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del inglés presenilin-2
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PTEN

P21

Rb

RFA

RIP

RPLPO

RTK

RM

rm

RIP

RT-PCR

SDS

SEA

SNPs

SRs

TA

TACE

TACE

TACE

TACSTD

TAM

TARE

TBP

TC

TCF4

TEM

TEM

Abreviaturas

fosfatidilinositol-3, 4, 5-trisfosfato 3-fosfatasa

del inglés cyclin-dependent kinase inhibitor

del inglés retinoblastoma

del inglés radiofrequency ablation

protedlisis intramembrana

del inglés ribosomal protein large P 0

del inglés receptor tyrosine kinasa

resonancia magnética

revoluciones por minuto

del inglés regulated intermembrane proteolysis

del inglés reverse transcription polymerase chain reaction
dodecilsulfato sédico

del inglés sea-urchin sperm protein, enterokinase and agrin
del inglés single nucleotide polimorphisms

receptores de secretina

temperatura ambiente

del inglés TNF-alfa converting enzime

del inglés transarterial chemoembolization

del inglés tumor-necrosis-factor alpha converting enzyme
del inglés tumor-associated calcium signal transducer
macréfago infiltrante tumoral

del inglés transarterial radioembolization

del inglés TATA-binding protein

tomografia computarizada

del inglés transcription factor 4

transicién epitelio-mesénquima

del inglés tetraspanin-enriched microdomains
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TGFB
TLR4
TNFa
TNFB
TNFR1
T
TME
TPS53
TRAF6
TY

UA

VEGF
VIH
VHB
VHC

WNT

Abreviaturas

del inglés tumor growth factor beta

del inglés toll-like receptor 4

del inglés tumoral necrosis factor alfa

del inglés tumoral necrosis factor beta

del inglés tumor necrosis factor receptor 1
del inglés tight junctions

transicion mesénquima-epitelio

factor de transcripcion, proteina supresora de tumores
del inglés TNF receptor-associated factor 6
tiroglobulinas

unidades arbitrarias

voltio

del inglés vascular endothelial growth factor
virus de la inmunodeficiencia humana

virus de la hepatitis B

virus de la hepatitis C

del inglés wingless
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1. El higado

Es el érgano glandular de mayor tamafo del organismo con un peso de unos 1400 gramos en

las mujeres y 1800 gramos en los hombres (Cascales, 2008).

Tiene multiples funciones, entre las que destaca su implicacién en el metabolismo de los
carbohidratos, los lipidos y las proteinas, la sintesis de bilis y de factores de coagulacién, la
neutralizaciéon de toxinas, el almacenaje de multiples sustancias y la transformacion del

amoniaco en urea (Cascales, 2008; Sibulesky, 2013).

1.2 Anatomia hepatica

El higado estd situado en la parte superior derecha de la cavidad abdominal, detras de las
costillas, debajo del diafragma y por encima del estémago, el rifidén derecho y los intestinos.
Mide en su didmetro mayor o transverso de 20 a 22,5 cm. La zona lateral derecha,
verticalmente, mide entre 15y 17 cm y su mayor didmetro dorso-ventral es de 10 a 12,5 cm.
Tiene la forma de una cufia con la base a la derecha y el dpice a la izquierda, tiene una regién
diafragmatica convexa, extensa y relativamente lisa y otra region visceral, céncava y mas

irregular (Sibulesky, 2013).

A nivel externo, el higado estd dividido por el ligamento falciforme, que forma un Iébulo
derecho mayor y un Iébulo izquierdo mas pequeno. El ligamento falciforme une el higado con
la pared abdominal anterior. Se divide en ocho segmentos funcionales independientes, cada
uno de los cuales tiene su propio pedunculo portal, formado por una rama arterial hepatica,
una rama de la vena porta, un conducto biliar y la rama venosa hepatica que lleva el flujo de
salida. Los segmentos Il, Il y IV forman conjuntamente el I6bulo izquierdo del higado. A su vez,
el Iébulo derecho estd formado por los segmentos V y VIII (segmentos anteriores) y los
segmentos VI y VIl (segmentos posteriores). El segmento | se encuentra en la parte posterior

(Soler, 2001; Liau, 2004).
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1.3. Histologia hepatica

El tejido del parénquima hepatico estd compuesto de ldbulos unidos por un tejido areolar
extremadamente fino en el cual se ramifican los vasos sanguineos, linfaticos, biliares y los

nervios, estando todo el conjunto revestido por una tunica fibrosa y una serosa.

La histologia del higado consiste en la repeticién de una estructura basica denominada lobulillo
hepatico. Los lobulillos suelen estar separados entre si por tejido conectivo. Tienen forma de
prisma poligonal que mide de 1 a 2 mm de didmetro. En secciones transversales tiene una
forma aproximada de hexagono con una vena central. En los vértices del hexagono, entre
lobulillos contiguos, se encuentran los espacios portales formados por tejido conectivo y por
las triadas portales. Los vasos portales y la vena central se comunican gracias a capilares que
discurren entre los hepatocitos denominados capilares sinusoidales, cuya pared esta
compuesta por una capa discontinua de células endoteliales fenestradas que carecen de
membrana basal. Estos capilares discurren de forma radial, recogen el fluido de las venas
portas y arterias de los vértices, ademas de la secrecién endocrina de los hepatocitos, y
confluyen en el centro del lobulillo para liberar su contenido en la vena centrolobulillar. La
confluencia de las venas centrolobulillares da lugar a las venas hepdticas que finalmente

drenan en la vena cava inferior (Megias, 2013).
El higado presenta la siguiente composicion celular:

- Células parenquimaticas: son los hepatocitos, células epiteliales que constituyen el
80% del tejido hepatico. Son células de forma poliédrica. En su interior se encuentran
uno o dos nucleos. Si tienen solo un nldcleo, éstos suelen ser poliploides. En el
citoplasma de estas células encontramos un elevado numero de mitocondrias y
un reticulo endoplasmatico prominente. Tienen inclusiones de glucégeno vy
ocasionalmente de grasa en su citoplasma. Son las células hepaticas las encargadas de
la sintesis proteica, de la gluconeogénesis y glucogenolisis, de la sintesis de la bilis y del

metabolismo de muchas toxinas (Gomes, 2013).

- Células no parenquimaticas
o Células sinusoidales:

= (Células endoteliales: Son las células que tapizan la superficie del

sinusoide. Estas células endoteliales difieren de las que se encuentran

en el endotelio vascular del resto del organismo porque carecen de
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membrana basal y disponen de fenestras (Cascales, 2008; Gomes,

2013).

= Células perisinusoidales

e (Células de Kupffer: son células fagociticas hepaticas situadas a
lo largo del sinusoide hepatico.

e (Células de Ito: se localizan en el espacio perisinusoidal de
Disse (estrecho espacio perisinusoidal que se encuentra entre
la pared de los sinusoides y las laminas de hepatocitos,
ocupado por una red de fibras reticulares vy plasma
sanguineo que bafia la superficie de los hepatocitos) (Cascales,
2008).

e (Células Pit o trampa: son de estirpe linfoide, tipo “natural
killer” (NK). Son linfocitos situados en la luz del sinusoide
hepatico, préximas a las células endoteliales y a las células de

Kuppfer (Peng, 2016).

Células ductulares: son células caracterizadas por un fenotipo intermedio
entre los hepatocitos y las células que constituyen el epitelio biliar y que

pueden diferenciarse a hepatocitos (Sirica, 1995).

Células conjuntivas: son las células que participan de la cohesion de los
diferentes elementos hepaticos y conforman el medio en el que se distribuyen

los nervios, los conductos biliares y los vasos sanguineos hepaticos.

Colangiocitos: son células epiteliales que constituyen entre el 3 y el 5% del
total de las células hepaticas. Son las células que forman los epitelios de los
conductos biliares (Kanno, 2000) y tienen un papel importante en la
composicion de la bilis ya que a medida que ésta viaja por los conductos
biliares, los colangiocitos segregan o absorben agua, electrolitos y otros
solutos organicos (Alpin, 1988; Glaser, 2009). Cabe destacar la heterogeneidad
existente, asi, aquellos colangiocitos que forman parte de los conductos
biliares cuyo didmetro supera las 15 micras son células grandes y con una
estructura columnar, mientras que los que constituyen las vias biliares mas

pequefias son células de menor tamafio (Schaffner, 1961; Steiner, 1961;
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Benedetti, 1996) y cuboideas con muy poco citoplasma (Yong, 2016). A estos
dos tipos de colangiocitos que forman los conductos biliares se les ha de
afiadir las células progenitoras situadas en las glandulas peribiliares y que

pueden diferenciarse a colangiocitos (Cardinale, 2011: Carpino, 2012).

El 80% del volumen hepatico esta formado por los diferentes tipos celulares y el 20% restante
corresponde a los espacios extracelulares y a la matriz extracelular (MEC). Esta se situa en el
espacio porta, en continuidad con el tejido conjuntivo de la cdpsula de Glisson, en el espacio
de Disse perisinusoidal y en las venas centrolobulillares y estd compuesta de colageno,
proteoglicanos y glicoproteinas. Es el sostén para las células parenquimaticas, refuerza la
arquitectura del érgano y hace posible el intercambio de moléculas entre los hepatocitos, lo
que resulta fundamental para el mantenimiento de las funciones diferenciadas de todas las

células residentes en el higado (Cequera, 2014).

La interaccidén existente entre los diferentes tipos celulares y la MEC es esencial para el
mantenimiento de la homeostasia. Esta interaccion es extremadamente compleja y fragil y
representa un papel fundamental en la fibrosis y en la oncogénesis hepatica (Rojkind, 1994;

Blanc, 2002).

1.4. Dafio y regeneracion hepatica

El higado se caracteriza por poseer una notable capacidad de proliferar y autorregenerarse
(Michalopoulos, 1997.) En la situacion de dafio hepatico leve o moderado la regeneracion es
llevada a cabo por los hepatocitos maduros independientemente de la existencia de células
progenitoras (Michalopoulos 1997; Oertel, 2008). Sin embargo, cuando el dafio hepatico es
demasiado extenso y el nimero de hepatocitos maduros residuales no es suficiente como para
producir la regeneracion, o bien cuando su proliferacién estd inhibida, como ocurre en
presencia de carcindgenos, hepatotoxinas o infecciones virales, la regeneracién hepdtica
depende de la activacion de células progenitoras multipotenciales, que dan origen a los
hepatoblastos, células bipotenciales (Faris, 2001; Lorenti, 2001). Estas tienen capacidad
clonogénica y son capaces de generar los dos tipos de células principales del higado:
hepatocitos y colangiocitos (Dabeva, 1993; Fausto, 1994). Los hepatoblastos expresan una
variedad de marcadores, muchos de ellos compartidos con las células progenitoras

hematopoyéticas (CD117/c-kit, CD133 y CD90), con los colangiocitos (citoqueratina 19 (CK19),
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dipeptidilpeptidasa IV) y con los hepatocitos (albumina, glucosa-6-fosfatasa y al-antitripsina)
(Grompe, 2001). Durante la regeneracidén hepatica, los hepatoblastos se originan en la region
periportal (alrededor de los canales de Hering) e invaden el parénquima por completo, dando
lugar a hepatocitos maduros como producto de su diferenciacion (Lemire, 1991; Kim, 2004). La
regeneracion hepatica recapitula muchos de los eventos que caracterizan el proceso de
organogénesis, desde los cambios observados en la arquitectura hepatica (Papp, 2009) hasta el

perfil de expresion de genes (Jochheim-Richter, 2006; Nakatsuka, 2007).

1.5. Fibrosis y cirrosis hepatica

La fibrosis es una respuesta del higado a la lesion crénica producida por diversas agresiones,
como enfermedades metabdlicas, infecciones virales, abuso en la ingesta de alcohol o drogas,

o enfermedad autoinmune que provoca dafio o anormalidades congénitas (Cequera, 2014).

Es la acumulacidn de cicatrices fibrosas y duras en el higado. Pero hasta llegar a este punto es
necesaria una sucesién de eventos que empiezan con un dafio hepdtico por cualquiera de las
causas mencionadas. Este proceso hace que los hepatocitos sufran daflos o mueran, momento
en que se activa el sistema inmunolégico haciendo que el proceso de reparacidon entre en
escena, induciéndose la liberacién de citocinas, factores de crecimiento y otras sustancias
guimicas por parte de las células inmunitarias. Estos mensajeros quimicos, producidos en parte
por las células de Kuppfer, activan las células de Ito que comienzan a producir colageno,
glicoproteinas y proteoglicanos. Todas estas sustancias tienden a reparar, como si de una

cicatrizacion se tratara, las zonas dafiadas por la muerte de las células hepaticas afectadas.

Todos estos elementos se depositan en el higado, provocando la acumulacién de MEC. Al
mismo tiempo se altera el proceso de descomposicién o degradacién del colageno. En un
tejido sano, existe equilibrio entre la sintesis (fibrogénesis) y la degradacién (fibrolisis) del
tejido matricial. La fibrosis aparece cuando se altera ese equilibrio, es decir, cuando el tejido se
acumula a un ritmo mas rapido del que puede ser degradado y eliminado por el higado. Asi, en
el higado fibrdtico, los componentes de la MEC son similares a los presentes en el higado
normal pero en mayor cantidad. La estructura normal de la matriz presente en el espacio
subendotelial se transforma en una matriz de tipo intersticial con alto contenido fibroso. El
componente proteico se deposita inicialmente en el espacio porta o en la vena central,

conduciendo al desarrollo de conexiones fibrosas entre las estructuras vasculares, seguidas de
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la pérdida de fenestras en el endotelio sinusoidal, hecho que altera la arquitectura hepatica y
se forman ndédulos de regeneracidon hepatica, caracteristicos de la cirrosis, siendo ésta el
estadio final de todas las enfermedades hepdticas crénicas progresivas (Friedman, 2008;
Leeue, 2011). Ademas se produce la pérdida de las microvellosidades de los hepatocitos,
hecho que todavia expande mds la MEC e irrumpe en la vascularizacion normal del higado.
Todo ello contribuye al deterioro de la funcién del érgano y favorece la progresién hacia un

drgano cirrdtico (Friedman, 2000) (Fig. 1).

Figura 1: Progresion de la enfermedad hepatica. Higado sano, fibrético y cirrético (Pellicoro, 2014)

En el pasado se consideraba que la cirrosis nunca era reversible, sin embargo, desde hace una
década el concepto de cirrosis ha pasado de ser un estadio estatico a un proceso dindamico.
Actualmente se conoce que cuando se elimina la agresion fundamental que ha producido la
cirrosis, existe cierto grado de regresion de la fibrosis (Friedman, 2006; Garcia-Tsao, 2010;

Trautwein, 2015).

Las complicaciones de la cirrosis son las mismas, independientemente de la causa. La cirrosis
cursa en dos fases distintas: cirrosis compensada y descompensada. Los pacientes con cirrosis
compensada suelen ser asintomaticos y presentan una supervivencia a 5 afios superior al 90%.
Sin embargo, los pacientes con cirrosis descompensada presentan una funciéon hepatica
comprometida, trastornos en la circulacién con aumento de la presidén portal (presion de la
sangre en el territorio portal, en las venas abdominales). Este aumento puede causar la
aparicion de varices esofdgicas y retencidon de agua con edemas en miembros inferiores y
ascitis (acumulacion de liquido en el abdomen), asi como ictericia o encefalopatia hepatica

(Tsochatzis, 2014).

La edad de aparicion se sitla en torno a los 40 o 50 afios, aunque también se han descrito
casos infantiles y no es excepcional que un paciente sea cirrético durante muchos afios sin
sintomatologia (Garcia Buey, 2012). Es una enfermedad mas frecuente en el sexo masculino,
probablemente porque la infeccidén por los virus y el alcoholismo son mads frecuentes en el
varon (Askgaard, 2015). Aproximadamente el 90% de las causas de cirrosis hepatica en paises
occidentales son el abuso de alcohol, “non-alcoholic steatohepatitis” (NASH) y la infeccion
virica crénica (Lefton, 2009). La cirrosis es la causa principal del desarrollo de un carcinoma

hepatocelular (CHC), el tipo de cancer de higado mas frecuente (Forner, 2016).
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1.6. Tumores hepaticos malignos

Existen varios tipos de cancer de higado originados en los diferentes tipos celulares que

conforman el érgano y cuya incidencia en la poblacién es muy distinta:

- Carcinoma fibrolamelar: tumor maligno que representa alrededor del 1% de los
tumores hepaticos. Afecta principalmente a adolescentes y adultos jovenes y se
presenta como una masa tumoral hepatica uUnica, frecuentemente de gran tamafio, no
asociada a cirrosis y rodeada de una cdpsula fibrosa. Su diseminacidon es

preferentemente a través de metastasis linfaticas regionales (Berman, 1988).

- Hepatoblastoma: Es un tumor hepatico maligno raro originado a partir de células
precursoras hepaticas que afecta principalmente a bebés y nifios hasta los tres afios.
Puede estar asociado al sindrome de Wiedemann-Beckwit, a la poliposis adenomatosa

familiar y al sindrome alcohdélico-fetal (DeBaun, 1998).

- Angiosarcoma: Tumor maligno originado en el endotelio vascular. Ademas de aparecer
en los vasos hepdticos, también puede hacerlo en otros 6rganos. Representa el 1 % del
total de tumores hepaticos malignos y su origen en la mayoria de los casos es
desconocido, aunque se ha asociado a exposiciones a radiacion y a sustancias
carcinogénicas (Molina, 2012). Se presenta como una masa abdominal con signos y

sintomas inespecificos y con muy mal prondstico (Almogi, 2004).

- Colangiocarcinoma: Cancer en las vias biliares. Es el segundo cancer de higado mas
frecuente con un porcentaje de entre el 10 y el 20 % de los tumores hepaticos
malignos diagnosticados. Surge a partir de la transformacién maligna de los
colangiocitos de los conductos biliares. La mayoria de los pacientes no presentan
ninguna enfermedad de base ni existen factores de riesgo asociados (Bridgewater,
2014). Puede aparecer en la vias biliares intra y extrahepdticas (Moeni, 2015), siendo
el de las vias intrahepaticas el que ha despertado mayor interés debido al aumento de

sus tasas de incidencia y mortalidad (Bridgewater, 2014; Njei, 2014).

- Carcinoma hepatocelular: Es el cdncer de higado mas frecuente, constituyendo el 90%
del total de canceres hepaticos diagnosticados (Forner, 2016). Aparece en el contexto
de enfermedad hepdtica crénica (Friemel, 2015). Aunque la secuencia de eventos

moleculares que conducen a la carcinogénesis no se conoce exactamente, si que se
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sabe que el CHC resulta de un conjunto de alteraciones genéticas que tienen lugar en
células progenitoras y/o en hepatocitos maduros, lo que permite la transformacidn

maligna de un higado cirrético (Llovet, 2008; Zucman-Rossi, 2015).

2. Carcinoma Hepatocelular (CHC)

2.1. Etiologia

El CHC es la tercera causa de muerte por cancer y la decimosexta causa de muerte a nivel
mundial (Naghavi, 2014; Forner, 2016). Es la sexta neoplasia con mayor incidencia y constituye
el 90% de los canceres de higado. Afecta casi exclusivamente a individuos con enfermedad
hepatica crénica que han desarrollado cirrosis, siendo este tipo de cancer la principal causa de

muerte en esta poblacion (Forner, 2016).

El CHC tiene una distribucion mundial muy heterogénea relacionada con la prevalencia de los
factores de riesgo asociados al desarrollo de la enfermedad. Su mayor incidencia se encuentra
en el sureste asiatico y Africa Subsahariana debido al virus de la hepatitis B (VHB), asociado o
no a aflatoxinas, unos metabolitos secundarios tdxicos producidos principalmente por
Aspergillus flavus (hongo que se encuentra en los cultivos de cereales como el arroz y que
produce mutaciones en el gen supresor de tumores TP53). En regiones con bajo consumo de
aflatoxinas y baja prevalencia de infeccidn por el VHB (Estados Unidos o Gran Bretafia) las
tasas de mutaciones de TP53 son extremadamente bajas. La incidencia excede los 15 casos /

100000 habitantes / afio (http://globocan.iarc.fr/Pages/fact sheets population.aspx).

En el sur de Europa, incluyendo Espafia, la incidencia se sitla entre los 5-10 casos / 100000
habitantes / afio, mientras que la menor incidencia se encuentra en el norte de Europa y
América con 5 casos / 100000 habitantes / afio (Bosch, 2004; El-Serag, 2011), donde el virus de

la hepatitis C (VHC) y el alcoholismo desempefian un papel predominante (Morgan, 2004).

En los ultimos afios se han detectado cambios epidemioldgicos en diversas areas (Nordenstedt,
2010; Welzel, 2013) debido a la implementacién universal de la vacuna contra VHB (Chang,
1997; Chang, 2016) hecho que ha comportado una menor incidencia de la enfermedad en las
regiones afectadas por VHB. Contrariamente, la incidencia de CHC ha incrementado en el
Reino Unido, Canada y Estados Unidos debido a la diseminacién de la infeccién crénica por

VHC (Khan, 2002; elSaadany, 2001; El-Serag, 2012). En Espafia, el VHC es el mayor factor de
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riesgo asociado al desarrollo de CHC y existen datos que indican una mayor incidencia en los

ultimos afios (Ribes, 2004; Bosetti, 2008).

La edad de aparicidn habitual en las zonas de baja incidencia es en la edad madura (60 afos), y
en el adulto joven en las areas de alto riesgo. La incidencia es mas alta en los varones; 3
varones por cada mujer en areas de bajo riesgo, y 7 varones por cada mujer en zonas de alto

riesgo (Www.seom.org).

2.2. Dimorfismo sexual

La incidencia de CHC es mayor en hombres que en mujeres (Clocchiatti, 2016). Pese a que
inicialmente se pensaba que dicha diferencia era debida a los distintos habitos de vida, se ha
visto que existen otros factores para explicar este dimorfismo (Siegel, 2015; Torre, 2015). Los
receptores de andrégenos (AR) y estrogenos (ER) contribuyen de manera antagonista al
desarrollo del CHC: las sefiales mediadas por AR estimulan la proliferacién y el metabolismo de
nucledtidos y aminoacidos, mientras que ER ejercen el efecto contrario. Esta accién opuesta
estd controlada por la familia de factores de transcripcion FOX (Li, 2012). Estos factores de
transcripcion regularan unos u otros genes dependiendo de si contactan con ER o AR (Li, 2009).
Asi, ER junto con FOX1/2 confiere proteccién respecto al desarrollo del CHC mediante la
reduccién de la produccién de mediadores inflamatorios como IL6 y la inhibicién de Ia
proliferacidn celular por represion de la transcripcion de MYC (Naugler, 2007; Li, 2009). Sin

embargo, cuando son AR los que contactan con FOX1/2 se estimula este proceso (Li, 2012).

(Fig. 2).
Andrdégenos Estrégenos
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Figura 2: Papel de FOX1/2 en la heatocarcinogénesis dependiendo de si contactan con AR o ER.
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Los efectos de los estrogenos en el higado también pueden regularse por su accion sobre el eje
hipotaldmico-pituitario-gonadal que controla la secrecién hormonal (Yamamoto, 1993; Matic,
2013). Asi, los estrogenos en las mujeres pueden modular la sefializacion de la hormona del
crecimiento (GH) que se libera en menor cantidad pero con mayor frecuencia que en los
hombres (Kerrigan, 1992; Baik, 2011), lo que permite a GH en el higado inducir un patrén de
expresidon génica especifico en cada sexo (Mode, 2006). El efecto de GH sobre la regulacion
génica estd mediado por el factor de transcripcion STAT5 (Mueller, 2011). La activacion de
STATS protege a los hepatocitos del dafio hepatico y la transformacidon maligna, lo que supone
otra causa del dimorfismo sexual en el CHC (Mueller, 2011). Esta descrito el efecto de STATS
sobre el metabolismo lipidico: mutaciones en el receptor de GH vy la sefializacién alterada de
STATS se relacionan con esteatosis hepatica (Fan, 2009). La expresion aberrante de STATS
induce fibrosis y promueve CHC debido a la desregulacion en la expresidn de genes encargados

de regular la progresion del ciclo celular (Hosui, 2009).

La menor susceptibilidad de las mujeres a padecer CHC también estd controlada por Ia
secrecién de prolactina (PRL) que estd controlada por los estrégenos (Yamamoto, 1995;
Hartwell, 2014). PRL protege a las mujeres de la tumorogénesis hepatica limitando la
inflamacién, mientras que en los hombres existe una mayor induccién de inflamacién ante el
dafio celular (Hartwell, 2014), lo que supone un factor de riesgo para el desarrollo del CHC.
Concretamente, el estimulo de PRL en las células hepaticas suprime la respuesta del receptor
de Interleucinal (IL-1R), “toll-like receptor 4” (TLR4) y “tumor necrosis factor receptor 1”
(TNFR1) debido a la degradacidon de proteinas adaptadoras como TNF receptor-associated
factor 6 (TRAF6), lo que acaba suprimiendo la activacién de c-MYC vy la proliferacion celular

(Hartwell, 2014).

También existen diferencias genéticas entre ambos sexos debidas a genes localizados en los
cromosomas X e Y. La activacion del gen TSPY localizado en el cromosoma Y o el silenciamiento
del gen TSPX situado en el cromosoma X contribuyen al inicio y a la progresion del CHC. Asi,
alteraciones en la expresion de genes especificos de estos cromosomas tienen un efecto

protector o inductor respecto al CHC (Kido, 2014; Kido, 2015; Clocchiatti, 2016) (Fig. 3).
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Figura 3: Causas de dimorfismo sexual en el desarrollo de CHC (Clocchiatti, 2016).

2.3. Factores de riesgo

El riesgo de padecer CHC se adquiere al establecerse la cirrosis hepatica, asociada a procesos
inflamatorios, necréticos y regenerativos que dafan el higado a nivel estructural y molecular.
Por tanto, cualquier enfermedad que pueda dar lugar a dafio hepdtico como hemocromatosis
hereditaria, cirrosis biliar primaria, hepatitis autoinmune, infeccién por VHB y VHC, diabetes
mellitus (Adami, 1996; El-Serag, 2004; Schlesinger, 2009), alcoholismo, factores asociados con
el sindrome metabdlico (Powell, 1990; Ratziu, 2002; Calle, 2003; Regimbeau, 2004; Dyson,
2014) y tabaquismo se asocian con un incremento de la muerte asociada a CHC. Ademas, la
coinfeccién por virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) en pacientes afectados por
infeccion crénica de VHB o VHC comporta una progresion mas rapida de la enfermedad
hepatica, incrementando la incidencia del CHC (MacDonald, 2008; Salmon-Ceront, 2009;

lannou, 2013; Merchante, 2014).

- Infeccién por VHB:

En las areas de alta incidencia de VHB la infeccion se transmite predominantemente de la
madre a los recién nacidos y en cerca del 90% de los casos la infeccion se cronifica. En las areas
de baja incidencia, la infeccidn es adquirida a través de via sexual y/o parenteral y en el 90% de

los casos las infecciones agudas se resuelven espontaneamente (Castells, 2006).

La infeccidn crdénica por el VHB produce una serie de efectos sobre el metabolismo celular que
condicionan el desarrollo de un CHC. La necrosis de los hepatocitos ocasionada por la
persistencia de la replicacion del VHB induce una respuesta inflamatoria con la sintesis por
parte de las células del sistema mononuclear fagocitico de citoquinas que estimulan Ia

proliferacion de los hepatocitos (Brechot, 2000; Brechot, 2004). Esta proliferacién celular,
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asociada a una mayor expresion de ciclina A1 (CCNA1) (Zhang, 2002) favorece alteraciones en
el ciclo celular, la reparacion de las cuales puede condicionar la aparicion de mutaciones o
reordenamientos cromosdémicos que pueden llegar a ser determinantes en la transformacion
neoplasica. A pesar de que la mayoria de los CHC se presentan sobre un higado cirrético, en los
casos de CHC relacionados con la infeccidn crénica por el VHB, y a diferencia de lo que sucede
con la infeccion crénica por el VHC, este hecho no siempre se cumple y el tumor puede

presentarse sobre una hepatitis crénica (Castells, 2006).

- Infeccion por VHC:

Algunas de las infecciones por VHC tienen remisidon espontdnea pero la mayoria cronifican
dando lugar a una cirrosis hepatica que puede acabar desembocando en CHC (Kamal, 2008).
Esto es debido a que VHC induce inflamacion hepatica, fibrosis, promueve la transformacién
maligna de las células infectadas y tiene un efecto oncogénico directo (Lemon, 2012; Mittal,

2013).

El VHC es la causa mas comun de la enfermedad hepatica crénica en Estados Unidos, Australia
y Europa, convirtiéndose en el principal motivo de trasplante hepatico en estas regiones
(Thimme, 2001). La hepatitis crénica y la cirrosis constituyen las principales lesiones
preneoplasicas de la mayoria de CHC, tanto es asi que el riesgo de padecer CHC en pacientes
infectados por VHC es 17 veces mayor comparado con pacientes sin la infeccién (Donato,

2002; El-Serag, 2002).

- Alcoholismo:
Segln la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades hepaticas son
responsables del 70% de las muertes asociadas al alcohol (Sheron, 2011). Su ingesta produce
dafio hepdtico a través de endotoxinas, estrés oxidativo e inflamacién (Sherman, 2002;

Testino, 2013).

A pesar de que la ingesta alcohdélica incrementa el riesgo de padecer CHC debido al desarrollo
de cirrosis, no existen evidencias de que el alcohol por si solo tenga efecto carcinogénico.
Actua en sinergia VHB y VHC acelerando el proceso fibrético y la progresién a cirrosis (Mittal,

2014).
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- Sindrome metabdlico y diabetes mellitus (DM):

Es un conjunto de condiciones fisiologicas tales como aumento de la presidon sanguinea,
resistencia a la insulina, grasa abdominal, elevados niveles de colesterol y triglicéridos, estrés
oxidativo, inflamacién y diabetes mellitus (DM), caracterizada por elevados niveles de glucosa
en sangre debido a un defecto en a produccidn de insulina o a una resistencia a ella (Piero,

2014). Este sindrome lleva asociada la afectacién del higado (EASL-EASD—EASO, 2016).

Esa situacidn favorece la evolucion de la enfermedad hepatica. Inicialmente se presentan
deposiciones de grasa en el higado (Shaker, 2014; Rinella, 2015) que pueden derivar en NASH,
siendo ésta la causa de enfermedades hepdticas cronicas tales como cirrosis y, en ultimo

término CHC (Baffy, 2012; Christopher, 2015).

- Tabaquismo:

El tabaco causa efectos adversos en drganos que no tienen contacto directo con el humo,

como el higado (El-Zayad, 2006). Es en este 6rgano donde ejerce tres tipos de efectos:

- Efectos toxicos: las sustancias quimicas que contiene el tabaco tienen
potencial citotdxico e inducen estrés oxidativo, lo que promueve la
activacion de las células de Ito y el desarrollo de la fibrosis hepatica

(Watanabe, 1995; Husain, 2001).

- Efectos inmunoldgicos: el tabaco afecta a la respuesta celular y
humoral (Sopori, 1998). La nicotina bloquea la proliferacion
linfocitaria y la diferenciacion (Geng, 1996; Moszczynski, 2001),
induce apoptosis linfocitaria, promueve la expresién de linfocito
citotoxicos T CD8+ y disminuye la de linfocitos T CD4+ (Moszczynsk,

2001).

- Efectos oncogénicos: el tabaco contiene sustancias quimicas nocivas,
tales como hidrocarburos, nitrosamina y cloro (Helen, 1997; Wang,
1998) ademas de carcindgenos (Maser, 2004; Grando, 2014).

El tabaco se ha asociado a enfermedades hepaticas y es un factor
independiente causante de NASH (Hamabe, 2011). Se considera un
cofactor junto a VHB y VHC en la hepatocarcinogénesis (Alberti,

1999).
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- Hemocromatosis hereditaria (HH):

Es un grupo de enfermedades de origen genético caracterizadas por una acumulacion excesiva

de hierro en los tejidos (Pietrangelo, 2010).

En este tipo de enfermedades se sobrepasa la capacidad de los hepatocitos de secuestrar el
hierro, por lo que se acumulan iones metdlicos en el citoplasma de los hepatocitos, las células
de Kupffer y el epitelio biliar. Esto produce dafio en la estructura y la funcién hepatica,
derivando hacia un higado fibrdtico, cirrdtico v, si el proceso continla, acaba desarrollandose

CHC (Bradbear, 1985).

- Cirrosis biliar primaria (CBP):

Es una enfermedad autoinmune colestdsica en la que hay una inflamaciéon crénica
caracterizada por la destruccién de los conductos biliares intrahepaticos, inflamacion portal y
progresiva fibrosis y cirrosis, hecho que puede acabar conduciendo al desarrollo de CHC

(Prince, 2003; Rudic, 2012; Trivedi, 2016).

2.4. Hepatocarcinogénesis

Hay autores que proponen el proceso tumoral como una alteracion celular que comporta seis
consecuencias celulares basicas: autosuficiencia de sefales de crecimiento, insensibilidad a las
sefales pro-apoptéticas, capacidad de evadir la apoptosis, potencial replicativo ilimitado,
capacidad de mantener la angiogénesis y capacidad de invadir y metastatizar. En el caso del
CHC este proceso se denomina hepatocarcinogénesis y tienen lugar en las células hepaticas

(Hanaha, 2000).

El CHC ocurre como consecuencia de alteraciones celulares complejas y de exposiciones
ambientales a carcindgenos y a virus que provocan el desarrollo de una enfermedad hepatica
cronica, lo que supone un primer estadio pre-neoplasico sobre el que se desarrollan la mayoria

de los CHC.

Durante la hepatocarcinogénesis que tiene lugar sobre higado cirrético aparecen nédulos de
regeneracion (lesiones formadas por células hepdticas normales proliferativas rodeadas de
estroma fibroso) que se caracterizan por una evolucién hacia nddulos displasicos,

considerados lesiones premalignas (Zucman-Rossi, 2015).
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Generalmente, los nddulos displasicos oscilan entre 1 y 3 cm y se definen como ndédulos de
regeneracion que contienen células atipicas con elevada condensacién nuclear e irrigacion con
arteriolas y capilares sin signos histolégicos de malignidad. Estos nédulos displasicos se dividen
en dos grupos, los de bajo grado o “low-grade dysplasic nodules” (LGDN) y de alto grado o
“high-grade dysplasic nodules” (HGDN). Los LGDN presentan una arquitectura y un perfil
vascular hepaticos normales y tienen caracteristicas citoldgicas con muy bajo potencial de
malignizacidn y una progresion muy lenta hacia un CHC. Sin embargo, los HGDN tienen
cambios en la arquitectura celular, atipias citoldgicas e histolégicas, tienen una capilarizacién
sinusoidal y por arterias y progresan hacia un CHC mas frecuentemente que un LGDN (Paradis,

2013; Quaia, 2013).

El prondstico del CHC depende de factores asociados al estadio tumoral, al grado de disfuciéon
hepdtica y a la presencia de sintomas relacionados con neoplasia. Existen diferentes sistemas
de estadiaje del CHC, siendo el sistema de estadiaje BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer) el mas
usado en nuestro medio y aceptado en las guias de manejo clinico del CHC europeas (EASL-
EORTC, 2012) y espafiolas (Forner, 2016). Segun esta clasificacion existen cinco estadios

tumorales distintos:

Estadio muy temprano, BCLC 0: un nddulo inferior a 2 cm y funcién hepatica

conservada.

- Estadio temprano, BCLC A: pacientes con un Unico nédulo menor de 5 cm o hasta tres
nodulos menores de 3 cm y funcion hepatica conservada.

- Estadio intermedio, BCLC B: pacientes asintomaticos con tumores grandes o aquellos
multinodulares que sobrepasen los criterios definidos en el estadio inicial, en ausencia
de invasion vascular/extrahepatica.

- Estadio avanzado, BCLC C: pacientes con funcién hepatica relativamente conservada
que presentan un CHC con invasién vascular y/o extrahepdtica y/o presentan
sintomatologia leve relacionada con su neoplasia.

- Estadio terminal, BCLC D: pacientes con funcién hepatica muy deteriorada con

marcado deterioro del estado general (Forner, 2010; Mazzocoli, 2016).

La incidencia de alteraciones genéticas en el CHC es muy baja y se limita a unos pocos genes
(Nishida, 2011). Estos son principalmente TP53, beta-catenina (CTNNB1), telomerasa (TERT) y
Axina 1 (AXIN1) (Niu, 2016), aunque también se han descrito mutaciones en genes
relacionados con remodelado de la cromatina, estrés oxidativo, sefializacion de la via de

RAS/MAPK vy activadores de la transcripcién génica (Fujimoto, 2012; Guichard, 2012; Kan,
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2013; Kawai-Kitahata, 2016). Sin embargo, estos genes estdan mutados en menos del 10% de
los CHCs. La alteracion en el promotor TERT se ha descrito como la mutacidn mas frecuente en
CHC vy ya se detecta mutado en lesiones cirrdticas preneoplasicas (Nault, 2013; Nault, 2014).
Mutaciones en TP53, CTNNB1 y TERT tienen efectos aditivos en el desarrollo del CHC y se
considera que son los “drivers” que promueven la proliferacion y la invasion (Kan, 2013). Pese
a que existen otros genes alterados como MDM?2, IL6ST o ARID1A (Kan, 2013) asociados al
desarrollo del CHC, estos son considerados “passengers” y estan alterados en un porcentaje

muy bajo de CHCs (Vogelstein, 2013).

Como consecuencia de estas alteraciones, varias cascadas de sefalizacién relacionadas con la
supervivencia y la proliferacién celular se encuentran activadas. En mas del 50% de los CHC la
sefializacion de “epithelial growth factor receptor” (EGFR) y de Ras estd activa (Villanueva,
2007), mientras que la via de mTOR esta alterada en el 50% de los casos debido a la inhibicion
del gen supresor de tumores fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN) o a
mutaciones en fosfoinositol 3-quinasas (P/3K) (Sahin, 2004; Villanueva, 2008). Existe activacion
del “insulin-like growth factor receptor 1” (IGF1R) en el 20% de los CHC en estadio temprano y
una desregulacion de la via de “hepatocyte growth factor” (HGF) y de “hepatocyte growth

factor receptor” (c-MET o HGFR) (Villanueva, 2007).

La via de ”"Wingless” (WNT) esta activa en un tercio de los CHC como consecuencia de
mutaciones en el factor de transcripcion CTNNB1, sobreexpresién de receptores de WNT o
desregulacion de E-Cadherina (CDH1). Ademas, el CHC es un tumor muy vascularizado, por lo
gue es necesario una gran actividad angiogénica mediada por “vascular endotelial growth
factor” (VEGF), “angiopoietin” (ANGTP2) y “fibroblast growth factor” (FGF) (Farazi, 2006;
Villanueva, 2007).

