g de la colonia
murina SCID. De igual manera que en el punto 3.2.10, 1,5 x 10° células de CE (sin marcar con gen
reportero GFP-Luciferasa) fueron inyectadas por tumor subcutaneamente, resuspendidas en
100 p de PBS 1X y Matrigel (1:1), y fueron dejadas crecer durante 14 dias. Transcurrido este
tiempo, y ya ensamblados los tumores subcutdneos, 5 x 10° células MFE-296 de CE marcadas
con el gen reportero GFP-Luciferasa, fueron inyectadas retro orbitalmente en el seno ocular de
las hembras mencionadas. La inyeccidn retro orbital exitosa se confirmé el dia 0, mediante
imagenes que mostraban bioluminiscencia sistémica distribuida por todos los animales; 6-10
hembras por grupo con evidencia de una inyeccion satisfactoria continuaron el experimento. De
igual manera que en el punto 3.2.11, transcurridas de 2 a 3 semanas post inyeccion intravenosa,
se monitorizaron las lesiones tumorales con Photon Imager, junto con el software de imagenes
en vivo M3 Vision Viewer (Figura 27). Para la bioluminiscencia y visualizacién de las células
tumorales fue empleada luciferina como sustrato de la luciferasa expresada por las células




tumorales inyectadas, la cual fue inyectada intravenosamente disuelta en PBS 1X a una
concentracion de 150 mg/kg. Pudiéndose asi observar si los diferentes tumores subcutaneos
xendgrafos ejercian algun tipo de sefial que afectara a la diseminacién y formacion de focos
metastdticos en pulmén en las células tumorales inyectadas intravenosamente.
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Figura 27. Esquema representativo de la generacion del doble modelo murino xenégrafo con
tumores subcutaneos y metastaticos de pulmédn. A) Diagrama representativo los pasos seguidos
para la generacion de los modelos murinos xendgrafos dobles, en los que primero se genera el
establecimiento de un tumor subcutdneo y posteriormente por medio de la inyeccidn intravenosa
de células marcadas con el gen reportero LUC (GFP-Luciferasa), se generé la formacion de focos
metastaticos de pulmadn, positivos para bioluminiscencia, permitiendo diferenciar el andlisis de la
capacidad metastatica Unicamente de las células inyectadas por via intravenosa. Creado con
BioRender.com

3.2.14. GENERACION DE LOS MODELOS MURINOS XENOGRAFOS ORTOTOPICOS ENDOMETRIALES EN
RATONES INMUNOCOMPROMETIDOS SCID

Para la formacidon de modelos murinos ortotdpicos xendgrafos de endometrio, se utilizaron
hembras de entre 8 y 12 semanas de edad, con un peso entre 20-25 g de la colonia murina SCID.
Primero de todo, se realizé la ovariectomia de estas hembras. Seguidamente, un total de 3 x 10°
células MFE-296 de CE marcadas con el gen reportero GFP-Luciferasa, resuspendidas en 25 pl
de PBS 1X y Matrigel (1:3), fueron inyectadas en una rama del endometrio de estas hembras
empleando puntas de pipeta Multiflex Round Tips (BioScience). A continuacidn, se colocé en
cada hembra un parche con 0,76mg de B-estradiol, subcutaneamente. Transcurridas de 3 a 4
semanas post inyeccidén vaginal, se monitorizaron las lesiones tumorales con Photon Imager
(Bio-space.) junto con el software de imagenes en vivo M3 Vision Viewer (figura 28). Para la
bioluminiscencia y visualizacidn de las células tumorales, fue empleada luciferina (Caliper Life
Science, 119222) como sustrato de la luciferasa expresada por las células tumorales inyectadas,
la cual fue inyectada intravenosamente disuelta en PBS 1X a una concentracion de 150 mg/kg.
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Figura 28. Esquema representativo de la generacion de los modelos murinos ortotdpicos
xenografos de endometrio con generacion de focos metastaticos. A) Diagrama representativo los
pasos seguidos para la generacidn de los modelos ortotdpicos xendgrafos de endometrio murinos,
donde se resalta la incorporacion del marcador luciferasa, la inyeccidén ortotépica, el tiempo de
espera para la formacién de focos metastaticos y la obtencion de los resultados por medio de
bioluminiscencia. LUC, gen reportero GFP-Luciferasa Creado con BioRender.com




3.3. HISTOLOGIA E INMUNOHISTOQUIMICA (IHC)

3.3.1.PROCESAMIENTO DE BIOPSIAS E HISTOLOGIA BASICA

Tras el sacrificio de los modelos murinos, se realizé el andlisis de la presencia y tipo de
alteraciones macroscdpicas. Para ello, se realizd la extraccion de las biopsias de interés (6rganos,
tumores, etc.) y se fijaron en formol durante 16h a 42C. Transcurrido este tiempo de fijacion, los
organos fueron colocados en casets de inclusién (Simport), para ser procesados realizandoles
un proceso de deshidratacién e inclusién en parafina. Respecto a las muestras humanas
empleadas en esta tesis, todas provienen del Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Arnau
de Vilanova de Lleida, y fueron procesadas de la misma manera que las muestras murinas.

Con la finalidad del estudio histoldgico de las diferentes muestras, los bloques de parafina
generados (denominados FEPE, Formalin-Fixed Paraffin-Embedded) fueron cortados en cortes
de 5um y tefiidos con hematoxilina y eosina (HE). Una vez obtenidas las muestras, los patélogos
evaluaron, de manera independiente y a ciegas, la histologia de las muestras siguiendo los
criterios preestablecidos.

3.3.2. INMUNOHISTOQUIMICA (IHC)

Para la realizacién de la inmunohistoquimica de las biopsias, una vez procesados los tejidos e
incluidos en parafina, se realizaron cortes de 3um de grosor de estos bloques y éstos fueron
puestos en portaobjetos y secados durante 1h a 652C. A continuacidn, se realizd un
pretratamiento de desparafinacién y rehidratacion de los tejidos. El siguiente paso fue el de
antigen retrieval o recuperacion del antigeno, el cual permite desenmascarar y exponer los
antigenos de la muestra que habian sido enmascarados durante el procesamiento de la muestra.
Para ello, las muestras fueron incubadas en un tampdon compuesto por Tris/EDTA 50X a pH9, en
un modulo de pretratamiento PT-LINK (Dako) durante 20min a 952C. A continuacion, la
peroxidasa enddgena de la muestra fue bloqueada por medio de una incubacion de las muestras
en una solucién de H,0;al 3%, reduciéndose de tal manera el ruido de fondo que se obtiene con
el cromdégeno empleado. Seguidamente las muestras fueron lavadas tres veces con PBS 1X e
incubadas con el anticuerpo primario durante 30min a temperatura ambiente. Después, se
vuelvieron a realizar tres lavados con PBS 1X y se realizd la incubacidn con el anticuerpo
secundario. Si la seial es bastante fuerte, se emplearon anticuerpos secundarios conjugados
con peroxidasa (HRP) y la incubacion es de 30min a temperatura ambiente. Si por el contrario
fue necesario ampliar la sefial del anticuerpo, la muestra fue incubada con un anticuerpo
secundario conjugado a biotina durante 30min a temperatura ambiente y posteriormente la
muestra fue incubada durante 15min mas con estreptavidina unida a peroxidasa (HRP) de nuevo
a temperatura ambiente. Por ultimo, se aplicé el cromégeno diaminobenzimida (DAB, Dako)
para el revelado y se realizé una contra tincidon de con hematoxilina para visualizar los nucleos
de las células de la muestra. Los anticuerpos usados en esta tesis para HIC se encuentran
indicados en la tabla 7.
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Anticuerpo Dilucién Referencia

Anti-ARID1A 1/500 Abcam, ab182561
Anti-Ki-67 1/100 Abcam, ab16667
Anti-PTEN 1/100 Dako, M3627
Anti-aSMA RTU Dako, IR611
Anti-FAP 1/200 Merkel, AB19026

Tricromico de

Mason
Anti-CXCL16 1/100 Sigma-Aldrich
HPA066315
Anti-CXCR6 1/100 Abcam, ab125115
Anti-ADAM10 1/200 Merkel, AB19026

Tabla 7: Anticuerpos primarios empleados en la IHC. Tabla donde se detalla para cada anticuerpo
empleado en los analisis de expresion de IHC, la dilucién a la que se emplea y la referencia del
producto.

Para el andlisis de las tinciones de inmunohistoquimica se empled el software de imagen
automatizada QuPath v0. 1.2. Para ello, imagenes de diferentes zonas representativas obtenidas
con el microscopio DM108 (Leica), fueron analizadas realizando la seleccidn de células positivas
y tres umbrales diferentes fueron aplicados segun las puntuaciones de intensidad (0, 1, 2 y 3).
Los valores mostrados, se corresponden con las puntuaciones mas elevadas de la seccidon
completa. En el caso de las muestras con pérdida focal de ARID1A el andlisis se realizé de las
secciones creadas en base a la expresidon o no de ARID1A, presentandose los mayores valores
de las secciones creadas. Las intensidades corresponden a al menos un minimo de tres secciones
representativas por muestra.

3.3.3. ANALISIS DE PROLIFERACION CELULAR DE TEJIDOS MEDIANTE KI-67

Ki-67 es un marcador tipico para el analisis de la proliferacion celular en tejido, puesto que es
expresado en células proliferativas. De tal modo, la cuantificacién de la inmunchistoquimica de
Ki-67 da una medida de la tasa de proliferacién de un determinado tejido en unas determinadas
condiciones. Dicha inmunohistoquimica se realizé con las técnicas explicadas en el punto 3.3.2.

Para la cuantificacidn, se tomaron fotografias de 5 campos representativos de cada animal y por
cada muestra la proliferacidn celular es calculada como el porcentaje de nucleos positivos para
Ki-67 respecto al nimero total de nucleos en cada campo. Se evaluaron entre 1.500-2.000




nucleos totales por muestra. Las imagenes fueron tomadas con el microscopio DMD 108 vy
cuantificadas con el software Image J.

3.3.4. INMUNOHISTOFLUORESCENCIA (IHF)

Para la realizacion de la inmunofluorescencia de las biopsias, una vez procesados los tejidos e
incluidos en parafina, se realizaron cortes de 3um de grosor de estos bloques que fueron puestos
en portaobjetos y secados durante 16h a temperatura ambiente. A continuacién, se realizé un
pretratamiento de desparafinacidn y rehidratacion de los tejidos. De igual manera que en la HIC,
el siguiente paso fue el de antigen retrieval o recuperacién del antigeno, el cual permite
desenmascarar y exponer los antigenos de la muestra que habian sido enmascarados durante el
procesamiento de la muestra. Para ello, las muestras son incubadas en un tampdn compuesto
por acido citrico y tween a pH6, en el bafio a 952C durante 20min. Finalizado este proceso, las
muestras fueron lavadas tres veces con PBS 1X e incubadas en una solucion de bloqueo del 1%
de suero de caballo (horse serum, HS) en PBS 1X durante 30min a temperatura ambiente. A
continuacién, el anticuerpo primario fue incubado durante 16h a 42C. Transcurrida la
incubacién, se realizaron tres lavados con PBS 1X se incubd el anticuerpo secundario durante 1h
a temperatura ambiente y bajo condiciones de oscuridad, pues dicho anticuerpo secundario se
encontraba marcado con un fluorocromo. Finalmente se realizaron tres lavados con PBS 1X y se
tifleron las muestras con Hoechst 1/100 (REF), para conseguir la visualizacién de los nucleos de
las células que componian el tejido. Para acabar el proceso se volvié a lavar tres veces con PBS
1X las muestras y se montd con un cubreobjetos y liquido de montaje (Sigma-Aldrich) para
preservar la fluorescencia, dejandolo secar durante 16h antes de su andlisis. Los anticuerpos
empleados en esta técnica se encuentran detallados en la tabla 8.
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Anticuerpo Dilucion Referencia
Anti-FAP 1/200 Santa Cruz, sc-
100528
Anti-a-SMA 1/200 Santa Cruz, sc-
53015
Anti-Vimentina 1/200 BD bioscience,
550513
Anti-CXCL16 1/200 Santa Cruz, sc-
514363
Anti-ADAM10 1/200 Merkel, AB19026
1gG Alexa Fluor 1/250 Thermofisher,
594 Ratdn A11005
I1gG Alexa Fluor 1/250 Thermofisher,
588 Raton A11001
1gG Alexa Fluor 1/250 Thermofisher,
594 conejo A11002
1gG Alexa Fluor 1/250 Thermofisher,
488 conejo A11029
I1gG Alexa Fluor 1/250 Thermofisher,

594 rata

A21209

Tabla 8: Anticuerpos empleados en la IHF. Tabla donde se detalla para cada anticuerpo empleado
en los analisis de expresion de IHF, la dilucion a la que se emplea y la referencia del producto.

Una vez listas las muestras, las imagenes fueron tomadas con el microscopio confocal FV1000
(Olympus) y analizadas con el software Image J.




3.4. ANALISIS MOLECULAR

3.4.1.ANALISIS DEL RNA
3.4.1.1.Extraccion RNA

La extraccion de RNA se realizd a partir de cultivos celulares, mediante un kit comercial
SurePrep™ TrueTotal™ RNA Purification Kit (ThermoFisher Scientific®), acoplado a una digestién
con DNAsa | con tal de eliminar todo el posible DNA gendmico restante que pueda contaminar
la muestra dando lugar a sefiales falsas durante su analisis. Para el lisado de las muestras, se
afiadid directamente el buffer de extraccidn del kit en las muestras junto con -mercaptoetanol
para asegurar la integridad del RNA (3,5ul de B-mercaptoetanol por cada 350l de buffer de
extraccidn). Tras acabar el protocolo de extraccion el RNA fue diluido en H,0 y almacenado a -
80¢°C.

3.4.1.2.Sintesis de cDNA y PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR)

El DNA complementario o cDNA, se trata de DNA sintetizado a partir de una cadena Unica de
RNA mensajero (mRNA) por medio de una reaccion llevada a cabo por la transcriptasa reversa.
Este cDNA luego puede ser empleado para la técnica de RT-gPCR, que, mediante el empleo de
una sonda, marcada con un fluorocromo y especifica para cada gen a analizar, permite la
cuantificacion de la expresiéon por medio del termociclador CFX96™ (BioRad), que es capaz de
leer dichas sondas. En la presente tesis, los pasos de sintesis de cDNA y RT-gPCR se hicieron
simultdneamente mediante el uso del kit pPCRBIO Probe 1-Step Go (PCR Biosystems). El
programa utilizado para el proceso comienza con calentar las muestras a 452C durante 10min,
seguidamente las muestras se elevan hasta los 952C durante 2min y finalmente se repiten 40
ciclos a 952C durante 5sec y 602C durante 20sec. Las sondas empleadas (Thermo-Fisher) son
especificas de cada gen y se encuentran detalladas en la tabla 9.
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Gen Especie Referencia
Aridla Ratdn MmO00473838 m1
HDAC6 Humano Hs_00997427 _m1l

Vegfa Ratdén MmO00437304_m1
IL6 Ratdén Mm00446190_m1
Tgf61 Ratén MmO00441724_m1
Cxcl16 Ratdn Mm00469712_m1
CXCL16 Humano Hs00222859 m1
Cxcrb Ratdn MmO02620517_s1
CXCR6 Humano Hs01890898 s1
Adam10 Ratdn MmO00545742_m1
ADAM10 Humano Hs00153853 m1
GAPDH Ratdn Mm99999915 gl
GAPDH Humano Hs99999905 m1

Tabla 9: Sondas empleadas para el analisis de expresion de RNA. Tabla donde se detalla para cada
sonda empleada en los analisis de expresion de mRNA el gen que amplifican, la especie y la
referencia.

Los resultados se obtienen en forma de Ct (cycle threshold), que corresponde con el ciclo de PCR
en el que comienza el crecimiento exponencial del producto de PCR y por ello la sintesis de la
muestra analizada. Por lo que, cuanto mayor sea el valor del Ct obtenido menores son los niveles
de expresién del gen en cuestion. Finalmente, la cantidad de mRNA relativa de cada gen es
calculada analizando también la expresion de un gen de control interno o house keeping (en el
caso de los experimentos llevados a cabo en esta tesis, el gen de control interno empleado fue
el de la GAPDH) y empleando la siguiente férmula:

ACt = Ctdel gen diana — Ct house keeping

A(ACt) = ACt de la condicion experimental — ACt control

A partir de estas formulas, el nivel relativo de mRNA relativo de la condicidn experimental
respecto al control es 2724 Con estos valores se calcula la media de cada muestra entre los
tres triplicados realizados y el error standard. Ademas, en todos los experimentos realizados se
incluye un control negativo, para descartar la presencia de DNA gendmico que pueda estar
contaminando la muestra.




3.4.2. ANALISIS DE PROTEINAS

3.4.2.1. Western Blot (WB)

En este trabajo las muestras analizadas proceden de cultivos de lineas celulares o de cultivos
primarios 3D. Para los tratamientos realizados en 2D, las células fueron plantadas a dia 1 a un
70% de confluencia y transcurridas las 24h se afiadieron los tratamientos correspondientes. Una
vez transcurrido el tiempo de incubacion indicado, el medio fue retirado y se realizaron 3 lavados
con PBS 1X para proceder con el lisado de las muestras. En el caso de los cultivos 3D, los
tratamientos se hicieron en cuanto los cultivos en 3D habian sido generados, realizando la
incubacién con dichos tratamientos durante el tiempo indicado y pasado dichos tiempos, el
medio fue aspirado y se realizaron tres lavados con PBS 1X.

Para la obtencidon de los lisados celulares de WB, tras los lavados con PBS1X se anadid
directamente a la muestra buffer de lisado de proteina (compuesto por Tris HCl 50mM, NaCl
150mM, 1% de Triton X-100, 0,1% de SDS, EDTA 1mM) y tras dejarlos incubar 10min a 49C, con
ayuda de un raspador, se recupero el lisado. Este lisado fue sonicado a 20% haciendo pulsos de
8sec de sonicado y 8sec de incubacidn a 42C (para asegurar la estabilidad de la proteina) durante
5 rondas. Seguidamente, para eliminar los restos no lisados, se realizd una centrifugaciéon a
12.000rpm durante 20min a 42C. Los sobrenadantes fueron almacenados a -20°C.

Para determinar la concentracion proteica se utilizo el método Lowry, empleando los reactivos
comerciales de la casa BioRad y realizando una recta patron con BSA (albumina sérica bovina)
de concentracién proteica conocida. Brevemente, en una placa M96, en primer lugar, se
afiadieron 5ul de cada una de las muestras de la recta patron y 3ul de cada una de las muestras
de lisado. Para cada muestra fueron realizaron triplicados. A continuacidn, a cada uno de los
pocillos se le afiadié 25 ul de reactivo A y seguidamente 200 ul de reactivo B, que es el sustrato
fluorogénico. La reaccion fue incubada durante 15min a temperatura ambiente y en agitacion,
protegido de la luz para que no afecte al reactivo B. Finalizado el tiempo de incubacién, la
absorbancia fue leida a 595 nm en el espectrofotémetro (Biotek). Estos valores de absorbancia
fueron extrapolados con los de la recta patrdn, obteniéndose asi la concentracion proteica de
cada una de las muestras.

Para la preparacion de las muestras de WB, se cogid la misma cantidad de proteina para cada
muestra y los voliumenes se equilibraron a 20ul con buffer de lisado de proteina y se afiadieron
Sul de buffer de carga (loading buffer, LB) compuesto por (10% de SDS, 50% de glicerol, 720 nM
B-mercaptoetanol, 250 mM Tris pH 6,8 y azul de bromofenol). Las muestras fueron incubadas a
959C durante 5min para acabar la desnaturalizacién proteica.

Para la separacion proteica por electroforesis se emplearon geles de poliacrilamida con SDS.
Estos geles son desnaturalizantes, lo que permite la separacién de las diferentes proteinas de
las muestras en funcion de sus pesos moleculares. Estos geles fueron preparados a partir de la
solucion ACRYL/BIS (BioRad), que contiene el 39% de poliacrilamida y un 1% de de bis-
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acrilamida. La polimerizacion tuvo lugar mediante la adicién de 0,1% de TEMED (Sigma-Aldrich)
gue actua como iniciador de la reaccion y persulfato de amonio (Sigma-Aldrich) al 0,05% que
actua como catalizador. Los geles que se emplearon fueron discontinuos, formados por dos
partes son diferentes porcentajes de acrilamida cada uno. En la parte superior se encontraba el
gen apilador, en el cual se cargar las muestras y se utiliza para concentrar el frente de migracién
de las proteinas de manera que todas entren a la vez en el gel separador. Este estd constituido
por un 5% de acrilamida y estd preparado con tampdn 125uM Tris-HCl a pH 6,8. Por otro lado,
el gel separador es el encargado de la separacién de las proteinas en funcién de su peso
molecular y estd preparado por 375uM Tris-HCl a pH 8,8, y el porcentaje de acrilamida que
presenta dependié del peso molecular de las proteinas a detectar, pudiendo oscilar desde un
7% hasta un 15%. Una vez preparados los geles, las muestras fueron cargadas en ellos y se
dejaron migrar a través de dicho gel a un voltaje de 120V en un tampdn de migracion (25 mM
Tris 25; 1,44% de glicina y 0,1% de SDS) en el sistema MiniProtean® de BioRad. Remarcar que
uno de los carriles siempre se componia de un marcador de pesos moleculares pre tefido (Page
Ruler, ThermoFisher Scientific), con tal de tener posteriormente la referencia del peso molecular
de las proteinas detectadas.

Finalizado el proceso de separacion, se procedid a la transferencia de proteinas de los geles a
una membrana de PDVF (Immobilon-P, Millipore). Para ello, se usé el sistema de transferencia
MiniProtean® de BioRad, donde se forma un sandwich con el gel, la membrana, dos papeles
Watman (REF) y dos esponjas. Este se coloca en una solucién de transferencia (25 mM Tris 25 i
192 mM glicina a pH=8,3), con un bloque de hielo que mantiene frio el proceso de transferencia
y se deja transferir durante 1h y 30min a voltaje constante de 90V. Al acabar la transferencia,
para evitar los ruidos de fondo provocados por uniones inespecificas, se incuba la membrana en
una soluciéon de bloqueo con leche desnatada en polvo al 5% en un tampdn denominado TBS-t
formado por 20 mM Tris a pH 7,4; 150 mM NaCl i 0,1% de Tween 20, durante 1h a temperatura
ambiente y luego es lavada tres veces durante 15min con solamente TBS

Posteriormente, la membrana es incubada con el anticuerpo de interés durante 16h a 42C. Los
anticuerpos empelados en la tesis y sus diluciones se encuentran en la tabla 10 detallados. La
dilucién de los anticuerpos primarios fue preparas en una solucién de TBS-T con 3% de BSA 'y
0,02% de Azida sddica, que evita contaminaciones bacterianas y permite reutilizar el anticuerpo.
Pasado el tiempo de incubacidn, la membrana fue lavada tres veces durante 15min con TBS-t e
incubada con el anticuerpo secundario, acoplado a Peroxidasa de rabano picante (HRP), durante
1h a temperatura ambiente (diluciones y anticuerpos detallados en la tabla 10) y lavada con TBS-
t 3 veces durante 15min.




Anticuerpo Dilucion Referencia
Anti-ARID1A 1/500 Cell signaling, 12354
Anti-GAPDH 1/10000 Abcam, ab8245
Anti-p16 1/500 Santa cruz, sc-1661
Anti-p21 1/500 Santa cruz, sc-817
Anti-Ciclina D1 1/500 Santa Cruz, sc-20044
Anti-Ciclina E 1/500 Santa Cruz, sc-247
Anti-Ciclina B 1/100 Santa Cruz, sc-
166210
Anti-CDK2 1/500 Santa Cruz, sc-748
Anti-CDK 4/6 1/1000 Abcam, 3112
Anti-CDK1 1/1000 Santa Cruz, sc-8395
Anti-phospho-CDK1 1/1000 Santa Cruz, sc-
(Tyr15) 136014
Anti-phospho-chk2 1/1000 Cell signaling, 2197
(Thre8)
Anti-chk2 1/500 Santa Cruz, sc-5278
Anti-chk1 (Ser 345) 1/1000 Cell Signaling, 2348
Anti-chk1 1/500 Santa Cruz, sc-8408
Anti-p-53 (Ser15) 1/1000 Cell Signaling, 9284
Anti-Ac-p53 (Lys 1/1000 Sigma-Aldrich, 06-
373-382) 916
Anti-p53 1/1000 Santa Cruz, sc-126
Anti-CDC25 1/1000 Santa Cruz, sc-13138
Anti-caspasa3 1/500 Cell Signaling, 9661
cortada
Anti-caspasa3 1/1000 Cell Signaling, 9662
Anti-PARP cortada 1/1000 Cell Signaling, 5625
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Anti-PARP

Anti-E-cadherin

Anti-B-catenina

Anti-Vimentina

Anti-MMP2
Anti-SNAIL
Anti-ZEB
Anti-phosph-ERK1/2
(Thr202/Tyr204)
Anti-pan-ERK1/2
Anti-phospho-
SAPK/INK
(Thr183/185)
Anti-SAP/JNK
Anti-phopho-
p38a/p
(Thr180/Tyr185)
Anti-p38 a/B
Anti-c-Fos

Anti-phospho-MNK1
(Thr197/202)

Anti-HDAC6
Anti-Ku70
Anti-XRCC4
Anti-p-ATM (S1981)

Anti-ATM

1/500

1/1000

1/1000

1/1000

1/250
1/1000

1/500

1/1000

1/1000

1/1000

1/1000

1/1000

1/1000

1/1000

1/1000

1/1000

1/500

1/500

1/500

1/200

Santa Cruz, sc-8007

BD Biosciences,
610181

BD Biosciences,
610153

BD bioscience,
550513

Santa Cruz, sc-13594

Cell Signaling, 3879

Santa cruz, sc-
515797

Biolegend,
22.675505

BD Biosciences,
610623

Cell Signaling, 9251

Cell Signaling, 9258

Cell Signaling, 4511

Santa Cruz, sc-7972

Cell Signalling, 5348

Cell Signaling, 2111

CellSignaling, 7612
Santa Cruz, sc-17789
Santa Cruz, sc-5282

Abcam, ab208775

Santa Cruz, sc-
135663




Anti-Phospho-ATR
(Ser428)

Anti-ATR

Anti-N-cadherina

Anti-FAP

Anti-a-SMA

Anti- p-PDGFRa
(Tyr754)

Anti-p-NFKb-p50
(Ser337)

Anti-p-NFKb-p65
(Ser536)

Anti-IL6
Anti-ERa
Anti-CD31
Anti-CD45

Anti-CXCL16

Anti-CXCR6

Anti-ADAM10

Anti-MMP9

Anti-phospho-FAK

(Tyr397)

Anti-YAP

Anti-phospho-

paxilina (Tyr118)

Anti-Conejo IgG-HRP

1/1000

1/200

1/500

1/500

1/500

1/200

1/500

1/500

1/500
1/500
1/1000
1/1000

1/500

1/1000

1/1000

1/200

1/1000

1/1000

1/1000

1/10000

CellSignalling, 2853

Santa Cruz, sc-
515173

Santa Cruz, sc-7939

Santa Cruz, sc-
100528

Santa Cruz, sc-53015

Santa Cruz, sc-12911

Santa Cruz, sc-

101744

Cell signaling, 3033

Santa Cruz, sc-57315

Cell signaling, 2511

Abcam, ab10558

Santa Cruz, sc-
514363

Abcam, ab125115

Merkel, AB19026

Santa Cruz, sc-
393859

Thermo
Fisher,700255

Santa Cruz, sc-
101199

Cell signaling, 2541

Jackson, 111-035-
003
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Anti-Raton IgG-HRP 1/10000 Jackson, 115-035-
003

Anti-Cabra IgG-HRP 1/10000 Jackson, 705-035-
147

Tabla 10: Anticuerpos empleados en el westren blot. Tabla donde se detalla para cada anticuerpo
empleado en los andlisis de expresion por westernblot, la dilucidn a la que se empleay la referencia
del producto.

Finalmente, ya puede realizarse la visualizacion de la inmunodeteccion proteica, gracias a la
peroxidasa del anticuerpo secundario. Para la deteccidn las membranas fueron incubadas
durante 3min a temperatura ambiente con el reactivo comercial Luminata Forte Wertern HRP
substrate (Millpore). Este reactivo asocia la catalisis del agua oxigenada a la oxidacién de
luminol, produciendo un incremento de la quimioluminiscencia. Por ultimo, la membrana se
visualiza con el sistema de documentacién ChemiDocTM MP Imaging System (BioRad) y se
analiza con el programa informatico asociado, Image Lab.

3.4.2.2.Inmunocitofluorescencia (ICF)

Para la deteccidon por fluorescencia de proteinas de células en cultivo, los cultivos 2D o 3D de
interés fueron fijados con PFA 4% durante 15min a temperatura ambiente y lavados tres veces
con PBS 1X. Dependiendo del anticuerpo a usar y la localizacidn celular de la proteina a detectar
la permeabilizacidn fue o con tritdon X-100 al 0,1% en PBS 1X durante 5min o con metanol 100%
frio durante 5 min y se realizaron de nuevo tres lavados con PBS 1X. A continuacion, se realizd
una incubacién durante 1h a temperatura ambiente con una solucién de bloqueo compuesta
por PBS con 2% de HS, 2% BSA y 0,2% de Tritdn X-100), con el fin de evitar uniones inespecificas.
Después, los cultivos fueron incubados durante 16h a 42C y agitacion constante con los
anticuerpos primarios indicados diluidos en PBS1X. Los detalles son mostrados en la tabla 11.

Anticuerpo Dilucion Permeabilizacion Referencia
Anti-phospho-y 1/200 Metanol Sigma-Aldrich, 05-
H2AX (Ser139) 636
Anti-phospho- 1/200 Metanol BD Biosciences,

Histone H3 (Ser10) 556433




Anti- caspase3

1/200

Tritén X-100

Cell signaling, 9661

cortada
Anti-CDH1/E- 1/200 Triton X-100 BD Biosciences,
Cadherina 610181
Rodamina- 1/500 Triton X-100 Sigma-Aldrich,
conjugada faloidina P1951
Anti-B-catenina 1/200 Tritén X-100 BD Biosciences,
610153
Anti-Vimentina 1/200 Metanol BD bioscience,
550513
Anti- Citoqueratina 1/200 Metanol Abcam, ab9377
de amplio espectro
Anti-HDAC6 1/200 Triton X-100 Abcam, ab1440
Anti-a-tubulina 1/500 Tritdn X-100 Sigma-Aldrich,
T9026
Anti-GFP
Anti-FAP 1/200 Tritén X-100 Santa Cruz, sc-
100528
Anti-a-SMA 1/200 Triton X-100 Santa Cruz, sc-53015
Anti-COL1A 1/200 Tritén X-100 Cell signaling 39952
Anti-CXCL16 1/200 Tritén X-100 Santa Cruz, sc-
514363
Anti-YAP 1/200 Metanol Santa Cruz, sc-
101199
Anti-phospho- 1/200 Triton X-100 Cell signaling, 2541
paxilina (Tyr118)
Anti-phospho-MLY2 1/200 Tritén X-100 Cell signaling, 3671

(Ser19)

Tabla 11: Anticuerpos primarios empleados en la ICF. Tabla donde se detalla para cada anticuerpo
empleado en los analisis de expresién de ICF, la dilucion a la que se emplea, la permeabilizacién
usada y la referencia del producto.
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Transcurrido este periodo de incubacién, se hicieron 3 lavados con PBS 1X y se realizé la
incubacién con una solucién de PBS1X que contenia los anticuerpos secundarios conjugados con
los fluorocromos (detalles indicados en la tabla 12) y Hoechst (Sigma-Aldrich) a 1/100 (para
realizar la tincion nuclear). Esta incubacion fue de 1h a temperatura ambiente en el caso de los
cultivos 2D, y de 16 a 42C en el caso de los 3D, ambos en agitacidon continua. Transcurridas las
correspondientes incubaciones, se realizaron tres lavados con PBS 1X durante 10min a
temperatura ambiente.

Anticuerpo Dilucién Referencia

I1gG Alexa Fluor 594 1/250 Thermofisher, A11005
Raton

IgG Alexa Fluor 588 1/250 Thermofisher, A11001
Ratén

I1gG Alexa Fluor 594 1/250 Thermofisher, A11002
conejo

IgG Alexa Fluor 488 1/250 Thermofisher, A11029
Conejo

I1gG Alexa Fluor 594 1/250 Thermofisher, A21209

Rata

Tabla 12: Anticuerpos secundarios empleados en la inmunofluorescencia. Tabla donde se detalla
para cada anticuerpo empleado en los andlisis de expresidn de ICF la especie que reconoce, la
dilucién a la que se emplea y la referencia del producto.

Las imagenes de los resultados fueron obtenidas mediante el empleo del microscopio confocal
FV1000 (Olympus) y analizadas con el software ImageJ (version 1.46r; NIH, Bethesda, MD).

3.4.2.3.Array de deteccion de quimioquinas

En este trabajo, para el estudio del perfil de secrecién de quimioquinas fue empleado el Human
Chemokine Array G1 (bioNova, RayBio®, AAH-CHE-G1-4) para la deteccion simultanea de 38
guimioquinas en el CM de las lineas celulares humanas indicadas. El primer paso fue la
colocacién del chip que contiene las sondas de las quimioquinas a detectar bajo una campana
de flujo laminar durante 2h para conseguir su secado completo. Posteriormente, se afiadieron
100ul de buffer de bloqueo y se incubd durante 30min a temperatura ambiente. Transcurrido
este tiempo se aspird el buffer, se ainadieron 100l de las muestras indicadas a cada sub-array y
se dejo incubar durante 16h a 49C en agitacion. A continuacién, se realizé un proceso de
consecutivos lavados con diferentes buffers de lavado (propiciados por el kit) con tal de asegurar




la eliminacidn de posibles sefales inespecificas. Finalmente, para la deteccidon se afiadié 70l
por pozo de una mezcla de anticuerpos primarios conjugados a biotina, la cual se dejé incubar
durante 16h a 49C y en agitacidn constante. Consecutivamente, tras una secuencia de lavados,
se afiadieron 70ul por pozo de una solucién de estreptavidina marcada con un fluoréforo (por
lo que a partir de aqui siempre fue protegido de la luz) y se dejé incubar durante 2h en agitacion
a temperatura ambiente. Finalmente, con tal de eliminar bien todos los retos y evitar sefiales
inespecificas se realizd varios lavados consecutivos con diferentes buffers de lavado y finalmente
se dejo secar bajo una cabina de flujo laminar. Por ultimo, se procedié al andlisis usando un
escaner laser (Innopsys 'InnoScan®) utilizando el canal cy3 o "verde" con una frecuencia de
excitacion de 532 nm. La intensidad de fluorescencia es proporcional a la cantidad de citoquina
de la muestra problema. El método de deteccidn del array se encuentra representado en la
figura 29.
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Figura 29. Esquema representativo del flujo de trabajo del array. A) Diagrama representativo del
funcionamiento del array y los pasos seguidos durante la realizacidn del protocolo desde la
incubacién con las muestras hasta su lectura y analisis. Creado con BioRender.com

Para el analisis, el programa de escaner de fluorescencia laser tiene una opcién para medir
automaticamente el ruido de fondo local en torno a cada punto/spot/citoquina. A este valor se
le restd el ruido de fondo mediante el paradmetro MEDIA-B532. Después, se normalizaron los
datos mediante la siguiente formula:

X(Ny) = X() X
y y P()
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Donde P1 es la intensidad de la sefial media de los puntos de los controles positivos en la matriz
de referencia predeterminada, P(y) es la intensidad de sefial media de los puntos de los

w3n
|

controles positivos de la matriz problema “i”, X(y) es la intensidad de la sefial media para el

punto “X” a la matriz “i” y X(Ny) es la intensidad de la sefial normalizada para el punto X a la

“wn

matriz “i”.

