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INTRODUCCIO

1.TUMORS GERMINALS TESTICULARS

1.1 Introduccio

El testicle és un organ de I'aparell genital masculi amb funcié exocrina i endocrina,
produint els espermatozoides i secretant testosterona. El testicle es divideix en lobuls
formats pels conductes seminifers i l'illot intersticial de Leydig. Els conductes seminifers
sbén els conductes productors de I'esperma on s’hi troben les cél-lules de Sertoli que
envolten les cél-lules germinals i en controlen la proliferacio, la diferenciacié i la migracié
cap a la llum tubular. Les cél-lules germinals migren durant la seva maduracio des del
pol basal de I'epiteli del conducte seminifer al pol apical. De les cél-lules germinals
primordials en deriven els espermatogonis que es diferencien fins esdevenir
espermatozoides i s’alliberen a la llum del conducte seminifer (Figura I1) (Williams et al.,
1985).

Lobul Conducte eferent
CONDUCTE SEMINIFER
Cél-lules de Sertoli

Cel. intersticials

de Leydig E?Defmalogoma

Xarxa testicular
Escrot
. Espermatozous
Conductes seminifers p i
Vas sanguini

Figura I1. Esquema de I’'anatomia del tesicle i el conducte seminifer.



INTRODUCCIO

Dels tumors primaris testiculars el 95% sén tumors de cél-lula germinal testicular
(TGTs), mentre que el 5% restant s6n neoplasies no germinals, com de cél-lules de

Leydig, cél-lules de Sertoli o limfomes (Winter and Albers, 2010).

1.2 Epidemiologia dels tumors germinals testiculars

Els tumors germinals testiculars (TGTs) sén un cas paradigmatic en oncologia ja que
només representen entre el 0,5-1% del total de tumors que afecten als homes, perd sén
la neoplasia més comuna en homes de 15 a 35 anys (Bosl and Motzer, 1997). Tot i aixi
son els tumors amb millors taxes de supervivéncia i es curen més del 95% dels
pacients. La taxa de mortalitat europea per els tumors testiculars és de les més baixes,
de 35 per 10.000.000 homes i any (Figura 12A) (La Vecchia et al., 2010).

A Incidéncia i mortalitat estimada en homes a Europa, 2012 B
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Figura 12. La incidéncia i mortalitat del cancer testicular en els paisos europeus.
A) Estimacio de les taxes d’incidéncia i mortalitat de diferents neoplasies a Europa I'any
2012. El tumor testicular presenta de les taxes d’incidéncia i mortalitat més baixes. Figura
adaptada de European Cancer Observatory webpage (ECO, 2013). B) La taxa d’incidencia
del tumor testicular a Europa té una tendéncia positiva, i incrementa des de finals dels anys
70. Figura adaptada de Chia et al.. Cancer Epidemiol. Biomarkers. 2010. (Chia et al..,
2010)
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Estudis sobre la incidéncia mundial dels tumors testiculars mostren que les taxes
d’incidéncia més elevades es troben en les zones de poblacions caucasiques, sobretot a
Nord América i Europa amb uns 6-8 casos per 100 000 homes / any, mentre que la ratio
d’incidéncia mundial al 2002 era d’1,5 per 100.000 homes i any (Chia et al., 2010; ECO,
2013; Rosen et al., 2011). Malgrat ser una de les zones amb més incidéncia, a Europa
els tumors testiculars presenten taxes d’incidéncia baixes en comparacié amb altres
neoplasies (Figura 12A) (ECO, 2013). Tot i aixi estudis recents mostren com la
incidéncia mundial ha incrementat en els ultims 40-50 anys, sobretot en les zones
d’'incidéncia més elevada, com a Europa. Els motius d’aquest increment encara no sén
clars (Figura 12B). (Chia et al., 2010; Huyghe et al., 2003).

Els tumors testiculars sén doncs els tumors solids més curables en adults, perd les
taxes d’incidéncia augmenten des de fa ja 40 anys. La importancia radica sobretot en
que sbén tumors que afecten a gent jove, i la mortalitat, per baixa que sigui es concentra

en aquesta franja d’edat.

1.3 Etiologia i factors de risc

Les diferencies en la incidéncia del cancer testicular segons arees geografiques i étnies
fa entreveure diferents factors causals d’aquests tumors; incloent predisposicié genética,
exposicié als estrogens materns, perills laborals, dieta, habits fumadors i lloc de
naixement. Amb tot I'etiologia dels tumors testiculars continua essent poc clara (Rosen
et al., 2011).

De tots els factors de risc epidemiologics dels tumors testicular, com la sindrome de
Klinefelter o antecedents familiars de tumors testiculars en familiars de primer grau
(pare/germans), la criptorquidia és el factor de risc més clar (Albers et al., 2011). Aquest
és un trastorn que consisteix en el descens incomplert dels testicles durant el
desenvolupament o els mesos post natals. Un 10% dels tumors germinals presenten

una historia clinica amb aquest trastorn (Germa, 1991; McGlynn and Cook, 2009).

S’ha descrit també una possible etiologia infecciosa del tumor testicular, havent observat
més freqiiéncia de TGTs en pacients afectats amb el virus de la immunodeficiéncia
humana (VIH) i augment d’anticossos contra virus de la familia dels herpes en pacients

de TGTs (McGlynn and Cook, 2009). | pel que fa als factors de risc d’origen genétic,
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s’ha descrit una microdelecié en el cromosoma Y (delecidé gr/gr) que s’associa a la
infertilitat i també a la susceptibilitat a desenvolupar TGT, encara que amb una
penetrancia baixa (Nathanson et al., 2005). També s’ha observat que els TGTs
presenten un guany en el bra¢ curt del cromosoma 12, i poques mutacions en gens
individuals (Korkola et al., 2009; Sheikine et al., 2012).

1.4 Classificacio histologica dels tumors germinals testiculars

La majoria dels TGTs s’originen en un creixement no invasiu conegut com a carcinoma
in situ o neoplasia intratubular de les cél-lules germinals. L’abséncia de simptomes fa
que en la majoria de casos no es detecti, i no és fins al cap d’uns cinc anys que el tumor

degenera cap a una forma invasiva (Oosterhuis and Looijenga, 2005).

Segons [I'Organitzaci6 Mundial de la Salut (OMS) els TGT es classifiquen
histopatoldgicament en dos grans grups: els seminomes i els no-seminomes. Dels TGTs

el 40% son seminomes i el 60% no-seminomes (Taula 1) (Schmoll et al., 2009a).

Classificacio dels tumors de cél-lula germinal testicular

Lesions precursores
Neoplasies de cel-lula germinal intratubular

Sense classificar (carcinoma in situ)

Seminoma
Classic
Amb cél-lules sincitiotrofoblastiques

Espermatocitic

No-seminoma
Carcinoma embrionari
Teratoma (madur, immadur o amb component maligne)
Tumor de sac vitel-li
Coriocarcinoma

Tumors de component mixte

Taula 1. Classificacié dels GCTs testiculars segons I'OMS.
Taula adaptada de (Winter and Albers, 2010)
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1.4.1 Tumors germinals testiculars seminomes

Els seminomes apareixen com acumulacions de cél-lules no diferenciades que
s’assemblen a les cél-lules germinals primitives (Ulbright and Roth, 1987). Aquests
tumors normalment apareixen en la quarta o cinquena década de vida (Germa, 1991).
L'OMS reconeix tres tipus de seminomes: el classic, el seminoma amb ceél-lules

sincitiotrofoblastiques i els espermacitics.

1.4.1.1 Seminomes

Els seminomes microscopicament estan compostos per agregats solids de cél-lules
mononucleades, nuclis amb cromatina fina i uniforme i citoplasmes grans i ben definits.
Immunohistoquimicament els seminomes sén positius per a la fosfatasa alcalina
placentaria (PLAP) i per c-KIT (CD117), i negatius per a I'antigen epitelial de membrana
(EMA), per a Ki-1 (CD30), I'a-fetoproteina (AFP) i I'B-gonadotropina coridnica humana
(HCG) (Bahrami et al., 2007).

1.4.1.2 Seminomes amb cél-lules sincitiotrofoblastiques

Els seminomes amb ceél-lules gegants sincitiotrofoblastiques representen el 20% dels
seminomes i es marquen positivament per la HCG i citoqueratines (Kurman et al., 1977).
La preséncia d’aquests nivells de HCG no constitueixen un auténtic coriocarcinoma i per

tant no comporten cap implicacié en el pronostic del tumor (Germa, 1991).

1.4.1.3 Seminomes espermatocitics

Els seminomes espermatocitics representen només I'1-2% dels seminomes i apareixen
en homes de més de 50 anys. Clinicament presenten una evolucié benigne i el risc de

metastasis és molt poc freqiient (Matoska et al., 1988).

1.4.2 Tumors germinals testiculars no seminomes

Per altra banda hi ha els tumors germinals testiculars no-seminomatosos (TGTNS) que
comprenen tots els altres tipus de tumors de cél-lula germinal, i inclouen tumors tant de
llinatge embrionari (carcinoma embrionari i teratoma) com de components de teixits
extraembrionaris (tumors de sac vitel'li i coriocarcinoma). Només el 20% dels TGTNS

s6n tumors purs, la gran majoria sén tumors mixtes formats per dos o més tipus
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cel-lulars, incloent tant cél-lules de seminoma com de no seminoma. Tot i aixi la
preséncia d’algun component no-seminomatés dins un seminoma defineix
automaticament el tumor com a no-seminomatds, ja que la naturalesa dels tipus
cel-lulars no-seminomatosos és menys favorable que els seminomes purs (Oosterhuis
and Looijenga, 2005; Winter and Albers, 2010).

1.4.2.1 Carcinomes embrionaris

El carcinoma embrionari esta present en més del 80% dels TGTs mixtes i t& una
incidéncia maxima en homes de 25 a 35 anys. El 60% dels pacients diagnosticats amb
aquest component presenten metastasis ganglionars limfatiques regionals en el moment
del diagnostic (Vugrin et al., 1988). Els carcinomes embrionaris sé6n positius
immunohistoquimicament per a citoqueratines, perd negatius per EMA. Sén positius
també per PLAP i OCT3/4 (octamer binding transcription factor) encara que no

discriminen dels seminomes; i sén negatius per HCG i c-KIT (Bahrami et al., 2007).

1.4.2.2 Teratomes

Els teratomes s6n tumors amb components procedents de les tres capes embrionaries:
endoderm, mesoderm i ectoderm. Segons si el teixit predominant és adult, fetal-
embrionari o s’expressa amb caracteristiques malignes el tumor sera designat com a
teratoma madur, immadur o de transformacié maligne. El teratoma madur esta compost
per cél-lules madures i ben diferenciades. El teratoma immadur esta compost per teixit
embrionari menys diferenciat i amb més potencial invasiu que el tumor madur. | el
teratoma amb transformacié maligne, encara que és un tumor menys freqlient, té
transcendéncia clinica ja que té un comportament més maligne que el teratoma

immadur (Germa, 1991).

El teratoma en adults és poc frequient i representa només el 3% de tots els TGTs, tot i
aixi es troba en el 50% dels tumors mixtes. En infants en canvi, els teratomes es troben
en estat de neoplasies pures i és el segon tumor testicular prepubertal per darrera del
carcinoma de sac vitel'li representant el 14% d’aquests tumors. La majoria dels
teratomes prepubertals s6n madurs i tenen un comportament clinic benigne
independentment de la preséncia de components madurs o immadurs (Bahrami et al.,
2007). De tots els TGTNS els teratomes sén els Unics que soén intrinsecament refractaris
al tractament amb quimioterapia basada en cisplati (CDDP) (Oosterhuis and Looijenga,
2005).
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1.4.2.3 Carcinomes de sac vitel-li

El carcinoma de sac vitel'li és la neoplasia testicular més comuna en infants, i presenta
taxes de curacié molt elevades (Ross et al., 2002). Mentre que en aquesta poblacié es
presenta practicament en tots els casos en forma pura, en adults s’observa sempre en
tumors mixtes i es troba present en el 40% de tots aquests tumors. Sén tumors lobulats,
blanquinosos, homogenis i amb una mucosa gelatinosa que els recobreix.
Immunohistoquimicament sén positius per 'AFP, encara que la tincié sovint és variable i
irregular. La citoqueratina en canvi déna una senyal intensa. Aquests tumors soén
positius per PLAP, i negatius per HCG i OCT3/4 (Bahrami et al., 2007).

1.4.2.4 Coriocarinomes

El coriocarcinoma pur és molt poc freqient i representa menys de I'1% dels tumors
testiculars, tot i aixi es troba en el 8% dels tumors mixtes. La franja d’edat on trobem els
pacients amb coriocarcinoma és entre 20 i 40 anys. Es la forma més agressiva dels
TGTs degut a la seva gran capacitat d’invasié vascular i la majoria presenten
disseminacié i una elevada freqiéncia de metastasis cerebrals; essent doncs el TGT
amb pitjor pronodstic (McKendrick et al., 1991). El coriocarcinoma s’associa a valors
d’HCG molt elevats en sérum. Macroscopicament el coriocarcinoma apareix com una
massa hemorragica sovint envoltada per un teixit blanquinés. Microscopicament aquests
tumors estan compostos per dos tipus cel-lulars, els sincitiotrofoblasts i els
citotrofoblasts. Els sincitiotrofoblasts sén cél-lules multinucleades amb nuclis densos i
citoplasmes grans, i els citotrofoblasts sbn més uniformes, de grandaria mitjana, amb
citoplasma abundant i mononucleades (Germa, 1991). Els coriocarcinomes soén positius
en immunohistoquimica per a HCG, sobretot en els sincitiotrofoblasts, per a la
citoqueratina, i el 50% dels coriocarcinomes sén positius per PLAP (Bahrami et al.,,
2007).

1.4.2.5 TGTs de components mixtes

Els TGTs de components mixtes son el segon TGT més comu en adults, seguint al
seminoma. En aquests tumors els nivells en sérum d’AFP i HCG acostumen a ser
elevats (Bahrami et al., 2007).

Existeixen varies combinacions de components: quan hi ha preséncia de teratoma i
carcinoma embrionari s’anomena teratocarcinoma, i representa el 28% dels pacients

amb tumors mixtes; una altre combinaci6é frequent, que representa el 26% d’aquests
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tumors, és el carcinoma embrionari i el carcinoma de sac vitel'li (Germa, 1991). La
freqiéncia en que es troben els diferents components esmentats en els tumors
testiculars de components mixte sén, per ordre els segiients: carcinoma embrionari,

teratoma, carcinoma de sac vitel-li, seminoma i coriocarcinoma (Bahrami et al., 2007).

1.5 Tractament

El simptoma més clar del cancer testicular és la preséncia d’'una massa testicular dura
pero indolora, que només apareix perd en el 50% dels casos. Els pacients amb sospita
de tumor testicular hauran de ser sotmesos a examens de palpacié, ultrasonografia i
determinacié6 de marcadors tumorals; I'AFP i 'HCG, i en els pacients amb malaltia
metastatica es determina també la lactat deshidrogenassa (LDH). A part del seu valor
pronostic, la determinacié d’aquests marcadors també serveix per fer un seguiment de la
malaltia (Albers et al., 2011).

Els tractaments basics que s’administren en els tumors testiculars sén la cirurgia, la
radioterapia i la quimioterapia basada en CDDP, o una combinacié d’aquests. El
tractament inicial és l'orquiectomia radical, excepte els pacients amb metastasi
avancada que es tracten primer amb quimioterapia fins assolir una estabilitzacio clinica,
i llavors es realitza la intervencié quirurgica. El 80% dels pacients es curen amb aquesta
cirurgia inicial, i després es sotmeten a diferents tractaments o a vigilancia, segons el

risc en cada individu (Winter and Albers, 2010).

Els seminomes es sotmeten a vigilancia després de la cirurgia, encara que com a
alternativa es pot administrar quimioterapia o radioterapia adjuvant, ja que les cél-lules
seminomatoses sén extremadament radiosensibles (Kollmannsberger et al., 2006). En el
cas dels TGTNS, si presenten invasié vascular es consideren tumors d’alt risc i post
quirargicament s’apliquen tractaments quimiterapéutics. Mentre que si sén de baix risc
l'opcié habitual després de l'orquiectomia és la vigilancia, essent possible també la

quimioterapia adjuvant (Albers et al., 2011; Krege et al., 2008).

El tractament dels TGT metastatics (TGTM) depén de la histologia del tumor primari i del
grup pronostic. Els TGTM seminomatosos es poden tractar amb radioterapia, perod els
TGTM no seminomatosos es tracten amb diferents combinacions quimioterapéutiques
basades en CDDP ja que tenen més mal prondstic (Schmoll et al., 2009a; Schmoll et al.,

2009b). Mentre el 90% dels tumors seminomatosos es troben dins el grup de bon
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pronostic, en els tumors no seminomatosos aquest grup prondstic només engloba el
55% dels casos. Els pacients amb tumors no seminomatosos de bon prondstic o
intermedi presenten taxes de supervivéncia als 5 anys del 80%, en canvi els de mal

pronostic presenten taxes del 45-50% (Albers et al., 2011).

Entre el 10 i el 30% dels pacients amb TGTM presenten una recaiguda després del
tractament inicial. Hi ha dos tipus de recaigudes: les prematures, que apareixen abans
de completar 2 anys després del tractament incial i les recaigudes tardanes, que
apareixen després de 2 anys de l'inici del tractament. També poden aparéixer malalties
refractaries a CDDP, que so6n les que progressen durant el mateix tractament de CDDP
0 en les 4 setmanes posteriors. Les recaigudes tardanes i els tumors refractaris, encara
que son les situacions menys comunes, representen un problema clinic greu degut a la

resisténcia que mostren a la quimioterapia (Koychev et al., 2011).

En les recaigudes tardanes el tractament prioritari és la cirurgia radical immediata de
totes les lesions. En cas de no ser possible una resecci6 completa, es realitzen
tractaments quimioterapéutics de rescat a dosis més elevades que en els tractaments
inicials (Albers et al., 2011; Krege et al., 2008). La cirurgia en els pacients refractaris a
CDDP presenta un 21-25% de supervivencia lliure de malaltia a llarg termini. Per als
pacients amb multiples recaigudes o resistents a quimioterapia després de tractaments
a dosis elevades no hi ha tractaments estandards, i s’han avaluat diversos agents amb
bons resultats preclinics, perd la majoria no ha presentat cap resposta clinica favorable
(Koychev et al., 2011). Actualment es fan servir combinacions d’oxaliplati, paclitaxel i
gemcitabina, i s’ha observat que amb el tractament de l'oxiplati i la gemcitabina el 10-
15% dels pacients, diagnosticats amb recaigudes muiltiples o refractorietat a CDDP,

aconsegueixen una supervivéncia a llarg termini (Oechsle et al., 2011b).
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1.6 Resisténcia a CDDP

1.6.1 EI CDDP

El CDDP, també conegut com cis-diamminedichloroplatinum Il, va ser aprovat per la
FDA (Food and Drug Administration) I'any 1978 per al tractament dels cancers de
testicle i bufeta, i actualment és un compost que s'utilitza per combatre diferents
neoplasies com el cancer d’ovari, el colorectal, pulmé i cap i coll, entre d’altres (Lebwohl
and Canetta, 1998). EI CDDP va revolucionar la clinica dels TGTs ja que abans del seu
descobriment el 95% dels homes diagnosticats amb TGTM morien (Einhorn and
Donohue, 1977). Actualment és el tumor amb la taxa de supervivéncia més elevada; i
mentre les taxes de supervivéncia a 5 anys en cancers metastatics de pancrees, pulmé

o ronyo no supera el 10%, en els TGTM és del 80% (Masters and Koberle, 2003).

La citotoxicitat del CDDP afecta al fetge, als nervis periférics i I'oida interna; pero la seva
principal limitacié com a tractament antitumoral és I'elevada incidéncia de resisténcia al
farmac. Aquesta resisténcia s’observa de manera intrinseca, en particular en els cancer
colorectals, de pulmd o prostata, o resisténcia adquirida, especialment en cancers
d’ovari (Galluzzi et al., 2012).

A principis de la década dels anys 80 es va desenvolupar el carboplati, un compost
basat en plati de segona generaci6. Aquest, tot i que presentava menys efectes
citotoxics que el cisplati, presentava la mateixa resisténcia que el CDDP i els tumors
resistents a CDDP tampoc responien a carboplati (Lebwohl and Canetta, 1998). Més
endavant, ja entrat al segle XXI es va desenvolupar I'oxaliplati. Aquest presentava
propietats farmacologiques diferents que el CDDP, tot i aixi alguns estudis clinics
mostren que hi ha una resisténcia creuada d’ambdos farmacs (Stordal et al., 2007).
D’altres compostos basats en plati han entrat en diferents fases cliniques, perd no
sembla que proporcionin millores davant el CDDP, el carboplati o 'oxaliplati (Galluzzi et
al., 2012).

Aixi doncs el CDDP continua essent I'opci6é terapéutica més important, és per aixd que
la resisténcia a aquest quimioterapéutic és un problema clinic greu i representa un front

obert de lliuta en la investigacio.
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1.6.2 Mecanismes de resisténcia moleculars a CDDP

El CDDP actua unint-se covalentment al DNA i provocant diferents tipus de lesions.
Aquestes lesions provoquen una aturada del cicle cel-lular, que permet que els
mecanismes de reparacid restableixin la integritat del DNA i prevé de mitosis anormals.
Quan el dany al DNA queda per reparar, les cel-lules moren majoritariament per
apoptosi (Chu, 1994).

S’ha observat que les cél-lules resistents a CDDP presenten alteracions que es poden
classificar segons si tenen lloc abans, durant o després de la unié del CDDP al DNA, o

si son independents a aquest fet (Galluzzi et al., 2012; Koberle et al., 2010).

1.6.2.1 Mecanismes de resisténcia previs a la unié a DNA

Els mecanismes pels quals les cél-lules poden eludir I'efecte de CDDP abans que
s’uneixi al DNA poden ser principalment la reduccié de I'acumulacié intracel-lular de
CDDP, adoptant canvis en I'absorcié o el flux de sortida; i el segrest o la inactivacio
intracel-lular de CDDP.

Com a mecanismes d’entrada del CDDP a la cél-lula s’ha suggerit, i de manera
addicional a la difusié passiva, la participacié de transportadors de membrana. S’ha vist
que el transportador de membrana CTR1 esta involucrat en I'absorcié de CDDP, i s’ha
observat una infraregulacié en cél-lules resistents a CDDP (Holzer et al., 2006; Katano
et al., 2002).

En referéncia al segon mecanisme descrit s’ha vist que la resisténcia a CDDP pot venir
deguda a l'augment de la inactivacioé intracel-lular del farmac per molécules amb grups
tiol, com el glutatié6 i les metalotioneines. Tot i que s’han observat evidéncies
precliniques de que aquests mecanismes es troben alterats en cél-lules resistents, no

s’ha confirmat una evidéncia clinica d’aquests processos (Koberle et al., 2010).

1.6.2.2 Mecanismes de resisténcia en la unié a DNA

Les cel-lules resistents a CDDP sovint tenen I'habilitat de reparar les lesions produides
en el DNA o presenten una major tolerancia a aquestes lesions no reparades. La

majoria de les lesions al DNA sbén reparades pel sistema de reparacié d’excisid de
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nucledtids (NER) i diversos estudis indiquen correlacié entre I'eficient activitat de NER i
resisténcia a CDDP (Bellmunt et al., 2007; Furuta et al., 2002; Metzger et al., 1998). Les
lesions al DNA també poden ser detectades, encara que no reparades, pel sistema
mismatch repair (MMR), i la deficiéncia en les proteines involucrades en el MMR també

esta involucrada en la resisténcia a CDDP (Fink et al., 1998).

Quan les lesions al DNA no es reparen existeix un mecanisme que permet tolerar
aquestes lesions, la sintesi translesié (TLS). En aquest mecanisme hi sén involucrades
un grup de polimerases de DNA especialitzades i capaces de sobrepassar les lesions no
reparades al DNA. Depenent del tipus de lesioé actuaran unes polimerases o unes altres,
i en les lesions produides per CDDP hi actuen sobretot la POLH i la REV3-REV7. La
sobrexpressié de la POLH es correlaciona amb menor supervivéncia en pacients de
NSCLC (tumors de pulmé de cél-lula no petita) tractats amb CDDP, i la sobrexpressio de
la REV s’ha associat a resisténcia a CDDP in vitro. (Galluzzi et al., 2012; Shachar et al.,
2009).

1.6.2.3 Mecanismes de resisténcia posteriors a la unié a DNA

Aquests mecanismes engloben totes les alteracions i defectes en la maquinaria
executoria de mort cel-lular, o bé en les vies de senyalitzacié que en condicions normals
activarien mecanismes apoptotics en resposta al dany en el DNA. A continuacié

repassarem els més rellevants.

Un dels mecanismes més importants és la inactivacié de la proteina supressora de
tumors p53, que juga un paper important en la via proapoptoética en resposta al dany al
DNA causat per CDDP. Les lesions al DNA activen les cinases ATM (proteina mutada
ataxia telangiectasia) i ATR (proteina relacionada de RAD3, un sensor de dany al DNA)
que fosforilen p53. Els gens activats a conseqiiéncia de I'activacié de p53 indueixen
'aturada del cicle cél-lular en les fases G1 o G2/M; la reparacié de dany al DNA i
I'apoptosi (Siddik, 2003).

Estudis clinics mostren que els pacients amb la proteina salvatge p53 tenen més
probabilitats de beneficiar-se del tractament amb quimioterapia basada en CDDP com
és el cas dels tumors d’ovari (Gadducci et al., 2002). In vitro s’ha vist que linies cel-lulars

de diferents origens amb p53 mutada presenten més resisténcia a CDDP, que linies
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amb la proteina salvatge; i que la inactivacié de p53 sensibilitza les cél-lules a I'agent

quimioterapéutic (Branch et al., 2000; Hawkins et al., 1996; O'Connor et al., 1997).

La inducci6 apoptotica de CDDP esta vinculada a l'increment de la ratio entre Bax:Bcl-2,
una proteina proapoptotica i una antiapoptdtica respectivament. CDDP indueix un
augment de Bax, perd per altra banda també pot induir una escissi6 de Bcl-2,
augmentant en ambdoés casos la ratio Bax:Bcl-2 (Siddik, 2003). /n vitro s’ha observat
que la deficiencia de Bax o la sobrexpressié de Bcl-2 aporten resisténcia a CDDP. A
més a més s’han pogut relacionar clinicament els nivells de Bcl-2 amb resisténcia a
CDDP i recurréncia del tumor en varis tipus de malignitats com ovari, cap i coll i NSCLC
(Galluzzi et al., 2012).

Alguns estudis preclinics suggereixen que podrien estar involucrats en la resisténcia a
CDDP altres transductors de les senyals proapoptotiques com els membres de la familia
de les MAPK (mitogen activated protein kinase) (veure apartat 2.3.2 de la introduccio).
Encara que el rol de les MAPK en la resisténcia a CDDP no esta clara, i és que s’ha vist

que pot influir en ambdues direccions (Brozovic and Osmak, 2007).

Les MAPK regulen processos cel-lulars de supervivéncia cel-lular, proliferacio,
diferenciacié o apoptosi. En les cél-lules de mamifers existeixen tres grups de MAPK:
les cinases c-Jun N-terminal (JNKs o SAPKSs), les cinases p38 i les cinases reguladores
de senyals extracel-lulars (ERKs) (Santarpia et al., 2012). El rol de les MAPK promovent
la mort cel-lular o la supervivéncia en resposta a CDDP pot dependre segons el tipus
cel-lular o segons el tipus de MAPK activada. Mentre que p38 juga el paper de promoure
mort cel-lular i I'activacié6 de JNK mostra un rol proapoptotic, encara que puntualment
també s’ha observat I'activacio de vies de supervivéncia, s’ha vist que ERK pot induir les
dues vies (Brozovic and Osmak, 2007). Aixi per exemple s’ha observat com I'activacié
d’ERK redueix la sensibilitat a CDDP en cél-lules tumorals d’ovari (Persons et al., 1999),
mentre que en cél-lules de tumor de ceérvix, I'activacid6 d'ERK s’ha descrit que indueix
I'apoptosi provocada per CDDP (Wang et al., 2000). La inhibicié6 de JNK, p38 o ERK
s’ha observat associada a ambdds fenotips, sensibles i resistents a cisplati, i cap

rellevancia clinica ha estat descrita (Brozovic and Osmak, 2007; Galluzzi et al., 2012).
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1.6.2.4 Mecanismes de resisténcia independents a la unié a DNA

L'alteracié de vies de senyalitzacié, encara que no estiguin involucrades en els
processos cel-lulars generats per CDDP, poden compensar les senyals letals induides
pel farmac i ajudar a mantenir el fenotip resistent. En aquests mecanismes es poden
incloure desregulacions i alteracions en les vies de senyalitzaci6 implicades en

supervivéncia, proliferacio, apoptosi o cicle cel-lular.