2.5. Criterios diagndsticos de CHC

El CHC puede diagnosticarse mediante técnicas de inmunohistoquimica a partir de una biopsia
o0 por técnicas radiolégicas no invasivas. El diagnéstico radiolégico mediante técnicas de
imagen dindamicas (tomografia computarizada (TC) y resonancia magnética (RM) con contraste)
se basa en la irrigacién exclusivamente arterial del CHC comparada con la irrigacion mixta
portal y arterial del parénquima hepdtico. Este fendmeno justifica el patron radiolégico
especifico del CHC caracterizado por una intensa captacidon de contraste en la fase arterial

seguido de un lavado del contraste en la fase portal y tardia (“washout”). La presencia de este
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patrén radioldgico en un nédulo hepatico detectado sobre un higado con hepatopatia crénica
permite el diagndstico concluyente de CHC sin necesidad de obtener confirmacién histoldgica
(Bruix 2011; EASL-EORTC 2012; Forner 2016). La alta especificidad de este criterio diagndstico
no invasivo ha sido confirmada prospectivamente por diferentes autores (Forner, 2008;

Sangiovanni, 2010; Khalili, 2011).

En un numero relevante de casos, particularmente en lesiones pequefas, el diagndstico de
CHC no es posible con técnicas de imagen ya que el diagndstico se realiza en base a la
hipervascularizacion de la lesion y cualquier lesidon hepatica pequeia con irrigacidén arterial y
venosa podria ser diagnosticada como CHC cuando en realidad se trate de una hiperplasia
nodular u otra lesién similar (Wanless, 2006; Forner, 2008; Kojiro, 2009). En estos casos, las
guias de practica clinica recomiendan la realizacion de una biopsia percutanea (Bruix 2011;

EASL-EORTC 2012; Forner 2016). Desde el punto de vista histoldgico, el CHC se caracteriza por:

- Densidad celular aumentada con aumento de la ratio nucleo/citoplasma y patrén de
trabécula fina irregular.

- Numero variable de tractos portales en el nédulo.

- Patrén pseudoglandular.

- Transformacion grasa difusa.

- Numero variable de arterias no pareadas.

- Invasion estromal.

- Tincién inmunohistoquimica: Marcadores como el glypican-3 (GPC3), heat-shock
protein 70 (HSP70) y glutamina-sintasa (GS) han sido evaluados en el CHC. Cuando se
observa positividad para al menos dos marcadores, la especificidad es del 100%. Este
panel podria tener utilidad para aquellos tumores que no presentan los criterios
tipicos en las pruebas radiolégicas no invasivas y en los que la biopsia con tincién
convencional con hematoxilina y eosina, no es diagndstica o existen dudas entre
nddulo displdsico o hepatocarcinoma bien diferenciado (Di Tomasso, 2009; Tremosini,

2016).

2.5.1. Biopsia liquida y monitorizacion tumoral

La biopsia liquida consiste en la determinaciéon de marcadores especificos de la presencia de
células tumorales circulantes (CTCs) en una muestra de sangre del paciente. Puede ser de
utilidad para determinar el prondstico de la enfermed tumoral y la respuesta terapéutica

(Hofman, 2016). La biopsia liquida tiene la ventaja de ser un método no invasivo que puede ser
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repetido a lo largo del seguimiento del paciente, ofreciendo informacién en cada uno de los
momentos, lo que permite monitorizar la enfermedad (Pantel, 2013; Alix-Panabieres, 2014;

Hofman, 2014; llie, 2014).

2.5.2. Alfa-feto proteina (AFP)

Existen marcadores tumorales en sangre evaluados en el diagndstico y el pronéstico del CHC,
entre los que se encuentran AFP, GPC3 o Dickkof-1 (Marrero, 2009; Shen, 2012). De todos
ellos, el mas utilizado en la practica clinica es la AFP. Lamentablemente, el uso de la AFP en el
diagndstico precoz estd limitado por su baja sensibilidad y especificidad dado que sus valores
en muchos casos son normales en tumores iniciales y en pacientes con cirrosis hepatica
pueden presentar elevaciones transitorias de AFP en ausencia de CHC (Trevisani, 2001; Forner,
2008b; Marrero, 2009; Lok, 2010). Otros marcadores como la fraccién L3 de la AFP, GPC3
(Marrero, 2009: Lok 2010) o Dickkof-1 (Shen, 2012), no han podido demostrar superioridad
respecto AFP. Con lo anteriormente expuesto, las principales guias de practica clinica

occidentales desaconsejan su uso (Bruix 2011; EASL-EORTC 2012; Forner 2016).

2.6. Opciones terapéuticas
2.6.1. Cirugia: Reseccioén quirurgica y trasplante hepatico

La reseccidn quirurgica consiste en extraer el CHC. Es el tratamiento de eleccién en aquellos
pacientes que han desarrollado CHC sobre higado sano o en pacientes cirrdticos con tumores
Unicos, buena funcidn hepatica y sin hipertensién portal. La supervivencia tras la reseccion en

esta poblacidn oscila entre el 70-75% a 5 afios (Llovet, 1999; Ishizawa, 2008).

Para aquellos pacientes con CHC unifocal pero presencia de hipertensidn portal o disfuncién
hepdtica o en aquellos pacientes con mds de un nddulo, la mejor opcidn es el trasplante
hepdtico ya que permite erradicar todo el tumor y los posibles focos de diseminacion
intrahepatica, lo que se asocia a una menor recurrencia del 8% (Mazzaferro, 1996) y a una
supervivencia a 5 afios superior al 70% (Finkelstein, 2003; Hasegawa, 2013), y ademas elimina
la cirrosis hepatica asociada. Sin embargo, el nUmero de érganos disponibles es un factor
limitante por lo que se han de establecer unos criterios para que un paciente pueda formar

parte de la lista de espera para ser trasplantado. Los criterios mds extendidos mundialmente

38



Introduccién

son los denominados Criterios de Milan (Mazzaferro, 1996), definidos como un Unico tumor
menor o igual a 5 cm; tres tumores o menos, cada uno de los cuales tenga un tamafio menor o

igual a 3 cm y no exista invasién vascular ni diseminacién extrahepatica (Mazzafero, 2009).

La aplicacidn de los criterios de Milan se asocia a un bajo riesgo de recidiva tumoral (5-15%)
tras el trasplante, pero posibilita el acceso al trasplante hepatico a un pequefio nimero de
pacientes con CHC (Jonas, 2001; Mazzaferro, 2009; Herrero, 2011). Actualmente no existe
evidencia cientifica suficiente para proponer unos limites concretos para el trasplante
hepatico, mas alla de los criterios de Mildn, aunque algunos autores han propuesto que ciertos
pacientes que sobrepasan moderadamente dichos criterios podrian beneficiarse de recibir un
trasplante hepatico (Toso, 2008; Mazzaferro, 2009). En uno de estos estudios, multicéntrico,
realizado a nivel internacional y que incluyd un nimero muy elevado de pacientes, se diseid
un modelo para predecir la supervivencia. Este se basa en el tamafio del nédulo principal, el
numero de nddulos, y la presencia o no de invasiéon microvascular en el explante (Mazzaferro,
2009). La conclusién del estudio es que a medida que nos alejamos del limite de los criterios de
Milan, bien por aumento del tamafio o bien por aumento del nimero de nédulos, las cifras de
supervivencia se van reduciendo, y en todos los casos, la presencia de invasidon microvascular
implica un peor pronéstico que en aquellos con igual nimero de nddulos y tamafio, sin

invasion microvascular.

Cabe remarcar que la aceptacidon de expansion de los criterios de trasplante tendria como
contrapartida un aumento de los potenciales candidatos, lo que podria ocasionar un aumento
de la mortalidad en lista de espera (Herrero, 2011) ya que durante este tiempo hay un
aumento progresivo del riesgo de que el tumor progrese, que determine la retirada del
paciente de la lista, o de que la progresion determine mayor riesgo de recurrencia

postrasplante (Freeman, 2006).

2.6.2. Ablacion percutanea

Para aquellos pacientes en estadio inicial (BCLC 0-A) que no son candidatos a reseccion o
trasplante, la ablacién tumoral mediante técnicas basadas en la modificacién de la
temperatura por calor (radiofrecuencia o microondas) o frio (crioablacién), o en la inyeccidn de
sustancias (etanol o acido acético), ha demostrado ser util en el control de la enfermedad con
pocos efectos secundarios. Entre estas técnicas, las mas empleadas son la inyeccidn
percutanea de alcohol (PEl) y la ablacion mediante ondas de radiofrecuencia (RFA). Ambas

técnicas son igualmente eficaces para tumores de hasta 2 cm, consiguiendo una ablacién
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completa en mds del 90% de los mismos. Lamentablemente, la eficacia disminuye con el
aumento del tamafio tumoral, especialmente con la PEl. Diferentes meta-analsis han
demostrado que la RFA es superior a la PEIl en términos de supervivencia (Germani, 2010), por
lo que la RFA se ha convertido en la técnica de referencia, reservandose actualmente la PEI
para aquellos nddulos en localizaciones de riesgo, donde la RFA podria provocar dafio por calor
y en lesiones adyacentes a grandes vasos. La recurrencia con el tratamiento percutaneo es tan
alta como con la cirugia, habiéndose comunicado tasas de supervivencia de hasta el 80% a los

cinco afios (Lencioni, 2005; Forner, 2016).

2.6.3. Tratamientos transarteriales: Quimioembolizacion transarterial

En los pacientes con estadio intermedio (BCLC B) la quimioembolizacién transarterial (TACE) ha
demostrado aumentar la supervivencia (Llovet, 2003). Consiste en la administraciéon de
quimioterapia por via intraarterial con posterior embolizacidon de la arteria nutricia tumoral.
Los agentes quimioterapicos mas usados son doxorrubicina y cisplatino, mezclados con
lipiodol, seguidos de material embolizante (Marelli, 2007). El material embolizante son unas
particulas con capacidad para administrar el agente quimioterapéutico de forma retardada, de
manera que la concentracion de quimioterapia en la circulacién sistémica se reduce
significativamente y disminuyen los efectos adversos. La TACE mejora la supervivencia en
aquellos pacientes asintomaticos, con funcién hepdtica preservada y sin evidencia de
enfermedad extrahepdtica ni invasion vascular (Llovet 2002; Llovet, 2003). En los ultimos afios
se han realizado avances en la técnica radiolégica, siendo el mas relevante la introduccion de
esferas biodegradables que permiten una embolizacién calibrada y una liberacién sostenida

del agente quimioterapéutico (Varela, 2007; Lammer, 2009).

En los ultimos afios se ha evaluado la eficacia de la radioembolizacién transarterial (TARE) en el
CHC. Esta consiste en la administracién de particulas radiactivas por via intraarterial, que
guedan impactadas en la microcirculacién tumoral. Existen multiples estudios de cohortes que
han mostrado resultados prometedores (Kulik, 2008; Sangro, 2011; Mazzaferro, 2013) pero
hasta la fecha no existen ensayos clinicos que hayan demostrados eficacia en términos de

supervivencia.
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2.6.4. Tratamientos sistémicos

La quimioterapia sistémica no ha demostrado ser eficaz como tratamiento para el CHC (Bruix,
2011). En los ultimos afios se han producido grandes avances en el conocimiento de las vias
moleculares que determinan el inicio y progresion del CHC. Esto ha permitido desarrollar
agentes que bloquean aquellas vias alteradas. El primer agente en demostrar eficacia en
términos de supervivencia fue sorafenib. Sorafenib es un farmaco que se administra via oral,
inhibidor multiquinasa que bloquea la sefial transmitida por varios factores de crecimiento y
que determina una inhibicidn de la proliferacién y de la angiogénesis (Wilhelm, 2008). Tras los
resultados esperanzadores de un estudio fase 2 (Abou-Alfa, 2006), se realizaron dos ensayos
clinicos randomizados multicétricos controlados con placebo que demostraron beneficio en
términos de supervivencia y un enlentecimiento de la progresion tumoral (Llovet, 2008; Cheng,
2009). Se han reportado resultados positivos de un ensayo clinico randomizado y controlado
contra placebo en el que se ha evaluado regorafenib en segunda linea en aquellos pacientes
que han tolerado el tratamiento de sorafenib pero que han mostrado progresiéon tumoral

(Bruix, 2016).

2.7. Heterogeneidad tumoral

Los CHC pequeiios y bien diferenciados se asocian a mejor pronéstico comparados con los que
estan poco diferenciados y son de mayor tamafio (Hammoud, 2016). Los tumores poco
diferenciados se caracterizan por la expresion génica relacionada con las vias de “tumor
growth factor beta” TGFB, “protein kinase B” (AKT) y MYC (Minguez, 2011), ademas de ser
frecuentes las mutaciones inactivadoras del gen TP53 y la activacion de via de sefializacién de

CTNNB1 (Hammoud, 2016).

La heterogeneidad tumoral es debida a que las células que forman los tumores experimentan

un proceso de seleccién que conlleva la formacion de poblaciones con caracteristicas distintas

w mw u

(Lu, 2016) (Fig. 4).

Figura 4: Representacidn de la heterogeneidad tumoral existente entre pacientes y en un tumor de un mismo
paciente (Oslo University Hospital).
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La heterogeneidad hace referencia tanto a aspectos morfoldgicos, como a expresion de
proteinas y modificaciones genéticas (Friemel, 2015; Lin, 2017). Dificulta el tratamiento contra
dianas especificas y se asocia a tumores metastasicos en los que los nuevos focos presentan
caracteristicas diferentes respecto a sus tumores primarios (Yoshida, 1992; Marimoto, 2003;
Lu, 2016). A nivel inmunohistoquimico se ha visto heterogeneidad en un 39% de los CHC
estudiados en los que se han analizado los siguientes marcadores: Citoqueratina 7 (CK7)

(marcador de vias biliares y de células progenitoras) y CK19 (Durnez, 2006; Yuan, 2011).

También se ha descrito heterogeneidad en la expresion de CD44, una glicoproteina de
membrana relacionada con células progenitoras; AFP (Yamashita, 2008; Yang, 2010; Forner,
2012); “Epithelial-Cell Adhesion molecule” (EpCAM) y glutamina sintasa (GS), un marcador
indicativo de la activacion de la via de WNT (Austinat, 2008; Zulehner, 2010). Ademas, a nivel

genético se han visto mutaciones en TP53 y CTNNB1 en el 22% de los casos (Friemel, 2015a).

Han sido varios los modelos planteados para poder explicar la heterogeneidad, pero

actualmente existen dos modelos que cobran mayor peso:

I”

- Modelo de células progenitoras (“cancer stem cell model”): Se asume que dentro de
una poblacion de células tumorales existe una subpoblacidon con capacidad de auto-
renovaciéon y que son potencialmente tumorogénicas, son las denominadas “cancer
stem cells” (CSC) o “cancer-initiating cells” (CIC). Estas células pueden inducir el
crecimiento tumoral y la formacién de nuevos tumores. La heterogeneidad
intratumoral resultarda de diferencias en las células progenitoras (Kreso, 2014;
Jayachandran, 2016) (Fig. 5).

- Modelo de evolucién clonal: Se asume que el tumor primario surge a partir de una
Unica célula mutada que va acumulando mutaciones sucesivas durante su
multiplicacién incontrolada. Los subclones aparecidos tienen al mismo tiempo

potencial para formar mas subclones con ventajas proliferativas y de supervivencia en

el ambiente tumoral. (Nowell, 1976) (Fig. 5).
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Figura 5: Modelos para explicar la heterogeneidad tumoral: Modelo de células progenitoras y modelo de
evolucion clonal (Garcia, 2012).
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Ambos modelos no son excluyentes y no se descarta que cooperen entre ellos, actuando
sinérgicamente en el establecimiento de la heterogeneidad intratumoral durante Ia
transformacion neopldsica y el CHC. La heterogeneidad supone un gran reto en el tratamiento
del CHC ya que las diferentes subpoblaciones muestran diferentes sensibilidades a las drogas.
Asi, aquellas poblaciones celulares con resistencia a los fdrmacos seran las encargadas de
repoblar nuevamente el tumor. Ademas, debido a que factores genéticos provocan la
formacion de diferentes subclones de células tumorales, puede asumirse que cada paciente
presenta subtumores Unicos en cuanto a aspectos genéticos, inmunolégicos y clinico-

patoldgicos (Weiskirchen, 2016).

La existencia de heterogeneidad exige la caracterizacion tumoral para mejorar el sistema de
clasificacidn clinico-patoldgico y para establecer los diferentes tratamientos basados en dianas

concretas (Friemel, 2015b; Li, 2015).

2.8. Transicion Epitelio-Mesénquima

La Transicién Epitelio-Mesénquima (TEM) fue caracterizada por primera vez en el 1995 (Hay,
1995) y hace referencia al cambio por el que las células con caracteristicas epiteliales
adquieren propiedades de células mesenquimales. Este cambio fue descrito en el desarrollo
embrionario donde las células epiteliales del epiblasto modifican su fenotipo hacia

mesénquima, dando lugar al ectodermo, mesodermo y endodermo (Hugo, 2007).

Las células epiteliales y las mesenquimales difieren en varias caracteristicas funcionales. Las
células epiteliales forman capas de células conectadas mediante estructuras especializadas
como las “tight junctions” (TJ), las uniones adherentes, los desmosomas y las uniones gap.
Poseen polarizacion apicobasal, que se manifiesta mediante la distribucion localizada de las
moléculas de adhesién (cadherinas y ciertas integrinas), la organizacion del citoesqueleto y la

presencia de lamina basal (Thiery, 2006).

En cambio, las células mesenquimales no forman capas organizadas, no poseen polaridad
apicobasolateral, ni la misma organizacion del citoesqueleto que las células epiteliales. Las
adhesiones con las células mesenquimales vecinas son menos fuertes y no estan asociadas a
una lamina basal, lo que les permite una mayor capacidad de movimiento. Por tanto los tejidos

mesenquimales son tejidos menos organizados y en muchos casos juegan un papel de soporte
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o de relleno, mientras que los tejidos epiteliales presentan una organizacion mas compacta

(LaGamba, 2005; Kalluri, 2009) (Fig. 6).

Epithelial cells Partial EMT Mesenchymal cells
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Extracellular matrix
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Figura 6: Caracteristicas estructurales de células epiteliales y mesenquimales (Jakobsen, 2016).

Pese a que la TEM ocurre esencialmente durante la morfogénesis embrionaria, en la
progresion del cancer también juega un papel esencial. En la metastasis las células epiteliales
del tumor primario han de adquirir caracteristicas migradoras para poder desprenderse del
tumor inicial y viajar por la sangre hasta colonizar un nuevo érgano, es decir, es necesaria la
TEM. La TEM es un proceso transitorio y reversible. Las células que han adquirido
caracteristicas mesenquimales para poder llegar a otros érganos, una vez lleguen y los
colonicen, han de re-diferenciarse a células epiteliales. Este proceso se denomina Transicidn

Mesénquima-Epitelio (TME) (Giannelli, 2016; Jayachandran, 2016).

La plasticidad celular explica la capacidad de des-diferenciacion y re-diferenciaciéon celular
(Taura, 2009; Scholten, 2010). Asi, una célula diferenciada puede adquirir caracteristicas de
una CSC que bajo los estimulos adecuados volvera a diferenciarse, por lo que esta poblacion
celular, lejos de ser algo estatico, constituye una poblacién dinamica dentro del tumor

(Jayachandran, 2016).

En el CHC las CSC tienen un papel fundamental en el desarrollo, el mantenimiento, la
metadstasis y la recidiva. Inicialmente estas CSC en el CHC fueron descritas como células CD133
positivas (CD133+). CD133 es una glicoproteina transmembrana cuya expresién ha sido
relacionada con caracteristicas de CSC, tales como elevado potencial proliferativo, capacidad
de auto-renovacién y diferenciacién y capacidad para iniciar el crecimiento tumoral. Sin
embargo, se ha visto que células epiteliales de varios drganos también pueden expresar este
marcador, por lo que CD133 no es restrictivo de CSC (Wu, 2009). Es por ello que se han
descrito otros marcadores de células de CHC con caracteristicas de CSC, tales como CD90,
CD44, CD13 y CD326 (EpCAM), todos ellos glicoproteinas de membrana (Yang, 2008;
Yamashita, 2009; Yamashita, 2013). Se ha visto que en un mismo tumor existe heterogeneidad

en los marcadores de CSC, por lo que pese a que varias moléculas se han identificado como
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marcadores de CSC no existe un consenso que establezca cuales son los mejores en el CHC

(Yamashita, 2009).

A nivel molecular, son varios los factores que intervienen en la TEM. Por un lado estan los
factores de transcripcion SNAIL, SLUG y ZEB1 que inhiben la transcripcion de CDH1, por lo que
disminuira la adhesidn intercelular; ademas en la TEM aumenta la expresién de N-cadherina
(CDH2) y Vimentina (VIM), una de las proteinas que constituyen los filamentos intermedios y
gue es indicativo de un fenotipo mesenquimal (Li, 2015) y se activan las vias de TGFB (Chen,

2011).

TGFPB es considerado uno de los inductores mas potentes de la TEM (Thiery, 2009; van Zijl,
2011). En el CHC el TGFB tiene un papel dual actuando como inhibidor de la proliferacion
celular en las etapas iniciales del tumor y adquiriendo funcién de oncogen en fases avanzadas
del desarrollo tumoral, lo que promueve la TEM y la diseminacion tumoral (Reichi, 2012;
Giannelli, 2014), aunque el mecanismo por el que deja de actuar como inhibidor de la

proliferacidn para convertirse en pro-oncogénico no esta bien descrito (Calvisi, 2015).

En la TEM también tienen un papel importante las metaloproteasas (MMPs), concretamente
las MMP-1,-2,-3,-7,-14 unas enzimas encargadas de degradar la MEC, que junto al resto de
cambios fenotipicos que acompafan a la TEM, incrementan la motilidad celular (Hay, 1995).
Asi mismo, la interacciéon que establecen las células tumorales con células estromales y el
microambiente tumoral es determinante para este proceso. Se ha visto que las células
estromales liberan factores de crecimiento, citocinas y proteinas de MEC que favorecen el
proceso tumoral (Frank, 2010). Segun esto, existe una comunicacion entre las células Ito y los
hepatocitos transformados, lo que promueve la TEM mediada por HGF y su receptor c-MET
(Fernando, 2015). Ademas los macrofagos infiltrantes tumorales (TAMs) segregan TGFB,
favoreciendo el proceso (Yamada, 2014). El crecimiento tumoral rapido supone la aparicion de
un ambiente pobre en oxigeno y esto se asocia con una malignizacidn del tumor y TEM ya que
en una situacidon de hipoxia se sobreexpresan los factores de transcripcién TWIST1 y BMlI,

inductores de TEM (Tsuchiya, 2011; Kim, 2015).
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3. Células tumorales circulantes (CTCs)

Las células tumorales que circulan en sangre procedentes de un tumor son las CTCs. Se trata
de células que han sido capaces de atravesar el endotelio vascular y circular por el torrente
sanguineo. Estas fueron descritas por primera vez en 1869 cuando se observé mediante
microscopia la presencia de células idénticas a las del tumor original en la sangre de un

paciente que habia muerto por cancer metastasico (Ashworth, 1869).

En el torrente sanguineo, las CTCs encuentran un ambiente hostil en el que han de soportar
fuerzas de friccidn (Erpenbeck, 2010) y estan expuestas al ataque del sistema inmune (Labelle,
2011). Debido a estas limitaciones, se seleccionan aquellas poblaciones celulares cuyas
caracteristicas permitan su viabilidad. Asi, se seleccionan aquellas células que tengan
metabolismos que favorezcan la supervivencia y aquellas que han formado trombos con
plaquetas. Las plaquetas forman una barrera protectora alrededor de las CTCs (Palumbo,
2005), favorecen la adhesidn de éstas con el endotelio vascular (Gay, 2011) y aportan factores
de crecimiento y TGFB a las CTCs con las que contactan, favoreciendo la metastasis (Assoian,

1983; Bakewell, 2003).

III

Veinte afos mas tarde de describirse las CTCs se enuncid la hipdtesis “the seed and the soi
que propone que la metastasis depende de que haya un intercambio de informacion entre las
células tumorales (“the seed”) y el microambiente especifico de un érgano (“the soil”), por lo
que la colonizacién de una nueva localizacién por parte de las CTCs no es un proceso que
ocurra al azar (Paget, 1889). Posteriormente esta hipdtesis fue revisada (Fidler, 2003) y
actualmente continua en vigor, teniendo en cuenta que la anatomia de la circulaciéon también
es un factor importante para determinar dénde tendra lugar la metastasis (Ewing, 1929; Fidler,

2008).

Pese a que habitualmente se habla de metastasis haciendo referencia al viaje de las CTCs por
el torrente sanguineo, no se ha de menospreciar el papel que tiene el sistema linfatico en este
proceso ni la difusién de CTCs que se realiza a través de la pleura, el pericardio y la cavidad
abdominal (Fidler, 1978), aunque los vasos sanguineos forman el principal sistema para dar

lugar a metastasis a distancia (Riethdorf, 2008).

Aquellas CTCs que sobreviven tras haber infiltrado otros érganos, son las denominadas
“disseminated tumor cells” (DTC) (Massagué, 2016). Estas DTCs pueden estar en el érgano
diana durante afos y sélo en la mitad de los pacientes se acabard desarrollando un nuevo foco

tumoral activo. Esto sugiere la idea de que la colonizacién metastdsica es un proceso muy poco
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eficiente en el que la mayoria de las células mueren y sélo una pequefia parte de las que

consiguen sobrevivir son capaces de formar macrometdstasis (Braun, 2005).

Pese a que la diseminacion de las CTCs de un tumor primario esta vista como un fendémeno
unidireccional que culmina con la colonizacién de un nuevo dérgano distal, no siempre sucede
asi. Estas CTCs también pueden colonizar sus propios tumores de origen, en un proceso
llamado “tumor-self-seeding”. El propio tumor de origen libera las citocinas quimioatrayentes
IL6 e IL8 y las CTCs realizan la extravasacion y la nueva colonizacién. El “tumor-self-seeding”
supone ventajas tumorogénicas, ya que puede acelerar el crecimiento tumoral y la

angiogénesis (Kim, 2009).

3.1. Importancia de las CTCs

Mas del 90% de las muertes asociadas a cancer son consecuencia de la metastasis (Mehlen,
2006). Para la deteccién de DTCs son necesarias técnicas invasivas que requieren la obtencion
de material procedente de la médula ésea o de los ganglios linfaticos (Domschke, 2013; Pantel,
2014; Gyorffy, 2015). Por ello, en los ultimos afios se esta explotando el potencial que tienen
las CTCs. Estas son detectadas en sangre periférica de pacientes con cancer y su presencia se

correlaciona con mal prondstico en varios tipos de cancer (Cohen, 2009).

Ademads, hay autores que relacionan el nimero de CTCs encontradas en una muestra de
sangre con el riesgo de metdstasis, resistencia al tratamiento y riesgo de recidiva (Cristofanilli,

2004; de Bono, 2008; Cohen, 2008).

3.2. Métodos de deteccidn y caracterizacion de CTCs

Los sistemas de deteccidn se basan en las diferentes caracteristicas que expresan las CTCs
respecto al resto de células hematopoyéticas que las rodean. Estas caracteristicas incluyen
propiedades fisicas (tamafio, densidad, carga eléctrica, deformabilidad) y bioldgicas (expresidon
de marcadores de superficie, viabilidad y capacidad invasiva). La seleccion positiva suele
hacerse utilizando anticuerpos contra EpCAM y CK (Pantel, 2008). En 1979 EpCAM fue descrita
como una molécula de adhesién celular altamente expresada en canceres epiteliales (Herlyn,
1979), muy poco en epitelios simples normales y ausente en las células sanguineas (Patriarka,

2012). Pero la seleccion de CTCs utilizando exclusivamente EpCAM supone una subestimacion
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del nimero de CTCs reales, ya que por un lado, EpCAM es un marcador epitelial y las células
tumorales presentes en el torrente sanguineo son aquellas que han conseguido hacer la TEM,
por lo que en principio la mayoria de ellas no expresardn marcadores epiteliales y si
mesenquimales (Kaiser, 2010) y, por otro lado, las CTCs muestran una elevada
heterogeneidad, por lo que habra poblaciones con marcadores de distintos fenotipos. Es decir,
en la sangre de un paciente con CTCs co-existiran células con un marcado fenotipo
mesenquimal, otras con un marcado fenotipo epitelial y otras con caracteristicas de CSC, cuya
presencia no serd valorada si Unicamente se utilizan marcadores epiteliales para la deteccién
de las CTCs. Por ello, para evitar subestimar la poblacién de CTCs, lo mds adecuado es su
deteccién utilizando una combinacién de métodos basados en las propiedades fisicas y
bioldgicas para seleccionar fenotipos epiteliales y no epiteliales que incluyan a las CSC y células

mesenquimales (Aparicio, 2015).

La concentracion de CTCs en sangre es muy baja, pudiendo existir una sola célula entre
millones de células sanguineas, por lo que su identificacion y caracterizacion requiere métodos
de elevada sensibilidad y especificidad. Estos métodos suelen constar de un paso inicial en el
que se enriquece la muestra para CTCs y a continuacién se procede con la deteccién de las

mismas (Alix-Panabieres, 2013).

El proceso de enriquecimiento se realiza basdndose en las propiedades fisicas o biolégicas de

las células:

- Enriguecimeinto basado en propiedades fisicas: Las ventajas de estos procedimientos

es que permiten una separacion celular sin necesidad de un marcaje previo. Son
técnicas que permiten la discriminacion de CTCs de otras células en funcion de la
densidad, el tamario, la deformabilidad y las cargas eléctricas (Ferreira, 2016).

o Tamafo: Generalmente las CTCs muestran un mayor tamafio que los
leucocitos, por lo que se pueden diferenciar de ellos en funcion de sus
medidas (Harouaka, 2013), aunque existen muchas variaciones entre las CTCs
de distintos tumores e incluso de un mismo paciente (Allard, 2004), lo que
supone limitaciones en su deteccién. Pese a las limitaciones existentes, se han
desarrollado técnicas basadas en la filtracién de la sangre a través de una
malla que deja pasar todo aquello menor de 8 micras, con el objetivo de
retener las CTCs suponiendo que éstas sean de un mayor tamano, lo que

puede subestimar la poblacién de CTCs total existente (Ntouroupi, 2008).
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Densidad: Las CTCs poseen una densidad similar a las “Peripheral blood

mononuclear cells” (PBMCs), lo que las convierte en buenas candidatas para

ser separadas junto a ellas del resto de células sanguineas mediante

centrifugacion cuando se utiliza un gradiente de densidad de 1077g/ml
(Mostert, 2009; Ferreira, 2016).

=  OncoQuick TM: consiste en un tubo de polipropileno que contiene un

filtro poroso situado sobre un medio de separacion. Tras situar la

sangre sobre este filtro y realizar un centrifugado, los eritrocitos,

granulocitos, linfocitos y PBMCs se sitian en el fondo del tubo y las

CTCs, debido a su densidad y a su tamafio son incapaces de atravesar

los poros, por lo que permanecen retenidas y pueden ser recogidas y

estudiadas posteriormente (Balic, 2005; Clawson, 2012).

= Existe una técnica de separacion de CTCs que combina la densidad
celular con la seleccion de CTCs mediante anticuerpos, es la
denominada RosetteSep (StemCell Technologies, Vancouver). El
proceso se realiza mediante una seleccién negativa en la que se
establecen complejos entre las células CD45 positivas y los eritrocitos,
lo que hace que en un gradiente de densidad de 1077g/ml estas
células CDA45 positivas se situaran junto con los eritrocitos en la parte
inferior del gradiente tras un proceso de centrifugacién. Sin embargo,
el resto de células que anteriormente se situaban junto a los PBMCs,
es decir, las hipotéticas CTCs, continuardn localizdndose en el mismo

sitio y podran ser recogidas (Naume, 2004).

Deformabilidad: Existen estudios que muestran una mayor deformabilidad de
las células tumorales respecto a las no tumorales (Remmerbach, 2009; Gosset,
2012) y que esta capacidad se corresponde con el potencial metastdsico
(Vazquez, 2015). En estos estudios se basa el desarrollo de un biochip que
permite detectar aquellas células de mayor tamafio y mayor capacidad para

deformarse (Alix-Panabieres, 2013).

Cargas eléctricas: Para poder seleccionar las CTCs en funcién de su carga
eléctrica es necesaria la realizacién de una dielectroforesis, que consiste en la

aplicacién de un campo eléctrico no uniforme provocando que las cargas
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eléctricas celulares se localicen en un lado de la célula, hecho que permite la
migracion hacia uno de los polos (Becker, 1995). Esta técnica es aplicable en el
aislamiento de CTCs ya que éstas muestran diferentes caracteristicas eléctricas
que las células sanguineas. Estas caracteristicas eléctricas dependen de la
composicion de la membrana, del nicleo y de los organulos, asi como del

tamanio y la forma celular (Shim, 2013).

Enriquecimiento basado en propiedades bioldgicas: Son técnicas basadas en el uso de

anticuerpos especificos para seleccionar las CTCs (seleccién positiva) o para
deplecionar las células hematopoyéticas (seleccién negativa) mediante el uso de
anticuerpos contra el marcador leucocitario CD45, aunque también se pueden
deplecionar megacariocitos y plaquetas mediante el uso de un anticuerpo contra CD61
(Jacob, 2007). La seleccion positiva suele acompafiarse de una mayor pureza de la
muestra, mientras que la selecciéon negativa permite obtener una muestra final en la
que la seleccién por el anticuerpo utilizado no ha sesgado el nimero de CTCs obtenido
en base a ningin marcador concreto y ademas las CTCs obtenidas no tienen ningun
anticuerpo unido que, en caso de estarlo, podria estorbar en pasos posteriores de
deteccidn de las CTCs. Sin embrago las ventajas que supone la seleccidn negativa van
acompanadas de una menor pureza de la muestra obtenida (Lara, 2004; Yang, 2009;
Baccellini, 2013).

La mayoria de los sistemas de deteccién de CTCs procedentes de tumores epiteliales
se caracterizan por el marcaje selectivo de EpCAM, con la consiguiente deteccidn de
CK y la tincidn nuclear de 4 ', 6-diamino-2-fenilindol (DAPI) (Pantel, 2008).

Hasta hace poco, la definicion inmunohistolégica de una CTC era una célula nucleada
EpCAM+/CK+/CD45-, pese a que células epiteliales no malignas con este mismo
fenotipo se han visto en la sangre de pacientes con lesiones benignas de pancreas
(Cauley, 2015), mama (Franken, 2012) y colon (Pantel, 2012), pero no en pacientes
sanos (Allard, 2004).

Las tecnologias que utilizan marcadores epiteliales para capturar e identificar las CTCs
en funcion de EpCAM+/CK+/CD45- han demostrado su valor prondstico. Sin embargo,
la aparicidon de nuevos datos que muestran la TEM y los marcadores de CSC, hacen
plantearse nuevas alternativas tales como el uso de CD133 como marcador de CSC,
marcadores mesenquimales o el uso de marcadores especificos de cada tumor

(Galletti, 2014; Satelli, 2014).
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El proceso de deteccion se realiza mediante métodos basados en la expresidon de proteinas o

de acidos nucléicos:

- Deteccidn basada en la expresidon de proteinas:

La primera vez que se describieron las CTCs fue utilizando técnicas de imagen
convencional (Mostert, 2009). Inicialmente se detectaron CTCs en sangre utilizando
tinciones de hematoxilina y eosina y comparando su morfologia con la tumoral. Sin
embargo, se ha ido incorporando el uso de anticuerpos especificos para proteinas
concretas, aunque el principal problema de estas técnicas es la ausencia de antigenos
exclusivos de CTCs. El marcador de CTCs perfecto seria aquel que se expresara en estas
células de manera exclusiva, no en células sanguineas y que su expresion no se
reprimiera durante el proceso de invasion y circulacién (Alix-Panabieres, 2014). Sin
embargo, los anticuerpos cominmente utilizados, como aquellos contra CK, pueden
unirse inespecificamente a macréfagos, células plasmadticas y precursores
hematopoyéticos (Borgen, 1998; Borgen, 2006); EpCAM es un marcador de célula
epitelial y tras la TEM puede que desaparezca su expresion (Kaiser, 2010) y Mucinal
(MUC1) puede unirse a progenitores eritroides (Brugger, 1999) y a linfocitos T
activados (Agrawal, 1998). Este problema puede solventarse mediante el uso de un
anticuerpo contra CD45 que marca especificamente los leucocitos (Mostert, 2009).
Pese a las limitaciones existentes ha habido avances en las técnicas de deteccion de
CTCs mejorando la sensibilidad y la especificidad de las mismas mediante el uso de
varios marcadores (Sieuwerts, 2009).

Para solventar el problema derivado del uso de multiples anticuerpos unidos a diversos
fluorocromos, se han desarrollado diversas tecnologias que permiten la deteccién de
CTCs mediante microscopia (Krivacic, 2004; Hsieh, 2006), asi como el uso de técnicas

de de citometria (Ring, 2005) y otras metodologias entre las que destacan:

o EPISPOT (“Epithelial Immunospot”): Se realiza un recubrimiento con el
anticuerpo deseado para detectar las CTCs sobre una membrana de
nitrocelulosa situada sobre una placa. A continuacidon una muestra de sangre
procedente del paciente y previamente enriquecida para las CTCs se siembra y
se incuba entre 24 y 48 horas. Durante este proceso las proteinas de las CTCs
secretadas o escindidas de su membrana son reconocidas por los anticuerpos
con los que se ha hecho el recubrimiento. Tras un proceso de lavado, estas
proteinas son detectadas con un anticuerpo secundario unido a un

fluorocromo, lo que produce una imagen de puntos que seran analizados
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mediante un sistema informatico (KS ELISPOT, Carl Zeiss Vision). Este ensayo
es cuantitativo ya que cada punto puede contarse y cualitativo ya que permite
la caracterizacién de las CTCs procedentes de los diferentes tumores sélidos

(Ignatiadis, 2012).

CTC-Chip: Es un sistema formado por miles de pequefias columnas
micrométricas recubiertas de un determinado anticuerpo a través de las
cuales se hace pasar la sangre de un paciente. El anticuerpo que recubre estas
columnas atrapard aquellas células que expresen la proteina que reconozca y
dejard pasar el resto de tipos celulares. Aunque normalmente este sistema
utiliza anticuerpos contra EpCAM, ofrece flexibilidad permitiendo la deteccidn
de CTCs en base a otros marcadores, lo que permite detectar una amplia
variedad de CTCs (Sequist, 2009). Ademas, debido a que la sangre se pasa por
este sistema sin ningln tipo de procesado previo, cerca del 98% de las CTCs

permanecen vivas (Nagrath, 2007).