Tras haber normalizado todos los datos, los valores fueron referenciados segun la cantidad de
proteina existente en la placa celular, previamente cuantificada mediante el método le Lowry
(explicado en el punto 3.4.2.1). Finalmente, para la realizacién del Heatmap y el andlisis de
componentes principales (PCA), los datos fueron analizados y representados mediante el uso
del software ClustVis'®.Para el clustering del heatmap, en el agrupamiento jerdrquico se empled
la distancia euclidiana y el método de agrupacion de los datos se basé en el promedio. Para el
analisis de la cantidad relativa de cada citoquina en las diferentes muestras, los datos fueron
analizados y representados mediante el sowftware GraphPad Prism v8.

3.4.2.4. Elisa de deteccion de CXCL16

Para la deteccién y cuantificacién de la quimioquina CXCL16 en las muestras, en esta tesis se
empleé el kit de Elisa ab187397 (Abcam), para las muestras de procedencia humana vy el kit de
Elisa ab100677 (Abcam), para las muestras de origen murino. Para su realizacién, en ambos
casos lo primero que se hizo fue anadir a cada pozo 50ul de estandar (para calcular la recta
patron) o de la muestra de interés. A continuacién, se afiadié 50ul de una solucién del
anticuerpo y se incubd durante 16h a 42Cy en agitacion constante. Al finalizar la incubacidn, se
realizaron lavados con el buffer de lavado soportado por el kit y se afiadié 100l de la solucién
que poseia los sustratos TMB de la HRP a la que los anticuerpos se encontraban conjugados para
asi lugar a una reaccidn colorimétrica. Transcurridos 10min a temperatura ambiente en
agitacion, dicha reaccion se paré anadiendo 100pul de la solucién de parada y la absorbancia de
la sefial colorimétrica fue analizada por el espectrofotometro (Biotek) a 450nm de longitud de
onda. El método de deteccidn del elisa se encuentra representado en la figura 30.
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Figura 30. Esquema representativo del flujo de trabajo del elisa. A) Diagrama representativo del
funcionamiento del elisa y los pasos seguidos durante la realizacién del protocolo, desde la
incubacién con las muestras hasta su lectura y analisis. Creado con BioRender.com




Para el andlisis de los datos se cred una curva con los valores de los estandares y los datos
obtenidos de las muestras fueron extrapolados a partir de dicha curva, obteniéndose la
concentracién de CXCL16 presente en cada muestra.

3.5. ENSAYOS BASADOS EN CELULAS

3.5.1. ANALISIS DEL PERIMETRO GLANDULAR

Una vez establecidos los cultivos de glandulas 3D es posible determinar sus perimetros
glandulares pudiéndose evaluar avaluar su tasa de proliferacién. Para la realizacién de dicho
analisis en primer lugar se capturaron imdagenes representativas de cada condicidon con un
microscopio confocal FV1000 (Olympus). Posteriormente para realizar las medidas de los
perimetros de las glandulas, se empled el software ImageJ (version 1.46r; NIH, Bethesda, MD).
De cada condicién, el perimetro de al menos 100 glandulas fue analizado.

3.5.2. ANALISIS DEL iNDICE DE INVASION DE LOS CULTIVOS 3D

Una vez establecidos los cultivos de glandulas 3D es posible determinar su indice de invasion en
el Matrigel las diferentes condiciones. Para la realizacién de dicho andlisis, en primer lugar se
capturaron imagenes representativas de cada condicién con un microscopio confocal FV1000
(Olympus). Posteriormente, empleando el software ImageJ (version 1.46r; NIH, Bethesda, MD),
se realizaron las medidas de las dreas de todas las glandulas (tanto invasivas como no invasivas)
y el area de las glandulas no invasivas y el indice de invasidn se calculd aplicando la siguiente
formula:

Area de glandulas no invasivas

Indice de invasion = 1 — — -
Area de todas las glandulas

3.5.3. ENSAYOS DE INCORPORACION DE BROMODEOXYURIDINA (BDRU)

Para el analisis de la incorporacion de la Brdu al DNA tras los tratamientos indicados, tanto los
cultivos 2D como los 3D fueron incubados con 3ng/ml de 5-bromodeoxyuridina (Sigma-Aldrich)
durante 1h en el caso de los cultivos 2D o 16h en el caso de los cultivos 3D, a 37°C con saturacion
de humedad y 5% CO2. Pasado dicho periodo de incubacién los cultivos fueron fijados con PFA
al 4% durante 20min a temperatura ambiente. Seguidamente se realizé la desnaturalizacién del
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DNA con el uso de HCl a una concentracion de 2 mol/L durante 30min a temperatura ambiente.
Después se neutralizé con 0,1 mol/L de Na2B40 a pH8,5 durante 2min y se lavo tres veces con
PBS 1X. Posteriormente, se realizé una incubacién con una solucidn de bloqueo (HS al 5 %, FBS
al 5%, glicina al 0,2 % y Triton X-100 al 0,1 %) y finalmente se incubé con el anticuerpo primario
contra BdrU siguiendo los pasos indicados en el punto 3.4.2.2.

3.5.4. ANALISIS DEL PERFIL DEL CICLO CELULAR

Los cambios en el perfil del ciclo celular de las diferentes condiciones, fueron analizados por
medio de la realizacion de tincidn con yoduro de propidio y el andlisis por citometria de flujo.
1x108 células de la condicién deseada fueron fijadas con etanol frio al 70% durante al menos 1h
en hielo (el etanol fue echado mientras la muestra era agitada con tal de evitar la formacién de
agregados). Después, las células fueron resuspendidas en 2ml de buffer de ciclo celular,
compuesto por 20mg/ml de yoduro de propidio, 0,1% de Tritdn X-100 y 50 mg/ml de RNAsa A
en PBS 1X, e incubadas durante 1h a 372C. Finalmente, la emisidn de fluorescencia del yoduro
de propidio fue analizada usando un FACS-Canto Il /BD Bioscience), y la distribucidn del ciclo
celular fue realizada con el uso del software MODFIT LT (Verity SoftwareHouse).

3.5.5. ENSAYO DE DUPLICACION DE POBLACION ACUMULADA

Para analizar la duplicacién de poblacién acumulada (PDs), las células de interés fueron
plantadas a una densidad de 1x10* células por pozo en una placa de 6 pozos. Las células fueron
contadas cada dos dias durante un periodo total de 15 dias. Después, se disefid una curva de
crecimiento y el PD fue calculado usando la siguiente ecuacion:

PD = (log, n2 — log, nl)

Donde n1 es la poblacién contada a dia 1 y n2 es la poblacidn contada a dia 3. La PD acumulada
se calcula sumando las PDs anteriores.

3.5.6. ENSAYO DE MIGRACION DE WOUND HEALING

Para evaluar la migracidn celular mediante ensayos de wound healing, se plantaron 6x10* células
de interés por pozo, en una placa de 24 pocillos y realizdndose triplicados de cada condicidn.
Cuando las células habian alcanzado el 70% de confluencia, una herida fue realizada con la parte
final de una punta de 200ul y se realizé un lavado con PBS 1X para eliminar los posibles restos
de células flotantes en el medio y se afiadié medio nuevo fresco o el medio de interés a analizar
(figura 31). Para cada pocillo, tres fotografias a diferentes alturas fueron realizadas a tiempo 0,
las cuales fueron replicadas transcurridas las 48h de incubacion a 372C con saturacion de
humedad y 5% CO2. Finalmente, el analisis del % de herida cerrada fue calculado mediante el
software Image J.




A)

Figura 31. Imagen representativa del experimento de migracion de wound healing. A) Imagen
representativa donde se indica la herida formada con la pipeta y como las células migrarian para
intentar cerrar dicha herida. Creado con BioRender.com

3.5.7. ENSAYO DE INVASION DE TRANSWELL

Para evaluar la capacidad de invasién mediante ensayos de invasién de transwell clasicos, las
células de interés (en el caso de querer ver el efecto de un tratamiento habian sido previamente
tratadas bajo las condiciones indicadas) fueron plantadas a una densidad de 1x10* células por
pozo en 500ul de medio DMEM sin suero, en la parte superior de una camara de transwell (8um
de poro; Falcon) previamente cubierta con una capa de Matrigel disuelto en medio DMEM (libre
de suero) y puestas en pocillos de placas de M24. Al otro lado de la cdmara de transwell, FBS al
10% fue usado como quimioatrayente diluido en medio DMEM (figura 32). Tras una incubacion
de 48h a 372C C con saturacidon de humedad y 5% CO2, las células fueron fijadas por ambos lados
de la cdmara con PFA 4% durante 15min a temperatura ambiente. Para visualizar los nucleos
celulares y poder analizar la invasion, las células fueron tefiidas con 5mg/ml de Hoechst durante
15min a temperatura ambiente. Finalmente, se obtuvieron imagenes de los resultados antes y
después de frotar con un algoddn (para eliminar asi las células que no habian migrado) con un
microscopio de epifluorescencia (Leica, Wet-zlar), Los resultados obtenidos fueron analizados
mediante el uso del software Image J.
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Figura 32. Imagen representativa del experimento de invasion de transwell clasico. A) Imagen
representativa donde se indica las partes que forman parte del experimento de invasion de transwell
y los diferentes compartimentos donde se encuentran. Creado con BioRender.com

En el caso de los experimentos de transwell donde como quimioatrayente se empled también
células de interés plantadas en la base del pocillo, 16h antes de la realizacién del ensayo de
transwell 10° células (de las cuales se queria evaluar su capacidad de quimioatraccién) fueron
plantadas en la base de un pocillo de placas de M24 a 372C con saturacion de humedad y 5%
CO2. Transcurrido este tiempo, se procedid a realizar el experimento de transwell de igual
manera que en el protocolo clasico previamente explicado. Imagen representativa es mostrada
en la figura 33.
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Figura 33. Imagen representativa del experimento de invasion de transwell usando células de
interés como quimioatrayente. A) Imagen representativa donde se indica las partes que forman
parte del experimento de invasion de transwell y los diferentes compartimentos donde se
encuentran. Creado con BioRender.com

3.5.8. ANALISIS DE CONJUNTOS DE DATOS DE EXPRESION GENICA DE CARCINOMA ENDOMETRIAL

Los datos de expresion génica (RSEM) y su informacidn clinica relacionada de los pacientes del
TCGA-UCEC** fue descargada de la plataforma bioinformatica cbioportal'?>?¢ y fue usada para
identificar las muestras del quinto quintil (20% alto) y las del primer quintil (20% bajo) segun los
valores de expresion de ARID1A. Los recuentos sin procesar de TCGA-UCEC fueron descargados
desde Xena Browser!?’, se invirtieron a log2 y se usaron para calcular el analisis de expresién
diferencial entre muestras de expresién ARID1A alta y baja usando DESeq2'%. Después, los
transcritos fueron anotados en los genes usando el paquete org.Hs.eg.dbR, manteniendo la
transcripcién con el P valor mas bajo por gen. Finalmente, los genes se clasificaron de acuerdo
con los P valores y el GSEA preclasificado'® se implementd utilizando pardmetros
predeterminados y conjuntos de genes de MsigDB!° ,en particular, conjuntos de genes KEGG,
Ontology y Hallmark.




3.5.9. ENSAYOS DE CONTRACTIBILIDAD

Para evaluar la capacidad de contraer geles de las células estromales, ensayos de
contractibilidad de geles de colageno fueron realizados. Para ello, 250.000 células estromales
de interés por gel fueron resuspendidas en 100ul de una mezcla de colageno 2mg/mly Matrigel
en una proporcion 1:1. Estos geles se pusieron en pocillos de placas de M24 y se incubaron
durante 1h a 372C con saturacion de humedad y 5% CO2. Transcurrido este tiempo se afiadieron
500ul del medio de las células estromales y se dejé incubar entre 5-6 dias. La contraccién de los
geles de colageno fue monitorizada mediante el escaneo de las placas. Para el andlisis de los
resultados, el area relativa del pocillo y del gel fue medida usando el software Image J, y el
porcentaje de contractibilidad fue usado empleando la siguiente férmula:

o Area del pocillo — Area del gel
% de contractibilidad = - - x 100
Area del pocillo

3.6. ANALISIS IN SiLICO EXPRESION MRNA TCGA

Para el analisis in silico realizado en esta tesis, de la expresiéon de mRNA de los genes indicados
de la base de datos del TCGA-UCEC?*, se realizé la normalizacién y separacion de los datos segun
la expresion de ARID1A en las muestras de CEE con la herramienta bioinformatica cBioportal.
Los datos obtenidos fueron descargados, analizados y representados mediante el empleo del
software GraphPad Prism v8. Se analizaron le mRNA de 257 muestras de CEE con y sin
alteraciones de ARID1A. Solamente fueron consideradas muestras con mas del 70% de
contenido de células tumorales.
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3.7. ANALISIS ESTADISTICOS

Todos los experimentos fueron llevados a cabo al menos replicados 3 veces independientes, con
al menos 3 replicados técnicos.

El andlisis estadistico de los datos fue llevado a cabo con el software GraphPad Prism v8 para
determinar si existian diferencias significativas entres los resultados de las diferentes muestras.
Los resultados fueron presentaron con la media tla desviacion estandar (SD).

De todos los analisis estadisticos se fijaron un nivel de significancia estadistica de p=0,05,
corrigiendo los p-valores por el test de comparaciones multiples cuando ha sido adecuado. Los
datos fueron analizados usando el test estadistico mds apropiado para cada momento y los p-
valores se encuentran indicados en las figuras.

En resumen, para el andlisis de las medias, la significacién estadistica fue verificada por medio
de la aplicacién de la prueba de normalidad Kolmogorov-Smirnov, seguida, en el caso de los
datos paramétricos, de la prueba T de Student o la prueba One-way ANOVA (en funcién de si la
comparacion era entre solamente dos variables o lo era entre mas de dos, respectivamente) y
comparaciones multiples mediante el test de Tukey. Para el caso de los datos no paramétricos,
se empled la prueba de Mann-Whitney para la comparacion de dos variables o la de Kruskal-
Wallis para mas de dos. Para la evaluacion de la relacion de una variable principal sobre el resto
de variables independientes como sobre el resto de variables principales, se realizé la prueba de
Two-way ANOVA seguido de una pruba post-hoc Bonferroni.

Para todos los analisis de columnas, comparaciones de tablas de contingencia, fue usado el test
de Fisher’s F para comparar las varianzas.

Los analisis de correlacién de la colocacion en las inmunofluorescencias, se realizdé un test de
correlacion de Pearson con un intervalo de confidencia del 95%.

El andlisis por pares de las curvas de supervivencia de Kalpan-Meier fue llevado a cabo usando
le test Mantel-Cox Log-rank.







4. RESULTADOS

“Un verdadero cientifico resuelve
problemas, no se lamenta por no
poder resolverlos”

Anne McCaffrey
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RESULTADOS

1. ESTUDIO DE LA IMPLICACION DE ARID1A EN LA PROGRESION DEL CANCER DE ENDOMETRIO

1.1. Estudio de la implicacion de la pérdida de expresion de ARID1A en el inicio de la
transformacion maligna endometrial.

Con el objetivo de determinar si la alteracién de la expresidon de ARID1A en el endometrio se
encontraba relacionada con la iniciaciéon del CE, primero de todo se establecieron cultivos
tridimensionales (3D) de células epiteliales endometriales de ratéon infectadas con lentivirus
portadores de sgRNA generados contra Aridla (lentiCRISPRv2-ARID1A-2 y lentiCRISPRv2-
ARID1A-3). Entre ocho y diez dias posteriores a dicha infeccidn, las ratios de proliferacion fueron
analizadas mediante el andlisis del perimetro glandular, complementados con ensayos de
incorporacién de BrdU. Como puede observare en la figura 34, los resultados obtenidos
mostraron que no existian diferencias significativas entre las ratios de proliferacién de las
diferentes condiciones.
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Figura 34. La pérdida de expresion de ARID1A en cultivos 3D de células epiteliales de endometrio
de ratdn no afecta a las ratios de proliferacion. A) Imagenes representativas de contraste de fases
de cultivos 3D de células epiteliales de endometrio de ratdn infectadas con lentivirus portadores de
sgRNA contra Aridla (lentiCRISPRv2-ARID1A-2 and lentiCRISPRv2-ARID1A-3) y B) mediciéon de los
perimetros glandulares. Barra de escala: 100um. C) Imagenes representativas de las células positivas
para BrdU en cultivos 3D de células epiteliales de endometrio de ratdn infectadas con lentivirus
portadores de sgRNA contra Aridla (lentiCRISPRv2-ARID1A-2 and lentiCRISPRv2-ARID1A-3), con
nucleos evidenciados por tincidon con Hoechst, y D) cuantificacion del porcentaje de células BrdU
positivas por glandula. Barra de escala: 25 um. n.s. (no significativo, P>0,05). EV, vector vacio.




Para asegurar estos resultados, se decidid analizar los niveles de expresion de las proteinas clave
reguladoras de la progresion del ciclo celular (Ciclina D1, Ciclina E, Ciclina A2, ciclina B, CDK2,
CDK4 y CDK1), asi como los de proteinas clave inhibidoras del ciclo celular (tales como pl16y
p21), mediante ensayos de western blot, en los cultivos 3D de células epiteliales endometriales
de ratdn infectadas con lentivirus portadores de sgRNA generados contra Arid1a (lentiCRISPRv2-
ARID1A-2 vy lentiCRISPRv2-ARID1A-3). No se observaron diferencias entre ninguna de las
condiciones, en los niveles de expresién de ninguno de los marcadores analizados (Figura 35).
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Figura 35. La pérdida de expresion de ARID1A en cultivos 3D de células epiteliales de endometrio
de raton no afecta a los niveles de expresion claves para la progresion del ciclo celular. A) Imagenes
representativas del andlisis por western blot de los niveles de expresion de proteina de ARID1A, p16,
p21, ciclina D1, ciclina E, ciclina A2, ciclina B, CDK2, CDK 4/6 y CDK1 de cultivos 3D de células
epiteliales de endometrio de ratén infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra Aridla
(lentiCRISPRv2-ARID1A-2 and lentiCRISPRv2-ARID1A-3). GAPDH usada como control de carga. EV,
vector vacio.

Finalmente, y con el fin de fortalecer estos resultados, mediante citometria de flujo (FACS) se
realizd un analisis del perfil del ciclo celular de estos cultivos 3D. Como puede observarse en la
figura 36, no se aprecié ningiin cambio en el perfil del ciclo celular en las células epiteliales de
endometrio de ratén tras la regulacion a la baja de los niveles de ARID1A.
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Figura 36. La pérdida de expresion de ARID1A en células epiteliales de endometrio de ratén no
afecta al perfil de distribucion de las fases del ciclo celular. A) Histograma representativo de la
distribucion del ciclo celular de por citometria de flujo (FACS) del perfil de las células epiteliales de
endometrio de ratdn infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra Aridla (lentiCRISPRv2-
ARID1A-2 and lentiCRISPRv2-ARID1A-3). n.s. (no significativo, P>0,05). EV, vector vacio.

Ademas, con el fin de ratificar estos resultados en células humanas, se evalud el efecto de la
bajada de expresién de ARID1A, mediante el uso de sgRNA contra ARID1A en células HES (una
linea celular, ampliamente usada, derivada espontaneamente de células primarias epiteliales
endometriales humanas normales)’3!. Como puede observarse en la figura 37, los ensayos de
duplicaciédn acumulada de la poblacidn, los andlisis del perimetro glandular de cultivos 3D y los
ensayos de incorporacion de BrdU, mostraron que la regulacion a la baja de la expresién de
ARID1A en estas células no suponia ninguna modificacién en las ratios de proliferacién.
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Figura 37. La pérdida de expresion de ARID1A en células epiteliales de endometrio humanas (HES)
no afecta a las ratios de proliferacion. A) Niveles de las duplicaciones acumuladas en la poblacion
de las células humanas endometriales HES infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra
ARID1A (lentiCRISPRvV2-ARID1A-2 and lentiCRISPRv2-ARID1A-3) después de 15 dias de cultivo. B)
Imagenes representativas de contraste de fases de cultivos 3D de células humanas endometriales
HES infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra ARIDIA (lentiCRISPRv2-ARID1A-2 and
lentiCRISPRv2-ARID1A-3) y C) medicidn de los perimetros glandulares. Barra de escala: 100um. D)
Porcentaje de células positivas para BrdU en cultivos de células humanas endometriales HES
infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-2 and
lentiCRISPRv2-ARID1A-3). n.s. (no significativo, P>0,05). EV, vector vacio.

Asimismo, tampoco se observaron diferencias entre dichas condiciones cuando se analizaron
mediante ensayos de western blot, la expresién de las principales ciclinas, CDKs e inhibidores
del ciclo celular (Figura 38).
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Figura 38. La pérdida de expresion de ARID1A en cultivos de células epiteliales de endometrio de
humano (HES) no afecta a los niveles de expresidn de proteinas claves para la progresion del ciclo
celular. A) Imagenes representativas del analisis por western blot de los niveles de expresion de
proteina de ARID1A, p16, p21, ciclina D1, ciclina E, ciclina A2, ciclina B, CDK2, CDK 4/6 y CDK1 de
cultivos de células epiteliales de endometrio humano (HES) infectadas con lentivirus portadores de
sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-2 and lentiCRISPRv2-ARID1A-3). GAPDH usada como
control de carga. EV, vector vacio.

Paralelamente, con el fin de corroborar estos resultados en otro modelo, se realizaron cultivos
3D con células epiteliales de endometrios de ratones Cre:ER” ;Arid1a”* o Cre:ER” ;Arid1a"”f. Como
se esperaba, en concordancia con los resultados obtenidos, tanto el andlisis del perimetro
glandular como los ensayos de incorporacién de BrdU, mostraron que no existian diferencias
sustanciales entre las glandulas con fenotipo salvaje para Aridla y las glandulas Arid1a”* y
Arid1d”f (figura 39).
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Figura 39: La pérdida de expresion de ARID1A en cultivos 3D de células epiteliales de endometrio
de ratones Cre:ERT; Arid1a"”* o Cre:ERT; Arid1a”f no afecta a las ratios de proliferacién. A) Imagenes
representativas de contraste de fases de cultivos 3D de células epiteliales de endometrio de ratones
Cre:ERT; Aridla** Cre:ERT; Arid1a”* o Cre:ERT; Arid1a”f en presencia de Tamoxifeno y B) medicién
de los perimetros glandulares. Barra de escala: 100um. C) Imdagenes representativas de las células
positivas para BrdU en cultivos 3D de células epiteliales de endometrio de ratones Cre:ERT; Arid1a*/*
Cre:ERT; Arid1a”* o Cre:ERT; Arid1a”f en presencia de Tamoxifeno, con nucleos evidenciados por
tincion con Hoechst, y D) cuantificacion del porcentaje de células BrdU positivas por glandula. Barra
de escala: 25 um. n.s. (no significativo, P=0,05). EV, vector vacio.

Ademads, como se observa en la figura 40, no se apreciaron diferencias en la expresion de los
niveles de proteina de las principales proteinas reguladoras del ciclo celular.
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Figura 40. La pérdida de expresion de ARID1A en cultivos 3D de células epiteliales de endometrio
de ratones Cre:ERT; Aridla”* o Cre:ERT; Arid1a”f no afecta a los niveles de expresién claves para
la progresion del ciclo celular. A) Imdgenes representativas del analisis por western blot de los
niveles de expresion de proteina de ARID1A, p16, p21, ciclina D1, ciclina E, ciclina A2, ciclina B, CDK2,
CDK 4/6 y CDK1 de cultivos 3D de células epiteliales de endometrio de ratones Cre:ERT; Aridla*/*
Cre:ERT; Arid1a”* o Cre:ERT; Arid1a”f en presencia de Tamoxifeno. GAPDH usada como control de
carga. EV, vector vacio.

Finalmente, el andlisis del perfil del ciclo celular de estos cultivos por medio de FACS corroboré
gue no existia ninguna diferencia entre los perfiles de las fases del ciclo celular de las diferentes
condiciones (Figura 41).
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Figura 41. La pérdida de expresion de ARID1A en células epiteliales de endometrio de ratones
Cre:ERT; Arid1a”* o Cre:ERT; Arid1a™f no afecta al perfil de distribucién de las fases del ciclo celular.
A) Histograma representativo de la distribucién del ciclo celular de por citometria de flujo (FACS) del
perfil de las células epiteliales de endometrio de ratones Cre:ERT; Aridla** Cre:ERT; Arid1a”* o
Cre:ERT; Arid1d”f en presencia de Tamoxifeno. n.s. (no significativo, P>0,05). EV, vector vacio.

Por ultimo, se explord la relevancia de ARID1A en la iniciacién del cancer de endometrio in vivo.
Con dicho propésito, ratones Cre:ER”; Aridla**, Cre:ER’; Arid1a”* o Cre:ER”; Arid1a™, fueron
inyectados intraperitonealmente con una dosis Unica de tamoxifeno, 5 semanas post
nacimiento. Transcurridas de 52 a 56 semanas (figura 42-A), los ratones fueron sacrificados y se
corrobord la pérdida de expresion de ARID1A en los Uteros de dichos ratones por medio de
inmunohistoquimica (IHQ) (figura 42-B).
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Figura 42. Pérdida in vivo de la expresion de ARID1A en ratones Cre:ERT; Arid1a™f. A) Disefio
experimental para el analisis de los ratones de la colonia Cre:ERT; Arid1a”f . En resumen, los ratones
se destetaron 3 semanas después del nacimiento y, después de 5 a 7 semanas del destete, se les
inyecté una dosis Unica de Tamoxifeno para lograr la ablacidon de Aridla. Los ratones fueron
sacrificados 52-56 semanas después. B) Imagenes representativas de Inmunohistoquimica contra
ARID1A en secciones seriadas de endometrio de ratones Cre:ERT: Aridla*/* o Cre:ERT; Aridld” .
Barra de escala= 100um.

Los analisis histopatoldgicos basados en las Eosinas Hematoxilinas (EH) de los endometrios en
cuestion, no mostraron ninguna grosa diferencia, ni la presencia de fenotipos patoldgicos en
ninguno de los fenotipos analizados (Figura 43).
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Figura 43. La pérdida de ARID1A in vivo no induce cambios histologicos en los endometrios de los
ratones de la colonia Cre:ERT; Arid1a”f . A) Imagenes representativas de eosinas hematoxilinas (EH)
llevada a cabo en secciones seriadas de endometrios de ratones Cre:ERT; Aridla*/*(n=10), Cre:ERT;
Arid1d”* (n=10) o Cre:ERT; Arid1d”f (n=10) con secciones magnificadas recuadradasy B) histograma
representativo de la evaluacidn histoldgica de dichos grupos tras 56 semanas post administracion
del Tamoxifeno. Barra de escala =100um n.s. (no significativo, P>0,05).

Asimismo, el andlisis del marcador de proliferacion epitelial Ki67, mediante la realizacion de
ensayos de IHQ, corrobord la no existencia de cambios relevantes en las ratios de proliferacion
celular en ninguno de los fenotipos estudiados (Figura 44).
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Figura 44. La pérdida de ARID1A in vivo no induce cambios en las ratios de proliferacion en los
endometrios de los ratones de la colonia Cre:ERT; Aridla”. A) Imagenes representativas de
inmunohistoquimica contra Ki67 llevada a cabo en secciones seriadas de endometrios de ratones
Cre:ERT; Aridla** (n=10), Cre:ERT; Arid1¢”* (n=10) o Cre:ERT; Aridla”f (n=10) con secciones
magnificadas recuadradas y B) cuantificacion del procentaje de células positivas para Ki67. Barra de
escala =100pum. £SEM; n.s. (no significativo, P>0,05).

1.2. Estudio del efecto de la pérdida de ARID1A sobre el crecimiento y progresion de células
tumorales de endometrio.

Debido a que varios estudios evidencian que la perdida de ARID1A puede conferir ventajas

%8132 se decidié

adaptativas en contextos celulares oncoldgicos previamente establecidos
regular a la baja los niveles enddgenos de expresion de proteina de ARID1A en lineas celulares
humanas de CEE. Primero de todo, se evalué en un panel de varias lineas celulares humanas de

CEE los niveles de expresién enddgenos de ARID1A (Figura 45).

A)
Lineas celulares de CEE

MFE  HEC

RL-95 AN3CA IK

ARIDIA |

GAPDH | —

Figura 45. Andlisis de los niveles enddgenos de expresion de proteina de diferentes lineas celulares
humanas de CEE. A) Imagenes representativas del analisis de western blot de los niveles de ARID1A
de las lineas celulares de CEE: RL-95, IK, AN3CA, HEC-1A y MFE-296. La GAPDH fue usada como
control de carga.

Después, las lineas celulares IK, MFE-296 y HEC-1-A, que expresaban niveles salvajes de
expresion de ARID1A, fueron infectadas con lentivirus previamente generados, que contenian
sgRNAs contra ARID1A. Posteriormente, con tal de evaluar las ratios de proliferacion de estas
células se realizaron ensayos de duplicacidon acumulada de la poblacién, ensayos de perimetro
glandular de cultivos 3D y ensayos de incorporacién de BrdU. Como se muestra en la figura 46,
los resultados de estos ensayos revelaron que la pérdida de expresién de ARID1A incrementaba
las ratios de proliferacion en las tres lineas celulares humanas de CEE.
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Figura 46. La pérdida de ARID1A en lineas celulares humanas de CEE incrementa las ratios de
proliferacion. A) Niveles de duplicacion acumulada de la poblacion de las células IK, HEC-1A y
MFE-296 infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-2
and lentiCRISPRv2-ARID1A-3) tras 15 dias de cultivo. B) Imagenes representativas de contraste de
fases de cultivos 3D de las células humanas endometriales de CEE IK, HEC-1A y MFE-296, infectadas
con lentivirus portadores de sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-2 and lentiCRISPRv2-
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ARID1A-3) y C) medicién de los perimetros glandulares. Barra de escala: 100um. D) Imagenes
representativas de las células positivas para BrdU en cultivos de células humanas endometriales de
CEE IK, HEC-1A y MFE-296 infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra ARIDIA
(lentiCRISPRv2-ARID1A-2 and lentiCRISPRv2-ARID1A-3) y E) cuantificacion del porcentaje de células
BrdU positivas. **P<0,01; *** P<0,001). EV, vector vacio.

Consistente con estos resultados, cuando se analizé mediante ensayos de westernblot la
expresion de proteina de los principales reguladores del ciclo celular, se observé que en todas
las lineas celulares de CEE, infectadas con los lentivirus portadores del sgRNA contra ARID1A, se
producia un incremento de los promotores del ciclo celular ciclina D1, ciclina E, CDK2 y DCK 4/6
y una disminucién de los niveles de expresiéon de los inhibidores del ciclo p21 y p16, en
comparacién con sus correspondientes células parentales, con expresion salvaje para ARDI1A
(Figura 47).
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Figura 47. La pérdida de ARID1A en lineas celulares humanas de CEE afecta a los niveles de
expresion de proteinas claves para la progresion del ciclo celular. Imdgenes representativas del
analisis por western blot de los niveles de expresion de proteina de ARID1A, p16, p21, ciclina D1,
ciclina E, CDK2 y CDK 4/6 de las células A) IK, B) HEC-1A y C) MFE-296 infectadas con lentivirus
portadores de sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-2 and lentiCRISPRv2-ARID1A-3). La
GAPDH fue usada como control de carga. EV, vector vacio.

Al contrario que en el resto de ciclinas, cuando se analizaron los niveles de expresion de la ciclina
B, se observé una menor expresidon de ésta en las células que tenian expresidén reducida de
ARID1A, en comparacion con sus células parentales. No obstante, al analizar la activacién del
complejo CDK1-ciclina B, se observé un incremento de los niveles de expresidon de CDK1 total y
un descenso de los niveles de la fosforilacién inhibidora de CDK1 en la Tyrl5, en las lineas
celulares tras la regulacion a la baja de ARID1A (Figura 48).
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Figura 48. La pérdida de ARID1A en lineas celulares humanas de CEE induce un descenso de los
niveles de expresion de la ciclina B y un incremento de la forma activa de la CDK1. Imagenes
representativas del andlisis por western blot de los niveles de expresion de proteina de ciclina B, p-
CDK 1 (Tyr15) y CDK 1 total de las células A) IK, B) HEC-1A y C) MFE-296 infectadas con lentivirus
portadores de sgRNA contra ARIDIA (lentiCRISPRv2-ARID1A-2 and lentiCRISPRv2-ARID1A-3). La
GAPDH fue usada como control de carga. EV, vector vacio.

En el ciclo celular, durante la transicién de la fase G2 a la M se puede observar una acumulacidn
de los niveles de ciclina B, que se traducen en una gran actividad del complejo CDK1/ciclina B.
Una vez iniciada la fase M en las células, esta ciclina B acumulada es degradada con tal de
promover la salida de la fase M3, Este hecho junto con los resultados observados, incitd a
analizar por citometria, el perfil del ciclo celular de las células IK con regulacién a la baja de
ARID1A, asi como el de sus respectivas células parentales. Como se puede apreciar en la Figura
49, los resultados mostraron que las células IK con menor expresién de ARID1A no solo no se
encontraban arrestadas en el punto de control G2/M, sino que, por el contrario, presentaban
significativamente un menor porcentaje de células en G2/M en comparacion con sus células
parentales.
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Figura 49. La pérdida de expresion de ARID1A en lineas celulares humanas de CEE afecta al perfil
de distribucion de las fases del ciclo celular. A) Histograma representativo de la distribucion del ciclo
celular de por citometria de flujo (FACS) del perfil de las células IK infectadas con lentivirus
portadores de sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-3). * P<0,05. EV, vector vacio.
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Para corroborar estos resultados, se realizé una inmunofluorescencia contra la serina 10 de la
histona H3 (marcador de mitosis'*}) observdndose que las células IK con expresidon de ARID1A
reducida expresaban una mayor cantidad de dicho marcador mitético (Figura 50). Ademas, para
acabar de descartar un arresto del ciclo celular en el punto de control de la mitosis, se analizé
por inmunofluorescencia la localizacién de la ciclina B, puesto que la traslocacién celular de la
ciclina B al nucleo es tipica de la profase mitdtica'®*!3>. Los resultados revelaron una mayor
colocalizacion de la ciclina B con el marcador nuclear Hoechst, en las células IK con expresion a
la baja de ARID1A, en comparacion con sus células control, indicando una mayor localizaciéon
nuclear de éstas. Ambos resultados sugieren que las células con alteraciones en la expresiéon de
ARID1A estaban progresando a través del proceso mitdtico.

IK
SgRNA SgRNA SgRNA
ARID1A-2 ARID1A-3 EV ARID1A-3
‘ﬂ
i
p-H3 (SerlO ) / Hoechst Cyclin B / Hoechst
B) D)
IK cs K
M T he) 8 ik
:Iu: 3\:; 8 s ™ ﬁ T e
o W = >
[ ©
82 . 8 E . EmEV
2 8= I sgRNA ARID1A-3
08° 0
0 : T g
EV sgRNA  sgRNA X =
ARID1A-2 ARID1A-3 w

Figura 50. La pérdida de expresion de ARID1A en lineas celulares humanas de CEE promueve la
progresion de la fase mitdtica del ciclo celular. A) Imagenes representativas de células positivas para
p-H3 (Ser10) en cultivos de células IK infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra ARIDIA
(lentiCRISPRv2-ARID1A-2 and lentiCRISPRv2-ARID1A-3) y B) cuantificacidén del porcentaje de células
p-H3 (Ser10) positivas. Tincidon con Hoechst para evidenciar los nucleos. Barra de escala =25um. Los
andlisis estadisticos se realizaron usando un analisis ANOVA seguido de un test de multiple
comparacion Tukey. C) Imagenes representativas de la inmunofluorescencia de la ciclina B en cultivos
de células IK infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-
3) y D) cuantificacion de porcentaje de colocalizacidn entre ciclina B y Hoechst. Tincion con Hoechst
empleada para evidenciar los nucleos. Barra de escala =25um. *** P<0,001. EV, vector vacio.