Un exemple és I'amplificacio o la sobrexpressioé del receptor tirosina cinasa ErbB2 que
s’associa a resisténcia a CDDP en pacients de NSCLC (Fijolek et al., 2006), i el 20-30%
dels tumors de mama i ovari sobrexpressen ErbB2, presentant poca resposta al
tractament amb CDDP (Hengstler et al., 1999; Slamon et al., 1989). De la mateixa
manera s’ha vist associada la sobrexpressié d’ErbB1/EGFR (epidermal growth factor
receptor) a la quimioresisténcia i mal pronostic en tumors d’ovari (Itamochi et al., 2012).
L’activacié d’aquests receptors indueix dues grans cascades de transduccié: una que
activa la via de ERK, que com ja hem comentat podria estar relacionada amb la
resisténcia a CDDP, i per altra banda s’activa la via de PI3K (phosphinositide 3-
kinase)/AKT (veure apartat 2.3.1 i 2.3.2 de la introduccid) (Hynes and MacDonald,
2009).

La via PIBK/AKT és una important via que regula processos biologics tan fonamentals
com la supervivéncia cel-lular, proliferacié, apoptosi, metabolisme cel-lular, migracio i
angiogeénesi entre d’altres (Manning and Cantley, 2007). La seva desregulacié i activacié
constitutiva s’ha observat en cél-lules tumorals a través de diversos mecanismes, aixi
com també s’ha observat que la seva activacidé promou resisténcia al tractament tant

amb radioterapia, quimioterapia com terapies dirigides (Siddik, 2003).

S’ha observat sobrexpressié d’AKT en cél-lules de pulmé amb resisténcia adquirida a
CDDP, on l'expressié d’'un dominant negatiu n'incrementa la sensibilitat, i I'expressio
ectopica d’AKT en les parentals incrementa la resisténcia al quimioterapeutic (Liu et al.,
2007). Per altra banda s’ha descrit també que CDDP pot induir I'activacié d’AKT en

varies linies cel-lulars (Huang and Hung, 2009).

Una altra via que s’ha descrit que la seva desregulacié pot afavorir quimioresisténcia és
la via de NF-«xB (nuclear factor of kB). Els factors de transcripcid6 NF-xB es transloquen
al nucli en resposta a activadors com TNFa (factor de necrosi tumoral a) o algunes

caspasses. NF-xB regula l'expressid6 de gens antiapoptotics, com les proteines
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inhibidores d’apoptosi (IAPs) o proteines homologues de Bcl-2. Paradoxalment NF-xB
també indueix la transcripcié de molécules proapoptotiques com Fas i FasL (CD95). Les

cél-lules que expressen NF-kB activat constitutivament son resistents a diversos agents

quimioterapéutics, i també és activat per CDDP (Pommier et al., 2004).
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Figura I3. Mecanismes moleculars de resisténcia a CDDP. En aquesta figura
es troben resumits els mecanismes més destacats en la resistencia a CDDP
comentats anteriorment. A) Mecanismes previs a la unié a DNA que redueixen la
preséncia de CDDP intracel-lular: la infraexpressié del transportador de
membrana CTR1 que redueix I'entrada de CDDP; augment de les molécules
amb grups tiol que inactiven el CDDP intracel-lular. B) Els mecanismes de
resisténcia involucrats en la uni6 al DNA consisteixen en alteracions en els
sistemes de deteccio i reparacié de les lesions al DNA, com NER o MMR; o
I'augment de tolerancia a la presencia de lesions al DNA augmentant I'activitat de
les polimerases involucrades en el TLS. C) Els mecanismes de resistencia
posteriors a la unié al DNA engloben les alteracions en la maquinaria executoria
de mort cel'lular o en les vies de senyalitzaci6 que activen els mecanismes
apoptotics. Les més rellevants sén la inactivacio de la proteina supressora
tumoral p53; alteracié de la ratio Bax:Bcl-2 inhibint Bax o sobreexpressant Bcl-2; i
I'alteracié de la via de les MAPK també pot bloquejar I'apoptosi induida per
CDDP. D) Els mecanismes de resistencia independents a la uni6 de CDDP al
DNA consisteixen en alteracions en les vies de senyalitzaci6 que poden
compensar les senyals letals induides per CDDP i ajudar a mantenir el fenotip
resistent. Algunes de les alteracions descrites son la sobrexpressio d’ErbB1 o
ErbB2; I'activacio de la via de PISK/AKT o 'activacié de NF-«B.

15



INTRODUCCIO

1.6.3 Resisténcia a CDDP en TGTs

Des que es va implantar la quimioterapia basada en CDDP com a tractament estandard
per als TGTs no s’ha realitzat cap canvi en la primera linia de tractament, i el 10-20%
dels pacients amb TGTM presenten respostes no complertes o recaigudes. Els pacients
que tenen una recaiguda després de la primera linia de quimioterapia basada en CDDP
tenen mala prognosi, encara que fins un 20-25% d’aquests pacients es curen amb una

segona linia de quimioterapia basada en cisplati i paclitaxel (Piulats et al., 2009).

Els TGTs sén excepcionalment sensibles a la quimioterapia basada en CDDP, i a
diferéncia d’altres tumors, amb aquest tractament es curen un 80% dels pacients de
TGTMs (Bosl and Motzer, 1997). La hipersensibilitat de les cél-lules de TGTs a CDDP
ha estat relacionada a una hipersensibilitat intrinseca d’aquestes cél-lules als agents de
dany al DNA (Masters et al., 1993), encara que recentment s’han realitzat estudis que
relacionen una hipersensibilitat de les funcions proapoptotiques de p53 com a unic
mecanisme de la resposta apoptotica de les cél-lules de TGTs a CDDP. Gutekunst et al.
(Gutekunst et al., 2011) han mostrat com el silenciament de p53 per un small-interfering
RNA (siRNA) és suficient per anul-lar la hipersensibilitat a CDDP en una linia cel-lular de
TGTs. A més a més els TGTs son uns dels pocs tumors on no només p53 rarament es
troba mutada siné que es troba en nivells més elevats del normal (Guillou et al., 1996;
Peng et al., 1993). Malgrat 'elevada sensibilitat a CDDP, tal i com hem comentat
anteriorment, també apareixen malalties refractaries i resistents al tractament

quimioterapeéutic.

Alguns dels mecanismes de resisténcia descrits anteriorment s’han descrit implicats en
TGTs. En referéncia als mecanismes de resisténcia previs a la unié del CDDP al DNA
s’ha observat per una banda, que en ceél-lules de TGTs els nivells elevats de glutatio6 i
metalotioneines estan involucrats en la resisténcia a CDDP, perd per l'altra alguns
estudis han observat una correlacié inversa entre la resisténcia i preséncia de
metalotioneines. Sembla ser que els tumors més invasius presentarien nivells més
baixos de molécules amb grups tiol, perd a falta de més evidéncies no es podria parlar

com a mecanisme comu de resisténcia a CDDP en TGTs .

Pel que fa a la capacitat de reparaci6é de les lesions al DNA produides per CDDP, les
cél-lules de TGTs presenten precisament un rendiment molt baix de NER, essent aixi
una caracteristica de la hipersensibilitat a CDDP (Piulats et al., 2009). Pel que fa a la

maquinaria de MMR, s’ha observat que TGTs resistents a CDDP presenten més
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incidéncia d’inestabilitat de microsatél-lits, efecte generat per un defecte en el sistema
MMR (Honecker et al., 2009).

La resistencia a CDDP també pot venir donada per lalteracié de les proteines
reguladores de I'apoptosi Bax o Bcl-2, entre d’altres. En cél-lules de TGTs s’ha observat
que una incrementada sensibilitat a I'etoposid (la segona droga més usada en aquests
pacients després de CDDP) estava relacionada amb una ratio elevada de Bax:Bcl-2. Tot
i aixi a aquesta relacié no se li ha atribuit rellevancia clinica ni s’ha observat respecte
CDDP (Piulats et al., 2009). Per altra banda s’ha observat que CDDP indueix en
cél-lules sensibles I'expressié de Noxa (activador de I'oxidaci6 de NADPH) necessaria
per activar I'apoptosi induida per el farmac de manera independent a p53. L'expressio
de Noxa a més a més s’ha correlacionat amb la bona prognosi de pacients de TGT de

carcinoma embrionari (Grande et al., 2012).

Diversos estudis relacionen I'activaci6 de MEK/ERK amb la sensibilitat a I'apoptosi
induida pel CDDP en cel-lules de TGTs. Schewyer et al. associen l'activacié de
MEK/ERK induida per CDDP amb I'activacié de la caspassa 3, i també observen I'efecte
contrari, com la inhibicié d’'ERK redueix els nivells d’apotosi induits per CDDP (Schweyer
et al., 2004). Per altra banda Fung et al. (Fung et al., 2006) també descriuen un rol de
MEK/ERK com a sensibilitzador a I'apoptosi induida per CDDP en cél-lules de TGTs
pero implicant MAD2 (mitotic arrest deficient-2), un regulador de la mitosi, de manera
que la inhibici6 de MAD2 provoca una pérdua d’activitat de MEK/ERK i es correlaciona

amb resisténcia a CDDP.
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2. RECEPTORS TIROSINA CINASA

Els receptors tirosina cinasa (RTK, de 'anglés receptor tyrosine kinase) es van descobrir
fa més de 25 anys i des de llavors molts RTKs es consideren claus en la regulacio de
processos critics per a la cél-lula, ja que sén els que transferiran els estimuls externs en
cascades de transducci6 de senyals intracel-lulars, desencadenant canvis en I'activitat
cel-lular (Berridge, 2012).

Es coneixen 58 RTKs en humans, classificats en 20 subfamilies. Els RTKs tenen tots
estructures moleculars molt semblants que es caracteritzen per la preséncia a N-
terminal d’'un domini d'uni6 al lligand a la regi6 extracel-lular; un domini o
transmembrana; i a C-terminal, la regi6 citoplasmatica que conté el domini tirosina

cinasa (Lemmon and Schlessinger, 2010).

Els lligands activen els receptors induint la dimeritzacié de les regions extracel-lulars
dels receptors. Com aquesta dimeritzacié condueix a l'activacié del domini tirosina
cinasa encara no esta clar del tot, i malgrat I'elevada conservacié de I'estructura dels
RTKs, sembla que aquests mecanismes son diferents entre receptors. Les mutacions o
les activitats aberrants dels RTKs s’han associat a tumors, diabetis, inflamacio,

alteracions d’ossos, arteriosclerosi i angiogénesi (Lemmon and Schlessinger, 2010).

2.1 Receptors ErbBs

2.1.1 Familia de receptors ErbBs

La familia dels receptors tirosina cinasa ErbBs té quatre components: ErbB1, també
conegut com EGFR (epidermal growth factor receptor); ErbB2 o Neu/HER2; ErbB3
(HER3) i ErbB4 (HER4). La wuni6 del lligand indueix I'homodimeritzacié o
I’heterodimeritzacié d’aquests receptors activant els seus dominis tirosina cinasa
intracel-lulars i iniciant multiples cascades de vies transductores de senyalitzacio

intracel-lular (Hynes and Lane, 2005).

La regi6é extracel-lular d'aquests receptors esta composta de quatre dominis, I-IV: on el
domini | i el domini Il participen en la unié del lligand, i el domini d’'interacci6 receptor-

receptor és el domini Il, de manera que amb la uni6 del lligand els receptors realitzen un
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canvi de conformaci6é on el domini Il queda més descobert i poden interaccionar amb
altres receptors (Figura 14) (Hynes and Lane, 2005). Cal destacar dues anomalies
funcionals dins la familia de receptors ErbBs. Per una banda ErbB2 té una conformacio
fixa de la regi6 extracel-lular on el domini Il esta exposat i per aixd manca de capacitat
d’'unié a lligand (Garrett et al., 2003). Aquesta estructura també és consistent amb el fet
que ErbB2 és el company preferit pels altres receptors ErbBs (Graus-Porta et al., 1997).
L’altre anomalia és la falta d’activitat dels domini tirosina cinasa d’ErbB3, degut a que
determinats aminoacids fonamentals per a la seva funci6 es troben alterats (Berger et
al., 2004). Ambdods receptors han d’heterodimeritzar amb altres receptors de la familia

per activar la senyalitzaci6 intracel-lular (Figura 15).

ErbB1
ErbB2 ErbB3
ErbB4

Figura 14. Conformacié estructural dels receptors ErbBs en la unié del lligand i
dimeritzacié. A) ErbB2 t¢ una conformacié fixa que impedeix la uni6é a lligand i el fa la
parella preferida per als altres receptors. Els altres tres receptors, per la uni6 dels lligands,
pateixen un canvi en la conformacioé estructural (B) que deixa al descobert el domini Il amb
el que dimeritzen amb els altres receptors. Figura adaptada de Hynes and Lane,
Nat.Rev.2005 (Hynes and Lane, 2005).

La familia de lligands d’EGF (epidermal growth factor) es pot dividir en tres grups,
segons al receptor amb qui s’uneixen. EGF, TGF-a (de l'anglés, tranforming growth
factor ) i AR (amfiregulina) s’uneixen especificament a ErbB1. El segon grup el
constitueixen els lligands que poden unir-se a ErbB1 i a ErbB4: BTC (betacel-lulina), HB-
EGF (heparin-binding EGF) i 'EPR (epiregulina). L’dltim grup és format per les
neuregulines (NRGs), on NRG1 i NRG2 poden unir-se a ErbB3 i ErbB4, i NRG3 i NRG4
només a ErbB4 (Figura I5) (Hynes and Lane, 2005).
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Figura 15. Homodimeritzacions i heterodimeritzacions dels receptors ErbBs i els seus
lligands. Figura adaptada de Hynes and Lane, Nat.Rev.2005 (Hynes and Lane, 2005).

Les principals vies de transduccié de senyals activades pels receptors ErbBs sén la via
de RAS/ERKSs, la via del fosfatidil-inositol 3-cinasa (PISK/AKT) i la via de transduccio i
activacié de transcripcio STAT, totes responsables de regular el metabolisme, el
creixement i la supervivéncia cel-lular (Figura 16). Els residus de tirosina fosforilats dels
receptors actius proporcionen llocs d’anclatge a diverses proteines i cada receptor
mostra un patré diferent d’aquestes proteines a reclutar. | encara que al final tots activen
les mateixes vies de transducci6 de senyals, si que ho poden fer de manera diferent i
mostrant afinitats diferents. Aixi doncs ErbB1, activa la via de STAT3 i tot i no unir-se a
p85 activa la via PISK/AKT mitjancant GAB1. El receptor ErbB2 activa la via d’ERKs
unint-se sobretot a GRB2 (growth factor receptor-bound protein 2), SHC i CRK; i ErbB3
conté sis punts d'unidé a la subunitat de PI3K p85, essent aquesta la via preferencial

activada per aquest receptor (Hynes and Lane, 2005).
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ErbB2 ErbB3 ErbB1/2

Akt p110 ( GAB1) ¢

Figura 16. Principals vies de transduccio de senyals en resposta als receptors ErbBs.
Figura adaptada de Hervent and Keulenaer, Int.J.Mol.Sci 2012. (Hervent and De Keulenaer,
2012)

2.1.2 ErbBs i cancer

L'alteraci6 de la senyalitzacid dels receptors ErbBs s’ha vist implicada en el
desenvolupament de varis tipus diferents de tumors, convertint aquesta familia de

receptors en una de les dianes més estudiades en oncologia clinica.

Alteracions genetiques com l'amplificacié génica conduint a una sobrexpressié del
receptor o mutacions activadores del domini cinasa dels receptors s’han descrit sobretot
en ErbB1 (Ohgaki et al., 2004; Sunpaweravong et al., 2005), pero també en ErbB2, on
esta extensament descrita la seva sobrexpressio en un 20% dels tumors de mama
esporadics, i en pacients de tumor d’ovari, carcinoma gastric o de les glandules salivals
(Baselga and Swain, 2009; Cornolti et al., 2007; Slamon et al., 1987; Vermeij et al.,
2008). Fins i tot s’ha descrit una activacié constitutiva d’ErbB1 deguda a la produccid per
part de les cél-lules tumorals o estromals del lligand EGF (Salomon et al., 1995). En
alguns tumors I'expressio aberrant d’ErbB1 o ErbB2 s’associa a una baixa prognosi i

resisténcia a terapies convencionals (Hynes and MacDonald, 2009).

ErbB3, tot i mancar-li I'activitat tirosina cinasa s’ha observat que és el receptor que més
senyalitza via PISK/AKT i també s'ha vist involucrat en tumorigénesi (Hynes and Lane,
2005). A més a més el dimer que forma amb ErbB2 és crucial en els tumors on
s’amplifica ErbB2 i s’ha descrit que aquest és el dimer de receptors ErbBs més actiu

(Baselga and Swain, 2009). Holbro et al. descriuen com la pérdua d’ErbB3 provoca la
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pérdua de la funcié oncogénica d’ErbB2 en cél-lules de mama que sobrexpressen
aquest receptor, provocant els mateixos efectes que la pérdua d’ErbB2, indicant que

ErbB2 i ErbB3 funcionen com una unitat oncogénica (Holbro et al., 2003).

ErbB4 és el receptor de la familia menys descrit en tumorigénesi, i de fet hi ha estudis
que I'hi atribueixen un paper de supressor tumoral i d’altres d’activitat oncogénica.
Mentre que la seva expressié és absent en tumors tant agressius com prostata o
pancrees i s’ha associat a bona prognosi en cancers de cérvix o ovari, s’ha observat
sobrexpressié en melanomes i tumors de pulmé afavorint la proliferacié, i en mama té
activitat oncogénica juntament amb ErbB2 (Lee et al., 2005; Mill et al., 2011; Naresh et
al., 2006; Rudloff and Samuels, 2010; Thybusch-Bernhardt et al., 2001).

No només les mutacions genétiques en el propi receptor poden alterar la seva regulacio,
provocant una activacié constitutiva d’aquests, siné que també existeixen mecanismes
de transactivacié que poden conduir a aquesta situacié. Un dels més rellevants involucra
a les proteines G associades a receptor (GPCRs), que estimulen les metaloproteases
encarregades del processament dels precursors dels lligands de la familia d’EGF induint

en consequéncia 'activacio del receptor (Daub et al., 1996; Hynes and Lane, 2005).

2.1.3 Terapies dirigides a receptors ErbBs

Les terapies dirigides, davant de la quimioterapia convencional, aporten més selectivitat
per a les cél-lules canceroses i redueixen els efectes secundaris, i en alguns tumors ja
s’han convertit en la primera linea de tractament (Arora and Scholar, 2005). Degut a que
els receptors ErbBs es troben activats de manera aberrant en multiples tumors humans,
s’han convertit en candidats excel-lents per a les terapies antitumorals dirigides. En
models preclinics el tractament de les cél-lules tumorals amb terapies dirigides a
receptors ErbBs afecta bloquejant les vies de PI3K/AKT, ERKs i STAT, i en
consequeéncia inhibeix la proliferacié de linies cel-lulars i el creixement de tumors

xenografts (Hynes and Lane, 2005).

Existeixen dos tipus d’inhibidors de receptors tirosina cinasa: el anticossos monoclonals
(mAb) que s’uneixen al lligand impedint la unié d’aquest o als dominis extracel-lulars
dels receptors, impedint la dimeritzacio; i les petites molécules inhibidores de tirosina
cinases (TKI) que inhibeixen I'activitat tirosina cinasa del domini intracel-lular dels

receptors (Figura 17) (Baselga and Swain, 2009). Els TKls s6n menys especifics que els
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mAbs, aportant més avatatges en poténcia d’inhibici6, ja que a una mateixa
concentracié en plasma poden inhibir més vies de senyalitzacié. Tot i aixi també
presenten més efectes secundaris que els mAbs. Un dels efectes secundaris més
comuns és la diarrea, i també s’ha descrit que poden presentar cardiotoxicitat i el
simptoma més greu descrit és la pneumonitis que s’ha relacionat en algun cas amb

gefitinib (Hervent and De Keulenaer, 2012).
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Figura 17. Existeixen dos tiups d’inhibidors dels
] RTKs; els anticossos monoclonals (mAb) i les petites
OO @@ molécu[es inhibidores dels dominis tirosina cinasa

(TKI) Figura adaptada de Hynes 2005 Nat.Rev.2005
(Hynes and Lane, 2005).

Senyalitzacio

La FDA actualment té aprovats diversos tractaments amb inhibidors dels receptors

ErbBs, tant anticossos monoclonals com TKils (veure taula 12).

Un d'ells és Cetuximab, un anticos monoclonal que bloqueja el domini d’unié a lligand
del receptor ErbB1. Esta aprovat per al tractament dels pacients amb cancer colorectal
metastatic (CRCm) refractaris al quimioterapéutic irinotecan i per als tumors de cap i coll
escamosos, en combinacié amb radioterapia. (Hynes and Lane, 2005; NCI, [updated
7/2012-cited 4/2013]). Pantitumumab és un anticds monoclonal que bloqueja la unié
d’'EGF i TGF-a al receptor ErbB1, i esta aprovat per al tractament de pacients de CRCm
ErbB1 positius, després de tractaments quimioterapéutics (NCI, [updated 1/2011-cited
4/2013]-b).

Gefitinib i erlotinib estan indicats per al tractament de tumors NSCLC que presenten
mutacions en ErbB1. Les cél-lules tumorals que duen la mutacié en el receptor
esdevenen dependents de la senyalitzacié d’aquest receptor, el que s’anomena addiccid
oncogenica (Weinstein, 2002), i conseqientment so6n més sensibles als tractaments
inhibitoris del receptor (Takeuchi and Ito, 2010). Com a conseqiiencia de la inhibicié del
receptor amb gefitinib es bloquejen les vies de proliferacié i supervivéncia cel-lular
ERK1/2 i AKT (Janmaat et al., 2003) i s'activen diversos mecanismes proapoptotics. La

inducci6 de I'apoptosi és el mecanisme majoritari de I'accié antitumoral de gefitinib; perd
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I'inhibidor d’ErbB1 també inhibeix el creixement cel-lular aturant les cél-lules en les fases
Go/G del cicle cel-lular (Takeuchi and Ito, 2010).

Dianes Indicaci6 de la FDA i any d’aprovacié

: CRCm ErbB1+ refractaris a irotecan (2004)
Cetuximab . . . L
(Erbitux®) ErbB1 Cancer de cap i coll escamds en combinacié amb
radioterapia (2006)
w Panitumumab ErbB1 CRCm ErbB1+ amb progressi6 després de
= (Vectibix®) quimioterapies (2006)
E Trastuzumab ErbB2 Cancer de mama metastatics ErbB2+ (1998)
(Herceptin®) Cancer gastric o de gastro-esofag (2010)
Cancer de mama metastatics ErbB2+en
Pertuzumab ErbB2 combinaci6é amb trastuzumab i docetaxel (2012)
Gef'“”'g ErbB1 NSCLC metastatic després de quimioterapia (2003)
(Iressa™)
NSCLC en monoterapia després de primera linia de
Erlotinib ErbB1 quimioterapia (2004)
(Tarceva®) Cancer de pancrees avangat en combinacié amb
) gemcitabina (2005)
ff Primera linia en cancer de mama metastatic
Lapatinib ErbB1 ErbB2+ en combinacié amb letrozole (2010)
(Tykerb®) ErbB2 Cancer de mama metastatic ErbB2+ en combinacié
amb capacetabina. (2007)
. ErbB1
Vandetanib | -\ 5o Cancer de tiroides metastatic (2011)
(Zactima™) RET

Taula I12. Inhibidors dels receptors ErbBs aprovats per us clinic per la FDA.

Un altre TKI que inhibeix ErbB1, és lapatinib, perd bloqueja de manera dual ErbB1 i
ErbB2 (Wood et al., 2004). Aquest farmac es va aprovar per la FDA, el 2007, per tractar,
en combinacié amb capecitabina, pacients de cancer de mama avangat o metastatic que
sobreexpressaven ErbB2 i ja havien rebut tractaments d’antraciclina, taxa i trastuzumab.
El 2010 la FDA va aprovar el tractament de lapatinib combinat amb letrozole, un
inhibidor de [Il'aromatasa, com a tractament de primera linia en pacients
postmenopausiques amb tumor de mama positiu per ErbB2 (NCI, [updated 1/2011-cited
4/2013]-a). Lapatinib funcionaria en pacients resistents a trastuzumab, degut a que la

resisténcia vindria ocasionada per la preséncia de receptors amb el domini extracel-lular
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truncat, de manera que lapatinib podria bloquejar lactivitat mentre que I'anticos
monoclonal no. Aquest fet a més a més evidenciaria que el receptor truncat seria un

potent oncogen (Baselga and Swain, 2009).

Recentment la FDA ha aprovat també vandetanib, un inhibidor també multiple que
bloqueja ErbB1, VEGFR?2 i el receptor tirosina cinasa RET, per tractar pacients adults de
tumor metastatic de tiroides que no poden ser operats (FDA, [uptadet 6/2011-
cited4/2013]).

Trastuzumab és un dels anticossos monoclonals més actius, i s’'uneix al domini IV de la
regié extracel-lular d’ErbB2 (Figura 14). Existeixen evidéncies precliniques que aquest
anticos bloqueja el creixement de cel-lules tumorals on la proliferacié és regulada pel
dimer ErbB2/ErbB3, i a part de I'activitat bloquejant de la senyalitzacié del receptor hi ha
evidéncies que trastuzumab també induiria citotoxicitat a la cél-lula (Baselga and Swain,
2009). Trastuzumab esta aprovat des del 1998 per la FDA per al tractament de cancer
de mama metastatic positiu per a ErbB2, ha mostrat tenir un impacte molt significatiu en
la supervivéncia d’aquests pacients i actualment ja esta aprovat també com a
monoterapia. Més recentment s’ha aprovat el seu Us per als tumors metastatics gastrics
o de gastro-esofag en combinacid6 amb quimioterapia (FDA, [updated 2/2013-cited
4/2013]).

Pertuzumab és un altre anticds monoclonal contra ErbB2, perd aquest s’'uneix al domini
Il de la regi6 extracel-lular del receptor (veure figura 14) que és el domini de dimeritzacio
d’ErbB2 amb altres receptors. Mentre trastuzumab trenca els heterodimers ErbB2/ErbB3
formats, independents de lligand (Junttila et al., 2009), pertuzumab bloqueja la formacié
del dimer depenent de lligand (Wehrman et al., 2006). Pertuzumab es va aprovar
recentment per la FDA per al tractament de pacients de cancer de mama metastatics
ErbB2 positius que no han rebut quimioterapia, en combinaci6 amb trastuzumab i
docetaxel (FDA, [updated 6/2012-cited 4/2013]).

De moment tots els inhibidors dels receptors ErbBs amb Us clinic estan dirigits a ErbB1 i
ErbB2, malgrat s’ha descrit ampliament que ErbB3 juga un paper important en
senyalitzacié oncogénica, encara no hi ha inhibidors aprovats per la FDA dirigits a ErbB3
o ErbB4. Tot i que si que existeixen anticossos monoclonals que bloquejen ErbB3 en
estudis preclinics (McDonagh et al., 2012; Schoeberl et al., 2009), i alguna fase clinica

que assaja I'is d’algun d’aquests anticossos monoclonals en tumors d’ovari o pulmé
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(www.clinicaltrials.org, Website Updated 2012 Aug.,cited 2013 Mar.18. cited 2013
Mar.18., cited 2013 Mar.18., cited 2013 Mar.18.).

2.1.4 ErbBs i tumors germinals testiculars

Pel que fa al paper dels receptors ErbBs en els TGTs, s’ha observat expressio d’'ErbB1 i
ErbB2, encara que la rellevancia clinica que podrien tenir no queda clara. Moroni et al.,
van ser dels primers en descriure la preséncia d’ErbB1 en tumors testiculars no
seminomatosos. Van veure expressidé d’ErbB1 en cél-lules positives per HCG i van
observar expressio d’ErbB2, TGF-a i pEGFR (el receptor fosforilat) en un 25, 36 i 27%
de tumors primaris no seminomatosos positius per ErbB1 (Moroni et al., 2001).
Hechelhammer et al. també van observar expressi6 d’ErbB1 en les cél-lules
sinciotrofoblastiques, positives per HCG, aixi com també en cél-lules estromals de
carcinomes embrionaris i en components epitelials de teratomes (Hechelhammer et al.,
2003). També s’ha observat expressié d’ErbB1 en un grup significatiu de tumors no

seminomatosos refractaris a la quimioterapia (Madani et al., 2003).

Encara que també existeixen altres estudis que treuen rellevancia a I'expressié d’ErbB1
en els tumors testiculars. Es aixi que Kollmannsberger et al. no obtenen cap rellevancia
en I'expressio d’ErbB1 ni d’ErbB2 en mostres de pacients resistents a CDDP. Pero que
utilitzen mostres d’origen primari, a diferéncia de a Madani et al., que fan servir mostres
metastatiques. Alguns analisis no han trobat amplificacié d’ErbB2 en TGTs (Pfister et al.,
2010), d’altres en canvi observen expressi6 d’ErbB1 i ErbB2 en TGTs no
seminomatosos perd sense correlaci6 amb l'estat o prognosi clinic (Duran et al., 2010;

Ghavamnasiri et al., 2010).