GILUPI: Es un sistema que permite la deteccidon de CTCs directamente in vivo.
Consiste en la aplicacién de un dispositivo recubierto de anticuerpos contra
EpCAM en una vena del brazo durante 30 minutos en los que fluird un
volumen de sangre de 1.5L alrededor del dispositivo. Esto permite que las
células que expresan EpCAM queden retenidas a su paso por este sistema.
También pueden utilizarse otros anticuerpos, lo que permite retener un
amplio abanico de fenotipos celulares. Posteriormente, estas células pueden
ser analizadas mediante técnicas inmunocitoquimicas o mediante “Polymerase

Chain Reaction” (PCR) (Saucedo-Zeni, 2012).

Magsweeper: Este sistema se basa en la utilizacion de esferas magnéticas
recubiertas con anticuerpos contra EpCAM. Estas esferas se incuban con
sangre total procedente de un paciente y a continuacién, la muestra se hace
pasar por unos imanes que retienen las esferas y, por consiguiente, todas
aquellas células que expresan EpCAM y han sido reconocidas por los

anticuerpos (Powell, 2012).
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CellSearch (Veridex): es una tecnologia semi-automatica en la que se retienen
las CTCs presentes en 7.5mL de sangre total mediante el uso de anticuerpos
contra EpCAM unidos a esferas magnéticas. Es el Unico sistema aprobado por
la “Food and Drug Administration” (FDA) para la deteccién de CTCs en cancer
de mama (Cristofanilli, 2004), de colon (Cohen, 2008) y de prdstata (de Bono,
2008). En cancer de mama y de prdstata se considera que la deteccién de 5 o
mas CTCs en 7.5mL de sangre se relaciona con una menor supervivencia libre
de progresion (Cristofanilli, 2004; de Bono, 2008), mientras que en en el
cancer de colon el limite se situa en 3 CTCs por cada 7.5mL de sangre (Cohen,
2008).

El sistema consiste en diferentes pasos: Iniciamente se obtienen 7.5mL de
sangre en los tubos denominados “CellSave Preservative tubes” mediante
puncién venosa. Estos tubos permiten conservar la sangre durante un maximo
de 96 horas. Seguidamente, la sangre es transferida a un tubo cdnico de 15mL
en el que tras realizar una centrifugacion, se elimina el suero y se afiaden los
anticuerpos unidos a esferas magnéticas (estos anticuerpos suelen ser contra
EpCAM, pero también estan aprobados el uso contra “human epidermal
growth factor receptor 2” (HER2) para pacientes con cdncer de mama) y se
realiza una incubacidn. Tras la incubacion se somete la muestra a unos imanes
qgue retienen las células unidas a los anticuerpos junto con las esferas
magnéticas y se aspira el resto de fluido junto con las células que no han sido
retenidas (Tibbe, 2002). A continuacién se procede con la permeabilizacion
celular y la tincion mediante el uso de anticuerpos contra CK unidos al
fluorocromo “phycoerythrin” (PE), anticuerpos contra CD45 unidos al
fluorocromo “allophycocianin” (APC) y DAPI para tincién de nlcleos
(Hoeppener, 2012). Tras la tincion la muestra se transfiere a otro
compartimento del sistema, el denominado “MagNest” y se procede al analisis
de las células mediante el fotografiado de las mismas en un microscopio
automatico de fluorescencia (Mostert, 2009). Pese a que todo el proceso es
automatico y el producto final supuestamente seran exclusivamente CTCs, se
realiza un control no automatico de las imagenes finales. En este proceso
intervienen dos técnicos especializados y son ellos quien, mediante el

visionado de las imagenes, discriminan entre CTCs y no CTCs.

53



Introduccién

Este sistema, pese a ser el Unico aprobado por la FDA, tiene limitaciones
importantes ya que Unicamente permite seleccionar aquellas células que
expresan EpCAM, pero en el proceso de TEM necesario para que las células
tumorales puedan viajar por la sangre, este marcador puede dejar de
expresarse ya que las células realizan el cambio hacia un fenotipo
mesenquimal. Ademds, debido a la heterogeneidad tumoral, puede que el
tumor de origen de las CTCs no exprese EpCAM en ninguna zona o bien, que la
region del tumor de la que se han desprendido las CTCs no exprese este
marcador (Hammoud, 2016). Todo esto hace que se subestime el nimero de

CTCs existentes (Farace, 2011; Wicha, 2011).

AdnaTest: para solventar las limitaciones que supone seleccionar CTCs
exclusivamente mediante EpCAM como hace el sistema CellSearch, se ha
desarrollado este sistema que permite la seleccion de CTCs también mediante
esferas magnéticas pero estas estan unidas a diversos anticuerpos en funcion
del tipo de cancer. Una vez aisladas las CTCs, se estudia su expresién genética
mediante “Real-Time-quantitative Polymerase Chain Reaction” (Real Time-q

PCR) (Capoun, 2016; Gorges, 2016).

ImageStream AMNIS: Es un sistema que, tras realizar un proceso de
enriquecimiento de la muestra de sangre en CTCs y después de tinciones con
diversos anticuerpos unidos a fluorocromos, permite detectar las posibles

CTCs.

Deteccion basada en acidos nucleicos:

Son técnicas que permiten analizar la expresion de determinados genes expresados en

las CTCs, una vez estas han sido aisadas mediante las técnicas basadas en sus

propiedades fisicas o bioldgicas.

O

“Fluorescent in situ hybridization” (FISH): Esta técnica utiliza fluorocromos
unidos a sondas que reconocen determinadas regiones de ADN de las que son
complementarias, lo que permite determinar la presencia o ausencia de
determinadas secuencias de ADN, asi como de ARNm, hecho que puede ser
util en la caracterizacién genética de las CTCs ya que las mutaciones genéticas

son carcateristicas en varios tipos de cancer (Harouaka, 2014).
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o Secuenciacion: aquellos genes con mutaciones oncogénicas conocidas pueden
amplificarse a partir del ADN genédmico o del ADN complementario (ADNc) de
las CTCs. Ademds, mutaciones de multiples genes se pueden examinar
mediante la amplificacion del genoma completo y PCR especifica para la

mutacién de interés (Gasch, 2013).

o Real Time-q PCR: Esta técnica se basa en la expresién diferencial de
marcadores de las CTCs en comparacion con el resto de células sanguineas que
las acompafian. Las muestras sanguineas con CTCs contienen ciertos genes
gue estan mas expresados que en las muestras que no las contienen. La
técnica consiste en medir la amplificacidon de ciertos genes en funcién de la
fluorescencia derivada de la reaccién de PCR (Andergassen, 2013). Esta
fluorescencia proviene de moléculas fluorescentes que son incorporadas a las
nuevas moléculas de DNA sintetizadas durante la reaccién, son las
denominadas moléculas SybrGreen (Devlin, 2010). Una variante de SybrGreen
mas sensible, es el uso de moléculas TagMan que emiten fluorescencia cuando
la sonda detecta la secuencia complementaria (Andergassen, 2013).

Son varios los marcadores utilizados para determinar que la muestra de
paciente posee CTCs mediante Real Time-q PCR tras un procedimiento de
enriquecimiento que suele ser mediante centrifugacion y gradiente de
densidad. Generalmente se analiza la expresion de CK8, 18 o 19 debido a que
son genes tipicamente epiteliales con una expresion muy baja en leucocitos y
una elevada expresion en células tumorales (Zebisch, 2013), siendo CK19 uno
de los marcadores mas utilizados en el estudio de CTCs. En cancer de mama, la
presencia de ARNm de CK19 se relaciona con una mala prognosis (lgnatiadis,
2007; Ignatiadis, 2008) pero sigue siendo necesario el uso de un panel con
diferentes marcadores para detectar CTCs en los diferentes tipos de cancer (de

Albuquerque, 2012 ay b).

El anadlisis de la técnica de Real Time-q PCR se puede hacer mediante la
creacion de rectas de calibracién en la que nimeros conocidos crecientes de
células procedentes de un tumor se afiaden a muestras de sangre de
voluntarios sanos. A continuacion se realiza el protocolo de Real Time-q PCR y

su andlisis, lo que permite establecer una relacién posterior entre los

55



Introduccién

resultados de las Real Time-q PCR de los pacientes con la recta de calibracion

inicial (lakovlev, 2008; Zebisch, 2012).

Sin embargo, esta técnica tiene limitaciones (Zippelius, 2000): durante la
centrifugacion del gradiente de densidad algunas CTCs pueden perderse; el
ARN extraido puede degradarse y durante la Real Time-q PCR pueden
amplificarse pseudogenes. Estos problemas pueden solventarse mediante el
uso de controles adecuados. Para ello se analizan simultdneamente genes de
referencia cuya expresién asegura el correcto estado de la muestra y se
utilizan primers que amplifiquen especificamente los genes de interés. Debido
a que la expresion de genes epiteliales en las CTCs puede variar notablemente
es necesario establecer simultdneamente controles negativos. Otra opcién es
no realizar una recta de calibracién inicial, sino utilizar una poblacién de
voluntarios sanos para establecer los limites de expresion de los diferentes

marcadores de interés (Andergassen, 2013).

3.3. Migracion colectiva

Las CTCs son descritas generalmente como células individuales, sin embargo ya desde 1960 se
describid la capacidad de éstas para formar agregados, son los denominados “clusters” de
CTCs (Finkel, 1960). Estos “clusters” expresan marcadores mesenquinales, son menos
apoptéticos que las CTCs aisladas (Hou, 2012) y se relacionan con una menor supervivencia

libre de progresion (Aceto, 2014).

Se ha demostrado que los “clusters” de CTCS estan formados por entre 2 y 50 células
tumorales y se originan a partir de grupos de células que se desprenden del tumor original, no
por agregaciones celulares en el torrente circulatorio (Molnar, 2001; Stott, 2010; Cho, 2012;

Yu, 2013).

Pese a que su presencia en sangre es menor que las CTCs individuales (forman entreel 2 y el 5
% del total de CTCs detectadas en circulacion) su potencial metastasico es entre 23 y 50 veces
superior (Aceto, 2014). El numero de CTCs detectadas en sangre es muy superior al nimero de
metastasis observadas en un paciente, lo que indica que la mayoria de CTCs mueren en el

torrente sanguineo por anoikis (Duda, 2010).
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En pacientes con cancer de mama se ha demostrado la presencia de placoglobina en los
“clusters” de CTCs y en el tumor primario, relacionandose la expresion de esta proteina con un
peor pronéstico. La placoglobina es la responsable de mantener las uniones intercelulares
(Aceto, 2014). En varios tipos de cancer se ha visto que los “clusters” interaccionan con otras
células presentes en el torrente sanguineo tales como plaquetas (Labelle, 2011; Yu, 2013) y
leucocitos (Wels, 2008). Las plaquetas tienen un efecto protector de los “clusters”, mientras
que los leucocitos pueden tener efecto protector o citotéxico. Ademas, las CTCs pueden
incorporar células estromales como fibroblastos en la formacién de los “clusters”, hecho que
puede facilitarles la formacidon de un nuevo nicho metastasico en un lugar distante (Psaila,
2009) (Fig. 7).
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Figura 7: Representacién del proceso de migracion colectiva (Fabisiewicz, 2017).

Pese al importante significado bioldgico que tienen los “clusters” de CTCs, su comportamiento
en la circulacién sanguinea es desconocido (Chaffer, 2011; Krebs, 2014) y se ha visto que la
deteccién de un mayor o menor nimero de éstos depende del sistema utilizado, lo que es
indicativo que algunos de estos agregados celulares son artefactos generados durante el

proceso de deteccién de CTCs (Alix-Panabieres, 2014).

Existen varios autores que durante décadas han defendido el hecho de que los “clusters” son
incapaces de atravesar los capilares debido a su gran tamano, lo que implicaria la ruptura de
las paredes de los vasos (Weiss, 1987; Paterlini-Brechot, 2007; Hou, 2012; Hong, 2013). Pero
existen otros autores que defienden que si pueden atravesar los capilares mediante un
proceso de cambio morfoldgico transitorio, lo que les permite viajar a través de aquellos vasos

mas estrechos (Au, 2015). En lo que si coinciden los diferentes autores es en el concepto de
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heterogeneidad que existe dentro los los diferentes “clusters”, donde las células con
marcadores epiteliales como EpCAM, CDH1 y CK se combinan con células con marcadores
tipicamente mesenquimales como VIM y CDH2, confiriendo fenotipos muy distintos dentro de

un mismo agregado de CTCs (Hou, 2011).

La migracion colectiva de células ocurre durante la morfogénesis, la reparacién tisular y el
cancer (llina, 2009). Durante la migracion colectiva tumoral, las células mantienen las uniones
intercelulares a lo largo de todo el proceso, desde la TEM y hasta la TME. (Lintz, 2016). Sin
embargo, las diferentes células que forman los agregados desempefian diferentes funciones
dependiendo de si forman parte del ndcleo de células o constituyen la regién mas marginal,

adquiriendo estas Ultimas caracteristicas de liderazgo para guiar la invasién y la intravasacidn.

Las células con fenotipo de lideres son las encargadas de generar fuerzas de traccion mediadas
por las contracciones de actina. Esto implica que las células localizadas dentro del grupo no
contacten con la MEC, sino que se mantienen unidas a las que si lo hacen mediante
cadherinas, proteinas de las TJ y uniones gap, permitiendo mantener una sincronizacién de los

citoesqueletos y de la sefializacion (Hegerfeldt, 2002).

La TEM ha sido postulada como un episodio necesario para la invasién celular de canceres
epiteliales. Sin embargo, se ha visto que los fibroblastos asociados a cancer (CAFs) pueden
actuar como células lideres en el frente invasivo. Asi, las células epiteliales tumorales que
forman parte de la agrupacién celular pueden continuar manteniendo su fenotipo epitelial y
aprovecharse de las caracteristicas mesenquimales de éstos, sin necesidad de realizar la TEM

(Gaggioli, 2008).

4. EpCAM

EpCAM fue descrito por primera vez como un antigeno de superficie celular asociado a cancer
de colon (Herlyn, 1979, Koprowski 1979; Baeuerle, 2007). Es una proteina de la familia de las
“cell adhesion molecules” (CAM), formada por las cadherinas, integrinas, selectinas e

inmunoglobulinas, pero con caracteristicas estructurales distintas (Dolle, 2015).

También llamada 17-1A, GA733-2, KSA, ESA, EGP-40, CD326, TROP1, TACSTD1 entre otros
nombres, es una glicoproteina transmembrana que media las uniones entre células de forma

independiente de calcio. Tiene un peso molecular de 40KDa y estd formada por 314
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aminodcidos (aa) codificados por el gen EPCAM situado en el cromosoma 2, en la localizacion
2p21, con un tamafo estimado de 14 kilobases (kb) (Linnenbach, 1989; Szala, 1990; Balzar,
2009). EPCAM estd formado por 9 exones que codifican para cada una de las partes de la

proteina:

- Dominio extracelular (EpEX): formado por un péptido de sefializacion entre el aa 1y
23, codificado por el exén 1; un dominio “epidermal growth factor-like” (EGF-like)
entre los aa 27 y 59, codificado por el exén 2; un dominio de repeticion de
tiroglobulinas (TY) entre los aa 66 y 135, codificado por el exén 3 (Linnenbach, 1989) y
un motivo pobre en cisteinas codificado por los exones 4, 5, 6 y 7 (Schnell, 2013).

- Dominio intracelular (EpICD): codificado por los exones 8 y 9. Esta formado por los aa
del 288 al 314, se situa a continuacién del dominio transmembrana. Este dominio
citoplasmatico estd formado Unicamente por 26 aa, tiene un peso molecular de 5 KDa
y posee dos posiciones de contacto con a-Actina (ACTA1), lo que determina la
localizacién celular de EpCAM (Balzar, 1998) y el contacto de éste con los filamentos

de actina del citoesqueleto (Winter, 2003a) (Fig. 8).
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Figura 8: Estructura génica de EpCAM y dominios proteicos (Schnell, 2013).

Durante la embriogénesis, EpCAM estd altamente expresado en diversos epitelios y en el
individuo adulto sano también se expresa, excepto en epitelios escamosos y en algunos
epitelios especializados como hepatocitos y queratinocitos (Moldenhauer, 1987; Winter,
2003b). Se ha visto que la expresion de EpCAM disminuye a medida que las células se van
diferenciando (Klein, 1987), mientras que se detecta un incremento en su expresion durante
procesos inflamatorios, de regeneracion tisular y determinados tipos de cancer (Gires, 2012;

Dolle, 2015).

El mecanismo de regulacién de EpCAM continlda en controversia. Hay autores que defienden
un control epigenético (Lu, 2010), mientras que otros defienden modificaciones post-

traduccionales (Ng, 2010).
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4.1. Senalizacion

EpCAM ha sido descrita como una proteina implicada en proliferacién y en migracién celular
(Munz, 2004; Osta, 2004) a través de la activacién de una via de sefializacién que se inicia con
la protedlisis intramembrana (RIP) caracterizada por la actividad de las proteasas “tumor-
necrosis-factor alpha converting enzyme” (TACE/ADAM17) y la subunidad catalitica
“presenilin-2” (PSEN2) de la y secretasa, dos enzimas que permiten la escisién y liberacién de
EpEX hacia el exterior y EpICD hacia el citoplasma celular. EpICD formara parte del complejo
nuclear que contiene los reguladores transcripcionales CTNNB1 y “lymphoid enhancer-binding
protein 1” (LEF1), ambos componentes de la via de WNT, mientras que EpEX actuara como un
ligando de EpCAM transmembrana, convirtiéndose en la sefial necesaria para inducir su

escision, hecho que supone un control auto y paracrino (Maetzel, 2009) (Fig. 9).

El contacto célula-célula se considera como el causante inicial de la activacién de EpCAM,
hecho que se ve promovido en tejidos tumorales en los que se ha descrito una sobreexpresion
de las proteasas implicadas en su escision. En este contexto, la interaccién que establece
EpCAM con otras proteinas de la membrana puede determinar la disponibilidad de EpEX para
realizar interacciones homologas, lo que determinarad su activacién o inactivacién (Zoller,

2009).

En condiciones normales en las que las células epiteliales estan quiescentes, EpCAM se sitUa
en las membranas basolaterales donde establece uniones con proteinas homdlogas de las
células adyacentes. Sin embargo, en los progenitores hepaticos (Yovchev, 2008) o cuando se
desarrolla un cancer, se ha observado una localizacion de EpCAM difusa a lo largo de la
membrana celular. Asi, esta proteina puede actuar como molécula de adhesién intercelular o
como factor de transcripciéon (Maetzel, 2009). La localizacion de EpCAM en unos
microdominios u otros marcara su funcidon, como sucede cuando se situa en los “gycolipid-
enriched microdomains” (GEMs), unos dominios ricos en glicoproteinas, lipidos y tetraspaninas
(Hemler, 2005; Khun, 2007; Zoéller, 2009). Asi, el papel de EpCAM no sélo depende de sus
niveles de expresion, sino de las interacciones que establece con otras proteinas, como seria el
caso de Claudina 7 (CLDN7) (Nubel, 2009). CLDN7 es una proteina con cuatro dominios
transmembrana localizada en las TJ de la cara apical de las células. Sin embargo, tras
fosforilarse por la actividad quinasa de Eph, se deslocaliza (Turksen, 2011) y contacta con
EpCAM, situdndose en dominios ricos en glicoproteinas (GEM). El contacto entre EpCAM y

CLDN7 y la recolocacién de ambas en los GEM causa dos efectos directos:
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- La adhesion célular mediada por EpCAM queda inhibida ya que las moléculas de
EpCAM contactan con sus homologas a través del dominio transmembrana y es,
precisamente este dominio, a través del que CLDN7 lo secuestra, hecho que aumenta
la motilidad celular (Kuhn, 2007).

- Enlos dominios GEM hay una gran cantidad de moléculas, entre las que abundan TACE
y PSEN2. Esto facilita la RIP y la consiguiente liberacion de EpEX que actuara como
unidad catalitica para promover la escision de moléculas de EpCAM adyacentes, asi
como la liberacion de EpICD, que iniciara la cascada de sefializacién (Niibel, 2009;
Philip, 2014)

Cuando EpICD se escinde y se libera al citoplasma celular, contacta con “Four and one-half LIM
domains protein 2” (FHL2) y ésta contacta con CTNNB1, viajando hasta el nucleo donde se
inicia la regulacion de genes relacionados con proliferacion (c-MYC, CTNNB1 y ciclina D1
(CCND1)) y migracion celular. Ademas, FHL2 regula la localizacidn y la actividad de TACE y
PSEN2 (Johannessen, 2006). Este contacto entre EpCAM y CTNNB1 lleva asociada la inhibicion
de la adhesién entre células mediada por CDH1 ya que ésta necesita moléculas de CTNNB1
para contactar con los filamentos de actina a través de a-Catenina, permitir su anclaje en el
citoplasma celular y mantener las uniones adherentes entre células. La expresion de EpCAM y
su relacion con CDH1 y CTNNB1, se traduce en una mayor expresion de CTNNB1 asociada a

EpCAM y una menor expresién de CDH1 (Winter, 2007; Munz, 2009).

En el nucleo, el complejo formado por EpICD, FHL2 y CTNNB1 contacta con el factor de
transcripcién LEF1 vy, la actividad conjunta de éstos sobre los promotores de determinados
genes, permite el control de su expresidn, lo que regula la proliferacién, el ciclo y la muerte

celular (Maaser, 2008) (Fig. 9).
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Figura 9: Procesado de EpCAM y sefializacién (Munz, 2009).
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La expresion de EpCAM esta controlada mediante la accion de un complejo formado por
CTNNB1, LEF1 y “transcription factor 4” (TCF4) que se une al promotor de EpCAM, induciendo

su expresion (Yamashita, 2007; Maetzel, 2009).

Tanto la expresion de EpCAM como su procesado y posterior via de sefalizacion estan
reguladas y se inician Unicamente en caso de una necesidad proliferativa (Schmelzer, 2006;
Schmelzer, 2007; Trzpis, 2008). Sin embargo, en condiciones en las que no se requiere
proliferacidn, el factor de transcripcidén nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas (NFkB) y TP53 son los encargados de actuar sobre el promotor de EpCAM,
inhibiendo su expresion (Sankpal, 2009). En el caso concreto de los hepatocitos, éstos
expresan EpCAM durante el desarrollo embrionario, mientras que en individuos adultos,
EpCAM Unicamente se expresa durante el proceso de regeneracidn en células progenitoras (de

Boer, 1999).

4.2. Papel en el desarrollo tumoral

En la mayoria de carcinomas EpCAM esta sobreexpresado, hasta el punto que es considerado
un marcador de células progenitoras iniciadoras de cancer (Went, 2004) y se relaciona con
canceres de mayor capacidad proliferativa y mal prondstico (Schnell, 2013). Ademas presenta

niveles de glicosilacidn mayores que en un tejido sano (Pauli, 2003; Munz, 2008).

4.2.1. Proliferacion

Los primeros datos que relacionan EpCAM con un aumento de la capacidad proliferativa son
de los afios 90 en los que se vio en determinadas neoplasias la relacién con el marcador de
proliferacion Ki67 (Schon, 1994; Litinov, 1996). Estudios posteriores han demostrado la
capacidad de EpCAM para controlar la proliferacion celular mediante la induccidn
transcripcional de c-MYC por el complejo formado por EpICD, CTNNB1, FHL2 y LEF1 (Maetzel,
2009; Munz, 2009), asi como la capacidad de c-MYC de inducir la expresién de CCNA1 y ciclina
E1 (CCNE1) (Jansen-Durr, 1993) y la actividad de éste sobre el promotor de CDH1 para inhibir
su expresion, traduciéndose en la pérdida de las uniones adherentes mediadas por esta
proteina. Ademds, EpCAM controla la progresién del ciclo celular mediante regulacion

transcripcional de CCND1 por el mismo complejo proteico que actua sobre el promotor de
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MYC (Chaves-Pérez, 2013). CCND1 es la primera ciclina necesaria para entrar en ciclo celular ya
que permite el paso de la fase G1 a S, actuando como cofactor de las “Cyclin dependant
kinases” (CDK4 y CDK®6), lo que permite la fosforilacion de la proteina supresora de tumores
“retinoblastoma” (RB), liberdndose asi el “transcription factor E2” (E2F) que inducira la
expresion de CCNA1l y CCNE1, permitiendo la proliferacién (Schulze, 1995; Soucek, 1997;
Labalette, 2008). También cabe destacar, no sélo el papel que tiene EpCAM en la induccion de
la proliferacidn, sino en la capacidad que tiene de inhibir genes supresores de tumores como
TP53 y “cyclin-dependent kinase inhibitor” (P21), lo que permitird una mayor tasa de

proliferacidon celular (Chaves-Pérez, 2013).

4.2.2 Metastasis

En la TEM, las células tumorales pierden sus caracteristicas epiteliales para poder viajar como
CTCs en la sangre y en este proceso la capacidad proliferativa de las células se ve disminuida,
coincidiendo con menor expresion de EpCAM. Esta dimunucién en la expresion se relaciona
con una mayor capacidad de migracién e invasion celular (Gires, 2014). Posteriormente,
cuando las CTCs colonizan nuevos dérganos, podria reactivarse la expresion de esta proteina

para permitir la proliferacion y la generacidn de nuevos focos tumorales (Imrich, 2012).

4.3. EpCAM en el higado y CHC

Las “hepatic stem/progenitor cells” (HSPCs) pueden diferenciarse a colangiocitos o hepatocitos
(Miyajima, 2014; Tanimizu, 2014). EpCAM esta presente en las HSPCs pero su expresion es
dindmica y se pierde cuando éstas se diferencian a hepatocitos, mientras que se mantiene si el
destino final es convertirse en colangiocitos (Yoon, 2011; Gires, 2012). Sin embargo, en
higados fetales la mayoria de los hepatocitos muestran un patrén de expresién de EpCAM,

disminuyendo gradualmente con la diferenciacién hepatica (Tanaka, 2009).

Los cambios patolégicos que tienen lugar en el higado adulto se asocian a re-expresién de
EpCAM (Yamashita, 2009). Cuando hay un dafio hepatico relacionado con respuesta
regenerativa como en el caso de la cirrosis, muchos hepatocitos si que expresan EpCAM tras
un proceso de des-diferenciacion, o bien porque son hepatocitos de nueva generacién y

conservan la expresion de los progenitores hepatobiliares. Se ha visto que la expresién de
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EpCAM sélo se da en fases muy avanzadas de la cirrosis, lo que podria suponer estadios
tumorales iniciales del desarrollo del CHC, en los que se ha descrito la expresién de EpCAM de

novo (Yoon, 2011; Imrich, 2012).

4.4. EpCAM en la biopsia liquida

EpCAM es el marcador comunmente utilizado para la deteccién de CTCs en sangre. La mayoria
de técnicas utilizadas para detectar CTCs, entre las que se encuentra la Unica aprobada por la
FDA (CellSearch, Veridex), basan su deteccidn en la expresidon de este marcador (Hammoud,

2016).

Su expresion ha sido descrita en tumores epiteliales por lo que se ha considerado un marcador
de célula tumoral de origen epitelial. Sin embargo, la validez de este marcador se esta viendo
cuestionada ya que la progresién de tumores epiteliales hacia la formacién de nuevos focos
metastdsicos requiere la liberacidn al torrente sanguineo de CTCs y/o “clusters” de CTCs. Estas
CTCs muestran en su mayoria un fenotipo mesenquimal, caracterizado por la pérdida de la
expresiéon de marcadores propiamente epiteliales como EpCAM, CK7, 8, 19 y CDH1 vy la
adquisiciéon de CDH2 y VIM. Ademds, se ha visto que la expresién de fenotipo mesenquimal en
las CTCs se asocia a un mal prondstico, lo que demuestra que la deteccion basada
exclusivamente en marcadores epiteliales no esta teniendo en cuenta las poblaciones de CTCs
mas agresivas (Raimondi, 2011). Por tanto, la deteccién de CTCs basada exclusivamente en
EpCAM subestima el nimero real de CTCs en sangre (Bednarz-Knoll, 2012; Gorges, 2012).
Otros marcadores especificos de tumor estdn surgiendo como posibles dianas para la
deteccién de CTCs, como MUC1 en el cdncer de mama y de colon y PSA en el de préstata

(Gold, 2015).
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5. MUC1

MUCL1 pertenece a la familia de glicoproteinas denominadas mucinas. La funcién de éstas es la
de proteger los epitelios. Sin embargo, una desregulacidn de su expresion esta relacionada con
procesos inflamatorios y tumorales. Estas mucinas pueden ser secretadas o tener una

localizacién transmembrana (Kufe, 2009).

MUCI se localiza en el cromosoma 1g21 y codifica para una glicoproteina transmembrana
localizada en la cara apical de células epiteliales que recubren los tractos mucosos
respiratorios y gastrointestinales, asi como los ductos de 6rganos como las glandulas
mamarias, el higado, el pancreas y los rifiones, donde forma una barrera mucosa protectora
(Kufe, 2013). Muestra una expresion aberrante en algunos tumores malignos como tumores
mamarios, pancredticos, pulmonares, de colon y hematoldgicos, (Kufe, 2009; Joshi, 2014;
Nath, 2014), relacionandose con metastasis tumorales, mal prondstico y resistencia a la

quimioterapia (Bozkaya, 2012).

5.1. Estructura

MUC1 se sintetiza como un polipéptido simple que se autoprocesa por el dominio SEA (“sea-
urchin sperm protein, enterokinase and agrin”) en dos subunidades que posteriormente
contactaran entre si por uniones estables no covalentes, lo que permite formar un complejo
heterodimérico situado en la membrana celular de epitelios mucosos (Levitin, 2005; Macao,
2006). La region N-terminal contiene un nimero variable de repeticiones en tdndem de 20 aa
glicosiladas en los residuos serina y treonina. El extremo C-terminal, por su parte, esta
formado por 58 aa extracelulares, 28 aa transmembrana y 72 aa que conforman el dominio
citoplasmatico. El dominio N-terminal estd unido al dominio C-terminal transmembrana pero
la actividad de las enzimas TACE y gamma-secretasa permiten la escision de ambas
subunidades. Esto permite la liberacion al exterior del dominio N-terminal y del C-terminal al

interior celular. Este es el inicio de la via de sefializacién regulada por MUC1 (Julian, 2009:

Kufe, 2009) (Fig. 10). JSEA
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Figura 10: Estructura de MUC1 (Kufe, 2013)
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5.2. Senalizacion

MUCL1 se sintetiza en el reticulo endoplasmatico y se trasloca a la mitocondria donde sera
glicosilado en el dominio N-terminal. En carcinomas, las glicosilaciones de MUC1 se alteran
debido a los cambios que experimentan las glicosiltransferasas en las células malignas (Kufe,
2009). A continuacion se trasloca a la membrana apical de las células. Sin embargo, en células
transformadas se pierde la polaridad y MUC1 se sitia a lo largo de toda la membrana
citoplasmatica (Kufe, 2010). Esta nueva localizacién permite el contacto con proteinas quinasa
que al fosforilar MUC1, marcaran la sefial para que sea procesado (Julian, 2009). Tras ser
procesado, el dominio intracelular ha de dimerizar con un homélogo a través de una region

CQC rica en cisteinas para transducir la sefial (Kufe, 2010).

MUC1 en la membrana citoplasmatica contacta con galectin-3 y ésta hace de puente entre
MUC1 y “Epidermal growth factor receptor” (EGFR) (Kufe, 2009; Horm, 2012). Esta interaccion
permite que EGFR fosforile a MUC1 en la posicién Y46EKV y, mediante esta fosforilacion, PI3K
contacta a través de sus dominios SH2 con MUCL1 y se activa la via de PI3K-AKT (Raina, 2004;
Bitler, 2010). Los 72 aa que conforman el dominio citosplasmatico pueden ser fosforilados en
diversas posiciones por “receptor tyrosine kinasa” (RTKs) y no RTKs, generando lugares de
union para los dominios SH2 no sélo de PI3K, sino también de SRC y GRB2 (Pandey, 1995; Li,
2001).

La interaccion entre MUC1 y EGFR permite que ambos se trasloquen al nucleo acompafiados
de CTNNB1 donde regularan la transcripcion de los genes de la via de WNT (Li, 2011; Horm,
2012; Rajabi, 2017). La interaccién entre MUC1 y CTNNB1 provoca la pérdida de contacto de
CTNNB1 con CDH1, lo que se traduce en una alteracién de las uniones adherentes, asociadas a
mayor motilidad (Kufe, 2009). Esta mayor motilidad relacionada con MUC1 también es
promovida por la presencia de &cidos sialicos en el dominio extracelular. Estos dotan a la

proteina de cargas negativas y confieren propiedades anti-adhesivas (Apostolopaulos, 2015).

En el ndcleo, MUC1 regula la expresion de galectin-3, (Kufe, 2009), forma complejos con NFkB
y p65 e induce la transcripcion de genes asociados a la TEM, entre los que se encuentran el
mismo MUC1 y ZEB1 (Rajabi, 2014). Ademas, MUCL1 reprime la transcripcion de CDH1 debido a
que los complejos formados por MUC1, NFkB y p65 inducen la transcripcion de

metiltransferasas encargadas de metilar dicho gen (Rajabi, 2017).

MUC1 no sdlo ejerce su actividad oncogénica controlando la expresién, sino que puede

traslocarse a la membrana externa de las mitocondrias debido a la actividad chaperona de
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“heat shock protein 70” (HSP70) y “heat shock protein 90” (HSP90) donde inhibira la apoptosis
celular asociada a estrés (Ren, 2004; Ren, 2006; Rajabi, 2017).

La expresion de MUCL se ha descrito asociada a procesos inflamatorios relacionados con la
presencia de citoquinas TNFa, IFNy e IL6. Una inflamacién crdnica con presencia de MUC1
puede contribuir a la transformacién celular relacionada con la activacion de la via de NFkB,
como sucede en el desarrollo del cancer gastrico como consecuencia de la infeccién por

Helicobacter pylori (Kufe, 2009).

5.3. ¢-MET con MUC1

HGF fue inicialmente caracterizado como un factor que inducia la proliferacién hepatocitaria y
la motilidad de las células epiteliales (Nakamura, 2011). HGF contacta con c-MET, un receptor
tirosina kinasa encargado de mediar sefiales celulares relacionadas con supervivencia,

proliferacidn, migracion, morfogénesis y angiogénesis (Lai, 2009; Cecchi, 2010).

Durante el desarrollo hepatico, hay una sobreexpresién de HGF por parte de las células
mesenquimales y su contacto con c-MET constituye el principal estimulo para la progresion del
ciclo celular en los hepatocitos (Mohammed, 2005), siendo también imprescindibles durante
procesos de regeneracién hepatica. Ademas de regular la funcién celular normal, c-MET
también estd implicado en procesos tumorales en los que es frecuente una sefializacién
aberrante (Ueki, 1997; Kaposi-Novak, 2006) relacionadas con tumores hepaticos mas agresivos
y con peor prondstico (You, 2011). Se han descrito interacciones entre HGF/c-MET y multiples
vias de sefializacién, entre las que destacan: integrinas, plexinas de clase B, proteoglicanos,

receptores asociados a proteinas G y MUC1 (Lai, 2009).

Se ha visto que c-MET puede interactuar con MUC1 vy catalizar la fosforilacién de éste en su
dominio C-terminal en células de cancer de pancreas (Singh, 2008). Pese a que la expresion de
MUC1 se correlaciona con un mayor potencial metastasico y una peor supervivencia en cancer
de mama (Yuan, 2005), en el caso de CHC los resultados son contradictorios: existen estudios
que describen una mayor expresion de MUC1 en CHC, mientras que otros no observan
diferencias significativas (Cao, 1999; Ichikawa, 2006). Para explicar estos resultados se cree
qgue los efectos oncogénicos de MUC1 dependen de las diferentes moléculas de sefializacion
gue interactien con él (Singh, 2009). Incluso hay autores que afirman que la via de

sefializacion HGF/c-MET tiene diversos papeles durante la hepatocarcinogénesis dependiendo
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de la expresion y del estado en que se encuentre MUC1 en la célula tumoral. Asi, aquellos
CHCs pobremente diferenciados y muy invasivos, caracterizados por poseer un fenotipo
mesenquimal, son deficientes en la expresiéon de marcadores propios del linaje hepatocitario
pero, sin embargo, sobreexpresan MUC1 y c-MET. Por el contrario, aquellos CHCs bien
diferenciados, caracterizados por mostrar un fenotipo epitelial con marcadores propiamiente
hepatocitarios, expresan muy poco MUC1 y c-MET vy, todavia hay una menor expresién de
éstos cuando el higado es cirrdtico y menos cuando se trata de un higado sano, lo que hace
pensar que la expresidon de estos marcadores se correlaciona con un proceso de
transformacion maligna (Cokakli, 2009; Bozkaya, 2012). Ante un estimulo de HGF, se induce
fosforilacién de c-MET, lo que provoca la inhibicién de la interaccién entre éste y MUC1, asi

como una disminucidén en los niveles de MUC1 (Bozkaya, 2012).

Los dominios citoplasmaticos de c-MET y MUC1 pueden interactuar con CTNNB1, pero si hay
un estimulo de HGF, cuando éste contacta con su receptor, c-MET induce la fosforilacion de
CTNNB1, lo que comporta la inhibicidn de la interaccién entre c-MET y CTNNB1. Esto hace que
CTNNBL1 se trasloque al nucleo de los hepatocitos donde se inducira la expresién de c-MYC. Sin
embargo, HGF no afecta a la unién entre MUC1 y CTNNB1 (He, 2007). Se ha visto en lineas
celulares de CHC que el tratamiento con HGF se asocia a una mayor capacidad de migracién e
invasién, pero cuando se tratan las células con un inhibidor de la fosforilacién de c-MET, la
proliferacion permanece inalterable. Ademas, experimentos de silenciamiento de MUC1 en
lineas de CHC muestran que un estimulo de HGF se asocia a mayor expresion y sefalizacion
mediada por c-MET, acompafiada de un incremento en la migracién e invasion celular. Estos
datos indican que MUC1 actia como regulador de la fosforilacion de CTNNB1 mediada por
HGF/c-MET y de la consiguiente expresion de c-MYC en células de CHC. Asi, la interaccion
entre MUC1 y c-MET regula la proliferacién y la metdstasis inducida por HGF durante el

desarrollo del CHC (Bozkaya, 2012).
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Objetivos

El carcinoma hepatocelular (CHC) es el cancer de higado mas frecuente y la sexta neoplasia con
mayor incidencia en el mundo. Constituye la tercera causa de muerte por cancer y la
decimosexta causa de muerte a nivel mundial. Afecta principalmente a individuos con

enfermedad hepatica crénica que han desarrollado cirrosis.