Considerando los resultados obtenidos y teniendo en cuenta el importante papel que juega el
complejo CDK1/ciclina B en la transicion del ciclo celular de la fase G2 a la M, se decidié
analizar los niveles de expresién de los principales reguladores del punto de control del ciclo
celular G2/M por western blot (figura 51). Los resultados revelaron que la bajada de expresion
de ARID1A en las células IK estaba acompaifiada de un descenso en la forma activa de
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promotores de dicho punto de control tales como ATM, ATR, chk2, chkl o p53, y un
concomitante aumento de los niveles de proteina del regulador negativo del punto de control
G2/M, Cdc25C.
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Figura 51. La pérdida de expresion de ARID1A en lineas celulares humanas de CEE afecta a los
niveles de expresidn de proteinas claves para la activaciéon del punto de control del ciclo celular
G2/M. A) Iméagenes representativas del analisis por western blot de los niveles de expresion de p-
ATM (se1981), pATR (Ser428), p-chk2 (Thr68), p-chkl (Ser345), p-p53 (Serl5) y Ac-p53 (Lys 373-382),
sus niveles totales y los de cdc25C en células IK infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra
ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-2 and lentiCRISPRv2-ARID1A-3). La GAPDH fue usada como control
de carga. EV, vector vacio.

Por ultimo, con el objetivo de evaluar in vivo los efectos de la pérdida de ARID1A en la
proliferacién de las células de CE, se inyectaron subcutdneamente células IK con expresion
alterada a la baja o con expresidn salvaje de ARID1A en ratones inmunocomprometidos, con tal
de generar tumores subcutdaneos. Como puede observarse en la figura 52, los resultados
mostraron que los tumores subcutaneos que expresaban bajos niveles de expresiéon de ARID1A,
presentaban mayores volumenes respecto a los tumores control.
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Figura 52. La pérdida de ARID1A en lineas celulares humanas de CEE afecta al crecimiento tumoral
in vivo. Tumores xenoingreftados subcutaneos de células IK infectadas con lentivirus portadores de
sgRNA contra ARIDI1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-3) (n=8) y sus células IK control (n=8). Tras la
generacion del injerto, se realizé un seguimiento del crecimiento tumoral durante 30 dias. A)
Imagenes representativas de los ratones con los tumores xenoingreftados. B) Imagenes
representativas de los tumores subcutdneos xenoingreftados. C) Grafico que muestra la cinética del

crecimiento tumoral, indicada con el volumen tumoral (mm?3). ** P<0,01; *** P<0,001. EV, vector
vacio.

Para corroborar a nivel molecular los resultados obtenidos in vivo, se realizd una
inmunohistoquimica contra el marcador de proliferacién celular Ki67 (figura 53). Los resultados
mostraron un incremento substancial de los niveles de expresién de Ki67 en los tumores
subcutaneos xenoingreftados de las células IK con expresion alterada de ARID1A, en
comparacién con los que tenian expresion salvaje de ARID1A.
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Figura 53. La pérdida de ARID1A en lineas celulares humanas de CEE afecta a las ratios de
proliferacion de los tumores in vivo. Tumores xenoingreftados subcutaneos de células IK infectadas
con lentivirus portadores de sgRNA contra ARIDIA (lentiCRISPRv2-ARID1A-3) (n=8) y sus células IK
control (n=8). Tras la generacién del injerto, se realizd un seguimiento del crecimiento tumoral
durante 30 dias. A) Imagenes representativas mostrando la tincidon de Eosina Hematoxilina (HE) y
la inmunohistoquimica contra Ki67 en los tumores subcutdneos xenoengraftados con células IK
infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-3) o sus
controles, con secciones magnificadas recuadradas y B) cuantificacién del nimero de células Ki67
positivas. Barra de escala =25um. *** P<0,001. EV, vector vacio.

En conjunto, todos estos resultados sugieren que, en un contexto endometrial oncogénico
previamente establecido, la pérdida de ARID1A incrementa las ratios de proliferacidn celular por
medio de la omisidn del arresto del punto de control del ciclo celular G2/M impuestos por el
estrés replicativo oncogénico®®.

1.3. Estudio del efecto de la pérdida de ARID1A sobre la adquisicion de capacidades
migratorias e invasivas y la modulacion de fenotipos EMT en células tumorales de endometrio.

Estudios recientes evidencian que las mutaciones en ARID1A son predominantemente
subclonales y heterogéneas, pudiendo llegar a alterar el paisaje epigenético y fortaleciendo asi
la diseminacion de las células cancerosas de tumores primarios previamente establecidos®'.
Interesantemente, al observar por contraste de fase las lineas celulares infectadas con los
lentivirus portadores de sgRNA contra ARID1A, se aprecido que dichas células presentaban
alteraciones morfoldgicas en la apariencia celular (figura 54). Concretamente, se observé que
mientras que las células parenterales crecian en cllsteres de colonias con altas adhesiones
celulares, las células a las cuales se le habian alterado la expresién de ARID1A crecian mas
esparcidas, con morfologias con forma de huso y presentando filopodios.
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Figura 54. La pérdida de expresidon de ARID1A en lineas celulares humanas de CEE afecta a la
morfologia celular. A) Imagenes representativas de contraste de fases de las células A) IK, B) HEC-1A

y C) MFE-296 infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-
2 and lentiCRISPRv2-ARID1A-3). Barra de escala =10 um.

En base a estas evidencias, se decidié evaluar el efecto de la pérdida de expresion de ARID1A en
la migracion e invasidn celular de nuestras cé

ulas (figura 55). Como se sospechaba, ensayos de
migracion de wound healing y de invasién de transwell mostraron que la pérdida de expresiéon
de ARID1A desencadenaba en un incremento de las capacidades migratorias e invasivas de las
lineas celulares humanas de CEE.
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Figura 55. La pérdida de expresion de ARID1A en lineas celulares humanas de CEE promueve la
migracion e invasion celular. Experimentos llevados a cabo en células IK y HEC-1A infectadas con
lentivirus portadores de sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-2 and lentiCRISPRv2-ARID1A-
3) A) Imagenes representativas a tiempo 0 y 48 horas después de la herida del ensayo de wound
healing y B) su cuantificacion del porcentaje de herida cerrada transcurridas las 48 horas. Barra de
escala = 100 um. C) Imagenes representativas de la tincién nuclear con Hoechst de ensayos de
invasion de transwell después de retirar las células invasoras y D) cuantificacion del porcentaje de
células invasivas. Barra de escala = 25um. * P<0,05; *** P<0,001. EV, vector vacio.

Con el fin de identificar un potencial mecanismo para explicar los efectos observados, se decidié
explorar programas genéticos asociados a la pérdida de expresién de ARID1A. Para ello, se
realizd un GSEA de datos de secuenciacién de RNA obtenidos de la base de datos TCGA_UCEC,
procedente de muestras de pacientes con carcinoma endometrial'?® . Concretamente, y en base
a que las mutaciones de ARID1A se encuentran enriquecidas en tumores de CEE, el analisis de
GSEA se focalizé en las muestras de tumores de esta base de datos que presentaban histologia
endometrioide. Al comparar el 20% de muestras con elevada expresién de ARID1A con el 20%
de muestras que presentaban los niveles mds bajos de expresion de ARID1A, destacablemente
se encontré que la expresiéon de ARID1A se encontraba directamente correlacionada con firmas
asociadas de la adhesidn celular e inversamente correlacionada con firmas asociadas a la
transicién epitelio mesenquimal (EMT) (figura 56).
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Figura 56. La expresion de ARID1A se encuentra directamente relacionada con firmas asociadas a
la adhesion celular e inversamente relacionada con firmas asociadas a EMT. A) Andlisis de
enriquecimiento de sets de genes (GSEA) en muestras de pacientes con tumores de CEE con elevada
o baja expresion de ARID1A, de la base de datos TCGA_ UCEC, usado para analizar firmas asociadas
a la adhesién celular y a la transicidn epitelio mesénquima (EMT). B) Grafico del GSEA del EMT en
muestras de pacientes con tumores de CEE con elevada o baja expresidn de ARID1A, de la base de
datos TCGA_ UCEC.



RESULTADOS

Esta descrito que los cambios en el EMT son el mecanismo central en los procesos de migracion
e invasion celular de células endometriales neoplasicas'®®!%’. Asi, con tal de evaluar el papel de
ARID1A en la regulacion del fenotipo de EMT, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia
para evaluar la expresion y localizacion de varios marcadores epiteliales y mesenquimales. Como
puede observarse en la figura 57, estos ensayos revelaron que las lineas celulares humanas de
CEE, IK y HEC1-A, con regulacién a la baja de la expresién de ARID1A presentaban una
disminucién de la expresién de marcadores epiteliales como E-cadherina, B-catenina o
citoqueratina y un incremento de la expresidon del marcador mesenquimal vimentina.
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Figura 57. La pérdida de expresion de ARID1A en lineas celulares humanas de CEE produce
alteraciones en el fenotipo de EMT. Imagenes representativas de inmunofluorescencias contra los
marcadores epiteliales E-cadherina, B-catenina y citoqueratina, y contra el marcador mesenquimal
vimentina, realizadas en células A) IK y B) HEC-1A infectadas con lentivirus portadores de sgRNA
contra ARIDIA (lentiCRISPRvV2-ARID1A-2 and lentiCRISPRv2-ARID1A-3). Tincién con Hoechst
empleada para evidenciar los ntcleos. Secciones magnificadas recuadradas. Barra de escala =25 pum.
EV, vector vacio.

Como era de esperar, resultados similares fueron obtenidos cuando se analizaron por western
blot los niveles de expresion de varios marcadores epiteliales (E-cadherina y B-catenina) y
mesenquimales (N-cadherina, vimentina, y MMP2). Ademas, en estos ensayos también se
observé una sobreexpresién de los marcadores transcripcionales reguladores del proceso de
EMT SNAIL y ZEB*38, en las células con alteracidn de la expresidon de ARID1A (figura 58).
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Figura 58. La pérdida de expresion de ARID1A en lineas celulares humanas de CEE produce
alteraciones en los niveles de expresion de marcadores de EMT. Imdgenes representativas del
andlisis por western blot de los niveles de expresién de E-cadherina, B-catenina, N-cadherina,
vimentia, MMP-2, SNAIL y ZEB en células A) IK y B) HEC-1A infectadas con lentivirus portadores de
sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-2 and lentiCRISPRv2-ARID1A-3). La GAPDH fue usada
como control de carga. EV, vector vacio.

Puesto que es ampliamente aceptado que la via de sefializacion de las MAPK/ERK juega un papel
importante en la regulacidn de la migracidn y la invasion celular de las lineas celulares de cancer

139,140 e decidid estudiar el estado de activacion de esta via de sefializacidn en

de endometrio
estas células con regulacion a la baja de ARID1A (figura 59). Para ello se evaluaron mediante
western blot los niveles de expresidon de las formas fosforiladas como de las totales de los
principales efectores de la via de las MAPK/ERK (ERK1/2, SAPK/JNK, p38 a/p, c-fos y MNK-1). Los
resultados desvelaron que la via de las MAPK/ERK estaba sustancialmente hiperactivada en las

células de CEE con ARID1A regulado a la baja.
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Figura 59. La pérdida de expresion de ARID1A en lineas celulares humanas de CEE produce la
activacion de la via de las MAPK/ERK. Imdagenes representativas del analisis por western blot de los
niveles de expresion de p-ERK (Thr202/Tyr204), p-SAPK/INK (Thr 183/185), p-p38 o/B (Thr180/185)
y sus totales, c-fos y p-MNK (Thr197/202) en células A) IK y B) HEC-1A infectadas con lentivirus
portadores de sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-2 y lentiCRISPRv2-ARID1A-3). La GAPDH
fue usada como control de carga. EV, vector vacio.

Finalmente, con el fin de explorar el papel de ARID1A en la migracién, invasion y diseminacion
celular in vivo, se estudidé la capacidad de las células MFE-296 infectadas con lentivirus
portadores de sgRNA contra ARID1A a la hora de promover la colonizacidn metastatica en
pulmédn. Para ello se inyectaron intravenosamente células MFE-296 sgRNA ARID1A-3 o MFE-296
EV marcadas con el gen reportero de la luciferasa, en ratones inmunocomprometidos**'. Como
puede observarse en la figura 60, la pérdida de ARID1A en las células MFE-296 fomentaba
dramaticamente la diseminacién y colonizacién metastatica en pulmén, en comparacioén con sus
células parenterales con expresidn salvaje de ARID1A, las cuales no habian sido capaces de
presentar colonizacién metastatica 10 dias post inyeccién intravenosa.
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Figura 60. La pérdida de ARID1A en lineas celulares humanas de CEE promueve la diseminacion y
colonizacidon metastasica en pulmaon in vivo. Crecimiento metastatico de células GFP-luciferasa MFE-
296 infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-3) (n=10)
o sus células control (lentiCRISPRv2) (n=10). 50 x 10* células fueron inyectadas intravenosamente y
se dejaron crecer durante 10 dias (ir a materiales y métodos para mayor detalle). A) Imagenes
representativas de la sefial de bioluminiscencia, imagenes representativas macroscépicas de los
pulmones e imdagenes representativas microscépicas de las tinciones de Eosina Hematoxilina (EH)
comparando las metastasis generadas en los pulmones de los ratones inyectados con MFE-296 con
expresidn deficiente de ARID1A o con sus células parentales, 10 dias post inyeccidn. Barra de escala
=100 um. B) Grafico representativo mostrando el nimero de ratones con focos metastaticos
presentes en los grupos de animales indicados. ** P<0,01. EV, vector vacio.

1.4. Analisis del papel de ARID1A en la evasion de la respuesta apoptética inducida por el dafio
de rotura de doble cadena del DNA.

En las células, la proteina Ataxia-telangiectasia mutada (ATM) y la proteina relacionada con
ataxia-telangiectasia y Rad3 (ATR) participan en la via de respuesta de dafio al DNA activando
los puntos de control del ciclo celular o desencadenando la apoptosis, ante la presencia de
estimulos enddgenos o exdgenos de dafio al DNA2, Dado la inefectiva activacion del punto de
control del ciclo celular G2/M observada en resultados anteriores en las células con baja
expresion de ARID1A, y teniendo en cuenta el papel central que tiene dicho punto de control en
el dafio por rotura de doble cadena del DNA*, se decidié evaluar si la pérdida de expresion de
ARID1A podria estar promoviendo la evasion a la respuesta apoptdtica desencadenada por dafo
DBS del DNA en células de CE. Para ello, se trataron las lineas celulares infectadas con sgRNA
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contra ARID1A con etopdsido, puesto que se trata de un inductor de DSBs que conduce al arresto
del ciclo celular y la detonacidn de la cascada apoptética, a través de la activacion de p53%%4,
Posteriormente, se analizd el estado de la transicion de G2 a M, realizando una
inmunofluorescencia contra p-histona H3 (figura 61 A-B). Los resultados mostraron que después
del tratamiento con etopdsido, mientras que las células con expresion salvaje de ARID1A
presentaban una reduccidn significante en el porcentaje de células mitdticas (células positivas
para p-histona H3), las células con niveles reducidos de expresion de ARID1A no presentaban
diferencias significativas en los porcentajes de células mitéticas tras el tratamiento. Los
resultados de los tratamientos con etopdsido sugerian que las células con alteraciones de
ARID1A, mostraban una deficiente activacion del punto de control G2/M. Con tal de corroborar
estos efectos, se decidié analizar mediante citometria de flujo, cdmo se encontraba distribuido
el perfil del ciclo celular en las células IK con expresion de ARID1A regulada a la baja o salvaje,
tras el tratamiento con etopdsido. Como se evidencia en la figura 61 C, y en concordancia con
los resultados anteriores, tras el tratamiento con etopdsido, se observé un menor nimero de
células arrestadas en G2/M en las células que tenian alterada la expresion de ARID1A, en
comparaciéon con aquellas con expresion salvaje de ARID1A. Resultados que refuerzan la
hipdtesis de que niveles decrecientes de expresion de ARID1A promueven la evasion de la
activacion del punto de control G2/M en respuesta a tratamientos con etopdsido, y descartan
una posible activacidn del arresto del ciclo celular en el punto de control M.
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Figura 61. La pérdida de ARID1A en lineas celulares humanas de CEE promueve la evasion del punto
de control G2/M del ciclo celular inducida por el tratamiento con Etopésido. Células IK infectadas
con lentivirus portadores de sgRNA contra ARIDIA (lentiCRISPRv2-ARID1A-3) y sus células
parenterales fueron tratadas con Etopdsido 1uM durante 36h. A) Imagenes representativas de la
inmunofluorescencia contra p-H3 (Ser10) y Hoechst como marcador nuclear. B) Cuantificacién de las
células positivas para p-H3 (Ser10) tras el tratamiento con Etopdsido. Barra de escala =25um. n.s. (no
significativo, P20,05); *** P<0,001. C) Histogramas representativos de la distribucién del ciclo celular
analizado por FACS tras el tratamiento. EV, vector vacio.
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A continuacion, con el fin de caracterizar mejor esta respuesta celular al etopdsido, se realizd
por medio de inmunofluorescencia un analisis de los niveles de los niveles de p-yH2AX, un
marcador candnico de respuesta al dafio de DNA, tras el tratamiento con etopédsido en las células
IK y HEC-1A infectadas con los lentivirus portadores del sgRNA contra ARID1A y en sus
respectivos controles (figura 62). Los resultados desvelaron que, mientras que en las células
control el nUmero de focos de p- yH2AX por célula aumentaba tras el tratamiento con etopdsido,
las células con niveles de expresién bajos de ARID1A no mostraban diferencias tras el
tratamiento.
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Figura 62. La pérdida de ARID1A en lineas celulares humanas de CEE promueve la evasidn al dafio
al DNA generado por el etopdsido. Células IKy HEC-1A infectadas con lentivirus portadores de sgRNA
contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-2 y lentiCRISPRv2-ARID1A-3) y sus células parenterales fueron
tratadas con Etopdsido 1uM o 5uM respectivamente, durante 36h. A) Imagenes representativas de
la inmunofluorescencia del marcador de dafio a DNA, p-yH2AX (Ser139) y Hoechst como marcador
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nuclear en las células y condiciones indicadas. B) graficos representativos de la cuantificacion de
focos de p-yH2AX por célula en los tratamientos descritos. Barra de escala =25um. n.s. (no
significativo, P>0,05); *** P<0,001. EV, vector vacio.

Ademas, como se observa en la figura 63, tanto el porcentaje de nucleos apoptéticos por
Hoechst como la inmunofluorescencia contra la Caspasa 3 cortada, desvelaron que los
tratamientos con etopdsido inducian una respuesta apoptoética en las células de CE con
expresion salvaje de ARID1A, pero no en aquellas con alteracidn en la expresion de ARID1A.
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Figura 63. La pérdida de ARID1A en lineas celulares humanas de CEE promueve la evasion a la
respuesta apoptotica generada por el tratamiento con etopdsido. Células IK y HEC-1A infectadas
con lentivirus portadores de sgRNA contra ARIDIA (lentiCRISPRv2-ARID1A-2 y lentiCRISPRv2-
ARID1A-3) y sus células parenterales fueron tratadas con Etopdsido 1uM o 5uM respectivamente,
durante 36h. A) Cuantificacidon de nucleos con morfologia apoptdtica expuestos por la tincion nuclear
con Hoechst bajo las condiciones indicadas. B) Imdgenes representativas de la inmunofluorescencia
contra la caspasa 3 cortada y nucleos evidenciados por Hoechst en las condiciones indicadas y C)
cuantificacion de numero de células positivas para la caspasa 3 cortada. Barra de escala =25um. n.s.
(no significativo, P>0,05); *** P<0,001. EV, vector vacio.

En concordancia con estos resultados, el andlisis de los niveles de expresion de Caspasa3 y PARP
cortadas, analizados por western blot, evidencié que los tratamientos con etopdsido no eran
capaces de desencadenar una cascada apoptoética en las células con expresion disminuida de
ARID1A (figura 64).
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Figura 64. La pérdida de ARID1A en lineas celulares humanas de CEE promueve la evasion de la
expresion de los desencadenantes de la cascada apoptotica expresados tras el tratamiento con
etopdsido. Células IK y HEC-1A infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra ARIDIA
(lentiCRISPRv2-ARID1A-2 y lentiCRISPRv2-ARID1A-3) y sus células parenterales fueron tratadas con
Etopdsido 1uM o 5uM respectivamente, durante 36h. A) Imagenes representativas del analisis por
western blot de los niveles de expresidn de la caspasa 3 y PARP cortadas y totales en las condiciones
indicadas. La GAPDH fue usada como control de carga. EV, vector vacio.

Finalmente, debido a que una de las mayores respuestas celulares al DSB se encuentra regulada
por la cascada ATM/ATR, promoviendo la reparacion del DNA por recombinacion homdloga (HR)
o la induccién de apoptosis34, se analizé por medio de ensayos de western blot los niveles de
proteina de los principales efectores de esta via (figura 65). Los resultados indicaron que, al igual
que en los resultados anteriores, en las células IK y HEC-1A con expresion alterada de ARID1A
no se apreciaba un incremento sustancial en los niveles de fosforilacion de ATM, ATR, Chk1,
Chk2 y p53 tras la induccion de DSB con etopdsido, al contrario de lo que ocurria en las células
control.
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Figura 65. La pérdida de ARID1A en lineas celulares humanas de CEE evade la activacion de la via
ATM/ATR de respuesta a dafio por DSB tras el tratamiento con etopédsido. Células IK y HEC-1A
infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRvV2-ARID1A-2 vy
lentiCRISPRv2-ARID1A-3) y sus células parenterales fueron tratadas con Etopdsido 1uM o 5uM
respectivamente, durante 36h. A) Imdagenes representativas del analisis por western blot de los
niveles de expresidn de los niveles de expresién de las formas activadas fosforiladas y totales de
ATM, ATR, chk2, chkl, p53 en las condiciones indicadas. La GAPDH fue usada como control de carga.
EV, vector vacio.

1.5. Analisis del papel de ARID1A en la regulacion de la expresién de HDAC6 y su implicacién
en el fenotipo de EMT.

Recientemente, ha sido descrito que ARID1A es capaz de reprimir transcripcionalmente la
expresion de HDAC6 en el carcinoma de células claras de ovario (OCCC) y que la pérdida de
expresion de ARID1A desencadena la liberacion de dicha supresion, desencadenando en una

sobreexpresion de los niveles de HDAC6'!!

. Ademas, se ha visto en diversos tipos de carcinomas
que los niveles incrementados de HDAC6 se encuentran asociados a peores prondsticos!®. De
tal manera, se decidié evaluar la relacion existente entre los niveles de ARID1A y HDACG6 en el
CE. Primero, se corroboraron los niveles de expresion de HDAC6 en las células con expresion
deficiente de ARID1A. Como puede observarse en la figura 66, los ensayos de gRT-PCR y western

blot revelaron que los niveles de expresién de HDAC6 se encontraban significativamente




incrementados (tanto a nivel de DNA como de proteina) en las células infectadas con los sgRNA
contra ARID1A, en comparacién con sus células control.

A)
S IK 2. HEC-1A
2214 " 8524
w0 % | O ok *k
oI — ® I
55" A
< 2
@20 @ Z 0
2E : SE
L ni
EV sgRNA sgRNA EV sgRNA sgRNA
ARID1A-2ARID1A-3 ARID1A-2ARID1A-3
B)
IK HEC-1A
SgRNA SgRNA SgRNA sgRNA
EV ARID1A-2 ARID1A-3 EV ARID1A-2 ARID1A-3
ARID1A 1. '
S
HDAC6 | = = "= T .. s -
GAPDH | sssssm— o— e S—

Figura 66. La pérdida de ARID1A en lineas celulares humanas de CEE promueve la sobreexpresion
de HDAC6. A) RT-gPCR de los niveles de expresién de mRNA de HDAC6 en células IK y HEC-1A
infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRvV2-ARID1A-2 vy
lentiCRISPRv2-ARID1A-3). * P<0,05; ** P<0,01. B) Imagenes representativas del analisis por western
blot de los niveles de expresién de ARID1A y HDAC6 en células IK y HEC-1A infectadas con lentivirus
portadores de sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-3). La GAPDH fue usada como control
de carga. EV, vector vacio.

Después, ensayos de inmunofluorescencia contra HDAC6 en células IK con y sin alteracion de los
niveles de expresion de ARID1A, ademas de corroborar este incremento en los niveles de
expresion de proteina en las células con alteracién de ARID1A (figura 67 A-B), revelaron que la
localizacién de HDAC6 en estas células era predominantemente nuclear, hecho que previamente
ha sido descrito ser promotor del proceso de EMT* (figura 67 C).
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Figura 67. La pérdida de ARID1A en lineas celulares humanas de CEE promueve un incremento de
los niveles de HDAC6 nuclear. A) Imagenes representativas de inmunofluorescencia contra HDAC6
en células IK infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-2
y lentiCRISPRv2-ARID1A-3). B) Grafico de la cuantificacion de la intensidad de HDACS6. C) Grafico que
muestra el porcentaje de colocalizacion de HDAC6 con el marcador nuclear Hoechst. La tubulina y el
Hoechst fueron usadas como marcadores de citoesqueleto y nucleo respectivamente. Barra de
escala =25um. *** P<0,001. EV, vector vacio.

Después, con el fin de evaluar el rol de HDAC6 en las células de CE con expresién alterada de
ARID1A, se empled el inhibidor farmacoloégico especifico de HDAC6, ACY1215 (Ricolinostat), en
estas células. Primero, para corroborar que el tratamiento con ACY1215 estaba inhibiendo el
funcionamiento de HDACSG, se evaluaron los niveles de acetilacion de p53 en la lisina 373/382,
un substrato directo de HDAC6, tanto en células IK como HEC-1A infectadas con sgRNA
ARID1A-3 o con el vector vacio. Los resultados mostraron que el tratamiento con ACY1215
restauraba los niveles de acetilacion de p53 en las células con alteracion en la expresion de
ARID1A, indicando una correcta inhibicion funcional de HDACG tras el tratamiento con ACY1215
(figura 68).
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Figura 68. La inhibicion farmacolégica con ACY1215 restaura los niveles de Ac-p53 (Lys 373-382) en
lineas celulares humanas de CEE con niveles alterados de ARID1A. A) Imdgenes representativas
del anilisis por western blot de los niveles de acetilacién de p53 (Lys 373-382) y p53 total en
células IK y HEC-1A infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-
ARID1A-2 y lentiCRISPRv2-ARID1A-3), tratadas o no con ACY1215 6uM durante 48h. La GAPDH fue
usada como control de carga. EV, vector vacio.

Como anteriormente se ha mencionado, recientes estudios han descrito un nuevo rol
epigenético nuclear para HDAC6 en el proceso de EMT, Por ello y debido a los resultados
observados en la figura 57, se procedioé a estudiar si la inhibicion de HDAC6 podria revertir los
fenotipos migratorios e invasivos observados con la bajada de expresion de ARID1A. Para ello,
se realizaron ensayos de migracidon de wound healing y de invasion de transwell en las células IK
y HEC-1A con alteracién en la expresidon de ARID1A y en sus células parentales en presencia o no
de ACY1215. Como puede observarse en la figura 69, la inhibicion farmacoldgica de la actividad
de HDAC6 suprime las capacidades migratorias e invasivas promovidas por la pérdida de
expresion de ARID1A.
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Figura 69. La inhibicion farmacolégica de HDAC6 con ACY1215 revierte las capacidades migratorias
e invasivas promovidas por la pérdida de ARID1A en las lineas celulares humanas de CEE. Células
IK y HEC-1A infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-2
y lentiCRISPRv2-ARID1A-3) y sus células parenterales fueron tratadas con ACY1215 6uM durante 48h.
A) Imagenes representativas a tiempo 0 y 48 horas después de la herida del ensayo de wound healing
llevado a cabo en las células células y condiciones indicadas y B) cuantificacién del porcentaje de
herida cerrada transcurridas las 48 horas. Barra de escala = 100 um. C) Imagenes representativas de
la tincién nuclear con Hoechst de ensayos de invasién de transwell después de retirar las células con
invasoras en llevado a cabo en las células y tratamientos indicados y D) cuantificacion del porcentaje
de células invasivas. Barra de escala = 25um. n.s. (no significativo, P>0,05); *** P<0,001. EV, vector
vacio.

Ademas, se observd que tras el tratamiento con ACY1215 se restauraban los niveles de
expresion del marcador epitelial E-cadherina y decrecian los niveles de los marcadores
mesenquimales vimentina y SNAIL. Interesantemente, estos cambios fueron también
acompafiados de la restauracion de los niveles basales de la fosforilacién de ERK1/2 (figura 70).
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Figura 70. La inhibicién farmacolégica de HDAC6 con ACY1215 revierte la alteracion en la expresién
de marcadores EMT inducida tras la pérdida de expresion de ARID1A en las lineas celulares
humanas de CEE. Células IK y HEC-1A infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra ARID1A
(lentiCRISPRv2-ARID1A-2 y lentiCRISPRv2-ARID1A-3) y sus células parenterales fueron tratadas con
ACY1215 6uM durante 48h. A) Imagenes representativas del andlisis por western blot de los niveles
de expresidon de E-cadherina, vimentina, SNAIL, p-ERK (Thr202/Tyr204) y total en las células y
condiciones indicadas. La GAPDH fue usada como control de carga. EV, vector vacio.

Posteriormente se decidid ratificar estos resultados mediante el silenciamiento genético de
HDAC6. Para ello, células sgRNA-ARID1IA MFE-296 y sus controles fueron infectadas con
particulas lentivirales que contenian shRNA control o shRNA contra HDAC6. La bajada de
expresion de HDACG6 en estas células fue corroborada mediante western bolt (figura 71).
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Figura 71. La infeccidn de las células MFE-296 con el shRNA contra HDAC6 disminuye los niveles de
expresion de HDACG6. A) Imagenes representativa del andlisis por western blot de los niveles de
expresion de HDAC6 en células MFE-296 ARID1A deficientes (o no), infectadas con particulas
lentivirales que contienen shRNA-HDAC6 o control. La GAPDH fue usada como control de carga. EV,
vector vacio.

Posteriormente la capacidad migracion e invasion de estas células, fue evaluada mediante la
realizacion de ensayos de migracién de wound healing y de invasidn de transwell, confirmando
que la transduccién con el shRNA contra HDAC6 recapitulaba los efectos vistos tras los
tratamientos con ACY1215. Como puede verse en la figura 72, los resultados mostraron que la
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regulacidn a la baja de HDACG revertia las capacidades de migracidn e invasion promovidas con
la perdida de expresion de ARID1A.
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Figura 72. La disminucidon de los niveles de expresion de HDAC6 revierte las capacidades
migratorias e invasivas promovidas por la pérdida de ARID1A en las lineas celulares humanas de
CEE. A) Imagenes representativas a tiempo 0 y 48 horas después de la herida del ensayo de wound
healing llevado a cabo en las células MFE-296 ARID1A deficientes (o no) infectadas con particulas
lentivirales que contienen shRNA-HDAC6 o control y B) cuantificacion del porcentaje de herida
cerrada transcurridas las 48 horas. Barra de escala = 100 um. C) Imagenes representativas de la
tincidn nuclear con Hoechst de ensayos de invasion de transwell después de retirar las células con
invasoras en llevado a cabo en las células MFE-296 ARID1A deficientes (o no) infectadas con
particulas lentivirales que contienen shRNA-HDAC6 o control y D) cuantificacién del porcentaje de
células invasivas. Barra de escala = 25um. n.s. (no significativo, P>0,05); *** P<0,001. EV, vector
vacio.

Finalmente, se quiso corroborar si estos resultados se reproducian in vivo. Para ello, se
inyectaron intravenosamente células GFP/lucifarase-MFE-296 con expresion deficiente de
ARID1A Yy sus células parentales, ambas transducidas con el shRNA-vacio o con el shRNA-HDACS,
en ratones inmunocomprometidos. Transcurridos 10 dias se examind si la bajada de expresion
de HDACS6 afectaba a la capacidad de diseminacién y a la colonizacién metastatica en pulmoén
de estas células. Los resultados mostraron que la disminucion de la expresion de HDAC6 en las
células con alteraciones en la expresion de ARID1A, inducia una disminucidn de sus capacidades
de diseminacién y formacién de focos metastaticos (figura 73).
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Figura 73. La disminucién de los niveles de expresion de HDAC6 revierte las capacidades de
diseminacidn y colonizacion metastatica adquirida en las lineas celulares humanas de CEE tras la
pérdida de ARID1A in vivo. Crecimiento metastatico de células GFP-luciferasa MFE-296 células
ARID1A deficientes (o no) infectadas con particulas lentivirales que contienen shRNA-HDAC6 o
control. 50 x 10* células fueron inyectadas intravenosamente y se dejaron crecer durante 10 dias (ir
a materiales y métodos para mayor detalle) n= 10 animales por grupo. A) Imagenes representativas
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de la sefial de bioluminiscencia, imagenes representativas macroscdpicas de los pulmones,
comparando las metdstasis generadas en los pulmones de los ratones inyectados con las células
indicadas y B) imagenes representativas microscépicas de las tinciones de Eosina Hematoxilina (EH),
10 dias post inyeccion. Barra de escala =100 um. C) Grafico representativo mostrando el nimero de
ratones con focos metastaticos presentes en los grupos de animales indicados. El andlisis estadistico
se realizd usando el test exacto de Fisher. Las barras de error representan la media +SEM. ** P<0,01.
EV, vector vacio.

1.6. Analisis de la implicacion de HDACG6 en la resistencia a la apoptosis inducida por DSB en
células con expresion alterada de ARID1A.

En las células mamiferas, las roturas DSB del DNA son reparadas predominantemente por la via
de HR o por la via de NHEJ. El balance entre ambas vias es esencial para la estabilidad gendmica,
y la perturbacién de alguna de ellas, a menudo, se traduce en transformaciones oncolégicas o
en la adquisicién de fenotipos malignos!*®. Como se ha mostrado en resultados previos, la
inactivacién de ARID1A induce una regulacién negativa de la via de reparacién de HR. Sin
embargo, no esta claro que via de reparacion de DNA o molecular es la empleada por las células
deficientes de expresion de ARID1A para el mantenimiento de la integridad del DNA en
presencia de dafio por DSB del DNA.

Algunos estudios han desvelado un importante rol para HDACG6 en la via de reparacién del dafio
DSB del DNA por medio de la deacetilacién de la proteina Ku70, una proteina clave en la via de
reparacion NHEJ del DNAY, En base a estas observaciones, y teniendo en cuenta los resultados
previos que revelaron una sobreexpresion de HDAC6 en las células con expresion deficiente de
ARID1A, se hipotetizé que la inhibicidn de HDAC6 podria revertir la resistencia a la apoptosis
inducida por etopdsido, presentada por las células con alteracion de ARID1A.

Con el fin de corroborar esta hipétesis, se realizé una inmunofluorescencia contra el marcador
candnico de dafio a DNA, p-yH2AX, en células IK y HEC-1A con expresion alterada de ARID1A o
normal, tratadas o no con etopdsido y el inhibidor de HDAC6, ACY1215. Los resultados
obtenidos, mostraron que la combinacién de ambos tratamientos incrementaba
significativamente el nimero de focos positivos para p-yH2AX por célula en las células con
expresion deficiente de ARID1A, al contrario que en lo observado en estas células cuando solo
eran tratadas solamente con etopésido (figura 74).
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Figura 74. La inhibicién farmacolégica de HDAC6 con ACY1215 revierte la evasion al daiio al DNA
por el etopdsido promovida por la pérdida de ARID1A en las lineas celulares humanas de CEE.
Células IK y HEC-1A infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-
ARID1A-2 y lentiCRISPRv2-ARID1A-3) y sus células parenterales fueron tratadas con Etopdsido 1uM
0 5uM respectivamente y/o ACY1215 6uM, durante 36h. A) Imagenes representativas de la
inmunofluorescencia del marcador de dafio a DNA, p-yH2AX (Ser139) y Hoechst como marcador
nuclear en las células y condiciones indicadas. B) graficos representativos de la cuantificacion de
focos de p-yH2AX por célula en los tratamientos descritos. Barra de escala =25um. n.s. (no
significativo, P>0,05); *** P<0,001. EV, vector vacio.