Aixi doncs tot i els estudis que descriuen expressié d’ErbB1 i ErbB2, i la implicacié
d’aquests receptors en el desenvolupament de les cél-lules germinals testiculars
(Toyoda-Ohno et al., 1999; Wahab-Wabhlgren et al., 2003), la contribuci6 dels receptors

ErbBs en la tumorigénesi dels TGTs no queda clara.
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2.2 Receptors dels factors de creixement derivats de plaquetes
(PDGFRs)

2.2.1 Familia de receptors PDGFRs

La familia de receptors del factor de creixement derivat de plaquetes (PDGFR, de
'anglés: platelet-derived growth factor receptor) esta formada per a dos membres, el
PDGFRa i el PDGFRp, que tenen diferent afinitat pels ligands PDGF (platelet-derived

growth factor).

De lligands PDGF n’hi ha quatre: PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C i PDGF-D. Les formes
biologicament actives d’aquests lligands s6n formant homodimers (AA, BB, CC, DD) o
'heterodimer AB. La uni6é dels lligands als receptors indueix la dimeritzacié dels
receptors i I'activacié dels seus dominis tirosina cinasa. Les combinacions teodriques i
observades in vitro d’aquests lligands amb els receptors s6n multiples, tot i aixi in vivo
només hi ha evidéncies funcionals de les interaccions dels lligands PDGF-AA i PDGF-
CC amb r'homodimer de PDGFRa, i dels ligands PDGF-BB amb I'homodimer
PDGFRp (Andrae et al., 2008).

Els receptors estan formats per cinc dominis d'immunogluobulines extracel-lulars, i a la
regié intracel-lular els receptors tenen un domini tirosina cinasa partit, amb nombrosos
residus tirosina que sbén fosforilats en l'activacid dels receptors. Aquests residus
fosforilats esdevenen punts d’anclatge per diversos components que generaran diferents
senyals. S’hi pot unir GRB2, que activa la via de les ERKs activant la proliferacié
cel-lular; la subunitat p85 de la PI3K que activa la via de PI3K/AKT promovent
supervivéncia i sintesi proteica; i per ultim s’hi pot unir PLCy (fosfolipasa Cy) que indueix
tant la via PI3K com la via DAG/PKC (diacyiglycerol/protein kinase C) que contribueix a
la proliferacié cel-lular (Figura 18) (Berridge, 2012).

Les funcions bioldgiques de la via de PDGF inclouen regulacié de la proliferacié cel-lular
i supervivéncia, angiogénesi, migracié cel-lular, reorganitzacio del citoesquelet i
implicacidé en el desenvolupament embrionari com la gastrulacié o la formacié de varis

organs com el pulmé i I'intesti (Andrae et al., 2008).
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Figura 18. Activacié dels PDGFRs. La unié dels lligands en els receptors PDGFRs provoca la
seva dimeritzacié i consequent activacié. Els residus tirosina del domini intracel-lular es
fosforilen generant punts d’anclatge a GRB2, que activa la via de les MAPK-ERK; o p85 i
PLCy que activen la via de PI3K/AKT. Figura adaptada de Berridge et al., 2012. (Berridge,
2012).

2.2.2 PDGFRs i cancer

Hanahan i Weinberg van descriure el segell identificatiu dels tumors amb diferents
habilitats i caracteristiques adquirides, actualitzat recentment: l'autosuficiéncia en
senyals de creixement, la insensibilitat als senyals d’anticreixement, la resisténcia a la
mort cel-lular, la induccié de I'angiogénesi, la capacitat d’induir invasioé i metastasi, el
potencial replicatiu il-limitat, la desregulacioé del sistema energétic cel-lular i la capacitat
d’evitar la destruccié immunoldgica (Hanahan and Weinberg, 2011). Varis estudis han
involucrat la senyalitzaci6 de PDGF/PDGFR en loops regulatoris autocrins que aporten
autosuficiéncia de senyals de creixement en cél-lules tumorals. També existeixen
evidéncies experimentals que impliquen la senyalitzaci6 de PDGF/PDGFR en
I'angiogénesi tumoral, i en la invasi6 i la metastasi de cél-lules tumorals. Aixi doncs la
senyalitzaci6 de PDGF/PDGFR estaria implicada com a minim en tres dels processos

caracteristics tumorals descrits per Hanahan i Weinberg (Andrae et al., 2008).
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L’expressi6 de PDGF/PDGFRs s’ha observat en cél-lules tumorals de glioma, i un dels
mecanismes proposats d’activacié de PDGF en gliomes és via TGF-$. Bruna et al. van
descriure que la senyalitzacié6 de TGFB promou la proliferacié tumoral a través de la
inducci6 de la transcripcié i secrecié de PDGF-B en gliomes, quan el gen de PDGF-B no

es troba metilat (Bruna et al., 2007).

Per altra banda s’han descrit multiples alteracions genétiques, com amplificacions,
translocacions o mutacions, en els gens de PDGF i PDGFRs en varis tipus de tumors
diferents. Aixi per exemple es troba sobrexpressi6 de PDGFRa en la majoria dels
gliomes; mutacions que activen PDGFRa de manera constitutiva en la majoria de GISTs
(tumor de I'estroma gastrointestinal); i multiples translocacions del gen de PDGFRp en

leucémies mieloides (Andrae et al., 2008).

La senyalitzacié autocrina de PDGF ha estat vinculada a glioblastomes i sarcomes, on
actua de manera paracrina promou l'estroma tumoral, tant els fibroblasts tumorals com
'estroma vascular. S’ha observat doncs com I'expressi®6 de PDGF-B promou el
reclutament dels pericits en I'angiogénesi tumoral. S’ha descrit que el PDGF-B secretat
per les cél-lules endotelials promou la proliferaci6 i la difusi6é del pericits i les vSMCs (de
I'anglés vascular smooth muscle cells) en el procés de I'angiogénesi i I'arteriogénesi. De
fet molts dels defectes detectats en ratolins knockout per PDGF-B i PDGFRp sén
defectes vasculars (Andrae et al., 2008; Carmeliet and Jain, 2011). En aquest context
cal dir que en condicions fisiologiques el receptor PDGFRp s’expressa en les vSMC i en
pericits, i el seu lligand, PDGF-B, s’expressa principalment en cél-lules endotelials,
megacariocits i neurones (Andrae et al.,, 2008). Desordres en la senyalitzacié de
PDGF/PDGFRs s’han observat en diferents malalties vasculars aixi com en

I'angiogénesi tumoral.

2.2.3. Terapies dirigides a PDGFRs

El métode més eficag per bloquejar la senyalitzacié via PDGFR és la inhibicié de
l'activitat cinasa dels receptors amb TKils. Els inhibidors desenvolupats fins ara no sén
completament especifics pels PDGFRs i també bloquegen c-KIT i FIt3 (de I'anglés, FMs-

like tyrosine kinase 3), dos RTKs amb una estructura molt semblant.
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Imatinib és un TKI que bloqueja PDGFRa. i —B, la proteina de fusié ber-abl, i el receptor
c-KIT i FIt3. Aquest farmac esta aprovat per la FDA per al tractament de la leucémia
mieloide cronica positiva per al cromosoma Filadelfia i per als GIST que contenen una
mutacié activadora en c-KIT o PDGFRa (FDA, [updated 1/2013-cited 4/2013]; Ksienski,
2010).

Sorafenib és un altre inhibidor multidiana, que inhibeix els PDGFRs, els tres receptors
de la familia del receptors de factors de creixement d’endoteli vascular (VEGFR, de
'anglés: vascular endothelial growth factor receptor), VEGFR-1,-2 i -3, i la serina
treonina cinasa RAF-1 (Wilhelm et al.,, 2006). Va ser el primer inhibidor multidiana
aprovat per la FDA, l'any 2005, i es va aprovar per al tractament de pacients amb
carcinoma de cel-lula renal (RCC). Dos anys més tard es va aprovar el seu Us per al
tractament de pacients amb tumor hepatocel-lular (HCC) no extirpable (NCI, [updated
11/2010-cited 4/2013]).

Sunitinib és un inhibidor multidiana amb un espectre semblant a sorafenib. Els
principals RTKs inhibits per sunitinib son PDGFRa i PDGFRB, VEGFR-1,-2 i -3, c-KIT,
CSF1 (receptor de tipus | de factor estimulador de colonies), FIt3 i RET (Mendel et al.,
2003). Sunitinib inicialment es va aprovar per la FDA per al tractament pacients de RCC
avancgat i per pacients de GIST resistents a imatinib. Actualment també s’utilitza en el
tractament de pacients amb tumors neuroendocrins en pancrees no extirpables o
metastatics (NCI, [updated 5/2011-cited 4/2013]), i la seva eficacia antitumoral i
antiangiogénica s’ha observat preclinicament en molts altres models tumorals com

colon, pulmé o melanoma (Faivre et al., 2007).

Mentre imatinib i sunitinib sén dos TKls de primera generacio, pazopanib és un TKI de
segona generaci6 amb una elevada especificitat per VEGFR-1, -2 i -3, PDGFRa i
PDGFRB, i c-KIT. Diversos estudis preclinics in vivo han demostrat com pazopanib
inhibeix el creixement tumoral de models xendgrafts de tumors de colon, melanoma,
prostata, tumors renals, de mama i de pulmé (Kumar et al., 2007). Pazopanib ha
demostrat activitat antitumoral en clinica, i va ser aprovat per la FDA per al tractament
de pacients amb RCC avangat, i més recentment per al tractament de pacients amb
sarcoma de teixit tou avancgat, que han rebut préviament quimioterapia (FDA, [updated
4/2012-cited 4/2013]). També s’esta avaluant I'activitat antitumoral de pazopanib en
diversos estudis clinics com en cancer de mama, on resultats preliminars de diferents

estudis en fase |l mostrarien activitat de pazopanib administrat individualment o bé en
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combinacié amb lapatinib en tumors ErbB2+ (Schutz et al., 2010). Pazopanib també ha
mostrat una activitat significativa en tumors de tiroides (Schutz et al., 2010), en NSCLC,
on s’esta avaluant el seu Us com a agent individual o en combinacié amb quimioterapia
(Ulahannan and Brahmer, 2011). També s’estan realitzant estudis de fase | i Il en
tumors d’ovari resistents a cisplati o recaigudes sensibles administrant pazopanib en

combinacié amb Doxil (liposomal doxorubicin) (Clinicaltrials.gov, 2013 -e).

Un altre TKI que inhibeix els tres receptors de VEGF, els PDGFR i c-KIT, és axitinib.
Aquest ha estat aprovat recentment per la FDA per al tractament del RCC avancat en
cas de fallar les altres terapies estandards (FDA, [updated 1/2012-cited 4/2013]). En un
estudi de fase | va mostrar activitat en diversos tumors (Rugo et al., 2005), i s’estan
realitzant estudis més avancats en NSCLC amb axitinib com a agent individual o en

combinacié amb diferents agents quimioterapéutics (Ulahannan and Brahmer, 2011).

Dianes Indicacié de la FDA i any d’aprovacié
PDGFRao/B

Imatinib Bcr-abl Leucémia mieloide cronica (2001)
(Gleevec®) c-KIT GIST amb c-KIT 0 PDGFRo. mutats (2002)
Fit3
Sorafenib VEGDI?;TG/ZB 3 RCC avangat (2005)
(Nexavar®) RAI;-%- " HCC no extirpable (2007)
RCC avancat (2006)
Sunitinib PDGFRa/B GIST resistents a imatinib (2006)
® VEGFR-1,-2,-3 : . »
(Sutent”™) ] Tumors neuroendocrins de pancrees metastatics o no
c-KITiRET extirpables (2011)
Pazopanib Vg gﬁ: T“;B 3 RCC avancat (2009)
(Votrient®) Coer Sarcomes de teixit tou avancat (2012)
C-KIT
I PDGFRo/B
Axitinib VEGFR-1,-2,-3 RCC avancat (2012)
(Inlyta”) CKIT

Taula I13. Inhibidors dels receptors ErbBs aprovats per us clinic per la FDA.

2.2.3.1 L’activitat antiangiogénica dels inhibidors

Els ultims inhibidors descrits, a part de mostrar activitat antitumoral també presenten
activitat antiangiogénica, ja que bloquejen els receptors VEGFRSs; receptors implicats en

el procés angiogeénic, estimulant la migracié i proliferacié de les cél-lules endotelials. A
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més a més bloquejen els dos receptors de PDGF, PDGFRa i PDGFRp, que s’expressen
en la cél-lula tumoral perd també en les cél-lules murals, tenint també un paper clau en
I'angiogénesi (Folkman, 2007). Aixi doncs la inhibicié d’aquests receptors pot donar

I'efecte dual antitumoral i antiangiogénic.

L’activitat antiangiogénica de sunitinib s’ha demostrat tant in vitro com in vivo, on la seva
administraci6 ha fet disminuir la microdensistat vascular, ha previngut la
neovascularitzacié en un model de tumor vascular i ha reduit la formacié de metastasis
pulmonars en un model de carcinoma de Lewis (Mendel et al.,, 2003; Osusky et al.,
2004). Aixi com també ha estat demostrada una activitat antiangiogénica per part de
pazopanib, on s’ha observat que aquest inhibidor bloqueja la proliferacié de les cél-lules
endotelials HUVEC induida per VEGF; i també s’ha observat com pazopanib bloqueja
I'angiogénesi induida per VEGF o bFGF (basic fibroblast growth factor, o FGF2) en un
model de cornia de ratoli o en models de matrigel implantat en ratoli (Kumar et al.,
2007).

2.3 Vies de senyalitzacio dels RTKs

Fins ara hem comentat dues families de receptors tirosina cinasa (RTKs), ambdues
involucrades en la progressié tumoral. Tant els receptors ErbBs com els PDGFRs,
s’activen per la unié de lligand i els residus fosforilats de tirosina esdevenen ports
d'anclatge a proteines que iniciaran diverses cascades de senyalitzacié. A continuacio
volem comentar les principals vies de senyalitzacié efectores d’aquestes dues families
de RTKs; la via de PI3K/AKT, la cascada de les ERKs i la via d'activacio STATS3.

2.3.1 PI3K/AKT

Les PI3K (phophatidylinositol 3-kinase) son una familia de cinases que fosforilen el
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfat (PIP2) per generar el fofatidilinositol-3,4,5-trifosfat (PIP3),
reaccidé que pot ser revertida per la PIP3 fosfatassa PTEN (Figura 19). Les PI3K de la
classe IA sén les que s’activen pels RTKs. Sén heterodimers formats per una subunitat
reguladora (p85) i una subunitat catalitica (p110); on la subunitat reguladora és la que
interacciona amb els residus fosforilats de les regions intracel-lulars dels RTKs. Aquesta

interaccidé atura la inhibicié que p85 fa sobre p110 obtenint una activitat completa de la
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PI3K. La cinasa activa és reclutada a la membrana per fosforilar PIP2 (Engelman et al.,
2006). AKT (o PKB) és una serina/treonina cinasa amb un domini que interacciona amb
PIP3 en la membrana plasmatica. Aquesta unié produeix un canvi conformacional que
permetra que PDK1, també a la membrana plasmatica, fosforili el residu Thr308
conferint una activitat parcial a AKT. Es la fosforilacié d’'un segon residu, el de la Ser473,
la que aporta l'activaci6 complerta a AKT. Aquesta fosforilaci6 és realitzada per

mTORC2 (el complexe 2 d'mTOR, de I'anglés mammalian target of rapamycin) pero els

mecanismes que regulen aquesta activitat del complexe encara sén desconeguts.
(Pearce et al., 2011).

PIP2 PIP2 PIP3 PIP2  PIP3

AKT ), S
s g AN

Creixement, proliferacio, supervivéncia

RTKs p110c AKT PTEN
Amplificacio Amplificacio Amplificacio Pérdua
Mutacio Mutacio Mutacio Mutacio

Figura 19. Mutacions i alteracions associades a cancer que alteren la via de PI3K/AKT.
Figura adaptada de Yuan TL i Cantley LC,Oncogene, 2008. (Yuan and Cantley, 2008)

S’han identificat fins a 130 substrats d’AKT i quan s’activa inicia cascades de
transduccié de senyals que aporten canvis funcionals en la cél-lula; i és que s’ha descrit
AKT en un paper central en la regulacié6 del metabolisme, o en el creixement i la

supervivéncia cel-lular (Figura 110) (Manning and Cantley, 2007; Pearce et al., 2011).

AKT promou la supervivéncia cel-lular bloquejant directament proteines proapoptotiques
com BAD, la procaspasa 9 i els factors de transcripcié que activen gens entre d’altres
involucrats en apoptosi, com FOXO o p53 a través de I'activacié del seu regulador
negatiu MDM2. AKT també té un efecte en la supervivéncia cel-lular mitjancant
I'activacié de vies d’absorcié de nutrients i metabolisme. Per exemple, AKT estimula el
transport de glucosa en resposta a la insulina, i permet la translocacié a la membrana
del transportador de glucosa Glut4; FOXO1 també pot contribuir a 'homeostasia de la
glucosa, o pot regular el metabolisme de lipids regulant GSK3 (glycogen synthase
kinase 3), que alhora esta involucrada en apoptosi o proliferacié (Manning and Cantley,
2007).
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L’activacié del complexe mTOR1, a través de la fosforilaci6 de TSC2 i PRAS40
mitjangant AKT, contribuira a diversos processos involucrats en metabolisme,
creixement, proliferaci6 o angiogénesi. Per altra banda I'activaci6 d’AKT estimula la
proliferacio cel-lular promovent I'exclusié nuclear de p27 o p21 dos inhibidors de cinases
dependents de ciclines reguladores del cicle cel-lular, evitant I'aturada del cicle cel-lular;
o activant GSK3 que controla també a ciclines de la fase G1 (Manning and Cantley,
2007).

Proliferacié

Creixement

Angiogénesi

Figura 110. Funcions cel-lulars desencadenades per l'activacié d’AKT. La fosforilacié
d’AKT regula l'activacié (fletxes) o la inhibicié (fletxes tallades) de diversos substrats, i
contribueix a la regulaci6 de processos cel-lulars com la supervivéncia, proliferacio, el
transport de glucosa, I'angiogénesi, metabolisme o creixement. Figura adaptada de Manning
BD i Cantley LC, Cell, 2007 (Manning and Cantley, 2007).

Aixi doncs una sobreactivacié de la via PI3K/AKT pot desembocar en alteracions en
aquests processos cel-lulars afavorint la tumorigénesi. Les alteracions descrites que
poden provocar aquest efecte s6n mutacions activadores o amplificacions de PI3KCA, el
gen que codifica per p110a (una subunitat de p110), la pérdua de PTEN, mutacions en
AKT o 'amplificacié o sobreactivaciéo de RTKs (Figura 19) (Yuan and Cantley, 2008). Es
troben mutacions activadores en AKT o en la subunitat p110a de PI3K en el 5% o el
25% dels tumors de mama respectivament. També s’ha vist per exemple que nivells
baixos de PTEN contribuien a la resisténcia a trastuzumab en tumors de mama ErbB2+
(Nagata et al., 2004). Diversos inhibidors de la via PI3K/AKT estan en desenvolupament,
ja sigui inhibint només PI3K, mTORC o AKT, o inhibidors duals de PI3K i mTORGC,; i
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alguns ja han estat aprovats per la FDA. Com és el cas d’everolimus, un inhibidor
d'mTOR, que va ser aprovat el 2009 per el tractament en RCC quan ha fallat sunitinib o
sorafenib, i posteriorment es va aprovar per a tumors de mama ErbB2 negatius o tumors
neuroendocrins amb origen pancreatic, entre d’altres (FDA, [updated 7/2012-cited
4/2013]).

Com ja hem comentat, les dues families de RTKs comentades en aquest estudi, ErbBs i
PDGFRs, activen la via de PI3K/AKT. Els receptors ErbBs s’uneixen directament a p85,
com ErbB3 que conté sis punts d’unio, o a través d’'una proteina adaptadora GAB1, com
és el cas d’ErbB1 (Figura 16) (Hynes and Lane, 2005). Els PDGFRs poden activar la via
de les PI3K unint-se a la subunitat reguladora p85, o activant la PLC (Berridge, 2012),
que hidrolitza a PIP2 generant DAG (diacilglicerol) i PIP3 (Katan, 1998).

En conseqliéncia a la inhibici6 d’ErbB1 amb gefitinib es bloquejen les vies ’ERK1/2 i
AKT (Janmaat et al., 2003), provocant entre d’altres una parada en el cicle cel-lular en
G1 i S; l'activitat d’AKT s’ha determinat com a indicador molecular de resposta a
inhibidors d’ErbB1 (Takeuchi and Ito, 2010).

2.3.3 Cascada de les MAPK ERK

Les vies de les proteines cinases activades per mitogen (MAPK) controlen diversos
processos fonamentals per la cél-lula, com s6n el metabolisme, supervivéncia, mitosis o
apotosi. En els mamifers existeixen tres grups de MAPK; les JNK, les p38 o les ERKs.
Les MAPK soén les ultimes d'una cascada de tres cinases activades seqliencialment per
fosforilaci6. Aixi doncs les MAPK3 fosforilen les MAPK2, i aquestes activen per

fosforilacié a les MAPK.

Les JNK s’activen sobretot per estrés cel-lular i activen, entre d’altres, els factors de
transcripcio Jun, p53 o SMAD4, i inactiven STAT3. Les JNKs s’han descrit involucrades
en molts processos cel-lulars, entre d’altres processos tant importants com l'apoptosi, la
resisténcia a la insulina en la diabetis tipus Il, I'autofagia o la resposta inflamatoria
(Bogoyevitch et al., 2010). Les p38 s’activen també per estrés i per citocines
inflamatories, compartint molts dels estimuls amb les JNKs. Els seus substrats soén
alguns factors de transcripcié com NF-kB o p53, entre molts d’altres; i la seva activitat és

critica en la resposta immune i inflamatoria (McKay and Morrison, 2007).
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Les ERK1 i ERK2 s’activen sobretot per factors de creixement, a través de la cascada
de les MAPK RAS-RAF-MEK-ERK. La famila de les GTPases RAS esta composta per
tres membres: KRAS, HRAS i NRAS. Aquestes GTPases es troben ancorades a la
membrana citoplasmatica i s’activen amb l'estimulacié dels RTKs. La fosforilacié dels
residus de tirosina dels receptors crea punts d’anclatge per a la proteina adaptadora
GRB2, que recluta al factor d’intercanvi de nucledtids SOS. Aquest intercanvia la
guanosina difosfat (GDP) unida a RAS per una guanosina trifosfat (GTP) i activa la
GTPasa, que podra interactuar amb diversos substrats. Uns dells sén les
serina/treonina cinases RAF. La interacci6 de RAS amb RAF fosforila i activa a RAF.
RAF, que actua de MAPK cinasa cinasa (MAPKKK), fosforila a MEK1/2 en dos residus
de serina, i en consequéncia aquestes fosforilen a ERK1/2 en un residu de treonina i un
de tirosina. Les cinases ERK un cop actives fosforilen la proteina RSK, i ambdues es
transloquen al nucli on activen a diversos factors de transcripci6 com c-Myc, c-Fos o
STAT3 modificant processos cel-lulars com la sintesi de proteines, proliferacié o

supervivéncia. (Figura 111) (Santarpia et al., 2012).
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Figura I111. Via de senyalitzaci6 RAS-RAF-MEK-ERK. Figura adaptada de Pratilas CA and
Solit DB, Clin.Can.Res. 2010 (Pratilas and Solit, 2010).
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Aquesta cascada de transducci®é de senyals es troba activada en molts tumors
mitjangant diversos mecanismes, com poden ser alteracions en l'activacié del RTK,
pérdua del supressor tumoral NF1 (neurofibrominina 1) que bloqueja RAS, o per
mutacions en RAS, BRAF o MEK1/2. Els nivells d’ERK regulen també un feedback loop
negatiu, i una alteracié en els membres d’aquesta via reguladora també podria afectar

I'activacié de la via (Figura 111) (Pratilas and Solit, 2010).

La translocacié d’ERK1/2 al nucli és essencial per la progressi6 de la fase G1 a S. La
seva senyalitzaci6 també promou la supervivéncia cel-lular per dues vies, inactivant
components proapoptotics i incrementant la transcripci6 de gens de supervivéncia.
ERK1/2 per exemple fosforila els factors de transcripci6 FOXO promovent la seva
degradacio via proteasoma. Aquests factors de transcripcié quan estan actius promouen
la transcripci6 de gens proapoptotics, i aixi ERK1/2 inhibeix diversos funcions
supressores tumorals. Per altra banda ERK1/2 també pot fosforilar Bim i Bad, dues
proteines proapoptotiques, induint aixi per diversos mecanismes I'apoptosi. Per altra
banda l'activaci6 I’ERK també s’ha associat a mort cel-lular. Un dels mecanismes
proposats és que sembla que l'activacié d’ERK1/2 disminueix I'activacié d’AKT, i per tant
promou la mort cel-lular per disminuciéo de la senyal de supervivéncia. Tot i aixi en
aquest camp els mecanismes encara son bastant desconeguts peré6 sembla molt que
depenen del tipus cel-lular, de I'estimul rebut i de la intensitat del senyal (Mebratu and
Tesfaigzi, 2009).

Les mutacions puntuals en la familia de gens RAS s6n molt frequients i es troben en el
30% dels tumors humans; aixi com tambeé es troba freqiientment mutat B-RAF, sobretot
en melanomes i tumors de tiroides i colon. Aixi doncs és una via diana per a les terapies
antitumorals, i existeixen diversos inhibidors dirigits a RAF o MEK. Sorafenib, un dels
inhibidors comentats anteriorment, va ser el primer inhibidor de RAF en entrar a la
clinica; i va ser desenvolupat inicialment com a inhibidor d’aquest efector, encara que
més endavant es va veure que també inhibia receptors com VEGFRs i PDGFRs. Tot i
aixi I'activitat limitada de sorafenib en pacients amb B-RAF mutat va accelerar I'aparicié
de més inhibidors de RAF de segona generacié, més selectius i més potents, i que
estan donant bons resultats sobretot en assajos clinics de melanoma (Santarpia et al.,
2012).

L’activacié d’ErbB1 estimula la via de RAS-RAF-MEK-ERK, i a més a més s’ha observat

que ERK pot induir sobrexpressioé dels lligands d’ErbB1 promovent un /oop autocri que
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afavoreix el creixement del tumor (McCubrey et al., 2007). Per altra banda ErbB1 activa
la fosfatassa MKP1, que activa preferencialment sobre les altres dues MAPK, p38 i JNK
inhibint-les (Takeuchi and Ito, 2010). Els altres ErbBs i els PDGFRs un cop actius també
tenen punts d’anclatge a GRB2, i activen la via de RAS-RAF-MEK-ERK (Berridge,
2012).

2.3.4 Via de senyalitzacio STAT

La familia de les proteines STAT (transductores de senyals i activadores de transcripcid)
esta formada per set membres: STAT1, 2, 3, 4, 5a, 5b i 6. S6n proteines que dimeritzen
i quan estan actives es transloquen al nucli i s'uneixen a elements especifics del DNA.
També poden formar tetramers augmentant la seva estabilitat en la unié6 al DNA i
incrementant també lactivitat transcripcional. Contenen un domini SH2 (domini src
homoleg) amb el que poden interaccionar els dos mondmers STAT i que també permet
la interaccidé amb receptors fosforilats, o amb les cinases JAK i SFK (Src family kinases),

que fosforilaren i activen STAT (Levy and Darnell, 2002).

Les JAK s’uneixen constitutivament als receptors d’interleucines i citocines, que les
activen en resposta a lligands externs: Les JAK fosforilen els receptors creant punts
d’anclatge per les STAT, que un cop unides també fosforilaran i activaran (Lai and
Johnson, 2010). La c-Src també interacciona amb RTKs com ErbB1 i VEGFR, i en
consequeéncia activa a STAT3. Pero aquest també es pot activar de manera independent
a JAK i a c-Src fosforilant-se directament per les cinases dels RTKs, com ErbB1,
PDGFRs i CSF-1R (colony stimulating factor-1R) (Silva, 2004; Vignais et al., 1996). Aixi
doncs s’ha observat que I'activacié d’ErbB1 condueix a I'activacié de STAT3 de manera
dependent o independent de JAK, i I'expressio del receptor fosforilat correlaciona amb la
fosforil-laci6 de STAT3 en pacients de NSCLC (Kluge et al., 2009; Lai and Johnson,
2010; Song et al., 2003).

En I'Gitima década STAT3 ha rebut una atencié especial degut a la seva intervencié en
varies vies de senyalitzacié oncogénica. STAT3 té un paper clau en el desenvolupament
embrionari, i en el creixement i supervivéncia cel-lular. S’ha observat que I'abséncia de
STAT3 afecta a la regeneracié hepatica i a 'homeodstasi de la glucosa. L’activacié
constitutiva d’'STAT3 s’ha vist implicada en oncogénesi hepatica, sobrerregulant gens de

proteines antiapoptotiques com Bcl-2 o la survivina, i bloquejant I'expressioé de p53. En
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el 50% de les linies cel-lulars humanes de carcinoma hepatocel-lular (HCC) es troben
nivells alts de STAT3 actiu (Subramaniam et al., 2012).