En la metastasis, las células que se liberan del tumor pasan al torrente sanguineo como células
tumorales circulantes (CTCs). La deteccion de CTCs es de utilidad para valorar el prondstico
tumoral o predecir la respuesta terapéutica. La determinaciéon de las CTCs se basa en la
deteccién de marcadores especificos. Actualmente el Unico sistema aprobado por la FDA para
la deteccién de CTCs (CellSearch, Veridex) basa su tecnologia en la deteccién de EpCAM en
pacientes con cancer de colon, de mama o de préstata, pero no existe ningun sistema

aprobado en pacientes con CHC.
Teniendo en cuenta dichos antecedentes hemos establecido el siguiente objetivo:
Objetivo 1: Detectar y caracterizar CTCs en pacientes con CHC.

- Aproximacién al sistema CellSearch (Veridex).
- Analizar nuevos marcadores potenciales mediante Real Time-q PCR.

- Validar el nuevo marcador MUC1.

EpCAM es el marcador utilizado para determinar la presencia de CTCs. En el higado adulto
sano la expresion de EpCAM se limita a los colangiocitos y a las células progenitoras hepaticas
y se re-expresa en los hepatocitos durante la hepatocarcinogénesis. La presencia de EpCAM en
la célula transformada se asocia a mayor proliferaciéon y a la adquisicion de capacidad de

migracion, contribuyendo a empeorar el prondstico de la enfermedad.
Teniendo en cuenta dichos antecedentes hemos establecido el siguiente objetivo:
Objetivo 2: Estudiar la funcion de EpCAM en la metastasis del CHC.

- Funcién de EpCAM en la proliferacidn celular.
- Funcién de EpCAM en la invasién celular.

- Funcién de EpCAM en la migracién celular.
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Metodologia

A. Deteccion y caracterizacion de CTCs

1. Pacientes incluidos en el estudio

Este es un estudio prospectivo en el que han participado 214 pacientes visitados en la Unidad
de Oncologia Hepdatica del Hospital Clinic de Barcelona entre junio del 2013 y noviembre del
2016. Todos los pacientes incluidos han aceptado participar mediante la firma de un
consentimiento informado aprobado por el comité ético del Hospital Clinic de Barcelona.

Treinta y tres voluntarios sanos han sido incluidos como controles.

2. Sistemas de andlisis de CTCs

Se ha procedido a la deteccidon y caracterizacién de CTCs en muestras de sangre mediante tres
metodologias: se ha realizado un estudio preliminar utilizando el sistema CellSearch (Veridex);
se ha analizado la expresidén génica de determinados marcadores mediante técnicas de Real
Time-q PCR vy finalmente, se ha determinado la presencia de CTCs mediante deteccién de los

marcadores utilizando la tecnologia ImageStream AMNIS (Merck Millipore).

3. Obtenciéon de muestras

Una muestra de sangre periférica ha sido obtenida de cada participante. La extraccidon de
sangre la han realizado enfermeras de la Unidad de Oncologia Hepatica del Hospital Clinic de
Barcelona. Para la recogida de las muestras se han utilizado tubos CellSave (Veridex) en el caso
de los pacientes incluidos en el estudio CellSearch (Veridex), y tubos Vacutainer (BD) en los
pacientes en los que la deteccién de CTCs se ha realizado mediante Real Time-q PCR e
ImageStream AMNIS (Merck Millipore). Los tubos Vacutainer (BD) contienen EDTA K, y pueden
recoger hasta un volumen mdaximo de 10mL. Estdn conectados a un adaptador Luer (BD) que
contacta con un Equipo Alado Vacutainer SafetyLok (BD), que es el que se introduce en la vena
para proceder a la extraccion. El volumen de sangre necesario para este estudio ha sido 7.5mL
para el analisis por CellSearch (Veridex) y 20mL para los pacientes analizados por Real Time-q
PCR o ImageStream AMNIS (Merck Millipore). La muestra de sangre ha sido obtenida siempre
después de haber extraido el volumen necesario para las analiticas rutinarias del paciente. De
esta manera se reducen al maximo las probabilidades de que en la muestra de sangre exista

alguna contaminacién por células epiteliales que se hayan podido descamar con la puncion.
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4. Metodologias de analisis de CTCs

4.1. CellSearch (Veridex)

Material

- Material contenido en el kit de deteccidn de CTCs que facilita el fabricante (Veridex)

- 75

mL de sangre de cada paciente incluido en el estudio.

En este estudio se han incluido un total de 7 pacientes. En la siguiente tabla aparecen algunas

de las caracteristicas clinicas de los pacientes analizados:

Diagnostico

Cirrosis sin

tumor

BCLC B-C

Total

Protocolo

Numero de Edad Etiologia Vivos/ AFP(<10ng/mL - Child
pacientes muertos/ >10ng/mL- Pugh
(hombres/ perdidos ND) (A/B/C)
mujeres)
1(0/1) 49 Criptogénico 1/0 ND 0/1/0
4 VHC
6 (6/0) 69 (62-79) 1 Alcohol 1/5 1-5-0 5/1/0
1 VHC alcohol
7 (6/1)

Seguir las indicaciones del fabricante (Veridex).

Analisis de los resultados

Los datos obtenidos de cada paciente han sido analizados mediante el visionado de las

imagenes o

btenidas en este sistema por dos técnicos especialistas siguiendo las indicaciones

del fabricante (Veridex).

4.2. Real Time-q PCR

Material

Tubos (Corning)
DPBS (Sigma-Lifescience)
Lymphoprep (Axis-Shield)

20mL de sangre de cada participante incluido en el estudio.
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En este estudio se han incluido un total de 177 pacientes, 7 de los cuales corresponden a los 7
pacientes analizados por CellSearch (Veridex) y 33 voluntarios sanos. En la siguiente tabla

aparecen algunas de las caracteristicas clinicas de los pacientes analizados:

Diagnéstico Numero de Edad Etiologia Vivos/ AFP(<10ng/mL - Child
pacientes muertos/ >10ng/mL- ND) Pugh
(hombres/ perdidos (A/B/C)
mujeres)
9 VHC
59 1VHB
Cirrosis sin tumor 20 (12/8) (49- 2 Alcohol 15/4/1 12-6-2 13/6/1

79) 2 VHC alcohol
2 VHB alcohol
4 Otras
30 VHC
7 VHB
1 VHC VHB
BCLCO-A 69 (49/20) 62 14 Alcohol 46/16/7 38-28-3 58/11/0
(42- 2 VHC alcohol
80) 1 VHB alcohol
14 Otras
36 VHC
64 3 VHB
BCLC B-C 81 (73/8) (48- 17 Alcohol 20/50/11 35-44-2 67/13/1
82) 10 VHC alcohol

15 Otras
Colangiocarcinoma 1(1/0) 70 1 VHC 0/0/1 1-0-0 1/0/0
62
Otras neoplasias 2 (2/0) (55- 1 VHC alcohol 0/2/0 1-1-0 2/0/0
69) 1 Otras
CHC -
colangiocarcinoma 1(1/0) 56 1 VHC alcohol 1/0/0 1-0-0 1/0/0
Hiperplasia nodular 3(1/2) 45 1 VHC alcohol 3/0/0 3-0-0 3/0/0
focal (28- 2 Otras
55)
Total 177

(139/38)
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Protocolo

Los 20mL de sangre de cada participante han sido transportados en un plazo maximo de
treinta minutos desde la consulta donde son extraidos al laboratorio de Oncologia Hepatica del
Hospital Clinic de Barcelona. Trabajando en cabina de flujo laminar (Nuaire) se ha procedido
segln el siguiente protocolo:

- Para aumentar el rendimiento de obtencién de células es necesario diluir la muestra de
sangre con DPBS (Sigma-Lifescience) en una proporcién final 1:1. Para ello se traspasa el
volumen de cada tubo a un tubo de 50 mL (Corning) que contiene 10mL de DPBS (Sigma-
Lifescience) a temperatura ambiente (TA).

- Tras mezclar con una pipeta el volumen de cada tubo, traspasar el volumen de cada uno muy
lentamente con la ayuda de una pipeta a un nuevo tubo de 50 mL (Corning) que contiene
10mL de lymphoprep (Axis-Shield), de manera que ahora se dispone de dos tubos. Cada tubo
contiene: en la parte inferior 10mL de Lymphoprep (Axis-Shield) y encima de éste 20 mL de
sangre y DPBS (Sigma-Lifescience).

- Seguidamente se realiza un gradiente de densidad de la siguiente manera: Centrifugar ambos
tubos en la centrifuga Megafuge 16R (Thermo Scientific) durante 20minutos a 800g con
aceleracién 2 y desaceleracion 0.

- Recoger el anillo de PBMC de cada tubo de 50mL (Corning) con una pipeta y traspasar las
PBMCs de ambos tubos a uno solo de 15mL (Corning).

- Proceder con el lavado de la muestra: Centrifugar el tubo de 15mL (Corning) a 1500rpms
durante 10 minutos en la centrifuga Megafuge 16R (Thermo Scientific).

- Descartar el sobrenadante y afiadir DPBS (Sigma Lifescience).

- Volver a centrifugar a 1500rpms durante 10 minutos.

- Descartar el sobrenadante.

- Congelar el pellet a -802C hasta proceder con la extraccion de RNA (segun el protocolo
descrito).

- Tras la extraccion de RNA, proceder con la RT (segun el protocolo descrito) y la posterior Real

Time-q PCR.

Se ha utilizado TBP como gen de referencia y se ha analizado la expresién de los siguientes
genes (utilizando las sondas descritas en el apartado en el que se explica el protocolo de Real

Time-q PCR):

- EpCAM: junto con TROP2 forma la familia de genes denominados TACSTD (“tumor-

associated calcium signal transducer”) (Pak, 2012). Fue el primer antigeno humano
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asociado a tumor (Munz, 2009) y en diversos tipos tumorales su expresion se
asocia a una mal prondstico debido a la relacion que tiene con procesos

proliferativos y metastasicos (Munz, 2004; Osta, 2004).

TROP2: gen localizado en 1p32 (Cubas, 2009) sin intrones originado por
retroposicion de EpCAM a través de un intermediario de ARNm y comparte el 50%
de las secuencias de EpCAM, hecho que hace pensar en un “exon shuffling” previo
a la retroposicién (Linnenbach, 1993; Maetzel, 2009). Codifica para una proteina
transmembrana tipo | de 35KDa formada por 323 aa (Ohmachi, 2006). Posee un
péptido hidrofdbico (1-26aa), un dominio extracelular (27-274aa), un dominio
transmembrana (275-297aa) y una cola citoplasmatica (298-323aa) (El Sewedy,
1998). Fue descrita por primera vez en trofoblasto y en lineas celulares de
coriocarcinoma (Lipinski, 1981; Fong, 2008). Se sobreexpresa en muchos
carcinomas, tales como cancer gastrico (Fong, 2008; Mihlmann, 2009); de
pancreas, en el que TROP2 se relaciona con metastasis en los ganglios linfaticos;
cancer colorrectal, donde se ha visto que elevados niveles de expresion se
correlacionan con mayor metdastasis hepdtica y mayor incidencia de muerte
(Ohmachi, 2006), asi como un incremento en la fosforilacion de ERK1/ERK2
(Brondello, 1995; Meloche, 2007; Liu, 2013) hecho que se relaciona con un
incremento en los niveles de CCND1 y CCNE1 y una mayor expresién de Ki-67
(Cubas, 2010; Liu, 2013). Como EpCAM, TROP2 parece tener diferentes papeles en
los diferentes tipos de cancer (Cubas, 2010).

Hay autores que detectan que en ausencia de TROP2 hay una elevada expresion
CDH1, mientras que TROP2 sobreexpresado es suficiente para que CDH1
disminuya su expresion, por lo que especulan que elevados niveles de TROP2 en
cancer de cérvix podria estar induciendo la migracién y la invasién celular
mediante la limitacién en la expresion de CDH1 (Cubas, 2009).

La cola citoplasmatica de TROP2 es esencial para la sefializaciéon (Cubas, 2010).
TACE y la subunidad catalitica presenilin 1 de la gamma-secretasa (PSEN1) son las
encargadas de realizar la RIP. Esto comporta la liberacion del dominio extracelular
(ECD) y la acumulacién del dominio intracelular (ICD) en el nucleo. La localizacién
nuclear del ICD esta presente en cancer de prdstata pero no en el tejido benigno
adyacente, hecho que sugiere que la escision de TROP2 tiene un papel
determinante en la tumorogénesis. El ICD promueve autorrenovacidn, inicia una

neoplasia prostdtica intraepitelial y estd involucrado en una cascada de
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sefializacién dependiente de CTNNB1. Asi, CTNNB1 colocaliza en el nucleo con ICD
en cancer de préstata, no en tejidos benignos. Ademas, la pérdida de CTNNB1
elimina la capacidad de TROP2 de autorrenovacion y transformacién celular. Lo
mismo sucede cuando se mutan los lugares de escision transmembrana de TROP2,
hecho que demuestra que la RIP es necesaria para la actividad de TROP2
(Stoyanova, 2012).

Las células progenitoras hepdticas que tienen la capacidad de diferenciarse a
hepatocitos y a colangiocitos y que se asocian con procesos tumorogénicos
expresan TROP2, pero no los hepatocitos de un higado sano (Okabe, 2009). La
expresién de TROP2 se relaciona con el desarrollo, la progresidon tumoral y una

peor supervivencia en pacientes con cancer de cérvix (Liu, 2013).

HSP70-1 (Heat shock protein 70-1): La familia de HSP70 esta formada por ocho

miembros, todos ellos con actividad chaperona (Murphy, 2013), pero sdlo tres de
ellos inducen su expresion ante una situacidon de estrés, siendo HSP70-1 el mas
sensible a éste (Parsian, 2000). Tiene una estructura formada por tres dominios:
actividad ATPasa en el dominio N-terminal, zona de unidn al sustrato (Zhu, 1996;
Bertelsen, 2009) y extremo C-terminal que facilita su actividad de co-chaperona, lo
gue le permite interactuar con otras chaperonas implicadas en el plegamiento
proteico (Allan, 2011). Su actividad se relacionada especialmente con respuesta a
estrés térmico (Morano, 2007), hipdxico, oxidativo y de pH, por lo que en una
situacion en la que la célula no estd sometida a estrés, los niveles de expresién de
HSP70 son bajos, expresandose principalmente durante las fases G1 y S del ciclo
celular, momento en el que se requiere su actividad chaperona (Taira, 1997).

El promotor de HSP70-1 tiene un lugar de unién para “Heat shock factor 1” (HSF1)
pero en situaciones en las que no existe estrés, HSF1 se encuentra inactivo en el
citosol unido a HSP90. Sin embargo, cuando la célula se enfrenta a un estrés, el
HSP90 que se encuentra unido a HSF1 deja de contactar con él, para hacerlo con
otras proteinas que no estan bien plegadas. Este cambio hace que HSF1 quede
libre y se trasloque al nucleo donde contacta con el promotor de HSP70
induciendo su transcripcidon (Mason, 1997; Cotto, 1999; Akerfelt, 2010).

Existe una elevada expresién de esta proteina en diversos tipos tumorales debido a
la activacion de HSF1, relaciondndose con mal pronéstico (Wu, 2005; Westerheide,
2009; Chou, 2012). En el caso del CHC su expresidon se asocia a tumores mas

grandes, con invasion de la vena porta y estadios mas avanzados (Joo, 2005) ya
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gue es capaz de promover el crecimiento tumoral mediante la estabilizacién de
CCND1 y la supresién de la apoptosis mediante inhibicién de la via de TP53 (Diehl,
2003; Calderwood, 2006; Tremosini, 2011), relaciondndose con la expresion del
marcador de proliferacion Ki67 (Murphy, 2013) y con una inhibicién de la
apoptosis celular mediante la inhibicidn de la traslocaciéon a la mitocondria de la
proteina proapoptoética BAX (Gotoh, 2004; Stankiewicz, 2005). Ademas, evita que
APAF-1 y procaspasa-9 se recluten en el apoptosoma; inhibe la actividad quinasa
de c-JUN y P38, evitando su funcidon apoptdtica (Gabai, 1997; Park, 2001; Park,
2002); se une a AIF (Apoptosis Inducing Factor), hecho que causa una inhibicién de
la condensacion de la cromatina, por lo que se inhibe la muerte celular

independiente de caspasas (Ravagnan, 2001).

MUCI: Mucina transmembrana cuya sobreexpresion se ha descrito en diversos
tipos de cancer (mama, ovario, pulmdn, pancreas...), relaciondndose con células
cancerosas con especial motilidad (Bozkaya, 2012). En el CHC la expresién de

MUCL1 presenta ciertas controversias (Singh, 2009).

hTERT: La telomerasa es una ribonucleoproteina cuya funcién enzimatica es la de
anadir repeticiones teloméricas de novo para mantener estable la longitud de los
telomeros gracias a su subunidad catalitica hTERT (Collins, 2002). Se expresa
durante el desarrollo embrionario, restringiéndose en el adulto a las células
progenitoras, los o&rganos hematopoyéticos y las células reproductoras
(Harrington, 2004; Liu, 2007). La activacion de la telomerasa es suficiente para
conferir un potencial replicativo ilimitado a las células y de hecho, es un evento
frecuente durante la transformacion tumoral (Blasco, 2003).

En pacientes con CHC se ha descrito la reactivacion y la sobreexpresion de hTERT
(Huo, 2006; Mizukoshi, 2006), asi como en la mayoria de los distintos tipos de
tumor (Qian, 2014), en los que su expresion se asocia con estadios avanzados de la
enfermedad y un peor prondstico (Tabori, 2006). El desarrollo del CHC es un
complejo proceso en el que intervienen anormalidades teloméricas (Begus-
Nahrman, 2012), en las que hTERT contribuye a la malignizacion e inmortalizacion

de las células (Zhou, 2015).
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Andlisis de los resultados
El analisis de los resultados de cada paciente se ha efectuado a partir de las CTs obtenidas para
cada gen de interés, normalizando este resultado utilizando los valores de CTs del gen de

referencia.

Hemos establecido el punto de corte que define positividad para la presencia de CTCs
mediante analisis de deciles para cada uno de los marcadores con los resultados obtenidos en
una poblacion de 33 voluntarios sanos a los que se les ha aplicado idéntico protocolo de
extraccidon y analisis muestral que a los pacientes. Todos aquellos valores superiores a los
obtenidos en el 95% de los voluntarios sanos han sido considerados positivos de la presencia

de CTCs.

Existen evidencias de que drganos inflamados o con lesiones premalignas pueden liberar
células epiteliales al torrente sanguineo (Cauley, 2016). Teniendo en cuenta que la cirrosis esta
considerada como un estadio preneoplasico (Riegler, 1996) y que el desarrollo del CHC tiene
lugar principalmente sobre higado cirrdtico, hemos analizado la presencia de células epiteliales
circulantes en un grupo de pacientes cirrdticos sin evidencia de CHC. Este analisis nos ha
permitido conocer las diferentes expresiones génicas respecto a los voluntarios sanos vy

establecer nuevos limites de deteccidn en funcién de un fenotipo cirrético.

Los datos obtenidos han sido analizado mediante el software estadistico SPSS1 version 2.0.

4.3. ImageStream AMNIS (Merck Millipore)

Esta tecnologia integra la capacidad de andlisis de imagen cuantitativa junto a las
caracteristicas propias de un citdmetro convencional, hecho que permite conocer el nimero
de células y la expresion de determinadas proteinas previamente marcadas mediante
anticuerpos. De este modo, tras realizar un marcaje de las proteinas de interés se obtienen
imagenes de cada célula en las que se puede observar la localizacion de las proteinas

marcadas.

Este sistema ha sido utilizado para detectar CTCs a partir de los 20mL de sangre de cada
paciente sobre los que se realiza una lisis eritrocitaria previa mediante un protocolo basado en

la utilizacién de cloruro amédnico. Una vez lisado los eritrocitos se procede con una deplecion
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leucocitaria mediante el uso de anticuerpos contra CD45 unidos a esferas magnéticas
combinados con el uso de columnas sostenidas sobre un soporte imantado que retienen las

células CD45+. Esto permite obtener una muestra final enriquecida en CTCs.

La deteccion de CTCs se ha basado en el andlisis de los siguientes marcadores: EpCAM, ya que
es nuestra proteina de estudio; MUC1, para confirmar los datos obtenidos en el andlisis
realizado por Real Time-q PCR y CK8/18/19 como marcadores de célula epitelial. Se han
utilizado anticuerpos que reconocen CD45 para detectar posibles leucocitos que se hayan
podido quedar después de la deplecion mediante el uso de las esferas magnéticas. Antes de
proceder con el analisis de las muestras de sangre de los pacientes, ha sido necesaria una
puesta a punto del sistema mediante tinciones de las lineas celulares BCLC5, BCLC9 y BCLC12
(linea de colangiocarcinoma con expresion positiva de MUC1), de las que se conocia la
expresion positiva de los marcadores que querian detectarse en los pacientes. Los datos
obtenidos han sido utilizados para el compensado del sistema, para establecer las

concentraciones adecuadas de los anticuerpos y las condiciones 6ptimas de trabajo.

Material
- Tubos de 1.5mL (Eppendorf)
- Tubos 15mL (Corning)
- Tubos 50mL (Corning)
- DPBS (Sigma-Lifescience)
- Tampdn de lisis eritrocitaria, para un volumen de un litro de H,0 miliQ (se

almacena hasta seis meses a TA):

Reactivo Cantidad Casa comercial

NH,CI 8.26g Sigma-Aldrich

KHCO3 1g Sigma-Aldrich

acido etilendiaminotetraacético 0.037g Sigma-Aldrich
(EDTA)

- Tampoén de bloqueo y columna, en DPBS (Sigma-Lifescience):

Reactivo Concentracion Casa comercial
Bovine serum abumine (BSA) 0.5% Roche Diagnostics
EDTA 2mM Sigma-Aldrich
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- Tampdn de citometria, en H,0 miliQ:

Reactivo Concentracion Casa comercial
EDTA 1mM Sigma-Aldrich
HEPES 25mM Sigma-Aldrich
FCS 1% Gibco
- FcR blocking reagent (Milteny Biotec)
- CD45 Microbeads (MACS Milteny Biotec)
- MACS Multistand (Milteny Biotec)
- Imdan Midimacs
- Columnas LD (Milteny Biotech)
- Tampodn para fijar (Life Technologies)
- Tampdn para permeabilizar (Life Technologies)
- Anticuerpos:
Anticuerpo Casa Comercial Dilucién
EpCAM- PerCP/Cy5.5 Abcam 1:25
CK3-6H5-FITC Milteny Biotec 1:11
CD45- Vioblue 405 Milteny Biotec 1:20
MUC1-PE Biolegend 1:20

- 20mL de sangre de cada paciente incluido en el estudio.

En este estudio se han incluido un total de 30 pacientes. En la siguiente tabla se muestran
algunas de las caracteristicas clinicas de los pacientes:
Diagnéstico Nimerode Edad Etiologia Vivos / muertos  AFP(<10ng/mL - Child
pacientes /perdidos >10ng/mL- ND) Pugh
(hombres/ (A/B/C)
mujeres)
BCLC 0-A 13(8/5) 64 4 VHB, 7 VHC, 10/1/2 10-3-0 10/3/0
(42- 1 alcohol, 1 Al
80)
BCLC B-C 14(10/4) 64 2 VHB, 6 VHC, 8/6/0 5-8-1 11/3/0
(50- 4 alcohol,
80) 2 NASH alcohol
Colangiocarcinoma 1(0/1) 79 1 VHC 0/1/0 0-1-0 1A
Otras neoplasias 2(2/0) 52 2VHC 2/0/0 2-0-0 2A
Total 30
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Protocolo

Se parte de 20mL de sangre de paciente en los que se realizara la lisis eritrocitaria en dos tubos
de 50mL (Corning). En cada uno de ellos:

- Afiadir el tampdn de lisis y la sangre en proporcién (sangre: tampdn) 1:5 (10mL de sangre +
40mL de tampdn de lisis).

- Dejar 10 minutos a TA (lisis eritrocitaria).

- Centrifugar 5 minutos a 350g en la centrifuga Megafuge 16R (Thermo scientific). Tras la
centrifugacion, los eritrocitos lisados quedaran en el sobrenadante y las PBMC en el pellet.

- Eliminar el sobrenadante con los eritrocitos lisados.

- Aiadir DPBS y recoger el pellet de los dos tubos en uno sélo.

- Centrifugar la suspensién celular a 300g durante 10 minutos en la centrifuga Megafuge 16R
(Thermo scientific). Aspirar el sobrenadante completamente.

- Resuspender el pellet celular en 300 microlL de tampdnde bloqueo y columna.

- Anadir 100microlL del FcR blocking reagent (Milteny Biotec).

- Anadir 100microlL de las CD45 Microbeads (Milteny Biotec).

- Mezclar bien e incubar a 4 2C durante 15 minutos.

- Centrifugar la suspension celular a 300g durante 10 minutos en la centrifuga Megafuge 16R
(Thermo scientific).

- Aspirar el sobrenadante completamente.

- Resuspender las células en 500 microL de tampdn de bloqueo y columna.

- Colocar el iman MidiMACS (Milteny Biotec) en el MACS MultiStand (Milteny Biotec) y
posicionar la columna LD (Milteny Biotec) en el iman MidiMACS (Milteny Biotec).

- Situar un tubo de 15mL (Corning) en hielo bajo la columna.

- Equilibrar la columna afiadiendo 2mL de tampdn de bloqueo y columna y recogerlo en un
tubo colocado debajo de la columna y descartar ese volumen.

- Colocar un tubo nuevo de 15mL (Corning) en hielo debajo de la columna.

- Introducir los 500 microlL del tampdn que contiene las células en la columna y recoger lo que
va saliendo por la punta de la columna en el tubo de 15mL (Corning).

- Afadir 1mL de tampdn de bloqueo y columna cuando el reservorio de la columna esté vacio y
recoger lo que vaya saliendo. Realizar esta operacién dos veces. Recoger todo lo que salga en
el mismo tubo (esto corresponde a las células que no se han retenido en la columna).

- Centrifugar la suspension celular a 300g durante 10 minutos en la centrifuga Megafuge 16R
(Thermo scientific). Aspirar el sobrenadante completamente.

- Resuspender las células en 100 microL de tampdn de citometria y afiadir los anticuerpos de

superficie:
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- 4microL EpCAM PerCP/Cy5.5

- 10microlL CD45 VioBlue

- S5microL MUC1 Pe
- Mezclar e incubar 20 minutos a oscuras a 4°C.
- Lavar las células afadiendo 1mL de tampdn de citometria y centrifugar 300g durante 5
minutos en la centrifuga Megafuge 16R (Thermo scientific).
- Aspirar el sobrenadante.
- Afadir 100 microlL del tampdn para fijar (Life Technologies) e incubar 15 minutos a TA.
- Afladir 3mL de tampdn de citometria y centrifugar 300g 5 minutos en la centrifuga Megafuge
16R (Thermo scientific).
- Aspirar el sobrenadante
- Afadir:

- 50 microlL de tampdn para permeabilizar (Life Technologies)

- 41microl tampdn de citometria

- 9microL CK3-6H5 (1:11) 9 microlL
- Mezclar bien arriba y abajo y dejar 20 minutos a TA a oscuras.
- Afadir 3mL de tampdn de citometria, centrifugar 5 minutos a 300g en la centrifuga Megafuge
16R (Thermo scientific).
- Aspirar el sobrenadante
- Resuspender las células en 50 microL de tampdn de citometria y traspasar el volumen un
tubo de 1.5mL (Eppendorf) para ser analizado por el sistema ImageStream AMNIS ISX (Merck
Millipore).

Analisis de los resultados

El sistema ImageStream AMNIS ISX (Merck Millipore) dispone de dos cdmaras, doce canales y
cinco laseres de excitacion. El analisis de las muestras mediante el uso de este sistema se ha
efectuado segun indicaciones del fabricante (Merck Millipore), obteniendo los datos
necesarios para su analisis posterior. Esta tecnologia permite fotografiar cada una de las
células contenidas en la muestra a analizar, generando una imagen individual de cada una de
ellas. El resultado final de cada muestra ha sido analizado mediante el software IDEAS

Application version 6.1 (AMNIS Corporation), segun instrucciones del fabricante.
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B. Funcion de EpCAM en la metastasis
5. Cultivos celulares

5.1. Lineas celulares

Las lineas celulares utilizadas para este proyecto fueron obtenidas a partir de tumores de tres
pacientes intervenidos quirdrgicamente en la unidad de oncologia hepatica del Hospital Clinic
de Barcelona entre los afios 2000 y 2003 y que previamente habian dado su consentimiento
por escrito. Tras la intervencidn quirudrgica, el tumor resecado en el quiréfano fue trasladado a
la unidad de Anatomia Patoldgica del Hospital Clinic de Barcelona para su caracterizacién y un
fragmento de éste, tras ser seccionado del tumor original con ayuda de pinzas y una hoja de
bisturi, fue trasladado en tampdn “Hank’s balanced solution” (HBSS, Sigma-Aldrich) a TA,
contenido en un tubo cdénico estéril de 15mL (Corning), a la sala de cultivos celulares con nivel
de contencidn P2 del laboratorio de Oncologia Hepdatica del Hospital Clinic de Barcelona.

En la sala de cultivos celulares, siempre trabajando dentro de la cabina de bioseguridad Clase
Il, tipo A2 (Nuaire) se procedid a la derivaciéon de lineas celulares mediante el siguiente
procedimiento:

- Traspasar el fragmento a una placa de cultivo p100 (TPP) con solucidn de digestion Hanks I
(Sigma Aldrich) y colagenasa IV al 0.05% (Sigma-Aldrich) y fragmentarlo con ayuda de pinzas y
bisturi hasta disgregarlo por completo.

- Traspasar el homogenado celular a tubos estériles de 15mL (Corning) y dejar en agitacion en
un bafo (PolyScience) a 372C durante 10 minutos.

- Dejar reposar la muestra durante 5-10 minutos y a continuacion filtrarla a través de una gasa
estéril.

- El producto resultante del filtrado se centrifuga a 170g durante 60 segundos en la centrifuga
Megafuge 16R (Thermo Scientific).

- Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet en tampdn HBSS (Sigma-Aldrich). Mantener
la muestra a TA.

- Recuperar el homogenado celular que se habia quedado en la gasa estéril y volver a mezclarlo
con solucion de digestion Hanks Il (Sigma Aldrich) y colagenasa IV al 0.05% (Sigma-Aldrich) en
otro tubo estéril de 15mL (Corning). Proceder de la misma manera que con la muestra
obtenida resultante de la filtracidn inicial, hasta llegar al paso en el que se resuspende el pellet
celular en tampdn HBSS (Sigma-Aldrich). Realizar este paso dos o tres veces, de manera que
finalmente se obtienen tres o cuatro tubos con suspensiones celulares procedentes de

digestiones tisulares sucesivas.
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- Mezclar las suspensiones celulares procedentes de las distintas digestiones y purificar las
células por centrifugacion mediante un gradiente de densidad de alta resolucion de ficoll
(Sigma-Aldrich) al 15-40%. La condiciones de centrifugacién son 30 minutos a 800g y 42C en la
centrifuga Megafuge 16R (Thermo Scientific).

- Recoger los anillos que contienen las células y lavarlos con HBSS (Sigma-Aldrich).

- Sembrar las células en placas de cultivo p100 (TPP) utilizando medio de cultivo para lineas
celulares de CHC.

- Dejar la placa en el incubador Autoflow IR direct heat CO, (Nuaire) que permite mantener los
cultivos celulares en atmésfera humidificada a 372C con un 21% de O,.

- Controlar el cultivo celular mediante el uso del microscopio invertido ZEISS AXIO.

- Realizar cambios de medio cuando sea necesario, hasta observar una confluencia celular
suficiente para ser divididas, y asi sucesivamente, ir manteniendo el cultivo celular hasta
obtener una linea celular estable.

- Realizar diluciones seriadas hasta obtener un cultivo celular procedente de una unica célula

que permite obtener una linea celular clonal.

Este protocolo se ha realizado con todas las lineas celulares utilizadas en este proyecto. Sin
embargo, para obtener una de ellas, la denominada BCLC9, se realizé un paso previo en el que
se implantd un fragmento del tumor en el higado de un raton de la cepa nu/nu Swiss mice
(Iffa-Credo Animaux de Laboratoire, L’Abresle, France) de la siguiente manera: El raton fue
anestesiado mediante inyeccién intraperitoneal de Avertin, 2,2,2-Tribromo-ethanol (Sigma-
Aldrich) a una dosis de 0.3 mg/g. Tras realizar una laparotomia media, el fragmento tumoral
fue implantado en el I6bulo hepatico anterior mediante sutura con Prolene 6-0. La incisidn
abdominal fue cerrada con grapas. El ratédn fue controlado dos veces por semana. El desarrollo
del implante hepatico fue seguido por laparotomia tras anestesiar al animal cada seis semanas.
Tres meses después de haber implantado el fragmento tumoral se sacrificé el ratéon por
dislocacién cervical (Armengol, 2004). A continuacién se derivé la linea celular BCLC9 con

idéntico protocolo al descrito anteriormente para el resto de lineas celulares.
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Las lineas establecidas mediante este procedimiento y que han sido utilizadas para el

desarrollo de esta tesis doctoral son las siguientes:

Linea Sexo Edad Tumor de Etiologia Fenotipo Expresion
paciente paciente origen celular de EpCAM
BCLC5 Mujer 49 CHC VHC Adherente Negativa
BCLC6 Hombre 70 CHC Alcohdlica  Adherente Negativa
BCLC9 Mujer 71 CHC VHB Adherente/ Positiva

suspension

Estas lineas son mantenidas en el incubador Autoflow IR direct heat CO, (Nuaire) que permite
mantener los cultivos celulares en atmdsfera humidificada a 372C con un 21% de O, En caso de
guerer mantener las células en cultivo en condiciones de hipoxia se ha utilizado el incubador
Micro Galaxy (RS Biotech) que mantiene los cultivos celulares en atmdsfera humidificada a

372C con un 1% de O,.

5.2. Técnicas comunes de cultivos celulares

5.2.1. Medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado para las lineas de CHC con las que se ha desarrollado este
proyecto tiene la siguiente composicion:
Reactivo Casa comercial Concentracion
Medio Ham’s Nutrient Mixture without L- Sigma-Aldrich 50%
glutamine (NM F12 Ham)
Medio Dulbecco’s Modified Eagle’s Sigma-Aldrich 50%
Medium-high glucose (DMEM)

Fetal Calf Serum, origen sudameérica (FCS) Gibco 10%
Aminodcidos no esenciales Sigma-Aldrich 1X (stock 100X)
Piruvato sédico Sigma-Aldrich 1mM
L-glutamina Sigma-Aldrich 2mM
Penicilina Sigma-Aldrich 100U/mL
Estreptomicina Sigma-Aldrich 100 microgr/mL
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5.2.2. Tripsinizacion y cambio de medio

Lavar la placa a tripsinizar con Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (DPBS; Sigma-Life
Science) para eliminar los restos de medio y afadir una solucidn de tripsina-EDTA (Sigma-Life
Science). Dejar durante 3-5minutos a 372C en el incubador Autoflow IR direct heat CO,
(Nuaire) para que la tripsina-EDTA actue. Una vez comprobado por microscopia invertida (Zeiss
Axio) que las células se han despegado, afiadir el doble de medio fresco que de tripsina-EDTA
(Sigma-Life Science), resuspender las células y transferirlas a un tubo cénico estéril de 15mL
(Corning) que sera centrifugado en la centrifuga Megafuge 16R (Thermo Scientific) a 1500rpm
(revoluciones por minuto) durante 5 minutos, obteniendo el pellet celular. Descartar el
sobrenadante y anadir 5mL de medio fresco. Proceder con el contaje celular mezclando
10microl de la suspensién celular y 10 microlL del colorante Typan Blue (Invitrogen) en un tubo
conico de 1.5mL (Eppendorf). Mezclar bien y traspasar 10microlL de la mezcla a una camara de
contaje (Invitrogen) y proceder con el contaje celular mediante un contador automatico
(Invitrogen). Tras el contaje celular, sembrar las células a la densidad deseada en una nueva
placa o flascén de cultivo. Los cambios de medio y los pases celulares se realizan cada 2-3 dias,

dependiendo de las condiciones del cultivo celular.

5.2.3. Criopreservacioén

El proceso de congelacién celular se realiza utilizando un medio formado en un 90% por FCS
(Gibco) y en un 10% por Dimetilsulfoxido (DMSO; Sigma). Una vez tripsinizadas y contadas las
células, resuspender la cantidad deseada en 1.5mL de medio de congelacién y alicuotar en
crioviales de 2mL (Cryo. S, Greiner Bio-One). A continuacidn, transferir los viales a un
contenedor de congelacién (Nalgene) que contiene 250mL de isopropanol (VWR) a TA.
Seguidamente, colocar el contenedor de congelacion a -802C durante 48h (Nuaire -862C
Ultralow freezer) y finalmente, si se desea, transferir los crioviales a un contenedor de
nitrégeno liquido para una mayor preservacion.

Para descongelar las células, extraer los viales del congelador de -802C (Nuaire -862C Ultralow
freezer) y transferirlos a un bafio de agua (PolyScience) a una temperatura de 372C hasta su
descongelacion. Inmediatamente después transferir el volumen contenido en el criovial a un
tubo de 15mL (Corning) que contiene 10mL de medio de cultivo a 372C. Centrifugar a 1500rpm
durante 5 minutos en la centrifuga Megafuge 16R (Thermo Scientific), descartar el
sobrenadante y resuspender el pellet celular en el volumen de medio necesario para proceder
al sembrado en las placas de cultivo deseadas. En caso de haber almacenado los viales en

nitrégeno liquido, estos serdn transportados desde el tanque de nitrégeno liquido hasta el
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laboratorio mediante el uso de cajas de porexpan con nieve carbdnica en su interior. Una vez
en el laboratorio, el proceso de descongelacién serd idéntico al descrito en muestras

mantenidas a -802C.

5.2.4. Microscopia
Las células han sido observadas regularmente con el microscopio dptico invertido (Zeiss Axio),
equipado con una fuente de fluorescencia (HBO 100). Las fotografias han sido tomadas con

una camara digital AxioCam MRc5 Zeiss acoplada al microscopio.

6. Transfeccion vector EpCAM (electroporacion)

Para conseguir que las lineas celulares BCLC5 y BCLC6 que no expresan EpCAM de manera

enddgena lo expresen, se ha realizado el método de electroporacion.

Material
- Lineas celulares BCLC5 parental y BCLC6 parental.
- Vector pCMV6-EpCAM-GFP (Origene).

- Sistema de electroporacidn Gene Pulser XCell (BioRad).