Posteriormente, se evalué por inmunofluorescencia los niveles de apoptosis después del
tratamiento combinatorio de Etopdsido y ACY-1215. Los resultados obtenidos desvelaron que
el tratamiento combinatorio inducia un aumento del nimero de nucleos apoptdticos, asi como
del nimero de células positivas para la caspasa 3 cortada, en las células con alteraciones de
ARID1A (figura 75).
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Figura 75. La inhibicion farmacolégica de HDAC6 con ACY1215 revierte la evasion a la respuesta
apoptatica generada por el tratamiento con etopodsido promovida por la pérdida de ARID1A en las
lineas celulares humanas de CEE. Células IK y HEC-1A infectadas con lentivirus portadores de sgRNA
contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-2 y lentiCRISPRv2-ARID1A-3) y sus células parenterales fueron
tratadas con Etopdsido 1uM o 5uM respectivamente y/o ACY1215 6uM, durante 36h. A)
Cuantificacién de nucleos con morfologia apoptética expuestos por la tincidon nuclear con Hoechst
bajo las condiciones indicadas. B) Imagenes representativas de la inmunofluorescencia contra la
caspasa 3 cortada y nucleos evidenciados por Hoechst en las condiciones indicadas y C) cuantificacién
de numero de células positivas para la caspasa 3 cortada. Barra de escala =25um. n.s. (no
significativo, P>0,05); *** P<0,001. EV, vector vacio.

Ademas, y en concordancia con estos resultados, al analizar por western blot los niveles de
expresion de proteina se la Caspasa3 y PARP cortadas, se aprecié un aumento de estas proteinas
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pro-apoptodticas en las células con niveles deficientes de expresion de ARID1A que habian sido
expuestas a la doble combinatoria de etopdsido y ACY1215. Estos resultados indican que la
inhibicion de HDACG6 induce la reversién de la resistencia a la apoptosis generada por etopdsido,
que habia sido observada en estas células con niveles alterados de ARID1A (figura 76 A). Esta
vulnerabilidad al etopdsido también se vio replicada en las células deficientes para ARID1A que
habian sido infectadas con el shRNA HDAC6 (figura 76 B).
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Figura 76. La inhibicién farmacolégica de HDAC6 con ACY1215 revierte la evasion de la expresion
de los desencadenantes de la cascada apoptética expresados tras el tratamiento con etopédsido
promovida por la pérdida de ARID1A en las lineas celulares humanas de CEE. A) Células IK y HEC-
1A infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-3) y sus
células parenterales fueron tratadas con Etopdsido 1uM o 5uM respectivamente y/o ACY1215 6uM,
durante 36h y B) células IK infectadas con el vector vacio o con el sgRNA ARID1A-3 fueron infectadas
o no con el shRNA HDAC6 y tratadas o no con Etopdsido 1puM. Imdagenes representativas del andlisis
por western blot de los niveles de expresién de la caspasa 3 y PARP cortadas y totales en las
condiciones indicadas. La GAPDH fue usada como control de carga. EV, vector vacio.

Posteriormente, se decidid evaluar que mecanismo molecular podria estar implicado en la
adquisicion de esta vulnerabilidad al dafio por DSB en las células deficientes para la expresion
de ARID1A bajo la combinacidn de los tratamientos de etopdsido y ACY1215. Dado lo
mencionado previamente sobre el rol de HDAC6 en la via de reparacion del DNA por dafio DSB,
se hipotetizd que la inhibicion de HDAC6 podria estar alterando el equilibrio del balance entre
las vias de reparacién de DNA HR/NHEJ. Con el propdsito de desmantelar esta hipdtesis, se
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analizo el estado de expresién de los principales efectores de la via de HR: p-chk2, p-chkl y p-
p53 (y sus totales) y el de los principales efectores de la via de NHEJ: Ku70 y XRCC4, bajo las
condiciones indicadas. Ademas, para corroborar el efecto en la inhibicién del funcionamiento de
HDACS6, se analizaron los niveles de acetilacién de p53 en la lisina 373-382. Como puede
observarse en la figura 77, aunque las células con regulacién a la baja de ARID1A presentaban
un constante estado de activacién de la via de reparacién del DNA NHEJ (representado por un
incremento en los niveles de expresion de Ku70 y XRCC4) incluso en condiciones basales, cuando
éstas eran tratadas con ACY1215, se observaba una disminucién en los niveles de expresidon de
Ku70 y XRCC4, asi como un aumento de los niveles de las fosforilaciones activadoras de chk2,
chkly p53, liderando a la activacidon apoptdtica. Asimismo, estos resultados se replicaban en las
células infectadas con el shRNA contra HDAC6, corroborando asi dicha alteracién en el balance
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Figura 77. La inhibicion farmacolégica de HDAC6 con ACY1215 altera el equilibrio en el balance de
las vias de reparacién del dafio DSB de DNA HR/NHEJ. A) Imagenes representativas del analisis por
western blot de los niveles de expresién de HDAC6, Ku70, XRCC4, p-chk2 (Thr68), p-chk1 (Ser345), p-
p53 (Serl5), Ac-p53 (Lys 373-382) asi como de sus totales en células IK y HEC-1A infectadas con
lentivirus portadores de sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-2 y lentiCRISPRv2-ARID1A-3)
y sus células parenterales fueron tratadas con Etopdsido 1uM o 5uM respectivamente y/o ACY1215
6uM, durante 36h. B) ) Imagenes representativas del analisis por western blot de los niveles de
expresién de HDAC6, Ku70, XRCC4, p-chk2 (Thr68), p-chk1 (Ser345), p-p53 (Serl5), Ac-p53 (Lys 373-
382) asi como de sus totales en células IK ARID1A deficientes (o no) infectadas con particulas
lentivirales que contienen shRNA-HDAC6 o control. La GAPDH fue usada como control de carga. EV,
vector vacio.

Finalmente, con el fin de corroborar los efectos observados in vivo, se inyectaron
subcutdaneamente células IK sgRNA ARID1A-3 infectadas o no con shRNA HDAC6, en ratones
inmunocomprometidos y éstos fueron tratados o no con etopdsido. Como se evidencia en la
figura 78, los tumores con expresién de HDAC6 disminuida eran menores respecto a los que
presentaban expresion salvaje de los niveles de HDACS tras el tratamiento con Etopdsido.

Todos estos resultados en conjunto, sugieren que la inhibicion de HDAC6 causa vulnerabilidad a
la apoptosis inducida por los tratamientos con etopdsido en las células con pérdida de expresidn
de ARID1A.
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Figura 78. La disminuciéon de los niveles de expresion de HDAC6 revierte la resistencia al
tratamiento con etopdsido promovida por la pérdida de ARID1A en las lineas celulares humanas
de CEE in vivo. Tumores xenoinjertos de células IK infectadas con lentivirus portadores de sgRNA
contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-3) fueron infectadas con shRNA contra HDAC6 o controles
e implantados subcutdaneamente en ratones inmunodeprimidos. Tras la generacidon tumoral,
tratamientos con etopdsido (ETOP) a concentraciones de 36uM, fueron administrados durante
15 dias. n= 10 animales por grupo. El crecimiento tumoral fue seguido diariamente. A) Imagenes
representativas de los tumores subcutaneos. B) Grafico de la cinética del crecimiento tumoral
mostrada por medida del volumen tumoral (mm?3). Barra de escala =1cm. ** P<0,01; *** P<0,001.

137




138

2. ESTUDIO DE LA IMPLICACION DE ARID1A EN EL MICROAMBIENTE TUMORAL

Debido a que, en el primer capitulo de la presente tesis, se describié que la alteraciéon de la
expresion de ARID1A en células tumorales de endometrio previamente establecidas, promovia
la adquisicion de fenotipos de EMT fomentando un incremento de las capacidades migratorias
e invasivas de estas células, confiriéndoles fenotipos de mayor agresividad. Y teniendo en cuenta
el hecho de que los tumores se componen de un complejo microambiente, compuesto por
células tanto residentes como infiltradas, factores solubles secretados y matriz
extracelular®>®71%7 En este segundo capitulo se decidié evaluar la influencia e implicacion de las
células endometriales tumorales con expresién alterada de ARID1A en el microambiente
tumoral del CE.

2.1. Analisis del efecto de las células tumorales de endometrio con expresiones alteradas de
ARID1A en la promocion de fenotipos tumorales mas agresivos en las células endometriales
tumorales circundantes con expresion salvaje de ARID1A.

Dado el importante papel que juegan los factores solubles del microambiente tumoral
promoviendo la agresividad tumoral, entre otras cosas, mediante la fomentacion de la migracion

e invasidn celular®®

, se hipotetizé que las células de CE con regulacién a la baja de la expresién
de ARID1A podrian estar induciendo sefales que condujesen a la alteracién fenotipica de las
células tumorales vecinas con expresion salvaje de ARID1A. Con el fin de testar esta hipotesis,
se recolectaron medios condicionados (CM) procedentes de lineas celulares humanas de CEE,
tanto de células IK como de MFE-296, infectadas o no con lentivirus portadores de sgRNA contra
ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-3). En primer lugar, se trataron las células parentales con
expresion salvaje de ARID1A con los medios condicionados recogidos de células con expresion
salvaje para ARID1A (CM-V) o con los CM recogidos de células con la expresion de ARID1A
regulada a la baja (CM-3), y se realizaron ensayos de migracion de wound healing (Figura 79 A-
B). Los resultados mostraron que los tratamientos con CM-3 incrementaban significativamente
las capacidades migratorias de las células salvajes en comparacion con los tratamientos con CM-
V, tanto en células IK como en las MFE-296. A continuacion, con tal de evaluar el efecto en la
invasién se realizaron ensayos de invasion de transwell en los que como quimioatrayentes se
usaron células IK o MFE-296, infectadas o no con lentivirus portadores de sgRNA contra ARID1A
(lentiCRISPRv2-ARID1A-3), y se analizd la capacidad que ambas tenian en atraer y promover la
invasion de sus correspondientes células parenterales (metodologia explicada con mas detalle
en el apartado de materiales y métodos, figura 33). Los resultados mostraron que tanto las
células IK como MFE-296 infectadas con el sgRNA contra ARID1A tenian una mayor capacidad
para promover la invasidn células de sus células parenterales, respecto a las infectadas con el
EV (figura 79 C-D).
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Figura 79. Las células de CEE con pérdida de expresion de ARID1A promueven la migracién e
invasion en las células de CEE con expresion conservada de ARID1A. A) Imagenes representativas a
tiempo 0y 48 horas después de la herida del ensayo de wound healing llevado a cabo en células IKy
MFE-296 infectadas con lentivirus portadores del vector vacio tratadas con medios condicionados
(CM) recolectados de células IK y MFE-296 infectadas con el EV (CM-V) o con el sgRNA contra ARID1A
(lentiCRISPRv2-ARID1A-3) (CM-3) y B) la cuantificacion del porcentaje de herida cerrada transcurridas
las 48 horas. Barra de escala = 100 um. C) Imagenes representativas de la tincién nuclear con Hoechst
de ensayos de invasidn de transwell después de retirar las células no invasoras, llevado a cabo en
células IK y MFE-296 infectadas con lentivirus portadores del vector vacio quimioatraidas por células
IK o MFE-296 infectadas con sgRNA ARID1A-3 o EV y D) cuantificacion del porcentaje de células
invasivas. Barra de escala = 25um. * P<0,05; ** P<0,01 EV, vector vacio.




Para corroborar estos resultados, se realizaron ensayos de co-cultivos 3D en los que células IK
con expresion salvaje de ARID1A marcadas con GFP, fueron cultivadas en presencia de células
IK infectadas con sgRNA contra ARID1A o con el vector vacio, pero sin marcar con GFP
(metodologia explicada con mas detalle en el apartado de materiales y métodos, figura 22).
Cuando se analizé el porcentaje de invasién de las glandulas formadas por células IK con
expresidon salvaje de ARID1A positivas para GFP, se observé que éstas incrementaban su
capacidad de formacién de filopodios e invasién del Matrigel, cuando se encontraban en co-
cultivo con las células que expresaban niveles disminuidos de ARID1A, en comparacién con las
que lo estaban con las células control (Figura 80).
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Figura 80. Las células de CEE con pérdida de expresidon de ARID1A promueven la invasién de las
glandulas 3D formadas por células de CEE con expresion conservada de ARID1A. A) Imagenes
representativas de contraste de fases de cultivos 3D e inmunofluorescencia contra GFP de células IK
infectadas con EV y GFP (IK EV-GFP) co-cultivadas con células IK infectadas o no con el sgRNA contra
ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-3) y B) cuantificacion del indice de invasion de estas glandulas en el
Matrigel. Barra de escala: 25 um. *** P<0,001. EV, vector vacio. AU, unidad arbitraria.

Como ya se ha mencionado, algunos estudios sitdan los cambios en el fenotipo de EMT como
mecanismo central de los procesos de migraciéon e invasidn celular en la neoplasia
endometrial®®!37, Por ello, se decidid evaluar el estado de expresidon de los marcadores de EMT
en las células de CE con expresion salvaje de ARID1A que previamente habian sido tratadas con
CM-V o CM-3, mediante la realizacidn de ensayos de western blot. Los resultados mostraron que
las células de CE con expresion salvaje de ARID1A (tanto IK como MFE-296), disminuian la
expresion de marcadores epiteliales (tales como E-cadherina y B-catenina), y aumentaban la
expresion de marcadores mesenquimales (tales como N-cadherina y vimentina) y la de factores
de transcripcion pro-EMT (como SNAIL y ZEB), cuando éstas eran tratadas con los CM
procedentes de las células con alteraciones en la expresién de ARID1A (CM-3) en comparacion
con cuando eran tratadas con los CM control (CM-V), llegando incluso a ser similares a los niveles
de expresion de las células infectadas con el sgRNA contra ARID1A (Figura 81).
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Figura 81. Los CM recolectados de las células de CEE con pérdida de expresion de ARID1A
promueven alteraciones en los niveles de expresion de marcadores de EMT en las células de CEE
con expresion conservada de ARID1A. Imagenes representativas del analisis por western blot de los
niveles de expresién de ARID1A, E-cadherina, B-catenina, N-cadherina, vimentina, MMP-2, SNAIL y
ZEB en células A) IK y B) MFE-296 infectadas con lentivirus portadores del sgRNA contra ARIDIA
(lentiCRISPRv2-ARID1A-3) o del vector vacio tratadas con medios condicionados (CM) recolectados
de células IK y MFE-296 infectadas con el EV (CM-V) o con sgRNA ARID1A-3 (CM-3). La GAPDH fue
usada como control de carga. EV, vector vacio.

Con tal de consolidar estos resultados, se realizaron co-cultivos durante 72h de células IK con
expresion salvaje de ARID1A marcadas con GFP, junto con células IK infectadas con el sgRNA
ARID1A-3 o el EV, pero sin marcar con GFP (figura 82-A), y se evalud por ICF la expresion del
marcador mesenquimal vimentina. Los resultados mostraron un incremento significativo de la
expresion de vimentina en las células IK salvajes (GFP-positivas) que habian crecido en presencia
de las células con expresion alterada de ARID1A en comparacion con las que habian crecido
junto con las células control (figura 82 B-C).
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Figura 82. Las células de CEE con pérdida de expresion de ARID1A promueven la expresion de
vimentina en las células de CEE con expresion conservada de ARID1A. A) Representacion
esquematica del flujo de trabajo, brevemente células IK infectadas con EV y GFP (IK EV-GFP) fueron
co-cultivadas con células IK infectadas o no con lentivirus portadores del sgRNA contra ARID1A
(lentiCRISPRv2-ARID1A-3) sin marcar con GFP, durante 72 horas. B) Imagenes representativas de la
inmunofluorescencia contra GFP y el marcador mesenquimal vimentina, realizadas en dichos cultivos
y C) cuantificacidn del porcentaje de células positivas para GFP y Vimentina. Tincién con Hoechst
empleada para evidenciar los nucleos. Barra de escala =25 um. EV, vector vacio.

Con tal de investigar mas a fondo las sefiales inducidas por las células con alteraciones en
ARID1A, sobre aquellas que presentaban expresion salvaje, primero se trataron células IK y MFE-
296 con expresion salvaje de ARID1A con CM-3 o CM-V durante 72. Transcurrido dicho tiempo
se les cambid el medio, a medio fresco normal y se realizaron con estas células ensayos de
migracion de wound healing o de invasidn de transwell. Se observd, que aquellas células de CE
que previamente habian sido tratadas con CM-3 presentaban significativamente mayores
habilidades migratorias e invasivas respecto a las células que habian sido tratadas con CM-V,
demostrandose asi que estos efectos pro-tumorales observados causados por el CM-3, eran
capaz de mantenerse en ausencia de los estimulos inducidos por le CM-3 de manera sostenida
(figura 83).
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previamente tratadas durante 72 horas con medios condicionados (CM) recolectados de células IK y
MFE-296 infectadas con el EV (CM-V) o con el sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-3) (CM-
3) y B) la cuantificacidn del porcentaje de herida cerrada transcurridas las 48 horas. Barra de escala
=100 um. C) Imagenes representativas de la tincidon nuclear con Hoechst de ensayos de invasion de
transwell después de retirar las células no invasoras, llevado a cabo en células IK y MFE-296
infectadas con lentivirus portadores del vector vacio, previamente tratadas durante 72 horas con
medios condicionados (CM) recolectados de células IK y MFE-296 infectadas con el EV (CM-V) o con
el sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-3) (CM-3) y D) cuantificacién del porcentaje de
células invasivas. Barra de escala = 25um. * P<0,05; *** P<0,001; EV, vector vacio.

A continuacidn, y con tal de explorar la relevancia de ARID1A en la sefializacién tumoral in vivo,
se genero la colonia Cre:ERT; Pten”S; Arid1a"”/. Para ello, se cruzé el modelo condicional knock-
out de Pten inducible por Tamoxifeno, Cre:ERT; Pten ¥/, en el cual tras una dosis Unica de
Tamoxifeno se produce la perdida condicional de Pten en varios tipos de células epiteliales
dando lugar a la generacién de adenocarcinomas de endometrio?, con el modelo knock-out
inducible Arid1a”, caracterizado en resultados previos. Transcurridas 5 semanas post
nacimiento, ratones Cre:ER™; Pten f; Arid1a** o Cre:ER™; Pten"f; Arid1d”f fueron inyectados
intraperitonealmente con una dosis Unica de Tamoxifeno. Estos animales fueron monitorizados
exhaustivamente hasta que tuvieron que recibir la eutanasia a causa de su estado, siguiendo los
criterios de punto final. Una vez sacrificados, se realizd una evaluacién macroscépica y
microscépica de sus Uteros. En primer lugar, se corroboré por medio de inmunohistoquimica
que efectivamente se habia producido la pérdida de expresion tanto de PTEN como de ARID1A
en el tejido endometrial (figura 84-A). A pesar de que los animales Cre:ER™/; Pten %; Arid1a"”f
presentaban porcentajes de supervivencia significativamente mds cortos que los animales
Cre:ER™; Pten 7; Arid1a** (Figura 84-B), la valoracién macroscépica de los Uteros de dichos
ratones por medio de tinciones de HE determind que no existian diferencias histoldgicas
significativas entre los animales de los distintos grupos, presentando casi todos los animales de
ambos grupos CE. (Figura 84-C).
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Figura 84. Andlisis de la supervivencia e histologia endometrial en el modelo murino Cre:ERT;
Pten'S; Arid1a”f. A) Imagenes representativas de Inmunohistoquimica contra PTEN y ARID1A en
secciones seriadas de endometrio de ratones Cre:ERT; Pten”f: Aridla*/* o Cre:ERT*; Pten”S;
Arid1a”f para corroborar la pérdida de expresion in vivo tras la administracién de Tamoxifeno, con
secciones magnificadas recuadradas. Barra de escala =100um. B) Gréfica representativa de la curva
de Kaplan-Meier de la supervivencia de los ratones Cre:ERT"; Pten”f: Aridla** o Cre:ERT"; Pten’f:
Arid1a”. C) Imagenes representativas de eosinas hematoxilinas (EH) llevada a cabo en secciones
seriadas de endometrios de ratones Cre:ERT*/; Pten”f; Aridla*’* o Cre:ERT"; Pten”f: Arid1a”f con
secciones magnificadas recuadradas. Barra de escala =100um. D) histograma representativo de la
evaluacion histoldgica de los endometrios de los ratones de dichos grupos a la hora de tener que
recibir la eutanasia. n=10 para cada grupo; **P<0,01; n.s. (no significativo, P=0,05).

Con el objetivo de clarificar la causa de la diferencia entre las ratios de supervivencia observadas
entre los diferentes grupos de ratones, se decidid realizar una necropsia exhaustiva de estos
ratones. Para ello, se inyecto intraperitonealmente una dosis Unica de Tamoxifeno en ratones
Cre:ERT*; Pten”f; Aridla** o Cre:ERT*; Pten”; Arid1a™ y se sacrificaron una vez transcurridas
6 semanas post inyeccion (Figura 85-A). Tras la evaluacion macroscépica de los diferentes
érganos que podian verse afectados, se observé que las tiroides de los ratones Cre:ER™"; Pten
7% Arid10”f mostraban volimenes significativamente mads elevados que los del grupo control,
hecho que les producia la obstruccion de la traquea antes que a los animales del grupo control
(Figura 85 B-C), reduciendo asi la vida media de dichos ratones sin que lleguen a apreciarse
diferencias histolégicas a nivel de CE. Este hecho también ocurre en los ratones Cre:ER™; Pten
#f del modelo murino Cre:ER"; Pten 7/ , los cuales también han de ser sacrificados debido al
tamafio de sus tiroides. Por lo que estos resultados demuestran que la pérdida de ARID1A
acelera este proceso.

A)
| 3 semanas | 1-2 semanas | 6 semanas |
| | | |
Nacimiento Destete Dosis l’Jn_ica de Sacrificio
Tamoxifeno
B) 9

cre:ER" Pten”
150

+

Aridlaﬂf

Aridla”

ek

.:]P ® Cre:ER™: Pten™: Arid1a™
L ]

¢ o Cre:ER™; Pten™; Arid1a™

100+

Peso(mg)




146

Figura 85. La pérdida de expresiéon de ARID1A en las células epiteliales del modelo murino Cre:ERT;
Pten” ; Arid1a”f acelera el incremento del volumen de las tiroides. A) Disefio experimental para el
analisis de los ratones de la colonia Cre:ERT; Pten; Arid1a”f . En resumen, los ratones se destetaron
3 semanas después del nacimiento y, después de 6 semanas del destete, se les inyectd una dosis
Unica de Tamoxifeno para lograr la doble ablacidén de Pten y Aridla. Los ratones fueron sacrificados
6 semanas post inyeccién. B) Imagenes representativas de las tiroides de ratones Cre:ERT*"; Pten’f;
Aridla** o Cre:ERT*/; Pten”f: Arid1a"”f y C) grafico representativo de su peso. n=10 para cada grupo;
***¥p<0,001

Pese a no haber denotado diferencias en la histologia de los tumores endometriales entre los
ratones Cre:ER™; Pten!: Arid1a*/* o Cre:ER™; Pten f; Arid1a”, dado el claro efecto observado
de las células de CE con pérdida de expresion de ARID1A sobre la sefializacién tumoral, nos
alentamos a ver si estos resultados se reproducian in vivo. Con el fin de elucidar esta hipotesis,
ratones Cre:ER™; Pten "; Aridla** o Cre:ER™; Pten ; Aridia”f fueron inyectados
intraperitonealmente con una dosis Unica de Tamoxifeno y monitorizados exhaustivamente
hasta que tuvieron que recibir la eutanasia. En dicho punto se realizé la recoleccién del plasma
de dichos ratones. A continuacién, células IK o MFE con expresion salvaje de ARID1A fueron
tratadas con los plasmas recolectados de los ratones con CE Cre:ER™/; PtenS; Arid1a** (P-+) o
los plasmas de los ratones con CE Cre:ER™"; Pten f; Arid1a”' (P-f) (Figura 86 A). Para analizar si
los tratamientos con estos plasmas inducia cambios en capacidades migratorias e invasivas de
las células de CE tratadas, se realizaron ensayos de migracién de wound healing (figura 86 B-C)
y de invasion de transwell (figura 86 D-E). Los resultados revelaron que los tratamientos con los
plasmas P-f eran capaces de promover un aumento de las capacidades migratorias e invasivas
de las células IK y MFE con expresioén salvaje de ARID1A, en comparacién con los tratamientos
con los plasmas P-+.
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Figura 86. Los plasmas recolectados de los ratones Cre:ER™"; Pten /f; Arid1a”f con CE promueven
la migracion e invasion en las células de CEE con expresion conservada de ARID1A. A)
Representacion esquematica del disefio experimental. En resumen, ratones Cre:ER™/; Pten /f;
Aridla** o Cre:ER™; Pten f: Arid1a"”f fueron destetados 3 semanas después del nacimiento y,
después de 5 semanas del destete, se les inyectd una dosis Unica de Tamoxifeno para lograr la doble
ablacidn de Pten y Aridla. Los ratones fueron monitorizados hasta el punto donde tuvieron que
recibir eutanasia, en el cual se realizé la recoleccién de sus plasmas. Dichos plasmas fueron
empleados para el tratamiento de lineas celulares de CEE con expresidon salvaje de ARID1A. B)
Imagenes representativas a tiempo 0 y 48 horas después de la herida del ensayo de wound healing
llevado a cabo en células IK y MFE-296 infectadas con lentivirus portadores del vector vacio tratadas
con plasmas recolectados de ratones Cre:ER™; Pten *'; Aridla*’* (P-+) o Cre:ER™; Pten 7;
Arid1a”f (P-f) con CE y C) la cuantificacidon del porcentaje de herida cerrada transcurridas las 48
horas. Barra de escala = 100 um. D) Imdgenes representativas de la tincidn nuclear con Hoechst de
ensayos de invasion de transwell después de retirar las células no invasoras, llevado a cabo en células
IK'y MFE-296 infectadas con lentivirus portadores del vector vacio previamente tratadas con plasmas
P-+ o P-f y E) cuantificacidn del porcentaje de células invasivas. Barra de escala = 25um. * P<0,05; **
P<0,01; EV, vector vacio.

Finalmente, debido a lo observado, se decidié evaluar cémo se encontraban los niveles de
expresion de los principales marcadores de EMT, tras los tratamientos con los plasmas
recolectados P-+ o P-f. Como puede apreciarse en la figura 87, los resultados de los ensayos de
western blot revelaron que los tratamientos con los plasmas P-f, promovian en las células IK y
MFE controles la disminucidn de los niveles de los marcadores epiteliales (E-cadherina y -
catenina,) y la sobreexpresién de los marcadores mesenquimales (N-cadherina y vimentina) y la
de factores de transcripcion pro-EMT (SNAIL y ZEB), en comparacion con los tratamientos con
los plasmas P-+.

A) B)
IK EV MFE-296 EV
E-cadherina III E-cadherina
N-cadherina IZI N-cadherina IEI
P-+ + P-+: +
P-f: + P-f: +

Figura 87. Los plasmas recolectados de los ratones Cre:ER™/"; Pten f; Arid1a”f con CE promueven
la adquisicidon de fenotipos EMT en las células de CEE con expresion conservada de ARID1A. A)
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Imagenes representativas del analisis por westernblot de los niveles de expresién de E-cadherina, B-
catenina, N-cadherina, vimentina, MMP-2, SNAIL y ZEB en células A) IK y B) MFE-296 infectadas con
lentivirus portadores del vector vacio tratadas con plasmas recolectados de ratones Cre:ER™/; Pten
. Arid1a*’* (P-+) o Cre:ER™; Pten ¥; Arid1a”f (P-f) con adenocarcinomas endometriales. La
GAPDH fue usada como control de carga. EV, vector vacio.

Por ultimo, se decidid ratificar si los resultados obtenidos se reproducian in vivo. Para ello,
primero se generaron tumores subcutaneos con células MFE-296 infectadas con sgRNA contra
ARID1A o su vector control (ambas sin marcar con el gen reportero de la luciferasa) en ratones
inmunodeficientes (NSG). Transcurridas 3 semanas y con los tumores subcutaneos ya bien
establecidos, se inyectaron intravenosamente células MFE-296 con expresion salvaje de ARID1A
marcadas con el gen reportero luciferasa (MFE-296 EV-LUC), en todos los grupos de ratones
(figura 88 A). Después de 3 semanas post inyeccion intravenosa, los resultados revelaron que
los ratones que poseian tumores subcutdneos con células MFE-296 sgRNA ARID1A-3,
presentaban un mayor nimero de focos metastaticos en pulmoén de células MFE-296 EV
positivas para luciferasa, en comparacién con aquellos ratones que poseian tumores
subcutdneos constituidos por las células control (Figura 88 B-D). Estos resultados indicaban que
las células MFE-296 EV-LUC inyectadas en los ratones con tumores subcutaneos de células MFE-
296 sgRNA ARID1A-3, habian adquirido mayores capacidades de diseminaciéon en comparacion
con las células MFE-296 EV-LUC inyectadas en los ratones con tumores subcutaneos de células
MFE-296 EV.
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Figura 88. Las células de CEE con pérdida de expresidon de ARID1A promueven la diseminacién y
colonizacion metastasica en pulmoén in vivo. A) Esquema representativo del disefio experimental.
Brevemente, las células MFE-296 infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra ARIDIA
(lentiCRISPRv2-ARID1A-3) (n=10) o sus células control (lentiCRISPRv2) (n=10) fueron inyectadas
subcutaneamente y se dejaron crecer durante 3 semanas. Transcurridos este tiempo ya establecidos
los tumores subcutdneos, 50 x 10* células EGFP-luciferasa MFE-296 EV fueron inyectadas
intravenosamente y se dejaron crecer durante 3 semanas (ir a materiales y métodos para mayor
detalle). B) Imagenes representativas de la seiial de bioluminiscencia e imagenes representativas
macroscépicas de los pulmones de los ratones de ambos grupos. C) Imagenes representativas
microscépicas de las tinciones de Eosina Hematoxilina (EH) comparando las metastasis generadas en
los pulmones de los ratones de ambos grupos. Barra de escala =100 um. D) Gréafico representativo
mostrando el nimero de ratones con focos metastaticos presentes en los grupos de animales
indicados. * P<0,05. EV, vector vacio.

Todos estos resultados en conjunto sugieren que las células de CE con alteraciones en ARID1A
son capaces de inducir sefiales pro-tumorogénicas, que promueven las capacidades migratorias,
invasivas y de diseminacidn de las células de CE con expresion salvaje de ARID1A.

2.1. Analisis del efecto de las células tumorales de endometrio con expresiones alteradas de
ARID1A en la activacion de células estromales endometriales circundantes y la modulacién de
sus funciones pro-tumorogénicas.

El microambiente tumoral es una entidad compleja y en continua evoluciéon, donde los
fibroblastos asociados al cancer (CAF) son el principal tipo de célula estromal y uno de los
componentes mas activos en algunos tipos tumorales®>7%1% por ello, y debido a que estd
demostrado que algunas sefiales de las células tumorales son capaces de regular las funciones
estromales'®, se decidié investigar si las sefiales pro-tumorales inducidas por las células de CE
con alteraciones en la expresion de ARID1A podian también liderar la activacion y funcion de las
células estromales endometriales.

Para ello, se aislaron células estromales endometriales (ESC) de ratones con fenotipos salvajes
y se estimularon con los CM recolectados de las células IK sgRNA ARID1A-3 (CM-3) o de sus
células parenterales (CM-V). Interesantemente, se aprecid que tras los tratamientos con CM-3
las ESC adquirian morfologias mds elongadas, caracteristicas de los fenotipos CAF’?, en
comparacién con aquellas que habian sido tratadas con CM-V (Figura 89).
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Figura 89. Las células de CEE con pérdida de expresién de ARID1A inducen cambios morfoldgicos
en las ESC. A) Imagenes representativas de contraste de fases de las ESC previamente tratadas o no
con CM recolectado de células IK infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra ARID1A
(lentiCRISPRv2-ARID1A-3) (CM-3) o del vector vacio (CM-V). Barra de escala =10 um.

Una vez establecidos estos cultivos estromales tratados con CM-V o CM-3, lo primero que se
evalué fue la caracteristica habilidad que presentan los CAFs de remodelacién de las matrices*,
mediante ensayos de contractilidad de geles de colageno. Los resultados mostraron que
aquellas ESC que habian estado en contacto con CM-3 poseian mayores capacidades para
contraer los geles de coldgeno, en comparacién con las que habian sido tratadas con CM-V
(figura 90 A-B). En concordancia con los resultados obtenidos, co-cultivos organotipicos
revelaron que las matrices generadas por las ESC tratadas previamente con CM-3 eran mas
permisivas para la invasion de las células tumorales que aquellas que habian sido generadas por
ESC previamente tratadas con CM-V, mostrando mayores indices de invasion por parte de las

células IK con expresion salvaje de ARID1A (figura 90 C-D).
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Figura 90. Las células de CEE con pérdida de expresion de ARID1A inducen la activacion de las ESC.
A) Imagenes representativas de geles de coldgeno remodelados por ESC previamente tratadas
durante 48h con CM recolectado de células IK infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra
ARID1A (lentiCRISPRv2 ARID1A-3) (CM-3) o del vector vacio (CM-V) y B) histograma representativo
de la cuantificacion del indice de contractibilidad. C) Imagenes representativas de cultivos
organotipicos mostrando la invasidn de las células IK EV en matrices previamente remodeladas por
ESC pretratadas durante 48h con CM3 o CMV y D) cuantificacién del indice de invasién. Barra de
escala =100 um. * P<0,05. EV, vector vacio.
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Posteriormente, se decidié analizar el estado de expresién de algunos marcadores relacionados
con la activacion de las células estromales y el fenotipo de los CAFs’2, Los resultados del analisis
de qRT-PCR revelaron que las ESC pretratadas con CM-3, expresaban de manera significativa
mayores niveles de mRNA de VEGF, IL6 y TFG-B, factores de secrecion tipicos del fenotipo CAF,
en comparacion con los tratados con CM-V (figura 91 A). Ademas, los ensayos de western blot
revelaron que las ESC que habian sido tratadas con CM-3 expresaban mayores niveles de
expresion de algunos marcadores tipicos de activacion estromal y fenotipos CAF, tales como a-
SMA, FAP, p-PDGFRa (Tyr754), p-NFKB-p50 (Ser337), p- NFKkP-p65 (Ser536) e IL6, en
comparacién con las que habian sido tratadas con CM-V (Figura 91 B). Finalmente, se
corroboraron estos resultados mediante la realizacion de ensayos de inmunofluorescencia
contra los marcadores de activacion estromal tipicos de los fenotipos CAF: a-SMA, FAP y COL-1
(Figura 91 C).
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Figura 91. Las células de CEE con pérdida de expresion de ARID1A inducen la expresion de
marcadores de activacion estromal en las ESC. ESC fueron tratadas durante 48h con CM recolectado
de células IK infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2 ARID1A-3)
(CM-3) o del vector vacio (CM-V). A) Histograma representativo de la RT-gPCR de los niveles de
expresion de mRNA de VEGFA, IL6 y TGFB1. B) Imagenes representativas del andlisis por westernblot
de los niveles de expresidon de a-SMA, FAP, p-PDGFRa (Tyr754), p-NFKB-p50 (Ser337), p- NFKB-p65
(Ser536) e IL6. La GAPDH fue usada como control de carga. C) Imagenes representativas de la
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inmunofluorescencia de los marcadores de activacién estromal FAP, a-SMA y COL1A. La faloidina y
el Hoechst fueron usados como marcadores de citoesqueleto de actina y nucleo respectivamente.
Barra de escala =25um. * P<0,05. EV, vector vacio.

Dado los resultados obtenidos, se decidid estudiar que sucedia in vivo con la activacion de las
células endometriales estromales en los tumores deficientes para ARID1A. Para ello, se aislaron
células endometriales estromales, de los ratones Cre:ER™; Pten /f; Arid1a** (CAF-+) o de los
ratones Cre:ER™/; Pten*; Arid1a"”f (CAF-f) con adenocarcinomas endometriales. Lo primero, se
corrobord por selecciéon negativa que estds células eran CAFs, observandose que tanto las
células CAF-f como las CAF-+ perdian la expresidon del marcador epitelial ERa, la del marcador
endotelial CD31 vy la del marcador de célulasinmunes CD31 (figura 92 A). Ademas, los resultados
del ensayo de western blot también revelaron un incremento del marcador de fibroblastos
vimentina en los CAFs, en comparacion con las ESC salvajes (figura 92 A). Asimismo, al analizar
la morfologia de estas células por contraste de fases, se observd que tanto los CAF-+ como los
CAF-f poseian una morfologia elongada en comparacién con las células estromales salvajes,
aunque se aprecié que ésta era ain mas pronunciada en los CAF-f (figura 92 B).
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Figura 92. Corroboracién del aislamiento de CAFs de los adenocarcinosmas endometriales del
modelo murino Cre:ER’; Pten f; Arid1a”f. A) Iméagenes representativas del analisis por western blot
de los niveles de expresién de ERa, CD31y CD45 en ESC salvajes, y CAFs aislados de ratones Cre:ER™/
; Ptenf: Arid1a** (CAF-+) o de los ratones Cre:ER™/; Pten #f: Arid1a™f (CAF-f) con adenocarcinomas
endometriales. La GAPDH fue usada como control de carga. B) Imagenes representativas de
contraste de fases de ESC salvajes, CAF-+y CAF-f. Barra de escala =10 um.