3 TERAPIA ANTIANGIOGENICA

3.1 L’angiogénesi tumoral

L’angiogenesi es la generacio de vasos sanguinis a partir d’altres preexistents, i existeix
tant a nivell fisioldgic com també patologic. L’angiogénesi fisiologica és fonamental en el
desenvolupament embrionari, perdo en l'individu adult els vasos sanguinis es troben
quiescents i 'angiogénesi només té lloc en el cicle reproductiu femeni, en la placenta
durant 'embaras i en la cicatritzacié de ferides. Un desequilibri dels factors que regulen
aquest procés donara lloc a malalties com desordres inflamatoris, oculars i
neurodegeneratius, i és que I'angiogenesi s’ha trobat implicada en més de 70 malalties
(Carmeliet, 2005). Entre totes aquestes patologies també hi trobem el cancer,en el que
s’ha demostrat que I'angiogénesi és un pas crucial en la tumorigénesi, no com a procés
iniciador de la malaltia, sind6 com a promotor de la progressio i la metastasi (Folkman,
2007; Hammers et al., 2010). De fet 'angiogénesi és un camp d’investigacié ampliament
explorat des que Judah Folkman en va proposar el vincle amb la progressié tumoral
'any 1971 (Folkman, 1971).

El procés angiogénic esta regulat per la preséncia de factors estimuladors i inhibidors
angiogeénics, i l'equilibri entre aquests manté I'homeodstasi i la quiescéncia de la
vasculatura. Un desequilibri d’aquests factors, com un augment dels estimuladors, fara
que s’activi el procés angiogénic, efecte que s’anomena el switch o canvi angiogénic
(Hanahan and Folkman, 1996). Les cél-lules tumorals secreten diversos factors
proangiogénics com PDGF-B, bFGF o VEGF, que induiran la formacié de nous vasos
(Figura 112) (Folkman, 2007).

VEGF, o VEGF-A, és el principal efector proangiogénic de sis membres que composen
la seva familia. Aquests factors s’uneixen als receptors VEGFR-1 (Fit-1), VEGFR-2 (Flk-
1) i VEGFR-3 (Flt-4), on és el segon receptor al que s’uneix principalment VEGF-A.
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També s'ha vist que s’uneix a VEGFR-1, perd la seva implicacié en els processos
angiogénics no esta clara. La uni6 del lligand al receptor indueix la dimeritzaci6é d’aquest
i l'activacié de les vies de senyalitzacié que intervenen en I'angiogénesi, entre elles les
MAPK i PI3K/AKT. El VEGF secretat per les cél-lules tumorals s’'uneix a VEGFR-2 o les
neuropilines, ambdds receptors expressats en les cél-lules endotelials, estimulant la
permeabilitat vascular i la proliferacié i migracié de les cél-lules endotelials. En canvi el
VEGF secretat autocrinament, per les mateixes cél-lules endotelials, manté

I’'homeostasis vascular (Carmeliet and Jain, 2011; Kowanetz and Ferrara, 2006).
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Figura 112. El tumor secreta factors angiogénics que estimulen I’angiogénesi. El tumor
secreta factors, com VEGF, PDGF-B, bFGF o ANGPT-2, que estimulen el procés angiogéenic.
Adaptada de Folkman, J. (2007) Nat. Rev.Drug Discov.(Folkman, 2007)

Un altre factor angiogénic alliberat per les cél-lules tumorals és I'angiopoietina-2
(ANGPT-2) (Figura. 112). Aquesta competeix amb [l'angiopoietina-1 (ANGPT-1) pel
receptor Tie-2 expressat en la cél-lula endotelial. Mentre que 'ANGPT-1 ajuda a
estabilitzar la vasculatura i a mantenir I'estat quiescent dels vasos sanguinis; TANGPT-2
augmenta la migracié de les cél-lules endotelials afavorint el brot dels vasos per formar-

ne de nous, promou el desenganxament dels pericits que recobreixen aquests vasos i la

40



INTRODUCCIO

degradaci6 de la membrana basal vascular. Aquest darrer procés també es veu afavorit
per la preséncia de les metal-loproteinases (MMPs), que poden ser alliberades per les
cél-lules tumorals i per les cél-lules endotelials estimulades per VEGF. També participen
en la degradaci6é de la matriu extracel-lular, procés necessari per permetre la migracié

de les cél-lules endotelials (Carmeliet and Jain, 2011; Folkman, 2007).

Tal i com hem comentat en apartats anteriors, PDGF-B també és un factor important en
I'angiogénesi, i pot ser alliberat també per les cél-lules tumorals. La seva preséncia, aixi
com la de TANGPT-1 o TGF-B, estimula el reclutament de les cél-lules murals (pericits i
vSMC) que recobriran les cel-lules endotelials; procés necessari per aconseguir la
maduresa, estabilitat i funcionalitat dels vasos (Carmeliet and Jain, 2011). PDGFRp
s’expressa en les cél-lules murals, de manera que quan es sobreexpressen els seus
lligands els vasos estan més coberts per aquestes cél-lules i s’observa una acceleracio
del creixement del tumor. Per altra banda perd quan s’inhibeix el PDGFRp el
reclutament de pericits disminueix i s’observa un increment en I'apoptosi de les cél-lules
endotelials (Carmeliet, 2005).

bFGF va ser un dels primers factors angiogénics descoberts, i altres membres de la
mateixa familia també estan involucrats en aquest procés. Els FGFs estimulen els
receptors FGFRs de les cél-lules endotelials, o bé indueixen lalliberament d’altres
factors angiogénics per altres tipus cel-lulars. Nivells baixos d’aquests factors sén
necessaris per al manteniment de la integritat vascular, i la completa inhibici6 dels

receptors provoca la desintegracié dels vasos (Carmeliet and Jain, 2011).

3.2 Terapies amb inhibidors angiogénics, dirigides a VEGFRs

Bevacizumab (Avastin®) és un anticos monoclonal que s'uneix a VEGF i bloqueja la
unié amb els receptors, i s’ha observat que la terapia amb bevacizumab pot prevenir la
formacié de nous vasos millorant I'estabilitzacié de la malaltia i frenant la progressio
tumoral (Kabbinavar et al., 2005). Bevacizumab va ser el primer inhibidor de
I'angiogenesi aprovat per la FDA per al tractament de pacients amb tumor colorectal
I'any 2004, i actualment també esta aprovat en combinacié amb quimioterapéutics per al
tractament dels tumors colorectals metastatics progressius (2013). Actualment ja esta
aprovat també per al tractament de pacients de NSCLC no extirpable, avangat o

metastatic, en combinaci®6 amb CDDP o placlitaxel (2006); com a segona linia de
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tractament en glioblastomes (2009) i en RCC metastatic en combinacié amb interferé-o
(2009) (NCI, [updated 1/2013-cited 4/2013]).

Més endavant se’n van anar desenvolupant més que també s’han aprovat per al
tractament en pacients, com els TKIs ja comentats en I'apartat 2.2.3: sorafenib, sunitinib,
pazopanib o axitinib. Quatre TKls que entre daltres receptors, inhibeixen els tres
receptors de la familia dels VEGFRS i els PDGFRs, també implicats en angiogénesi. En
d’altres inhibidors es va observar I'activitat antiangiogénica desprées d’haver-se aprovat,
és el cas per exemple de bortezomib, aprovat I'any 2003 com a inhibidor del proteasoma
per el tractament del mioloma multiple, que més endavant es va demostrar que exercia

també activitat antiangiogénica (Folkman, 2007).

L’eficacia de les terapies antiangiogéniques esta basada en que el creixement tumoral
és angiogénic-dependent; en que els tumors detectables sén aquells que han passat de
I'estadi microscopic gracies l'estimulacid angiogenica; i en que la cél-lula endotelial,
diana principal de la terapia antiangiogénica, é€s genéticament estable en comparacio
amb la cél-lula tumoral (Folkman, 2006). Tot i aixi s’esta observant que en alguns
tumors les terapies que bloquejen VEGF, com bevacizumab o sunitinib, si que aporten
una millora en la supervivéncia lliure de progressio, perd no en allargar la supervivéncia

general, apareixent malignitzacions dels tumors.

S’han proposat diversos mecanismes per explicar aquesta resisténcia a les terapies
antiangiogéniques que impliquen canvis en les cel-lules tumorals, endotelials o
estromals (Bergers and Hanahan, 2008; Carmeliet and Jain, 2011). A més a més alguns
estudis demostren que el bloqueig de VEGF incrementa la hipdxia i indueix un estat
inflamatori pro-tumorigénic, i promou la invasioé i la metastasi malgrat la inhibicié del
creixement del tumor primari i I'increment en supervivéncia (Ebos et al., 2009; Paez-
Ribes et al., 2009).

3.3 PDGFRs i terapies antiangiogéniques en tumors germinals

testiculars

S’ha descrit implicaci6 dels PDGFRs en el desenvolupament embrionari testicular
(Basciani et al., 2010). Aixi per exemple, ratolins pdgfa'/' postnatals presenten tamanys
de testicles reduits, reduccidé de la poblacié de cél-lules de Leydig i de testosterona

circulant (Andrae et al., 2008). S’ha involucrat també a PDGFRp en la regulaci6 de la
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proliferaci6 i migraci6 dels gonocits, els progenitors de les ceél-lules mare

espermatogonies, en el desenvolupament embrionari (Basciani et al., 2008).

L’amplia implicaci6 de la senyalitzaci6 aberrant de PDGF/PDGFR en diferents
neoplasies i malalties i el rol en el desenvolupament embrionari testicular, fa que la via
de PDGF/PDGFR sigui una via a estudiar en la tumorigenesi dels tumors testiculars. Aixi
doncs en una série de 51 pacients amb TGTs es van detectar nivells de PDGF en sérum

significativament augmentats comparats amb sérum no tumoral (Bentas et al., 2003).

Com en altres neoplasies, en els TGTs s’ha suggerit un rol de I'angiogénesi en el
desenvolupament i la progressié tumoral. Viglietto et al. van observar com en les
neoplasies testiculars, comparades amb els testicles normals, es detectaven nivells més
elevats d’expressi6 de VEGF i VEGFR i s’observava també un augment en la

microdensitat vascular (Viglietto et al., 1996).

c-KIT també esta implicat en el desenvolupament testicular, és un regulador clau de
'espermatogénesi, i el seu lligand SCF (de I'anglés stem cell factor) és produit per les
cél-lules de Sertoli en els testicles (Manova et al., 1990; Rossi et al., 1991). A més a
meés es un receptor que es troba expressat en el 80-100% dels TGT seminomes, encara

que en molt més baixa freqiiéncia en els no seminomatosos (Madani et al., 2003).

Aixi doncs els inhibidors de PDGFRs descrits anteriorment, i sobretot els que també
bloquegen els VEGFRs i també c-KIT, podrien ser uns bons candidats a testar com a

alternativa de tractament en els TGTs.
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MATERIALS | METODES

1 ANIMALS | ESTABULACIO

Per realitzar aquests estudis es van utilitzar ratolins mascles atimics nu/nu swiss de 5-6
setmanes d’edat i 20-22 g de pes (Harlan, Espanya). Els ratolins es van mantenir en
condicions de temperatura constant, de 20-25°C, i en condicions SPF (lliure de patogens
especifics) i esterilitat. La beguda i el menjar es va proporcionar ad libitum. Tots els
experiments es van realitzar en cabines de flux laminar vertical, i els procediments als
que van ser sotmesos van ser aprovats pel comité étic especialista en experimentacio
animal de I'IDIBELL i de la Generalitat de Catalunya.

1.1 Implantacié ortotopica de tumors germinals testiculars en

ratolins atimics

En aquest estudi s’ha treballat in vivo amb dos models ortotopics de tumors testiculars
de cél-lules germinals (TGTs) d’origen huma, el TGT38 i el TGT44. Ambdoés tumors han
estat establerts en el Laobratori de Recerca Translacional (LRT) de I'nstitut Catala
d’Oncologia (ICO) pel Dr. Alberto Villanueva. El seu creixement es va perpetuar en
ratolins atimics, utilitzant la técnica d’'implantaci6 ortotdpica en I'érgan d’origen del tumor

huma, en aquest cas els testicles.

El tumor a implantar s’extreia del ratoli donador just en el moment del sacrifici, i es
rentava amb medi de cultiu DMEM amb 10% FBS, 50 unitats/ml de penicil-lina i 50 pg/ml
d’estreptomicina, per garantir que el tumor estigués lliure de contaminacions. Un cop
extret es realitzaven fragments uniformes de 4x4 mm aproximadament, que es

mantenien en el medi de cultiu esmentat fins al moment d’'implantacié.

Els ratolins s’anestesiaven amb inhalacié6 d’isofluora, es desinfectava la pell de
'abdomen amb povidona iodada (Betadine) i es realitzava una incisié de la pell i la paret

de I'abdomen. A continuacié s’exterioritzaven els testicles col-locant-los sobre una gasa
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estéril. Un fragment del tumor huma a implantar es suturava a cada testicle, realitzant
tres punts amb un fil de sutura Prolene 7.0. El fragment de tumor es col-locava en una
zZona propera a vasos sanguinis, sense obstruir-los, i es subjectava amb tres punts de
sutura. Abans de tancar la laparotomia es posaven 5 gotes de sérum fisioldgic a la
cavitat abdominal per facilitar la rehidratacié de I'animal en el postoperatori. Un cop
acabada la intervenci6 es tancava la incisio, paret muscular i pell, amb grapes de 9 mm
(Becton-Dickinson) i es desinfectava altre cop la zona operada amb povidona iodada.
L’animal es deixava reposar sobre una gasa esteéril i es col-locava una lampara a una
distancia propera de la gabia per donar escalfor durant els 10 minuts fins que I'animal es
despertava. L’analgésic meloxicam 5 mg/kg s’administrava subcutaniament un cop
finalitzada la intervenci6 i els dos dies seglients a l'operaci6. Les grapes s’extreien

facilment 8-10 dies després, un cop s’observava cicatritzacié de la ferida.

Figura M1. Imatges de I'operacié d’implantacié del tumor TGT38 ortotopicament
en un ratoli atimic. a) fragments uniformes del TGT38 en medi DMEM (10% FBS, i
P/S). b) Es realitzava una incisi6 laparotdmica, en ratolins atimics anestesiats, i
s’externalitzaven els testicles del ratoli, on es suturarava un fragment de tumor utilitzant
el fil de sutura Prolene 7.0. c) Un cop estaven implantats els dos fragments es tancava
la incisi6 laparotomica amb dues o tres grapes de 9 mm. d) Administracié subcutania
de meloxicam 5 mg/kg el dia de la intervencio i els dos dies consecutius.

1.2 Models de tumors ortotopics testiculars utilitzats

En aquest estudi es van mantenir i utilitzar dos tumors TGTs in vivo, i es van estudiar

també mostres de TGTs per proteina i RNA:
Els tumors estudiats in vivo:

TGT38: coriocarcinoma pur procedent d’'un pacient no tractat amb CDDP que
presentava metastasis pulmonars. Aquest tumor va ser descrit per Castillo-Avila et al.
(Castillo-Avila et al., 2009).

TGT44: era un nou model de tumor testicular ortotdopic no descrit abans. Provenia

d’'una metastasi retroperitoneal de tumor testicular de components mixtes, on el pacient

46



MATERIALS | METODES

va presentar refractarietat a la primera linia de quimioterapia basada en CDDP. Un cop
implantat es va observar que el component crescut en el tumor ortotopic era el de sac

vitel-li.
Tumors dels que s’han obtingut mostres per estudiar expressié de proteines i mRNA:

TGT38R: variant resistent a CDDP del coriocarcinoma TGT38 que es va obtenir

mitjan¢ant 'administracié continuada de CDDP (Castillo-Avila et al., 2009).

TGT1: carcinoma de sac vitel-li que procedia d’'un pacient que no va ser tractat amb

CDDP i presentava metastasis pulmonars (Castillo-Avila et al., 2009).

1.3 Tractaments in vivo

1.3.1 Esquema de tractament dels experiments amb el TGT38

El TGT38 va ser tractat amb lapatinib, amb pazopanib i amb la combinacié d’ambdés
farmacs. Ambdés farmacs, lapatinib (Tyverb®) i pazopanib (Votrient®) van ser
proporcionats per GlazoSmithKline. Tots dos van ser dissolts en una solucié de 0,5% de
carboximetilcel-lulosa — 0,1% Tween 80 (Sigma). Els farmacs preparats es guardaven a

4°C i en condicions de foscor durant dues setmanes.

El moment d'inici dels tractaments era la detecci6 d’'una massa abdominal palpable,
aproximadament 12-15 dies després de la implantacié. Quan tots els ratolins
presentaven tumor es randomitzaven aleatdriament en els diferents grups de tractament,
tenint en compte possibles diferéncies de volum tumoral. Els tractaments finalitzaven
quan els tumors dels animals del grup control (ja que eren els tumors que creixien més)

afectaven al benestar dels animals. Els ratolins es sacrificaven per dislocacioé cervical.

En cap dels tractaments es va observar un efecte en el pes dels animals, i els animals

es mantenien saludables i actius durant els tractaments.
Les administracions orals van ser realitzades utilitzant una sonda orogastrica.
En I’experiment de lapatinib (apartat 1.1.2 de resultats):

Grup control: 7 animals, administrats amb solucié vehicle oral i diaria.
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Grup lapatinib: 9 animals amb administracio oral i diaria de lapatinib 100 mg/kg.

Aquests animals van ser tractats durant 13 dies.

En I’experiment de pazopanib (apartat 2.1.1 de resultats):

Grup control: 9 animals, administrats amb solucié vehicle oral i diaria.

Grup pazopanib: 8 animals amb administraci6 oral i diaria de pazopanib 100 mg/kg.

Aquests animals van ser tractats durant 17 dies.

Experiment amb lapatinib, pazopanib i combinacié de lapatinib-pazopanib (apartat
2.1.2 de resultats):

Grup control: 9 animals, administrats amb solucid6 vehicle oral i diaria. Dues

administracions diaries per compensar I'administracié en el grup combinacio.

Grup lapatinib: 7 animals amb administracié oral i diaria de lapatinib 100 mg/kg. Una
administracié suplementaria de vehicle per compensar I'administracié en el grup

combinacié.

Grup pazopanib: 8 animals amb administracié oral i diaria de pazopanib 100 mg/kg. Una
administracié suplementaria de vehicle per compensar I'administraci6 en el grup
combinacio.

Grup combinacié lapatinib — pazopanib: 6 animals amb administracié oral i diaria de

lapatinib 100 mg/kg i de pazopanib 100 mg/kg.

Els animals van ser tractats durant 13 dies.

1.3.2 Esquema de tractament de I’experiment amb el TGT44

El TGT44 va ser tractat amb pazopanib i amb CDDP (cis-diclorodiamino plati), obtingut
del departament de farmacologia de lInstitut Catala d’Oncologia. Pazopanib va ser
preparat en la mateixa solucié vehicle esmentada anteriorment, i CDDP es dissolia en

serum fisiologic.
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Com en el TGT38 el tractament del TGT44 va comencgar quan es va detectar una massa
intrabdominal palpable, i es va acabar quan el benestar dels animals de grup control es
veia afectat. Degut a que el creixement d’aquest tumor era molt més lent que el del
TGT38 els temps del tractament van ser molt diferents: es va comencar a tractar 6
setmanes després de la implantacid, i els animals es van tractar durant les 6 setmanes

seglents.

En cap dels tractaments es va observar un efecte en el pes dels animals, i els animals
es mantenien saludables i actius durant els tractaments. Les administracions orals van

ser realitzades utilitzant una sonda orogastrica.

Grup control: tres animals es van administrar amb la solucié vehicle de pazopanib de
manera oral i diaria, i amb administraci6 intraperitoneal de 4 dosis de sérum fisiologic,

una cada set dies.

Grup CDDP: tres animals es van administrar intraperitonealment amb quatre dosis

setmanals de 4 mg/kg de CDDP.

Grup pazopanib: quatre animals es van administrar amb pazopanib 100 mg/kg oralment

i diariament.

Cal afegir que el nombre d’animals per grup en aquest experiment és molt més baix
degut a un problema que vam tenir en el creixement del tumor, que va créixer tant sols
en un 50% dels ratolins. Aixi doncs de 18 animals implantats només 10 van presentar
creixement inicial del tumor. Aquests sén els que es van randomitzar en els tres grups

de tractament.

1.4 Obtencio i processament de les mostres tumorals

Al punt final dels experiments es sacrificaven els animals de tots els grups el mateix dia,
mitjancant dislocaci6 cervical. A continuacié es procedia a pesar i mesurar la llarga i
'amplada del tumor amb un peu de rei. Per obtenir resultats de volum tumoral es va

utilitzar la férmula segient: volum=llargada x (amplada2/2).

De cada pega tumoral es guardaven mostres congelades a -80°C per una posterior
obtencié d’'RNA o proteina; mostres congelades a -80°C en OCT (Tussue-Tek® Sakura)

per obtenir posteriorment talls congelats i realitzar immunofluorescéncies; i peces
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tumorals que s’incloien en parafina per realitzar immunohistoquimiques o tincions
d’hematoxilina-eosina. El protocol d’inclusié en parafina consistia en una primera fase de
fixacié dels tumors en formol 4% durant 24 hores, i una posterior deshidratacio, on les
peces tumorals passaven per una bateria d’alcohols i finalment xilol (1 hora en etanol
70%, 1 hora en etanol 96%, O/N en etanol 96%, 1h 30’ en cada un dels passos
segulents: 3 alcohols de 100%, i xilol), per acabar en un bany de parafina liquida a 60°C
O/N (over-night). Les mostres es guardaven posteriorment en la parafina refredada i

solida.

1.5 Calcul del coeficient de combinacio

En I'experiment on es van tractar els ratolins amb lapatinib, pazopanib i la combinacié
d’ambdés farmacs, vam calcular el coeficient de combinacié per analitzar si
'administracié combinatodria dels dos farmacs tenia efectes sinérgics o no (Guerin et al.,
2008).

El coeficient de combinacioé (CC) és la relacié entre la fraccié del volum tumoral (FTV)
esperada del tractament amb els dos farmacs administrats individualment respecte la
FTV observada en els ratolins tractats amb administracié conjunta dels dos farmacs. La
FTV esperada de la combinacié és el producte de les dues FTVs observades amb els
tractaments individuals, és a dir que la FTVapa+pazo)esperada=F T Viapa.observada X

FTVpazo.observada. AiXi doncs ens queda que:

_ FTV{iapa.+ pazo.)espeada (FTV (lapa.)observada * FTV (pazo.)observada)

" FTV (lapa.+ pazo.)obsevada FTV (lapa.+ pazo.)obsevada

De manera que quan CC>1 es pot parlar d’efectes supra-additius del tractament

combinatori de dos farmacs respecte el tractament individual amb cada un d’ells.

2 CULTIUS CEL-LULARS

En aquest estudi hem realitzat experiments in vitro amb 4 linies cel-lulars testiculars
diferents: les 1411H (Vogelzang et al., 1985), d’origen de sac vitel-li es van obtenir
d’ECACC (European Collection of Cell Cultures-Sigma-Aldrich). Les 833K de carcinoma

embrionari i teratoma (Bronson et al., 1980); les GCT27S de component de carcinoma
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embrionari (Pera et al., 1987) i la seva parella amb resisténcia adquirida a CDDP, les
GCT27R (Kelland et al., 1992); i les SuSaS de carcinoma embrionari i teratoma (Hogan
et al.,, 1977), amb la seva parella de resisténcia a CDDP adquirida SuSaR (Walker et al.,
1990), van ser obtingudes del Dr.Yong-Jie Lu (Barts Cancer Institute, Queen Mary
University of London). Les GCT27 i les SuSa van ser validades per la ECACC amb el

meétode de genotipat per microsatél-lits.

2.1 Manteniment de les linies cel-lulars en cultiu

Les 1411H, les GCT27S, les GCT27R i les 293FT es van mantenir en cultiu amb medi
DMEM (Gibco®) sumplementat amb 10% FBS (sérum fetal bovi) inactivat, 50 unitats/ml
de penicilina, 50 pg/ml d’estreptomicina, 2 mM glutamina i 2 mM piruvat sodic. Les
SuSaS, les SuSaR i les 833K es van mantenir en cultiu amb medi RPMI 1640 (Gibco®)
suplementat amb  20% FBS inactivat, 50 unitats/ml de penicilina, 50 pg/ml

d’estreptomicina, 2 mM glutamina i 2 mM piruvat sodic.

En tots els casos les cél-lules van ser cultivades en condicions constants d’atmosfera al
5% de CO, i a una temperatura de 37°C.

2.2 Produccié de constructes lentivirals shRNA per a ErbB3 i
PDGFRp

Els lentivirus produits van ser els de MISSION®-shRNA de SIGMA, i es van comprar en
format de bactéries en glicerol . Aquests bacteris es van fer créixer en LB amb
ampicilina (50 ug/ml), i posteriorment, per obtenir el plasmidi a transfectar, es va fer una
maxiprep amb el kit de QUIAGEN® Plasmid Maxi Kit.

Per produir els constructes lentivirals vam fer una triple transfeccié de 293FT, amb el
plasmidi empaquetador pSPAX.2, el plasmidi embolcall pMD2.G i el plasmidi lentiviral
amb la sequéncia shRNA basat en pLKO.1 (Sigma). Les cél-lules es van transfectar amb
polyethulenimine (PEI) (25 kDa, linear, powder (Polysciences Inc.), partint d’'una solucié
1 mg/ml en una solucié 20mM HCI, 10 mM NaOH a pH 7 filirada a 0,22 ym.

Per cada virus que es volia produir vam transfectar una placa de 15 cm de diametre de
cél-lules 293FT. En cada placa vam transfectar 5,4 ug de pMD2.G, 16,8 ug de pSPAX.2
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i 22,5 ug de pLKO.1. Els plasmidis es van mesclar en 1,25 ml de NaCl 150 mM, i es van
barrejar amb 1,25 ml de soluci6é d’1/5 de PEIl en NaCl 150 mM préviament preparada i
incubada durant 5 minuts. La mescla d’ambdues solucions es va deixar reposar a
temperatura ambient i es va afegir a la placa de 293FT gota a gota. El medi de

transfecci6 es va deixar O/N i posteriorment es va fer un canvi de medi, per medi normal.

24 hores després de I'tltim canvi de medi es va recollir el medi, que contenia ja els virus
i es va procedir a la concentracié6 d’aquests. Per a aixd es va fer una primera
centrifugacié a 500 G de 2’ a 4°C, per descartar les restes cel-lulars. El sobrenedant es
va filtrar a 0,45 pym i es va centrifugar a 20.000 rpm's, 90’ a 4°C, en la ultracentrifuga
(OptimaTM L-100 XP Ultracentrifuge, Beckman Coulter). Per decantacié es va eliminar el
sobrenedant i es va resuspendre el péel-let en 200 yl de PBS1X, es van incubar en gel
30’ i els concentrats virals es van aliquotar i guardar a -80°C. La produccio6 dels lentivirus
es va dur a terme en una sala de cultius equipada amb aquesta finalitat en les

instal-lacions d’IDIBELL. Els virus produits van ser els seglents:

Virus ‘ Gen | ID del clon ‘ Seqiiéncia shRNA

ShErbB3.1 | ErbB3 NM_001982.x- CCGGCTGCCTTTGATAACCCTGATTCTCGA
4160s1c1 GAATCAGGGTTATCAAAGGCAGTTTTT
NM_001982.x- CCGGTATATGAATCGGCAACGAGATCTCG

shErbB3.2 | ErbB3 3982s1c1 AGATCTCGTTGCCGATTCATATATTTTTG
NM_002609.x- CCGGGTGGATTCTGATGCCTACTATCTCG

shPp4 PDGFRB | 951511 AGATAGTAGGCATCAGAATCCACTTTTT
NM_002609.x- CCGGGACTCGAATTACATCTCCAAACTCGA

shPp5 PDGFRB | 591651c1 GTTTGGAGATGTAATTCGAGTCTTTTT

Control SHCO001- pLKO.1-

EV .
negatiu puro empty vector

Sense sequéncia shRNA

Taula M1. Detalls dels lentivirus shErbB3 i shPDGFRp generats.
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2.3 Generacio de linies cel-lulars estables transduides amb els
vectors lentivirals shErbB3 i shPDGFRp

Un cop produits els vectors lentivirals es va procedir a la generacié de linies estables.
Per transduir les cél-lules amb els vectors lentivirals es van sembrar en plaques de pous
de 6, quan es trobaven a una confluéncia del 60% es va procedir a la transduccié. Vam
canviar el medi per medi fresc suplementat amb polibré (Santa Cruz Biotechnology, inc)
8 pg/ml durant 5 hores, i a continuacio es van afegir 50 pl dels virus concentrats gota a
gota. Es van deixar O/N i I'endema es va canviar el medi per medi fresc normal. No va
ser fins 48 hores post-transduccié que es va afegir la puromicina (Sigma) 2 ug/ml per tal
de seleccionar les cél-lules infectades, ja que el plasmidi pLKO.1 porta el gen de
resisténcia a la puromicina i confereix aquesta resisténcia a les cél-lules infectades. La
dosi de puromicina va ser escollida havent fet préviament una corba de dosi-resposta a

I’'antibiotic.