- Cytomix:
Reactivo Casa comercial Concentracidn
KCl Merk Millipore 120mM
CaCl, Merk Millipore 0.15mM
K,HPO, Merk Millipore 10mM (pH 7.6)
KH,PO, Merk Millipore 10mM (pH 7.6)
HEPES Merk Millipore 25mM
EGTA Merk Millipore 2mM
MgCl, Merk Millipore 5mM
ATP Merk Millipore 2mM
Glutation Merk Millipore 250mM
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Protocolo

- Preparar el reactivo Cytomix para cada electroporacion en tubos limpios y estériles, con todos
los componentes excepto el ATP y el glutation y filtrar la solucién mediante el uso de filtros de
0.22micras (Corning).

- Atemperar todos los reactivos a 379C.

- Cultivar las lineas celulares que vayan a ser electroporadas en un flascén de 75cm? (T-75, TPP)
a un 80% de confluencia.

- Aspirar el medio.

- Lavar con DPBS (Sigma-Life Science).

- Trispsinizar las células y contarlas.

- Transferir 6:10° células a un tubo de 50mL (Corning) y rellenar el volumen necesario hasta
50mL con DPBS (Sigma-Lfe Science).

- Centrifugar a 700rpms durante 10 minutos en la centrifuga Megafuge 16R (Thermo
Scientific).

- Aspirar el sobrenadande mediante el uso de una pipeta Pasteur.

- Resuspender el pellet celular mediante movimientos suaves y, a continuacién, volver a
rellenar el tubo de 50mL con DPBS hasta 50mL y volver a centrifugar a 700 rpms durante 10
minutos en la centrifuga Megafuge 16R (Thermo Scientific).

- Aspirar el sobrenadande mediante el uso de una pipeta Pasteur.

- Afadir al reactivo cytomix el ATP y el glutatién necesarios, obteniendo asi Cytomix completo.

- Preparar un tubo de 50mL (Corning) con 12mL de medio DMEM (Sigma-Aldrich), 10% FCS,
100U/mL penicilina y 100microgr/mL estreptomicina. Atemperar a 372C.

- Resuspender 6-10° células en 400microL de Cytomyx completo y afiadir 10microgr del vector
pCMV-EpCAM-GFP.

- Mezclar bien arriba y abajo y transferir el volumen a una cubeta de electroporacion (BioRad).
- Electroporar las células en las siguientes condiciones: 975microF (microfarads), 270V (voltios)
y 20ms (milisegundos).

- Tras la electroporacion, se transfiere el volumen de la cubeta al tubo de 50mL (Corning) que
contiene los 12mL de medio y se dejan las células reposar durante 5 minutos.

- Sembrar los 12mL de medio con el contenido de la cubeta en una placa p100 y dejarla en el
incubador Autoflow IR direct heat CO, (Nuaire).

- Transcurridas 48h se comprueba que las células estdn verdes mediante un microscopio
invertido (Zeiss Axio) equipado con una fuente de fluorescencia (HBO 100) y se inicia la
seleccion de las células que han incorporado el plasmido de interés mediante tratamiento con

el antibidtico de seleccién G418 (Sigma-Aldrich) a una concentracidon de 500microgr/mL cada
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48h, realizando los cambios de medio y los pases celulares que sean necesarios durante los
siguientes 15 dias. Transcurrido este tiempo se realizan técnicas de Real Time-g PCR para
comprobar la expresidon de EpCAM a nivel de RNAm y de Western Blot (WB) para determinar

su expresion proteica.

7. Silenciamiento génico mediante lentivirus

7.1. Silenciamiento de EpCAM

Material
- Lineas celulares
o Atransfectar: BCLC5 EpCAM high, BCLC6 EpCAM, BCLCY parental.
o Empaquetadoras: HEK293T.

- Reactivos
Reactivo Casa comercial Concentracion
EPCAM - Human, 4 unique 29mer shRNA Origene -
constructs in lentiviral GFP vector

(Vector pGFP-C-shRNALenti A/B/C/D).

Lentiviral packaging kit Origene
Polybrene Sigma-Aldrich 8microgr/mL
Opti-MEM Gibco -
Mega Tran Origene =
Ultracel-30K Merck Millipore -
Puromicina Sigma-Aldrich 0.25; 0.5microgr/mL

Medio Dulbecco’s Modified Sigma-Aldrich

Eagle’s Medium-high glucose -

Medio (DMEM)
células FCS Gibco 10%
HEK 293T L-glutamina Sigma-Aldrich 4mM
Piruvato sddico Sigma-Aldrich 1mM
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Protocolo

Dia 1:

- Sembrar 2.5-10° células HEK293T en un placa p100 para cada uno de los cuatro constructos
lentivirales (A/B/C/D) e incubar “overnight” a 372C en el incubador Autoflow IR direct heat CO,

(Nuaire).

Dia 2:

- En cuatro tubos de 1.5mL (Eppendorf) mezclar 500microl de Opti-MEM + 6microgr packaging
plasmid + 5microgr de pLEnti-shRNA (A/B/C/D respectivamente, denominados tubos 1A, 1B,
1C, 1D).

- En cuatro tubos de 1.5mL (Eppendorf) mezclar 44microL de Mega Tran + 500microl de Opti-
MEM, denominando cada tubo como 2A, 2B, 2Cy 2D, respectivamente.

- Transferir el material de los tubos 1 a sus correspondientes tubos 2. Agitar mediante el uso de
vortex e incubar a TA entre 15 y 30 minutos.

- Afnadir el volumen resultante de unificar los tubos 1 y 2 a cada una de las placas de 10mm
que contienen las células HEK 293T sembradas el dia anterior.

- Incubar “overnight” a 372C en el incubador Autoflow IR direct heat CO, (Nuaire).

Dia 3:

- Comprobar mediante el microscopio éptico invertido (Zeiss Axio) equipado con una fuente de
fluorescencia (HBO 100) que las células estan verdes.

- Recoger el medio de transfeccidn, transferirlo a un tubo estéril de de 50mL (Corning) vy
mantenerlo a 42C hasta que termine el experimento.

- Afadir 10mL de medio fresco e incubar 24h a 372C en el incubador Autoflow IR direct heat
CO, (Nuaire).

- Sembrar 100000 células de las lineas celulares que vayan a ser infectadas por el virus (BCLC5
EpCAM high, BCLC6 EpCAM, BCLC9 parental) en un pocillo de una placa de 6 pocillos (TPP) y

200000 células en otro pocillo.

Dia 4:

- Recoger el sobrenadante viral de las células en cultivo, transferirlo a un tubo estéril de 50mL
y mantenerlo a 42C.

- Afiadir 10mL de medio fresco e incubar 24h a 372C en el incubador Autoflow IR direct heat

CO, (Nuaire).
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Dia 5:

- Recoger el sobrenadante viral de las células en cultivo y afiadirlo a cada uno de los tubos
correspondientes que contienen el sobrenadante recogido el dia 4, obteniendo asi cuatro
tubos (A/B/C/D) cada uno de los cuales contiene el medio de dos dias correspondiente a cada
uno de los pLEnti-shRNA.

- Centrifugar a 3000 rpms en la centrifuga Megafuge 16R (Thermo Scientific) y filtrar utilizando

un filtro de 0.45micras (Corning) para eliminar los restos celulares.

En este punto el sobrenadante viral estd listo para realizar la transduccidn. Los sobrenadantes
se pueden utilizar en el momento, guardar a 42C durante dos semanas o a -802C durante

periodos mas largos.

- Refrigerar la centrifuga Megafuge 16R (Thermo Scientific) a 182C.

- Cargar 12mL de H204 en un filtro de centrifugado UltraCel-30K (Merck Millipore) y centrifugar
a 4000g durante 5 minutos en la centrifuga Megafuge 16R (Thermo Scientific). Esto se hace en
cuatro tubos previamente rotulados para cada uno de los pLEnti-shRNA utilizados.

- Descartar el eluyente por decantacion de cada uno de los cuatro filtros de centrifugado
UltraCel-30K (Merck Millipore) y afiadir 12mL del medio con las particulas viricas
correspondientes a cada uno de ellos. Centrifugar a 4000g durante 10 minutos en la centrifuga
Megafuge 16R (Thermo Scientific).

- Descartar el eluyente por decantaciéon de cada uno de los cuatro filtros de centrifugado
UltraCel-30K (Merck Millipore) y anadir 12mL mas del medio con las particulas viricas
correspondientes a cada uno de ellos. Centrifugar a 4000g durante 20 minutos en la centrifuga
Megafuge 16R (Thermo Scientific).

- Descartar el eluyente por decantacion de cada uno de los cuatro filtros de centrifugado
UltraCel-30K (Merck Millipore) vy afiadir 10mL de medio 50% DMEM y 50% NM F12 Ham.
Centrifugar a 4000g durante 15 minutos en la centrifuga Megafugel6R (Thermo Scientific) y
eliminar el eluyente.

- Recoger el concentrado viral de cada uno de los tubos y unirlos en un Unico tubo de 15mL
(Corning) al que se afiade 18mL de medio completo para lineas de CHC a 372C + 8 microgr/mL
de polybrene (Sigma-Aldrich).

- Eliminar el medio en el que se encuentran las células que van a ser infectadas y que se han
sembrado el dia 3 y sustituirlo por 3mL del concentrado viral + medio completo para lineas de

CHC + 8microgr/mL de polybrene (Sigma-Aldrich). Incubar 4h.
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- Eliminar el medio, afiadir 3mL de medio completo e incubar 72h en el incubador Autoflow IR
direct heat CO, (Nuaire).

- Transcurridas 72h se comprueba que las células estan verdes mediante un microscopio
invertido (Zeiss Axio) equipado con una fuente de fluorescencia (HBO 100) y se inicia la
seleccion de las células que han incorporado el plasmido de interés mediante tratamiento con
puromicina (Sigma-Aldrich) En la condicidén en la que se ha sembrado 100000 células se afiade
0.25microgr/mL y en la condicion que se han sembrado 200000 se afiade 0.5microgr/mL cada
48h, realizando los cambios de medio y los pases celulares que sean necesarios durante los
siguientes 15 dias. Transcurrido este tiempo se realizan técnicas de Real Time-q PCR para
comprobar la expresion de EpCAM a nivel de ARNm y de Western Blot (WB) para determinar

su expresion proteica.

7.2. Silenciamiento de CLDN7

Material
- Lineas celulares
o A transfectar: BCLC5 parental, BCLC5 EpCAM high, BCLC6 parental, BCLC6
EpCAM, BCLC9 parental, BCLC9 EpCAM KD.
o Empaquetadoras: HEK293T.

- Reactivos: Los mismos utilizados en el caso del silenciamiento de EpCAM a excepcién
del vector, que en este caso es CLDN7-Human, 4 unique 29mer shRNA constructs in

lentiviral GFP vector,

Protocolo

Proceder igual que en el protocolo de silenciamiento de EpCAM.
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8. Extraccion RNA

Material:

- Kit mirVana miRNA ambition (Thermo Fisher Scientific).

Reactivo Almacenaje
miRNA Wash solution 1 TA
Wash solution 2/3 TA
Collection tubes TA
Filter Cartridges TA
Lysis/Binding buffer 4eC
miRNA homogenate additive 4°C
Acid-Phenol: Chloroform 4°C
Elution solution 4°C

- Células de CHC en cultivo que han crecido adheridas (BCLC5 parentales y modificadas,
BCLC6 parentales y modificadas) a una placa p100 (TPP); células con un fenotipo doble
de adherencia-suspensidon que tras ser traspasadas de la placa que las contenia a un
tubo de 15mL (Corning) y posterior centrifugado de 5 minutos a 1500 rpms en la
centrifuga Megafuge 16R (Thermo Scientific) se ha obtenido el pellet celular (BCLC9) y
PBMCs obtenidas a partir de 20mL de sangre humana tras realizar un gradiente de
lymphoprep (Axis-Shield). Tanto el pellet celular de las BCLC9 y PBMCs como las
células que crecen adheridas, tras ser lavadas con DPBS (Sigma- Life Science) pueden
ser congeladas a -802C vy realizar la extraccién de RNA con posterioridad o se puede
realizar la extraccién de RNA directamente.

- Etanol absoluto (VWR)

- Centrifuga spectrofuge 16M (Labnet)

- Cabina de extraccion de gases (Ascent Max Ductless)

- Termobloque (Eppendorf)

- “Scrapers” (TPP)

- Pipetas (Eppendorf)

- Puntas con filtro (StarLab)

- Tubos de 2mL (Eppendorf)
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Protocolo

Proceder segun las indicaciones del fabricante.

9. Cuantificacion de RNA

La cuantificacion del RNA extraido, asi como la pureza del mismo se evallan mediante el uso

de un espectofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific), segun indicaciones del fabricante.

10. Retrotranscripcion (RT)

Material

- High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems)

Reactivo Almacenaje
10X RT buffer -20°C
10X RT Random primers -209C
25X dNTP Mix (100mM -20°C
Multiscribe Reverse Transcriptase (50U/microl) -209C

- RNase inhibitor 20U/microlL

- Tubos de PCR de 0.5 mL (StarlLab)

- RNA

- H,0 AccuGENE (Lonza)

- Termociclador PTC-100 (MJ research, INC)
- Puntas con filtro (Sorenso Bioscience)

- Pipetas (Eppendorf)

Protocolo

- Sacar todos los reactivos almacenados a -202C y el RNA a -802C y ponerlos en hielo hasta su

completa descongelacién.

- Preparar la reaccion de RT-PCR, teniendo en cuenta que cada RT-PCR se realiza en un tubo de

0.5mL (Starlab) que contendrd un volumen final de 20microL:

- 2microg de muestra (RNA extraido)
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- 10microL Master Mix:
o 10X RT Buffer 2microL
o 25X dNTP Mix (100mM) 0.8microL
o 10X RT Random Primers 2microlL
o MultiScribe Reverse Transcriptase (50U/microlL) 1microlL
o RNase inhibitor 20U/microL1microlL

- H,0 AccuGENE (Lonza) necesaria hasta un volumen final de 20microlL

- Colocar los tubos de 0.5mL (StarLab) con los reactivos en el termociclador PTC-100 (MJ

research, INC) y programar las siguientes condiciones para que tenga lugar la RT:

- 10 minutos = 252C

- 120 minutos = 379C

- 5 minutos = 852C

- o> 49C
- El producto resultante de la reaccion de RT-PCR es ADNc y sera el material utilizado para
llevar a cabo la reaccidon de “Real Time-q PCR”. En caso de no realizar la “Real Time-q PCR”

inmediatamente, el ADNc puede ser almacenado a -202C (Liebherr Medline) hasta su uso.

11. Real time-g PCR

Material
- Sondas TagMan
Gen Sonda
EpCAM Hs00158980-m1-FAM (Applied biosystems)
TROP2 Hs00242741-s1-FAM (Applied biosystems)
mMuc1 Hs00904327-m1-FAM (Applied biosystems)
HSP70 Hs00359163-s1-FAM (Applied biosystems)
hTERT Hs00972656-m1-FAM (Applied biosystems)
MMP2 Hs00234422-m1-FAM (Applied biosystems)
MMP7 Hs01042796-m1-FAM (Applied biosystems)
MMP9 Hs00234579-m1-FAM (Applied biosystems)
MMP14 Hs00237119-m1-FAM (Applied biosystems)
CDH1 Hs01023894-m1-FAM (Applied biosystems)
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CCND1 Hs99999004-m1-FAM (Applied biosystems)
CTNNB1 Hs00355049-m1-FAM (Applied biosystems)
MYC Hs00905030-m1-FAM (Applied biosystems)
VimM Hs00185584-m1-FAM (Applied biosystems)
CLDN?7 Hs00600772-m1-FAM (Applied biosystems)
TATA-binding protein (TBP) 4326322E-VIC (Applied biosystems)
(ribosomal protein large P 0) Hs02992885_s1-VIC (Applied biosystems)
RPLPO

- ADNCc procedente de la RT-PCR

- Mix Aplied Biosystems low rox (2X)

- Puntas con filtro (StarLab)

- Pipetas (Eppendorf)

- Tubos de 0.2mL (Applied Biosystems)

- Tubos de 2mL (Eppendorf)

- Placas de Real Time-gPCR de 96 pocillos (Applied Biosystems)

- Film adhesivo para placa de 96 pocillos (Applied Biosystems)

- Centrifuga 5810R (Eppendorf)

- Termociclador StepOne 7500 Real Time PCR system (Applied Biosystem) y software
(Applied biosystem).

Protocolo

- Descongelar todos los reactivos en hielo.

- Preparar las muestras de ADNc en tubos de 0.2mL (Applied Biosystems) y la mix de reaccion
en un tubo de 2mL (Eppendorf), teniendo en cuenta que cada reaccién se hara por duplicado y
en una placa de 96 pocillos (Applied Biosystems) en cada uno de los cuales ha de haber un

volumen de 20microl, constituidos por:

- Mix de reaccién:

Mix Applied Biosystems low rox (2X) = 10 microlL
Sonda RPLPO (20X) o TBP (20X) unida al fluoréforo VIC = 1 microL

Sonda del gen a analizar unida al fluoréforo FAM (20X) = 1 microlL
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- ADNc - 8microlL. Estos 8 microlL contienen la concentracion de ADNc necesaria para
utilizar 20ng en cada reaccion. Si el producto resultante de la RT-PCR se ha de diluir
para lograr la concentracién deseada se hace con H,0 AccuGENE (Lonza)

- Cuando la placa esta preparada, tapar con un film adhesivo para placa de 96 pocillos (Applied

Biosystems) y centrifugar a 1000rpms durante 2 minutos en la centrifuga 5810R (Eppendorf).
Encender y programar el termociclador StepOne 7500 (Applied Biosystems) segun

indicaciones del fabricante para el andlisis mediante el método AACT.

Las condiciones de reaccion son las siguientes:

- 2 minutos a 50°C

- 10 minutos a 95 eC

- 40ciclos de 15 seg a 959C + 1 minuto a 602C

- Tras finalizar la reaccion se procede con el analisis de los resultados seguin el método AACT
utilizando el software de analisis que acompafia al instrumento StepOne 7500 (Applied

Biosystems).

12. Western blot (WB)

12.1. Cultivo celular para extraccidon de proteina

Material
- Células de interés (BCLC5, BCLC6 y BCLC9 parentales y modificadas)
- Placa p100 (TPP)
- DPBS (Sigma-Life Science)
- Tubos de 15mL (Corning)

Protocolo
- Sembrar 1 millén de células en una placa p100.
- Incubar 24-48h a 372Cy 5% de CO,; en el incubador Autoflow IR direct heat CO, (Nuaire) hasta
que la placa esté subconfluente.
- Lavar la placa dos veces con DPBS (Sigma-Life Science) frio.
- Mantener las placas en hielo para procesarlas o, si se desea continuar en otro momento,
congelarlas a -802C (Nuaire).
=>» Modificacidn para células con fenotipo mixto de adherencia y suspension:
- Recoger todo el medio celular de la placa p100 y pasarlo a un tubo de 15mL

(Corning). Lavar dos veces.
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- Lavar la placa de igual modo que en el caso de las células que crecen adheridas.
- Mantener las placas y los tubos en hielo para procesarlos o, si se desea continuar en

otro momento, congelarlos a -802C (Nuaire).

12.2. Extraccion de proteina

Para poder extraer la proteina del cultivo celular es necsario utilitzar tampones cuya
concentracién salina permite la desestructuracion de las membranes celulares y, por tanto, la
liberacién de las proteinas contenidas en la célula.

12.2.1.Extraccién de proteina total

Material

- Tampon de lisis total

Reactivo Concentracién Casa comercial
Tris pH 7.5 20mM Sigma-Aldrich
NacCl 150mM Sigma-Aldrich
MgCl2 5mM Sigma-Aldrich
EDTA pH 8.0 10mM Sigma-Aldrich
Triton X-100 1% Sigma-Aldrich

Este tampdn se prepara con anterioridad y se guarda a 49C. Justo antes de proceder a la

extraccion de la proteina se afiaden los siguientes reactivos:

Reactivo Concentracidn Casa comercial
1,4-Dithiothritol 1mM Sigma-Aldrich
Na,P,0; 2.5mM Sigma-Aldrich
B-Glicerol fosfato 10mM Sigma-Aldrich
NasVOs 1mM Sigma-Aldrich
NaF 50mM Sigma-Aldrich
Inhibidor de proteasas 1X Sigma-Aldrich

100X

- “Scraper”

- Tubos de 1.5mL (Eppendorf)
- Centrifuga 5424R (Eppendorf)
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- Noria (Rotator SB2, Stuart)
- Pipetas (Eppendorf)

- Puntas de pipeta (StarLab)

Protocolo

Todo el proceso se realiza en hielo.

- Afiadir 500microlL del tampdn de lisado total.

- Rascar la placa con un “scraper” para levantar las células y traspasar todo el volumen a un
tubo de 1.5mL (Eppendorf).

- Colocar el tubo de 1.5mL (Eppendorf) en una noria (Rotator SB2, Stuart) e incubar en
agitacion durante 30 minutos a 42C.

- Centrifugar a 14000g durante 15 minutos a 4°C.

- Recuperar el sobrenadante y traspasarlo con la ayuda de una pipeta (Eppendorf) a otro tubo
de 1.5mL (Eppendorf).

- Determinar la cantidad de proteina con el método BCA.

- Congelar las muestras a -802C hasta su uso.

12.2.2.Extraccion de proteina nuclear

Material

- Tampdn de lavado (tampdn A)

Reactivo Concentracidn Casa comercial
HEPES pH 7.6 10mM AppBio
KCl 10mM Sigma-Aldrich
EDTA pH 8.0 100microM Sigma-Aldrich
EGTA 100 microM Sigma-Aldrich

Este tampdn se prepara con anterioridad y se guarda a 49C. Justo antes de proceder a la

extraccion de la proteina se afiaden los siguientes reactivos:
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Reactivo Concentracion Casa comercial

1,4-Dithiothritol 1ImM Sigma-Aldrich

Na,MoO, 10mM Sigma-Aldrich

Espermina 150microM Sigma-Aldrich

Espermidina 75microM Sigma-Aldrich

Inhibidor de proteasas 1X Sigma-Aldrich
100X

- Tampon de extracto citosdlico (Tampon A + Igepal CA-630 (Sigma-Aldrich)): Afadir
62.5microl de Igepal CA-630 al 10% por cada mL del tampdn A.

- Tampdn de extracto nuclear (tampdn C)

Reactivo Concentracion Casa comercial
HEPES pH 7.6 20mM AppBio
NacCl 400mM Sigma-Aldrich
EDTA pH 8.0 1mM Sigma-Aldrich
EGTA 1mM Sigma-Aldrich

Este tampdn se prepara con anterioridad y se guarda a 49C. Justo antes de proceder a la

extraccioén de la proteina se afiaden los siguientes reactivos:

Reactivo Concentracion Casa comercial
1,4-Dithiothritol 1mM Sigma-Aldrich
Na,MoO, 10mM Sigma-Aldrich
Inhibidor de proteasas 1X Sigma-Aldrich
100X
- “Scraper”

- Tubos de 1.5mL (Eppendorf)
- Centrifuga 5424R (Eppendorf)
- Vortex MS2 minishaker (IKA)
- Noria rotator SB2 (Stuart)

- Pipetas (Eppendorf)

- Puntas de pipeta (StarLab)
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Protocolo

Todo el proceso se realiza en hielo.

- Afadir 500microL del tampdn de extracto citosdlico (A + Igepal CA-630).

- Rascar la placa con un “scraper” para levantar las células y traspasar todo el volumen a un
tubo de 1.5mL (Eppendorf).

- Vortexar durante 10 segundos.

- Centrifugar a 14000g durante 30 segundos a 42C.

- Recuperar el sobrenadante correspondiente el extracto citosdlico y traspasarlo a un tubo de
1.5mL (Eppendorf) nuevo.

- Lavar el pellet dos veces con tampdn de lavado (tampdn A): Se afiaden 200microL del tampdn
Ay se centrifuga a 14000g 30 segundos a 42C y se descarta el sobrenadante.

- Anadir a pellet 150microl del tampdn de extracto nuclear (tampdn C).

- Colocar el tubo de 1.5mL (Eppendorf) en una noria rotator SB2 (Stuart) e incubar durante 30
minutos a 42C.

- Centrifugar a 14000g durante 15 minutos a 4°C.

- Recuperar el sobrenadante, correspondiente al extracto nuclear y traspasarlo a un nuevo
tubo de 1.5mL (Eppendorf).

- Determinar la cantidad de proteina con el método BCA.

- Congelar las muestras a -802C hasta su uso.

12.3. Cuantificacion de proteina

La cuantificacién de proteinas de los extractos obtenidos se realiza mediante el método BCA,
siguiendo las instrucciones del fabricante (Thermo Scientific), mediante el uso de una placa de
96 pocillos (TPP) en la que, ademds de poner las muestras a cuantificar por triplicado, se ha de

poner una recta patron hecha con BSA, segun indicaciones del fabricante (Thermo Scientific).

12.4. Preparacion de muestras para cargar el gel

El WB se basa en la cuantificacidn de la expresidon de determinadas proteinas en los diferentes
carriles que aparecen después de todo el protocolo en una membrana de nitrocelulosa. Para
poder cuantificar la proteina de interés y poder ver diferencias de expresién entre los
diferentes carriles, es necesario que todos los carriles contengan la misma cantidad de
proteinas. Por ello, tras realizar la cuantificacién proteica mediante BCA, es necesario preparar
cada muestra que quiera ser estudiada en un tubo de 1.5mL (Eppendorf) a la misma

concentracién que el resto de muestras que vayan a ser cargadas en el mismo gel.
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Material
- Laemmly 5X:
Reactivo Concentracion Casa comercial
Tris pH 6.8 312.5mM Sigma-Aldrich
Glicerol 50% Sigma-Aldrich
Dodecilsulfato sédico 10% Sigma-Aldrich
(SDS)
Azul de bromofenol 0.05 AppliChem
- HOmiliQ

- B-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich)
- Puntas (StarlLab)

- Pipetas (Eppendorf)

- Termobloque (Eppendorf)

- pHimetro (Crison)

Protocolo
- Suponiendo que se quieren preparar las muestras a una concentracion de 1microgr/microlL
en un volumen final de 200microl, en cada tubo de 1.5mL se pone:

- 30microlL Laemmly 5X + 10microlL B-mercaptoetanol

- X microlL de muestra para estar a una concentracion final de 1microgr/microlL

- 200microL - 30microL Laemmly - 10microlL B-mercaptoetanol - X microL de muestra =

Volumen de H,0 MiliQ

- Hervir las muestras a 992C durante 10 minutos para desnaturalizar las proteinas y a
continuaciéon traspasarlas a hielo y cargar el gel o congelar a -802C para ser usadas con

posterioridad.
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12.5. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Material

- Tampdn “Running”

Reactivo Concentracion Casa comercial
Tris-glicina 25mM Tris-190mM glicina Sigma-Aldrich
SDS 0.1% Bio-Rad

H,0 destilada - -

Gel de poliaclrilamida 4-15% (Bio-Rad)

Puntas de electrophoresis (Bio-Rad)

Lisados proteicos

Marcador de peso molecular (Bio-Rad)

Fuente de electroforesis (Bio-Rad)

Protocolo

- Desprecintar la tira adhesiva inferior del gel de poliacrilamida 4-15% (Bio-Rad), quitar el peine
situado en la parte superior, montarlo en el cassette de electroforesis y colocarlo en la cubeta,
tal y como indica el fabricante. Si Unicamente se dispone de un gel, en el lado opuesto se
coloca una pieza de contencidn que facilita el fabricante.

- Llenar la cubeta con tampdn “Running” hasta las marcas indicadas y eliminar las posibles
burbujas que hayan podido quedar en los pocillos del gel mediante una punta de electroforesis
(Bio-Rad).

- Cargar 10microl del marcador de peso molecular (Bio-Rad) en el primer pocillo.

- Cargar 10-50microlL de los lisados proteicos en los demas pocillos.

- Si quedaran pocillos libres, cargarlos con el mismo volumen de Laemmly 1X que el cargado en
los lisados proteicos.

- Tapar la cubeta haciendo coincidir los electrodos.

- Conectar la fuente de electroforesis (Bio-Rad) y establecer las condiciones de 90 voltios (V) y
500 mAmperios (mA) durante 10 minutos para que se concentren las proteinas. A
continuacién, variar el voltaje hasta 110 V y 500mA hasta que el frente de proteinas llegue el
limite inferior del gel.

- Parar la fuente de electroforesis (Bio-Rad) y quitar la tapa.
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12.6. Transferencia del gel a la membrana de nitrocelulosa

Material

- Tampdn de transferencia

Reactivo Concentracion Casa comercial
Tris-glicina 25mM Tris-190mM glicina Sigma-Aldrich
Metanol 20% VWR

H,0 destilada - =

- TBS-T
Reactivo Concentracion Casa comercial
Tris pH 7.5 20mM Sigma-Aldrich
NacCl 150mM Sigma-Aldrich
Tween-20 0.1% Sigma-Aldrich

H,O destilada - -

- Gel de poliacrilamida (Bio-Rad)

- Membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad)
- Pinzas de WB (Bio-Rad)

- Palanca metalica de WB (Bio-Rad)

- pHimetro (Crison)

- Espatula de plastico para WB (Bio-Rad)
- Papel de filtro para WB (Thermo Fisher Scientific)
- Esponjas de WB (Bio-Rad)

- Rojo ponceau (Sigma-Aldrich)

- Cassettes de transferencia

- Agitador (Sciencific industries)

- Bandejas

Protocolo

- Sacar el gel del cassette y de los plasticos que lo contienen mediante el uso de la palanca
metdlica (Bio-Rad) situdandola en las marcas indicadas por el fabricante.

- Cortar la parte superior de los pocillos con ayuda de la espatula de plastico (Bio-Rad).

- Traspasar el gel a una bandeja con tampdn de transferencia frio.
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- Preparar un sandwich sobre los cassettes de transferencia, montandolo bien empapado con
el tampon de transferencia sobre el lado negro de la siguiente manera: Esponja (Bio-Rad) -
papel de filtro para WB Thermo Fisher Scientific) — gel (Bio-Rad) — papel de filtro para WB
(Thermo Fisher Scientific) — esponja (Bio-Rad), evitando la formacidn de burbujas.

- Cerrar el cassette y colocarlo en la estructura de transferencia y todo esto en la cubeta de
electroforesis con tampdn de transferencia frio.

- Situar un bloque de hielo en la parte posterior de la cubeta y un agitador.

- Tapar la cubeta haciendo coincidir los electrodos.

- Colocar toda la cubeta en una caja con hielo y el conjunto sobre un agitador magnético
(Selecta).

- Establecer en la fuente (Bio-Rad) las condiciones de transferencia a 300V y 350mA durante
45minutos.

- Parar la fuente de electroforesis y quitar la tapa.

- Sacar la membrana del cassette y traspasarla a una bandeja con H,0 destilada.

- Descartar el H,0 destilada y afadir rojo ponceau (Sigma-Aldrich).

- Incubar 2-3 minutos y lavar con H,0 destilada.

- Recuperar el rojo ponceau (Sigma-Aldrich) y lavar dos veces con H,0 destilada.

- Colocar la membrana entre dos laminas de acetato y fotocopiarlas para tener un registro de
que la transferencia de las proteinas se ha efectuado correctamente.

- Lavar la membrana con TBS-T en el agitador (Sciencific industries).

- Si es necesario, cortar la membrana segun el peso molecular de las proteinas de interés y asi
se hibridard posteriormente cada anticuerpo en el fragmento deseado en el que se espera

detectar la proteina.

12.7. Hibridacién de anticuerpos

Material
- Leche desnatada (Bio-Rad)
- TBS-T con leche al 5%

- Anticuerpos
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Anticuerpo Dilucion Especie Casa comercial
EpCAM 1:2000 Conejo Abcam
ViM 1:250 Ratdn Abcam
CDH1 1:5000 Mouse BD
CTNNB1 1:2000 Raton BD
CCND1 1:500 Ratén Abcam
CLDN7? 1:100 Conejo Abcam
CLDN?7 fosforilada 1:700 Conejo Abcam
MYC 1:500 Conejo Abcam
SFPQ 1:500 Raton Abcam
ACTB 1:4000 Conejo Abcam
GAPDH 1:200 Conejo Abcam
IgG-HRP conejo 1:2000 Cabra Cell Signaling
IgG-HRP ratén 1:2500 Conejo Abcam

- Pinzas de WB (Bio-Rad)

- Bandejas de plastico

- Agitador en rotacion (KiskerBiotech GmbH &Co.KG)
- Tubos 50mL (Corning).

Protocolo

- Colocar la membrana en una bandeja de plastico y bloquearla con 10mL de TBS-T con leche al
5% durante 1h en agitacién y a TA.

- Lavar tres veces con TBS-T, realizando lavados de 5 minutos cada uno.

- Diluir los anticuerpos primarios segun indicaciones del fabricante en 10mL de TBS-T.

- Traspasar la membrana con ayuda de las pinzas (Bio-Rad) a un tubo de 50mL (Corning) y
afadir el anticuerpo primario diluido.

- Incubar “overnight” a 42C en agitacidn (KiskerBiotech GmbH &Co.KG).

- Realizar tres lavados con TBS-T de la membrana.

- Diluir los anticuerpos secundarios segun indicaciones del fabricante en 10mL de TBS-T.

- Eliminar los restos de TBS-T y afiadir el anticuerpo secundario diluido.

- Incubar 1h a TA en rotacién (KiskerBiotech GmbH &Co.KG).

- Recuperar el anticuerpo secundario diluido y lavar la membrana con TBS-T tres veces,

realizando lavados de 5 minutos cada uno.
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12.8. Revelado por quimioluminiscencia

Material

- Image Quant Las4000 (GE HealthCare)

- Sustrato de quimioluminiscencia (Thermo Fisher Scientific)
Protocolo
- Traspasar la membrana a una bandeja con H,0 destilada.
- Preparar un volumen de 1mL por membrana a una dilucién 1:1 con los reactivos A y B del
sustrato de quimiluminiscencia (Thermo Fisher Scientific).
- Eliminar el exceso de H,0 destilada y traspasar la membrana a un plastico.
- Cubrir la membrana con la diluciéon de sustrato de quimioluminiscencia (Thermo Fisher
Scientific) e incubar un minuto a TA.
- Eliminar el exceso de reactivo y colocar la membrana entre dos laminas de acetato y llevar al
equipo Image Quant Las4000 (GE HealthCare).
- Proceder al revelado por quimioluminiscencia segun instrucciones del fabricante, utilizando el
software de analisis ImageQuant Las4000 version 1.2.
- Cuantificar las bandas obtenidas mediante el uso del programa ImagelJ segun instrucciones
del fabricante, referenciando las intensidades de las bandas de la proteina de interés respecto
a las intensidades correspondientes a las bandas de la proteina que se ha utilizado como

control.

13. Inmunofluorescencia

Material
- Lineas celulares BCLC5, BCLC6 y BCLC9 parentales y modificadas

- Anticuerpos

Anticuerpo Dilucion Especie Casa comercial
EpCAM 1:100 Conejo Abcam
Claudina 7 1:50 Conejo Abcam
Alexa 488 1:1000 Cabra Abcam
Alexa 568 1:1000 Cabra Abcam

- Cubreobjetos redondos de 12mm (VWR)
- Acetona (VWR)
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- Etanol (VWR)

- Metanol (VWR)

- H,0 destilada

- Tubos de 50mL (Corning)

- Pinzas

- Placa de 24 pocillos (TPP)

- Poli-Lisina (Sigma-Aldrich)

- DPBS (Sigma-Life Science)

- Agitador (Sciencific industries)

- Parafilm (Laboratory Film)

- Ultraplus Antibody diluent (Thermo scientific)
- Hoechst (Sigma-Aldrich)

- ProlLong Gold antifade reagent (Invitrogen)

- Portaobjetos (Menzel Glaser)

Protocolo

Antes de realizar una inmunofluorescencia es necesario tener las células fijadas sobre en los
cubreobjetos redondos de 12mm (VWR). Para ello se procede de la siguiente manera:

- Preparar 3 tubos de 50mL con acetona, H,0 destilada y etanol absoluto, respectivamente.

- Coger los cubreobjetos redondos de 12mm con unas pinzas e ir introduciéndolos primero en
acetona, después en agua y finalmente en etanol, escurriéndolos entre un paso y el siguiente.
Este proceso sirve para desengrasar los cubreobjetos.

- Colocar los cubreobjetos apoyados en las paredes de una placa de 24 pocillos (TPP),
colocando un cubreobjetos por pocillo para permitir que se sequen. Seguidamente mover un
poco la placa para que se coloquen sobre la superficie de ésta.

- Afiadir 500microl de poli-Lisina al 0.01% (Sigma-Aldrich).

- Incubar 5-20 minutos a TA.

- Aspirar y afladir H,0 destilada.

- Aspirar y afiadir DPBS (Sigma-Life Science).

- Aspirar y sembrar las células. Dejar las células en cultivo el tiempo deseado.

- Eliminar el medio y hacer un lavado con DPBS (Sigma-Life Science).

- Permeabilizar y fijar las células afiadiendo una diluciéon 1:1 de acetona y metanol frio e
incubar en hielo durante 10 minutos.

- Eliminar la acetona + metanol y proceder con la inmunofluorescencia o bien congelar la placa

a -202C hasta su uso.
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Seguidamente ya se puede realizar la inmunofluorescencia propiamente dicha:

- Afiadir DPBS (Sigma-Life Science) a los pocillos de la placa que los contiene (TPP) y dejar en el
agitador (Sciencific industries) durante 10 minutos para que se rehidraten.

- Preparar una placa p100 con un dibujo cuadriculado en la parte de abajo.

- Recortar un trozo de parafilm (Laboratory Film) con la forma de la placa p100 (TPP) y
colocarlo dentro de ésta.

- Afiadir 20 microL de Ultraplus Antibody diluent (Thermo Scientific) en cada cuadradito.

- Coger los cubreobjetos (VWR) de la placa de 24 pocillos (TPP) con la ayuda de unas pinzas y
colocar cada uno de ellos boca abajo sobre los 20 microL de Ultraplus Antibody diluent
(Thermo Scientific) e incubar 30 minutos a TA con la placa cerrada y un trozo de papel humedo
en el interior para generar una cdmara humeda.

- Preparar el anticuerpo primario a la dilucion indicada por el fabricante utilizando Ultraplus
Antibody diluent (Thermo Scientific) y colocar 20 microL en un cuadrito del parafilm
(Laboratory Film) situado sobre la placa p100.

- Coger con unas pinzas los cubreobjetos que han sido bloqueados, eliminar el exceso de
Ultraplus Antibody diluent (Thermo scientific) poniendo el vidrio vertical sobre un papel y
colocar el vidrio boca abajo encima de cada gota que contiene 20 microlL del anticuerpo
primario

- Incubar 1h a TA con la placa cerrada y un trozo de papel humedo en el interior para generar
una camara humeda.