Al evaluar la capacidad de remodelacién de matrices de estas células estromales, los ensayos de
contractilidad de colageno revelaron que los CAF-f poseian una mayor capacidad de contraer los
geles de colageno, en comparacion con los CAF-+(figura 93 A-B). De manera similar, los ensayos
de co-cultivos organotipicos corroboraron que las matrices generadas por los CAF-f poseian una
mayor permisividad para la invasién de las células tumorales, en comparacidn a las que habian
sido remodeladas por los CAF-+, observdndose en ellas mayores indices de invasidén por parte
de las células IK con expresidn salvaje de ARID1A (figura 93 C-D).
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Figura 93. Los CAFs aislados de CE de los ratones Cre:ER™/; Pten f; Arid1a”f, presentan mayor
actividad CAF respecto a los de los ratones Cre:ER™/; Pten *f; Aridla*/*. A) Imagenes
representativas de geles de coldgeno remodelados por CAF aislados de ratones Cre:ER™"; Pten #;
Aridla** (CAF-+) o de los ratones Cre:ER™/; Pten #f; Aridia”f (CAF-f) con adenocarcinomas
endometriales y B) histograma representativo de la cuantificacidn del indice de contractibilidad. C)
Imagenes representativas de cultivos organotipicos mostrando la invasion de las células IK EV en
matrices previamente remodeladas por los CAF-+ o CAF-f y D) cuantificacion del indice de invasion.
Barra de escala =100 um. ** P<0,01; *** P<0,001.

Para corroborar los resultados obtenidos, se decidié evaluar, de igual manera que en la figura
91, los niveles de expresion de varios marcadores asociados a la activacion estromal. En primer
lugar, se evalud por RT-gPCR los niveles de expresion de mRNA de los factores de secrecién
VEGF, IL6 y TFG-B. Los resultados revelaron que estos marcadores se encontraban
significativamente incrementados en los CAF-f, en comparacién con los CAF-+ (Figura 94 A).
Ademas, cuando se analizaron por ensayos de western blot los niveles de expresidn de proteina
de marcadores asociados a los fenotipos CAF, tales como a-SMA, FAP, p-PDGFRa (Tyr754), p-
NFKB-p50 (Ser337), p- NFKB-p65 (Ser536) o IL6, se pudo apreciar que los CAF-f expresaban
mayores niveles de todos estos marcadores en comparacién con los CAF-+ (figura 94 B). Por
ultimo, los resultados de los ensayos de inmunofluorescencia contra a-SMA, FAP y COL-1
corroboraron estos resultados, encontrandose una expresién mayor en los CAF-f respecto a los
CAF-+ (figura 94 C).
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Figura 94. Los CAFs aislados de CE de los ratones Cre:ER™/; Pten /f; Arid1a”/f, presentan mayores
marcadores de fenotipos CAF respecto a los de los ratones Cre:ER™/"; Pten */f; Arid1a*/*. CAF fueron
aislados de adenocarcinomas endometriales de ratones Cre:ER™/; Pten f; Arid1a”f (CAF-f) o
Cre:ER™; Pten f; Arid1a*/* (CAF-+). A) Histograma representativo de la RT-gPCR de los niveles de
expresion de mRNA de VEGFA, IL6 y TGFB1. B) Imagenes representativas del andlisis por westernblot
de los niveles de expresiéon de a-SMA, FAP, p-PDGFRa (Tyr754), p-NFKB-p50 (Ser337), p- NFKB-p65
(Ser536) e IL6. La GAPDH fue usada como control de carga. C) Imagenes representativas de la
inmunofluorescencia de los marcadores de activacion estromal FAP, a-SMA y COL1A. La faloidina y
el Hoechst fueron usados como marcadores de citoesqueleto de actina y nucleo respectivamente.
Barra de escala =25um. * P<0,05; ***P<0,001.
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Ademas, avalando los resultados mostrados, se aprecié que la induccion de activacion estromal
se reproducian del mismo modo en las ESC cuando éstas eran tratadas tanto con el plasma de
los ratones Cre:ER"; Pten *f; Arid1a”f con adenocarcinomas endometriales, como con CM
recolectados de los CAF aislados de los adenocarcinomas endometriales de los ratones Cre:ER™"
; Pten 7; Arid1a”. Cuando se analizé por contraste de fases la morfologia de las ESC tratadas
con los plasmas o los CM recolectados de los CAFs, las ESC que habian sido tratadas con el P-f o
con los CM de los CAF-f (CM-CAFf) adquirian morfologias mas elongadas y poseian una mayor
capacidad de contraer los geles de colageno, en comparacién con las que habian sido tratadas
con P-+ o con los CM de los CAF-+ (CM-CAF+), respectivamente (figura 95).
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Figura 95. El plasma y el CM de los CAFs aislados de los ratones Cre:ER™/"; Pten /f; Arid1a"/f con CE
inducen mayor activacion de las ESC. ESC fueron tratadas durante 48h con plasma aislado de
ratones Cre:ER™/; Pten f; Arid1a”f (P-f) o Cre:ER™/; Pten f; Arid1a*/* (P-+) con adenocarcinomas
de endometrio, o con CM recolectado de CAFs previamente aislados de CE de ratones Cre:ER™"; Pten
f; Arid1a”f (CM-CAFf) o Cre:ER™/; Pten /f; Arid1a*/* (CM-CAF+). A) Imégenes representativas de
contraste de fases en las condiciones indicadas. Barra de escala =10 um. B) Imagenes representativas
de geles de colageno remodelados por ESC previamente sometidas a los tratamientos indicados y C)
histograma representativo de la cuantificacion del indice de contractibilidad. * P<0,05; **P<0,01.
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De nuevo, con tal de corroborar estos resultados, se analizaron los niveles de marcadores de
activacion estromal. Como era de esperar, el andlisis por RT-gPCR desvelé un incremento en los
niveles de expresién de mRNA de los factores de secrecion VEGF, IL6 y TFG-B, tanto en las ESC
tratadas con P-f como en las tratadas con CM-CAFf, en comparacion con los que habian sido
tratados con P-f o con CM-CAF+, respectivamente (Figura 96 A). De acuerdo con estos
resultados, al analizar la expresidn por ensayos de western blot de marcadores asociados a los
fenotipos CAF, tales como a-SMA, FAP, p-PDGFRa (Tyr754), p-NFkB-p50 (Ser337), p- NFKpB-p65
(Ser536) o IL6, se observd que estos también se hallaban incrementados en las ESC tratadas con
P-f o con CM-CAFf en comparacién con sus respectivos controles (Figura 96 B). Por ultimo, los
ensayos de inmunofluorescencia contra las proteinas a-SMA, FAP y COL-1 ratificaron estos
resultados, encontrandose mas elevadas en las ESC pretratadas con P-f o CM-CAFf respecto a
sus controles (Figura 96 C).
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RESULTADOS

Figura 96. El plasma y el CM de los CAFs aislados de los ratones Cre:ER™/"; Pten */f; Arid1a"f con CE
inducen la expresion de marcadores de activacion estromal en las ESC. ESC fueron tratadas durante
48h con plasma aislado de ratones Cre:ER™/; Pten #f; Arid1a”f (P-f) o Cre:ER™; Ptenf; Arid1a*/* (P-
+) con adenocarcinomas de endometrio, o con CM recolectado de CAFs previamente aislados de CE
de ratones Cre:ER™; Pten /f: Arid1d”f (CM-CAFf) o Cre:ER™; Pten f; Arid1a*/* (CM-CAF+). A)
Histograma representativo de la RT-qPCR de los niveles de expresion de mRNA de VEGFA, IL6 y
TGFPB1, en las condiciones indicadas. B) Imagenes representativas del analisis por westernblot de los
niveles de expresién de a-SMA, FAP, p-PDGFRa (Tyr754), p-NFKB-p50 (Ser337), p- NFKB-p65 (Ser536)
e IL6, en las condiciones indicadas. La GAPDH fue usada como control de carga. C) Imagenes
representativas de la inmunofluorescencia de los marcadores de activacidn estromal FAP, a-SMA y
COL1A, en las condiciones indicadas. La faloidina y el Hoechst fueron usados como marcadores de
citoesqueleto de actina y nicleo respectivamente. Barra de escala =25um. * P<0,05; **P<0,01.

Los CAFs estan implicados en potenciar muchas propiedades tumorales, pero en particular estan
bien descritos como potenciadores de la invasién y la metéstasis de las células tumorales®®1>2,
Por ello, se decidid analizar si estas ESC ademas de activarse también adquirian mayores
habilidades pro-tumorogénicas. Para ello se recolecté CM de ESC que habian sido previamente
activadas mediante tratamientos con CM procedente de células IK infectadas con sgRNA contra
ARID1A (CM-ES3) o con el vector vacio (CM-ESV) y se trataron células IK con expresion salvaje
de ARID1A. Los ensayos de migracion de wound healing mostraron que la incubacién de las
células IK con CM-ES3 resultaba en un incremento de sus capacidades migratorias, en
comparacién con las que habian sido incubadas con CM-ESV (figura 97 A-B). Ademas, al realizar
ensayos de invasion de transwell de células IK EV, empleando como quimioatrayente las ESC
previamente activadas con CM-3 (ES-3) o CM-V (ES-V), se observd que las células IK EV
mostraban mayores ratios de invasién en presencia de las células estromales ES-3, en
comparacién con cuando lo estaban en presencia de las ES-V (figura 97 C-D). En el mismo
sentido, cuando se realizaron co-cultivos 3D de células IK salvajes marcadas con GFP, con células
estromales ES-3 o ES-V sin marcar, se observé que las células tumorales que estaban creciendo
en presencia de las células estromales ES-3, incrementaban mds su capacidad de formacién de
filopodios e invasion del Matrigel, en comparacion con aquellas células tumorales que lo hacian
en presencia de células estromales ES-V (figura 97 E-F).
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Figura 97. Las ESC activadas por lo CM de las células de CEE con pérdida de expresion de ARID1A
poseen mayores habilidades pro-tumorogénicas. A) Imagenes representativas a tiempo 0 y 48 horas
después de la herida del ensayo de wound healing llevado a cabo en células IK EV tratadas durante
48h con CM recolectados de ESC previamente activadas durante 48h con CM-3 (CM-ES3) o con CMV
(CM-ESV) y B) la cuantificacion del porcentaje de herida cerrada transcurridas las 48 horas. Barra de
escala = 100 um. C) Imagenes representativas de la tincién nuclear con Hoechst de ensayos de
invasién de transwell después de retirar las células no invasoras, llevado a cabo en células IK EV
quimioatraidas por ESC previamente activadas durante 48h con CM-3 (ES3) o con CMV (ESV) y D)
cuantificacion del porcentaje de células invasivas. Barra de escala = 25um. E) Imagenes
representativas de contraste de fases de cultivos 3D e inmunofluorescencia contra GFP de células IK
infectadas con EV y GFP (IK EV-GFP) co-cultivadas con ESC previamente activadas durante 48h con
CM-3 (ES3) o con CMV (ESV) y B) cuantificacién del indice de invasidn de estas glandulas en el
Matrigel. Barra de escala: 25 um. ** P<0,01. AU, unidad arbitraria.



RESULTADOS

Después, se decidié analizar si los CAFs aislados de CE de ratones Cre:ER™"; Pten *; Arid1a”
también poseian mayores capacidades pro-tumorales que los que habian sido aislados de los CE
de los ratones Cre:ER™; Ptenf; Arid1a**. Para ello, de igual manera que en los experimentos
de la Fig. 97, se recolectaron CM de los CAF-f (CM-CAFf) o de los CAF-+ (CM-CAF+) y se trataron
células IK con expresidn salvaje de ARID1A. Los ensayos de migracion de wound healing
denotaron un incremento en las capacidades migratorias de aquellas células que habian sido
tratadas con los CM-CAFf en comparacion con las que lo habian sido con los CM-CAF+ (figura 98
A-B). Asimismo, cuando se analizaron las capacidades invasivas mediante ensayos de transwell,
las células IK EV que tenian como quimioatrayente células CAF-f presentaban significativamente
mayores niveles de invasion, respecto de aquellas que habian tenido como quimioatrayente
células CAF-+ (Figura 98 C-D). Finalmente, ensayos de co-cultivos 3D de células IK EV marcadas
con GFP con células CAF-f o CAF-+ sin marcar, mostraron que aquellas células tumorales que
habian crecido co-cultivadas con los CAF-f tenian una mayor capacidad de formacién de
filopodios e invasién del Matrigel respecto a aquellas que habian crecido en co-cultivo con
células CAF-+ (Figura 98 E-F)
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Figura 98. Los CAFs aislados de CE de los ratones Cre:ER™/"; Pten */f; Arid1a”f poseen mayores
habilidades pro-tumorogénicas. A) Imagenes representativas a tiempo 0 y 48 horas después de la
herida del ensayo de wound healing llevado a cabo en células IK EV tratadas durante 48h con CM
recolectado de CAFs previamente aislados de CE de ratones Cre:ER™; Pten f; Arid1¢”f (CM-CAFf) o
Cre:ER™; Pten *f; Arid1a*/* (CM-CAF+). y B) la cuantificaciéon del porcentaje de herida cerrada
transcurridas las 48 horas. Barra de escala = 100 um. C) Imagenes representativas de la tincion
nuclear con Hoechst de ensayos de invasion de transwell después de retirar las células no invasoras,
llevado a cabo en células IK EV quimioatraidas por CAFs previamente aislados de CE de ratones
Cre:ER™/; pten f: Arid1a” (CAFf) o Cre:ER™; Pten ¥f; Arid1a*/* (CAF+). vy D) cuantificacién del
porcentaje de células invasivas. Barra de escala = 25um. E) Imagenes representativas de contraste
de fases de cultivos 3D e inmunofluorescencia contra GFP de células IK infectadas con EV y GFP (IK
EV-GFP) co-cultivadas con CAFf o CAF+ y F) cuantificacion del indice de invasién de estas glandulas
en el Matrigel. Barra de escala: 25 um. * P<0,05; ** P<0,01. AU, unidad arbitraria.
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Finalmente, se corrobord que esta adquisicion de capacidades migratorias e invasivas
promovida por las células estromales activadas y los CAFs, también iba acompafiada de un
incremento de los marcadores de EMT tanto en las células IK EV que habian sido tratadas con
CM procedentes de los ESC-3 como en las que lo habian sido con CM recolectados de los CAF-f.
Los resultados demostraron que efectivamente, existia una disminucidon de expresidn
marcadores epiteliales tales como la E-cadherina y la B-catenina y un incremento de expresion
de marcadores mesenquimales tales como N-cadherina o vimentina y de los factores de
transcripcidn SANAIL y ZEB, en las células IK con expresion salvaje de ARID1A que habian sido
tratadas con CM-ES3 o CM-CAFf, en comparacidn con sus respectivos controles CM-ESV o CM-
CAF+ (figura 99).
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Figura 99. Las ESC activadas por los CM de las células de CEE con pérdida de expresion de ARID1A
y los CAFs aisaldos de CE de los ratones Cre:ER™/; Pten /f; Arid1a”f inducen fenotipos de EMT.A)
Imagenes representativas del analisis por western blot de los niveles de expresidon de E-cadherina,
B-catenina, N-cadherina, vimentina, MMP-2, SNAIL y ZEB en células IK EV tratadas durante 48h con
CM recolectados de ESC previamente activadas durante 48h con CM-3 (CM-ES3) o con CMV (CM-
ESV) o B) con CM recolectado de CAFs previamente aislados de CE de ratones Cre:ER™; Pten /;
Arid1a”f (CM-CAFf) o Cre:ER™; Ptenf; Arid1a*/* (CM-CAF+). La GAPDH fue usada como control de
carga. EV, vector vacio.

Por ultimo, para verificar si estos efectos sobre la activacidon estromal se replicaban in vivo, se
decidié analizar mediante ensayos de inmunohistoquimica de secciones de adenocarcinomas
endometriales de los ratones de la colonia Cre:ER’; Pten”f; Arid1a", el estado de expresidn de
los marcadores de activacién estromal a-SMA y FAP. Los resultados mostraron un mayor
incremento de la expresién de ambos marcadores en el estroma endometrial de los ratones
Cre:ER™; Pten; Arid1a”, en comparacién con el de los ratones Cre:ER™; Pten/S; Arid1a**
(Figura 100).
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Figura 100. La pérdida de ARID1A en adenocarcinomas endometriales de los ratones con pérdida
de PTEN incrementa la expresion de marcadores de activacion estromal. A) Imagenes
representativas de la inmunohistoquimica de a-SMA y FAP en secciones consecutivas de Uteros de
ratones Cre:ER™; Pten #: Arid1d”f o Cre:ER™; Pten f; Aridla** con adenocarcinomas
endometriales y B) cuantificacién de los niveles de expresién. Barra de escala= 100um.

Ademas, y en concordancia con la observada activacion estromal, la tincidn de tricrémico de
Mason denoté que los tumores endometriales de los ratones Cre:ER™; Pten ¥f; Aridia”
presentaban una mayor deposicién de colageno fibrilar tumoral que los tumores de los ratones
Cre:ER™; Pten; Arid1a**, sugiriendo que estos posefan un estroma endometrial mas reactivos
(figura 101).
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Figura 101. La pérdida de ARID1A en adenocarcinomas endometriales de los ratones con pérdida
de PTEN incrementa la deposicion de colageno fibrilar tumoral. A) Imdgenes representativas de la
tincidn de tricrdmico de Mason en secciones consecutivas de Uteros de ratones Cre:ER™/; Pten 7
Arid1a”f o Cre:ER™; Pten ¥f; Aridla** con adenocarcinomas endometriales y B) cuantificacién de
los niveles de expresion. Barra de escala= 100um. *** P<0,001.

En consonancia con estos resultados, cuando se analizaron la expresién de a-SMA y FAP
mediante ensayos de inmunofluorescencia en los tumores xendgrafos subcutdneos de los
ratones del experimento de la figura 87, se observd que aquellos tumores que estaban
constituidos por células MFE-296 infectadas con sgRNA contra ARID1A, poseian mayor expresion
de dichos marcadores de actividad estromal en comparacién con aquellos que estaban
compuestos por células MFE-296 infectadas con el EV, sugiriendo que estos tumores poseian
una mayor capacidad para reclutar y activar células estromales (figura 102).
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Figura 102. Las células de CEE con pérdida de expresion de ARID1A inducen la expresion de
marcadores de activacidon estromal en tumores subcutaneos in vivo. A) Imagenes representativas
de inmunofluorescencia contra a-SMA y FAP en secciones consecutivas de tumores subcutaneos
constituidos por células MFE-296 infectadas con lentivirus portadores del sgRNA ARIDIA
(lentiCRISPRv2 ARID1A-3) o del vector vacio y B) cuantificacion de los niveles de expresion. La
vimentina y el Hoechst fueron usadas como marcadores de fibroblastos y nucleo respectivamente.
Barra de escala= 100um. *** P<0,001. EV, vector vacio.

Asimismo, cuando se analizé mediante la tincidn tricrémica de Mason la deposicion del colageno
fibrilar tumoral en estos tumores subcutdneos, se corrobord que el estroma de los tumores
subcutdneos constituidos por células MFE-296 sgRNA ARID1A-3 era significativamente mas
reactivo que el de los tumores subcutdneos con expresion salvaje de ARID1A, presentando una
mayor deposicién de colageno fibrilar tumoral (figura 102).
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Figura 103. Las células de CEE con pérdida de expresion de ARID1A inducen la deposicion de
colageno fibrilar tumoral en tumores subcutaneos in vivo. A) Imagenes representativas de tincion
tricromica de Mason en secciones consecutivas de tumores subcutaneos constituidos por células
MFE-296 infectadas con lentivirus portadores del sgRNA ARID1A (lentiCRISPRv2 ARID1A-3) o del
vector vacio. y B) cuantificacion de los niveles de expresion. Barra de escala= 100um. *** P<0,001.
EV, vector vacio.

2.3. Anadlisis del secretoma de las células tumorales de endometrio con expresiones alteradas
de ARID1A.

Los factores solubles secretados en el microambiente tumoral pueden fomentar la agresividad
tumoral'”. Dado los resultados obtenidos, se hipotetizé que los efectos pro-tumordgenicos
observados en las células de CE con alteraciones de ARID1A, al menos inicialmente, podrian ser
promovidos por sefales paracrinas dirigidas por factores solubles secretados por estas células
tumorales. Como las citoquinas poseen un papel fundamental facilitando la interaccién entre las
células tumorales y el microambiente tumoral, se decidié estudiar las posibles diferencias en el
perfil de secrecién entre las células de CEE IK y MFE-296 con expresion alterada o salvaje de
ARID1A. Para ello se realizd un array de citoquinas, en el cual se analizé la abundancia de 38
quimioquinas solubles en los CM procedentes de células IK y MFE-296 infectadas con el sgRNA
contra ARID1A o con el vector vacio. Los resultados del ensayo revelaron que el CM de las células
de CEE con expresion regulada a la baja de ARID1A, mostraban niveles moderadamente mas
elevados de la mayoria de quimioquinas tumorales analizadas, en comparacién con el CM de sus
células control con expresién salvaje de ARID1A (figura 104 A). Ademas, el andlisis de
componentes principales (PCA) puso de manifiesto que estas células de CEE analizadas, se
comprometian discretamente en programas de secrecidon de quimioquinas, en funcidn de los
niveles de expresién de ARID1A que poseian (figura 104 B).
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Figura 104. La pérdida de expresion de ARID1A potencia la secrecién de quimioquinas en las células
de CEE. A) Heatmap mostrando en agrupaciones jerarquicas los niveles normalizados del andlisis del
array de quimioquinas realizado con CM recolectado tras 48h de células IK o MFE-296 infectadas con
lentivirus portadores del sgRNA ARID1A (lentiCRISPRv2 ARID1A-3) o del vector vacio y B) y cambios
en el perfil de secrecidn representados por un analisis de componentes principales (PCA). EV, vector
vacio.
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En particular, cuando se analizaron en detalle los niveles relativos de quimioquinas secretadas,
se pudo apreciar que los niveles relativos de la quimioquina CXCL16 se encontraban
destacadamente mas elevados en los CM recolectados de las células que presentaban
alteraciones en ARID1A en comparacion con las que poseian expresiones salvajes de ARID1A,
tanto en el caso de las IK (figura 105 A) como en el de las MFE-296 (figura 105 B).
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Figura 105. La pérdida de expresion de ARID1A potencia la secrecion de la quimioquina CXCL16 en
las células de CEE. Graficos representativos del analisis del array, mostrando los niveles relativos de
las quimioquinas secretadas en los CM recolectados tras 48h de células A) IK y B) MFE-296 infectadas
con lentivirus portadores del sgRNA ARID1A (lentiCRISPRv2 ARID1A-3) o del vector vacio. ***
P<0,001. EV, vector vacio.
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Ademas, con el fin de corroborar estos resultados, se realizdé un ensayo Elisa contra CXCL16 en
los CM recolectados de las células IK y MFE infectadas con el sgRNA contra ARID1A o con el EV.
Como puede apreciarse en la figura 106, los resultados de dicho ensayo ratificaron que existia
una mayor concentracion de la quimioquina CXCL16 en los CM procedentes de las células que
presentaban alteraciones en la expresion de ARID1A, en comparacidn a sus controles.

A) B)
IK MFE-296
© 500 > © 500 >
i !
3_=1 ] emv g _ ] e
O E 300 -1 O E 3001 -1
S 2 0] © sgRNAARID1A-3 3 2 0] © sgRNA ARID1A-3
% 100+ . % 100
=2 2
p=d 0l =z ol

Figura 106. Las células humanas de CEE con pérdida de expresion de ARID1A secretan mayores
niveles de quimioquina CXCL16. Graficos representativos del ensayo Elisa contra CXCL16 realizado
en CM recolectados tras 48h de células A) IK y B) MFE-296 infectadas con lentivirus portadores del
sgRNA ARID1A (lentiCRISPRv2 ARID1A-3) o del vector vacio. * P<0,05. EV, vector vacio.

Dado los resultados obtenidos, se decidié validar por RT-gPCR que este incremento observado
de quimioquina CXCL16 secretada en los CM de las células con expresion alterada de ARID1A,
se encontraba correlacionado también con un incremento de los niveles de expresién de mRNA
de CXCL16, asi como de los del receptor modulador de CXCL16, CXCR6 y de la metaloproteasa
ADAMI10 (directamente relacionada con la activacién de CXCL16) en las células tumoralest3114,
Como puede apreciarse en la figura 106, efectivamente, las células IK y MFE-296 con expresion
salvaje de ARID1A previamente tratadas con CM-3 tenian niveles significativamente mayores de
CXCL16, CXCR6 y ADAM1O, respecto a las células que habian sido tratadas con CM-V.

Ademads, se observd que este incremento de los niveles de CXCL16, CXCR6 y ADAM10 también
era significativamente superior en las células IK o MFE-296 infectadas con el sgRNA ARID1A-3,
en comparacion con sus controles infectados con el EV (figura 107).
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Figura 107. Las células humanas de CEE con pérdida de expresion de ARID1A presentan niveles
elevados de expresion de mRNA de CXCL16, CXCR6 y ADAM10 ademas de promover la expresion
de éstos en células de CEE con expresidn conservada de ARID1A. Histogramas representativos de la
RT-gPCR de los niveles de expresion de mRNA de CXCL16, CXCR6 y ADAM10 de células A) IKy B) MFE-
296 infectadas con lentivirus portadores del sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-3) o del
vector vacio, tratadas con medios condicionados (CM) recolectados de células IK y MFE-296
infectadas con el EV (CM-V) o con sgRNA ARID1A-3 (CM-3). * P<0,05; ** P<0,01. EV, vector vacio.

Con el fin de corroborar que estos resultados también se reproducian in vivo, se analizaron
mediante ensayos de inmunofluorescencia los niveles de expresién CXCL16 y ADAM10 en los
tumores xendgrafos subcutaneos de los ratones del experimento de la figura 88. Los resultados
mostraron que aquellos tumores que estaban compuestos por células MFE-296 infectadas con
el sgRNA ARID1A-3 poseian una mayor expresién tanto de CXCL16 como de ADAM10 respecto
a aquellos tumores que estaban compuestos por las células control (figura 108).
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Figura 108. Las células humanas de CEE con pérdida de expresion de ARID1A inducen la expresion
de marcadores de CXCL16 y ADAM10 en tumores subcutaneos in vivo. A) Imagenes representativas
de inmunofluorescencia contra CXCL16 y ADAMI10 en secciones consecutivas de tumores
subcutdneos constituidos por células MFE-296 infectadas con lentivirus portadores del sgRNA
ARID1A (lentiCRISPRv2 ARID1A-3) o del vector vacio y B) cuantificacién de los niveles de expresién.
El Hoechst fue usado como marcador de nucleo. Barra de escala= 100um. *** P<0,001. EV, vector
vacio.

En concordancia con estos resultados, el ensayo Elisa contra CXCL16 realizado con los plasmas
extraidos de los ratones del experimento de la figura 88 con tumores subcutaneos, mostré que
aquellos ratones con tumores xendgrafos formados por células MFE-296 sgRNA ARID1A-3
presentaban en sus plasmas concentraciones de CXCL16 significativamente mayores, respecto
a los plasmas de los ratones con tumores xendgrafos formados por células MFE-296 EV (figura
109).
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Figura 109. Las células humanas de CEE con pérdida de expresion de ARID1A promueven la
secrecion de la quimioquina CXCL16 in vivo. A) Grafico representativo del ensayo Elisa contra
CXCL16 realizado con plasmas recopilados de ratones inmunocomprometidos con tumores
xenografos subcutaneos, constituidos por células MFE-296 infectadas con lentivirus portadores del
sgRNA ARID1A (lentiCRISPRv2 ARID1A-3) o del vector vacio. * P<0,05. EV, vector vacio.

Por ultimo, se decidié evaluar si estos resultados se reproducian en nuestro modelo murino de
adenocarcinoma endometrial Cre:ER”; Pten; Arid1a”f. Para ello, primero de todo se evaluaron
mediante ensayos de RT-qPCR los niveles de expresidon a nivel de mRNA de CXCL16, CXR6 y
ADAM10. Como puede observarse en la figura 110 A, los resultados mostraron que
efectivamente existia un incremento de expresién de CXCL16, CXCR6 y ADAM10 en las células
epiteliales endometriales aisladas de los tumores de los ratones Cre:ER™"; Pten’; Arid1a"”, en
comparacién con las de los ratones Cre:ER™; Pten ; Aridla*/*. Ademds, ensayos de
inmunohistoquimica contra CXCL16, CXCR6 y ADAMI10 revelaron que también existia un
incremento significativo de los niveles de proteina de dichos marcadores, en los endometrios de
los ratones Cre:ER™; Pten *f; Arid1a”/, en comparacién con los de los ratones Cre:ER™/; Pten
7% Arid1a** (figura 110 B-C).
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Figura 110. La pérdida de ARID1A en adenocarcinomas endometriales de los ratones con pérdida
de PTEN incrementa la expresion de CXCL16, CXCR6 y ADAM10. A) Histogramas representativos de
la RT-gPCR de los niveles de expresién de mRNA de CXCL16, CXCR6 y ADAMI10 de células
endometriales epiteliales aisladas de Uteros de ratones Cre:ER™/"; Ptenf; Arid1a”f o Cre:ER™/; Pten

#f;  Aridla** con adenocarcinomas endometriales. B) Imagenes representativas de |Ia

inmunohistoquimica contra CXCL16, CXCR6 y ADAM10 en secciones consecutivas de Uteros de
ratones Cre:ER™/; Pten ™f; Aridld”f o Cre:ER™; Pten : Aridla** con adenocarcinomas
endometriales y C) cuantificacion de los niveles de expresion. Barra de escala= 100pum.

Finalmente, ensayos Elisa contra CXCL16 desvelaron que también existia un incremento de los
niveles secretados de esta quimioquina en los plasmas de los ratones Cre:ER™; Ptenf; Arid1a"
con CE, en comparacion con los plasmas aislados de los ratones Cre:ER™/; Pten; Arid1a*’* con
CE (figura 111).
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Figura 111. La pérdida de ARID1A en adenocarcinomas endometriales de los ratones con pérdida
de PTEN incrementa los niveles de CXCL16 secretado en plasma. A) Gréfico representativo del
ensayo Elisa contra CXCL16 realizado con plasmas recopilados de ratones Cre:ER™; Pten /f; Arid1a”f
o Cre:ER™"; Pten™f: Arid1a*/* con adenocarcinomas endometriales. * P<0,05.

2.4. Analisis del efecto del CXCL16 secretado por las células tumorales deficientes para ARID1A
en la promocidn de fenotipos mas agresivos en las células de CE circundantes con expresion
salvaje de ARID1A.

En primer lugar, para corroborar el rol de CXCL16 en la adquisicion de fenotipos tumorales mas
agresivos en las células de CE, células IK con expresion salvaje de ARID1A fueron tratadas con
proteina CXCL16 recombinante (rCXCL16). Ensayos de migracién de wound healing, y de invasién
de transwell y de cultivos 3D, mostraron que estas células poseian mayores capacidades
migratorias e invasivas en presencia del tratamiento con rCXCL16 (figura 112).
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Figura 112. CXCL16 promueve la migracidn e invasion en las células de CEE con expresion
conservada de ARID1A. A) Imagenes representativas a tiempo 0 y 48 horas después de la herida del
ensayo de wound healing llevado a cabo en células IK infectadas con lentivirus portadores del vector
vacio tratadas o no con rCXCL16 (25ng/ml) y B) la cuantificacion del porcentaje de herida cerrada
transcurridas las 48 horas. Barra de escala = 100 um. C) Imdagenes representativas de la tincion
nuclear con Hoechst de ensayos de invasidn de transwell después de retirar las células no invasoras,
llevado a cabo en células IK infectadas con lentivirus portadores del vector vacio, tratadas o no
durante 48h con rCXCL16 (25ng/ml) y D) cuantificacién del porcentaje de células invasivas. Barra de
escala = 25um. E) Imagenes representativas de contraste de fases de cultivos 3D de células IK
infectadas con EV en presencia o no de tratamientos con rCXCL16 (25ng/ml) y F) cuantificacion del
indice de invasidn de estas glandulas en el Matrigel. Barra de escala: 25 um. * P<0,05; *** P<0,001.
EV, vector vacio. AU, unidad arbitraria.

En concordancia con estos resultados, al analizar por western blot la expresion de algunos
marcadores caracteristicos del fenotipo de EMT, se vio que las células IK EV que habian sido
tratadas con rCXCL16 expresaban menores niveles de marcadores epiteliales como E-cadherina
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y B-catenina, asi como mayores niveles de marcadores mesenquimales como la N-cadherina y
la vimentina, y factores de transcripcién relacionados con la promocién del EMT tales como
SNAIL y ZEB, en comparacidn con las no tratadas (figura 113).

A IK EV

pcatenina [0 |
N-cadherina Ij]
Vimentina | S0 W |

rCXCL16: +

Figura 113. CXCL16 promueve alteraciones en los niveles de expresion de marcadores de EMT en
las células de CEE con expresion conservada de ARID1A. A) Imagenes representativas del analisis
por western blot de los niveles de expresién de E-cadherina, B-catenina, N-cadherina, vimentina,
MMP-2, SNAIL y ZEB en células IK tratadas o no durante 48h con rCXCL16 (25ng/ml). La GAPDH fue
usada como control de carga. EV, vector vacio.

La activacidn del eje CXCR6/CXCL16 por medio de la via ERK, es capaz de liderar la formacion de
fibras de estrés, formar filamentos de actina-miosina contractiles y mantener adhesiones
focales, que desencadenan en un incremento de la sefializacién de la via p-paxilina/FAK y la
activacioén y translocacion nuclear de YAP/TAZ, conduciendo a la sobreexpresion de proteinas
como MMP2, MMP9, ADAM10, CXCR6 y CXCL16, y generandose asi un bucle de
retroalimentacién positivall11>118120153 parg corroborar que los niveles de sobreexpresién de
la quimioquina CXCL16 eran los responsables de los fenotipos observados tras los tratamientos
con los CM, lo primero que se hizo fue evaluar la activacion del eje CXCL16/CXCR6 en las células
IK EV tratadas con CM-3 o0 CM-V. Los ensayos de western blot revelaron la existencia de elevados
niveles de expresion de algunas proteinas claves para la activacion del eje CXCR6/CXCL16, tales
como CXCL16, CXCR6, ADAM10, MMP9, MMP2, p-ERK % (Thr202/Tyr204), p-FAK (Tyr397), p-
paxilina (Tyr118) y YAP, en las células IK con expresién salvaje de ARID1A que habian sido
previamente tratadas con CM-3, en comparacién con las que habian sido tratadas con CM-V
(figura 114). Ademas, se observd que las células IK infectadas con el sgRNA ARID1A-3 también
expresaban mayores niveles de estas proteinas claves para el eje CXCR6/CXCL16, en
comparacién con las IK EV (figura 114).
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Figura 114. Las células humanas de CEE con pérdida de expresion de ARID1A presentan
hiperactivada la via CXCR6/CXCL16 y promueven la activacion de ésta en células de CEE con
expresion conservada de ARID1A. A) Imagenes representativas del analisis por western blot de los
niveles de expresion CXCL16, CXCR6, ADAM10, MMP9, MMP2, p-ERK % (Thr202/Tyr204), p-FAK
(Tyr397), p-paxillin (Tyr118) y YAP en células IK infectadas con lentivirus portadores del sgRNA contra
ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-3) o del vector vacio, tratadas con medios condicionados (CM)
recolectados de células IK infectadas con el EV (CM-V) o con sgRNA ARID1A-3 (CM-3). La GAPDH fue
usada como control de carga. EV, vector vacio.