Les cél-lules es van mantenir sempre en preséncia de puromicina i es van anar

expandint a mesura que van anar creixent.

En el cas dels vectors lentivirals shErbB3 es van transduir els virus shErbB3.1,
shErbB3.2 i EV en les cél-lules SuSaS i GCT27S. En el cas dels vectors lentivirals
shPDGFRp (shPp) es van transduir els virus shPp4, shP5 i EV en les cél-lules GCT27S
i GCT27R.

2.4 Assaig de viabilitat cel-lular per incorporacié de MTT

La viabilitat cel-lular es va determinar utilitzant I'assaig d’incorporacié de MTT (bromur
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difenil tetrazoli) (Sigma). Aquest assaig consisteix en un
metode colorimétric basat en les caracteristiques que tenen les sals de tetrazoli, com
I'MTT, de fragmentar-se donant lloc a un derivat del formaza insoluble en medi aquos.
Aquesta fragmentacié es produeix mitjangant una reaccié enzimatica catalitzada per
I'enzim mitocondrial succinat-deshidrogenasa, activa Unicament en les cél-lules vives i
metabolicament actives. Es una técnica que mesura I'activitat metabolica de les cél-lules

(Berridge et al., 2005) i que podem relacionar amb viabilitat cel-lular.

Els assajos es van realitzar en plaques de 96 pous en les que es va sembrar un nombre

de cel-lules conegut (1000-1200 cél-lules / pou). 24 hores després es canviava el medi
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per medi amb el tractament corresponent. Les cél-lules es mantenien durant 4 dies amb
el tractament (medi renovat al cap de dos dies). Un cop acabat el tractament s’afegien
45 yl dMTT 5 mg/ml a cada pou i s’incubava la placa a 37°C durant 4 hores en
condicions de foscor. A continuacio es treia el medi, obtenint el precipitat de formaza
adherit al fons dels pous de la placa de 96. Aquest precipitat es resuspenia en 100 pl de
DMSO i I'absorbancia es llegia a 570 nm en un lector de plaques. Els resultats es van
expressar en percentatge, on el valor del 100% correspon a l'absorbancia de les

cel-lules control, sense inhibidors.

Les corbes en les que afegiem farmac diluit en DMSO vam fer dilucions 1/1000, dosis

en les que no s’observava toxicitat de DMSO.

En el cas de les corbes de sensibilitat a CDDP les dosis es mostren en escala

logaritmica, essent la dosi de -2 de CDDP, 1-107 mg/ml.

Totes les corbes s’han realitzat amb tres o quatre duplicats, i la representacio i 'analisi
de les IC50s i significativitat s’ha realitzat amb el programa informatic GraphPad Prism
6.

2.5 Analisi del creixement de les cél-lules SuSa-shErbB3

Per analitzar el creixement de les cél-lules SuSa-shErbB3 es van sembrar 15.000
cél-lules en pous de placa de 24 i es va comptar el nombre de cél-lules al cap de 2, 3,4 i
7 dies.

Les cél-lules es van comptar fent servir una Cambra de Neubauer i trypan blue per

comptar només les cél-lules vives.

2.6 Tumors generats de les linies cel-lulars SuSa-EV i SuSa-
shErbB3.2

Les cél-lules SuSa-EV i les SuSa-shErbB3.2 es van resuspendre en PBS1X a una
concentracio de 4,3-107 cél-lules/ml. Immediatament es van punxar 1,7 milions de

cél-lules en cada testicle de tres ratolins per linia cel-lular. Per punxar-les, els ratolins es
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van sotmetre a cirurgia, anestesiant i fent una incisié laparotdmica tal com s’ha explicat

en l'apartat 1.1 de materials i métodes.

Al cap de 36 dies, tots els animals presentaven creixement de tumor. Despres de
sacrificar els animals, els tumors SuSa-EV i SuSa-shErbB3 es van implantar
ortotopicament, tal i com s’explica en 'apartat 1.1 de materials i métodes, en els testicles
de 5 ratolins per a cada linia tumoral. 38 dies post-implantacié es van sacrificar els

ratolins i es van analitzar els volums tumorals de cada linia tumoral.

2.7 Inhibidors i factors de creixement utilitzats in vitro

En les GCT27R es van testar diferents inhibidors, tots van ser dil-luits en DMSO:
Pazopanib i Lapatinib de GlaxoSmithKline, Sunitinib de Pziser, Gefitinib de AstraZeneca,
Ly2109762 cedit per Eli Lilly, i Ly294002 i UO126 (Calbiochem).

Les GCT27, un cop depleccionades O/N amb medi sense sérum, es van estimular
durant 10 minuts amb els factors de creixement PDGF-BB (R&D), FGF-2 (R&D) i EGF
(Sigma). Un cop acabat aquest periode es van lisar rapidament per obtenir el lisat

proteic.

3 ESTUDIS HISTOLOGICS DE LES MOSTRES TUMORALS

3.1 Immunofluoresceéncies

Per estudiar la vasculatura, la proliferacié cel-lular i 'apoptosi vam analitzar I'expressio
de CD31, Ki67 i TUNEL respectivament, per immunofluorescéncia. Es van utilitzar

seccions de 3 um de teixits congelats en OCT.

Un cop realitzades les immunofluorescéncies es va procedir a I'analisi dels resultats. Les
imatges de les immunofluorescéncies de CD31 i Ki67 en el TGT38 es van obtenir en el
microscopi confocal Leica TCS SL. Les imatges de TUNEL i dels receptors ErbB1 i
ErBB2 en el TGT38, i les imatges de CD31 en el TGT44 es van obtenir en el microscopi

de fluorescencia Olympus-BX60.
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L’expressié de CD31, Ki67 i TUNEL es va valorar en sis imatges de tumor viable a un
augment de 400x per a cada tumor independent. La quantificacié es va realitzar utilitzant
el programa Imatge J, excepte en el cas de CD31 en el TGT44 que es va utilitzar el
programa Volocity®. Per valorar I'expressi6 de CD31 es van quantificar el nombre
d’estructures vasculars en cada imatge i el percentatge d’area positiva per CD31. En el
cas de Ki67 i TUNEL es van quantificar els nuclis de les cel-lules positives per a aquests

dos marcadors respecte el nombre de nuclis totals en cada imatge valorada.

3.1.1 Marcatge amb CD31 i Ki67

Per analitzar la vasculatura dels tumors vam analitzar I'expressié del marcador de
cél-lules endotelials CD31, i per estudiar la proliferacié de les cél-lules tumorals vam

utilitzar el marcador de proliferacié Ki67.

Les seccions de teixit congelat es van deixar temperar durant 15 minuts i a continuaci6
es van fixar en formol tamponat al 10% durant 10 minuts. Els talls es van sotmetre a 5
rentats rapids, de dos minuts, en aigua destil-lada, i tres més de PBS1X-0,1% Trit6 X-
100 (PBS 10X: 1,5 M NaCl, 90 mM Na,HPO4 i 10 mM KH,PQ,). La incubaci6 dels
anticossos primaris es va realitzar durant tota la nit a 4°C en una cambra humida. Les

concentracions dels anticossos primaris es detalla a la Taula M2.

. Casa Dilucié de
Anticos .
comercial treball
28 CD31/PECAM  BD Pharmingen Monoclonal de 1:50
rata
S
x Ki67 NeoMarkers Policlonal de 1:100
o conill
%) Alexa F_Iuor-488 Molecular Cabra 1:200
2(: anti-rata Probes
[
% Al Fl 546 Molecul
o exa. uor.- olecular Cabra 1:200
% anti-conill Probes
Taula M2. Anticossos primaris i secundaris utilitzats en les

immunofluorescéncies de CD31 i Ki67 de les seccions de teixits tumorals.

En cas de voler fer doble marcatge, aquests dos anticossos primaris s’incubaven

conjuntament.
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Després de la incubacié de I'anticds primari, les seccions es van rentar tres vegades
amb PBS1X-0,1% Trit6 X-100, abans perd es van deixar temperar mitja hora. La
incubacié amb l'anticds secundari es va realitzar durant una hora a temperatura ambient
en condicions de foscor. Les concentracions d’anticos es detallen a la Taula M2.
Després de tornar a rentar tres vegades amb PBS1X-0,1% Trit6 X-100 les mostres es
van muntar amb medi de muntatge amb DAPI (VectaShieId®), que marcava els nuclis de

les cél-lules.

3.1.2 Deteccié de mort cel-lular amb marcatge de TUNEL

Per identificar les cél-lules apoptotiques vam utilitzar el metode de la deteccié in situ del
DNA fragmentat o técnica de TUNEL (de I'anglés, terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated biotina-dUTP nick end labeling; Promega). Aquest métode detecta els extrems
3’-OH lliures que es generen en la fragmentacié del DNA tipica en 'apoptosi, mitjangant
la uni6 a aquests extrems de nucledtids marcats, gracies I'enzim transferasa terminal
(TdT).

Les seccions de teixit congelat es van deixar temperar 15 minuts a temperatura ambient,
i a continuacié es van fixar amb formol tamponat 10% durant 10 minuts. Com en les
altres immunofluorescéncies vam procedir a fer varis rentats amb aigua destil-lada i tres
rentats de 10 minuts amb PBS1X-0,1% Tritd6 X-100. Les mostres es van tractar segons
el protocol especificat per la casa comercial; es van incubar amb la solucié d’equilibrat
durant 10 minuts a temperatura ambient i posteriorment amb la barreja de rTdT a 37°C
durant 1 hora dins la cambra humida. Un cop passada aquesta incubacié es va fer un
rentat de 15 minuts amb SCC 2X; dos rentats de PBS1 de 5 minuts i un ultim amb
PBS1X-0,1% Trité X-100. A continuacié vam incubar les mostres amb una dilucié 1:500
d’estreptavidina 488 FITC (Molecular Probes) durant 1 hora a temperatura ambient i
tapat de la llum dins la cambra humida. Finalment les mostres es van rentar tres cops
amb PBS1X-0,1% Trit6 X-100, i es van muntar utilitzant el medi amb DAPI
(VectaShield®).
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3.1.3 Doble marcatge d’ErbB1 i ErbB2

Per analitzar la localitzaci6 d’ErbB1 i ErbB2 en el TGT38 vam realitzar una co-
immunofluorescéncia amb els dos receptors. Seccions de tumor TGT38 congelades en
OCT es van temperar durant 15 minuts, es van fixar amb formol tamponat 10% durant 3
minuts, es va fer un rentat amb aigua destil-lada de 5 minuts i tres rentats de 5 minuts
de PBS1X-0,1% Tritd6 X-100. Es va realitzar un bloqueig d’1 hora a temperatura ambient
utilitzant la solucié de bloqueig del Vector® M.O.M Immunodetection Kit Fluorescein,
especialitzat per realitzar immunofluorescéncies en teixit de ratoli utilitzant anticossos de
ratoli. Després de dos rentats amb PBS1X-0,1% Trit6 X-100, vam procedir a fer el
bloqueig de 10 minuts d’avidina biotina (DAKO) segons el kit. Els anticossos primaris es
van incubar durant la nit a 4°C en la cambra humida, les concentracions estan

detallades a la taula M3.

Dilucié de
Anticos Casa comercial
treball
Santa Cruz Policlonal
EGFR (528) sc-120 ) ) ) 1:30
(7)) Biotechnology, inc de conill
o
<§( Santa Cruz Policlonal
= Neu-SC18 (ErbB2) ) ) ) 1:30
o Biotechnology, inc de conill
Biotinilated anti- Vector® M.O.M
2 o 1:250
~al mouse IgG reagent Immunodetection Kit
(o)
% Alexa Fluor-546 anti-
O . Molecular Probes Cabra 1:250
L conill
7}
Taula M3. Anticossos/reactius primaris i secundaris utilitzats en Ila

immunofluorescéncia de doble marcatge de ErbB1 i ErbB2.

L’endema es van temperar les mostres 15 minuts, es van realitzar tres rentats amb
PBS1X-0,1% Tritd6 X-100, i es van incubar a les fosques durant 1 hora a temperatura
ambient els reactius/anticossos secundaris diluits en el diluent del Vector® M.O.M
Immunodetection Kit Fluorescein. Les dades dels secundaris estan detallades a la taula
M3.

Un cop acabada aquesta incubaci6 es van fer dos rentats amb PBS1X-0,1% Trité6 X-100
i es van incubar les mostres durant 5 minuts, a temperatura ambient i a les fosques, amb

la Fluorescina Avidina DCS del Vector® M.O.M Immunodetection Kit Fluorescein. Ja per
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acabar es van fer tres rentats de 5 minuts amb PBS1X-0,1% Tritd6 X-100 i les mostres es

van muntar utilitzant medi de muntatge amb DAPI (VectaShieId®).

3.3 Tincié hematoxilina-eosina

Les mostres de tumors que es van voler analitzar amb la tinci6 d’hematoxilina-eosina

(H&E) es van incloure en parafina i es van tallar en seccions de 3-5 ym.

Primer de tot es va fer la desparafinacié que consistia en seguir una bateria de 10
minuts en 4 xilols, i 5 minuts en 3 etanols absoluts, 3 etanols de 96% i un etanol de 70%.
Després de l'ultim alcohol les mostres es van rentar 5 minuts amb aigua destil-lada i es
van tenyir amb Hematoxilina de Harris sucant uns 10-15 segons. Per treure
’hematoxilina les mostres es van rentar amb aigua de l'aixeta abundant, es van tenir
durant 2 segons amb HCI al 0,5% i 2 segons més en aigua amoniacal (200 ml d’aigua
destil-lada amb un 1 ml d’amoniac al 30%). Les mostres es van tornar a rentar amb
aigua de l'aixeta i a continuacié es van tenyir 5-10 minuts amb eosina (2,5 g d’eosina en
1 litre d’etanol al 50%). A continuacio es va procedir a deshidratar les mostres seguint
una bateria de cinc minuts en tres etanols de 96%, tres d’etanol absolut i deu minuts en
quatre cubetes de xilols. Les mostres es van muntar amb un cobreix objectes i DPX
(Merck).

3.4 Quantificacio d’arees necrotiques tumorals

Imatges de tumors TGT38 del grup control o lapatinib tenyits amb H&E es van obtenir en
una lupa binocular NIKON SMZ800 i amb el programa NIS-ELEMENTS. Amb el
programa Image J es van quantificar les arees necrotiques i es va calcular el

percentatge que representaven respecte I'area total del tumor.
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3.5 Immunohistoquimiques

3.5.1 Immunohistoquimica d’ErbB1, ErbB2 i ErbB3

Es van obtenir seccions de 3 ym de talls parafinats de TGT12, TGT1 i TGT38 i els seus
respectius tumors primaris i es va procedir a desparafinar com hem comentat abans, a

part de realitzar també una tincié H&E en cada un d’ells.

Aquestes immunohistoquimiques es van realitzar en col-laboracié amb els departaments

d’anatomia patologica de I’'Hospital de Bellvitge i de I'Hospital de la Vall d’Hebrén.

La permeabilitzacié es va realitzar amb saponina per la tincié d’ErbB1, i amb pepsina per
la tinci6 d’ErbB2. ElI desemmascarament d’antigen es va realitzar utilitzant la solucié
d’elevat pH de DAKO (K8004). Les seccions es van incubar 5 minuts amb el reactiu de
bloqueig de la peroxidasa (SM801), a continuacié es van incubar 20 minuts amb els
anticossos primaris (Taula M4). A continuaci6é es van incubar amb I'antic6s secundari de
ratoli DAKO envision + System HRP, i la deteccid es va realitzar amb el sistema de
DAB+ chromogen system (DAKO). Es va contrastar amb hematoxilina i les mostres es
van deshidratar (bateria de cinc minuts en tres etanols de 96%, tres d’etanol absolut i

deu minuts en quatre cubetes de xilols) i muntar amb DPX (Merck).

La immunohistoquimica d’ErbB3 es va realitzar segons Sanchez-Martin et al. (Sanchez-
Martin and Pandiella, 2012).

Anticos Casa comercial Origen Dilucio6 de treball
ErbB1 Zymed Lab. 31G7 Monoclonal de 1:50
ratoli
Novocastra, Monoclonal de .
ErbB2 NCL-L-CB11 ratoli 1:100
(Sanchez-Martin and Policlonal de .
ErbB3 Pandiella, 2012) conill (1:75)

Taula M4. Anticossos primaris utilitzats en immunohistoquimica d’ErbB1,
ErbB2 i ErbB3.
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3.5.2 Caracteritzacio del TGT44

La caracteritzacié del TGT44 es va fer en col-laboraci6 amb el Dr. August Vidal del

Servei d’Anatomia Patoldgica de I'Hospital Universitari de Bellvitge.

Es van obtenir seccions de 3 pm de talls parafinats del TGT44, el TGT44 tractat amb
CDDP i del tumor primari originari. A part de tenyir aquestes mostres amb H&E per

analitzar la morfologia es va realitzar també una caracteritzacié immunohistoquimica.

Per a les immunohistoquimiques amb AFP i c-KIT el desemmascarament d’antigen es
va realitzar utilitzant la solucié d’elevat pH de DAKO (K8004), i per a les de CaM6.2 i
EMA es va fer a 95°C 20 minuts. Les seccions es van incubar 5 minuts amb el reactiu de
bloqueig de la peroxidasa (SM801), a continuacié es van incubar 20 minuts amb els
anticossos primaris (Taula M5) i 20 minuts més amb el reactiu de deteccid
EnVision "FLex+ (Dako, Glostrup, Denmark, K8002), 10 minuts amb la barreja tal com
especifica el comercial d’EnVision""FLex+ DAB+ Chromogen (DM827) i soluci6 substrat
EnVision™ FLEX (SM803), i 5 minuts més amb 'hematoxilina EnVision™ FLEX (K8008).
Per acabar les mostres van seguinr una bateria de cinc minuts en tres etanols de 96%,
tres d’etanol absolut i deu minuts en quatre cubetes de xilols. Les mostres es van muntar
amb DPX (Merck).

Anticos Casa comercial Origen Dilucio6 de treball

Monoclonal de .
EMA (E29) Dako ( M0613) ratoli 1:200
Becton Dickinson Monoclonal de
CaM6.2 (345779) ratoli (ready to use)
AFP Dako (IR500) Pollclor'!al de (ready to use)
conill
Policlonal de .
c-KIT (CD117) Dako (A4502) conill 1:750

Taula M5. Anticossos primaris utilitzats en immunohistoquimica per la
caracteritzacié de TGT44.
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3.5.3 Immunohistoquimica de PDGFRp

L’expressio de PDGFRp es va analitzar per immunohistoquimica en el TMA (de I'anglés
tissue micro array) de testicle, realitzat per el servei d’Anatomia Patologica de Bellvitge.
El TMA consistia en 8 porta-objectes amb mostres de teixits de pacients afectats de
cancer testicular amb diferents pronostics i resposta a CDDP i diferents componenents
histologics. Tenint en compte que hi havia pacients que presentaven més d'un
component, o bé hi havia més d’'una biodpsia, el TMA constava de 74 pacients sensibles
a CDDP i 23 resistents a CDDP.

Aquests porta-objectes, ja que tenien una capa més gruixuda de parafina per protegir-
los, es van desparafinar a 65°C tota una nit sencera. L’endema es van submergir 10
minuts en xilol a 65°C i a continuacié es va procedir a fer la desparafinacié convencional,
que constava de 4 passos de 10 minuts en xilols, i 5 minuts en 3 etanols absoluts, 3
etanols de 96% i un etanol de 70%. Després de I'tltim alcohol les mostres es van rentar
5 minuts amb aigua destil-lada i es va realitzar el desemmascarament d’antigen amb
citrat 1X a pH 6 durant 2 minuts en una olla a pressié. A continuacio les mostres es van
deixar refredar 20 minuts, es van rentar altra vegada amb aigua destil-lada i es van
desactivar les peroxidases endogenes 10 minuts en aigua oxigenada (H,O,) 3%.
Seguidament es van rentar les mostres amb aigua destil-lada i tres rentats amb PBS1X-
0,1% Trit6 X-100, es van bloquejar amb sérum de cabra diluit 1:50 en PBS1X mitja hora
a temperatura ambient, i es van incubar amb l'anticos primari PDGFRp (P-20 de Santa
Cruz Biotechnology, INC) diluit 1:20 en PBS1X tota la nit a 4°C, dins la cambra humida.
L'endema, després de temperar les mostres durant mitja hora, es van rentar tres
vegades amb PBS1X-0,1% Trit6 X-100 i es van incubar mitja hora a temperatura
ambient amb I'anticos secundari anti-conill ’EnVision""FLex (Dako). Desprées de tres
rentats amb PBS1X-0,1% Trit6 X-100 es va revelar amb el reactiu de revelatge
d’EnVisionFLex DAB tres minuts en cada tall. Per aturar la reaccio es van rentar les
mostres amb aigua de l'aixeta, i a continuacié per tenyir els nuclis de les cél-lules vam
tenyir amb hematoxilina de Harris i vam procedir a fer la deshidratacié seguint la bateria
d’etanols i xilols (3 etanols de 96%, 3 etanols absoults, 4 xilols). Les mostres es van

muntar amb un cobreix-objectes i DPX (Merck).

62



MATERIALS | METODES

4 PROCESSAMENT DE MOSTRES PROTEIQUES

4.1 Extraccié proteica

4.1.1 Extraccioé proteica de teixits tumorals

L’extraccioé de proteines de les mostres tumorals es realitzava de peces tumorals d’'uns
4x4 mm trossejat en fresc o congelat (en aquest ultim cas el tall es realitzava sobre neu
carbonica per evitar la descongelaci6). La peca de tumor es disgregava mecanicament
amb I'ajuda d’un politré en 700 pl de solucié de lisi RIPA (0,1% SDS, 1% NP-40, 0,5%
sodi deoxicolat) amb inhibidors de proteases (100 MM PMSF
(phenylmethanesulfonylfluoride) , 0,1 ug/ul benzamidina, 1 uM pepstatina A, 5 ug/ml
leupeptina i 2 pg/ml aproptina) i inhibidors de fosfatases (10 mM NaF, 40 mM -
glicerofosfat, 100 uM ortovanodat sodic). Els lisats s’incubaven una hora a 4°C en
agitacio i seguidament es centrifugaven les mostres durant 15 minuts a 12.000 rpm a

4°C. Els sobrenedants es quantificaven i es conservaven a -20°C.

La quantificacié proteica de les mostres es realitzava mitjangant el kit BCA protein assay
kit (Pierce), un métode colorimétric de quantificacié de proteines, seguint les instruccions

del fabricant.

4.1.2 Extraccio proteica de cultius cel-lulars

Per extraure proteines de cultius cel-lulars es rentaven les cél-lules tres vegades amb
PBS1X fred, aspirant molt bé en I'Gltim rentat. Amb la placa sobre gel s’afegia la solucié
de lisi (0,2% NP-40, 50 mM Tris pH 7,4, 150 mM NaCl i 10% glicerol) amb els mateixos
inhibidors de proteases i fosfatases esmentats en I'apartat anterior, sobre la placa i es
deixava 15 minuts a 4°C. A continuacio6 es lisaven amb un cell scrapper, es centrifugava
el lisat a 14 000 xG durant 10 minuts a 4°C i el sobrenedant es quantificava i es
guardava a -20°C. La quantificacié proteica de les mostres es realitzava mitjangant el kit

BCA protein assay kit (Pierce).
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4.2 Immunoprecipitacio

Es van realitzar immunoprecipitacions d’ErbB1 i ErbB2 en lisats proteics de tumors
TGT38 acabats de realitzar tal com hem esmentat a 'apartat 4.1.1, sense haver-los
congelat préviament. Els lisats tumorals (750 pg de proteina total) es van incubar 1 hora
a 4°C en agitacié orbital amb boles de sefarosa-A i -G (1:1) (GE, Healtcare), per fer el
pre-clean. Aquestes boles es van descartar després d’'una centrifugacié a 500 xG, 5
minuts a 4 °C, i els lisats es van incubar a 4°C, en agitacio orbital tota la nit amb 1,6 ug
d’anticos monoclonal de ratoli anti-ErbB1 (Santa Cruz Biotechnology, INC), 1,6 ug
d’anticds policlonal de ratoli anti-ErbB2 Neu (sc18): SC-284 (Santa Cruz Biotechnology,
INC), o sense anticds, com a control negatiu. L’endema els lisats es van incubar durant 6
hores, a 4°C i en agitaci6 orbital, amb boles de sefarosa amb proteina-A i -G (1:1) (GE,
Healtcare) préviament rentades amb RIPA. Per fer baixar les boles les mostres es van
centrifugar a 500 xG 4°C i 5 minuts i es van rentar 5 vegades amb RIPA. Les mostres es
van desnaturalitzar afegint la soluci6 amb SDS per carregar mostres en gels
d’electroforesi (SPLB) 2X i es van bullir a 95°C. A continuacié els immunopreciptats es

van analitzar per western blot, com es descriu a continuacioé.

4.3 Electroforesi en gels de poli-acrilamida/SDS i western blot
4.3.1 SDS-Page i transferéncia de proteines

L’electroforesi en gels de poli-acrilamida (acrilamida/bisacrilamida (29:1)) en
preséncia del detergent dodecilsulfat sddic (SDS) o técnica coneguda també com a
SDS-PAGE (de l'anglés sodium dodecyl sulfate-polyacrilamide gel electrophoresis)
permet separar les proteines segons la seva grandaria. Sén gels que consten de
dues parts; el gel empaquetador, que permet que les proteines entrin alhora a la
seglent fase del gel; i el separador que separa les proteines segons la seva
grandaria. Per evitar que influeixin altres caracteristiques com la carrega, o
I'estructura terciaria o quaternaria de les proteines, el procés es realitza en condicions

desnaturalitzants, afegint SDS i 'agent reductor 3-mercaptoetanol.

El gel separador és el que es troba a la part inferior i és el que es prepara en primer
lloc. El percentatge d’acrilamida en aquest gel es variable, i s’escull segons el pes

molecular de les proteines d’interés. Aquesta gel es preparava utilitzant una solucio
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9,4 M Tris base pH 8,8, 0,1% SDS, 1% APS i 0,1% TEMED, i com ja hem comentat
un % d’acrilamida que es compensava amb aigua destil-lada. Els gels realitzats
oscil-laven entre 7,5% i 12% d’acrilamida. Era important aplicar una fina capa d’aigua
per sobre per tal que la base superior del gel quedés recta. Un cop polimeritzat el gel
separador s’afegia el gel empaquetador composat per 4% d’acrilamida, 125 mM de
Tris base pH 6,8, 0,1% SDS, 1% APS i 0,1% TEMED. Abans que solidifiqués es

col-locava una pinta que formava els pous on es carregarien les mostres.

Les mostres que s’havien de carregar es preparaven igualant volums i quantitats de
proteina total en la solucié de lisi utilitzada i tamp6 de carrega 4X (60 mM Tris-HCL
pH 6,8, 2% SDS, 20% glicerol, 0,01% blau de bromofenol i 5% p-mercaptoetanol). A
continuacié s’incubaven 5 minuts a 95°C, per afavorir la desnaturalitzacié de les
proteines (que ja s’afavoria amb la preséncia de SDS i -mercaptoetanol presents en
el tampo de carrega). La quantitat de proteina a carregar sempre era igual entre les
mostres que s’havien de comparar, i aquesta podia oscil-lar d’entre 25 a 50 ug. Es
carregava sempre un marcador de proteina comercial per tal de coneixer el pes

molecular de les bandes.

Un cop carregades les mostres en el gel, aquest es col-locava en tampé
d’electroforési 1X (25 mM Tris HCI pH 8,3, 192 mM Glicina i 17 mM SDS), dins d’'una
cubeta on el pol positiu es trobava a la part inferior, i quan s’aplicava una corrent

eléctrica de 100-120V les proteines migraven entrant dins el gel.

Un cop separades les proteines en el gel d’acrilamida vam transferir les proteines a
membranes de PVDF (polivinildeno fluoreide; inmobilon Millipore), préviament
activades 1 minut en metanol. Es realitzava un muntatge en sandvitx, en el que el gel
i la membrana es trobaven en contacte directe, envoltats per esponges i paper
whatman. Tot subjecte per un suport de plastic i submergit en tamp6 de transferéncia
(25 mM Tris base, 192 mM glicina i 10 % metanol), col-locat de manera que la
membrana quedava al pol positiu, aixi quan aplicavem una corrent eléctrica de 100V,

durant 1 hora i mitja, les proteines migraven del gel a la membrana.