- Hacer 3 lavados de 5-10 minutos cada uno: Para ello se cogen los cubreobjetos con unas
pinzas y se colocan boca arriba uno en cada pocillo de una placa de 24 pocillos (TPP) y se
afiade DPBS (Sigma-Life Science) y se agita lentamente en el agitador (Sciencific industries) y
tras los 5-10 minutos se elimina el DPBS (Sigma-Life Science) con el vacio.

- Preparar el anticuerpo secundario a dilucién 1:1000 en Ultraplus Antibody diluent (Thermo
scientific) acomplejado con el fluorocromo de interés y proceder del mismo modo que con el
anticuerpo primario pero con un tiempo de incubacion de 30 minutos a TA y tapado con papel
de aluminio.

- Lavar los cristales de igual manera que se ha hecho tras la incubaciéon con el anticuerpo
primario.

- Colocar cada cubreobjetos (VWR) boca abajo encima de 20microL de Hoechst (Sigma-Aldrich)
preparado segun indicaciones del fabricante y dejar el tiempo necesario para poner 5 microlL
del medio de montaje ProLong Gold antifade reagent (Invitrogen) sobre los portaobjetos
(Menzel Glaser), seguidamente se colocan los cubreobjetos (VWR) boca abajo en los

portaobjetos (Menzel Glaser) .
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- Dejar secar y al dia siguiente se puede proceder al visionado mediante microscopia de
fluorescencia mediante el microscopio Olympus BX51 que lleva acoplada la fuente Olympus U-
RFL-T y la cdmara Olympus DP71, que permiten registrar la imagen mediante un ordenador
que utiliza el software Cell versién D. También se puede realizar una observacion de las
muestras mediante microscopia confocal utilizando el microscopio Leica SP5.

- El almacenaje posterior de las muestras se realiza en cajas opacas guardadas a 42C.

14. Inmunohistoquimica

Material
- Cortes de tejido parafinado situadas sobre portaobjetos (preparaciones)

- Anticuerpos

Anticuerpo Dilucién Especie Casa comercial
EpCAM (EpICD) 1:100 Conejo Abcam
EpCAM (EpEX) 1:100 Raton Dako

CLDN? 1:200 Conejo Abcam
MYC 1:500 Conejo Abcam
CDH1 1:100 Ratén BD

NM23A 1:100 Conejo Abcam
CK19 1:50 Ratoén Abcam
Ki67 1:200 Conejo Abcam

- Acetona (VWR)

- Metanol (VWR)

- Koplin Jar

- DPBS (Sigma-Life Science)

- Estufa (Termaks)

- PT-link (Dako)

- Solucién a pH acido para desenmascarar los antigenos (Dako)
- Agitador (Grant-bio)

- H,0, (Dako)

- Ultraplus Antibody diluent (Thermo scientific)

- Anticuerpo secundario (Labelled polymer-HRP, Dako)

- 3,3'-diaminobenzidine (DAB) + chromogen (Dako)
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- Hematoxilina (Panreac)
- Medio de montaje Aquatex (Merck)
- Cubreobjetos (VWR)

Protocolo

- Colocar la preparacion parafinada en una estufa (Termaks) a 372C “overnight”.

- Colocar las preparaciones en el PT-Link (Dako) segun indicaciones del fabricante y afiadir la
solucién a pH acido para desenmascarar los antigenos (Dako), diluida 50 veces en H,0
destilada.

- Programar el PT-link (Dako) para que alcance los 952C durante 20 minutos y baje
posteriormente hasta los 652C.

- Una vez finaliza el programa del PT-link (Dako), pasar las preparaciones inmediatamente a un
koplin jar con DPBS (Sigma-Life Science) e incubar en agitacion durante 5 minutos.

- Colocar las preparaciones sobre una superficie plana (lo ideal es generar un ambiente de
atmédsfera himeda colocando una bayeta mojada dentro de una caja de plastico con tapa y
colocar las preparaciones encima de la bayeta) y afadir una gota de H,0, al 3% (Dako)
suficiente como para cubrir toda la preparacién y dejar 5 minutos (este paso se realiza para
que la peroxidasa que tengan la células se inactive ya que al contactar con H,0, exdgena
actuard sobre ella y después, al poner el anticuerpo secundario con la peroxidasa de rabano, la
sefial que se observe sea sélo suya).

- Lavar la preparacién con DPBS (Sigma-Life Science) en un koplin jar durante 5 minutos.

- Secar el exceso de PBS que quede sobre la preparacion y colocar las preparaciones sobre la
bayeta.

- Bloquear la preparacion con Ultraplus Antibody diluent (Thermo Scientific) durante 30
minutos (unos 30 microl por preparacion).

- Eliminar el exceso de Ultraplus antibody diluent (Thermo Scientific) por decantacién sobre un
papel.

- Afadir el anticuerpo primario diluido en Ultraplus Antibody diluent (Thermo Scientific) a la
diluciéon indicada por el fabricante y dejar actuar durante una hora a TA.

- Realizar tres lavados de 10 minutos cada uno con DPBS (Sigma-Life Science) en un koplin jar
colocado sobre un agitador (Grant-bio).

- Eliminar el exceso de DPBS (Sigma-Life Science) y colocar las preparaciones sobre la bayeta.

- Afiadir una gota de anticuerpo secundario (Labelled polymer-HRP, DAKO) y dejar actuar

durante 30-45 minutos.
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- Realizar tres lavados de 10 minutos cada uno con DPBS (Sigma-Life Science) en un koplin jar
colocado sobre un agitador (Grant-bio). Mientras se realizan los lavados, preparar la
DAB+choromogen (Dako) a una proporcion 1:50.

- Secar las preparaciones por los bordes de la muestra con un papel. Afadir una gota de la
dilucién 1:50 de la DAB sobre la preparacion y observar en qué momento se observa un color
marron. Cuando se detecte el cambio de color, introducir los portas en un koplin jar con H,0d
para parar la reaccion.

- Realizar la contratincién con hematoxilina (Panreac): poner hematoxilina en un koplin jar e
introducir las preparaciones durante 3-5 minutos.

- Traspasar las preparaciones a otro koplin jar con agua del grifo. Hacer varios cambios de agua
hasta que las preparaciones queden limpias. Secar alrededor de la muestra con papel.

- Montar la muestra mediante la colocacion de una gota de medio de montaje Aquatex
(Merck) sobre la preparacién y colocar encima un cubreobjetos (VWR). Opcionalmente podria
montarse la muestra en un medio no acuoso, por lo que la muestra habria que deshidratarla
realizando una bateria de cuatro etanoles absolutos seguida de cuatro xiloles. Esto se haria
bajo una cabina de extraccion de gases sumergiendo las preparaciones, colocadas en una
cesta, un minuto en cada cubeta. Finalmente se esperaria que se secaran y se colocaria un
cubreobjetos sobre la preparacion utilizando DPX (Sigma-Aldrich) como medio de montaje.

- Para proceder al visionado de las preparaciones se utiliza el microscopio Olympus BX51
acoplado a la camara DP71 que permiten registrar la imagen mediante un ordenador que

utiliza el software Cell version D.

15. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Material
- Kit ELISA para detectar EpCAM (Sigma-Aldrich)
- Sobrenadante resultante del cultivo de las lineas celulares BCLC5 parentales, BCLC5
EpCAM low, BCLC5 EpCAM high, BCLC6 parentales, BCLC6 EpCAM y BCLC9 parentales.
- Espectrofotometro FLUOstar optima (BMG labtech)
- Pipeta multicanal (Eppendorf)

- Recipientes plasticos (Corning)
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Protocolo

Proceder segln las indicaciones del fabricante.

16. Ensayo de proliferacion

16.1. Protocolo MTS para células con doble fenotipo

Material
- Lineas celulares BCLC9 parentales y BCLC9 modificadas
- Medio de cultivo para lineas de CHC
- Placa de 96 pocillos de fondo plano (TPP)
- Pipetas (Eppendorf)
- Puntas (StarLab)
- Pipeta Combitip (Eppendorf)
- Puntas Combitip (Eppendorf)
- Reactivo MTS (Abcam)
- Agitador (Sciencific industries)

- Espectofotometro FLUOstar optima (BMG labtech)

Protocolo

Antes de proceder al ensayo, es necesario sembrar por triplicado en una placa de 96 pocillos
de fondo plano (TPP) las células que vayan a ser objeto de estudio en un volumen por pocillo
de 200microl, asi como tres pocillos que Unicamente contendrdn medio sin células y que seran
utilizados como “blanco”. Serdn necesarias tantas placas en condiciones idénticas de
tratamiento como puntos de tiempo de estudio tenga el ensayo. En cada punto del estudio se
procedera de la siguiente manera:

- Anadir 20microl del reactivo MTS (Abcam) a todos los pocillos mediante la pipeta y las puntas
combitips (Eppendorf).

- Agitar 15 segundos en el agitador (Scientific industries).

- Incubar 2 horas a 372C en el incubador de CO, (Nuaire).

- Agitar 15 segundos en el agitador (Scientific industries).

- Leer la absorbancia de la placa en el espectofotdmetro FLUOstar optima (BMG labtech) a una
longitud de onda de 490nm y analizar mediante el programa Optima Data analisis.

- Calcular la proliferacion restando el “blanco” a los pocillos con células y estableciendo valores

de absorbancia del tiempo cero como control de proliferacion.
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16.2. Protocolo cristal violeta para células que crecen adheridas

Material
- Soluciones
Reactivo Concentracion Casa comercial
Cristal violeta 0.1% (en H,0 miliQ) Panreac
Acido acético 10% (en H,0 miliQ) Panreac
Glutaraldehido 50% (en DPBS) Panreac

- Placa de 96 pocillos de fondo plano (TPP)
- Pipetas (Eppendorf)

- Puntas (StarLab)

- DPBS (Sigma-Life Science)

- Agitador (Sciencific industries)

- Espectofotometro FLUOstar optima (BMG labtech)

Protocolo

Antes de proceder al ensayo, es necesario sembrar por triplicado en una placa de 96 pocillos
de fondo plano (TPP) las células que vayan a ser objeto de estudio en un volumen de medio
por pocillo de 200microL. Seran necesarias tantas placas en condiciones idénticas de
tratamiento como puntos de tiempo de estudio tenga el ensayo. En cada punto del estudio se
procedera de la siguiente manera:

- Aspirar el medio de los pocillos.

- Lavar las células con 200 microL de DPBS (Sigma-Life Science) y aspirar.

- Fijar las células con 100 microL de 1% glutaraldheido (Panreac).

- Incubar 15 minutos a TA.

- Lavar dos veces con DPBS (Sigma-Life Science).

- Afiadir 100 microL/pocillo de cristal violeta al 0.1% (Panreac).

- Incubar 15-30minutos a TA.

- Lavar varias veces con agua destilada el exceso de colorante.

- Secar la placa al aire (puede pararse la técnica en este momento, dejando la placa a TA hasta
que se desee extraer el color).

- Afiadir 200microlL de acido acético al 10% (Panreac).

- Agitar 15 minutos en un agitador (Sciencific industries).
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- Leer la absorbancia a 620nm en el espectofotémetro FLUOstar optima (BMG labtech),
siguiendo las instrucciones del fabricante y analizar mediante el programa Optima Data
analisis.

- Calcular la proliferacién estableciendo valores de absorbancia del tiempo cero como control

de proliferacion.

17. Ensayo de invasion sobre matrigel

Material
- Lineas celulares BCLC5, BCLC6 y BCLC9 parentales y modificadas
- Kit Biocoat matrigel invasién chamber (Corning)
- Insertos con matrigel
- Insertos control
- Diff Quik (MicrOptic)
- Pinzas

- Medio de cultivo para lineas de CHC con y sin FCS.

Protocolo

Proceder segun las indicaciones del fabricante.

18. Ensayo de invasion sobre colageno IV

Material
- Kit Cultrex Collagen IV cell invasién assay (R&D systems)
- Lineas celulares BCLC5 parentales y modificadas
- Medio de cultivo para lineas de CHC con y sin FCS

- Espectofotometro FLUOstar optima (BMG labtech)

Protocolo

Proceder segun las indicaciones del fabricante.
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19. Ensayo de migracion

Material:
- Lineas celulares BCLC5 y BCLC6 parentales y modificadas
- Medio para lineas de CHC con y sin FCS
- Mitomicina C (Sigma-Aldrich)
- TGFB (PeproTech)
- Placa p6 (TPP)
- Puntas (StarLab)
- Pipetas (Eppendorf)
- DPBS (Sigma-Life Science)
- Microscopio invertido (Zeiss Axio)
- Cémara acoplada al microscopio (AxioCam MRc5 Zeiss)

- Programa de analisis de imagen Imagel

Protocolo

- Sembrar cada linea celular por triplicado. Las células se siembran en pocillos de una placa p6
(TPP) en un volumen de 3mL de medio para lineas de CHC con FCS al 10%, a una confluencia
tal para que transcurridas 48 horas ésta sea del 80-90%.

- Incubar a 372C en el incubador de CO, (Nuaire).

- 24 horas después de haber sembrado las células, eliminar el medio, lavar los pocillos con
DPBS (Sigma-Life Science) y afiadir 3mL de medio para lineas de CHC sin FCS. Una variante de
este paso consiste en afiadir TGFB a una concentracién de 10ng/mL para ver si supone alguna
modificacién en el comportamiento migratorio de las células.

- Incubar a 372C en el incubador de CO, (Nuaire).

- 48 horas después de haber sembrado las células, anadir al medio que las contiene
10microgr/microL de mitomicina C (Sigma-Aldrich) e incubar a 372C en el incubador de CO,
(Nuaire) durante una hora.

- Realizar un “scratch” mediante una punta de pipeta de 1000microL atravesando de lado a
lado cada pocillo en el que se han sembrado las células.

- Eliminar el medio.

- Lavar con DPBS (Sigma-Life Science)

- Afiadir 3mL de medio para lineas de CHC con FCS al 10% a cada pocillo.

- Fotografiar una misma zona de cada pocillo durante los dias en los que vaya a durar el

experimento mediante la cdmara (AxioCam MRc5 Zeiss) acoplada al microscopio invertido
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(Zeiss Axio). De esta manera se puede observar como en dias sucesivos el area que queda libre
sin células va disminuyendo y cada vez se observa un area mayor cubierta por las células que
van migrando hacia el borde opuesto del “scratch”.

- Cuando finaliza el experimento es necesario analizar las imagenes obtenidas de cada pocillo
mediante el programa Imagel que permite medir el drea libre de células en cada pocillo vy, tras
referenciar el drea libre de cada linea a lo largo de los dias respecto al area libre inicial, se
puede conocer la capacidad migratoria de cada linea celular y, por tanto, compararla con el

resto de lineas estudiadas.

20. Ensayo de formacién de esferoides

Material
- Lineas celulares BCLC5 y BCLC6 parentales y modificadas
- Medio de cultivo para lineas de CHC
- Placas de 96 pocillos de fondo plano (TPP)
- PoliHema (Sigma-Aldrich)
- Etanol al 95% (VWR)
- DPBS (Sigma-Life Science)
- Tubos 50mL (Corning)
- Balanza de precision (Sartorius)
- Agitador de tubos (Stuart)
- Microscopio invertido Zeiss Axio
- Cdmara AxioCAm MRc5 Zeiss
- Pipetas (Eppendorf)
- Puntas (StarLab)

Protocolo

- Preparar una solucién de PoliHema (Sigma-Aldrich) a una concentracién de 20mg/mL
utilizando como diluyente etanol al 95% (VWR) y pesando la cantidad de PoliHema (Sigma-
Aldrich) necesaria en la balanza de precisidn (Sartorius). Esta solucion se prepara en un tubo
de 50mL (Corning) y se deja “overnight” a TA en un agitador de tubos (Stuart) para que el
PoliHema se disuelva bien, seguidamente se guarda a 42C.

- El recubrimiento de la placa se ha de realizar en dias previos a la utilizacién de la placa ya que

es un proceso que dura muchas horas y ha de hacerse un doble recubrimiento para asegurar
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que las células no se adhieran: Afiadir 100microL de la solucidon de poliHema (Sigma-Aldrich)
preparada a una concentracion de 20mg/mL. Afadir este volumen a cada pocillo y dejar la
placa abierta dentro de una cabina de cultivos (Nuaire) hasta que se evapore (unas 4h). Volver
a anadir el mismo volumen y espera hasta que se vuelva a evaporar. Cuando se ha evaporado,
la placa puede guardarse para ser utilizada mas adelante (hasta unas dos semanas después).
En el momento de utilizar la placa se ha de realizar un lavado previo con DPBS (Sigma-Life
Science).

- Preparar una dilucion celular de tal manera que sembrando 200microlL del volumen que
contenga las células de interés se estén sembrando 25 células de cada linea en 8 pocillos de la
placa de 96 pocillos (TPP) recubierta con poliHema (Sigma-Aldrich).

- Dejar la placa a 372C en el incubador de CO, (Nuaire) durante 30 dias e ir comprobando
regularmente el estado del cultivo mediante el microscopio invertido Zeiss Axio. Afadir medio
si fuera necesario.

- Fotografiar cada uno de los esferoides generados mediante la cdmara AxioCAm MRc5 Zeiss
acoplada al microscopio invertido Zeiss Axio.

- Analizar mediante el uso del software Imagel) el nimero y el tamafio de los esferoides

generados.

21. Co-Inmunoprecipitacion (Co-Ip)

Material
- Lineas celulares BCLC5 EpCAM high, BCLC6 EpCAM, BCLC9 parental.
- Universal Magnetic Co-lp Kit (Active Motif)

- Anticuerpos

Anticuerpo Dilucién Especie Casa comercial
CLDN? 1:50 Raton Thermo Fisher
CLDN7?7 1:100 Conejo Abcam
EpCAM 1:2000 Conejo Abcam
EpCAM 1:100 Conejo Novus biologicals

IgG-HRP conejo 1:2000 Cabra Cell Signaling
1gG-HRP ratdn 1:2500 Conejo Abcam

- Material para WB
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Protocolo

Proceder segun las indicaciones del fabricante, utilizando el anticuerpo CLDN7 (Thermo Fisher)
para realizar la inmunoprecipitacion de CLDN7, el anticuerpo EpCAM (Novus Biologicals) para
inmunoprecipitar EpCAM vy los anticuerpos CLDN7 (Abcam) y EpCAM (Abcam) como
anticuerpos primarios para hibridar en la membrana de nitrocelulosa del WB. El andlisis de los
resultados obtenidos se realiza mediante las imagenes obtenidas mediante Image Quant
Las4000 (GE HealthCare), considerando que existe una Co-lp de ambas proteinas estudiadas
cuando habiendo hecho la inmunoprecipitacion para una de ellas e hibridando en el WB el

anticuerpo para la otra, se obtiene una banda en la membrana de nitrocelulosa.

22. Modelo murino

Mediante ensayos in vivo se ha estudiado el efecto de EpCAM en las lineas celulares BCLC5 y
BCLC9 parentales y modificadas en la generacidn de tumores. Para ello se han utilizado ratones
hembra de la cepa SCID Hairless Outbred (SHO®), del laboratorio Charles River. Esta cepa se
caracteriza por una inmunodeficiencia severa sin expresion de linfocitos B ni T y por estar
desprovistos de pelaje. Las deficiencias inmunolégicas que definen a esta cepa la convierten en
un modelo ideal para realizar ensayos de tumor “xenograft”, ya que cuando se inyectan células
tumorales de origen humano en esta cepa, el sistema inmune del animal no puede impedir el
desarrollo del tumor. Ademas, el hecho de no tener pelo facilita el seguimiento del tumor
cuando éste se implanta a nivel subdérmico. Debido a que tienen el sistema inmunoldgico
comprometido es necesario mantener a los animales en un estabulario SPF (libre de patégenos
especificos). Los diferentes estudios se iniciaron después de transcurrir una cuarentena de

quince dias tras la llegada de los animales procedentes del laboratorio de origen Charles River.

Material
- Lineas de CHC BCLC5 parental, BCLC5 EpCAM Jlow, BCLC5 EpCAM high, BCLC5 EpCAM
KD, BCLC9 parental, BCLC9 EpCAM KD y lineas derivadas.
- DPBS (Sigma-Life Science)
- Material de cultivo celular
- Agujas de 21G (BD)
- Jeringas 1mL (BD)
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Protocolo

Hemos analizado el efecto de la expresion y el silenciamiento de EpCAM en las lineas celulares
BCLC5 y BCLCO. Para ello se han establecido diferentes grupos de estudio, formados cada uno
de ellos por cinco animales hembra mantenidos en jaulas independientes en las condiciones

propias de un estabulario SPF con acceso a alimento y a agua permanente.

Para estudiar el efecto de EpCAM en las lineas celulares BCLC5 parentales y modificadas
hemos inyectado a cada animal 6-10° células contenidas en 100microL de DPBS (Sigma-Life
Science) a nivel subdérmico en el flanco derecho posterior del dorso, mediante una aguja de
21G (BD) y una jeringa de 1mL (BD). Se ha establecido un grupo control también formado por
cinco animales, a cada uno de los cuales se les ha inyectado 100microlL de DPBS (Sigma-Life
Science) mediante el mismo procedimiento que en los grupos de estudio. Los animales se han

mantenido con vida durante tres meses.

Para analizar el efecto de EpCAM en las lineas BCLC9 parentales y modificadas hemos
procedido de igual manera que en las lineas BCLC5 pero esta vez se han inyectado 1-10° células
y los animales se han mantenido con vida durante 30 dias ya que estas lineas tienen mayor

capacidad proliferativa que las lineas celulares BCLCS.

Los pesos de los animales, asi como el estado fisico de los mismos han sido revisados tres
veces por semana desde el inicio del ensayo hasta la finalizacién del mismo. Los ratones han
sido sacrificados mediante dislocacion cervical. A cada uno de los animales sacrificados se les
ha practicado una necropsia en la que se han inspeccionado los diferentes érganos y se han
aislado los tumores generados a partir de las células inyectadas. Todos los tumores generados
se han preservado en formol y se han llevado a la unidad de Anatomia Patoldgica del Hospital
Clinic de Barcelona donde, tras efectuar una inclusidon en parafina, han sido seccionados en
[dminas de 2 micras de grosor y colocados sobre portaobjetos para realizar técnicas de
inmunohistoquimica. De algunos de los tumores generados se han derivado lineas celulares

que han sido estudiadas con posterioridad.
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23. Analisis estadistico

Los datos estan expresados como la media con su desviacién estandar correspondiente. Los
analisis estadisticos han sido realizados utilizando el test t-student para la comparacién de dos
grupos. Para la comparacion de varios grupos se ha utilizado el andlisis de la varianza de una
via ANOVA (one-way analysis). En todos los casos los valores obtenidos son el resultado de al
menos 3 experimentos independientes. Se ha considerado la existencia de significacion

estadistica cuando P valor < 0.05.
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Resultados

OBIJETIVO 1: Detectar y caracterizar CTCs en pacientes con CHC.

Para llevar a cabo el primer objetivo he analizado la presencia de CTCs en pacientes visitados

en la unidad de Oncologia Hepatica utilizando tres sistemas:

1. CellSearch (Veridex).

En este estudio se han analizado las muestras de sangre de 7 pacientes cirréticos. Seis
pacientes presentan CHC avanzados clasificados en estadios BCLC B-C, el séptimo es un
paciente cirrético sin evidencia de CHC.

Con este sistema no se ha detectado ninguna CTC en la poblacién estudiada.

2. Real Time-gPCR.

En este estudio se han incluido un total de 177 pacientes, 7 de los cuales corresponden a los 7

pacientes analizados por CellSearch (Veridex) y 33 voluntarios sanos.

Hemos analizado la expresién génica de marcadores cuya expresion se ha descrito
incrementada en CHC: EpCAM, asociado a mal pronéstico tumoral, mayor proliferacién celular
y metdastasis (Munz, 2004; Osta, 2004); TROP2, gen de la familia de EpCAM, promueve la
proliferacion y la migracion celular (Okabe, 2009); hTERT, su reexpresidon confiere potencial
replicativo ilimitado (Blasco, 2003); MUCI, codifica para una glicoproteina transmembrana
cuya expresion en CHC se relaciona con mayor potencial metastasico y peor supervivencia
(Cao, 1999, Ichiykawa, 2006) y HSP70, asociado a tumores con elevada proliferaciéon y mas

invasivos (Joo, 2005; Tremosini, 2011). Se ha utilizado TBP como gen de referencia.
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Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla (Tabla 1):

Diagnéstico Numero Pacientes positivos estableciendo el “cutoff” con Pacientes positivos estableciendo el “cutoff”
de los datos de voluntarios sanos con los datos de pacientes cirréticos sin tumor
pacientes — p,cAr;  TROP2  KTERT muc1 HSP70 EpCAM  TROP2  hTERT  MUC1  HSP70
(hombre/
mujer)
Cirrosis sin 20(12/8) 1 1 1 5 7 0 1 1 1 1
tumor (5.8%) (5%) (7.14%)  (26.3%) (35%) (5%) (7.14%) (5.2%)  (5%)
BCLC 0-A 69 (49/20) 6 1 3 13 20 1 0 3 3 5
(13.6%) (1.6%) (6.9%)  (22.8%) (32.2%)  (2.2%) (6.9%)  (5.2%)  (8%)
BCLC B-C 81(73/8) 5 6 7 25 22 1 2 5 7 6
(8.7%) (7.7%) (11.1%) (32.8%) (28.5%)  (L.7%) (2.5%) (7.9%) (9.2%) (7.7%)
Colangiocarci 1(1/0) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
noma
Otras 2 (2/0) 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0
neoplasias (100%)
CHC - 1(1/0) 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0
colangiocarci (100%) (100%)
noma
Hiperplasia 3(1/2) 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
nodular focal (33.3%) (33.3%)
Total 177

Tabla 1: Resultados del anélisis de los pacientes con expresidn génica positiva para los marcadores analizados.
Comparacién de los resultados obtenidos utilizando el “cutoff” del 95% de los voluntarios sanos y el “cutoff “del

95% de los pacientes cirréticos.

Los datos obtenidos para cada grupo de pacientes han sido analizados para cada marcador
utilizando el test estadistico t-student. Dicho analisis ha permitido concluir que:
- Los pacientes cirréticos sin tumor expresan niveles mas elevados de los marcadores
analizados que la poblacidn de voluntarios sanos.
- Elmarcador MUCL se asocia a la presencia de CTCs en pacientes con CHC.
- Unicamente el 13.6% de los pacientes analizados con un diagndstico de CHC BCLC 0-A
y el 8.7% de los pacientes con un diagndstico de CHC BCLC B-C muestran expresion
positiva para EpCAM, por lo que éste no es un buen marcador para detectar CTCs en
nuestra poblaciéon. Este resultado impide validar CellSearch (Veridex) como sistema

para detectar CTCs en CHC.

130



Resultados

3. ImageStream AMNIS (Merck Millipore).

En este sistema se han analizado muestras de sangre procedentes de 30 pacientes. La
deteccién de CTCs se ha basado en el analisis de los siguientes marcadores: EpCAM, ya que es
nuestra proteina de estudio; MUC1, para confirmar los datos obtenidos en el analisis realizado
por Real Time-q PCR y CK8/18/19 como marcadores de célula epitelial. Los resultados

obtenidos del analisis se muestran en la siguiente tabla (Tabla 2):

Diagndstico Numero de Pacientes con células positivas para cada marcador
pacientes
EpCAM CK MUC1
BCLC 0-A 13 2 (15.3%) 4 (30.7%) 8 (61.5%)
BCLC B-C 14 1(7.14%) 11 (78.5%) 11 (78.5%)
Colangiocarcinoma 1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Otras neoplasias 2 1 (50%) 1 (50%) 1 (50%)
Total 30

Tabla 2: Porcentaje de pacientes con expresion positiva para los distintos marcadores analizados por el sistema

ImageStream AMNIS (Merck Millipore).

Utilizando el marcador MUC1 hemos sido capaces de detectar CTCs en mayor porcentaje de
pacientes que cuando el marcador utilizado ha sido EpCAM. Los datos obtenidos confirman el

potencial de MUC1 como marcador para detectar CTCs en la poblacién de pacientes con CHC.

La siguiente tabla muestra la media del nimero de CTCs detectadas en cada grupo de

pacientes segln el marcador utilizado para su deteccién (Tabla 3).

Diagnodstico Numero de Media del numero de células positivas para cada
pacientes marcador

EpCAM CK MUC1

BCLC 0-A 13 0.23 (0-2) 0.84 (0-7) 2 (0-9)
BCLC B-C 14 0 4.76 (0-25) 4.23 (0-13)

Colangiocarcinoma 1 0 0 0
Otras neoplasias 2 1 0.5 (0-1) 1(0-2)
Total 30

Tabla 3: Numero de células positivas para cada marcador analizadas con el sistema ImageStream AMNIS (Merck

Millipore).
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La media del numero de CTCs positivas para MUC1 en pacientes con CHC inicial, en un estadio
BCLC 0-A, es mayor que el numero de células positivas para EpCAM. Sin embargo, el andlisis
estadistico mediante el test t-student muestra que estas diferencias no son significativas. En
cambio, en aquellos pacientes con CHC mas avanzado, en un estadio BCLC B-C, el nimero de
CTCs detectadas es significativamente mayor cuando la deteccion de CTCs se realiza en base al
marcador MUC1. De hecho, ninguno de los pacientes analizados ha mostrado expresion

positiva de EpCAM.

La media del nimero de “clusters” de células obtenidos en cada grupo de pacientes se

muestra en la siguiente tabla (Tabla 4):

Diagndstico Numero de Media del nimero de “clusters”
pacientes obtenidos
BCLC 0-A 13 610 (0-5919)
BCLC B-C 14 757 (0-4804)
Colangiocarcinoma 1 573
Otras neoplasias 2 590 (378-802)
Total 30

Tabla 4: Numero de “clusters” de CTCs obtenidos en cada grupo de pacientes analizados con el sistema

ImageStream AMNIS (Merck Millipore).

El analisis estadistico de los resultados no muestra diferencias significativas entre los grupos
estudiados. La mayoria de los “clusters” detectados no muestran positividad para los
marcadores analizados. Esto puede ser debido a una expresion realmente negativa o a una
limitacién fisica que impide el reconocimiento de los epitopos por parte de los anticuerpos

utilizados.
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OBIJETIVO 2: Estudiar la funcion de EpCAM en la metastasis del CHC.

Para llevar a cabo el segundo objetivo he trabajado con modelos in vitro e in vivo en los que se
han utilizado lineas celulares derivadas de pacientes con CHC intervenidos quirdrgicamente en
la unidad de Oncologia Hepatica del Hospital Clinic de Barcelona. Estas lineas celulares son las
denominadas BCLC5, BCLC6 y BCLC9. Las caracteristicas de éstas estan descritas en el apartado

Metodologia.

1. Expresion de EpCAM.

Para analizar el efecto de EpCAM en la proliferacién, invasidon y migracién celular, hemos
forzado su expresién en las lineas BCLC5 parental y BCLC6 parental mediante transfeccién
génica del vector pCMV6-EpCAM-GFP que contiene EpCAM y un gen de resistencia a G418.
Hemos derivado dos lineas celulares que muestran distintos niveles de expresion de EpCAM
procedentes de la linea BCLC5 parental (BCLC5 EpCAM low y BCLC5 EpCAM high) y una linea
celular procedente de la linea BCLC6 parental, denominada BCLC6 EpCAM. La expresion génica
ha sido confirmada por técnicas de Real Time-q PCR (Fig. 1a, 1c) y la expresion proteica

mediante WB (Fig. 1b, 1d).

EpCAM EpCAM EpCAM
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Figura 1. Expresion génica de EpCAM analizada por Real Time-q PCR en las lineas BCLC5 parental, BCLC5 EpCAM low
y BCLC5 EpCAM high (a); BCLC6 parental y BCLC6 EpCAM (c) y expresidon proteica analizada en las lineas BCLC5
parental, BCLC5 EpCAM Jow y BCLC5 EpCAM high (b); BCLC6 parental y BCLC6 EpCAM (d) por WB. La expresion
proteica esta expresada en unidades arbitrarias (UA). Los datos han sido analizados mediante el test estadistico t-

student. ** P <0.01; *** P < 0.001.
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2. La proteina EpCAM se procesa a través de su dominio

transmembrana liberando EpEX.

Publicaciones recientes describen la liberacién simultdnea de EplICD y EpEX tras el procesado
de EpCAM (Maetzel, 2009; Munz, 2009). Hemos confirmado la liberacién de EpEX al medio de
cultivo mediante ELISA en las lineas BCLC5 EpCAM low, BCLC5 EpCAM high, BCLC6 EpCAM vy
BCLC9 parental.

En estos ensayos se ha cuantificado la concentracidon de EpEX existente en el medio de cultivo
transcurridas 8 horas desde que se siembran las células (es el denominado t = 0), asi como la
concentracién de EpEX que se libera cinco dias después de haberlas sembrado, momento en el

que el cultivo celular esta confluente.

Para analizar el procesado de EpCAM en las lineas BCLC5 EpCAM Jow, BCLC5 EpCAM high y
BCLC6 EpCAM, se han utilizado sus respectivas lineas parentales como controles.
Paralelamente, se ha analizado la liberacion de EpEX en la linea BCLC9 parental. Hemos
observado una mayor concentracion de EpEX en el medio tras 5 dias en cultivo. Como control
negativo se ha utilizado medio de cultivo (Fig. 2a y 2b).

La linea BCLC5 EpCAM high libera mas cantidad de EpEX al medio de cultivo que la linea BCLC5
EpCAM low. La linea BCLC5 EpCAM high tiene mayor capacidad para procesar EpCAM cuando
la densidad celular es baja (t = 0) que cuando el cultivo esta confluente (t = 5 dias) (Fig. 2a). La
linea BCLC6 EpCAM libera mas cantidad de EpEX al medio cuando el cultivo estd confluente

(Fig. 2b).
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Figura 2. Anadlisis de la concentracidon de EpEX en pg/mL presente en el medio que contiene las lineas celulares
BCLCS5 parental, BCLC5 EpCAM Jow, BCLC5 EpCAM high y BCLC9 parental (a); BCLC6 parental, BCLC6 EpCAM y BCLC9
parental (b). Los datos de la liberacion de EpEX al medio fueron analizados mediante el test estadistico t-student. **

P <0.01; *** P <0.001.
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3. EpICD se localiza en el nucleo de las lineas celulares BCLC5 EpCAM

high, BCLC6 EpCAM y BCLC9 parental.

Hemos realizado técnicas de inmunofluorescencia para detectar EpICD en el nicleo de las
lineas celulares BCLC5 EpCAM high (Fig. 3a), BCLC6 EpCAM (Fig. 3b) y BCLC9 parental (Fig. 3c).

Seguidamente se han analizado las muestras mediante microscopia confocal (Fig 3).

Blanco

@ BCLCS EpCAM high Hoechst Alexa 568-EplICD Composicidn

o .
- .

b BCLC6 EpCAM Hoechst Alexa 568-EplICD Composicidn
EpICD
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N . . .

c BCLC9 parental Hoechst Alexa 568-EpICD Composicion

o . . .

Figura 3: Imagenes tomadas por microscopia confocal en las que se ve EpICD en el ntcleo de las lineas celulares

BCLC5 EpCAM high (a), BCLC6 EpCAM (b) y BCLCY parental (c).

4. En nuestras células EpICD no regula las dianas descritas asociadas a

proliferacion.

Analizamos la expresion génica por Real Time-q PCR y proteica mediante WB de las dianas de
EplICD asociadas a proliferacién y transformacion celular (CTNNB1, c-MYC, CCND1) en las lineas
celulares BCLC5 parental y BCLC5 EpCAM high (Fig. 4al, 4a2), BCLC6 parental y BCLC6 EpCAM
(Fig. 5b1, 5b2) y BCLC9 parental y BCLC9 EpCAM KD (Fig. 6¢c1 y 6¢2). La expresion génica esta
comparada en todos los casos con la linea celular BCLCY parental. Hemos comprobado que
ninguna linea estudiada modifica la expresidon de estos genes en funcién de la presencia de

EpCAM.
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Figura 4: Expresion génica de las dianas reguladas por EpICD en la linea BCLC5 parental y BCLC5 EpCAM high
analizadas por Real Time-q PCR (al) y andlisis de la expresidn proteica de dichas dianas analizadas por WB (a2). La

expresion proteica esta expresada en UA. Los datos han sido analizados mediante el test estadistico t-student.
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Figura 5: Expresion génica de las dianas reguladas por EpICD en la linea BCLC6 parental y BCLC6 EpCAM analizadas
por Real Time-gq PCR (b1) y anélisis de la expresidn proteica de dichas dianas analizadas por WB (b2). La expresion

proteica esta expresada en UA. Los datos han sido analizados mediante el test estadistico t-student. ** P < 0.01.
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Figura 6: Expresion génica de las dianas reguladas por EpICD en la linea BCLCY parental y BCLC9 EpCAM KD
analizadas por Real Time-q PCRT (c1) y analisis de la expresidn proteica de dichas dianas analizadas por WB (c2). La

expresion proteica esta expresada en UA. Los datos han sido analizados mediante el test estadistico t-student.

5. EpCAM no confiere ventajas en la capacidad de proliferacion celular

en nuestras células.

Para analizar el efecto de la expresién de EpCAM en la capacidad proliferativa hemos realizado
ensayos de proliferacién utilizando cristal violeta como colorante vital en las lineas celulares
BCLC5 parental, BCLC5 EpCAM Jow, BCLC5 EpCAM high y BCLC5 EpCAM KD (Fig. 7a) y BCLC6
parental y BCLC6 EpCAM (Fig. 7b) y ensayos MTS en las lineas BCLC9 parental y BCLC9

modificada (Fig. 7c). Observamos que EpCAM no incrementa el indice proliferativo de nuestras

células.
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Figura 7: Proliferacion celular asociada a la expresion de EpCAM en las lineas BCLCS parental, BCLC5 EpCAM low,
BCLC5 EpCAM high, BCLC5 EpCAM KD (a); BCLC6 parental y BCLC6 EpCAM (b) y BCLC9 parental y BCLC9 EpCAM KD

(c). Los datos han sido analizados mediante el test estadistico t-student.

6. EpCAM no confiere ventajas proliferativas en situacion de hipoxia.

Debido a que las células que forman un tumor estan sometidas a condiciones limitantes de
oxigeno, hemos analizado la capacidad de proliferacién celular en funcidn de la presencia de
EpCAM en las lineas celulares BCLC5 parental, BCLC5 EpCAM low y BCLC5 EpCAM high (Fig. 8a)
y BCLC6 parental y BCLC6 EpCAM (Fig. 8b) en condiciones de normoxia (21% de O,) e hipoxia
(1% de 0,). Hemos determinado que la expresidon de esta proteina no supone ventajas en la

proliferacidn celular en condiciones de hipoxia.
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Figura 8: Analisis del potencial proliferativo de las lineas celulares BCLC5 parental, BCLC5 EpCAM Jow, BCLC5 EpCAM
high (a); BCLC6 parental y BCLC6 EpCAM (b) en funcién de la presencia de EpCAM. Los datos han sido analizados

mediante el test estadistico t-student.