Estos resultados fueron corroborados mediante la realizacion de ensayos de
inmunofluorescencia, los cuales reafirmaron que en las células IK EV tratadas con CM-3, existia
un incremento de los niveles de CXCL16, YAP, p-paxilina (tyr118) y p-MYL2 (Ser19), respecto a
las células tratadas con CM-V (figura 114 A). Ademas, dicho ensayo desveld que en estas células
IKEV tratadas con CM-3 también se daba una mayor acumulacién nuclear de YAP, un incremento
de los niveles de p-paxilina formando adhesiones focales en la membrana plasmatica y una
acentuada asociacion de la p-MYL2 con las fibras de estrés de actina, respecto a las células IK EV
qgue habian sido tratadas con CM-V (figura 115 A-B). Reafirmandose asi la existencia de una
hiperactivacion del eje CXCR6/CXCL16. De nuevo, en concordancia con previos resultados, estos
resultados también se reprodujeron en las células IK infectadas con el sgRNA ARID1A-3, al ser
comparadas con las células IK EV (figura 115 A-B).
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Figura 115. Las células humanas de CEE con pérdida de expresion de ARID1A presentan cambios
en la localizacion y expresion de CXCL16, YAP, p-paxilina y p-MLY2 y promueven dichos cambios
en células de CEE con expresion conservada de ARID1A. A) Imdagenes representativas de la
inmunofluorescencia de los efectores de la via CXCR6/CXCL16, CXCL16, YAP, p-paxilina (Tyr118) y p-
MYL2 (Ser19). B) Grafico que muestra el porcentaje de colocalizacién de YAP con el marcador nuclear
Hoechst. La faloidina y el Hoechst fueron usados como marcadores de citoesqueleto de actina y
nucleo respectivamente. Barra de escala =25um. ** P<0,01. EV, vector vacio.
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Ademas, para corroborar la hiperactivacion de la via CXCR6/CXCL16 en presencia de CXCL16, se
analizaron mediante ensayos de western blot, el estado de expresidn de los principales efectores
de esta via en células IK EV que habian sido tratadas con rCXCL16. Se observd que,
efectivamente, estas células también mostraban incrementados los niveles de expresion de
CXCL16, CXCR6, ADAM10, MMP9, MMP2, p-ERK % (Thr202/Tyr204), p-FAK (Tyr397), p-paxilina
(Tyr118) y YAP, respecto a las no tratadas (figura 116 A). Estos mismos resultados se replicaban
en las células IK EV que habian sido tratadas con plasmas de ratones P-f, respecto a sus controles
tratados con plasma de raton P-+ (figura 116 B). Corroborandose asi, que el incremento de los
niveles de CXCL16 desencadena en la hiperactivacion del eje CXCR6/CXCL16.
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Figura 116. Tanto los tratamientos con rCXCL16 como el plasma de los ratones Cre:ER™/"; Pten %;
Arid1a”f con CE inducen la activacién de la via CXCR6/CXCL16. Imagenes representativas del analisis
por western blot de los niveles de expresién CXCL16, CXCR6, ADAM10, MMP9, MMP2, p-ERK %
(Thr202/Tyr204), p-FAK (Tyr397), p-paxillin (Tyr118) y YAP en células IK infectadas con lentivirus
portadores del EV tratadas durante 48h con A) proteina recombinante CXCL16 (25ng/ml) o B) con
plasma aislado de ratones Cre:ER™; Pten #f; Arid1a”f (P-f) o Cre:ER™/; Pten /f; Arid1a*/* (P-+) con
adenocarcinomas de endometrio. La GAPDH fue usada como control de carga. EV, vector vacio.

Posteriormente, se quiso ratificar que la secrecién de la quimioquina CXCL16 por parte de las
células de CE con regulacién a la baja de ARID1A, era la responsable de los efectos observados
en la adquisicidn de fenotipos tumorales mds agresivos, en las células colindantes de CE con
expresion salvaje de ARID1A. Con este fin, células IK con expresidn salvaje de ARID1A fueron
tratadas con CM-V o CM-3, en presencia o no de anticuerpos neutralizantes contra CXCL16. Los
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ensayos de migracién de wound healing, y de invasién de transwell y de los cultivos 3D,
revelaron que el anticuerpo neutralizante contra CXCL16 revertia los efectos observados tras los
tratamientos con CM-3 en la adquisicion de capacidades migratorias e invasivas de las células IK
EV (figura 117).
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Figura 117. La neutralizacion de la quimioquina CXCL16 secretada revierte las capacidades
migratorias e invasivas promovidas por las células de CEE con pérdida de ARID1A en las células
humanas de CEE con expresion salvaje de ARID1A. A) Imagenes representativas a tiempo 0 y 48
horas después de la herida del ensayo de wound healing llevado a cabo en células IK infectadas con
lentivirus portadores del vector vacio, tratadas con medios condicionados (CM) recolectados de
células IK infectadas con el EV (CM-V) o con el sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-3) (CM-
3), en presencia o no de anticuerpo neutralizante de CXCL16 (mAb-CXCL16) (8 pg/ml) y B) la
cuantificacidn del porcentaje de herida cerrada transcurridas las 48 horas. Barra de escala = 100 um.
C) Imagenes representativas de la tincion nuclear con Hoechst de ensayos de invasién de transwell




después de retirar las células no invasoras, llevado a cabo en células IK infectadas con lentivirus
portadores del vector vacio, tratadas con medios condicionados (CM) recolectados de células IK
infectadas con el EV (CM-V) o con el sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-3) (CM-3), en
presencia o no de anticuerpo neutralizante de CXCL16 (mAb-CXCL16) (8 pg/ml) durante 48h y D)
cuantificacion del porcentaje de células invasivas. Barra de escala = 25um. E) Imagenes
representativas de contraste de fases de cultivos 3D e inmunofluorescencia contra GFP de células IK
infectadas con EV y GFP (IK EV-GFP) co-cultivadas con células IK no marcadas con GFP, infectadas o
no con el sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-3) en presencia o no de anticuerpo
neutralizante de CXCL16 (mAb-CXCL16) (8 pug/ml) y B) cuantificacion del indice de invasion de estas
glandulas en el Matrigel. Barra de escala: 25 um. n.s. (no significativo, P20,05); * P<0,05; ** P<0,01.
EV, vector vacio. AU, unidad arbitraria.

De acuerdo con estos resultados, cuando se analizé por ensayos de western blot los niveles de
expresiéon de los marcadores de EMT, se pudo apreciar que la adicion de anticuerpo
neutralizante contra CXCL16 revertia el efecto que el medio CM-3 generaba en las células IK EV,
restaurando los niveles de los marcadores epiteliales E-cadherina y B-catenina y disminuyendo
la expresion de los marcadores mesenquimales N-cadherina, vimentina, SNAIL y ZEB (figura 118
A). Ademas, se corroboré que con este bloqueo de la quimioquina CXCL16 secretada en los CM-
3, también se revertia la hiperactivacion de la via CXCR6/CXCL16, puesto que al afiadir el
anticuerpo neutralizante de CXCL16 se revertia la sobreexpresién de los principales efectores de
dicha via (CXCL16, CXCR6, ADAM10, MMP9, MMP2, p-ERK % (Thr202/Tyr204), p-FAK (Tyr397),
p-paxilina (Tyr118) y YAP), inducida por los tratamientos con CM-3 en las células IK-EV (figura
118 B).
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Figura 118. La neutralizaciéon de la quimioquina CXCL16 secretada revierte la alteracién en el
fenotipo EMT vy la hiperactivacion de la via CXCR6/CXCL16, promovida por las células de CEE con
pérdida de ARID1A en las células humanas de CEE con expresidn salvaje de ARID1A. Células IK
infectadas con lentivirus portadores del vector vacio, tratadas con medios condicionados (CM)
recolectados de células IK infectadas con el EV (CM-V) o con el sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-
ARID1A-3) (CM-3) en presencia o no de anticuerpo neutralizante de CXCL16 (mAb-CXCL16) (8 pg/ml)
durante 48h. A) Imagenes representativas del analisis por western blot de los niveles de expresidn
de los marcadores de EMT E-cadherina, B-catenina, N-cadherina, vimentina, MMP-2, SNAIL y ZEB. B)
Imagenes representativas del analisis por western blot de los niveles de expresién CXCL16, CXCRS6,
ADAM10, MMP9, MMP2, p-ERK % (Thr202/Tyr204), p-FAK (Tyr397), p-paxilina (Tyr118) y YAP. La
GAPDH fue usada como control de carga. EV, vector vacio.

654, se decidié analizar si los

Dado que el receptor Unico y especifico de CXCL16 es CXCR
resultados obtenidos con el mAb-CXCL16, se replicaban al realizar la inhibicién farmacolégica
del receptor CXCR6. Para ello se empleé el inhibidor farmacolégico selectivo de CXCR6, ML-339,
en células IK EV tratadas con CM-3 y se analizaron los efectos en la migracién e invasién. Los
resultados de los ensayos de migraciéon de wound healing, e invasién de transwell y de cultivos
3D, revelaron que de igual manera que con el bloqueo de CXCL16, la inhibicion de CXCR6 revertia
los efectos que el CM-3 tenia en la induccidn de la migracidon e invasién en las células IKEV (figura

119).
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Figura 119. La inhibicidon de CXCR6 revierte las capacidades migratorias e invasivas promovidas por
las células de CEE con pérdida de ARID1A en las células humanas de CEE con expresion salvaje de
ARID1A. A) Imagenes representativas a tiempo 0 y 48 horas después de la herida del ensayo de
wound healing llevado a cabo en células IK infectadas con lentivirus portadores del vector vacio,
tratadas con medios condicionados (CM) recolectados de células IK infectadas con el EV (CM-V) o
con el sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-3) (CM-3) en presencia o no del inhibidor de
CXCR6 (ML 339) (140ng/ml) y B) la cuantificacion del porcentaje de herida cerrada transcurridas las
48 horas. Barra de escala = 100 um. C) Imagenes representativas de la tincién nuclear con Hoechst
de ensayos de invasidn de transwell después de retirar las células no invasoras, llevado a cabo en
células IK infectadas con lentivirus portadores del vector vacio, tratadas con medios condicionados
(CM) recolectados de células IK infectadas con el EV (CM-V) o con el sgRNA contra ARIDIA
(lentiCRISPRv2-ARID1A-3) (CM-3) en presencia o no del inhibidor de CXCR6 (ML 339) (140ng/ml)
durante 48h y D) cuantificacion del porcentaje de células invasivas. Barra de escala = 25um. E)
Imagenes representativas de contraste de fases de cultivos 3D e inmunofluorescencia contra GFP de
células IK infectadas con EV y GFP (IK EV-GFP) co-cultivadas con células IK infectadas o no con el
sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-3) en presencia o no del inhibidor de CXCR6 (ML 339)
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(140ng/ml) y B) cuantificacion del indice de invasidén de estas glandulas en el Matrigel. Barra de
escala: 25 um. n.s. (no significativo, P>0,05); * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001. EV, vector vacio. AU,
unidad arbitraria.

Finalmente, se ratificd por western blot que, al igual que con la neutralizacién de CXCL16, la
inhibicion de CXCR6 revertia los efectos en la induccion del fenotipo EMT que los tratamientos
con CM-3 promovian en las células IK EV. Los resultados mostraron que en las células IK EV
tratadas con CM-3 y ML-399, se producia un incremento de los marcadores epiteliales (E-
cadherina y B-catenina) y una disminucion de los marcadores mesenquimales (N-cadherina,
vimentina, SNAIL y ZEB), en comparacion con las tratadas Unicamente con CM-3 (figura 120 A).
Ademas, al tratar las células con ML-399, también se observé una disminucion de los niveles de
expresion de las proteinas clave para la actividad del eje CXCR6/CXCL16 (CXCL16, CXCR6,
ADAM10, MMP9, MMP2, p-ERK % (Thr202/Tyr204), p-FAK (Tyr397), p-paxilina (Tyr118) y YAP),
inducidos por los tratamientos con CM-3 (figura 120 B). Sugiriendo que la inhibicién de CXCRS6,
también revertia la hiperactivacién del eje CXCR6/CXCL16 provocada por el CM-3 en las células
IK EV.
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Figura 120. La inhibicion de CXCR6 revierte la alteracion en el fenotipo EMT y la hiperactivacion de
la via CXCR6/CXCL16, promovida por las células de CEE con pérdida de ARID1A en las células
humanas de CEE con expresion salvaje de ARID1A. Células IK infectadas con lentivirus portadores
del vector vacio, tratadas con medios condicionados (CM) recolectados de células IK infectadas con
el EV (CM-V) o con el sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-3) (CM-3), en presencia o no del
inhibidor de CXCR6 (ML 339) (140ng/ml), durante 48h. A) Imagenes representativas del analisis por
western blot de los niveles de expresién de los marcadores de EMT E-cadherina, B-catenina, N-
cadherina, vimentina, MMP-2, SNAIL y ZEB. B) Imagenes representativas del analisis por western blot
de los niveles de expresion de CXCL16, CXCR6, ADAM10, MMP9, MMP2, p-ERK % (Thr202/Tyr204),
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p-FAK (Tyr397), p-paxilina (Tyr118) y YAP. La GAPDH fue usada como control de carga. EV, vector
vacio.

Estos efectos fueron replicados mediante el silenciamiento de CXCL16 en las células MFE-296
sgRNA ARID1A-3, mediante el empleo de un shRNA contra CXCL16. La bajada de expresién de
CXCL16 fue comprobada por western blot (figura 121 A). A continuacién, se recopilé el CM de
estas células MFE-296 sgRNA ARID1A-3 shRNA CXCL16 (CM-3CX), junto con el CM-3 y CM-V y se
trataron células MFE-296 con expresion salvaje de ARID1A con estos CM. Mediante ensayos de
wound healing se evalué el efecto que estos CM tenian sobre las capacidades migratorias de las
células MFE-296 EV. Los resultados demostraron que, en concordancia con los resultados
previos, los CM-3CX tenian reducido el potencial para promover las capacidades de las células
MFE-296 EV, en comparacién con los CM-3 (figura 121 B-C).

A
) MFE-296
SgRNA
EV  ARID1A-3
CXCL16 | [ |
GAPDH | S A s |
ShRNA CXCL16: +
B) )
MFE-296 EV
MFE-296 EV *x
2 oy = ) 'g —_— F&
5 éfil}
e < m
@ § E 40 n.s.
m GJ
— <? © 20
CM-V: + CM-V: +
CM-3: + CM-3: +
CM-3CX: + CM-3CX: +

Figura 121. El silenciamiento de CXCL16 en las células humanas de CEE con expresion alterada de
ARID1A revierte su capacidad de promover la migracion en las células humanas de CEE con
expresion salvaje de ARID1A. A) Imagenes representativas del analisis por western blot de los niveles
de expresion de CXCL16 en células MFE-296 deficientes de ARID1A (o no) infectadas con particulas
lentivirales que contienen shRNA-CXCL16 o control. GAPDH usada como control de carga. B)
Imagenes representativas a tiempo 48 horas después de la herida del ensayo de wound healing
llevado a cabo en células MFE-296 EV tratadas con CM recolectados de células MFE-296 infectadas
con el EV (CM-V), con el sgRNA contra ARID1A (CM-3) o con el sgRNA contra ARID1A y el shRNA
contra CXCL16 (CM-3CX) y C) la cuantificacion del porcentaje de herida cerrada transcurridas las 48
horas. Barra de escala = 100 um. n.s. (no significativo, P>0,05); ** P<0,01. EV, vector vacio.
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Finalmente se decidid corroborar que este efecto de CXCL16 también se replicaban in vivo. Para
ello se empled la misma estrategia que en el experimento de la figura 87. Primero se generaron
tumores subcutdneos con células MFE-296 con expresion salvaje de ARID1A, células MFE-296
infectadas con el sgRNA contra ARID1A o células MFE-296 co-infectadas con el sgRNA contra
ARID1A y con el shRNA contra CXCL16, en ratones inmunodeficientes (NSG). Una vez
transcurridas tres semanas, y con los tumores subcutdneos ya bien establecidos, se inyectaron
intravenosamente células MFE-296 con expresidn salvaje para ARID1A y marcadas con el gen
reportero de la lucifersa (MFE-296 EV-LUC), en los tres grupos de ratones. Después de 3 semanas
post-inyeccidn intravenosa, los resultados revelaron que mientras que en el grupo de ratones
con tumores subcutdneos con células MFE-296 sgRNA ARID1A-3, todos presentaban focos
metastaticos en pulmdn de células MFE-296 EV marcadas con luciferasa, interesantemente, en
el grupo de ratones con tumores subcutaneos con células MFE-296 sgRNA ARID1A-3 pero con
expresion disminuida de CXCL16, el niumero de ratones con focos metastaticos se veia
dramaticamente disminuido (figura 122). Estos resultados, en conjunto, sugieren un papel
fundamental de CXCL16, por parte de las células de CE con alteraciones de ARID1A, en la
promocién de la diseminacion tumoral de las células de CE con expresion salvaje de ARID1A.
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Figura 122. La disminucion de los niveles de expresion de CXCL16 revierte las capacidades de
diseminacién y colonizacion metastatica promovida por las células de CEE con alteraciones de
ARID1A en las células de CE con expresion salvaje de ARID1A in vivo. Células MFE-296 con expresion
salvaje de ARID1A o con expresion alterada de ARID1A infectadas o no con particulas lentivirales que
contienen shRNA-HDAC6, fueron inyectadas subcutdneamente y se dejaron crecer durante 3
semanas. Transcurrido este tiempo, y ya establecidos los tumores subcutdneos, 50 x 10* células GFP-
luciferasa MFE-296 EV (MFE-296 EV-LUC), fueron inyectadas intravenosamente y se dejaron crecer
durante 3 semanas (ir a materiales y métodos para mayor detalle). A) Abajo, imagenes
representativas de la sefial de bioluminiscencia y, arriba, imagenes representativas macroscépicas
de los pulmones de los ratones de ambos grupos. B) Imagenes representativas microscépicas de las
tinciones de Eosina Hematoxilina (EH) comparando las metastasis generadas en los pulmones de los
ratones de ambos grupos. Barra de escala =100 um. C) Grafico representativo mostrando el nimero
de ratones con focos metastdticos presentes en los grupos de animales indicados. n.s. (no
significativo; *** P<0,005. EV, vector vacio. SC, subcutaneas; IV, intravenosas.
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Por ultimo, y debido al papel tan importante que se ha visto que tiene el microambiente tumoral
en las funciones pro-tumorogénicas de las células de CE con alteraciones de ARID1A, se decidid
poner a punto un modelo murino ortotdpico xenégrafo endometrial, para ver si los resultados
observados en el modelo murino anterior (figura 122), se replicaban en presencia de un
microambiente tumoral endometrial. Para ello, células MFE-296 EV marcadas con el gen
reportero GFP-Luciferasa (MFE-296 EV-LUC) fueron co-cultivadas durante 72h con células sin
marcar con el gen reportero de la luciferasa: MFE-267 EV, MFE-296 sgRNA ARID1A-3 o MFE-296
sgRNA ARID1A-3 shCXCL16. Transcurrido este tiempo, 3 x 10°células de cada condicién, fueron
inyectadas en una rama de ratones inmunodeficientes (NSG) (Figura 123 A).

Después de 3 semanas post-inyeccidn ortotdpica, se observé que la mayoria de ratones del grupo de
ratones con tumores ortotdpicos de células MFE EV-LUC y MFE-296 sgRNA ARID1A-3, presentaban
focos metastaticos en pulmon de células MFE-296 EV marcadas con luciferasa (figura 122 B-D). Por
el contrario, transcurrido este tiempo, no se observé ningln foco metastatico en pulmén, ni en el
grupo de ratones con tumores ortotdpicos de células MFE EV-LUC y MFE-296 EV, ni el grupo de
ratones con tumores ortotdpicos de células MFE EV-LUC y MFE-296 sgRNA ARID1A-3 shRNA CXCL16
(figura 123 B-D). Ratificandose asi, que el silenciamiento de CXCL16 en las células de CE con
alteraciones de ARID1A reduce las capacidades de estas células de potenciar la diseminacién y
formacidn de metastasis de las células de CE con expresion salvaje de ARID1A.
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Figura 123. La disminucion de los niveles de expresion de CXCL16 revierte las capacidades de
diseminacion y colonizacion metastatica promovida por las células de CEE con alteraciones de
ARID1A en las células de CE con expresion salvaje de ARID1A en los modelos murinos ortotépico
xenografos de endometrio. Células MFE-296 con expresidon salvaje de ARID1A o con expresion
alterada de ARID1A infectadas o no con particulas lentivirales que contienen shRNA-HDACS, fueron
co-cultivadas con células MFE-296 EV marcadas con el gen reportero de la luciferasa (MFE-296 EV-
LUC) durante 72h e inyectadas en el endometrio y se dejaron crecer durante 3 semanas. A) Diagrama
representativo del experimento. B) Abajo, imagenes representativas de la sefial de bioluminiscencia
y, arriba, imagenes representativas macroscopicas de pulmones y Utero de los ratones de los grupos
indicados. C) Grafico representativo mostrando el nimero de ratones con focos metastaticos
presentes en los grupos de animales indicados D) Imdgenes representativas microscépicas de las
tinciones de Eosina Hematoxilina (EH) comparando las metastasis generadas en los pulmones y los
focos tumorales en endometrio de los ratones de los grupos indicados. Barra de escala =100 um. n.s.
(no significativo); ** P<0,01. EV, vector vacio.

2.5. Andlisis del efecto del CXCL16 secretado por las células tumorales deficientes para ARID1A
en la promocion de la activacion de las ESC circundantes.

Con el fin de descubrir si la secrecion de CXCL16 facilitaba la activacion de las ESC, se realizo el
aislamiento de ESC y éstas fueron tratadas con proteina CXCL16 recombinante (rCXCL16). Lo
primero que se observé fue que, tras el tratamiento con rCXCL16, las ESC adquirian morfologias
mas elongadas, caracteristicas de los fenotipos CAF (figura 124 A). Lo segundo que se hizo, fue
analizar, mediante la realizacién de ensayos de contractibilidad de geles de colageno, si dichas
células estromales se encontraban activas. Como puede apreciarse en la figura 124 B-C, los
resultados mostraron que, efectivamente, aquellas células que habian sido tratadas con rCXCL16
poseian una mayor capacidad para contraer dichos geles en comparacion con los controles no
tratados.
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Figura 124. La proteina rCXCL16 induce activacién de las ESC. ESC fueron tratadas durante 48h con
rCXCL16 (25ng/ml). A) Imagenes representativas de contraste de fases. Barra de escala =10 um. B)
Imagenes representativas de geles de colageno remodelados por ESC previamente sometidas a los
tratamientos indicados y C) histograma representativo de la cuantificacion del indice de
contractibilidad. * P<0,05.

Con el fin de corroborar que aquellas ESC tratadas con rCXCL16 estaban siendo activadas, se
decidié analizar el estado de expresidn de algunos marcadores tipicos del fenotipo de los CAF.
Como puede apreciarse en la figura 125 A, el analisis de qRT-PCR desveld que las ESC que habian
sido previamente tratadas con rCXCL16, expresaban mayores niveles de mRNA de los factores
de secrecidon VEGF, IL6 y TFG-B, en comparacion con las que no habian sido tratadas. En
concordancia con estos resultados, ensayos de western blot revelaron que los niveles de
expresion de proteina de a-SMA, FAP, p-PDGFRa (Tyr754), p-NFkB-p50 (Ser337), p- NFKB-p65
(Ser536) o IL6, se encontraban incrementados en las ESC que habian sido tratadas con rCXCL16
con respecto las controles sin tratar (figura 125 B). Por ultimo, ensayos de inmunofluorescencia
contra a-SMA, FAP y COL-1, marcadores de activacion estromal tipicos de los CAF, corroboraron
gue la proteina rCXCL16 inducia activacién estromal en las ESC, puesto que aquellas células que
habian sido previamente tratadas con la proteina recombinante expresaban mayores
cantidades de todos estos marcadores respecto a las ESC no tratadas (figura 125 C).
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Figura 125. La proteina rCXCL16 induce la expresion de marcadores de activacion estromal en las
ESC. ESC fueron tratadas durante 48h con rCXCL16 (25ng/ml). (A) Histograma representativo de la
RT-gPCR de los niveles de expresion de mRNA de VEGFA, IL6 y TGFB1. B) Imagenes representativas
del analisis por western blot de los niveles de expresién de a-SMA, FAP, p-PDGFRa (Tyr754), p-NFkB-
p50 (Ser337), p- NFKB-p65 (Ser536) o IL6. La GAPDH fue usada como control de carga. C) Imagenes
representativas de la inmunofluorescencia de los marcadores de activacion estromal FAP, a-SMA y
COL1A. Lafaloidinay el Hoechst fueron usados como marcadores de citoesqueleto de actina y nucleo
respectivamente. Barra de escala =25um. * P<0,05. EV, vector vacio.
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Seguidamente, con el fin de validar la implicacion de CXCL16 en la activacidn de las ESC causada
por las células de CE con niveles alterados de ARID1A, se decidié analizar el estado de activacion
de la via CXCR6/CXCL16, tanto en las ESC tratadas con CM-3 o CM-V, como en los CAFs aislados
de los CE del modelo murino Cre:ER’; Pten *f; Arid1a"”f (CAF-f o CAF-+). Primero, se validé por
gRT-PCR los niveles de expresion de mRNA de CXCL16, CXCR6 y ADAM10, los componentes
primordiales de la via CXCR6/CXCL16. Los resultados mostraron que los niveles de los tres
marcadores se encontraban incrementados, tanto en las ESC tratadas con CM-3, como en los
CAF-f, en comparacidon con sus respectivos controles (figura 126 A). Para ratificar estos
resultados, se analizd mediante western blot los niveles de expresién de proteina de los
principales efectores del eje CXCL16, CXCR6, ADAM10, MMP9, MMP2, p-ERK % (Thr202/Tyr204),
p-FAK (Tyr397), p-paxilina (Tyr118) y YAP, observandose un incremento de todos ellos tanto en
las ESC previamente tratadas con CM-3 como en los CAF-f, respecto sus respectivos controles
(figura 126 B).
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Figura 126. La pérdida de expresion de ARID1A en células de CEE promueve la hiperactivacién de
la via CXCR6/CXCL16 en las ESC y los CAF. ESC fueron tratadas durante 48h con CM recolectado de
células IK infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2 ARID1A-3)
(CM-3) o del vector vacio (CM-V). CAF fueron aislados de adenocarcinomas endometriales de ratones
Cre:ER™; Pten ™f; Aridia”f (CAF-f) o Cre:ER™; Pten "; Aridla** (CAF-+). A) Histograma
representativo de la RT-qPCR de los niveles de expresion de mRNA de CXCL16, CXCR6 y ADAM10 en
las condiciones indicadas. B) Imagenes representativas del andlisis por western blot de los niveles de
expresion CXCL16, CXCR6, ADAM10, MMP9, MMP2, p-ERK % (Thr202/Tyr204), p-FAK (Tyr397), p-
paxilina (Tyr118) y YAP en condiciones indicadas. La GAPDH fue usada como control de carga. EV,
vector vacio. * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,005. EV, vector vacio

En linea con estos resultados, los ensayos de inmunofluorescencia contra CXCL16, YAP, p-
paxilina (tyr118) y p-MYL2 (Ser19), demostraron que, efectivamente, tanto las células ESC
tratadas con CM-3 como los CAF-f mostraban un incremento de expresién de todos estos
marcadores en comparacion con las ESC tratadas con CM-V o los CAF-+, respectivamente (figura
127 A). Ademas, las imagenes también revelaron la existencia de una acumulacién nuclear de
YAP, un incremento de los niveles de p-paxilina formando adhesiones focales en la membrana
plasmatica y una acentuada asociacién de la p-MYL2 con las fibras de estrés de actina en estas
células, corroborandose asi la hiperactivacion del eje CXCR6/CXCL16 en las ESC tratadas con CM-
3y en los CAF-f, respecto a sus controles (127 A-B).
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Figura 127. La pérdida de expresion de ARID1A en células de CEE promueve cambios en la
localizacién y expresion de CXCL16, YAP, p-paxilina y p-MLY2 en las ESC y los CAF. Imdagenes
representativas de la inmunofluorescencia de los efectores de la via CXCR6/CXCL16, CXCL16, YAP, p-
paxilina (tyr118) y p-MYL2 (Ser19) en A) ESC tratadas durante 48h con CM recolectado de células IK
infectadas con lentivirus portadores de sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2 ARID1A-3) (CM-3) o del
vector vacio (CM-V) y B) CAF aislados de adenocarcinomas endometriales de ratones Cre:ER™/; Pten
7, Arid1a”f (CAF-f) o Cre:ER™/; Pten /f; Aridla*/* (CAF-+). C) Gréfico de la cuantificacién de la
intensidad de los marcadores. D) Grafico que muestra el porcentaje de colocalizacién de YAP con el
marcador nuclear Hoechst. La faloidina y el Hoechst fueron usados como marcadores de
citoesqueleto de actina y nucleo respectivamente. Barra de escala =25um. ** P<0,01.

Asimismo, los resultados de los ensayos de western blot desvelaron un incremento de los niveles
de expresion de proteina de los efectores claves del eje (CXCL16, CXCR6, ADAM10, MMP9,
MMP2, p-ERK % (Thr202/Tyr204), p-FAK (Tyr397), p-paxilina (Tyr118) y YAP) en la ESC que
previamente habian sido tratadas con rCXCL16, respecto a las células control sin tratar (figura
128). Demostrandose asi, que la presencia de CXCL16 en el medio induce la hiperactivacién de
la via CXCR6/CXCL16 en las ESC.
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Figura 128. La proteina CXCL16 promueve la hiperactivacion de la via CXCR6/CXCL16 en las ESC. A)
Imagenes representativas del andlisis por westernblot de los niveles de expresion CXCL16, CXCRS6,
ADAM10, MMP9, MMP2, p-ERK % (Thr202/Tyr204), p-FAK (Tyr397), p-paxilina (Tyr118) y YAP en ESC
previamente tratadas durante 48h con rCXCL16. La GAPDH fue usada como control de carga.

Resultados similares se obtuvieron con las ESC que habian sido tratadas con plasmas P-f,
respecto a sus controles tratados con P-+ (figura 129 A), y en las ESC tratadas con CM-CAFf
respecto a sus controles tratadas con CM-CAF+ (figura 129 B).
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Figura 129. El plasma y el CM de los CAFs aislados de los ratones Cre:ER™/-; Pten f; Arid1a"f con
CE promueve la hiperactivacion de la via CXCR6/CXCL16 en las ESC. Imagenes representativas del
analisis por western blot de los niveles de expresién CXCL16, CXCR6, ADAM10, MMP9, MMP2, p-ERK
% (Thr202/Tyr204), p-FAK (Tyr397), p-paxilina (Tyr118) y YAP en ESC previamente tratadas durante
48h con A) plasma aislado de ratones Cre:ER™; Pten f; Arid1a”f (P-f) o Cre:ER™/"; Ptenf; Arid1a*/*
(P-+) con adenocarcinomas de endometrio, o B) con CM recolectado de CAFs previamente aislados
de CE de ratones Cre:ER™; PtenS: Arid1a”f (CM-CAFf) o Cre:ER™; Ptenf; Arid1a*/* (CM-CAF+). La
GAPDH fue usada como control de carga.

Para acabar de dilucidar si la secrecidon de CXCL16 por parte de las células de CE con alteraciones
de ARID1A, era la responsable de la activacién de las ESC, se afiadié anticuerpo neutralizante
contra CXCL16 en los CM procedentes de las células IK con expresidn alterada de ARID1A y se
analizoé el impacto en la activacion estromal. Como puede observarse en la figura 130 A-B, la
neutralizacion del CXCL16 presente en el medio, revertia la capacidad de las ESC de contraer
geles de coldgeno inducida por los tratamientos con CM-3, reflejandose asi una menor
activacion estromal. Ademas, se observd que la neutralizacién de la quimioquina CXCL16 en los
CM-3, también revertia el efecto que estos CM provocaban en la sobreexpresidon de los
marcadores de activacidn estromal a-SMA, FAP, p-PDGFRa (Tyr754), p-NFKkB-p50 (Ser337), p-
NFKB-p65 (Ser536) e IL6, en las ESC (figura 130 C). Asi mismo, se corroboré que con el bloqueo
de la quimioquina CXCL16, también se revertia la hiperactivacién de la via CXCR6/CXCL16,
puesto que al afiadir el anticuerpo neutralizante de CXCL16 al CM-3 se revertia la sobreexpresion
de los principales efectores de dicha via (CXCL16, CXCR6, ADAM10, MMP9, MMP2, p-ERK %
(Thr202/Tyr204), p-FAK (Tyr397), p-paxilina (Tyr118) y YAP), inducida tras los tratamientos con
CM-3 en las ESC (figura 130 C).
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Figura 130. La neutralizacién de la quimioquina CXCL16 secretada revierte la activacion de las ESC
promovida por las células de CEE con pérdida de ARID1A. ESC fueron tratadas con medios
condicionados (CM) recolectados de células IK infectadas con el EV (CM-V) o con el sgRNA contra
ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-3) (CM-3), en presencia o no de anticuerpo neutralizante de CXCL16
(mAb-CXCL16) (8 pg/ml) durante 48h. A) Imdgenes representativas de geles de coldgeno
remodelados por ESC previamente expuestas a los tratamientos indicados y B) histograma
representativo de la cuantificacion del indice de contractibilidad. C) Imagenes representativas del
andlisis por western blot de los niveles de expresién de a-SMA, FAP, p-PDGFRa (Tyr754), p-NFKB-p50
(Ser337), p- NFKB-p65 (Ser536) e IL6. D) Imagenes representativas del analisis por western blot de
los niveles de expresion CXCL16, CXCR6, ADAM10, MMP9, MMP2, p-ERK % (Thr202/Tyr204), p-FAK
(Tyr397), p-paxilina (Tyr118) y YAP. La GAPDH fue usada como control de carga. n.s. (no significativo,
P>0,05); ** P<0,01.