4.3.2 Western blot

Un cop realitzada la transferéncia proteica es bloquejaven les membranes, amb llet
en pols al 5% en TBS 1X (TBS 10X: 99 mM Tris base i 1,49 M NaCl) durant una hora
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a temperatura ambient i en agitacié. Aquest pas evitaria la unié inespecifica a la
membrana dels anticossos que després utilitzariem. A continuacié les membranes
s’incubaven amb els anticossos primaris, diluits en llet en pols 1% en TBS1X, durant

tota la nit, en agitacio i a 4°C. Els anticossos utilitzats estan detallats a la taula M6.

Anticos Casa comercial Origen Dilucio de
treball
PErbB1 Tyr 1173 Cell Signaling, Beverly, MA Po"z';:ﬁ' de 1:1000
EGFR (528) sc-120 Santa Cruz Biotechnology, INC PO"zg’;ﬁ' de 1:500
Policlonal de
pErbB2 Tyr 1248 Uptstate conill 1/2000
Neu-SC18 (ErbB2) Santa Cruz Biotechnology, INC PO“S;:T;' de 1:200
PErbB3 Tyr 1289 Cell Signaling, Beverly, MA Po"z';:ﬁ' de 1:500
ErbB3 C-17 Santa Cruz Biotechnology, INC PO"E';:ﬁ' de 1:500
ErbB4 C-18 Santa Cruz Biotechnology, INC PO“zloor:ﬁl de 1:500
. . Policlonal de
pERK1/2 Cell Signaling, Beverly, MA conil 1:1000
ERK1/2 (McKenzie and Pouyssegur, Pohclongl de 1/2000
1996) conill
PAKT Ser 473 Cell Signaling, Beverly, MA PO"E';:ﬁ' de 1:1000
. . Policlonal de
AKT Cell Signaling, Beverly, MA conill 1:1000
pSTAT3 Tyr 705 Cell Signaling, Beverly, MA Po"z';:ﬁ' de 1:1000
PDGFRa R&D Systems Policlonal de 1:500
cabra
PDGFRB (P-20) Santa Cruz Biotechnology, INC PO"E':;ﬁ' de 1:500
. . Policlonal de
PTEN Cell Signalling, Beverly, MA conil 1:1000
o-Tubulina Sigma Chemical Monoclon,al 1:3000
de ratoli
B-Actina Sigma Chemical Monoclonal 1:3000
de ratoli

Taula M6. Anticossos primaris utilitzats per western blot.

Després de rentar les membranes tres cops amb TBS1X — 0,1% Trit6 X-100, vam
incubar-les amb els anticossos secundaris corresponents (taula M7), units a

peroxidases. Després d’'una incubacié d’una hora a temperatura ambient, es van rentar
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les membranes tres cops més amb TBS1X — 0,1% Tritd6 X-100, i es va detectar el
senyal utilitzant métode quimioluminiscent basat en 'oxidacié del luminol per part de la
peroxidasa unida a l'anticos secundari (ECL Western Blotting Detection Reagents,

Amersham Biosciences).

Anticos Casa comercial Origen Dilucio de
treball
Conill HRP Amersham Biosciences Cabra 1:5000
Ratoli HRP Amersham Biosciences Cabra 1:5000
Cabra HRP Dako Conill 1:5000

Taula M7. Anticossos secundaris utilitzats per western blot.

4.3.3 Quantificacio de I’expressio proteica analitzada per western blot

La senyal obtinguda en els western blots, relacionada amb I'expressié proteica, es va

quantificar digitalitzant la imatge i utilitzant el programa QuantityOne.

5 ANALISIS DE MOSTRES D’RNA

5.1 Extraccio d’RNA de mostres tumorals i cultius cel-lulars

L’extracci6 de RNA de mostres tant tumorals com de cultius cel-lulars es varealitzar

utilitzant el RNeasy mini kit (Quiagen®)seguint les instruccions del fabricant.

5.2 Obtencio de cDNA per retrotranscripcio

A partir de 'RNA obtingut de mostres de cél-lules o bé de mostres tumorals vam
procedir a I'obtencié de cDNA utilitzant el kit High-capacity cDNA reverse transcription kit
(Applied Biosystems) i seguint el protocol indicat pel fabricant. Depenent de la
concentracié d’RNA obtinguda vam partir d’1-2 ug de RNA per cada mostra. Abans pero,
I'RNA es va cérrer en un gel d’agarosa per validar la seva integritat i comprovar que no

hi havia contaminacié genomica.
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5.3 PCR quantitativa a temps real (RT-PCR)

L'RT-PCR és una PCR convencional amb capacitat de quantificar I'amplificacié del
producte gracies a la utilitzacié de fluorofors, en el nostre cas el Sybergreen (Roche
Molecular Biochemicals) que s’uneix al DNA de doble cadena, per tant al producte
amplificat de la PCR. Com que el fluordfor s’'uneix inespecificament a la seqiiéncia, és
molt important treballar amb condicions restringents i amb els controls negatius
corresponents. Les corbes de desnaturalitzaciéo o meelting es van utilitzar per analitzar la

qualitat dels resultats obtinguts.

Degut a que moltes de les mostres utilitzades en aquest estudi provenien de tumors
ortotopics, amb component huma i muri, els primers que es van utilitzar eren especifics

per a humans (Taula M8).

Per fer les RT-PCR vam utilitzar la barreja LC480 Sybrgreen PCR mix (Roche®) que
conté tots els reactius necessaris per a la realitzacio de la RT-PCR excepte el DNA i els

primers (Tag DNA polimerasa, tampd per la reaccio, dNTPs, MgCl, i Sybrgreen).

En cada pou d’una placa de 384 pous afegiem 100 ng de cDNA, 5 ul de la barreja amb
Sybrgreen, primers a 0,5 yM i aigua destil-lada fins a 10 pl finals. Les condicions de la
PCR quantitativa van ser les segiients: incubacio inicial a 95°C durant 10 segons per
activar la polimerasa, 45 cicles que consten de una primera fase de desnaturalitzacio a
95°C durant 10 segons, I'anellament a 65°C (excepte hErbB1 que I'anellament es va

realitzar a 61°C) durant 20 segons i I'extensi6é a 72°C durant 10 segons.

El resultat que s’obté de les RT-PCR sén les corbes d’amplificacié en les que es pot
calcular la CT (threshold cycle) que és el cicle a partir del qual la fluorescéncia és
estadisticament significativa per sobre el soroll de fons, i és inversament proporcional al
nombre de copies. En aquest estudi tots els analisis, si no s’especifica el contrari, els

resultats es presenten en 20V

, on AACt és el parametre on les Cts de cada mostra
s’han normalitzat per la seva actina i relativitzat a una mostra indicada (com per exemple

testicles normals o fenotip sensible a CDDP).
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GEN Seqiiéncies
hErbB1 Fwd: 5-GTCCCATAGTTGGACAGGATG-3
Rev: 5-TCATCAGGGGAAATGCTCTT-3’
hErbB2 Fwd: 5-AGGGGTCTTGATCCAGC-3
Rev: 5-GGTTGGTGTCTATCAGTGTGA-3
hErbB3 Fwd: 5-GCTTGCTTTTCAGCCTGGCC-3’
Rev: 5-TTCTCAGCATCGCCGGTCAC-3
hErbB4 Fwd: 5-GTACAGTGCTGACCCCACCG-3’
Rev: 5-AGGGTTCTCCTCCACTGGATTCA-3’
hPDGFR Fwd: 5-AGTTCCTTCATCCATTCTGGACT-3’
% | Rev: 5-AATTGTAGTGTGCCCACCTCTC-3
hPDGFRp Fwd: 5-CATCACCGTGGTTGAGAGC-3’
Rev: 5-AATTGTAGTGTGCCCACCTCTC-3’
hPDGE-A Fwd: 5-TACTGAATTTCGCCGCCACA-3’
Rev: 5-CCAAAGAATCCTCACTCCCTACG-3’
hPDGF-B Fwd: 5-TGTGCGGAAGAAGCCAATCT-3
Rev: 5-AATAACCCTGCCCACACACTC-3
hActina Fwd: 5-GAGGCAGCCAGGGCTTA-3
Rev: 5-AACTAAGGTGTGCACTTTTGTTCAACT-3’

Taula M8. Seqiiéncies dels primers utilitzats per a reconéixer
especificament I’expressié en mRNA de determinats gens.

6 ANALISIS ESTADISTICS

Tots els estudis estadistics s’han realitzat aplicant el test estadistic no parameétric U de
Mann-Withney amb el programa SPSS o el GraphPad Prism. 6. En tots els casos les
diferéncies s’han considerat estadisticament significatives quan *p<0,05; **p<0,01;

***p<0,001 i s’ha representat amb aquesta nomenclatura en les figures.
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BASES DE L’ESTUDI

L’estudi realitzat en aquesta tesi doctoral ha estat avaluar la terapia dirigida a receptors
ErbBs i la terapia antiangiogénica en models murins de tumors testiculars humans

ortotopics.

L’estudi de la implicacioé dels receptors ErbBs en la biologia dels TGTs va ser iniciada en
el nostre grup per la Dra. Wilmar Castillo Avila. Tenint evidéncies descrites en la
literatura de I'expressid d’aquests receptors en TGTs (Hechelhammer et al., 2003;
Madani et al., 2003; Moroni et al., 2001), i evidéncies de la senyalitzacioé proangiogenica
de TGFp a través d’ErbB1 en cél-lules endotelials (Vinals and Pouyssegur, 2001), es va
avaluar I'efecte in vivo de terapies anti-ErbBs, en el coriocarcinoma TGT38, un model de
tumor testicular altament vascularitzat. Malgrat els elevats nivells d’expressi6 d’ErbB1
els tractaments amb gefitinib o amb cetuximab, ambdés inhibidors purs d’ErbB1, no van
afectar la progressié tumoral del TGT38. A punt final de tractament els volums del
tumors dels ratolins tractats amb cetuximab i amb gefitinib no es diferenciaven dels
volums dels tumors del grup control tractat amb vehicle. Els analisis moleculars de la
proliferacié cel-lular i I'apoptosi en aquestes mostres tumorals no van mostrar
diferéncies entre els grups, confirmant aixi I'abséncia d’efecte dels dos inhibidors

d’ErbB1 sobre el tumor.

Per altra banda, en aquest estudi també vam voler continuar part de I'avaluaci6 de la
terapia antiangiogénica en models de TGTs ortotopics, estudi iniciat també per la Dra.
Wilmar Castillo Avila. Castillo-Avila et al. (Castillo-Avila et al., 2009), van mostrar com el
tractament amb sunitinib bloquejava el creixement tumoral en tres models de TGTs
ortotopics i augmentava la supervivéncia en un d’ells; efectes que es veien augmentats
en el tractament combinatori de sunitinib i CDDP. A més a més també van mostrar
I'eficacia de sunitinib, i de la seva combinaci6 amb CDDP, en bloquejar el creixement
tumoral en un model ortotopic amb resisténcia adquirida a CDDP. Havent obtingut
resultats positius vam voler continuar aquesta avaluaci6 amb un altre antiangiogeénic,
pazopanib, i en el context de la quimioresisténcia ja que és el principal problema en la
clinica dels TGTs (Koychev et al., 2011).
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OBJECTIUS

Els objectius generals d’aquest estudi han estat per una banda avaluar la terapia amb
inhibidors dels receptors ErbBs en models de tumor germinal testicular (TGTs). Com a

objectius concrets en aquest apartat tenim doncs:

a) Analisi de l'efecte de les terapies anti-receptors ErbBs tant en el creixement

tumoral com I'efecte a nivell molecular en el model tumoral TGT38.

b) Avaluar la implicacié dels receptors ErbBs en la supervivéncia cel-lular aixi com
I'efecte de la inhibici6 d’aquests receptors in vitro en cél-lules de tumors

germinals testiculars.

c) Avaluar l'efectivitat de la terapia anti-receptors ErbBs combinada amb la terapia

anti-angiogénica en el tractament del TGT38.

Per altra banda un altre objectiu principal d’aquest estudi ha estat avaluar I'activitat
antitumoral i antiangiogenica de pazopanib en el context de quimioresisténcia de tumors

germinals testiculars (TGTs). D’aquest se’n deriven els segiients objectius concrets:

d) Avaluar l'efecte in vivo de pazopanib en models de TGTs i també en un nou

model ortotopic de TGT amb resisténcia intrinseca a CDDP, el TGT44.

e) Analitzar l'activitat antitumoral de pazopanib in vitro en cél-lules de tumors

germinals testiculars aparellades amb sensibilitat i resistencia a CDDP.

f) Estudiar possibles mecanismes de resisténcia a CDDP en models de tumors

germinals testiculars.
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RESULTATS

1.TERAPIES DIRIGIDES A RECEPTORS ErbBs

1.1 Avaluacié de I'efecte in vivo de les terapies dirigides a receptors
ErbBs en un model ortotopic muri de coriocarcinoma testicular

huma

En un treball de tesi doctoral anterior al nostre, realitzat per la Dra. Wilmar Castillo Avila,
es va comencar a estudiar la implicacié d’ErbB1 en la biologia dels tumors testiculars i a
avaluar la inhibicié d’ErbB1 com a possible terapia alternativa per als TGTs. Com ja hem
comentat anteriorment, en aquell estudi es va avaluar I'efecte de gefitinib i de cetuximab,
dos inhibidors purs d’ErbB1, en un model ortotdopic muri de coriocarcinoma testicular
huma, el TGT38. Tot i que els resultats obtinguts mostraven que cap dels inhibidors
afectava al creixement del volum tumoral, nosaltres vam analitzar aquestes mostres

tumorals per tal de continuar I'estudi.

1.1.1 Cetuximab i gefitinib bloquejen la fosforilaci6 d’ErbB1 peré no

afecten I’activacio d’ErbB2

Per poder descartar que la falta d’efecte sobre el creixement tumoral era deguda a una
ineficacia de I'actuacié dels inhibidors, vam comprovar que els dos farmacs havien
bloquejat correctament I'activitat tirosina cinasa d’ErbB1. Per aixd vam mesurar per
western blot els nivells de fosforilacié en la tirosina 1173 d’ErbB1, una de les tirosines
meés fosforilades en l'activacié general d’aquest receptor (Batzer A.G et al.,1994;
Olayioye M.A.et al., 2000). En la Figura R1A es pot observar com la fosforilaci6
d’aquesta tirosina es bloquejava tant amb cetuximab com amb gefitinib, mentre no
variaven els nivells d’expressi6 d’ErbB1 total. A més a més, en la quantificacid

densitomeétrica dels nivells de receptor fosforilat respecte els nivells de receptor total
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Figura R1B) vam observar com el bloqueig de cetuximab era d’'un 52% i que amb
g g

gefitinib era de fins un 79%, essent aquest ultim de significanga estadistica.
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Figura R1. L’activitat d’ErbB2 és independent a la inhibicié de I’activitat d’ErbB1. A)
Imatge representativa dels analisis realitzats per western blot dels nivells de pErbB1,
ErbB1, pErbB2, ErbB2 i la tubulina com a control de carrega, en tumors independents del
grup control, tractats amb cetuximab o amb gefitinib. Es van realitzar quantificacions
densitomeétriques d’aquests analisis per western blot de B) els nivells de pErbB1 respecte
ErbB1 total i C) pErbB2 respecte ErbB2 total. Es mostra la mitjana relativa al grup control +
la desviacié estandard (DE), amb unitat arbitraries (U.A.), de 4 tumors control, 4 tumors
tractats amb cetuximab i 5 tumors tractats amb gefitinib. * p< 0’05 en un test de la U de
Mann-Withney.

Amb la unié del lligand els receptors ErbBs dimeritzen permetent una fosforilacié i
activacié creuada (Hynes and Lane, 2005). Aquestes dimeritzacions poden ser homo o
heterodimeritzacions, i essent ErbB2 un dels receptors més freqlients en aquestes
heterodimeritzacions, vam voler analitzar també els seus nivells d’activacio en preséncia
dels dos inhibidors. En la Figura R1A es mostra una imatge representativa de I'analisi
per western blot dels nivells de pErbB2 i de ErbB2 total en mostres de tumors controls i
tractats amb els inhibidors d’ErbB1 (Figura R1A). Tant en la imatge mostrada en la
Figura R1A com en la quantificaci6 densitométrica de totes les mostres analitzades
relativitzant els nivells de pErbB2 i ErbB2 total (Figura R1C), s’observava que els nivells
d’activacio d’'ErbB2 no s’alteraven en els tumors tractats amb cetuximab, o gefitinib

respecte els tumors del grup control.
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A continuacié vam voler estudiar si les vies de senyalitzacié per sota dels receptors
ErbBs es veien afectades per la inhibicié d’ErbB1. Els receptors ErbBs actius tenen la
capacitat d’estimular varies vies de senyalitzacié intracel-lulars. Les tres més rellevants
s6n PI3K-AKT i la via de MAPK-ERKs, i STAT3 (Hynes and MacDonald, 2009). Es per
aixd que vam estudiar els nivells d’activacié d’AKT, ERK1/2 i STAT3 en les mateixes
mostres tumorals on vam analitzar els nivells d’activacié dels receptors ErbB1 i ErbB2
(Figura R1). A l'analitzar per western blot els nivells fosforilats i totals d’AKT, ERK1/2 i
STATS3, i amb una posterior quantificaci6 densitométrica d’aquests analisis, no vam

observar cap diferéncia en els nivells d’activacioé de cap de les vies entre els tractaments
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Figura R2. Els tractaments amb cetuximab o gefitinib no alteren els nivells d’activitat
d’AKT, ERK1/2 o STAT3. A) Imatge representativa dels analisis realitzats per western blot
dels nivells de pAKT, AKT total, pERK1/2, ERK1/2 total, pSTAT3 i la tubulina com a control
de carrega, en tumors independents del grup control, tractats amb cetuximab o amb gefitinib.
Per analitzar els nivells d’activaci6 d’aquestes vies proliferatives es van realitzar
quantificacions densitométriques dels analisis per western blot B) dels nivells de pAKT
respecte AKT total, C) pERK1/2 respecte ERK1/2 total i D) pSTAT3 respecte la tubulina. Es
mostra la mitjana relativa al grup control + DE, amb unitat arbitraries (U.A.), de 4 tumors
control, 4 tumors tractats amb cetuximab i 5 tumors tractats amb gefitinib. B) Els nivells
d’activaci6 d’AKT sén amb cetuximab d’'un 84% i amb gefitinib d’'un 106%; C) els nivells
d’activacié d’ERK1/2 sén del 117% en els tumors tractats amb cetuximab i del 112,5% amb
gefitinib; D) i els nivells de STAT3 en els tumors tractats amb cetuximab sén del 79% i amb
gefitinib del 88%.
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amb cetuximab o gefitinib i el grup control. Aquest fet es correlacionava amb la manca
d’inhibici6 de creixement tumoral dels tractaments amb cetuximab o gefitinib (Figura
R2).

1.1.2 Lapatinib, inhibidor dual d’ErbB1 i ErbB2, bloqueja el creixement
tumoral de TGT38

Malgrat que la inhibicié6 d’ErbB1 provoca també el bloqueig de l'activitat d’ErbB2 en
molts models tumorals (Lenferink et al., 2000; Moasser et al., 2001; Moulder et al.,
2001), els nostres resultats mostraven una activitat d’ErbB2 i de les tres vies de
senyalitzacié analitzades independent d’ErbB1. Per comprovar si ErbB2 podia tenir un
paper actiu en el creixement tumoral de TGT38 vam realitzar un experiment in vivo amb
lapatinib, un inhibidor dual d’ErbB1 i ErbB2.

El tumor es va implantar en ratolins atimics, tal i com s’explica en l'apartat 1.1 de
materials i métodes, i en el moment de comencgar el tractament van ser repartits
aleatoriament en dos grups. Set animals van ser tractats amb administraci6 oral i diaria
de 100 mg/kg de lapatinib, i nou animals més, com a grup control, van ser tractats amb
la solucié vehicle de lapatinib seguint el mateix esquema d’administracié. Al final del
tractament vam mesurar el volums de cada un dels tumors, representats en la Figura
R3, on es pot observar com el tractament amb lapatinib va inhibir el creixement tumoral

de manera significativa en un 48%.

Figura R3. Lapatinib bloqueja el
creixement tumoral del TGT38. El
coriocarcinoma TGT38 es va
implantar en ratolins atimics. Set es
van tractar amb lapatinib 100 mg/kg
i nou amb la solucid vehicle,
ambdoés  tractament van  ser
d’administracio oral diaria durant 13
dies. L’administracié de lapatinib
provoca una inhibicid del
2000 creixement tumoral del 48%. Els
resultats sén representats
mitjangant un diagrama de caixes,
1200+ boxplot. Les medianes per al grup
control i el grup lapatinib sén de
1881 mm® i de 838 mm®
2 T I respectivament. * p<0,05 en un test
Control Lapatinib de la U de Mann-Withney.
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Figura R4. Lapatinib te un efecte antiproliferatiu i proapoptotic en les cél-lules
tumorals. Immunofluorescéncia del marcador de proliferacio Ki67 (A), el marcador
apoptétic TUNEL (B) i el mardacor nuclear DAPI en seccions del TGT38 control o tractat
amb lapatinib.400x, escala 40 uM. C) Quantificacié dels nuclis positius per a Ki67, on amb
el tractament de lapatinib es redueix un 85,5% de les célules, D) i per a TUNEL, on el
tractament fa augmentar fins a un 347% de ceél-lules positives. En ambdues quantificacions
es representa la mitjana + DE, % respecte el grup control. * p<0,05. en un test de la U de
Mann-Withney.
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Per determinar en més detall I'efecte de lapatinib en la biologia tumoral, vam voler
estudiar si el tractament afectava a la proliferacié i 'apoptosi de les cél-lules tumorals.
Amb técniques d’immunofluorescéncia en mostres congelades de teixits tumorals
d’ambdoés tractaments, vam analitzar I'expressié de Ki67, un marcador de proliferacié
cel-lular, i el marcatge de TUNEL, un assaig per detectar apoptosi. Els resultats
obtinguts mostraven com el tractament amb lapatinib induia una disminucié de les
cél-lules tumorals proliferatives i un augment de les cél-lules tumorals en apoptosi,

canvis en ambdoés casos estadisticament significatius (Figura R4).

Una altra caracteristica dels tumors que vam voler analitzar comparant els dos
tractaments era la necrosi tumoral. Vam quantificar les arees necrotiques de les imatges
obtingudes de tenyir amb hematoxilina-eosina talls de tumors d’ambdds grups. Els
tumors controls presentaven un 28% de l'area total necrotica, mentre que els tumors
tractats amb lapatinib I'area necrdtica augmentava fins a un 43% de l'area total. Tot i
observar aquest augment en l'area necrotica en els tumors tractats, aquesta diferéncia

no era estadisticament significativa (Figura R5).
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Figura R5. El tractament amb lapatinib augmenta la necrosi tumoral. A) Imatges
representatives de I'analisi histologic per tincié d’hematoxilina-eosina dels tumors controls i
tractats amb lapatinib. Amb una N s’han indicat arees necrotiques com a exemples per
facilitar I'observacio. (4x) B) Quantificacié de les arees necrotiques respecte I'area total de
nou tumors controls i set tumors tractats amb lapatinib. Es representa la mitjana + DE de les
quantificacions amb unitat arbitraries (U.A.).
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Per tal d’aprofundir en els mecanismes moleculars del tractament vam analitzar els
nivells d’activacié dels receptors ErbB1 i ErbB2, aixi com les vies de senyalitzacié

proliferatives ja estudiades en els tractaments anteriors amb cetuximab i gefitinib.

Aixi doncs, de la mateixa manera que amb els tractaments dels inhibidors purs d’ErbB1,
vam analitzar per western blot els nivells d’expressio de les formes fosforilades i totals
d’ErbB1 i ErbB2, en mostres de tumors controls i tractats amb lapatinib. Tal i com
s’esperava, ja que els dos receptors so6n diana de [linhibidor, lapatinib bloquejava
l'activaci6 d’ErbB1 i ErbB2. La Figura R6A mostra una imatge representativa dels

analisis realitzats per western blot, on es pot observar una clara disminucié dels nivells
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Figura R6. Lapatinib bloqueja I'activitat d’ErbB1 i ErbB2. A) Imatge representativa de
I'analisi per western blot dels nivells d’expressié de pErbB1, ErbB1, pErbB2, ErbB2 i actina
com a control de carrega en tumors control i tractats amb lapatinib. B) Quantificacié
densitométrica dels nivells d’expressio entre pErbB1 i ErbB1, i C) entre pErbB2 i ErbB2 de
4 mostres control i 6 mostres lapatinib, mostrades com la mitjana + DE, amb unitat
arbitraries (U.A.). Lapatinib redueix I'activitat d’ErbB1 i ErbB2 un 95% i un 80%
respectivament. * p<0,05; **p<0,01 en un test de la U de Mann-Withney.
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tant de pErbB1 com de pErbB2 amb el tractament amb lapatinib respecte tumors control.
Posteriorment es van fer quantificacions densitomeétriques dels analisis per western blot,
per a poder analitzar els nivells d’activacié dels receptors relativitzant la forma
fosforilada amb la total. Els resultats van confirmar que lapatinib bloquejava I'activacio
d’ErbB1 en un 95% i l'activacié d’ErbB2 en un 80% (Figura R6 B i C).

Vam estudiar també els nivells d’activaci6 d’AKT, ERK1/2 i STAT3 en les mateixes
mostres de lisats tumorals control i tractats amb lapatinib. Com en I'analisi anterior es
van avaluar per western blot amb una posterior quantificacié densitomeétrica els nivells
de pAKT respecte AKT total, pERK1/2 respecte ERK1/2 total i pSTAT3 respecte I'actina
(Figura R7 B, C, i D). Els resultats obtinguts mostraven com el tractament amb lapatinib

bloquejava les tres vies estudiades un 50%, un 62% i un 52% d’inhibicio respectivament.
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Figura R7. Lapatinib bloqueja I'activitat d’AKT, ERK1/2 i STAT3. A) Imatge representativa
de l'analisi per western blot de pAKT, AKT, pERK1/2, ERK1/2, pSTAT3 i Actina en tumors
control i tractats amb lapatinib. Es mostren també les quantificacions densitométriques dels
analisis per western blot fets en 4 tumors control i 6 tumors lapatinib B) dels nivells de pAKT
respecte AKT total, C) pERK1/2 respecte ERK total i D) pSTAT3 respecte la tubulina. Es
mostra la mitjana relativa al grup control + DE, amb unitat arbitraries (U.A.). Lapatinib bloqueja
I'activitat analitzada en un B) 50%, C) 62% i D) 52% *p<0,05 en un test de la U de Mann-
Withney.
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Corresponent aixi el bloqueig de les vies de senyalitzacié proliferatives amb la
disminucié de la proliferacié de les cél-lules tumorals (Figura R4C) i amb la inhibicié del

creixement en volum tumoral (Figura R3).

Els resultats descrits fins al moment mostraven que mentre el bloqueig pur d’ErbB1 no
afectava el creixement tumoral ni a I'activitat d’'ErbB2, quan aquest receptor s’inhibia de

manera addicional a ErbB1 es bloquejava el creixement tumoral.

1.1.3 Formacio de I’heterodimer ErbB2/ErbB3 en el TGT38

ErbB2 és un receptor que manca de capacitat d’'unié a lligand, i que per senyalitzar
requereix de la formacié d’heterodimers amb els altres receptors de la familia,
exceptuant algunes situacions de sobrexpressio, com en alguns cancers de mama
(Hynes and Lane, 2005). Donat que els nostres resultats mostraven una activitat
d’ErbB2 independent d’ErbB1, vam considerar la involucracié d’algun altre dels
receptors de la familia en la senyalitzaci6 proliferativa junt amb ErbB2. Es per aixd que
vam analitzar I'expressié dels quatre receptors de la familia d’'ErbBs en el nostre model

tumoral.

Per comencar vam avaluar els nivells d’expressié dels mMRNAs d’ErbB1, ErbB2, ErbB3 i
ErbB4 amb la técnica de la reaccié en cadena de la polimerasa a temps real (RT-PCR),
en mostres de tumors TGT38 comparant-les amb mostres de testicle huma com a

control d’expressié no tumoral.

Els resultats de la RT-PCR, mostrats en la Figura R8A, indicaven que ErbB1 i ErbB2
s’expressaven tres vegades més que en el testicle normal, perd el que ens crida més
I'atenci6 va ser la sobrexpressié d’ErbB3, que era de 16 vegades més. Per altra banda
cal afegir que els nivells dmRNA d’ErbB4 eren molt inferiors als expressats en testicle

normal huma.