7. La expresion de EpCAM uUnicamente se asocia a menor expresion de

CDH1 en una de las lineas celulares.

Esta descrito que cuando EpCAM se procesa EpICD contacta con CTNNB1 y ambas se traslocan

al nudcleo celular (Munz, 2009). Esto hace que CTNNB1 pierda las uniones con CDH1,
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desestabilizandola. Esto se traduce en una menor cantidad de CDH1 en las células con
expresion de EpCAM (Winter, 2007; Munz, 2009). Unicamente en la linea BCLC5 EpCAM high
hay una menor cantidad de CDH1 en presencia de EpCAM (Fig. 9a), mientras en las lineas

celulares BCLC6 EpCAM y BCLC9 parental la expresion de CDH1 no se modifica en presencia de
EpCAM (Fig. 9b y 9c).
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Figura 9: Expresién de CDH1 en funcién de la presencia de EpCAM en las lineas celulares BCLC5 parental y BCLC5
EpCAM high (a); BCLC6 parental y BCLC6 EpCAM (b) y BCLCY parental y BCLC9 EpCAM KD (c). La expresion proteica

esta expresada en UA. Los datos han sido analizados mediante el test estadistico t-student. ** P < 0.01.

8. La expresidon de EpCAM se asocia a expresion de VIM.

Hemos comprobado que EpCAM se asocia a un incremento en la expresidon de VIM en las
lineas celulares BCLC5 EpCAM high (Fig. 10a, b, c) y BCLC6 EpCAM (Fig. 10d, e, f). Este
resultado se confirma tras tratar las células con TGFB. La linea celular BCLC9 parental no

expresa VIM (Fig. 10g, h, i). TGFPB no modula la expresion de EpCAM.

parental EpCAM high
a b EpCAM c viM
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Figura 10: Andlisis por WB de la expresidon de VIM en las lineas celulares BCLC5 parental y BCLC5 EpCAM high (a,c);
BCLC6 parental y BCLC6 EpCAM (d,f) y BCLC9 parental y BCLC9 KD (g,i). Expresién de EpCAM analizados por WB en
funcidn del tratamiento con TGFB en las lineas celulares BCLC5 parental y BCLC5 EpCAM high (a, b); en las lineas
celulares BCLC6 parental y BCLC6 EpCAM (d, e) y en las lineas celulares BCLC9 parental y BCLC9 EpCAM KD (g, h). La

expresion proteica esta expresada en UA. Los datos han sido analizados mediante el test estadistico t-student. * P <
0.05; ** P<0.01; *** P < 0.001.

9. Silenciamiento de EpCAM.

Hemos silenciado la expresion de EpCAM en la linea celular BCLC9 parental y en la linea BCLC5
EpCAM high mediante el uso del vector pGFP-C-shRNALenti. Se han obtenido las lineas BCLC9
EpCAM KD con un porcentaje de silenciamiento del 96.8% respecto a la linea parental (Fig.
11a) y BCLC5 EpCAM high KD con porcentaje de silenciamiento del 100% respecto a la linea

BCLC5 EpCAM high (Fig. 11b), respectivamente. Esto nos ha permitido analizar el efecto de la
pérdida de expresion de EpCAM.
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Figura 11. Expresidn proteica analizada mediante WB de las lineas celulares BCLC9 parental (a) y BCLC5 EpCAM high

(b) tras el silenciamiento de EpCAM. La expresidon proteica esta expresada en UA. Los datos han sido analizados

mediante el test estadistico t-student. ** P < 0.01; *** P < 0.001.

10. La expresion de VIM esta determinada por la expresion de EpCAM.

Hemos analizado la expresion de VIM en la linea celular BCLC5 EpCAM high KD y hemos

demostrado que el silenciamiento de EpCAM revierte el aumento en la expresién de VIM (Fig.
123, b).
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Figura 12: Andlisis por WB de la expresidon de VIM asociada a la presencia de EpCAM en las lineas celulares BCLC5
parental, BCLC5 EpCAM high y BCLC5 EpCAM KD (a y b). La expresidn proteica esta expresada en UA. Los datos han

sido analizados mediante el test estadistico t-student. * P < 0.05.

11. Niveles elevados de EpCAM se asocian a una menor capacidad de

migracion.

Hemos analizado la capacidad de migracion en las lineas celulares BCLC5 parental y BCLC5
EpCAM high; BCLC6 parental y BCLC6 EpCAM. Para asegurarnos que los resultados obtenidos

son debidos Unicamente a la migracién y no asociados a la proliferacién celular, hemos tratado
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las células con mitomicina. Hemos comprobado que las células dejan de proliferar realizando

una tincion con el anticuerpo PCNA (Fig. 13).

Mitomicina
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Figura 13: Analisis de la expresién de PCNA por inmunocitoquimica en la linea celular BCLC5 parental tratadas y no

tratadas con mitomicina (Objetivo 20X).

Hemos determinado que niveles mas elevados de EpCAM en las lineas celulares BCLC5 EpCAM
high y BCLC6 EpCAM se asocian a un menor potencial de migracidon celular y que tras el

estimulo con TGFp esta capacidad todavia es menor (Fig. 14a, b).
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Figura 14: Analisis de la capacidad de migracidn celular en las lineas BCLC5 parental, BCLC5 EpCAM low y BCLC5
EpCAM high (a); BCLC6 parental y BCLC6 EpCAM (b) con y sin tratamiento con TGFB. Los datos han sido analizados
mediante el test estadistico t-student. * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001.
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12. La presencia de EpCAM no modifica la capacidad invasiva.

Con el objetivo de analizar el efecto de EpCAM sobre la capacidad de invasion celular en las
lineas BCLC5 parental, BCLC5 EpCAM Jow y BCLC5 EpCAM high; BCLC6 parental y BCLC6 EpCAM
y BCLC9 parental y BCLC9 EpCAM KD hemos realizado experimentos de invasién sobre un
recubrimiento de matrigel utilizando como estimulo quimoatrayente FCS. Observamos que

EpCAM no aumenta el potencial invasivo de las lineas de CHC estudiadas (Fig, 15a, b, c)
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Figura 15: Porcentaje de invasion asociado a la presencia de EpCAM en las lineas celulares BCLC5 parental, BCLC5

EpCAM Jow y BCLC5 EpCAM high (a); BCLC6 parental y BCLC6 EpCAM (b) y BCLCY parental y BCLC9 EpCAM KD (c) Los

datos han sido analizados mediante el test estadistico t-student.

13. La expresion de EpCAM se relaciona con una menor expresion de

MMPs.

Para que las células puedan invadir y migrar es necesario que degraden la matriz extracelular
(Kessenbrock, 2010) y lo hacen gracias a la expresion de metaloproteasas (MMPs) (Gong,
2014). Mediante WB hemos analizado la expresion de MMP2, MMP7, MMP9 y MMP14 en
nuestras células y hemos observado que MMP9 y MMP14 disminuyen su expresidon en BCLC5
EpCAM high (Fig. 16c y 16d) y MMP14 lo hace en la linea BCLC6 EpCAM (Fig. 16h), mientras

que MMP2 y MMP7 no muestran ningln cambio (Fig. 16a, 16e, 16b y 16f).
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Figura 16: Andlisis de la expresion de MMPs asociadas a la degradacion de la matriz extracelular en funcién de la
presencia de EpCAM. Anélisis en la linea BCLC5 parental y BCLC5 EpCAM high (a, b, ¢, d) y BCLC6 parental y BCLC6

EpCAM (e, f, g, h). La expresion proteica estad expresada en UA. Los datos han sido analizados mediante el test

estadistico t-student. * P < 0.05; ** P < 0.01.

14. La presencia de EpCAM se relaciona con cambios en los niveles de
expresion de CLDN7.

La expresion de CLDN7 disminuye en presencia de EpCAM en las lineas celulares BCLC5 EpCAM
high (Fig. 17a) y BCLC6 EpCAM (Fig. 17b).
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El silenciamiento de EpCAM en la linea BCLC9 EpCAM KD se relaciona con una menor

expresion de CLDN7 (Fig. 17c).
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Figura 17: Analisis por WB de la expresién de CLDN7 relacionada con la presencia de EpCAM en las lineas celulares
BCLC5 parental y BCLC5 EpCAM high (a); BCLC6 parental y BCLC6 EpCAM (b) y BCLCY parental y BCLC9 EpCAM KD
(c). La expresion proteica estd expresada en UA. Los datos han sido analizados mediante el test estadistico t-

student. * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001.

15. CLDN7 muestra diferente localizacion dependiendo de la linea
celular.

Teniendo en cuenta que la interaccién entre EpCAM y CLDN7 provoca la pérdida de las uniones
intercelulares mediadas por EpCAM vy favorece el acceso de las proteasas encargadas de su
procesado (Nubel, 2009), hemos analizado la expresion y localizacion de CLDN7. Hemos
demostrado que CLDN7 se expresa en todas nuestras lineas celulares. En las lineas BCLC5
parental y BCLC5 EpCAM high; BCLC6 parental y BCLC6 EpCAM su localizacion es nuclear (Fig.

18ay b) y en la linea BCLCY parental se localiza en la membrana citoplasmatica (Fig. 18c).
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Figura 18: Andlisis por microscopia confocal de la localizacion de EpCAM y CLDN7 en las lineas BCLC5 parental y

BCLC5 EpCAM high (a); BCLC6 parental y BCLC6 EpCAM (b) y BCLC9 parental (c).

16. EpCAM y CLDN7 interaccionan en el nucleo y en la membrana

citoplasmatica de todas las lineas celulares analizadas.

Hemos confirmado la interaccion de EpCAM con CLDN7 mediante co-inmunoprecipitacion.

Esta interaccidon se observa tanto en el nicleo como en la membrana celular.

Para inmunoprecipitar CLDN7 hemos utilizado un anticuerpo procedente de ratén y para
inmunoprecipitar EpCAM se ha utilizado un anticuerpo procedente de conejo. Para detectar
las proteinas EpCAM y CLDN7 tras la inmunoprecipitacién hemos realizado técnicas de WB
utilizando anticuerpos primarios originados en conejo que reconocen EpICD y CLDN7. Para su
revelado se ha utilizado un anticuerpo secundario originado en cabra y que reconoce proteinas

de conejo.

Hemos utilizado la linea BCLCY parental como control debido a su expresién enddgena de
EpCAM. Hemos obtenido el extracto de proteinas nucleares (EN) y totales (ET). Una fraccién de

ambos extractos ha sido utilizada directamente para realizar WB, en otra fraccion hemos

147



Resultados

inmunoprecipitado EpCAM y en la fraccion restante hemos inmunoprecipitado CLDN?7.

Seguidamente se ha realizado un WB.

Para demostrar que la sefial obtenida es debida a un reconocimiento especifico del anticuerpo
primario del WB por parte del secundario y no debida a interacciones entre el anticuerpo
secundario y el utilizado para inmunoprecipitar EpCAM y CLDN7 no hemos hibridado Ia
membrana del WB con ningun anticuerpo primario. Asi hemos comprobado que el anticuerpo
secundario del WB no reconoce al anticuerpo utilizado para inmunoprecipitar CLDN7 (Fig.
19a). Esto confirma que las sefiales obtenidas tras haber utilizado anticuerpos primarios en el
WB con reconocimiento de EpCAM y de CLDN7 son especificas. Sin embargo, si que
obtenemos sefal al inmunoprecipitar EpCAM e hibridar la membrana directamente con el
anticuerpo secundario del WB ya que éste reconoce proteinas de conejo y el anticuerpo

utilizado en la inmunoprecipitacion ha sido generado en esta especie (Fig. 19b).

En experimentos anteriores de WB hemos visto que la localizacion de CLDN7 en la linea BCLC9
parental es de membrana. Sin embargo, mediante inmunoprecipitacién hemos conseguido
enriquecer el EN para CLDN7 y hemos visto que no es que no existiera CLDN7 en el nucleo
celular, sino que estd presente a muy baja concentracién y la técnica de WB no es
suficientemente sensible (Fig. 19c). En el ET se detecta CLDN7 sin necesidad de realizar la
inmunoprecipitacién y, cuando se realiza se observa como hemos enriquecido la muestra para
esta proteina (Fig. 19d).

Igual que sucede con CLDN7, la técnica de WB no es suficientemente sensible como para
detectar los niveles de EpICD presentes en el nucleo de las células BCLC9 parentales. Sin
embargo, si que se detecta tras realizar una inmunoprecipitacion de CLDN7 ya que ambas
proteinas co-inmunoprecipitan (Fig. 19e). Esto indica que en el nucleo EpICD contacta con
CLDN7. En el ET hemos detectado EpCAM sin necesidad de realizar inmunoprecipitaciones.
Hemos comprobado tras inmunoprecipitar CLDN7 que ambas proteinas estan contactando
(Fig. 19f).

Hemos inmunoprecipitado EpCAM en el EN y en el ET y hemos analizado el resultado mediante
WB utilizando anticuerpos contra EpCAM vy CLDN7. Hemos comprobado que al
inmunoprecipitar EpCAM también se detecta la interaccidon de esta proteina con CLDN7 tanto
en el EN como en el ET. En el nlcleo de la linea BCLC9 no detectamos EpICD, como ya
habiamos visto en experimentos anteriores pero al inmunoprecipitar esta proteina si que se
detecta (Fig. 19g). Teniendo en cuenta que el anticuerpo secundario del WB reconoce al
anticuerpo utilizado para hacer la inmunoprecipitacién de EpCAM (Fig. 19b), podriamos pensar

que la sefial obtenida fuera debida a un reconocimiento entre anticuerpos. Sin embargo, al
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inmunoprecipitar EpCAM en el ET y utilizar el anticuerpo contra EpCAM en el WB, hemos
comprobado que la sefial es mucho mayor que la debida a un reconocimiento exclusivo entre
anticuerpos, hecho que confirma la interaccidon entre ambas proteinas (Fig. 19h). A pesar de
que CLDN7 no la detectamos en el nucleo de la linea celular BCLC9 mediante WB, si que se
detecta CLDN7 que contacta con EpCAM cuando se enriquece la muestra para EpCAM (Fig.
19i). En el ET se detecta CLDN7 y cuando inmunoprecipitamos EpCAM también enriquecemos

la muestra para CLDN7 (Fig. 19j).

a MW ET IP b mw T P
CLDN7 EpCAM
c d e f
MW  EN  EN Mw- ET BT MW EN - EN MW ET  ET
IP CLDN7 We CLDL';CLDW WBE CA':ACLDW IP CLDN7
WB CLDN7 P WB EpCAM
& h | : MW ET ET
MW EN  EN MW  ET  ET MW  EN EN
IP EpCAM IP EpCAM IP EpCAM
IP EpCAM WB CLDN7
WB EpCAM WB EpCAM WB CLDN7

Figura 19: Andlisis de la co-inmunoprecipitacion de EpCAM y CLDN7 en la linea celular BCLC9 parental analizado por
WB. Analisis del reconocimiento del anticuerpo secundario del WB al anticuerpo utilizado para inmunoprecipitar
CLDN7 (a) y EpCAM (b); Localizacién de CLDN7 en la linea BCLCY parental tras inmunoprecipitar CLDN7 (c, d);
Localizacion de EpCAM en la linea BCLCY parental tras inmunoprecipitar CLDN7 (e,f). Localizacién de EpCAM en la
linea BCLCY parental tras inmunoprecipitar EpCAM (g, h); Localizacién de CLDN7 en la linea BCLC9 parental tras

inmunoprecipitar EpCAM (i, j).

En experimentos anteriores de WB hemos visto que la localizacién de CLDN7 en la linea BCLC5
EpCAM high es nuclear. Sin embargo, mediante inmunoprecipitacién hemos conseguido
enriquecer el ET para CLDN7 y hemos podido detectarla (Fig. 20a). En el EN se detecta una

sefial muy tenue de CLDN7 sin necesidad de realizar la inmunoprecipitacion pero cuando se
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inmunoprecipita CLDN7 se observa como hemos enriquecido la muestra para esta proteina

(Fig. 20b).

Por WB hemos detectado EpCAM en el ET. Cuando hemos hecho la inmunoprecipitacion de
CLDN7 y en el WB hemos utilizado el anticuerpo que reconoce EplICD, hemos detectado la

proteina. Esto indica que CLDN7 contacta directamente con EpICD (Fig. 20c).

En el nucleo de la linea celular BCLC5 EpCAM high no detectamos EpICD por WB. Sin embargo,
tras realizar una inmunoprecipitacion de CLDN7 si que lo detectamos mediante WB. Esto
indica que la técnica de WB no es suficientemente sensible para detectar EpICD en el EN, pero
si se enriquece la muestra para CLDN7, existe suficiente cantidad de EpICD unido a CLDN7 para

poder ser detectado (Fig. 20d).

b c
e P gLTDN7 e 1P E’L\IDN7 MW ET BT @ v 1P cEL'\[l)N7
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Figura 20: Andlisis de la co-inmunoprecipitacion de EpCAM y CLDN7? en la linea celular BCLC5 EpCAM high analizado
por WB. Localizacién de CLDN7 en la linea BCLC5 EpCAM high (a, b); co-inmunoprecipitacion de EpCAM y CLDN7 en
la linea BCLC5 EpCAM high (c, d).

En la linea celular BCLC6 EpCAM hemos obtenido los mismos resultados que en la linea BCLC5
EpCAM high. Pese a que en la linea BCLC6 CLDN7 se localiza mayoritariamente en el nucleo, al
inmunoprecipitar esta proteina, hemos conseguido detectarla en el ET (Fig. 21a). Hemos
comprobado que en esta linea celular EpCAM y CLDN7 contactan en el nucleo celular (Fig. 21b)
y en la membrana citoplasmatica (Fig. 21c). Tras enriquecer la muestra para CLDN7 EpICD que

contacta directamente con ella puede ser detectado mediante WB (Fig. 21d)

a MW  ET  ET b Mw EN EN CMw  ET ET duw  EN  EN
IP CLDN7 IP CLDN7 IP CLDN7 |P CLDN7
WB CLDN7 WB CLDN7 WB EpCAM WB EpCAM

o v 0 N -

Figura 21: Andlisis de la co-inmunoprecipitacién de EpCAM y CLDN7 en la linea celular BCLC6 EpCAM analizado por
WB. Localizacién de CLDN7 en la linea BCLC6 EpCAM (a, b); co-inmunoprecipitacién de EpCAM y CLDN7 en la linea
BCLC6 EpCAM (c, d).
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17. La presencia de EpCAM modifica la fosforilacion de CLDN7.

Ya que CLDN7 es capaz de pasar al nucleo celular, estudiamos la deslocalizacion de CLDN7
dependiente de fosforilacion (Turksen, 2011). Observamos que en la linea celular BCLC5
EpCAM high la presencia de EpCAM supone una reduccién en el porcentaje de CLDN7
fosforilada de un 54.5% (Fig. 22a), mientras que en las lineas BCLC6 EpCAM y BCLC9 parental,
la expresion de EpCAM se asocia a un incremento del 93.75% y 92.75% (Fig. 22b y 22c),

respectivamente.
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Figura 22: Porcentaje de CLDN7 fosforilada en funcion de EpCAM en las lineas celulares BCLC5 parental y BCLC5
EpCAM high (a); BCLC6 parental y BCLC6 EpCAM (b) y BCLC9 parental y BCLC9 EpCAM KD (c). La cuantificacion se ha

realizado por WB y el analisis estadisticos mediante el test t-student. * P < 0.05; ** P < 0.01.

18. Silenciamiento de CLDN7 en las lineas BCLC5, BCLC6 y BCLC9.

Para conocer el papel de CLDN7 y su relacion con EpCAM en las distintas etapas de la
metdstasis, hemos silenciado esta proteina, obteniendo las lineas BCLC5 CLDN7 KD (Fig, 23a),
BCLC5 EpCAM high CLDN7 KD (Fig. 23b), BCLC6 CLDN7 KD (Fig. 23c), BCLC6 EpCAM CLDN7 KD
(Fig. 23d), BCLC9 CLDN7 KD (Fig. 23e), BCLC9 EpCAM KD CLDN7 KD (Fig. 23f).

a b BCLCS BCLC5 c d BCLC6 BCLC6
BCLC5 BCLC5 EpCAM high EpCAM high BCLC6 BCLC6 EpCAM EpCAM
parental CLDN7 KD CLDN7 KD parental CLDN7 KD CLDN7 KD
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SFPQ L— ———— — — 1-_'.' — ra—
e BCLC9 BCLC9 f BCLCO BCLC9
parental CLDN7 KD EpCAM KD EpCAM KD
CLDN7 KD
| — - CLDN7 A —
[ S — ACTB P—

Figura 23: Analisis por WB que muestra el silenciamiento de CLDN7 en las lineas celulares BCLC5 parental y BCLC5

EpCAM high (a, b); BCLC6 parental y BCLC6 EpCAM (c, d) y BCLCI parental y BCLC9 EpCAM KD (e, f).
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19. CLDN7 no determina la capacidad proliferativa.

Analizamos el efecto de EpCAM y CLDN7 sobre la capacidad de proliferacion celular.
Observamos que CLDN7 no tiene efecto sobre la capacidad proliferativa de nuestras lineas

celulares (Fig. 24a, b, c).
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Figura 24: Analisis de la capacidad proliferativa en funcion de la presencia de EpCAM y CLDN7 en las lineas celulares
BCLC5 parental, BCLC5 EpCAM high, BCLC5 CLDN7 KD y BCLC5 EpCAM high CLDN7 KD (a); BCLC6 parental, BCLC6
EpCAM, BCLC6 CLDN7 KD y BCLC6 EpCAM CLDN7 KD (b) y BCLCY parental, BCLC9 EpCAM KD, BCLC9 CLDN7 KD vy
BCLC9 EpCAM KD CLDN7 KD (c). Los datos han sido analizados mediante el test estadistico t-student.

20. La expresion de CLDN7 no modifica la capacidad de invasién de

BCLC5 ni BCLC6 parentales o modificadas.

Experimentos en los que se ha determinado el potencial invasivo de nuestras lineas de trabajo
en funcion de la presencia de EpCAM y CLDN7 han demostrado que ninguna de las dos
proteinas confiere ventajas en la linea BCLC5 (Fig. 25a) ni en la linea BCLC6 (Fig. 25b)

parentales o modificadas.
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Figura 25: Porcentaje de invasion de las lineas celulares BCLC5 parental, BCLC5 EpCAM high, BCLC5 CLDN7 KD,
BCLC5 EpCAM high CLDN7 KD (a) y BCLC6 parental, BCLC6 EpCAM, BCLC6 CLDN7 KD y BCLC6 EpCAM CLDN7 KD (b).

Los datos han sido analizados mediante el test estadistico t-student.
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21. El silenciamiento de CLDN7 en la linea celular BCLC5 parental se

relaciona con una menor expresion de MMP14.

Hemos analizado mediante WB el efecto del silenciamiento de CLDN7 en la expresion de
MMP2 (Fig. 26a, e), MMP7 (Fig. 26b, f), MMP9 (Fig. 26¢, g) y MMP14 (Fig, 26d, h) en las lineas
celulares BCLC5 parental, BCLC5 EpCAM high, BCLC5 CLDN7 KD y BCLC5 EpCAM high CLDN7
KD; BCLC6 parental, BCLC6 EpCAM, BCLC6 CLDN7 KD y BCLC6 EpCAM CLDN7 KD. Hemos
comprobado que el silenciamiento de esta proteina Unicamente supone una disminucién en la

expresion de MMP14, proteasa encargada de procesar MMP2 y relacionada con invasion, en la

linea celular BCLC5 CLDN7 KD (Fig. 26d).
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Figura 26: Analisis por WB de la expresion de MMPs asociadas a la expresién de CLDN7 en las lineas celulares BCLC5
parental, BCLC5 CLDN7 KD, BCLC5 EpCAM high, BCLC5 EpCAM high CLDN7 KD (a, b, c, d) y BCLC6 parental, BCLC6
CLDN7 KD, BCLC6 EpCAM y BCLC6 EpCAM CLDN7 KD (e, f, g, h). La expresidn proteica estd expresada en UA. Los

datos han sido analizados mediante el test estadistico t-student. * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001.

22. EpCAM y CLDN7 tienen un efecto aditivo en la formacién de
esferoides tumorales.

Nuestros resultados no confirman lo que hasta ahora se ha publicado referente al papel de

EpCAM en la proliferaciéon y migracion celular. Es un hecho contrastado que los cultivos
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celulares en 2 dimensiones (2D) no reflejan el comportamiento de las células tumorales
cuando forman parte de un tumor. Por esta razén, hemos analizado el papel de EpCAM y

CLDN7 en cultivos en tres dimensiones (3D).

Hemos comprobado que la expresion de EpCAM en las lineas celulares BCLC5 EpCAM high y
BCLC6 EpCAM se asocia a la formacion de mayor nimero de esferoides tumorales en
comparacion con las lineas BCLC5 parental y BCLC6 parental (Fig. 27a, c) y estos son de menor
tamano (Fig. 27b, d). CLDN7 actia de manera aditiva a EpCAM en la formacién de estos
esferoides tumorales. Estos resultados indican que el papel de EpCAM en la metastasis podria

estar relacionado con la formacién de nuevos focos metastasicos.

BCLCS5 parentales BCLC5 moificadas
5000 9— 0

6
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Numero de esferoides
Tamaiio de esferoides (micras)
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Figura 27: Analisis de formacion de esferoides. Representacién grafica del nimero de esferoides generados por la
linea celular BCLC5 parental, BCLC5 EpCAM high, BCLC5 CLDN7 KD y BCLC5 EpCAM high CLDN7 KD (a) y BCLC6
parental, BCLC6 EpCAM, BCLC6 CLDN7 KD y BCLC6 EpCAM CLDN7 KD (c) y del tamafio de éstos (b, d). Los datos han

sido analizados mediante el test estadistico t-student. * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001.

23. CLDN7 se trasloca del nucleo a la membrana citoplasmatica cuando

la linea celular BCLC6 EpCAM forma esferoides tumorales.

La localizacion de CLDN7 sigue siendo citoplasmatica y nuclear en los esferoides generados por
BCLC5 parental y BCLC5 EpCAM high (Fig. 28a, b). Sin embargo, CLDN7 se trasloca del ntcleo a

la membrana citoplasmatica en los esferoides generados por la linea celular BCLC6 EpCAM
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(Fig. 28c, d), coincidiendo con la localizacion de CLDN7 en las células BCLC9O parental (Fig. 28e)

que crecen formando esferoides de forma espontanea.

Blanco

o . . . . .

Esferoides:  a BCLCS parental b BCLC5 EpCAM high ¢ BCLC6 parental d BCLC6 EpCAM e BCLC9 parental

Figura 28: Analisis por microscopia confocal de la localizacion de CLDN7 en esferoides tumorales de las lineas

celulares BCLC5 parental (a), BCLC5 EpCAM high (b), BCLC6 parental (c), BCLC6 EpCAM (d) y BCLCY parental (e).

24. EpCAM en la formacion de tumores.
Los datos obtenidos mediante ensayos in vitro sugieren que el papel de EpCAM en la
metdstasis sea el de aumentar su efectividad en la formacién de nuevos focos tumorales una
vez las células ya han extravasado y estan alojadas en una nueva localizacion. Para demostrar
esta hipdtesis hemos utilizado el modelo animal de tumor xenograft. Se utilizaron ratones SCID
Hairless Outbred (SHO™) a los que se inyectaron las células tumorales a nivel subdérmico. Los

grupos de estudio son los siguientes:

- Grupo A control negativo (n=5): 100uL PBS.

- Grupo B BCLCS5 parentales (n=5): 6:10° células/100pL PBS.

- Grupo C BCLC5 EpCAM low (n=5): 6-10° células/100uL PBS.

- Grupo D BCLC5 EpCAM high (n=5): 6:10° células/100pL PBS.

- Grupo E BCLC5 EpCAM high KD (n=5): 6-10° células/100pL PBS.
- Grupo F BCLCY parentales (n=5): 1-10° células/100pL PBS.

- Grupo G BCLC9 EpCAM KD (n=5): 1-10° células/100pL PBS.
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Los grupos de ratones a los que se les inyectaron las lineas celulares BCLC5 fueron sacrificados
tres meses después. En cambio, los ratones utilizados para analizar las lineas celulares BCLC9
fueron sacrificados treinta dias mds tarde de haber inyectado las células. Esta diferencia es
debida a que la linea celular BCLC9 tiene mayor capacidad proliferativa. Menos células BCLC9
parental o BCLC9 modificadas son capaces de generar tumores de mayor tamafio y en menos

tiempo que los obtenidos por la linea celular BCLCS parental o BCLC5 modificadas.

Resultados del estudio utilizando las lineas celulares BCLC5 parental y

BCLC5 modificadas:

El siguiente esquema muestra el disefio del experimento de las lineas BCLC5 parental y BLC5

modificadas, asi como los tumores generados en los ratones:

2 9@ @ @®©@e ¢
G 22 L L G

Control BCLC5 parental BCLC5 EpCAM low BCLC5 EpCAM high BCLC5 EpCAM high KD

El nimero de ratones en los que se generan tumores a partir de las lineas celulares BCLC5

parental y BCLC5 modificadas se muestra en la siguiente tabla (Tabla 5):

Linea celular Ratones con tumor/ ratones totales
- 0/5
BCLC5 parental 2/5
BCLC5 EpCAM low 2/5
BCLC5 EpCAM high 3/5
BCLC5 EpCAM high KD 4/5

Tabla 5: Numero de ratones que generan tumor tras la inyeccién de las lineas celulares BCLC5 parental, BCLC5

EpCAM Jlow, BCLC5 EpCAM high y BCLC5 EpCAM KD.
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Los tumores generados por la linea BCLC5 parental han sido visibles tres semanas después de
la inyeccidn de las células. Sin embargo, los obtenidos por la linea celular BCLC5 EpCAM high y
BCLC5 EpCAM high KD ya eran visibles una semana después de la inyeccion de las células
tumorales. En el momento de sacrificar los animales hemos aislado el tumor generado en cada
uno de ellos y lo hemos caracterizado. Hemos realizado técnicas de inmunohistoquimica: Los
tumores generados por las lineas BCLC5 EpCAM Jow y BCLC5 EpCAM high mantienen la
expresion de EpCAM (Fig. 293, b). Las células que forman los tumores procedentes de la linea

BCLC5 EpCAM high KD han recuperado la expresion de EpCAM (Fig. 29c).

Figura 29: Expresién de EpCAM en tumores generados por las células BCLC5 EpCAM low (a), BCLC5 EpCAM high (b) y
BCLC5 EpCAM high KD (c). Analisis por inmunohistoquimica. Objetivo 20X.

Los tumores generados por las linea BCLC5 EpCAM Jlow conserva la expresion de CK19 (Fig.
30a), los procedentes de la linea BCLC5 EpCAM high han perdido la expresion (Fig. 30b) y los
gue provienen de la linea BCLC5 EpCAM high KD la han recuperado (Fig. 30c).

Figura 30: Expresidén de CK19 en tumores generados por las células BCLC5 EpCAM Jow (a), BCLC5 EpCAM high (b) y
BCLC5 EpCAM high KD. Anlisis por inmunohistoquimica. Objetivo 20X.
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Todos los tumores generados por las lineas BCLC5 EpCAM high y BCLC5 EpCAM high KD son
positivos para la expresiéon de Ki67 (Fig. 31a, b) y c-MYC (Fig. 31c, d), lo que indica su actividad

proliferativa.

Figura 31: Expresién de Ki 67 en tumores generados por las lineas BCLC5 EpCAM high (a) y BCLC5 EpCAM high KD (b)
y expresion de c-MYC en las lineas BCLC5 EpCAM high (c) y BCLC5 EpCAM high KD (d). Analisis por

inmunohistoquimica. Objetivo 20X.

Todos los tumores obtenido por las lineas BCLC5 EpCAM high y BCLC5 EpCAM high KD son
positivos para el gen supresor de metastasis NM23A (Fig. 32a, b) y negativos para los

marcadores CCND1 (Fig. 32c, d) y CDH1 (Fig. 32e, f).
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Figura 32: Expresion de NM23A en tumores generados por las lineas BCLC5 EpCAM high (a) y BCLC5 EpCAM high KD
(b); expresién CCND1 en las lineas BCLC5 EpCAM high (c) y BCLC5 EpCAM high KD (d) y expresiéon de CDH1 en los
tumores generados por las lineas BCLC5 EpCAM high (e) y BCLC5 EpCAM high KD (f). Analisis por

inmunohistoquimica. Objetivo 20X.

Los tumores generados por las lineas BCLC5 EpCAM high y BCLC5 EpCAM high KD localizan

CLDN7 en nucleo y en el citoplasma (Fig. 33a, b).

Figura 33: Expresidon de CLDN7 en tumores generados por las lineas BCLC5 EpCAM high (a) y BCLC5 EpCAM high KD

(b). Analisis por inmunohistoquimica. Objetivo 20X.

Las células BCLC5 EpCAM high inyectadas no han sido sometidas a la presion selectiva del
antibidtico de seleccién G418 mientras generaban el tumor. Por ello, hemos derivado dos
sublineas celulares de uno de los tumores obtenidos en el grupo BCLC5 EpCAM high. Una de
estas lineas ha sido tratada con el antibidtico de seleccién G418, obteniendo la linea BCLC5
EpCAM high pase 1 + G418. Con este tratamiento hemos pretendido seleccionar algun subclon
procedente del tumor generado en el ratén con expresion de EpCAM. En la otra sublinea
derivada del mismo tumor, no se ha aplicado ningun tratamiento. Es la denominada BCLC5
EpCAM high pase 1 - G418. Hemos reinyectado estas sublineas a dos nuevos grupos de ratones
formados por cinco individuos cada uno. Tres meses después de la inyeccion hemos sacrificado

estos ratones. Todos los ratones han generado tumores (Tabla 6):
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Linea celular Ratones con tumor/ratones totales
- 0/5
BCLC5 EpCAM high pase 1 - G418 5/5
BCLC5 EpCAM high pase 1 + G418 5/5

Tabla 6: Nimero de ratones que generan tumor tras la inyeccidn de las lineas celulares BCLC5 EpCAM high pase 1 —

G418 y BCLC5 EpCAM high pase 1 + G418.

Los tumores obtenidos se han caracterizado y se ha derivado una linea celular de uno de los
tumores de cada grupo. Estas lineas las hemos denominado BCLC5 EpCAM high pase 2 + G418
y BCLC5 EpCAM high pase 2 - G418. Los tumores generados por la linea BCLC5 EpCAM high
pase 1 - G418 son mas infiltrantes que los generados por las lineas BCLC5 EpCAM high pase 1 +
G418 (Fig. 34a, b).

Figura 34: Tumor generado por la linea BCLC5 EpCAM high pase 1 - G418 (a) y por la linea BCLC5 EpCAM high pase 1
+ G418 (b).
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El siguiente esquema muestra el disefio del experimento:

Uno de los ratones del grupo BCLC5
EpCAM high. Del tumor generado en este

@ ratén hemos derivado dos sublineas
celulares.

BCLC5 EpCAM high pase 1 - G418 BCLC5 EpCAM high pase 1 + G418

: ~ acedieo®

ey

@

@

P

o
s@@/

®

Control

BCLC5 EpCAM high pase 2 — G418 BCLC5 EpCAM high pase 2 + G418

Las técnicas de inmunohistoquimica realizadas sobre los tumores obtenidos BCLC5 EpCAM
high pase 2 - G418 y BCLC5 EpCAM high pase 2 + G418 muestran caracteristicas similares a los
tumores generados por la linea celular BCLC5 EpCAM high con la diferencia que, en este caso,
los tumores han perdido la expresidon de EpCAM (Fig. 35a, b) y presentan positividad para el
marcador CK19 (Fig. 35c, d).
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CESE

Figura 35: Expresion de EpCAM en tumores generados por las lineas BCLC5 EpCAM high pase 2 — G418 (a) y BCLC5

EpCAM high pase 2 + G418 (b); expresion de CK19 en tumores generados por las lineas BCLC5 EpCAM high pase 2 —
G418 (c) y BCLC5 EpCAM high pase 2 + G418 (d). Analisis por inmunohistoquimica. Objetivo 20X.

El tamaio de los tumores BCLC5 EpCAM high pase 2 - G418 y BCLC5 EpCAM high pase 2 +
G418 es significativamente mayor al de los tumores generados por las lineas celulares BCLC5

parental, BCLC5 EpCAM high y BCLC5 EpCAM high KD (Fig. 36).

Tumores generados por BCLC5 parentales
y BCLC5 modificadas
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Figura 36: Tamafio de los tumores obtenidos en los ratones tras la inyeccién de las lineas celulares BCLC5 parental,
BCLC5 EpCAM high, BCLC5 EpCAM high KD, BCLC5 EpCAM high pase 2 + G418 y BCLC5 EpCAM high pase 2 — G418.

Los datos han sido analizados mediante el test estadistico t-student. * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001.

Hemos caracterizado in vitro las lineas celulares derivadas de los tumores generados. Hemos
analizado los niveles de expresidn de las proteinas EpCAM, CCND1 y CTNNB1 en comparacion
con la expresién de la linea BCLC5 EpCAM high. Se ha observado la pérdida de la expresidn de
EpCAM en las lineas derivadas de los tumores generados en ratdn. El resto de proteinas

analizadas no experimentan cambios significativos (Fig. 37a, b, c, d).
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Figura 37: Analisis por WB de expresion de EpCAM (a,d), CCND1 (b, d) y CTNNB1 (c, d) en las lineas celulares BCLC5
EpCAM high, BCLC5 EpCAM high pase 1 — G418, BCLC5 EpCAM high pase 1 + G418, BCLC5 EpCAM high pase 2 —
G418 y BCLC5 EpCAM high pase 2 + G418. La expresion proteica estd expresada en UA.

Los ensayos de proliferacion en normoxia muestran que todas las lineas derivadas de los
ratones tienen una menor capacidad de proliferacién que la linea BCLC5 EpCAM high. En

condiciones limitantes de O, estas diferencias desaparecen (Fig. 38).

BCLC5 modificadas e implantadas en ratén
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BCLC5 EpCAM high normoxia

BCLC5 EpCAM high pase 1 - G418 normoxia ***
BCLC5 EpCAM high pase 1 + G418 normoxia ***
BCLC5 EpCAM high pase 2 - G418 normoxia ***
BCLC5 EpCAM high pase 2 + G418 normoxia ***
BCLC5 EpCAM high hipoxia

BCLC5 EpCAM high pase 1 - G418 hipoxia
BCLC5 EpCAM high pase 1 + G418 hipoxia
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Figura 38: Analisis de la capacidad proliferativa en normoxia e hipoxia de las lineas celulares BCLC5 EpCAM high,
BCLC5 EpCAM high pase 1 — G418, BCLC5 EpCAM high pase 1 + G418, BCLC5 EpCAM high pase 2 — G418 y BCLC5

EpCAM high pase 2 + G418. Los datos han sido analizados mediante el test estadistico t-student. *** P < 0.001.