Finalmente, estos mismos experimentos se replicaron, pero bloqueando la actividad del
receptor CXCR6 mediante la adicién del inhibidor farmacoldgico selectivo para CXCR6, ML339.
Los resultados revelaron que la inhibicion de CXCR6 también revertia los efectos que el CM-3
promovia en las ESC, disminuyendo la capacidad de contraer geles de colageno (figura 131 A-B)




y reduciendo la expresidon de los marcadores de activacién estromal a-SMA, FAP, p-PDGFRa
(Tyr754), p-NFKB-p50 (Ser337), p- NFKB-p65 (Ser536) e IL6 (figura 131 C). De nuevo, se corrobord
que con la inhibicion del receptor CXCR6, se revertia la hiperactivacion de la via CXCR6/CXCL16
inducida por los tratamientos con CM-3. Ensayos de western blot revelaron que la adicién del
inhibidor ML-339, revertia la sobreexpresion de los principales efectores de la via CXCR6/CXCL16
(CXCL16, CXCR6, ADAM10, MMP9, MMP2, p-ERK % (Thr202/Tyr204), p-FAK (Tyr397), p-paxilina
(Tyr118) y YAP), que se daba tras los tratamientos con CM-3 (figura 131 D).
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Figura 131. La inhibicion de CXCR6 revierte la activacion de las ESC promovida por las células de
CEE con pérdida de ARID1A. ESC fueron tratadas con medios condicionados (CM) recolectados de
células IK infectadas con el EV (CM-V) o con el sgRNA contra ARID1A (lentiCRISPRv2-ARID1A-3) (CM-
3) en presencia o no del inhibidor farmacolégico de CXCR6 (ML 339) (140ng/ml) durante 48h. A)
Imagenes representativas de geles de coldgeno remodelados por ESC previamente expuestas a los
tratamientos indicados y B) histograma representativo de la cuantificacion del indice de
contractibilidad. C) Imagenes representativas del analisis por westernblot de los niveles de expresion
de a-SMA, FAP, p-PDGFRa (Tyr754), p-NFKB-p50 (Ser337), p- NFKB-p65 (Ser536) e IL6. D) Imagenes
representativas del analisis por westernblot de los niveles de expresion CXCL16, CXCR6, ADAM10,
MMP9, MMP2, p-ERK % (Thr202/Tyr204), p-FAK (Tyr397), p-paxilina (Tyr118) y YAP. La GAPDH fue
usada como control de carga. n.s. (no significativo, P>0,05); *** P<0,005.
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De acuerdo con estos resultados, se decidid evaluar el efecto que podria generar la inhibicion
del eje CXCR6/CXCL16 en los CAF aislados de los adenocarcinomas endometriales de los ratones
Cre:ERT; Pten *f; Arid1a"”. Para ello, en primer lugar, se trataron los CAF-f con anticuerpo
neutralizante de CXCL16, y se evalud el impacto que dicho bloqueo inducia en sus capacidades
para contraer los geles de colageno. Como puede apreciarse en la figura 132 A-B, la
neutralizacion de la quimioquina CXCL16, revertia la incrementada capacidad que los CAF-f
presentaban, respecto a los CAF-+, de contraer los geles de colageno. De modo similar, cuando
se evaluo el estado de expresion de los marcadores tipicos de los fenotipos CAF (0-SMA, FAP, p-
PDGFRa (Tyr754), p-NFkB-p50 (Ser337), p- NFKB-p65 (Ser536) e IL6), se observd que estos se
encontraban disminuidos en los CAF-f que habian estado en contacto con el anticuerpo
neutralizante de CXCL16 (figura 132 C). Por ultimo, se ratificé la disminucién de la activacion de
la via CXCR6/CXCL16 tras los tratamientos con el mAb-CXCL16, mediante la realizacién de
ensayos de western blot contra CXCL16, CXCR6, ADAM10, MMPS, MMP2, p-ERK %
(Thr202/Tyr204), p-FAK (Tyr397), p-paxilina (Tyr118) y YAP (figura 132 D).
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Figura 132. La neutralizaciéon de la quimioquina CXCL16 secretada revierte el incrementado
fenotipo CAF que presentan los CAFs aislados de CE de los ratones Cre:ER™/"; Pten/f; Arid1a"/f. CAFs




fueron aislados de adenocarcinomas endometriales de ratones Cre:ER™; Pten /f; Arid1a”f (CAF-f) o
Cre:ER™; Ptenf; Arid1a** (CAF-+), y fueron tratados o no con anticuerpo neutralizante de CXCL16
(mAb-CXCL16) (8 ug/ml) durante 48h. A) Imdgenes representativas de geles de colageno
remodelados por CAFs previamente expuestos a los tratamientos indicados y B) histograma
representativo de la cuantificacion del indice de contractibilidad. C) Imagenes representativas del
andlisis por western blot de los niveles de expresién de a-SMA, FAP, p-PDGFRa (Tyr754), p-NFKkB-p50
(Ser337), p- NFKB-p65 (Ser536) e IL6. D) Imagenes representativas del analisis por western blot de
los niveles de expresion CXCL16, CXCR6, ADAM10, MMP9, MMP2, p-ERK % (Thr202/Tyr204), p-FAK
(Tyr397), p-paxilina (Tyr118) y YAP. La GAPDH fue usada como control de carga. n.s. (no significativo,
P>0,05); *** P<0,005.

Después, se decidid evaluar si estos mismos resultados se replicaban del mismo modo, al realizar
la inhibicién farmacoldgica del receptor CXCR6. Los resultados mostraron que, efectivamente,
los CAF-f que habian sido tratados con ML339, presentaban una menor capacidad de
contraccion de los geles de coldageno en comparacidn con los que no lo habian sido (figura 133
A-B), asi como una expresion reducida de marcadores de activacién estromal tipicos del fenotipo
CAF (0-SMA, FAP, p-PDGFRa (Tyr754), p-NFKB-p50 (Ser337), p- NFKkB-p65 (Ser536) e IL6) (figura
133 C). Finalmente, el andlisis de los niveles de expresidon de proteina de CXCL16, CXCRS6,
ADAM10, MMP9, MMP2, p-ERK % (Thr202/Tyr204), p-FAK (Tyr397), p-paxilina (Tyr118) y YAP,
mediante western blot, confirmd la bajada de activacion del eje CXCR6/CXCL16 tras los tratamientos
con el ML-339 (figura 133 D). Estos resultados sugieren la existencia de una auto
retroalimentacion positiva del eje CXCR6/CXCL16, en los CAF-f.
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Figura 133. La inhibicion del receptor CXCR6 revierte el incrementado fenotipo CAF que presentan
los CAFs aislados de CE de los ratones Cre:ER™/-; Pten f; Arid1a”f. CAF fueron aislados de
adenocarcinomas endometriales de ratones Cre:ER™"; Pten f; Arid1a”f (CAF-f) o Cre:ER™/; Pten /f;
Arid1a** (CAF-+) y fueron tratados o no con inhibidor farmacoldgico de CXCR6 (ML 339) (140ng/ml)
durante 48h. A) Imagenes representativas de geles de colageno remodelados por CAFs previamente
expuestos a los tratamientos indicados y B) histograma representativo de la cuantificacion del indice
de contractibilidad. C) Imagenes representativas del analisis por western blot de los niveles de
expresion de a-SMA, FAP, p-PDGFRa (Tyr754), p-NFKB-p50 (Ser337), p- NFKkB-p65 (Ser536) e IL6. D)
Imagenes representativas del analisis por western blot de los niveles de expresién CXCL16, CXCRS6,
ADAM10, MMP9, MMP2, p-ERK % (Thr202/Tyr204), p-FAK (Tyr397), p-paxilina (Tyr118) y YAP. La
GAPDH fue usada como control de carga. n.s. (no significativo, P=0,05); *** P<0,005.

De acuerdo con los resultados obtenidos, ensayos de migracion de wound healing (figura 134 A-
B) y de invasion de cultivos 3D (figura 134 C-D), mostraron que la inhibicion del eje
CXCR6/CXCL16 con el anticuerpo neutralizante de CXCL16, también revertia la incrementada
capacidad pro-tumorogénica observada en las ESC tratadas con CM-3. Observandose asi, que
los tratamientos con mAb-CXCL16 conducian a una disminucién de las capacidades migratorias
e invasivas promovidas por los CM de las células estromales previamente tratadas con CM-3
(CM-ES3), en las células tumorales con expresion salvaje de ARID1A.
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Figura 134. La neutralizacion de la quimioquina CXCL16 secretada revierte las habilidades pro-
tumorogénicas que poseen las ESC activadas por lo CM de las células de CEE con pérdida de
expresion de ARID1A. A) Imagenes representativas a tiempo O y 48 horas después de la herida del
ensayo de wound healing llevado a cabo en células IK EV tratadas durante 48h con CM recolectados
de ESC previamente activadas durante 48h con CM-V (CM-ESV) o con CM-3 (CM-ES3), tratado o no
con anticuerpo neutralizante de CXCL16 (mAb-CXCL16) (8 ug/ml) y B) la cuantificacion del porcentaje
de herida cerrada transcurridas las 48 horas. Barra de escala = 100 pum. C) Imdagenes representativas
de contraste de fases de cultivos 3D e inmunofluorescencia contra GFP de células IK infectadas con
EV y GFP (IK EV-GFP) co-cultivadas con ESC previamente activadas durante 48h con CM-3 (CM-ES3)
o con CMV (CM-ESV) en presencia o no del anticuerpo neutralizante de CXCL16 (mAb-CXCL16) (8
pug/ml) y D) cuantificacion del indice de invasidn de estas glandulas en el Matrigel. Barra de escala:
25 um. n.s. (no significativo, P>0,05); ** P<0,01; *** P<0,005. AU, unidad arbitraria. EV, vector vacio.

De manera similar, ensayos de migracidon de wound healing (figura 135 A-B) y de invasién de
cultivos 3D (figura 135 C-D), demostraron que la inhibicion del eje CXCR6/CXCL16 con el
anticuerpo neutralizante de CXCL16, también revertia la incrementada capacidad pro-
tumorogénica que tenian los CAF-f de promover la migracidn e invasion de las células tumorales
con expresion salvaje de ARID1A.
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Figura 135. La neutralizacion de la quimioquina CXCL16 secretada revierte las habilidades pro-
tumorogénicas que poseen los CAFs aislados de los CE de los ratones Cre:ER™/; Pten /; Arid1a™f.
A) Imagenes representativas a tiempo 0 y 48 horas después de la herida del ensayo de wound healing
llevado a cabo en células IK EV tratadas durante 48h con CM recolectados de CAF aislados de
adenocarcinomas endometriales de ratones Cre:ER™/; Pten/f: Arid1a*/* (CM-CAF+) o Cre:ER™/; Pten
7t Arid1a”f (CM-CAFf) tratados o no con anticuerpo neutralizante de CXCL16 (mAb-CXCL16) (8
pg/ml) y B) la cuantificacion del porcentaje de herida cerrada transcurridas las 48 horas. Barra de
escala = 100 pum. C) Imdagenes representativas de contraste de fases de cultivos 3D e
inmunofluorescencia contra GFP de células IK infectadas con EV y GFP (IK EV-GFP) co-cultivadas con
CAF aislados de adenocarcinomas endometriales de ratones Cre:ER™/; Pten ¥; Arid1a*/* (CAF-+) o
Cre:ER™/; Ptenf; Arid1a"f (CAF-f), en presencia o no del anticuerpo neutralizante de CXCL16 (mAb-
CXCL16) (8 ug/ml) y D) cuantificacién del indice de invasién de estas glandulas en el Matrigel. Barra
de escala: 25 um. n.s. (no significativo, P20,05); ** P<0,01; *** P<0,005. AU, unidad arbitraria. EV,
vector vacio.

Con el fin de corroborar si estos resultados se reproducian in vivo, se decidid analizar por medio
de ensayos de inmunofluorescencia el estado de expresién de los marcadores de actividad
estromal tipicos del fenotipo CAF (a-SMA y FAP), en los tumores subcutaneos de los ratones del
experimento de la figura 122. Los resultados mostraron que, aquellos tumores que estaban
formados por células de CE MFE-296 sgRNA ARID1A-3 infectadas con shRNA contra CXCL16,
expresaban menores niveles tanto de a-SMA como de FAP, respecto de los que estaban
formados por células MFE sgRNA ARID1A-3 con expresion salvaje de CXCL16 (figura 136 A-B). En
concordancia con estos resultados, al analizar los niveles de deposicién del coldgeno fibrilar
tumoral mediante la tincién tricrdmica de Mason, se aprecio que aquellos tumores constituidos
por células MFE-296 con alteraciones en la expresién tanto de ARID1A como de CXCL16,
presentaban una menor deposicion de colageno fibrilar tumoral respecto de aquellos tumores
constituidos por células MFE-296 sgRNA ARID1A-3, que presentaban una expresion salvaje de
CXCL16 (figura 136 C-D). Estos resultados, en conjunto, sugieren que las células tumorales de CE
con pérdida de ARID1A promueven el reclutamiento y activacion de las ESC, generando tumores
mas reactivos, a través de CXCL16.
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Figura 136. La disminucidn de los niveles de expresion de CXCL16 revierte las capacidades de las
células de CEE con pérdida de expresion de ARID1A de promover el reclutamiento y la activacion
estromal en tumores subcutaneos in vivo. Células MFE-296 con expresidn salvaje de ARID1A, o con
expresion alterada de ARID1A infectadas con particulas lentivirales que contienen shRNA-CXCL16 o
control, fueron inyectadas subcutdaneamente y se dejaron crecer durante 3 semanas. A) Imagenes
representativas de inmunofluorescencia contra a-SMA y FAP en secciones consecutivas de los
tumores subcutaneos indicados y B) cuantificacion de los niveles de expresion. La vimentina y el
Hoechst fueron usadas como marcadores de fibroblastos y nlcleo respectivamente. Barra de escala=
100um. C) Imagenes representativas de tincidn tricromica de Mason en secciones consecutivas de
los tumores subcutaneos indicados y B) cuantificacion de los niveles de expresién. Barra de escala=
100um. n.s (no significativo, P20,05); ** P<0,01 *** P<0,001. EV, vector vacio.

2.4. Anilisis del efecto de la activacion del eje CXCR6/CXCL16 en muestras de pacientes con
CE endometrioide con expresion de ARID1A alterada.

Finalmente, se puso como objetivo examinar si los cambios observados inducidos por CXCL16
en el microambiente tumoral de nuestras lineas celulares y modelos murinos de CE, se
replicaban en muestras de pacientes con CE con expresion alterada de ARID1A. Con este
propdsito, lo primero de todo, se realizé un analisis bioinformatico de la base de CE TCGA_UCEC.
Especificamente, y en base a las observaciones de que las mutaciones de ARID1A se encuentran
mayoritariamente enriquecidas en los tumores endometriales de tipo I, el analisis se focalizé en
los tumores de histologia endometriode. Los resultados obtenidos mostraron la existencia de
un incremento significativo tanto de la expresion de CXCR6 (figura 137 A) como de la de ADAM10
(figura 137 B) (dos de los mds importantes efectores de la via CXCR6/CXCL163114) en los
tumores endometriales con expresion alterada de ARID1A en comparacion a los que tenian la
expresion de ARID1A conservada.
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Figura 137. Los tumores de CEE humano con alteraciones de ARID1A, presentan mayores niveles
de expresion de mRNA de CXCR6 y ADAM10. A) Graficos representativos de los niveles normalizados
de expresion de mRNA de CXCR6 y ADAM10 en muestras de CEE humanas con expresion alterada o
salvaje de ARID1A. Los datos y el analisis fueron obtenidos de la plataforma web cBioportal, a partir
de la base de datos TCGA_UCEC; n=257. * P<0,05; *** P<0,001. WT, salvaje.

Con tal de indagar mas en esta hipodtesis, células humanas de CEE IK, con expresién salvaje de
ARID1A, fueron tratadas con muestras de aspirados uterinos procedentes de pacientes con CEE
con expresion alterada o conservada de ARID1A. Primero, se decidié evaluar los efectos que
estos tratamientos habian podido causar en las capacidades migratorias e invasivas de dichas
células. Los ensayos de migracion de wound healing (figura 138 A-B), demostraron que los
aspirados uterinos procedentes de pacientes con CEE con alteraciones de ARID1A, promovian
en las células IK EV las capacidades migratorias, en comparaciéon con los tratamientos con
aspirados uterinos de pacientes con CEE con expresion salvaje de ARID1A. Ademas, ensayos de
RT-gPCR contra CXCL16, CXCR6 y ADAM10 corroboraron que este incremento de las
capacidades migratorias iba acompafiado de una mayor activacién de la via CXCR6/CXCL16,
observandose una mayor expresién de los tres marcadores en las células IK tratadas con
aspirados uterinos de pacientes con expresién alterada de ARID1A, en comparacidon con sus
controles (figura 138 C).
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Figura 138. Las muestras de aspirados uterino de pacientes con CEE con alteraciones de ARID1A
promueven la migracion y la activacién del eje CXCR6/CXCL16 en las células de CEE con expresion
conservada de ARID1A. A) Imagenes representativas a tiempo 0 y 48 horas después de la herida del
ensayo de woun healing llevado a cabo en células IK infectadas con lentivirus portadores del vector
vacio tratadas con aspirados uterinos de pacientes con CEE con expresion alterada (n=3) o
conservada (n=3) de ARID1A y B) la cuantificacidn del porcentaje de herida cerrada transcurridas las
48 horas. Barra de escala = 100 um. C) Imagenes representativas del analisis por RT-qPCR de los
niveles de expresién de CXCL16, CXCR6 y ADAM10 en células IK infectadas con lentivirus portadores
del vector vacio tratadas durante 48h con aspirados uterinos de pacientes con CEE con expresion
alterada (n=6) o conservada (n=6) de ARID1A. *** P<0,001. WT, salvaje. EV, vector vacio.

Para corroborar que efectivamente la pérdida de ARID1A causaba un incremento de los niveles
de CXCL16 en las pacientes con CEE, se decidid evaluar por medio de un ensayo Elisa los niveles
de CXCL16 que se encontraban secretados en muestras de aspirados uterinos procedentes de
pacientes con CEE con expresién alterada o conservada de ARID1A. Como puede apreciarse en
la figura 139, los resultados mostraron que los niveles de CXCL16 se encontraban
significativamente incrementados en las muestras de los pacientes con alteraciones en la
expresion de ARID1A respecto a los pacientes con expresion salvaje de ARID1A.




A)
Muestras de aspirados uterinos
de pacientes con CEE

N=37
p-valor: 0.0197

%‘ 6000 ]

D

£ s

S 4000 !

d : ula o ARID1AWT
> ¢ —

o ® ARID1A Alterado
o 2000+

-U L]

g B

E 04 tule. MlE

2

Figura 139. Las muestras de aspirados uterino de pacientes con CEE con alteraciones de ARID1A
poseen mayores niveles de CXCL16. A) Gréficos representativos de los niveles de CXCL16 presente
en muestras de aspirados uterinos de pacientes con CEE con expresidn alterada o salvaje de ARID1A.
n=37. * P<0,05; WT, salvaje.

Finalmente, con el fin de validar estos resultados, se decidié evaluar mediante la realizacién de
tinciones de inmunohistoquimica los niveles de expresién de CXCR6 y ADAM10 en muestras de
17 pacientes con CEE que presentaban areas con pérdidas focales de ARID1A. Se observd que
en las areas con pérdidas focales de expresion de ARID1A, existian niveles de tincién de CXCR6
y ADAM10 significativamente mas elevados que en aquellas areas del mismo tumor, en las que
la expresion de ARID1A se mantenia intacta (figura 140). Estos resultados demostraban, una vez
mas, que la pérdida de ARID1A promueve el incremento de los niveles de CXCL16 a través de la
sobre activacion de la via CXCR6/CXCL16.
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Figura 140. Los niveles de CXCR6 y ADAM10 se encuentra incrementados en las dreas de tumores
de CEE con pérdida focal de expresion de ARID1A. A) Imagenes representativas de
inmunohistoquimica contra CXCR6 y ADAM10 en secciones consecutivas de Uteros de pacientes con
CEE con pérdida focal de expresion de ARID1A y B) cuantificacion de los niveles de expresion en el
drea con expresion conservada de ARID1A, respecto al drea con pérdida focal de ARID1A. Barra de
escala= 100pum. n=17. *** P<0,001. WT, salvaje.

Ademads, en paralelo a todos estos resultados, se decidid realizar de nuevo un anilisis
bioinformatico de la base de datos de CE humano TCGA_UCEC, pero esta vez analizando el
estado de la expresion de mRNA de varios marcadores tipicos de activacion estromal,
focalizando dicho anilisis de nuevo en los tumores endometriales con histologia endometrioide.
Los resultados del analisis revelaron que los casos de CEE con alteraciones en la expresién de
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ARID1A expresaban, de manera significativa, mayores niveles de los marcadores tipicos de
activacion estromal, COL1A, aSMA, FAP, LOX, MMP2, MMP9, PDGFRa, VCAM y VIM, respecto a
aquellos casos de CEE con expresion conservada de ARID1A (figura 141).
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Figura 141. Los tumores de CEE humano con alteraciones de ARID1A, presentan mayores niveles
de expresion de mRNA de marcadores de activacion estromal. A) Graficos representativos de los
niveles normalizados de expresién de mRNA de COL1A, aSMA, FAP, LOX, MMP2, MMP9, PDGFRa,
VCAM y VIM, en muestras de CEE humanas con expresion alterada o salvaje de ARID1A. Los datos y
el analisis fueron obtenidos de la plataforma web cBioportal, a partir de la base de datos TCGA_UCEC;
n=257. * P<0,05; ** P<0,01. WT, salvaje.

Dada la demostrada implicacién de la pérdida de ARID1A en las células de CE, en la activacion de las
ESC a través de la sefializacion por CXCL16, se decidié analizar si el observado incremento de CXCL16
en los aspirados uterinos de las pacientes con CEE con alteraciones de ARID1A era capaz de producir
la activacion del eje CXCR6/CXCL16 en las ESC. Ensayos de RT-qPCR mostraron que las ESC que habian
sido tratadas con aspirados uterinos de pacientes con CEE con alteraciones de ARID1A poseian una
mayor expresion de los efectores principales del eje CXCR6/CXCL16 (CXCL16, CXCR6 y ADAM10)
respecto a los que habian sido tratados con los aspirados procedentes de pacientes con CEE con
expresiéon conservada de ARID1A (figura 142).
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Figura 142. Las muestras de aspirados uterino de pacientes con CEE con alteraciones de ARID1A
promueven activacion del eje CXCR6/CXCL16 en ESC. A) Imagenes representativas del analisis por
RT-gPCR de los niveles de expresién de CXCL16, CXCR6 y ADAM10 en ESC, tratadas durante 48h con
aspirados uterinos de pacientes con CEE con expresion alterada (n=6) o conservada (n=6) de ARID1A.
*** P<0,001. WT, salvaje. EV, vector vacio.

Para finalizar, se realizaron analisis por inmunohistoquimica de los marcadores tipicos de
fenotipos CAF, a-SMAy FAP, en las 17 muestras de CEE humanas con pérdida focal de expresiéon
de ARID1A. Los resultados mostraron que aquellas areas donde se producia la pérdida focal de
expresion de ARID1A, estaban asociadas con niveles de expresion significativamente mas
elevados de FAP y a-SMA, ratificando la asociacién entre la pérdida de ARID1A vy la activacion
estromal y aparicion de fenotipos CAF en las pacientes con CEE (figura 143).
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Figura 143. Los niveles de a-SMA y FAP se encuentra incrementados en las areas de tumores de
CEE con pérdida focal de expresion de ARID1A. A) Imagenes representativas de
inmunohistoquimica contra a-SMA y FAP en secciones consecutivas de Uteros de pacientes con CEE
con pérdida focal de expresion de ARID1A y B) cuantificacion de los niveles de expresidn en el area

con expresion conservada de ARID1A, respecto al drea con pérdida focal de ARID1A. Barra de escala=
100um. n=23. WT, salvaje.
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5. DISCUSION

“Nada en la vida es para ser temido, es sdlo
para ser comprendido. Ahora es el momento
de entender méas, de modo que podamos
temer menos”

Marie Curie
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5.1. ESTUDIO DE LA IMPLICACION DE ARID1A EN EL INICIO Y LA
PROGRESION TUMORAL DEL CARCINOMA DE ENDOMETRIO.

ARID1A se encuentra mutado con elevada frecuencia en un amplio espectro de tumores,
encontrandose una especial incidencia mutagénica en tumores de ovario y endometrio®. Estas
mutaciones en general conducen a la pérdida de funcidn de la proteina y se ha demostrado que
tienen un gran impacto en numerosas vias de seializacidon importantes para los procesos de
oncogénesis, por lo que ha sido postulado como un gen supresor tumoral®23#7 Sin embargo,
recientes investigaciones han identificado un papel mas complejo para ARID1A dentro del
proceso de la tumorogénesis, jugando diversas funciones especificas en funcion del contexto en
el que se encuentre®®,

Pese que algunos estudios han descrito que ARID1A puede actuar como gen driver en algunas

155 0 pancreas®®, nuestro estudio revela que la deplecién de ARID1A

neoplasias como la de colon
no es suficiente per se para iniciar la tumorogénesis endometrial. El analisis de la pérdida de
ARID1A en un contexto normal de epitelio endometrial fue evaluado tanto in vitro, con cultivos
3D de células epiteliales en las que se habia inducido la pérdida de ARID1A, como in vivo,
mediante el empleo de ratones Cre:ERT; Arid1a”* o Cre:ERT; Arid1a”f,y en ninguno de los casos
fueron observadas grandes diferencias en términos de las ratios de proliferacién celular, la
expresion de las diferentes proteinas reguladoras del ciclo celular o cambios a nivel histolégico.
Estos resultados corroboran varios recientes estudios realizados en carcinomas de ovario®’,
higado® o de células escamosas®®®, en los la pérdida de Arid1a es analizada en diversos modelos
murinos. Dichos estudios revelan que la capacidad de ARID1A para la promocion del desarrollo
de la tumorogénesis, necesita la presencia de mutaciones adicionales simultaneas que
colaboren con la inactivacién de Aridla en la transformacidn neopldsica. De hecho, se ha visto
que en el caso de la endometriosis (una enfermedad en el tejido endometrial inflamatoria y
hormono dependiente), las fracciones de endometrio con endometriosis presentan recurrentes
alteraciones de ARID1A en comparacion con el epitelio sano. Teniendo en cuenta el hecho de
gue muy rara vez la endometriosis progresa a cancer, estos resultados ponen de nuevo de
manifiesto que las alteraciones de ARID1A podrian no ser suficientes para conducir a la
transformacién neoplasica”. Por ello no es de extrafiar el hecho de que haya sido reportado que
las mutaciones de ARID1A suelen ir frecuentemente ligadas a mutaciones en PTEN o PIK3CA, en
varios tipos de tumores humanos®’. Algunos estudios incluso van mas alla, postulando que, en
estados tempranos de la tumorogénesis y bajo condiciones especificas, ARID1A podria incluso
tener una funcién pro-tumorogénica, promoviendo el crecimiento tumoral® (suceso que en
nuestro estudio este suceso no ha sido observado). Por ejemplo, Zhai Y et al. describieron en
modelos murinos transgénicos, que en estadios tempranos de la formacion tumoral y bajo la
inactivacion de Pten y Apc, la pérdida de Aridla retrasaba la aparicién de cédncer de ovario®.
Mas recientemente, un estudio de Sun et al. demostrd, en multiples modelos murinos de
carcinoma hepadtico, la existencia de un papel pro-tumoral durante las fases mas iniciales de la
transformacién maligna®. Todo ello sugiere que ARID1A podria tener un rol oncogénico
dependiente de contexto, y subraya la importancia de considerar el contexto de dosis, estado y
tejido a la hora de evaluar la funcidn de ARID1A y contemplar una opcion terapéutica.



Sin embargo, las mutaciones de ARID1A desencadenen habitualmente en una pérdida de
funcion®. Ademds, ha sido demostrado que ARID1A es capaz de reprimir la proliferacién celular
en una gran variedad de tipos tumorales®. Por ello, ARID1A ha sido postulado como un gen
supresor tumoral “portero” (gatekeeper) capaz de regular la proliferacion celular, mediante la
regulacidn del ciclo celular o por medio de la promocién de la apoptosis®. Pese a no ver
diferencias tras la pérdida de Arid1a en contextos de tejidos endometriales normales, debido a
las claras implicaciones que se han descrito para ARID1A en la promocion de la progresion
tumoral®®, se decidié analizar el efecto de la pérdida de ARID1A bajo un contexto tumoral
previamente establecido. Nuestros estudios funcionales sobre el rol de ARID1A en la
proliferacién tumoral, demuestran que la pérdida de ARID1A desencadenaba un incremento la
proliferacién en las células de CE, tanto in vitro como in vivo. Ademas, estos resultados sugieren
que el efecto observado con respecto al incremento de la proliferaciéon, es debido a un
importante defecto en la activacion temprana del punto de control del ciclo celular G2/M, en un
contexto tumoral. Dicho defecto conduce a las células de CE con alteraciones en ARID1A a evadir
el arresto del ciclo celular inducido por el estrés genotdxico, consiguiendo evitar la salida del
ciclo celular y la induccién de la apoptosis celular, continuando asi con su supervivencia y
proliferacion. Ademas, en diversos canceres ginecoldgicos (entre los que se encuentra el CE)
estudios de andlisis de expresién han identificado varias dianas por debajo de ARID1A que se
encuentran estrechamente relacionadas con p53 (uno de los mayores efectores de la parada del
ciclo celular), asi como una mutua exclusién entre las mutaciones de ambos genes.
Evidencidndose asi la estrecha relacidon entre ARID1A y p53 para la regulacién del ciclo celular, y
poniendo de manifiesto la implicacidon de ARID1A en dicha regulacion®.

Estos resultados plantean la idea de que ARID1A podria estar actuando también como un gen
supresor tumoral “cuidador” (caretaker), manteniendo la estabilidad gendmica. Sugiriendo asi
la participacién de ARID1A en la activacion y estabilizacidn del punto de control mediado por
ATM/ATR, tras la aparicion de dafio DSB del DNA, y decidiendo el destino de las células tras este
dafio al DNA. De hecho, en algunos tipos tumorales ha sido postulado que ARID1A podria actuar
de caretaker, mediante interacciones directas con la proteina TOP2a (asegurando asi la
segregacion correcta de los cromosomas) y la promocion de la activacion del complejo ATM/p-
yH2aX (facilitando asi la reparacién del dafio al DNA DSB)®?. Ademas, en concordancia con esta
linea, también ha sido descrita una correlacidon entre defectos en el MMR debido a la MSl y la
pérdida de funcién de ARID1A, en tumores géstricos y endometriales®?. Estos fallos observados
en la parada del ciclo celular, por una incorrecta activacion del punto del control G2/M del ciclo
celular, junto con los defectos en la reparacién del dafo al DNA, estarian alimentando un
“fenotipo mutante” que conlleva a una acumulacién de aberraciones genémicas pro-tumorales
adicionales. La sucesiva acumulacidn de dichas aberraciones, podrian estar confiriendo a estas
células defectuosas para ARID1A, la adquisicidn de fenotipos de mayor agresividad tumoral.

Las células de mamiferos emplean para la reparacion del dafio DSB del DNA dos grandes vias, la
via de RH (mediada por ATM) y la via de NHEJ (mediada por PKcs), y cada una de ellas tiene un
conjunto de proteinas Unico para realizar esa funcidn*. El balance entre ambas vias es esencial
para el mantenimiento de la estabilidad gendmica, y la desregulacidn de este equilibrio pueden
conducir a la generacidn de la carcinogénesis®*. Ha sido descrito que el complejo remodelador
de la cromatina SWI/SNF tiene un importante papel en las vias del DDR, participando en fases
tempranas de la reparacidn del dafio DSB del DNA, mediante la rapida ocupacién de las zonas
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que presentan el dafio DSB. En este punto, ARID1A actla despejando la ocupacién de los
nucleosomas y facilitando, por interacciones fisicas, el reclutamiento de diversas encimas de
reparacion del dafio a DNA y otros moduladores 8. Como se indica en el modelo propuesto
(figura 145), los resultados obtenidos sugieren que ARID1A, en el CE, es necesario para la
activacion temprana del punto de control del ciclo celular G2/M. El cual se activa tanto en
presencia de dafio DSB del DNA generado tanto por el estrés genotdxico tumoral, como por la
presencia de agentes inductores de dafio DSB del DNA (como es el etopdsido). Normalmente,
en presencia de este dafio DSB, las células inician la reparacion del DNA via HR y dependiendo
de la magnitud del dafo existente, si éste no puede resolverse, la célula entra en senescencia o
apoptosis celular. Sin embargo, los resultados obtenidos sugieren que en las células deficientes
para ARID1A la via de reparacidn HR no se activa correctamente, y es la via NHEJ la que sirve de
apoyo para reparar el dafio a DNA. Asi, las células tumorales con expresion alterada de ARID1A
son capaces de evadir el exceso de estrés genotdxico, permitiéndose su supervivencia.

En concordancia con otros modelos tumorales, los resultados presentados en esta tesis
muestran que la deficiencia de expresién de ARID1A promueve la sobreexpresién de la
deacetilasa HDACG!00159160  HDAC6 directamente deacetila la Lys373/382 de p53,
contribuyendo asi también a la evasién de la apoptosis celular®. Ademéas, HDAC6 ha sido
directamente relacionada con la activacion de la via de DDR de NHEJ, manteniendo en un estado
de deacetilacién de la proteina Ku70'’ (componente clave de la via NHEJ), y contribuyendo asi
a la activacién de la via NHEJ, de reparacion del dafio DSB del DNA. Ademas, la sobreexpresion
de HDAC6 en tumores deficientes de ARID1A ha sido relacionada con factores de
quimioresistencia'®. Teniendo en cuenta estas observaciones, se podria especular que en las
células de CE deficientes de ARID1A, los tratamientos inductores de dafios DSB del DNA son
reparados por la via alternativa a la via de HR (la via de NHEJ). Asi, estas células tumorales
deficientes para ARID1A, asegurarian su supervivencia frente a este tipo de farmacos por medio
de la sobreexpresion de HDAC6. Por ello, se cuestiond si al inhibir HDAC6, se reduciria la
actividad de la via NHEJ, volviendo susceptibles a las mencionadas terapias genotoxicas, a las
células de CE deficientes para ARID1A. En base a esta hipétesis, decidimos evaluar si la inhibicion
de HDACS6 en las células de CE deficientes para ARID1A, podria restaurar el equilibrio entre
ambas vias de DDR, conduciendo a la apoptosis celular en presencia de tratamientos con
etopdsido (figura 144). Los resultados expuestos en esta tesis muestran que la activacién de la
via NHEJ, tras la induccion del dafio DSB, es dependiente de la actividad de HDACG6 en las células
deficientes para ARID1A. Asi, la inhibicion de HDAC6 promueve selectivamente la apoptosis de
las células deficientes para ARID1A tratadas con etopdsido.
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Figura 144. Modelo esquematico propuesto para la respuesta a los tratamientos con etopédsido y
el papel de HDACS, en células de CE con alteraciones de ARID1A. Esquema propuesto de la via de
actuacidn, en células donde la deficiencia de ARID1A causa la compensacion de las vias de reparacién
del dafio al DNA, involucrando a HDAC6 en la reparacién de los daifios DSB del DNA inducidos por
etopdsido. A) Células deficientes para ARID1A en presencia de tratamientos con etopédsido y B)
células deficientes para ARID1A en presencia de tratamientos con etopédsido y el inhibidor de HDAC6
(ACY 1215). Creado con BioRender.com

Estos hallazgos sugieren la existencia de una dependencia de las células de CE con alteraciones
en ARID1A de la via de NHEJ para su supervivencia, la cual es liderada por la sobreexpresién de
HDACS6. Abriéndose asi una nueva oportunidad terapéutica, basada en una inhibicién de HDACS,
la cual genera la acumulacidn excesiva de dafio DSB del DNA, y consecuentemente induce la
apoptosis en las células deficientes de ARID1A. Remarcandose asi, que ARID1A genera en las
células de CE una dependencia de HDACG6 frente a los quimioterapéuticos genotdxicos. Por lo
que, en este escenario, otros agentes genotdxicos inductores de dafio DSB del DNA deberian,
de igual modo, mostrar sinergias con la inhibicion de HDAC6 en tumores deficientes para
ARID1A. Esta estrategia de aprovechamiento, de los defectos de las vias de DDR para terapias
personalizadas, también se emplea en contextos similares. Por ejemplo, en células deficientes
para ATM, se ha observado una dependencia de la via de NHEJ para su supervivencia, de manera
similar a estas células con alteraciones de ARID1A.De esta manera, los inhibidores de DNA-PK
(otro elemento clave de la via de reparacion al DNA NHEJ) son un tratamiento diana para células
humanas cancerigenas con deplecién de ATM en diversos tipos de tumores como el de pulmén
o el melanoma®. De hecho, también en un contexto de células endometriales tumorales
deficientes para ARID1A, recientes estudios han demostrado que los inhibidores de PARP (otra
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via de DDR) actlan sinérgicamente con tratamientos de irradiacién, potenciando su
citotoxicidad %6, En el mismo sentido, en diversos tumores sélidos entre los que se encuentra el
CE, también se ha observado una letalidad sintética entre ATR y ARID1A, aprecidandose una
mayor respuesta a los tratamientos con inhibidores de ATR en las células deficientes para
ARID1A, gracias a la inestabilidad genética causada por la falta de ARID1A!. Ademds,
actualmente, se encuentra en marcha un ensayo clinico en fase Il, en el que se intenta evaluar
la sinergia entre la eficacia observada con los inhibidores de ATR (ceralasterib) y los inhibidores
de PARP (olaparib) en pacientes con tumores ginecoldgicos (entre los que se encuentran
pacientes con CE) con deficiencia o no de ARID1A%2, Estudios han demostrado que, en pacientes
con CE recurrente, tratamientos con baja dosis con etopdsido generan modestas mejoras sin
mostrar toxicidad'®*-1%°, Teniendo en cuenta todas estas observaciones, junto con el hecho de
que ya existen inhibidores especificos de HDAC6 seguros en ensayos clinicos °°, en este estudio
se postula que los tratamientos combinatorios de inhibidores de HDAC6 y etopdsido, podrian
ser una potencial y prometedora diana terapéutica para el tratamiento de CE con alteraciones
de ARID1A. De igual manera, este concepto abre camino al descubrimiento y aprovechamiento
de una amplia posibilidad de terapias combinatorias para el tratamiento de los tumores de CE
con alteraciones de ARID1A.