Aquests resultats obtinguts per RT-PCR van ser validats a nivell de proteina analitzant
els nivells d’expressié proteica d’ErbB1, ErbB2 i ErbB3 en mostres de TGT38 i mostres
de testicle huma. En la Figura R8B els tres primers carrils corresponen a tres mostres
independents de testicle huma, i tot i que es va obtenir poca expressio dels receptors en
algunes d’elles, es podia observar clarament com els nivells d’expressié en el TGT38

eren molt superiors.
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Figura R8. ErbB1, ErbB2 i ErbB3 presenten elevats nivells d’expressio en el TGT38. A)
Els nivells dmRNA d’ErbB1, ErbB2, ErbB3 i ErbB4 humans van ser analitzats per RT-PCR.
Resultats expressats com la mitjana + DE dels nivells d’expressié dels mRNA en set tumors
TGT38 relatius als nivells d’expressié dels mRNAs en quatre mostres de testicle huma. B)
Imatge de western blot dels nivells d’expressio proteica d’ErbB1, ErbB2, ErbB3 i la tubulina,
com a control de carrega, en tres mostres independents de testicle huma, i quatre mostres
independents de TGT38. *p<0,05, **<p0.01, en un test de la U de Mann-Withney.

Donada I'elevada expressié d’ErbB3 en aquest model, i la molt baixa expressié d’ErbB4,
era congruent estudiar la possibilitat de senyalitzacié proliferativa d’ErbB2 juntament
amb ErbB3. La preséncia de [I'heterodimer ErbB2/ErbB3 ja ha estat descrita
extensament en diferents tumors, i és considerat el dimer ErbB més potent pel que fa la

forca d’interaccio i la senyalitzacio intracel-lular (Baselga and Swain, 2009).
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Aixi doncs vam voler analitzar la preséncia de I'heterodimer ErbB2/ErbB3 en el nostre
model tumoral, el TGT38. Per fer-ho vam immunoprecipitar ErbB1 i ErbB2 en mostres de
lisats tumorals de TGT38, i posteriorment vam identificar per western blot la preséncia
dels diferents membres de la familia d’ErbBs en aquests immunoprecipitats. Es van
observar nivells molt baixos d’ErbB2 i ErbB3 en I'immunoprecipitat (IP) d’'ErbB1 (Figura
R9A tercer carril) indicant molt poca formacié de dimers ErbB1 amb els altres dos
receptors. Per altra banda, en I'lP d’ErbB2 (Figura R9B tercer carril) es van observar
nivells molt baixos d’ErbB1 perd nivells més elevats d’ErbB3, confirmant la poca
dimeritzacié6 d’ErbB2 amb ErbB1 i demostrant la preséncia de dimers ErbB2/ErbB3. Cal
afegir que els nivells elevats d’ErbB1 en I'lP ErbB1 i d’'ErbB2 en I'IlP ErbB2, juntament

amb la nitidesa del control negatiu, validen la técnica emprada.
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Figura R9. Formacio de I’heterodimer ErbB2/ErbB3 en el TGT38. A) Immunoprecipitacié
d’ErbB1 i B) d’ErbB2 en lisats proteics de TGT38. Es mostren les imatges obtingudes per
western blot de la deteccidé de I'expressié d’ErbB1, ErbB2 i ErbB3 en els inputs (5% del lisat
total immunoprecipitat), el control negatiu (mostres sense anticds conjugat) i en cada
immunprecipitat (IP).

Els resultats obtinguts suggerien que en el nostre model tumoral existia una formacio
preferencial dels heterodimers ErbB2/ErbB3 davant la formacié de dimers amb ErbB1.
En aquest punt calia confirmar que I'heterodimer ErbB2/ErbB3 era actiu i tenia capacitat
de senyalitzaci6. Per aixd0 haviem d’analitzar I'activitat d’ErbB3 en els tumors dels
diferents tractaments, quan s'inhibia ErbB1 per una banda i quan s’inhibien ErbB1 i

ErbB2 per I'altre.
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Figura R10. L’activitat d’ErbB3 es bloqueja amb el tractament amb lapatinib, peré no
s’altera amb els tractaments que inhibeixen només ErbB1. A i B) Imatges
representatives dels analisis realitzats per western blot dels nivells d’expressié de pErbB3,
ErbB3 total, i I'actina, com a control de carrega, en els tumors controls respectius, i els
tumors tractats amb lapatinib (A), o amb cetuximab i gefitinib (B). Una posterior quantificacio
densitométrica ens permet mesurar els nivells d’activacié d’'ErbB3; C) que en el tractament
amb lapatinib es redueix un 52%; D) i en els tractaments amb cetuximab i gefitinib fins i tot
augmenta un 10% i un 36%, cap dels dos canvis significatiu. Els resultats sén mostrats com
a les mitjanes, amb unitats arbitraries (U.A.) + DE relatives al grup control corresponent. C)
S’han quantificat 4 mostres de tumors control i sis de tractats amb lapatinib. D) De cada
tractament s’han quantificat quatre mostres. **p<0,01 en un test de la U de Mann-Withney.

Tal i com es pot observar en la Figura R10A, en els analisis per western blot es va
observar clarament la inhibicié de la fosforilacio d’ErbB3 en el tractament amb lapatinib,
mentre que els nivells de receptor total no variaven de manera significativa. Per altra
banda, quan vam analitzar les mostres dels tumors tractats amb cetuximab o gefitinib
vam observar que els nivells d’activaci6 d’ErbB3 no variaven amb cap dels dos
tractaments (Figura R10B i D).

Aixi doncs els resultats obtinguts mostraven una activitat d’ErbB3 dependent d’ErbB2;

l'activitat d’'ErbB3 es bloquejava quan l'activitat d’ErbB2 es veia compromesa amb
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lapatinib, mentre que amb els inhibidors purs d’ErbB1 l'activitat d’ErbB3 no s’alterava.

Quedava confirmat doncs que I'heterodimer ErbB2/ErbB3 era actiu en el TGT38.

A continuacié vam trobar interessant estudiar la localitzacié d’ErbB1 i ErbB2 en els talls
tumorals del TGT38 per comprovar que si no interaccionaven no era per impediments
estérics de no expressar-se en les mateixes cél-lules. Amb aquest proposit vam realitzar
una co-immunofluorescéncia dels dos receptors en diferents talls de tumor TGT38. En la
Figura R11 es pot observar com ErbB1 i ErbB2 colocalitzaven en les membranes de les

cél-lules tumorals del TGT38.

MERGE

Figura R11. ErbB1 i ErbB2 co-localitzen en les cél-lules tumorals del TGT38. Doble
marcatge de ErbB1 en verd i ErbB2 en vermell en seccions d'OCT del TGT38. En blau
estan tenyits els nuclis amb dapi. En el merge, la combinacié de les tres imatges, es pot
observar com ErbB1 i ErbB2 co-localitzen en les membranes de les mateixes ceél-lules
tumorals.
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1.1.4 Expressié d’ErbB3 en TGTs

Els resultats obtinguts fins el moment indicaven que ErbB2 dimeritzava amb ErbB3 i de

manera preferencial davant ErbB1 en el TGT38.

La seglent qiiesti6 que se'ns plantejava era si aquest fet podia ser general de tumors
testiculars o exclusiu del model utilitzat. Per aixd vam voler analitzar I'expressié dels
receptors ErbBs en diversos tumors testiculars ortotopics de diferents tipologies
histoldgiques. En la imatge de la Figura R12 es pot observar com ErbB3 s’expressava
en tots els tumors analitzats seguint un patré molt semblant a I'expressié d’ErbB2. Els
nivells d’ambdoés receptors eren molt més elevats en els tumors ortotopics que en la
mostra de testicle huma. Els tumors que presentaven més expressié d’aquests receptors
eren els coriocarinomes i els tumors de components heterogenis. Aquests dos grups de
tumors eren on ErbB1 es trobava expressat en majors nivells. Per altra banda els nivells
d’ErbB1 respecte el testicle huma eren molt més elevats perd no en uns nivells tant
destacats com en ErbB2 i ErbB3. Per altra banda ErbB4 es trobava expressat en
poques mostres tumorals i en nivells semblants o inferiors als nivells d’expressié en el
testicle huma. Cal afegir també que en aquesta imatge hi ha inclosa una mostra tumoral

del model utilitzat anteriorment, el coriocarcinoma TGT38.
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Haviem comprovat que ErbB1, ErbB2 i ErbB3 s’expressaven en practicament tots els
tumors testiculars ortotopics analitzats. En aquest punt vam voler analitzar I'expressio

d’'aquests tres receptors també en els tumors originaris dels pacients humans. En
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col-laboracié amb els departaments d’anatomia patolodgica de I'Hospital de Bellvitge i de
I'Hospital de la Vall d’'Hebrén vam realitzar la deteccié per IHQ d’ErbB1, ErbB2 i ErbB3,
aixi com una caracteritzaci6 amb hematoxilina eosina, de tres tumors diferents
comparant el tumor original de pacient huma amb el seu corresponent tumor implantat
ortotopicament en ratoli. Vam analitzar un tumor de caricinoma embrionari, un
carcinoma de sac vitel-li i un coriocarcinoma. Els resultats ens van mostrar que tots els
tumors primaris, independentment del component histologic, expressaven els tres
receptors i els patrons d’expressi® es mantenien en els seus respectius tumors
ortotopics (Figura R13). Aixi doncs podiem confirmar que els receptors ErbBs
s’expressaven en diferents tumors TGTs, i que els models ortotopics utilitzats

reproduien aquesta expressio.
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Figura R13. El patré d’expressié d’ErbB1, ErbB2 i ErbB3 es manté dels tumors humans
originaris als models ortotopics. Caracteritzacidé histologica i immunohistoquimica dels
tumors primaris humans i els seus respectius tumors xenografts implantats ortotopicament
en ratolins atimics: (TGT:TGT12 per a el carcinoma embrionari; TGT1 per a el carcinoma de
sac vitel'li, i TGT38 pel coriocarcinoma): (a,e,i,m,q i u) tincié d’hematoxilina-eosina; (b, f, j, n,
riv) immunotincié pera ErbB1; (c, g, k, 0, s i w) immunotincié per a ErbB2; (d, h, |, p, ti x)
immunotincié per a ErbB3. (400X)
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1.2 Avaluacio de I’efecte in vitro de les terapies dirigides a receptors

ErbBs en linies de cél-lules de TGTs

Per continuar estudiant I'efecte de les terapies dirigides a receptors ErbBs i testar-les en
models de TGTs de diferents components histologics, vam utilitzar quatre linies

cel-lulars in vitro.

1.2.1 Efecte de gefitinib i lapatinib en la proliferacio de linies cel-lulars de

tumor testicular

En primer lloc vam avaluar I'efecte de la inhibici6 d’ErbB1, amb gefitinib, i la inhibicio
dual d’ErbB1 i ErbB2, amb lapatinib, en la proliferacié de varies linies cel-lulars de TGTs.
Vam seleccionar quatre linies cel-lulars, totes originaries de TGTs no seminomatosos i

de diferents caracteristiques histologiques. Les caracteristiques de cada una es poden

consultar a la Taula R1 presentada a continuacié.

Linia Cel-lular Component Referéncies
histologic
833K Metastasi abdominal CE, T (Bronson et al., 1980)
1411H Primari CE, SV (Vogelzang et al., 1985)
GCT27 Primari CE (Pera et al., 1987)
SuSa Primari CE, T (Hogan et al., 1977)

Taula R1. Taula resum de la informacié de les linies cel-lulars estudiades. Adaptaci6 de
Fung et al., 2006 (Fung et al., 2006).CE=Carcinoma Embrionari; T=Teratoma; SV=Tumor de Sac
Vitel'li.; NSGCT=Tumor de cél-lula germinal no-seminomatés.

Per estudiar com afectaven els tractaments amb gefitinib i lapatinib en la viabilitat
d’aquestes linies cel-lulars, vam realitzar assajos MTT, una técnica que mesura l'activitat
metabolica de les cél-lules (Berridge et al., 2005) i que podem relacionar amb viabilitat
cel-lular. En la Figura R14 es poden observar les corbes de viabilitat cel-lular amb
diferents dosis de lapatinib i gefitinib de 0 a 10 uyM en les cél-lules GCT27, les 1411H i

les SuSa. En les 833K es pot observar la corba de dosi resposta de lapatinib.
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Figura R14. Lapatinib bloqueja la viabilitat cel-lular in vitro de quatre linies cel-lulars
de tumors testiculars. Corbes d’activitat MTT en resposta a tractaments de 4 dies de 0-10
UM de lapatinib i gefitinib en les linies cel-lulars GCT27, 1411H i SuSa; i corba de lapatinib
en les 833K. Es troben representades les mitjanes de 4 mesures (amb unitats arbitraries) per
cada punt de les corbes + DE, relativitat respecte la dosi 0 on només s’hi ha afegit DMSO.

Lapatinib induia el bloqueig de la viabilitat cel-lular en les quatre linies de tumors
testiculars estudiades, assolint en tres d’elles, les GCT27, les 1411H i les SuSa, una
inhibicié de més del 70% en dosis inferiors a 10 yM. En aquestes tres linies cel-lulars es
va estudiar també I'efecte de gefitinib i es va observar que encara que també bloquejava

la viabilitat cel-lular ho feia en menor mesura que lapatinib (Figura R14).
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Vam voler caracteritzar els nivells d’expressié dels diferents receptors ErbBs en les
quatre linies cel-lulars, per estudiar si hi podia haver alguna relaci6 amb la sensibilitat
als tractaments de lapatinib o gefitinib. Amb aquest objectiu vam realitzar un western
blot de les quatre linies cel-lulars per als nivells d’expressié dels quatre receptors, i
posteriorment vam mesurar aquests nivells d’expressio per quantificacié densitomeétrica

normalitzant amb els nivells de tubulina corresponent per cada mostra (Figura R15).
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Figura R15. Expressié dels receptors ErbBs en les quatre linies cel-lulars testiculars.
Mitjangcant un western blot es van analitzar els nivells d’ErbB1, ErbB2 i ErbB3 en les GCT27,
les 1411H, les 833K i les SuSa. Per quantificacié densitomeétrica es van mesurar els nivells
d’expressié de cada receptor, normalitzats per la tubulina de la mostra corresponent. En
aquesta figura mostrem els resultats obtinguts en unitats arbitraries (U.A.).

Les GCT27 eren les cél-lules amb els nivells d’ErbB1 més elevats, mentre que en les
altres tres linies els nivells eren molt més baixos. Pel que fa I'expressio d’ErbB2, eren
també les GCT27 les ceél-lules que expressaven uns nivells més elevats d’aquest
receptor, mentre que les 1411H i les SuSa presentaven uns nivells semblants, i essent
les 833K les cél-lules que presentaven els nivells d’ErbB2 més baixos. Els nivells
d’ErbB3 eren semblants en les GCT27, les 833K i les 1411H, mentre que les SuSa
presentaven uns nivells d’ErbB3 molt més elevats. Els nivells obtinguts d’ErbB4 en les

quatre linies cel-lulars eren tant baixos que no els hem representat en la Figura R15.

Les linies cel-lulars més sensibles a lapatinib, GCT27, 1411H i SuSa, eren les que
presentaven nivells d’ErbB2 més elevats. A més a més, en les SuSa, la linia que
expressava els nivells d’ErbB3 més elevats, era on lapatinib acabava bloquejant amb

més intensitat la viabilitat cel-lular. Pel que fa la resposta a gefitinib teniem que la linia
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que expressava els nivells més elevats d’ErbB1, la GCT27, responia a dosis baixes de
gefitinib perd aquesta resposta s’aturava rapidament i no s’obtenia una inhibicié de més
del 60% en les dosis més elevades. Les altres dues linies testades amb gefitinib, tot i
tenir nivells d’expressido d’ErbB1 semblants tenien respostes a l'inhibidor diferents; per
una banda les SuSa tenien un efecte menor a baixes dosis de gefitinib, mentre que a 10
MM s’arribava a obtenir una inhibicié de la viabilitat cel-lular del 80%. Les 1411H es
comportaven de manera contraria, presentant una elevada sensibilitat a I'inhibidor a
baixes dosis perd sense obtenir més d’un 40% d’inhibicié de la viabilitat cel-lular a dosis

ja molt baixes.

Aixi doncs mentre que la relacié entre I'expressié d’ErbB1 i la resposta a gefitinib
quedava molt poc clara, I'expressié d’ErbB2 i ErbB3 en les linies cel-lular testiculars

podia ser rellevant en I'efecte de lapatinib.

1.2.2 Efecte de la inhibiciéo d’ErbB3 en la linia tumoral testicular SuSa

Amb tots els resultats obtinguts la seglient qliestid6 que se’ns va plantejar era I'efecte

que tindria la inhibicié d’ErbB3 en les linies de TGTs.

Degut a la dificultat d’inhibir ErbB3 en els models in vivo vam optar per realitzar assajos
in vitro amb una de les linies cel-lulars ja testades i que presentava uns nivells
d’expressio d’ErbB3 elevats, les SuSa. Amb l'objectiu d’inhibir I'expressié d’ErbB3 vam
transduir les cél-lules amb constructes lentivirals, cada un expressant un shRNA
especific per a ErbB3 huma. Els constructes lentivirals utilitzats aportaven resisténcia a
la puromicina, amb la que vam seleccionar i aixi vam generar tres linies cel-lulars
estables: les SuSa-EV (de I'anglés empty vector) amb un constructe sense seqiiéncia
shRNA, i dues linies amb dos vectors lentivirals shRNA per ErbB3 independents, les
SuSa-shErbB3.1 i les SuSa-shErbB3.2. En la Figura R16A es pot observar com els
nivells d’ErbB3 es van inhibir en les dues linies SuSa-shErbB3s, mentre que els nivells
dels altres receptors, ErbB1, ErbB2 i ErbB4, no es van veure alterats. Amb I'objectiu
d’estudiar si la inhibicié d’'ErbB3 afectava la viabilitat de les cél-lules, vam mesurar el seu
creixement contant el nombre de cél-lules durant set dies, havent sembrat el mateix
nombre de cél-lules inicial. Els resultats mostraven un creixement més lent de les dues
linies SuSa-shErbBs respecte la SuSa-EV, essent les diferéncies en el seté dia

estadisticament significatives (Figura R16B).
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Figura R16. La inhibicio d’ErbB3 frena el creixement de les cél-lules SuSa. Es van generar
tres linies cel-lulars transduint les SuSa amb vectors lentivirals de shRNA per ErbB3 basats en
pLKO.1, on SuSa-EV és el control sense seqiiéncia shRNA i les SuSa-shErbB3.1 i SuSa-
shErbB3.2 eren dues linies amb dos constructes lentivirals independents. A) Analisi dels nivells
d’expressié dels diferents receptors ErbBs en les tres linies cel-lulars. L'expressié d’ErbB3 en
les SuSa-shErbB3.1 i -2 estava inhibida respecte les SuSa-EV, mentre que I'expressio dels
altres receptors, ErbB1, ErbB2 i ErbB4 no variava entre les tres linies. B) Es van sembrar les
tres linies en plaques de 24 pous, a 15.000 cél-lules per pou. Es va fer un seguiment del
creixement contant el numero de cél-lules en cada pou durant 7 dies. Es representa la mitjana
+DE en cada punt. * p < 0,05 respecte les altres dues linies en el test estadistic de la U de
Mann-Withney.

Vam generar tumors inoculant les linies SuSa-EV i les SuSa-shErbB3.2 en els testicles
de ratolins atimics. De cada tumor generat es van implantar fragments
macroscopicament homogenis en 5 ratolins per cada tumor. En la Figura R17 es
mostren els volums tumorals d'aquests dos tumors generats, SuSa-EV i SuSa-
shErbB3.2, a 38 dies d’implantacio, i es pot observar com el tumors SuSa-shErbB3.2
van créixer menys que els SuSa-EV. Aixi doncs vam corroborar els resultats obtinguts

anteriorment amb cél-lules pero in vivo, encara que les diferéncies no eren significatives.
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Figura R17. Els tumors generats amb les SuSa-shErbB3.2 creixen menys que els
tumors originats de les SuSa-EV. Es van generar tumors ortotopics de cél-lules SuSa-EV i
SuSa-shErbB3.2. A) Comprovacié de que la linia cel-lular SuSa-shErbB3.2 manté el
silenciament del gen ErbB3 mitjangant I'analisi per western blot dels nivells d’expressio
d’ErbB3 en els tumors generats. B) Cada tumor es va implantar en els testicles de 5 ratolins.
Es representen els volums finals en diagrama de caixes a 38 dies de la implantacié.

1.2.3 Efecte de la inhibicio de diferents receptors ErbBs en linies de

cél-lules tumorals testiculars

A continuacié voliem avaluar I'efecte de la inhibicié6 de diversos receptors ErbBs, de
manera senzilla o combinada, en una de les linies cel-lulars de TGTs. Amb aquest
proposit doncs vam tractar les tres linies SuSa-shRNA amb els farmacs gefitinib i
lapatinib; de manera que podiem avaluar I'efecte de la inhibicid6 simple d’ErbB1 i
d’ErbB3, i la combinacié de la inhibicié6 d’ErbB1 i ErbB2, d’ErbB1 i ErbB3, i d’ErbB1
ErbB2 i ErbB3.
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Vam tractar les SuSa-EV i les dues SuSa-shErbB3s durant 4 dies amb DMSO, gefitinib
5 uM i lapatinib 5 yM. Finalment vam mesurar la viabilitat cel-lular en un assaig MTT. Els
resultats mostrats sén els obtinguts de tres experiments independents. Ja que el
creixement de les SuSa-shErbB3s era diferent a les SuSa-EV vam analitzar els resultats
relativitzant cada punt al seu corresponent tractament amb DMSO (Figura R18). Els
resultats obtinguts mostraven com el tractament amb gefitinib de la linia SuSa-EV no
era suficient per comprometre la viabilitat de les cél-lules tumorals, mentre que el
tractament amb lapatinib en aquesta linia cel-lular, tal i com s’esperava dels resultats
obtinguts in vivo, bloquejava fins un 30% el creixement de la linia cel-lular. Per altra
banda el tractament amb gefitinib de les linies amb I'expressi6 d’ErbB3 silenciada
provocava una inhibicié de la viabilitat cel-lular equiparable al tractament amb lapatinib
de la linia control, la SuSa-EV. Els nostres resultats indicaven com la inhibicié dual
d’ErbB1 i ErbB3 tenia efecte en el creixement de les cél-lules testiculars tumorals de

manera semblant a I'efecte del bloqueig d’ErbB1 i ErbB2, amb lapatinib.
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Figura R18. Lapatinib bloqueja la viabilitat cel-lular de la linia SuSa a nivells similars a
la inhibicié combinada d’ErbB1 i ErbB3. Les SuSa-EV i les dues SuSa-shErbB3s van ser
tractades per 4 dies amb DMSO, Gefinitib 5 yM o Lapatinib 5 uM i es va analitzar I'activitat
MTT de cada condici6. Els resultats de tres experiments independents sén mostrats com a
percentatge de viabilitat cel-lular respecte cada punt de DMSO corresponent + DE, amb
unitats arbitraries (U.A.) *, p<0.05; #*, p<0.01; ***, p<0.001 en el test estadistic de la U de
Mann-Withney.

Per corroborar els resultats obtinguts amb les SuSa vam realitzar la mateixa

aproximacié amb una de les altres linies de tumor testicular, les GCT27. Vam generar
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les linies estables GCT27-EV, GCT27-shErbB3.1 i GCT27-shErbB3.2 transduint amb els

mateixos vectors lentivirals utilitzats per generar les linies SuSa-EV i SuSa-shErbBs.

En primer lloc vam analitzar els nivells d’expressié dels quatre receptors ErbBs en les
tres linies GCT27-shRNA generades. En la Figura R19A es pot observar com els nivells
d’ErbB3 es veien molt disminuits en la GCT27-shErbB3.2 respecte la GCT27-EV,
mentre que els nivells d’inhibicié d’expressié aconseguits en la linia GCT27-shErbB3.1
eren menors. Per altra banda els nivells d’ErbB1 no variaven en excés en les GCT27-
shErbB3s.

Mitjangant assajos MTT en aquestes tres linies cel-lulars generades, vam estudiar si la
inhibici6 d’ErbB3 afectava a la viabilitat cel-lular. Els resultats van mostrar que la
inhibicié d’aquest receptor produia una disminuci6 significativa en la viabilitat cel-lular
(Figura R19B).
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Figura R19. La inhibicié d’ErbB3 redueix la viabilitat de les cél-lules GCT27. Es van
generar tres linies cel-lulars transduint les GCT27 amb vectors lentivirals de shRNA per
ErbB3 basats en pLKO.1, on GCT27-EV és el control sense sequéncia shRNA i les GCT27-
shErbB3.1 i GCT27-shErbB3.2 eren dues linies amb dos constructes lentivirals
independents. A) Analisi dels nivells d’expressio dels diferents receptors ErbBs en les tres
linies cel-lulars GCT27sh. Els nivells d’expressié6 d’'ErbB3 en les GCT27-shErbB3s eren
menors respecte la GCT27-EV, encara que la inhibicié en la GCT27-shErbB3.2 era major
que en la GCT27-shErbB3.1. L’expressié dels altres receptors, ErbB1, ErbB2 i ErbB4 no
variava entre les tres linies. B) Mitjangant analisis MTT es va observar com la viabilitat de les
GCT27-shErbB3.1 i -.2 es veia reduida, de manera significativa en amdés casos, un 39% i un
48% respectivament, respecte la linia control GCT27-EV. Es representa la mitja dels valors
obtinguts, amb unitats aribtraries (U.A.) £ DE * p < 0,05 respecte les altres dues linies en el
test estadistic de la U de Mann-Withney.
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A continuacio, tal com vam realitzar amb les SuSa-shRNA, vam analitzar I'efecte en la
viabilitat cel-lular de la inhibicié d’ErbB1 amb gefitinib, d’ErbB1 i ErbB2 amb lapatinib, i
d’ErbB3 utilitzant només la linia GCT27-shErbB3.2 que presentava els nivells d’inhibicié
meés elevats mentre que la GCT27-shErbB3.1 només presentava una inhibicié6 d’ErbB3
parcial. Vam tractar les GCT27-EV i les GCT27-shErbB3.2 durant 4 dies amb DMSO,
gefitinib 10 yM i lapatinib 10 pM, i al final del tractament vam mesurar la proliferacié
cel-lular amb un assaig MTT. Els resultats obtinguts (Figura R20) mostraven com en les
GCT-EV gefitinib no tenia un efecte important en la viabilitat cel-lular, mentre que
lapatinib si que provocava una disminucié de la viabilitat cel-lular en un 24%. Per altra
banda els efectes de gefitinib i lapatinib en les GCT27-shErbB3.2 eren molt semblants

provocant tots dos una disminucié del 50% en la viabilitat cel-lular.

Aixi doncs observavem com per una banda, la inhibici6 d’'ErbB3 per si sola afecta al
creixement o a la viabilitat cel-lular en dues linies de tumor testicular. Per 'altra banda
vam observar en les dues linies de tumor testicular testades que la inhibicié dual
d’ErbB1 i ErbB3 compromet la viabilitat cel-lular de la mateixa manera que ho fa

lapatinib, i en major grau a una inhibicié simple dels receptors ErbBs.
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Figura R20. La inhibicié combinada d’ErbB1 i ErbB3 redueix la viabilitat de les GCT27.
Les GCT27-EV i les GCT27-shERbB3.2 van ser tractades per 4 dies amb DMSO, gefitinib 10
MM o lapatinib 10 uM, i es va analitzar I'activitat MTT de cada condicié. Els resultats de cada
tractament es mostren relatius al tractament amb DMSO corresponent, amb unitats
arbitraries (U.A.) £ DE. *, p<0.05, ns= no significatiu, en el test estadistic de la U de Mann-
Withney.
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2. TERAPIA ANTIANGIOGENICA

De manera paral-lela a I'estudi del tractament dirigit a receptors ErbBs vam continuar
I'estudi iniciat per la Dra. Willmar Castillo Avila de la terapia antiangiogénica en tumors
testiculars. Castillo-Avila et al. van descriure I'efectivitat de sunitinib, en tres models
animals de tumors testiculars ortotopics de diferent component histologic, aixi com
també en el tumor aparellat del TGT38 amb resisténcia adquirida a CDDP (Castillo-Avila
et al., 2009).

En aquest estudi vam voler testar I'efecte de I'antiangiogénic pazopanib en els models
de TGTs in vivo, tant sensibles com resistents a CDDP. Pazopanib inhibeix
principalment els tres receptors de la familia de VEGFRs, PDGFRa i PDGFRp i c-KIT
(Kumar et al., 2007); i tot i que l'espectre de dianes és molt semblant al sunitnib,
existeixen diferéncies en d’altres dianes i en la tolerabilitat en el pacients (Escudier BJ.
et al., 2012; Kumar et al., 2009).

2.1 Avaluacio de I'efecte in vivo de la terapia antiantiangiogénica en

un model ortotopic muri de coriocarcinoma testicular huma.