Hemos analizado la capacidad invasiva de las células utilizando una matriz de colageno IV y FCS

como estimulo quimioatrayente. Ninguna linea celular derivada de ratén supone ventajas en el

potencial invasivo (Fig. 39).
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BCLCS5 parentales y
BCLC5 modificadas e implantadas en ratén

1.

1.0

% de invasion

Figura 39: Analisis de la capacidad invasiva de las lineas celulares BCLC5 parental, BCLC5 EpCAM high, BCLC5 EpCAM
high pase 1 — G418, BCLC5 EpCAM high pase 1 + G418, BCLC5 EpCAM high pase 2 — G418 y BCLC5 EpCAM high pase

2 + G418. Los datos han sido analizados mediante el test estadistico t-student.

Resultados del estudio utilizando las lineas celulares BCLC9 parentales y

BCLCY9 modificadas:

El nimero de ratones en los que se han generado tumores a partir de las lineas celulares

BCLC9 se muestra en la siguiente tabla (Tabla 6):

Linea celular Ratones con tumor/ratones totales
- 0/5
BCLC9 parental 5/5
BCLC9 EpCAM KD 5/5

Tabla 6: Numero de ratones que generan tumor tras la inyeccidn de las lineas celulares BCLC9 parental y BCLC9

EpCAM KD.

Los tumores generados por ambas lineas celulares son visibles una semana después de haber
inyectado las células. En el momento de sacrificar los animales hemos aislado el tumor
generado en cada uno de ellos y lo hemos caracterizado. Ademas, hemos derivado dos
sublineas celulares procedentes de los tumores generados en dos de los ratones a los que se
les habia inyectado 1-10° células BCLC9 EpCAM KD. A estas lineas las hemos denominado como

BCLCY9 EpCAM KD R1y BCLC5 EpCAM KD RS.
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En el siguiente esquema se muestra el disefio del experimento:

Control BCLC9 parental BCLC9 EpCAM KD

e 2
LX 2
? ?

' 'l L' . ‘ s._tLL' .

BCLCY EpCAM KD R1 BCLC5 EpCAM KD R5

Se han realizado técnicas de inmunohistoquimica en cortes histolégicos procedentes de los
tumores aislados de los ratones. Los tumores generados por las células BCLC9 parental
mantienen la expresién de EpCAM (Fig. 40a) y los obtenidos a partir de las lineas celulares
BCLC9 EpCAM KD han recuperado la expresién de esta proteina (Fig. 40b).

Todos los tumores analizados muestran expresidn positiva para los marcadores Ki67 (Fig. 40c,

d), c-MYC (Fig. 40e, f) y NM23A (Fig. 40g, h).
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Figura 40: Expresion de EpCAM en tumores generados por las lineas BCLC9 parental (a) y BCLC9 EpCAM KD (b);
expresion de Ki67 en tumores generados por las lineas BCLC9 parental (c) y BCLC9 EpCAM KD (d); expresion de c-
MYC en tumores generados por las lineas BCLC9 parental (e) y BCLC9 EpCAM KD (f); expresion de NM23A en
tumores generados por las lineas BCLC9 parental (g) y BCLC9 EpCAM KD (h). Analisis por inmunohistoquimica.
Objetivo 20X.

El marcaje de CCND1 y CDH1 es negativo en todos los tumores generados por las lineas BCLC9
parental (Fig 41a, c) y BCLC9 EpCAM KD (Fig. 41b, d). Los tumores generados por la linea BCLC9
parental (Fig. 41e) y por la linea BCLC9 EpCAM KD (Fig. 41f) son positivos para la expresion de

CLDN7 con localizacién en la membrana citoplasmatica.
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Figura 41: Expresién de CCND1 en tumores generados por las lineas BCLC9 parental (a) y BCLC9 EpCAM KD (b);
expresion de CDH1 en tumores generados por las lineas BCLCY parental (c) y BCLC9 EpCAM KD (d); expresidn de
CLDN7 en tumores generados por las lineas BCLC9 parental (e) y BCLC9 EpCAM KD (f). Andlisis por

inmunohistoquimica. Objetivo 20X.

El tamano de los tumores BCLC9 parental y BCLC9 EpCAM KD no es significativamente
diferente (Fig. 42).

Tumores generados por BCLC9 parentales
y BCLC9 modificadas
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Figura 42: Tamafio de los tumores obtenidos en los ratones tras la inyeccion de las lineas celulares BCLC9 parental y

BCLC9 EpCAM KD. Los datos han sido analizados mediante el test estadistico t-student.

A continuacion hemos analizado in vitro la expresion proteica de las lineas celulares BCLC9

EpCAM KD R1 y BCLC9 EpCAM KD R5 y la hemos comparado con las lineas BCLC9 parental y
BCLC9 EpCAM KD (Fig. 43).
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Figura 43: Analisis por WB de expresion de EpCAM (a,f), CDH1 (b, f), CTNNB1 (c, f,), CCND1 (d, f) y CLDN7 (e, f) en las
lineas BCLCY parental, BCLC9 EpCAM KD, BCLC9 EpCAM KD R1 y BCLC9 EpCAM KD RS5. La expresion proteica estd

expresada en UA.
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Discusion

EpCAM es una molécula de adhesidon intercelular que puede actuar como factor de
transcripciéon gracias a la escision de su dominio intracelular o EpICD. Se ha descrito la
expresién de EpCAM en numerosos tipos de cancer y su presencia se asocia a mal prondstico
de la enfermedad, generalmente asociado a la aparicion de metastasis (Spizzo, 2002, Brunner,
2008, Fong, 2008). Clasicamente se ha caracterizado la expresion y localizacidn celular de esta
proteina en base al reconocimiento especifico mediante anticuerpos dirigidos al dominio

extracelular o EpEX (Dasgeb, 2013; Pore, 2016).

El sistema CellSearch (Veridex) determina la presencia de CTCs positivas para la expresién de
EpCAM contenidas en una muestra de sangre. Esto es asi debido a que CellSearch (Veridex)
realiza una seleccidn previa de las células basada en el reconocimiento del dominio
extracelular de la proteina. Légicamente este sistema supone la aceptacion implicita de que
EpCAM es el marcador por excelencia de CTCs (Wicha, 2011). Sin embargo, nosotros hemos

confirmado que en los pacientes con CHC de nuestro entorno EpCAM no es un buen marcador.

La evolucién tumoral hace que las células que forman el tumor se vean sometidas a
situaciones de estrés resultantes de la falta de oxigeno, cambio del metabolismo celular y
actividad del sistema inmune, entre otros. Todo ello origina la aparicién, dentro del mismo
tumor, de clones celulares con diferentes habilidades para resistir y proliferar en este entorno
hostil, dando lugar a heterogeneidad intratumoral (Lu, 2016). Esto favorece que las células
tumorales que pasan al torrente sanguineo tengan caracteristicas distintas. Por ello, cualquier
sistema de deteccién de CTCs deberia tener en cuenta este hecho y utilizar combinaciones de

distintos marcadores.

Por todo esto decidimos validar dos sistemas distintos como alternativa a CellSearch (Veridex)
para la deteccion de CTCs en sangre de pacientes con CHC. Uno de ellos utiliza la técnica de
transcripcion reversa y posterior PCR en tiempo real. El otro, denominado ImageStream AMNIS
(Merck Millipore), utiliza los principios del fenotipado celular y de la citometria de flujo. Ambas
aproximaciones permiten detectar simultdneamente varios marcadores celulares, tanto
intracelulares como localizados en la membrana citoplasmdatica. Mediante Real Time-q PCR
hemos analizado la expresidén génica de una serie de marcadores de nuestra eleccion cuya
expresion se ha descrito incrementada en CHC y deberia ser especifica de célula epitelial
transformada: EpCAM, TROP2, hTERT, HSP70 y MUC1. Hemos confirmado en una serie de 177
pacientes que uUnicamente el 13.6% de los pacientes en estadios iniciales de CHC muestran

expresidon positiva de EpCAM, y en aquellos pacientes con un diagndstico de CHC mas
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avanzado, la expresion de EpCAM se reduce al 8.7% del total. Los marcadores TROP2 y hTERT,
se expresan en un porcentaje de pacientes incluso menor que EpCAM, por lo que los
desestimamos como marcadores de utilidad. Sin embargo, HSP70 y MUCI1 se expresan en
torno al 20-30% de los pacientes analizados, lo que los convertiria en potenciales candidatos a
ser marcadores de CTCs. Sin embargo, se ha descrito la expresion de HSP70 en células
hematopoyéticas (Shastry, 2002; Pshennikova, 2007), por lo que los resultados obtenidos
podrian ser debidos a estas células presentes en la sangre de los pacientes analizados y no a
las CTCs procedentes del tumor. Ademas, la expresion de HSP70 en el higado no se relaciona
exclusivamente con procesos tumorales, sino que en determinadas situaciones de estrés como
la exposicion a sustancias toxicas (Bhattacharyya, 2017) o procesos inflamatorios también se
induce su expresion (Qu, 2015). Por todo ello, en el andlisis realizado por Real Time-q PCR

MUC1 muestra su potencial como marcador en la deteccion de CTCs.

Aunque los datos aportados por Real Time-q pCR ya son indicativos de la diferencia que existe
entre los pacientes con CHC y los pacientes cirrdticos sin evidencia de presencia de tumor,
estos son resultados sobre la expresion génica sin evidencia inequivoca de la presencia de la
proteina para la que codifican. Por ello, este resultado preliminar ha sido confirmado en una
serie de 30 pacientes analizados con el sistema ImageStream AMNIS (Merck Millipore). En este
caso solo el 15% de los pacientes con CHC inicial y el 7% de los pacientes con un diagnéstico de
CHC avanzado han mostrado presencia de células EpCAM positivas. En cambio, MUC1 se ha
revelado como potencial marcador de CTCs en pacientes de CHC, mostrando células con
expresion positiva en el 61.5% de los pacientes analizados con un diagndstico de CHC inicial y

en el 78.5% de los pacientes con CHC avanzado.

La expresion de MUC1 en el higado se asocia a transformacion maligna y metastasis, mientras
gue no se expresa en hepatocitos sanos (Cao, 1999; Yuan, 2005). A pesar de que la expresion
de MUC1 también ha sido descrita en leucocitos (Singh, 2007; Apostolopoulos, 2015; Kato,
2016), el analisis de las muestras mediante ImageStream AMNIS (Merck Millipore) nos ha
permitido confirmar la presencia de MUC1 en células circulantes de linaje epitelial. Si bien
MUCL1 ya ha sido validado para detectar CTCs en cancer gastrico (Uen, 2006), de pulmdn (Zhu,
2014) y de pancreas (de Albuquerque, 2012), nunca antes lo habia sido en pacientes con CHC.

Nuestros datos refuerzan la eleccion de MUC1 como marcador de CTCs en el CHC.

Estudios previos demuestran la existencia de células epiteliales benignas en el torrente

sanguineo de pacientes con procesos inflamatorios y de pacientes con tumores benignos de

172



Discusion

mama (Franken, 2012), pancreas (Cauley, 2015) y colon (Pantel, 2012). Recientemente se han
publicado revisiones en las que se plantea la idea de que la metastasis es un proceso que tiene
lugar en las primeras fases del desarrollo tumoral y no Unicamente cuando el tumor esta en
sus fases mas avanzadas (Hosseini, 2016). Pero lo cierto es que no hay evidencias sobre la
presencia de CTCs en sangre periférica en pacientes con lesiones preneoplasicas en el higado.
La cirrosis esta considerada como un estadio preneoplasico (Riegler, 1996) por sus condiciones
de inflamacion crénica, los ciclos repetitivos de muerte y regeneracion celular y por el hecho

de que el CHC aparece sobre higado cirrético en un 80-90% de los casos (Fattovich, 2004).

Nuestro estudio confirma la presencia de células con marcadores positivos para CTCs en
pacientes cirrdticos sin evidencia de tumor hepatico. La presencia de estas células en esta
poblacién de pacientes es superior a la de los voluntarios sanos. Desconocemos el significado
real de la existencia de estas células aparentemente normales en la circulacidon sanguinea,
aunque la liberacién de dichas células podria ser un mecanismo secundario favorecido por la
propia hepatopatia que no tendria mas consecuencias, excepto en el caso de que ya se hayan
dado signos de transformacién maligna. En este caso las células procedentes de un entorno
proclive al desarrollo tumoral podrian contar con ciertas ventajas para su supervivencia en

entornos hostiles.

En un estudio reciente en el que han analizado muestras de sangre de pacientes cirréticos con
y sin CHC mediante ImageStream AMNIS (Merck Millipore), Unicamente han detectado CTCs
en pacientes con tumor. En este estudio han utilizado como marcadores AFP, GPC3 y EpCAM.
Describen un rango de deteccidn comprendido entre 1 y 1600 CTCs (Oegle, 2016). Se mantiene
pues la controversia sobre la contribucidon real de EpCAM a empeorar el prondstico de
cualquier neoplasia. Aunque otros estudios asocian la expresién de esta proteina con una
mayor capacidad de adhesion celular, una menor capacidad de invasién y metastasis v,
consecuentemente, con una mayor supervivencia (van der Gun, 2010). La re-expresion de

EpCAM en los hepatocitos se relaciona con fases avanzadas de la cirrosis. (Imrich, 2012).

En nuestro estudio hemos analizado la funcién de esta proteina estimulando su expresién en
lineas celulares de CHC humano. Forzando la expresion de EpCAM esperabamos demostrar la
adquisicion de nuevas propiedades celulares y ventajas selectivas por parte de las células

modificadas.
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Se han descrito multiples funciones de EpCAM a nivel subcelular. Se requiere el procesamiento
de la molécula por parte de dos enzimas, TACE y gamma-secretasa. TACE es la encargada de
liberar el dominio extracelular de la proteina mientras que la subunidad catalitica PSN2 de la
gamma-secretasa es la encargada de liberar el dominio intracelular. Aunque el procesado de la
molécula lo realizan dos enzimas distintas, parece ser que éste seria simultaneo (Munz, 2009;
Maetzel, 2009). Nuestros resultados confirman el procesamiento doble de EpCAM en todas
nuestras lineas celulares aunque el indice de procesamiento es distinto entre ellas. Asi, BCLC6
EpCAM y BCLC9 parental muestran mayor procesamiento de EpCAM cuando mayor es la
densidad del cultivo celular mientras que BCLC5 EpCAM high no sigue las mismas pautas de
comportamiento. El procesamiento de EpCAM requiere que éste se localice en determinadas
regiones de la membrana celular en el contexto de polarizacion celular correcta. Asi pues,
aunque los contactos célula-célula se han descrito como la causa principal del procesamiento
de la molécula (Denzel, 2009), éste puede no ser el mecanismo principal en las células

transformadas.

El objetivo final del procesamiento es la liberacién de los dominios EpEX y EpICD. EpICD ha sido
descrito como el factor regulador de la expresion de determinados genes diana, entre ellos
algunos claramente relacionados con la progresion del ciclo celular como CCND1, mientras que
otros estan directa o indirectamente relacionados con la transformacién celular, como es el

caso de c-MYCy CTNNB1 (Maetzel, 2009).

Nuestros resultados no confieren a EpCAM una funcién de estimulo de la proliferacién celular
a pesar de que EpICD se localiza claramente en el nucleo de las lineas celulares estudiadas.
Nuestros datos estan en contraposicion con otros estudios ya publicados (Maetzel, 2009). Si
bien en nuestras lineas celulares la presencia de EpICD no supone un cambio en la
proliferacidon celular, si observamos una disminucidon en la expresion de CDH1 (Liu, 2013,
Schnell, 2013) y el aumento de la expresién de VIM en las lineas BCLC5 EpCAM high y BCLC6
EpCAM. El silenciamiento de EpCAM en la linea BCLC5 EpCAM high revierte el aumento en la
expresion de VIM hasta niveles comparables a los de la linea BCLC5 previos a la modificacion
génica. Esta descrita la relacién entre la expresiéon de EpCAM vy la induccién de un fenotipo
mesenquimal (Hsu, 2016) pero no se ha descrito hasta el momento la relacién directa entre la
expresiéon de EpCAM y VIM como hemos visto nosotros. En nuestras lineas celulares, la
expresion de VIM no garantiza la adquisicion de fenotipo mesenquimal ni la adquisicion de
capacidades migradoras ni invasivas. Por tanto, probablemente la expresion de VIM sea uno

de los cambios necesarios para el inicio de la TEM aunque no sea suficiente por si mismo. Sin
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embargo, podria ser que este cambio fuera necesario para mantener la arquitectura de las
células en suspension. Tanto es asi que las lineas BCLC5 EpCAM high y BCLC6 EpCAM muestran
menor capacidad de migracion que sus correspondientes lineas parentales
independientemente de la disminucién de CDH1. Dado que EpCAM es una molécula de
adhesién intercelular, el hecho de que esté implicada en la TEM parece una contradiccion.
Hemos analizado la capacidad de migracion de las células BCLC5 EpCAM con mayor (BCLC5
EpCAM high) y menor expresion de EpCAM (BCLC5 EpCAM Jow) y efectivamente, hemos
comprobado que las células con menor expresién de EpCAM muestran mayor habilidad para la

migracion.

Estos resultados no se confirmaron en los ensayos de invasion celular. Las células
transfectadas con EpCAM no mostraban menor capacidad invasiva que las lineas parentales.
Sin embargo, si que se detectd una menor expresion de las metaloproteasas implicadas en
este proceso MMP9 y MMP14, encargadas de degradar la MEC, lo que podria explicar la
disminucién de la capacidad de migracién en las lineas celulares con expresion de EpCAM

respecto a sus parentales.

De alguna forma los niveles de EpCAM presentes en la célula parecen ser condicionantes de su
potencial de migracion. Si la funcion de EpCAM es dependiente de “dosis”, intuimos que su
regulacion debe ser muy precisa y que la transfeccién del gen puede no ser el sistema mas

adecuado para su estudio.

La red de interacciones que mantiene EpCAM con otras proteinas de membrana es compleja 'y
contribuye a la regulacién de su funcién en la célula. EpCAM interacciona mediante su dominio
transmembrana con sus homadlogos de otras células a través de la region “EGF-like domain” y
con EpCAMs adyacentes de la misma célula a través del “tyroglobulin domain” (Kuhn, 2007).
Pero EpCAM también contacta con otras proteinas como es el caso de las CLDNs. Una familia
formada por 21 proteinas que forman las TJ. Se ha descrito que la interaccién de EpCAM con
CLDN7, a nivel del dominio "EGF-like”, induce la pérdida de contacto entre moléculas EpCAM
de las células colindantes lo que provocaria un aumento de la motilidad celular (Khun 2007;
Niibel, 2009). Es decir, la pérdida de funcionalidad de EpCAM es suficiente para inducir la TEM.
Otros estudios describen la localizacién de algunos miembros de esta familia en el nucleo de
células tumorales. Este es el caso de CLDN1 y CLDN2. Mientras que CLDN1 requiere ser

fosforilada para traslocarse al nucleo celular, CLDN2 pasa a nucleo siempre y cuando no esté
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fosforilada. Una vez en el ndcleo, CLDN1 regula la expresién de ErbB2, CCND1 y PCNA,
mientras que CLDN2 estabiliza CCND1 (French, 2009, Ikari, 2014).

Nuestros resultados demuestran la localizacién nuclear de CLDN7 en las lineas BCLC5 y BCLC6
parentales y en las lineas modificadas mediante transfeccién con el gen EpCAM. No ocurre lo
mismo en BCLCY9, en esta linea celular la localizacion de CLDN7 es exclusiva de membrana

citoplasmatica.

Observamos que en nuestras células la localizaciéon nuclear no es dependiente de fosforilacidn.
No hemos podido demostrar asociacidn significativa entre el porcentaje de fosforilacion de
CLDN7? y la presencia de EpCAM. Mientras que la linea celular BCLC5 EpCAM high localiza
CLDN7 en el nucleo celular y la expresién de EpCAM se asocia a un menor porcentaje de
CLDN7? fosforilada, en las lineas BCLC6 EpCAM y BCLC9 parental el porcentaje de CLDN7
fosforilada es mayor. Este mayor porcentaje de CLDN7 fosforilada asociada a la presencia de
EpCAM en las lineas BCLC6 EpCAM y BCLC9 podria relacionarse con una mayor capacidad de
relocalizar EpCAM en los GEM vy, por lo tanto, seria mas susceptible de ser procesado por TACE
y PSN2, por lo que en estas dos lineas celulares el procesado de EpCAM se veria potenciado
tanto por un mayor contacto entre células adyacentes (Denzel, 2009; Philip, 2015), como por

la nueva localizacién de EpCAM en los GEM (Philip, 2014; Raimondi, 2015).

Hemos demostrado la interaccidn entre EpCAM y CLDN7 no sélo en la membrana
citoplasmatica sino también en el nucleo celular en las tres lineas celulares y hemos descrito
una nueva interaccion de EpCAM y CLDN7 a nivel del dominio intracelular de EpCAM, EplICD.
Pero hasta el momento desconocemos como afecta esta interaccidon en la regulacion de los
genes diana por parte de EpICD. Para analizar este aspecto, hemos silenciado la expresion de
CLDN7 con el objetivo de que EpICD quedara libre en el nucleo celular y aumentara el indice de
proliferacién celular. Sin embargo, este silenciamiento no aumentd la proliferacién ni la

capacidad invasiva de las células.

A pesar de haber demostrado el procesado de EpCAM en su dominio transmembrana con la
consiguiente liberacion de sus dominios intra y extracelulares, la traslocacion del dominio
EplICD al nucleo celular y de haber descrito una nueva interaccion de EpCAM con CLDN7 a nivel
de EpICD vy su posterior localizacién en el nucleo, no hemos conseguido asociar la expresion de
EpCAM con un aumento de la proliferacién celular ni con un incremento de las capacidades

migradora e invasiva de las células.
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Los cultivos celulares tradicionales en dos dimensiones no reproducen las condiciones de
crecimiento de las células en un tumor. Estos cultivos pueden estar modificando el fenotipo y
el comportamiento de las células frente a diferentes estimulos. Por ello, hemos analizado el
papel de EpCAM y CLDN7 en cultivos celulares en tres dimensiones y hemos observado que la
expresiéon de EpCAM se asocia a la formacién de un mayor nimero de esferoides tumorales
pero éstos son de menor tamafio. Este dato permite pensar que la presencia de EpCAM
aumentaria la eficiencia de la metdstasis ya que favorece la formacién de mayor nimero de
esferoides celulares. Hemos comprobado que durante la formacién de los esferoides
tumorales, EpCAM y CLDN7 actuan de manera aditiva. En los esferoides CLDN7 mantiene su
localizacién citoplasmatica y nuclear en las lineas BCLC5 parental y BCLC5 EpCAM high. Sin
embargo, la linea celular BCLC6 EpCAM trasloca CLDN7 del nucleo a la membrana celular,
coincidiendo con la localizacidon de esta proteina en las células BCLC9 que crecen formando
esferoides de forma espontanea. Este resultado demuestra que los cultivos celulares en dos
dimensiones pueden no ser representativos y pueden dar lugar a resultados que no reflejen la

realidad.

Pese a que los cultivos de células tumorales en esferoides se asemejan mas a la realidad
tumoral que los cultivos en dos dimensiones, éstos no dejan de ser aproximaciones in vitro que
distan de representar las condiciones tumorales in vivo. Por ello, hemos utilizado el modelo
murino de tumor xenograft para analizar el efecto de EpCAM en la formacion de tumores. Esto
nos ha permitido comprobar que la expresién de EpCAM se asocia a la formacién de tumores
mas rapidamente y de mayor tamafno que la misma linea celular sin EpCAM. El tamafio de los
tumores generados en los ratones no concuerda con los resultados obtenidos in vitro en los
que los esferoides tumorales de células positivas para EpCAM eran de menor tamafio que los
generados por las lineas parentales. Esta diferencia de resultados se podria explicar porque los
modelos in vitro e in vivo no son comparables. En los modelos in vivo se muestra mayor
eficiencia y tamafio tumoral asociados a la expresién de EpCAM. Nuestros resultados coinciden
con estudios publicados en los que se relaciona la expresion de EpCAM con tumores de mayor

tamafio (van der Gun, 2010).

Ademas, las sublineas derivadas de los tumores obtenidos en ratones tras la inyeccidon de
células BCLC5 EpCAM high generan tumores mas grandes que sus tumores de origen, lo que es

indicativo de una mayor agresividad asociada a la evolucién tumoral, hecho que hemos
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comprobado in vitro al detectar una mayor proliferacién de estas células respecto a la linea
celular BCLC5 EpCAM high antes de ser implantada en ratén. Los datos obtenido en modelo
murino sustentan los obtenidos in vitro referentes a la capacidad invasiva, ya que las sublineas
derivadas no incrementan el potencial invasivo, hecho que refuerza la hipdtesis de que EpCAM
no es determinante en la invasion, sino en la generacidon de nuevos focos metastasicos en

nuestras lineas celulares.

En cuanto a la localizacion de CLDN7, los resultados obtenidos confirman in vivo las diferentes
localizaciones de esta proteina en funcidn de la linea celular: los tumores generados por las
lineas BCLC5 EpCAM high localizan CLDN7 en el nucleo y en el citoplasma celular, mientras que
los tumores generados por las lineas BCLC9 localizan CLDN7 en la membrana citoplasmatica.
Estos datos confirman que la situaciéon de CLDN7 depende de la linea celular y sugieren una

estrecha relacidn de ésta con EpCAM.

Las CTCs pueden viajar individualmente o en grupo formando los denominados “clusters” de
CTCs. En los “clusters” las células tumorales muestran caracteristicas fenotipicas distintas que
aumentan la eficiencia de la metastasis gracias a la cooperacion entre ellas (Campbell, 2016;
Lintz, 2017). Utilizando el sistema ImageStream AMNIS (Merck Millipore) hemos podido
detectar agrupaciones celulares. Sin embargo, no podemos concluir si estas células
corresponden a células tumorales que viajan conjuntamente o a agregados celulares formados
durante el proceso de preparacién de la muestra para su andlisis. Esto supone una limitacion
en el estudio ya que no podemos establecer la relacién entre los “clusters” observados y el
diagndstico de los pacientes. La falta de positividad para los marcadores analizados en estas
células puede ser debida tanto a la ausencia de expresién de proteinas analizadas como a una
limitacion fisica que impida el reconocimiento del epitopo de interés por parte de los
anticuerpos utilizados. Sin embargo, teniendo en cuenta nuestros resultados in vitro e in vivo
que avalan el papel de EpCAM en la generacién de nuevos focos metastdsicos y no en la
invasién ni en la migracion celular, parece logico pensar que la expresiéon de esta proteina
tenga lugar cuando el “cluster” de CTCs o las CTCs individuales alcancen una nueva
localizacién, lo que podria explicar la ausencia de deteccién de EpCAM en las CTCs y en los

“clusters” de CTCs de los pacientes analizados.

El conjunto de estos resultados muestra las controversias de EpCAM en el desarrollo del CHC y

ponen de manifiesto la necesidad de utilizar marcadores distintos para detectar CTCs en
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pacientes con CHC. Hemos descrito un nuevo marcador para detectar CTCs, cuya validacion
puede ser clave para la deteccion de dichas células en pacientes con CHC en los que, como
hemos visto, la utilizacién del marcador EpCAM es poco util debido a la ausencia de expresion
en muchas de las CTCs detectadas. La presencia de “clusters” de CTCs se relaciona con
tumores mas agresivos (Aceto, 2014). Sin embargo, las limitaciones de este estudio impiden
caracterizar las células que forman dichos “clusters”. Por ello, seria interesante la realizacion
de analisis mas profundos que permitieran caracterizar estas células en base a distintos
marcadores y relacionar la presencia de estas agrupaciones celulares con el pronéstico de los

pacientes.

En este estudio hemos caracterizado la funcién de EpCAM en tres lineas celulares de CHC
utilizando modelos in vitro e in vivo, lo que nos ha permitido confirmar las discrepancias sobre
el papel de esta proteina en la proliferacion, la migraciéon y la invasién celular. Hemos
determinado la relacién de esta proteina con CLDN7 en la membrana y en el nucleo celular.
Ambas proteinas actian de manera aditiva en la formacién de esferoides tumorales. Hasta el
momento los estudios que relacionan EpCAM con tumores mas agresivos no analizan el efecto
de la interaccion de ésta con otras proteinas. Sin embargo, nosotros hemos visto que dicha
interaccion es relevante, por lo que tal vez, los resultados dispares entre los estudios
publicados se podrian explicar si se analizara la relacién que establece EpCAM con otras

proteinas en las distintas etapas de la metastasis.
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Conclusiones

Los pacientes cirréticos sin evidencia de tumor expresan niveles mas elevados de los

marcadores de CTCs analizados que la poblacién de voluntarios sanos.

EpCAM no es un buen marcador para detectar CTCs en nuestra poblacidn de pacientes

cirréticos con CHC.

El marcador MUC1 se asocia a la presencia de CTCs en pacientes con CHC. El numero
de CTCs positivas para MUC1 es significativamente mayor en aquellos pacientes con

CHC avanzado.

El sistema ImageStream AMNIS es el sistema mas adecuado para la deteccion de CTCs
dado que nos permite evaluar distintos marcadores simultdneamente y obtener el

numero de CTCs positivas en cada muestra de sangre.

EpCAM no modifica la capacidad de proliferacién celular en cultivos en 2D en

normoxia ni supone ventajas proliferativas en condiciones de hipoxia. Sin embargo, es

fundamental en el nimero y tamano de los esferoides tumorales en cultivos 3D.

EpCAM regula la expresién de VIM.

La sobreexpresién de EpCAM limita la capacidad de migracién de nuestras células.

La presencia de EpCAM se asocia a una menor expresion de MMP9 y MMP14 en la

linea celular BCLC5 y una menor expresién de MMP14 en la linea celular BCLC6.

Ni la expresién de EpCAM ni de CLDN7 modifican la capacidad proliferativa ni invasiva

de las células.
CLDN7 interacciona con EpCAM en la membrana y en el nucleo de las lineas celulares
estudiadas, mostrando diferentes niveles de expresién en funcién de la presencia de

EpCAM. En el ntcleo celular CLDN7 contacta directamente con EpICD.

El silenciamiento de CLDN7 en la linea BCLC5 se asocia a una menor expresion de

MMP14.
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La linea BCLC6 EpCAM localiza CLDN7 en la membrana celular cuando forma
esferoides, del mismo modo que lo hace la linea BCLC9 parental. Ambas lineas
incrementan el porcentaje de CLDN7 fosforilada cuando expresan EpCAM. BCLC5, en
cambio, disminuye la proporcién de CLDN7 fosforilada con expresién de EpCAM vy
mantiene su localizacién nuclear independientemente de EpCAM vy de si crece en 2D o

3D.

EpCAM se relaciona con la formacién de mayor nimero de esferoides tumorales,
siendo éstos de menor tamafio. En este proceso la presencia de CLDN7 tiene un efecto

aditivo.

Los cultivos celulares in vitro en 3D ponen de manifiesto interacciones proteicas en las
células comparables a las que ocurren in vivo y que en cultivos 2D pasarian

desapercibidas.

La expresién de EpCAM in vivo determina que los tumores generados por la linea
BCLC5 se empiecen a desarrollar antes que los originados por esta misma linea sin

expresién de EpCAM.

In vivo, la expresién de EpCAM en la linea celular BCLC5 se asocia con la formacion de

tumores mas grandes, aunque las diferencias no son significativas.

In vivo, la expresion de EpCAM en la linea BCLC5 se asocia a la pérdida de la expresidn

de CK19.

La reinyeccién de células BCLC5 aisladas de tumores generados en ratones a un nuevo

grupo de ratones conlleva la generacién de tumores mas grandes.

La capacidad invasiva de lineas derivadas de tumores generados en ratones a partir de

la linea celular BCLC5 EpCAM high no se modifica.
Los tumores generados por la linea BCLCY parental tienen un mayor tamafio que los
obtenidos a partir de la linea BCLC9 EpCAM KD, aunque las diferencias no son

significativas.
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Todos los tumores analizados tienen actividad proliferativa, tal y como indica la

expresion positiva de Ki67 y c-MYC.

Los tumores generados a partir de las lineas celulares BCLC5 mantienen CLDN7 en el
nucleo y en el citoplasma, igual que lo hacen en los cultivos in vitro en 2D y en 3D. Los
tumores obtenidos tras la inyeccién de las lineas BCLC9 conservan la localizacidon de

CLDN7 en la membrana.

EpCAM tal vez no tenga un papel en la migracion ni en la invasién tumoral sino en

generacion de un nuevo foco tumoral.
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Anexo

1. Hoja de Consentimiento Informado para el paciente participante en

el protocolo de investigacion

Titulo: PAPEL DE CELULAS TUMORALES CIRCULANTES PARA PREDECIR DISEMINACION
TUMORAL EN EL CARCINOMA HEPATOCELULAR

Usted ha sido invitado a participar en un estudio de investigacién destinado a evaluar la
utilidad de la determinacidon de las células tumorales circulantes como herramienta para

evaluar el riesgo de diseminacién tumoral

Antes de otorgar su consentimiento es importante que Ud. lea atentamente los siguientes

puntos. El médico le explicara cualquier duda que tenga.

Proposito del estudio:

En los pacientes con cancer de higado, el tratamiento se decide en parte de acuerdo al
grado de extensidon tumoral determinado por técnicas de imagen. Ademas, la eficacia del
tratamiento se evalla con criterios radioldgicos que se basan en cambios del tamarfio del
tumor o en cambios del grado de captacidon de contraste, pero no se tienen en cuenta
otros paramentos que posiblemente tengan un gran valor prondstico. Adicionalmente, los
pacientes que presentan progresion radioldgica segun los criterios de respuesta actuales
presentan una supervivencia heterogénea. Por tal motivo, el objetivo de este estudio es
investigar la utilidad de la determinacién y caracterizacién de células tumorales circulantes
para predecir el riesgo de diseminacion tumoral. Centraremos nuestro estudio en aquellos
pacientes diagnosticados de cdncer de higado a los cuales se ofrecerd algun tratamiento
establecido por las guias de prdctica clinica. Evaluaremos si la determinacién de las células
tumorales circulantes constituye un marcador prondstico fiable. Centraremos nuestro

analisis especialmente en aquellos pacientes candidatos a trasplante hepatico.

¢En qué consiste mi participacion?
Se le realizaran los controles basales clinicos y analiticos habituales antes de iniciar el

tratamiento. Durante el seguimiento se realizaran: controles clinicos y analiticos la semana
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del tratamiento, el primer mes y cada tres meses. Estos controles son los habituales que se
aplican en la practica clinica habitual, por lo que no le supondrda ninguna molestia
adicional. La extraccién de muestras de sangre se realizard en el Hospital Clinic de
Barcelona para valorar la funcién hepatica, hemograma, funcién renal, y coagulacién vy el
excedente se guardara en la coleccién del grupo de Oncologia Hepatica para realizar
determinacion de células tumorales circulantes. Las muestras de sangre seran codificadas
y almacenadas en congeladores de -802C localizados en las instalaciones del laboratorio de
oncologia hepatica situado en el Centro Esther Koplowitz (CEK) en prevision de poder
realizar estudios mas amplios en un futuro. Estas muestras podran ser usadas en otros
proyectos de investigacion siempre que hayan sido aprobados por el comité de Etica. Si
Ud. no participa en el estudio se le realizaran los controles habituales, su tratamiento y

seguimiento no se vera afectado.

¢Qué desventajas y riesgos tiene participar?

No tendrd desventajas, ya que no se modifica la practica habitual.

éQué ventajas tiene participar?

Es posible que usted no obtenga un beneficio directo por su participacién, pero mediante
su participacidn colaborard para que los médicos puedan obtener datos para predecir de

forma mds apropiada el prondstico del carcinoma hepatocelular.

¢Qué pasa si decido no participar?

Nada. Su participacién es voluntaria y libre. Ud. podra retirarse del estudio en cualquier
momento sin que esto afecte la relacién con su médico, pero le solicitamos que en este
caso, le comente a su médico las razones de su decision. Ademas, su tratamiento en el
grupo de Oncologia Hepatica del Hospital Clinico, es el mismo, independientemente de si

Ud. participa o no en este estudio.
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Confidencialidad de sus datos personales.

La informacién de sus datos personales serd conservada en forma confidencial y no serd
identificado personalmente en ningin informe cientifico y/o publicacion derivados de este

estudio de investigacidn.

¢Tendré que pagar o recibiré algun pago por mi participacion?

No tendra ningun costo adicional para el paciente ni su cobertura de salud y no recibira

pago alguno por su participacién.

¢Con quién puedo contactar en caso de dudas referentes al estudio? En caso de cualquier

duda relacionada con el presente estudio usted puede contactar con los responsables:
Dr. Jordi Bruix Tudé Tel: 932275400 #9803
Dr. Alejandro Forner Gonzalez Tel.: 932275400 #3303

Grup Oncologia Hepatica, Servei Hepatologia, Hospital Clinic de Barcelona.

Si esta de acuerdo con participar del estudio, por favor firme al pie del siguiente enunciado:

“He leido los puntos 1 al 7 y con mi firma doy consentimiento a participar del estudio
explicado. Entiendo que puedo dejar de participar cuando yo quiera y asi lo haga saber por
escrito, sin que ello resulte un cambio alguno de mi tratamiento. He recibido copia de este

Consentimiento escrito”.

Autorizo la donacién de 10 ml de sangre para investigacién biomédica SI NO
Autorizo recibir la informacidn relevante derivada de la investigacion SI NO
Autorizo ser contactado en el caso de necesitar mas informacion o SI NO

muestras adicionales
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Autorizo incluir las muestras excedentes a la coleccidon del grupode  SI NO

Oncologia Hepatica registrada en el Biobanco

Firma del paciente Aclaracidn de la firma Lugar y Fecha
Firma del testigo Aclaracion de la firma Fecha
Firma y aclaracién o sello de la persona investigador Fecha

CUANDO EL PACIENTE NO PUEDA LEER ESTE CONSENTIMIENTO, EL TESTIGO LO LEERA EN VOZ
ALTA Y DOCUMENTARA LA APROBACION DEL PACIENTE CON SU FIRMA.
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Sistema de estadificacion BCLC

A Forner et al. / Med Clin (Barc). 200600 )00 e l=xo e2Z
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Figura 2. Sistema de estadificacion BorcelomasClinic=Liver-Concer (BCLC). BSC: best supportive care; CHC: cardinoma hepatocelular; PS: performonce status.
* La clasificacsn Child-Pugh no identifica a todos los pacientes con disfuncidn hepitica grave gue precisan considerar la opcign de trasplante hepitico.
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