Recientes estudios, en los que por medio de secuenciacion del exoma completo se ha
conseguido describir el ambiente gendmico tanto de tumores primarios de CE como de su
progresion y sus metdastasis pareadas, han postulado que las mutaciones tanto en ARID1A como
en otros componentes del complejo SWI/SNF, mas que promover la formacion de estos tumores
primarios, alteran el ambiente epigenético de los tumores primarios de CE ya establecidos,
potenciando su agresividad®®. Ademds, datos existentes demuestran una clara implicacion de
ARID1A en la preservacién de la identidad epitelial y la regulaciéon de proceso de EMT, en
multiples tipos de canceres como el gastrico, el neuroblastoma, el de higado, mama, pancreas
o el de colon®. Observidndose, que la alteracion de ARID1A promueve la expresidon de
marcadores de tipo mesenquimal como la vimentina o la N-cadherina, asi como la expresiéon de
metaloproteasas como la MMP2 o la MMP9, e inhibe la expresién de marcadores epiteliales
como la E-cadherina®®. En concordancia con todos estos datos, los resultados presentados en
esta tesis muestran que las células de CE con expresidn defectiva de ARID1A también presentan
incrementados estos programas de EMT.

Los programas de EMT, en estado parcial o total, han sido relacionados con fenotipos
migratorios e invasivos en carcinomas endometriales. Asi, este proceso de EMT permite a las
células de CE moverse a través de su comunidad de células epiteliales e integrarse en el tejido

estromal de alrededor, hasta alcanzar localizaciones remotas®®’.

Estas observaciones se
reproducen en los resultados expuestos en esta tesis, donde se demuestra que las células de CE
con expresiones alteradas de ARID1A adquieren fenotipos de EMT que se traducen en la
dotacion de mayores capacidades migratorias e invasivas. Esto contribuye a la adquisicion de
malignidad fenotipica y a la diseminacidn metastatica, tanto en modelos in vitro como modelos

murinos in vivo.

Una de las vias de sefializacion mas importantes, involucradas en la progresion tumoral, es la via
de las MAPK. Esta via, a través de sus efectores, ha sido descrito en la contribucién, promocion
y regulaciéon de los procesos de EMT, potenciando las propiedades de migracidn e invasién de



las células tumorales'®®. Por lo que, no es de sorprender que esta via se encuentre hiperactivada
en diversos tipos tumorales. El andlisis de las células de CE deficientes para ARID1A, evidencia
una correlacién positiva entre la promocidn del proceso de EMT y los procesos de la migracion
e invasion celular, con la hiperactivacion de algunas de las quinasas que actian como efectores
centrales de la via (como son ERK1/2, JNK o p38). Indicando que alteraciones en ARID1A
promueven la adquisicion de fenotipos mas agresivos y pro-metastdticos, por medio de la
hiperactivacidn de la via de las MAPK.

Clasicamente, HDACG6 ha sido relacionada con la promocién de la migracion celular, mediante la
deactelacién de la a-tubulina, por medio de mecanismos no transcripcionales. Sin embargo,
recientes estudios han descrito un papel nuclear directo para HDACS6, en el cual, mediante la
unién a diversos promotores, conduce a la inhibicion de varios genes que codifican para
proteinas de uniones delgadas (tight functions). De tal manera, HDAC6 actuaria promoviendo
los procesos de EMT y regulando la migracion celular de una manera transcripcional'®®. Ademas,
HDACS ha sido clara e intimamente relacionada con la hiperactivacidn de la via de las MAPK®®,
En este estudio, al analizar la localizacion de HDACS6, se observa que en las células de CE con
regulacién a la baja de ARID1A, ademas de existir una mayor expresién de HDACS, la localizacion
de esta deacetilasa es principalmente nuclear. Este hecho, junto con la clara hiperactivacién de
la via de las MAPK en las células deficientes de ARID1A, planted la hipdtesis de que los efectos
en la promocidén de programas de EMT, migracion e invasidn, observados en las células de CE
con alteraciones de ARID1A, podian ser consecuencia del incremento de HDAC6 producido tras
la pérdida de ARID1A. Los resultados obtenidos desvelan que en presencia del inhibidor selectivo
de HDAC6, ACY1215, las células de CE con alteracion de ARID1A revertian el proceso de EMT.
Observandose asi, un restablecimiento de la expresién de los marcadores epiteliales y una
disminucién de los marcadores mesenquimales, que a su vez desencadena en una disminucidn
de las capacidades migratorias e invasivas de dichas células. Ademds, también se demuestra que
la inhibicidn de la expresion de HDAC6 en células de CE con alteraciones de ARID1A, reduce
drasticamente la capacidad de diseminacidn celular in vivo. Todos estos resultados en conjunto,
sugieren que HDAC6 modula la identidad celular epitelial de las células endometriales tumorales
por medio de la regulacidn de la actividad transcripcional de genes involucrados en la promocion
de los procesos de EMT. En este sentido, el fenotipo mesenquimal podria ser mantenido hasta
la colonizacidn de sitios distales metastaticos, donde una vez alli, podria volver a regularse hacia
estados de EMT mads parciales y propicios para la colonizaciéon y crecimiento del tumor
secundario metastdtico en la zona donde se alojard. En otras palabras, ARID1A, a través de la
regulacién de la expresiéon de HDAC6, podria estar desajustando la plasticidad de las células
endometriales, limitando la capacidad de transdiferenciacion de las células epiteliales y
previniendo de tal manera la apariciéon de metdastasis.

Como resultado, la inhibicién de la actividad de HDAC6 representa una nueva posibilidad
terapéutica prometedora para el tratamiento de CE de alto grado, metastdaticos o recurrentes
gue presenten mutaciones de ARID1A. Este hecho puede ser de relevante importancia, puesto
que las metastasis y recurrencias son la principal causa de mortalidad del CE y las alteraciones
de ARID1A son ampliamente detectadas en CE de alto grado.

En resumen, todos estos resultados presentados en el primer objetivo de la presente tesis,
demuestran que la deficiencia de ARID1A en células tumorales de CE, acelera la transicién del
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ciclo celular, promueve la adquisicién de malignidad tumoral y permite la resistencia apoptdtica
a terapias genotoxicas por medio de la sobreexpresién de HDAC6 (figura 145). En consecuencia,
el uso de inhibidores de HDAC6, podria representar una prometedora estrategia terapéutica
para las pacientes con CE que presenten alteraciones de ARID1A, haciendo que dichos tumores
sean mas susceptibles a otros tratamientos basados en la induccidon de dafio genotdxico.
Ademads, estos tratamientos pueden ser capaces de evitar o reducir la diseminacién vy
consecuente formacidn de metastasis, y aparicion de recurrencias de dichos tumores.
Notablemente, ha sido clinicamente demostrado que los inhibidores de HDAC6, como ACY1215,
son bien tolerados y presentan toxicidades minimas en los pacientes'®2. Asi, el estudio aqui
mostrado provee una cientifica y racional propuesta de la traslacién clinica de estos
descubrimientos, proponiendo la aplicabilidad clinica de los inhibidores selectivos de HDAC6
para las pacientes diagnosticadas en estados avanzados de CE con mutaciones en ARID1A, para
las cuales actualmente no existen terapias exitosas.
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Figura 145. Resumen grafico del modelo propuesto en el bloque de objetivos 1. Esquema propuesto
de las consecuencias causadas por las alteraciones de ARID1A en las células epiteliales endometriales
y el tratamiento postulado frente a los tumores con deficiencia de ARID1A mediante el uso de
inhibidores de HDAC6. A) Fenotipo propuesto de las consecuencias de las alteraciones de ARID1A en
un contexto normal o tumoral de las células epiteliales endometriales. B) Mecanismo molecular por
el que la pérdida de ARID1A promueve los fenotipos en las células tumorales debido a la

sobreexpresion de HDAC6. C) Terapia propuesta para los tumores con alteraciones de ARID1A,
empleando inhibidores de HDAC6. Creado con BioRender.com
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5.2. ESTUDIO DE LA IMPLICACION DE ARID1IA EN EL
MICROAMBIENTE TUMORAL DEL CARCINOMA DE ENDOMETRIO.

Actualmente, se sabe que los tumores consisten en un complejo microambiente formado no
solo por las células tumorales, sino también por células estromales e inmunes, asi como factores
solubles y componentes de la ECM®. Dentro de este TME, existe una interaccién reciproca entre
las células y con los componentes que forman parte del TME, la cual juega un rol fundamental
en las diferentes fases del desarrollo y progresidon tumoral. Estas interacciones se pueden dar de
diferentes maneras, pudiendo realizarse directamente por medio de contactos célula-célula,
mediante la secrecién de moléculas (como citoquinas, etc.) o mediante exosomas**,

La diseminacién local del tumor primario a través del tejido normal adyacente es el paso inicial
de la metastasis tumoral, y los componentes secretados al medio por las células tumorales

juegan un papel fundamental en esta diseminacién*

. Varios son los estudios que describen que
dentro del tumor primario, las células tumorales con fenotipos de mayor agresividad son
capaces de promover estos fenotipos en las células tumorales de alrededor con fenotipos menos
agresivos, por medio de la secrecion de diversos factores solubles, que promueven de forma
autocrina-paracrina la progresién y diseminacidon tumoral o la adquisicion de resistencia a
terapias antitumorales'*’. Por un lado, Celia-Terrasa et al. describieron que dentro de un mismo
tumor, las células que poseian activados los programas de EMT y las capacidades diseminacion,
eran capaces no solo de mantener sostenidas estas capacidades de manera autocrina, sino
también de promover los programas de EMT y la competencia metastdtica de las células
tumorales de alrededor, a través de la secrecidon de TGF-B"°. Por otro lado, Obenautf et al.
demostraron que algunas células tumorales resistentes a terapias antitumorales, en presencia
de dichas terapias, secretaban una serie de factores solubles que estimulaban el crecimiento,
diseminacién y metastasis de las células tumorales resistentes. Los autores vieron que estas
células, ademas, promovian la adquisicién de resistencia a dichas terapias, en células tumorales
adyacentes que previamente eran sensibles, contribuyendo asi a una incompleta regresion
tumoral'¥.

En base a estos datos, y considerando que en resultados anteriores se observé que, en las células
de CE, la pérdida de ARID1A promovia la activacion de los programas de EMT y la adquisicion de
propiedades metastaticas, se decidid indagar en la posibilidad de que las células de CE con
expresion de ARID1A alterada fueran capaces de promover la adquisicidon de estas capacidades
de mayor agresividad tumoral, en las células de CE de alrededor con expresion salvaje de
ARID1A. Mediante el empleo de CM vy la generacidn de co-cultivos, en el presente estudio se
demostra que las células de CE con alteraciones de ARID1A son capaces de promover la
activacion de programas de EMT y la adquisicién de capacidades migratorias e invasivas en las
células vecinas de CE con expresion salvaje de ARID1A, principalmente mediante la secrecion de
factores solubles. Sugiriendo que la pérdida de ARID1A, no solo promueve la activacién de
programas EMT y la adquisicion de capacidades migratorias e invasivas en las mismas células
que poseen alterada la expresidn de ARID1A, sino también en las células vecinas de CE con
expresion salvaje de ARID1A, mediante la promocidn de sefiales paracrinas a nivel local (figura
146).
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Figura 146. Modelo esquematico propuesto del efecto de las células de CE con ARID1A alterado,
en las células de CE vecinas con expresion salvaje de ARID1A. A) Esquema propuesto de la via de
actuacidn en células, donde la deficiencia de ARID1A en células de CE promueve la adquisicidn de
fenotipos mads agresivos en las células tumorales con expresidn normal de ARID1A de alrededor,
ademas de extrapolar los factores solubles al torrente sanguineo. Creado con BioRender.com

Los factores solubles secretados por las células tumorales, juegan un papel fundamental en las
fases mas tempranas de la cascada metastatica, favoreciendo la diseminacién e invasién local
del tumor primario. Estos factores también desempefian una funcién primordial en fases mas
avanzadas de la cascada metastatica, favoreciendo tanto la intravasacion, circulacién y
extravasacidn, como la formacién de un microambiente favorecedor del crecimiento tumoral en
los drganos distales (denominado nicho pre-metastatico) y el establecimiento de focos
metastaticos'*®. En concordancia con estas funciones, los resultados de esta tesis demuestran,
tanto a nivel in vitro como in vivo, que las células de CE con pérdida de expresion de ARID1A son
capaces de expandir la descrita sefializacidn paracrina local, a nivel distal por medio del torrente
sanguineo. Estos resultados revelan que la pérdida de ARID1A en células de CE del tumor
primario, es capaz de inducir una sefializacién paracrina al torrente sanguineo, que favorece las
capacidades invasivas y metastaticas de las células de CE con expresion conservada de ARID1A.
Sugiriendo que la extrapolacion de estas sefiales mas alla del microambiente del tumor primario,
posiblemente permitan la formaciéon de nichos pre-metastaticos en drganos secundarios,
favoreciendo asi la diseminacion metastatica de las células del tumor de CE primario.

Como ya se ha mencionado anteriormente, los tumores envuelven un ecosistema multicelular,
en donde los CAFs son las células mas comunes del componente estromal. Estos CAFs juegan un

papel fundamental en la interaccién de las células tumorales con su TME, que afecta

directamente a la heterogeneidad, progresidon y metdstasis tumoral®. Estd ampliamente
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aceptado que las células tumorales modulan directamente la activacion y funciones de los CAFs,
mediante la sefalizacién paracrina, secretando factores solubles como SHH, LIF, TGFf o IL1.
Estos CAFs, una vez activados, producen también una amplia variedad de citoquinas que, por
medio de la activacion de diversas vias de sefializacién, conducen a la activacidn de programas
de EMT vy la adquisicién de capacidades migratorias e invasivas, generdndose asi una

148149 Concretamente en el

interrelacién reciproca entre las células tumorales y los CAFs
endometrio, donde el componente estromal es muy abundante y se encuentra rodeando a las
glandulas epiteliales, las células estromales juegan un papel muy importante en el crecimiento
y diferenciacion de las células epiteliales adyacentes, tanto por contacto directo célula-células

171 por ello, teniendo en cuenta los

como por la liberacidn de factores solubles al medio
resultados previamente expuestos, se hipotetizé que los factores solubles secretados por estas
células alteradas, ademas de estar modificando las células tumorales vecinas, también podrian
estar promoviendo la activacion de las células estromales del TME. En el presente estudio se
demostra, mediante ensayos in vitro y el empleo de CM de células tumorales, que las células de
CE con alteraciones de ARID1A poseen una mayor capacidad de promover la activacion de las
células estromales endometriales. Ademds, mediante el empleo de modelos murinos
xenografos y el modelo transgénico Cre:ER”; Pten #f; Arid1a”, también se demuestra que, in vivo,
las células de CE con alteraciones de ARID1A poseen una mayor capacidad de reclutamiento y
activacion de las células estromales a CAFs, en comparacién con los tumores con expresion de
ARID1A intacta. Resultados similares son obtenidos en muestras de pacientes con CEE, avalando

asi esta hipotesis.

Los CAFs comprometen a una poblacién celular muy heterogénea, y aun no se conoce con
exactitud las funciones y propiedades exactas que presentan los diferentes subtipos o estados
de CAFs durante la tumorogénesis’. Se sabe que los CAFs son altamente pldsticos y facilmente
son capaces de adoptar muy diversas caracteristicas, pero generalizadamente han sido
postulados dos principales subtipos, o estados transcripcionales intercambiables, de CAFs. Por
un lado, los myCAFs, que se caracterizan por poseer elevadas capacidades de contractibilidad,
remodelacidn de la ECM y expresion de a-SMA; y por otro lado los iCAFs, que se caracterizan
por producir citoquinas inflamatorias pro-tumorogénicas tales como IL1, IL6 o CCL2%. Los
resultados presentados demuestran que la observada activacién estromal conduce a estados de
fenotipos CAFs intermedios entre myCAFs e iCAFs. Ya que, en ambos modelos, las células
estromales que previamente habian sido activadas por células tumorales con alteracién de
ARID1A, presentan incrementados tanto de marcadores tipicos generales de activacion estromal
(como FAP), como propiedades y marcadores caracteristicos de estos dos subtipos de CAFs. Por
un lado, se observa que estos CAFs poseen mayores capacidades de degradacién, deposicion y
contractibilidad de la ECM y tienen incrementada la expresién de marcadores como TGFj, a-
SMA o COL1, lo cual es tipico de los fenotipos de myCAF. Pero, por otro lado, estos CAFs también
muestran un incremento de marcadores tipicos de los iCAFs, como son la IL6 y la activacion de
la via NFKp. Asi, los resultados presentados demuestran que la pérdida de ARID1A en las células
tumorales de CE, promueve el reclutamiento y activacion de las células estromales a CAFs con
fenotipos plasticos mixtos.

Ademas, los resultados en esta tesis expuestos demuestran que los CAFs activados por sefiales
paracrinas inducidas por células de CE con expresién alterada de ARID1A, son capaces de seguir



manteniendo esta activacion in vitro, pese a dejar de estar en contacto con dichas células
tumorales ni con los estimulos procedentes de ellas. De tal manera, estos resultados sugieren
que, una vez activadas por las sefiales de las células tumorales, estos CAFs son capaces de
mantener un bucle de retroalimentacién positiva (por medio de sefalizacidn autocrina), que les
permite sostener ese estado de activacion fibroblastica. Ademas, estos resultados corroboran
que dicha activacidn de las ESC, desencadena también en una mayor funcién pro-tumoral por
parte de éstas. Demostrandose, que las ESC activadas por células de CE con expresion alterada
de ARID1A, poseen la capacidad de promover los programas de EMT, la migracién y la invasion
en las células tumorales vecinas de CE con expresién salvaje de ARID1A. En conjunto, estos
resultados ponen de manifiesto el importante papel que juegan los CAFs en el microambiente
tumoral de los carcinomas endometriales, promoviendo la agresividad tumoral. Muy
recientemente, resultados similares han sido descritos en otros tipos de tumores sélidos como
mama®>*172, colon'’*17# pancreas'**'’> o higado'’®. En ellos, se ha descrito que células tumorales
gue presentan una mayor malignidad dentro del tumor, por medio de senales autocrinas y
paracrinas, son capaces de regular la activacién del microambiente tumoral. Dichas sefiales
conducen a que el TME soporte el desarrollo tumoral, mediante la promocién de programas de
EMT, la metdstasis o la evasidn del sistema inmune®’.

En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que en los tumores endometriales con
alteraciones de ARID1A, existen un mayor numero de CAFs con fenotipos hibridos, que
presentan simultaneamente caracteristicas de myCAFs e iCAFs. Estos CAFs, por medio de
sefializacion paracrina, conducen a la formacidon de un nicho estromal que da soporte a la
progresion de procesos de EMT, asi como a la promocién de la migracién e invasién de las células
tumorales de alrededor (figura 147). Mientras las células tumorales emplean una gran variedad
de cambios genéticos ilicitos a la tumorogénesis, los cambios en el microambiente tumoral estan
mas conservados entre diferentes tipos tumorales, por lo que actualmente las nuevas
estrategias terapéuticas basadas en TME estdan en auge. El estudio y descubrimiento de
relevantes nuevos marcadores, asi como de dianas terapéuticas, es necesario para tratamientos
mas personalizados. Ademads, debido a la amplia funcionalidad que poseen los CAFs,
actualmente existen estrategias basadas en estos CAFs que estan siendo probadas tanto en
estudios pre-clinicos como clinicos’’. Por ello, actualmente las terapias basadas en la
“normalizacidon” de la funcién de los CAFs a fenotipos antitumorales, son de elevado interés y se
encuentran actualmente en auge’*”3. Estos hechos, junto con los resultados aqui mostrados,
sugieren que las terapias basadas en el TME podrian tener una gran importancia para el
tratamiento de los tumores con pérdida de ARID1A, y concretamente para los de CE.



DISCUSION

A)

Células Pérdida de expresion
tumorales de ARID1A

Células estromales
e%e

o0
Factores @ l

solubles

1 S N

Fibroblastos
asociados al
cancer (CAFs)

@ Reclutamiento y activacion de CAFs

Factores
solubles secretados

e®e
L4 ¢
v, I
Células Fibroblastos
estromales asociados al

cancer (CAFs)

Figura 147. Modelo esquematico propuesto del efecto de las células de CE con ARID1A alterado,
en las células estromales del TME. A) Esquema propuesto de la via de actuacion en células, donde
la deficiencia de ARID1A en células de CE promueve el reclutamiento y activacion de células
estromales de diferentes origenes, adquiriendo fenotipos CAFs que a su vez al activarse secretan
también estos factores solubles, generdndose asi un bucle de retroalimentacién positivo de
actuacién autocrina y paracrina que promociona un nicho estromal pro-tumoral, ademas de
extrapolar estas sefiales al torrente sanguineo. Creado con BioRender.com

En linea con estos resultados, en esta tesis también se demuestra que las células estromales
endometriales pueden ser activadas de igual manera, tanto por los CAFs que previamente han
sido activados por células tumorales deficientes para ARID1A, como por el plasma de los ratones
que poseen tumores endometriales deficientes para ARID1A. De tal modo, estos resultados
corroboran que la pérdida de ARID1A en las células del CE promueve la activacién y el
mantenimiento de un bucle de retroalimentacion positiva, mediante sefiales paracrinas y
autocrinas. Este bucle, no solo da lugar a la generacién y mantenimiento de un nicho estromal
pro-tumorogénico en el tumor primario, sino que también secreta factores que van al torrente
sanguineo, extrapolandose estas sefiales mas alld del tumor primario, y seguramente
promoviendo las capacidades de diseminacion de las células tumorales del tumor primario. Por
lo que, en conjunto, los presentes resultados apoyan la hipdtesis de que la perdida de ARID1A
en el tumor primario podria estar tanto promoviendo la activacion del TME a nivel local, como
extrapolando la sefializacion y favoreciendo a su vez la formacién de nichos pre-metastaticos
(figura 147).



Las citoquinas, y concretamente las quimioquinas, juegan un papel fundamental en los
mecanismos llevados a cabo durante la progresién tumoral, tanto por parte de las células
tumorales, como por el resto de células que componen el TME!® De manera que las
guimioquinas son cruciales para las cascadas de sefializacidon autocrinas y paracrinas dadas
durante la progresidn tumoral, con especial importancia en los procesos de diseminacién y
colonizacion metastatica. Por ello, el conocimiento sobre las vias de sefializacidn activadas en
cada TME puede ser de vital importancia, y el empleo de estrategias terapéuticas basadas en el
bloqueo de las vias de sefalizacion vinculadas a dichas quimioquinas esta ganando cada vez mas
atencion!®®. En base a los resultados obtenidos, que claramente indican un perfil de secrecién
de factores solubles alterado por parte de las células tumorales con alteraciéon de ARID1A, se
decidié examinar el perfil de secrecién tanto en los CM de las células de CE, como en los plasmas
de los modelos murinos y en muestras de aspirados uterinos de pacientes con CEE, con
alteracién o no de ARID1A. Los resultados obtenidos corroban que, efectivamente, la pérdida
de expresion de ARID1A promueve un aumento de la secrecidn de quimioquinas a nivel general.
Ademas, los datos mostrados en esta tesis revelan que, de entre todas las quimioquinas
analizadas, existe un destacado y significativo aumento de los niveles de la quimioquina CXCL16,
identificdndose asi a CXCL16 como un nuevo factor secretado por las células de CE con
alteraciones de ARID1A.

Ademas, los resultados presentados en esta tesis muestran que este aumento de sCXCL16,
detectado tanto a nivel local de TME como a nivel sanguineo, coincide con un aumento de los
niveles celulares de expresidn, tanto a nivel proteico como de mRNA, de CXCL16. Este aumento
de CXCL16, también coincide con un aumento de expresién de su receptor unico CXCR6 y de la
metaloproteasa asociada a la liberacion de la forma soluble de CXCL16, ADAM10. Estos
resultados se reproducen tanto en las células de CE, como en los modelos murinos y en muestras
de pacientes con CE. Ademas, los resultados obtenidos demuestran que esta sobreexpresion de
CXCL16, CXCR6 y ADAM10, se da tanto en las células tumorales como en los CAFs, sugiriendo
que el bucle de retroalimentacion positiva, previamente descrito en los TME de los tumores de
CE con alteraciones de ARID1A, podria ser inducido por la secrecidn de sCXCL16 y la consecuente
hiperactivacion del eje CXCR6/CXCL16.

Recientes estudios han demostrado la implicacién de CXCL16, y la consecuente hiperactivacion
del eje CXCR6/CXCL16, en la induccidn de nichos pre-metastaticos que facilitan la diseminacidn
de las células tumorales y formacidn de las metdstasis en érganos secundarios'”’. Por otro lado,
los niveles de CXCL16 en plasma, ya han sido indicados como un posible marcador diagndstico
o prondstico Util en algunos tipos de carcinomas sélidos como pulmdn o riidn!e. Por ello, en
este trabajo se postula a CXCL16 como una importante diana terapéutica para el tratamiento de
las pacientes con CE con mutaciones de ARID1A, con el fin de prevenir o reducir la diseminacidn
celular, asi como la formacién de focos metastaticos en érganos distales. Ademas, los resultados
aqui presentados también proponen a CXCL16 como un prometedor marcador para el
diagndstico o progresidn de los pacientes con CE con mutaciones en ARID1A.

La importante implicacion de CXCL16 y CXCR6 en los procesos de diseminacion y metastasis, ha

sido descrita en una amplia gama de tumores sélidos, tales como préstata, mama, pulmén o

3

estdmago!®®. De hecho, muy recientemente, varios estudios han determinado una sélida
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relacion entre el eje CXCR6/CXCL16 y la decidualizacién de las células estromales del endometrio
durante el embarazo. Asi, se ha visto que durante este proceso, los trofoblastos son capaces de
secretar elevadas cantidades de CXCL16 que interaccionan con las células estromales
endometriales, favoreciendo su decidualizacién'’®. Este papel descrito para CXCL16 en la
decidualizacion endometrial, que es un proceso por el cual las células estromales endometriales
sufren cambios morfoldgicos y funcionales para permitir la invasién de las células trofoblasticas
embrionarias en el Utero, soporta la hipétesis de que en el CE la sefializacidén por via CXCL16 por
parte de las células tumorales deficientes para ARID1A, pueda reclutar y promover la activacion
estromal y coordinar un TME pro-tumoral que favorezca la invasidn y diseminacion de las células
tumorales. De hecho, la funcién de CXCL16 en la activacidon de las células estromales y la
promocién de los fenotipos CAF, se encuentra sdlidamente demostrada por varios
estudiost?®72176177 |ncluso, ha sido descrito un rol fundamental en el establecimiento de nichos
pre-metastaticos para el eje CXCR6/CXCL16. Postulandose, que la secrecidon de CXCL16 llega al
drgano secundario mediante el torrente sanguineo, donde, por medio de la generacién de un
bucle de retroalimentacion positiva basada en el eje CXCR6/CXCL16, reprograma los CAFs y
favorece la diseminacién y metdastasis hasta dicho drgano secundario'’’'’°. Por ello, estas
observaciones sugieren un papel para CXCL16, como elemento central en la interconexidn entre
epitelio y estroma en los CE con alteraciones de ARID1A, clave para la progresion tumoral y
diseminacion metastatica.

Los datos presentados en esta tesis también demuestran que el empleo tanto de anticuerpos
neutralizantes contra CXCL16, como del inhibidor selectivo de CXCR6, ML-339, revierten
significativamente todos los efectos observados causados por la sefializacién de las células de
CE con alteraciones de ARID1A, tanto en las células de CE con expresién salvaje de ARID1A como
en las ESC. Asi mismo, el silenciamiento de CXCL16 mediante el empleo de shRNAs también
revertia los efectos en el TME y la diseminacidn tumoral causados por las células de CE con
alteraciones de ARID1A. Todos estos resultados avalan la idea de que, es la secrecion de CXCL16
por parte de las células de CE deficientes en ARID1A, la que por medio de la hiperactivacién de
la via CXCR6/CXCL16, promueve la activacion y generacion de un TME pro-tumorogénico capaz
de favorecer la invasién y diseminacién tumoral del CE.

Los resultados expuestos en este trabajo indican un rol en la sefializacién de la via
CXCR6/CXCL16, entre las células tumorales con expresion alterada de ARID1A vy las células
tumorales con expresidn salvaje de ARID1A, o con las células estromales contiguas. Aun asi,
debido a la clara implicacidn del resto de componentes del TME tienen sobre el desarrollo y

157, futuros estudios deberian ser realizados para acabar de establecer si otras

progresién tumora
poblaciones celulares del TME podrian tener funciones adicionales en la progresion y malignidad
de los CE con alteraciones de ARID1A. De hecho, estd descrito que una amplia gama de células
del sistema inmune presentan elevados niveles de CXCR63, e incluso recientemente Allaoui, et
al. han demostrado la implicacién de CXCL16 en la atraccidn de células mieloides, a través de la
activacion del eje CXCR6/CXCL16 en CAFs¥°, Ademas, datos preliminares no mostrados en esta
tesis, muestran la existencia de una mayor expresion de PDL1 tras la pérdida de ARID1A en las
células de CE, y que ademas los CM de estas células tumorales, promueven la polarizacidn de las
células mieloides a macrofagos de tipo M2 (pro-tumorales). Todas estas observaciones, sugieren
que ARID1A podria tener una importante implicacion en la inmunomodulaciéon tumoral,

mediante la regulacién del eje CXCR6/CXCL16. Por ello, estudios que profundicen sobre la



implicacion de ARID1A en lainmunomodulacién del TME del CE, podrian ser de gran importancia
para llevar a cabo una mejor caracterizacién de la funcién de ARID1A en el TME.

Para determinar los mecanismos moleculares implicados en las funciones bioldgicas causadas
por activacion del eje CXCR6/CXCL16, nos focalizamos principalmente en el eje ERK1/2, ya que,
ademads de haber sido demostrado en los resultados del objetivo 1 que dicha via tiene una
implicacion en la adquisicién de los fenotipos migratorios e invasivos de las células de CE con
alteraciones de ARID1A, otros estudios han demostrado que esta via posee una clara implicacién
en las funciones biolégicas causadas por CXCL16. Los resultados presentados demuestran
que, la via de las MAPK se ve incrementada bajo las sefiales del eje CXCR6/CXCL16. La via de las
MAPK tiene una estrecha y directa relacién con la modulacién y contractibilidad de los
filamentos de actina y la formacién de adhesiones focales, desencadenando por medio de la via
FAK en la acumulacién nuclear del factor YAP!!818! Recientes estudios han demostrado la
relacion entre la translocacién nuclear de YAP y la secrecién de CXCL16, por parte de células
tumorales de higado®°. Ademads, Chang et al. propusieron en 2018 que ARID1A funciona como
inhibidor de el factor pro-oncogénico YAP, de manera que la ausencia de ARID1A se traduce en
la acumulacidn nuclear de YAP®2, Teniendo en cuenta que el empleo de la via YAP por parte de
los tumores, para generacion de bucles de retroalimentacidn positiva y la estabilizacién de los
fenotipos CAFs y del TME, ya ha sido descrito con anterioridad por otros grupos!'’!8, se
hipotetizd sobre la idea de que la pérdida de ARID1A promoviese la secrecidon de CXCL16 y la
activacion de un bucle de retroalimentacidn positiva a través de la via ERK/pax-FAK-Scr/YAP
(Figura 17). Los resultados muestran que efectivamente, tanto la neutralizaciéon de CXCL16 como
la inhibicién del CXCR6, lidera una disminucién de la activacion de toda esta cascada de
sefializacion, que acababa desencadendando en la reversidn de los efectos observados, causados
por la hiperactivacion de la via CXCR6/CXCL16. Demostrandose asi un rol para CXCL16 en las
células de CE con ARID1A alterado, por el cual, a través del eje CXCR6/CXCL16 y la via molecular
ERK/pax-FAK/YAP, generan un bucle de retroalimentacion positiva que da lugar al
establecimiento de microambientes pro-tumorogénicos estables, en el CE. Resultados similares
han sido observados en tumores de mama y préstata®, demostrandose la importancia bioldgica
y clinica del eje CRXCR6/CXCL16 en la activacién de mecanismos moleculares involucrados en la
progresion tumoral del CE (figura 148).

En general, en este trabajo se demuestra que, tanto el bloqueo de CXCL16 como la inhibicion de
CXCR6, desembocan en una reversién de los fenotipos agresivos causados por las células de CE
con alteraciones de ARID1A (tanto en células tumorales con expresién salvaje de ARID1A como
en las células estromales). Por ello, en esta tesis se propone que la disrupcion del eje
CXCR6/CXCL16 podria ser una prometedora estrategia terapéutica para los tumores de CE con
mutaciones de ARID1A, que aborde a la vez tanto a las mismas células tumorales como al TME.
Sefialandose asi el eje CXCR6/CXCL16 como una putativa diana terapéutica para el CE con
mutaciones para ARID1A.
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Figura 148. Resumen grafico del modelo propuesto en el bloque de objetivos 2. A) Esquema
propuesto de las consecuencias de bloquear la actividad del eje CXCR6/CXCL16 mediante la
neutralizacién de CXCL16 o mediante la inhibicion de CXCR6, en el TME de los CE con pérdida de
ARID1A. Creado con BioRender.com
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CONCLUSIONES

) Primera

La pérdida de ARID1A per se no es suficiente para promover la iniciacién del carcinoma
endometrial.

° Segunda

La pérdida de ARID1A en un contexto oncogénico endometrial previamente establecido,
promueve el incremento de la proliferacidn celular y la evasidon apoptética, debido a la evasion
del punto de control del ciclo celular G2/M.

° Tercera

La pérdida de ARID1A en un contexto oncogénico endometrial previamente establecido,
promueve en las células epiteliales endometriales la adquisicién de fenotipos mas
mesenquimales, promoviendo un aumento de las capacidades migratorias e invasivas por medio
de la hiperactivacion de la via de las ERK/MAPK.

° Cuarta

La pérdida de ARID1A en un contexto oncogénico endometrial previamente establecido,
promueve la evasidn de la muerte apoptodtica inducida por el dafio en DNA de rotura de doble
cadena, generado por los tratamientos con etopdsido, por medio de la evasidn de la via de
deteccidn del dafio al DNA ATM/ATR.

° Quinta

La pérdida de ARID1A en un contexto oncogénico endometrial previamente establecido,
promueve el incremento de expresidn de HDACS, el cual es el responsable de la adquisicién de
programas de EMT.

° Sexta

El incremento de expresidon de HDAC6 producido en las células tumorales endometriales con
alteraciones de ARID1A es el responsable de la resistencia a la apoptosis inducida por dafio DBS
del DNA.






° Séptima

Las células de CE con alteraciones de ARID1A promueven, de manera paracrina, la adquisicidon
de programas de EMT y capacidades migratorias, invasivas y metastaticas en las células de CE
con expresion salvaje de ARID1A.

° Octava

Las células de CE con alteraciones de ARID1A promueven el reclutamiento y la activacién de
células estromales del TME endometrial modulando sus funciones pro-tumorogénicas.

° Novena

Las células de CE con alteraciones de ARID1A poseen un perfil de secrecién alterado, mostrando
una mayor secrecion de quimioquinas entre las que destaca CXCL16.

. Décima

Las células de CE con alteraciones de ARID1A poseen hiperactivado el eje CXCR6/CXCL16, y a su
vez promueven, de forma paracrona, su activacidn en las células de CE con expresién salvaje de
ARID1A.

° Undécima

El incremento de la actividad del eje CXCR6/CXCL16 es el responsable de la adquisicion de
programas de EMT y capacidades migratorias, invasivas y metastaticas en las células de CE con
expresion salvaje de ARID1A.

° Duodécima

Las células de CE con alteraciones de ARID1A poseen hiperactivado el eje CXCR6/CXCL16 y
promueven su activacion en las células estromales, generando un bucle de retroalimentacion
positiva.

° Decimotercera

El incremento de la actividad del eje CXCR6/CXCL16 es el responsable del reclutamiento y la
activacion de células estromales del TME endometrial modulando sus funciones pro-
tumorogénicas.
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