2.1.1 Pazopanib bloqueja el creixement tumoral del TGT38

Per comengar vam avaluar I'efecte de pazopanib en el creixement del coriocarcinoma
TGT38. Per fer-ho vam implantar el tumor TGT38 en 15 ratolins atimics, i vam procedir a
realitzar el tractament de nou animals controls, i sis animals tractats amb pazopanib 100
mg/kg amb administracié oral i diaria. El punt final venia marcat pel benestar dels
animals del grup control. Els resultats dels analisis dels volums tumorals finals per a
cada grup mostraven com el tractament amb pazopanib bloquejava el creixement

tumoral de manera significativa en un 55% (Figura R21).
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Figura R21. Pazopanib bloqueja en un 55% el creixement tumoral del TGT38. El
coriocarcinoma TGT38 es va implantar en ratolins atimics; sis animals es van tractar amb
pazopanib 100mg/kg i nou amb la solucié de vehicle. Ambdoés tractaments van ser
d’administracié oral diaria durant 13 dies. Els resultats dels volums tumorals finals sén
representats en un diagrama de caixes, boxplot. Les medianes per al grup control i el grup
pazopanib sén de 1946 mm?® i 870 mm® respectivament. ** p<0,01 en un test de la U de
Mann-Withney.

A continuaci6 vam voler comprovar |'efecte antiangiogénic del tractament amb
pazopanib. Amb [l'objectiu d’analitzar la vasculatura tumoral vam realitzar
immunofluorescéncies marcant amb CD31, un marcador endotelial, en teixits congelats
en OCT de tumors dels dos grups de tractament. En els tumors tractats amb pazopanib
s’observava clarament un canvi en la vasculatura del tumor, no només en el nombre de
vasos presents sind en la morfologia d’aquests que presenten un lumen més petit i
definit (Figura R22A). Aixi doncs, per tal de poder analitzar aquest canvi en la morfologia
dels vasos vam quantificar el nombre d’estructures vasculars i el percentatge que
representava l'area vascular de cada imatge respecte la total. De cada tumor vam
quantificar sis zones viables, i per a cada grup es van analitzar quatre tumors
independents. Els dos parametres quantificats disminuien significativament en els
tumors tractats amb pazopanib respecte el grup control, un 67% i un 65%
respectivament (Figura R22B i C), confirmant un efecte antiangiogénic de pazopanib en
el TGT38.
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Figura R22. Pazopanib redueix el nombre de vasos, la densitat vascular i la
proliferacio cel-lular en el TGT38. A) Per immunofluorescencia vam analitzar el marcatge
de CD31, un marcador endotelial, i Ki67, marcador de proliferacié cel-lular. Vam processar
quatre tumors de cada grup de tractament, i vam obtenir sis imatges de tumor viable per
cada tumor independent. Amb DAPI vam marcar els nuclis. 400x, escala 40 ym. B)
Quantificaci6 del nombre d’estructures vasculars en una area de tumor viable, C)
quantificacié del % de I'area vascular per area viable de tumor i D) quantificacié dels nuclis
positius per Ki67 en area de tumor viable. Ens els tres casos es mostra el % respecte el
grup control i es representa la mitjana = DE. * p< 0,05 en un test de la U de Mann Whitney.
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Per altra banda també vam voler analitzar 'efecte de pazopanib en la proliferacié de les
cél-lules tumorals. Vam realitzar immunofluorescéncies amb Ki67, un marcador de
proliferacio cel-lular, en talls congelats de tumors controls i tractats amb pazopanib. Els
nuclis de les cél-lules es van marcar amb DAPI (Figura R22A). Vam quantificar els nuclis
positius per Ki67 respecte el nombre total de nuclis en 4 mostres de tumors controls i 4
mostres de tumors tractats, analitzant sis imatges de teixit viable per cada tumor
independent. La quantitat de nuclis positius per a Ki67 disminuia en un 65% en els
tumors tractats amb pazopanib (Figura R22D), indicant que pazopanib tenia també un

efecte inhibitori de la proliferacio de les cél-lules tumorals.

2.1.2 La combinacié dels tractaments amb pazopanib i lapatinib bloqueja

de manera sinérgica el creixement del TGT38

Havent observat que tant lapatinib com pazopanib, administrats individualment, induien
una inhibicié del creixement del tumor TGT38 del 50%, i sabent que |la seva combinacio
té efectes citotoxics sinérgics en diverses linies cel-lulars tumorals in vitro (Olaussen et

al., 2009), ens vam plantejar una administracié conjunta dels dos farmacs.

Vam implantar el TGT38 en ratolins atimics i quan es va detectar un tumor palpable a la
cavitat abdominal es van randomitzar els ratolins en els grups de tractament control,
pazopanib, lapatinib i administracié conjunta de pazopanib i lapatinib. Tant lapatinib com
pazopanib es van administrar diariament en les mateixes dosis utilitzades en
experiments previs, 100 mg/kg, tant en els grups d’administraci6 simple com
I'administracié doble. Al final del tractament es van mesurar els volums tumorals per
cada grup, i es va observar una reduccioé del volum tumoral d’'un 49% amb lapatinib, d’'un
70% amb pazopanib i d'un 88% en el grup d’administracié doble (Figura R23).
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Figura R23. L’administracié conjunta de lapatinib i pazopanib inhibeix en un 88% el
creixement tumoral del TGT38. El tumor TGT38 es va implantar ortotopicament en ratolins
atimics, i quan el volum tumoral va ser palpable els ratolins es van randomitzar en quatre
grups de tractament: 9 animals al grup control tractats amb vehicle, 7 animals al tractament
amb lapatinib 100 mg/kg, 8 animals al grup de tractament amb pazopanib 100 mg/kg, i 6
animals al grup d’administraci6é conjunta d’ambdés farmacs, tots dos a 100 mg/kg. Al final del
tractament es van analitzar els volums tumorals de cada grup. Les mitjanes de volums
tumorals obtingudes van ser de 2340 mm? en el grup control, 1204 mm?® en el grup tractat
amb lapatinib, 695 mm?® en el tractament amb pazopanib i 293 mm® en el tractament
combinatori. En aquesta figura es representen els resultats obtinguts dels volums tumorals
de cada un dels grups de tractament en un diagrama de caixes. * p<0,05 ; **<p0,01;
***p<0,001, en el test de la U de Mann-Whitney.

Per tal d’avaluar si 'administracié conjunta de lapatinib i pazopanib era sinérgica vam
calcular el coeficient de combinacié (CC), que és la relacioé entre la fraccié de volum
tumoral (FTV) esperada del tractament amb els dos farmacs, respecte la FTV observada
de la combinacié dels dos farmacs. La FTV esperada és el producte de les dues FTV

observades amb els farmacs per separat (Guerin et al., 2008). De manera que:

_ FTM{iapa.+ pazo.)espeada (F TV (1apa.)observada * FTV (pazo. )observadQ

" FTV (lapa.+ pazo.)obsevada FTV (lapa.+ pazo.)obsevada
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Essent els calculs realitzats:

[1204 mm® 695 mm’ ]

2340 mm> 2340 mm> | 0153
293 mm’> ) 0,125 v
[2340 mm3]

Quan CC > 1 es pot parlar d’efectes sobre-additius entre els dos farmacs. El CC de
'administracid combinada de lapatinib i pazopanib va resultar ser de 1,22 aixi doncs
podiem assumir que els efectes sobre el volum tumoral de lapatinib conjuntament amb
pazopanib havien sigut sinérgics en el TGT38. No vam observar pérdua de pes deguda

a cap dels tractaments.

Tal com vam realitzar en el tractament amb pazopanib, vam analitzar I'efecte de
I'administracié conjunta de lapatinib i pazopanib en la vasculatura analitzant I'expressio

de CD31 en mostres de tumors dels quatre grups de tractament (Figura R24A).

En les imatges obtingudes ja es podia observar a simple vista que l'estructura dels
vasos en els tumors del tractament combinat respecte els tumors control canviava,
disminuint el seu tamany i adoptant una estructura més rodona, fenotip que compartien
també els tumors tractats amb pazopanib. Al quantificar el percentatge d’area positiva
per CD31 també en una area viable de tumor (Figura R24B) i el nombre de vasos en
una area viable de tumor (Figura R24C), tant en el tractament simple amb pazopanib
com en el tractament combinat de pazopanib amb lapatinib, observavem disminucions
significatives respecte el grup control. Obtenint una disminucié en l'area positiva per
CD31 del 67% amb el tractament de pazopanib i del 79% en el tractament combinat; i

una reducci6 del 67% i del 74% respectivament, del nombre de vasos.

Per altra banda, el tractament amb lapatinib no va afectar a la vasculatura tumoral, i no
es va observar una reduccié significativa ni en nombre de vasos ni en percentatge
d’area positiva per CD31. Aixi doncs podiem assumir que I'efecte antiangiogénic en el

grup combinatori era degut a pazopanib.
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Figura R24. ElI tractament combinat de lapatinib i pazopanib té efectes
antiangiogénics, com el tractament simple de pazopanib. A) Imatge representativa del
marcatge per immunofluorescéncia de CD31, marcador de proliferacié cel-lular, i els nuclis
marcats amb DAPI en tumors dels quatre grups de tractament: control, lapatinib, pazopanib i
lapatinib + pazopanib. 400x, escala 40 ym. B) Quantificaci6 del nombre d’estructures
vasculars per area de tumor viable en els quatre grups de tractament i C) quantificacié de
I'area positiva per CD31 per area de tumor viable, en els quatre grups de tractament. Es van
analitzar 4 tumors de cada grup, i sis imatges de tumor viable per cada tumor independent.
En les quantificacions es mostra el % respecte el grup control i es representa la mitjana +
DE. * p< 0,05 en un test de la U de Mann Whitney.
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2.2 Avaluacio de I'efecte in vivo de la terapia antiantiangiogénica en
un nou model ortotopic muri de tumor de sac vitel-li testicular huma

refractari a cisplati

Dels pacients diagnosticats amb TGT existeix un petit grup de pacients que presenten
resisténcia a la terapia estandard quimiotérapeutica basada en CDDP, és per aix0 que

es necessita un tractament alternatiu al quimioterapéutic (Koychev et al., 2011).

En el nostre grup es va publicar I'eficacia de sunitinib en el TGT38R, un tumor resistent
a CDDP (Castillo-Avila et al., 2009). Aquest tumor era la parella del TGT38 amb
resisténcia adquirida després d’'una administracié continuada de CDDP essent ja un
tumor ortotopic. Havent testat ja un antiangiogénic en el TGT38R, vam voler analitzar
I'efecte de pazopanib en un altre model de tumor testicular resistent a cisplati, pero on la

refractarietat es va originar en el pacient huma.

2.2.1 Caracteritzacio del TGT44

El TGT44 era un nou model de tumor testicular ortotdpic que provenia d’'una metastasi
retroperitoneal de tumor testicular de components mixtes, on el pacient va presentar
refractarietat a la primera linia de quimioterapia basada en CDDP. El model animal va
ser establert per el Dr. Alberto Villanueva amb la col-laboracié del Servei d’Anatomia
Patologica de I'Hospital Universitari de Bellvitge. Un cop implantat el tumor en els
passatges inicials es va tractar amb CDDP per tal de comprovar la seva resisténcia i
obtenir mostres del TGT44 tractat amb CDDP.

A continuacié vam procedir a caracteritzar el TGT44 a nivell histologic i comparar-lo amb
el tumor primari, la pega originaria de metastasi retroperitoneal, i el mateix tumor TGT44
tractat amb 4 dosis setmanals de 4 mg/kg de CDDP. Aquests analisis es van realitzar
amb la col-laboracié del Dr. August Vidal del Servei d’Anatomia Patologica de I'Hospital
Universitari de Bellvitge. Les mostres es van processar realitzant tincions
immunohistoquimiques caracteristiques per a tumors testiculars: hematoxilina-eosina
(Figura R25 A-F); (G-l) immunotincié de citoqueratina CAMS.2; (J-L) immunotincié de
EMA; i (M-O) immunotincié de AFP.
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Figura R25. Caracteritzacio histologica de TGT44. Immunohistoquimiques del tumor
primari, del TGT44 i del TGT44 tractat amb 4 administracions de 4 mg/kg de CDDP. (A-F)
Tincié d’hematoxilina-eosina (A-C: 150X escala 100 um; D-F: 400x escala 100 pym); (G-I)
Immunotincié de CAM 5.2; (J-L) Immunotincié d’EMA; (M-O) Immunotincié de AFP. 400x
escala 100pm.

El perfil immunohistoquimic era semblant en la metastasi original i en els dos tumors
TGT44 analitzats, tractats o no amb CDDP. Els tumors eren caracteristics de sac vitel'li
amb una extensa expressié de la citoqueratina CAM5.2, expressié focal de EMA i una
reactivitat a AFP (Figura R26A) irregular. Els resultats obtinguts indicaven que la pecga
quirargica era de component mixte, amb teratoma i sac vitel-li, i on aquest ultim era el

component que havia crescut en el tumor ortotopic.
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Figura R26. Les dianes de pazopanib s’expressen en el TGT44. A) Immunohistoquimica
de c-KIT en el tumor primari i en el TGT44. 400x, escala 100 uym. B) Analisi de I'expressi6 de
PDGFRa i PDGFRp per western blot, en dues mostres independents de TGT44. Tubulina
com a control de carrega. C) Els nivells de mRNA dels receptors humans PDGFRa i
PDGFRp es van analitzar per RT-PCR en 4 mostres independents de TGT44, TGT1 i
TGT38. També en 5 mostres de ceél-lules GCT27S i una de 1411H. Els resultats es
representen amb la mitja + DE del 204C. 104,

A continuacié vam avaluar la preséncia de les dianes de pazopanib en aquest model
tumoral. Per una banda vam confirmar la preséncia de c-KIT per tincié
immunohistoquimica (Figura R26A). Per altra banda vam detectar per western blot
I'expressio dels dos receptors PDGFRa i PDGFRp en dos tumors independents TGT44
(Figura R27B). Els nivells dmRNA d’ambdés receptors es van analitzar per RT-PCR en
mostres independents de TGT44, i també en altres tumors ortotopics com el TGT38 i el
TGTA1, un altre tumor de component de sac vitel'li (Castillo-Avila et al., 2009), aixi com
en les cél-lules de tumor testicular GCT27 i les 1411H (Figura R27C). Al comparar
'expressié dels receptors entre aquestes mostres vam observar que el TGT44

expressava elevats nivells dels dos receptors.
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2.2.2 Avaluacio de I'efecte de pazopanib en el TGT44

Un cop caracteritzat el TGT44 com un model de tumor testicular de component de sac
vitel-li d’origen metastatic i refractari a CDDP, i comprovada la preséncia dels receptors
diana de pazopanib, ens vam disposar a testar I'efecte de pazopanib en aquest model

tumoral.

Amb aquest proposit vam implantar el tumor en ratolins atimics, que vam randomitzar en
tres grups de tractament un cop vam detectar un volum de tumor palpable. 3 animals es
van tractar com a grup control, seguint els esquemes dels altres tractaments perd amb
les solucions de vehicle corresponents. 3 animals es van tractar amb 4 dosis
intraperitoneals de 4 mg/kg de CDDP, les 4 primeres setmanes. 4 animals es van tractar
amb 100 mg/kg de pazopanib amb administracié oral i diaria. El tractament va ser de sis
setmanes, el punt final del qual va ser determinat per el creixement dels tumors del grup

control i pel benestar d’aquests animals.

A punt final de tractament vam analitzar els volums tumorals de cada grup. En primer
lloc vam confirmar la resisténcia a CDDP al no observar una diferéncia significativa entre
els tumors tractats amb CDDP o amb vehicle. Pel que fa al tractament amb pazopanib
vam observar una reduccié del creixement tumoral, estadisticament significativa, del
60% (Figura R27).
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Figura R27. Pazopanib inhibeix el creixement d’'un tumor refractari a CDDP. EIl tumor
TGT44 es va implantar en ratolins atimics, i quan es va detectar una massa intraperitoneal
palpable aquests es van randomitzar en tres grups de tractament: tres animals es van tractar
amb 4 dosis setmanals de CDDP 4 mg/kg intraperiotoneal; a quatre animals se'ls va
administrar de manera oral i diaria pazopanib a 100 mg/kg; els tres animals del grup control
van ser administrats amb el vehicle corresponent seguint els patrons de tractament de cada
un dels altres grups de tractament. En aquesta figura es representen els volums tumorals

finals per cada grup de tractament en un grafic de diagrama de caixes. * p<0,05 en un test de
la U de Mann-Whitney.

A continuacié vam analitzar I'efecte del tractament amb pazopanib en la vasculatura del
TGT44. Tal i com haviem realitzat anteriorment en el TGT38 vam analitzar el marcatge
de CD31 en els tumors congelats en OCT dels grups control i pazopanib (Figura R28A).
Per avaluar aquest marcatge vam quantificar el nombre de vasos i I'area positiva per a
CD31 respecte I'area total de tumor viable. Tot i ser un tumor menys vascularitzat que el
coriocarcinoma TGT38, vam poder observar una reduccié significativa dels dos

parametres avaluats en els tumors tractats amb pazopanib (Figura R28 B i C).

Aixi doncs pazopanib tenia un efecte antitumoral i antiangiogénic en un tumor d’origen
refractari a CDDP.

110



RESULTATS- Terapia antiangiogénica

i
o}
o
|
=
@]
o

a0 pra

PAZOPANIB

140
120 A L
100 +

80

1

20 A

Area positiva per CD31
en una zona viable de tumor
(% relatiu al grup control)
Nombre de vasos
en area viable de tumor
= [ 3% w2 o w (o] b |

CONTROL PAZOPANIB CONTROL PAZOPANIB

Figura R28. El tractament amb pazopanib redueix la densitat vascular en el TGT44. A)
Imatge representativa del marcatge per immunofluorescéncia del marcador de cél-lula
endotelial, CD31. Els nuclis han estat marcats amb DAPI. 200x, escala 40 um. B)
Quantificacié de I'area positiva per CD31 en una area de tumor viable, i C) quantificaci6 del
nombre de vasos en una area de tumor viable. Es van analitzar tres tumors control i quatre
tumors tractats amb pazopanib, i sis imatges de tumor viable per cada tumor independent.
Es representa la mitjana + DE. C) valors relatius al grup control. * p< 0,05 en un test de la U
de Mann Whitney.
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2.3 Estudi de l'efecte directe de pazopanib en cél-lules tumorals

sensibles i resitents a CDDP

Teniem demostrada I'eficacia de pazopanib en la inhibicié del creixement de dos models
de tumors humans testiculars implantats ortotopicament en ratolins atimics, un d’ells
sensible i l'altre resistent a CDDP. Per ampliar I'estudi vam voler estudiar I'efecte directe
de pazopanib en les cél-lules tumorals amb fenotip sensible o resistent a CDDP. Amb

aquest objectiu doncs, vam seleccionar dues linies cel-lulars de tumor testicular huma

les GCT27 i les SuSa, on a cada una de les linies parentals li corresponia la seva parella
de resistencia a CDDP adquirida (Taula R3).

Linia Cel-lular Origen Component Referéncies
histologic
GCT27S Primari CE (Pera et al., 1987)
GCT27R Primari CE (Kelland et al., 1992)
SuSaS Primari CE, T (Hogan et al., 1977)
SuSaR Primari CE, T (Walker et al., 1990)

Taula R3. Parelles de linies cel-lulars de tumor testicular huma sensibles i resistents a
CDDP. NSGCT= Tumor de cél-lula germinal no seminomatés; CE=Carcinoma embrionari; T=
teratoma. Taula adaptada de Fung et al. (Fung et al., 2006)

2.3.1 Efecte de pazopanib en la viabilitat cel-lular de les GCT27S i GCT27R

En primer lloc vam voler comprovar la resisténcia i sensibilitat a CDDP en cada una de
les parelles de linies cel‘lulars, les GCT27S-R i les SuSaS-R. Per aix0 vam tractar les
cél-lules durant 4 dies amb diferents dosis de CDDP. Al final del tractament vam realitzar
un assaig MTT per mesurar la viabilitat cel-lular. Els resultats obtinguts mostraven com
efectivament les GCT27S i les SuSaS eren més sensibles a CDDP que les GCT27R i
les SuSaR respectivament (Figura R29A i B). La diferéncia de les IC50s entre SuSa
parentals i les resistents a CDDP va ser de 2,8 vegades, essent les IC50s de 3,9-107 |
de 1,1-10™ mg/ml respectivament. En el cas de les GCT27 la diferencia observada va
ser molt semblant, de 2,6 vegades, amb els valors de IC50s de 2,4-10" i de 6,2:10™

mg/ml per a les parentals i les resistents respectivament (Taula R4).
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IC50 DE valors de p
SuSaS 3.90E-06 = 8,8E-06
SuSaR 1,10E-04  +1,3E-05 0,029
GCT27S 2,40E-04 +58E-05
GCT27R 6,20E-04  + 1,4E-04 0,029

Taula R4. Valor de les IC50s per CDDP obtinguts en les cél-lules SuSaS, SuSaR,
GCT27S i les GCT27R La IC50 és la conentracié inhibitoria del 50%, DE és la desviaci6
estandard. Valors estadistics obtinguts en test de la U de Mann-Withney.
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Figura R29. Caracteritzacié de dues parelles de linies cel-lulars testiculars sensibles i
resistents a CDDP. Les dues parelles de linies testiculars A) GCT27S i GCT27R, i B)
SuSaS i SuSaR, van ser tractades durant 4 dies amb diferents dosis de CDDP, de 0 a 0,01
mg/ml. Al final del tractament la viabilitat cel-lular va ser mesurada en assaig d’incorporacio
MTT. Es representa la mitjana obtinguda en cada punt, en unitats arbitraries (U.A.), £ DE. Els
valors obtinguts de les IC50s es mostren en la taula R4.
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Un cop comprovat el fenotip sensible i resistent a CDDP de les dues parelles de linies
cel-lulars, vam avaluar I'efecte de pazopanib en les GCT27S i les GCT27R. Vam tractar
les dues linies cel-lulars durant 4 dies amb dosis de pazopanib de 0 a 10 pg/ml. Al final
del tractament vam analitzar la viabilitat cel-lular mitjangant un assaig incorporacié MTT.
Les corbes obtingudes mostraven com encara que no variava la sensibilitat al farmac, la
inhibici6 maxima de pazopanib en les cél-lules resistents a CDDP era més elevada que
en les sensibles. A la concentracié de 2 ug/ml de pazopanib les GCT27S arribaven al
seu maxim d’inhibicié de viabilitat cel-lular, essent en les GCT27S del voltant del 70% i
en les GCT27R del 90% (Figura R30A). Aquest mateix efecte en la viabilitat de les
cél-lules el vam observar quan vam tractar les mateixes cél-lules amb diferents dosis de
sunitinib, un altre farmac antiangiogénic que comparteix les principals dianes amb

pazopanib (Figura R30B).
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Figura R30. L’efecte de pazopanib o sunitinib és major en les GCT27R. Les GCT27S i
les GCT27R es van tractar durant 4 dies amb diferents dosis de A) pazopanib, de 0 a 10
pg/ml, o amb B) sunitinib, amb dosis compreses entre 0 i 6 uM. Al final dels tractaments es
va mesurar la viabilitat cel-lular de cada condicié mitjangant un assaig MTT. Es representa la
mitjana obtinguda en cada punt, en unitats arbitraries (U.A.), + DE.
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2.3.2 Activacioé del loop autocri PDGF-BB/PDGFRB/AKT com a mecanisme

de resisténcia en les GCT27R

Com ja hem comentat extensament en la introduccié6 d’aquest estudi (veure apartat
Introduccié 1.7.2) existeixen multiples mecanismes, no excloents entre ells, que
confereixen resisténcia a CDDP; la majoria es basen en alteracions en els mecanismes
d’incorporacié del farmac intracel-lular, en alteracions dels mecanismes de reparaci6 del
DNA o en alteracions que acaben eludint I'apoptosi, ja sigui per defectes en la mateixa
maquinaria de mort cel-lular o en les vies de senyalitzacié que en condicions normals
condueixen en apoptosi (Galluzzi et al., 2012). En aquest ultim cas s’hi han identificat
diversos mecanismes, com la inactivacié de p53 (Siddik, 2003), alteracions en la via de
Ras/MAPK (Brozovic and Osmak, 2007), en la via de NF-xB (Pommier et al., 2004) o en
la via de PI3K/AKT (Galluzzi et al., ; Pommier et al.,, 2004), on diversos estudis han
descrit la involucracié d’AKT amb el fenotip resistent a CDDP (Huang and Hung, 2009).
Per estudiar si aquest mecanisme podia océrrer en les linies cel-lulars resistents a
CDDP que estavem utilitzant, vam analitzar els nivells d’AKT fosforilat i AKT total en les
GCT27S i R i en les SuSaS i R. Ja que ERK1/2 era també una via proliferativa i
antiapoptotica, amb paper descrit en resisténcia a CDDP, en vam analitzar els nivells

d’activitat en els dos parells de cél-lules.

Aixi doncs vam analitzar per western blot els nivells de pAKT, d’AKT total, de pERK1/2 i
d’ERK1/2 total. Els resultats van mostrar que AKT es trobava clarament més actiu en els
fenotips resistents de les dues parelles de cél-lules, i els nivells d’activitat ’ERK1/2 no

variaven de manera significativa (Figura R31).

La sobreactivacido d’AKT en les cél-lules resistents a CDDP podria venir deguda a una
mutacié intrinseca en AKT; una alteracié de la regulacié de la via de PI3K; o bé d’'una
alteracio6 per sobre la via de senyalitzacié, com per exemple podria ser en algun receptor

que augmentés la seva activitat (Yuan and Cantley, 2008).

Per avaluar si la sobreactivacié d’AKT podia ser deguda a una propia alteracié de la via
PI3K, vam avaluar els nivells d’expressié de PTEN, la fosfatasa antagonista de I'activitat
PI3K. Vam analitzar per western blot els nivells de PTEN en les cél-lules GCT27S i les
GCT27R (Figura R31A) perd els nivells de PTEN no variaven entre les ceél-lules
sensibles i les resistents a CDDP. Per altra banda la possibilitat d’'una mutacié que

aportés activitat constitutiva a AKT va quedar descartada quan al depleccionar les
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ceél-lules GCT27R, retirant el sérum del medi, es disminuien els nivells de pAKT (Figura
R33).
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Figura R31. AKT es troba més actiu en les cél-lules resistents a CDDP. Es van analitzar
els nivells de pAKT, AKT total, pERK1/2, ERK1/2 total, PTEN (nomes en A) i la tubulina com
a control de carrega en les cél-lules A) GCT27S i les GCT27R; i en les B) SuSaS i les
SuSaR.

Aixi doncs vam decidir analitzar una possible alteracié per sobre la via de PI3K/AKT.
PI3K senyalitza a downstream de muiltiples tipus de receptors de superficie, entre ells
molts sén receptors tirosina cinasa (Yuan and Cantley, 2008). Amb el proposit d’avaluar
si algun receptor tirosina cinasa podria estar involucrat en els elevats nivells d’AKT en
les GCT27R, vam analitzar l'activitat d’AKT en resposta a inhibidors i lligands de

diferents receptors tirosina cinasa.

En primer lloc vam tractar les GCT27R amb diferents inhibidors de receptors tirosina
cinasa i vam analitzar l'activitat d’AKT i ERK1/2 per western blot. Vam tractar les
cél-lules amb pazopanib i sunitinib que inhibien VEGFRs, PDGFRs i c-KIT; gefitinib que
bloguejava ErbB1, I'inhibidor dual d’ErbB1 i ErbB2 lapatinb; Ly2109761 que bloqueja el
TGFBRIL, i amb Ly294002 i UO126, inhibidors de PI3K i ERK1/2 respectivament que
vam utilitzar com a controls positius. Els resultats van mostrar que dels 5 inhibidors
administrats tant sols pazopanib i sunitinib bloquejaven l'activitat d’AKT en les GCT27R,

i ho feien en els mateixos nivells que I'inhibidor especific de PI3K Ly294002. Per altra
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banda I'activitat d’ERK1/2 no es veia afectada amb aquests inhibidors, demostrant una
inhibicié especifica d’AKT (Figura R32).
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Figura R32. Pazopanib i sunitinib bloquejen I'activitat I’AKT en les cél-lules GCT27R.
Les GCT27R, en creixement exponencial, van ser tractades durant 3 hores amb UO126 10
UM, Ly294002 15 pM, pazopanib 5 pg/ml, sunitinib 10 uM, Ly2109761 10 puM, gefitinib 10 uM
i lapatinib 10 uM. Els nivells d’expressié de pAKT, AKT, pERK1/2, ERK1/2 i I'actina com a
control de carrega, es van analitzar per western blot en els lisats proteics.

Vam continuar l'estudi amb I'estratégia contraria: analitzar l'estimulacié d’AKT en
resposta a diferents lligands. Vam estimular les cél-lules GCT27S i les GCT27R,
depleccionades amb medi sense sérum, i estimulades 10 minuts amb PDGF-BB, EGF i
FGF-2 i vam analitzar I'activitat d’AKT i ERK1/2 (Figura R33). Els nivells de pERK1/2
s’incrementaven en les tres condicions d’estimulacio respecte la condicidé basal i de la
mateixa manera en les dues linies cel-lulars. Els nivells d’ERK total no es veien alterats.
Per altra banda AKT només s’activava amb el tractament de PDGF-BB, i en nivells molt
més elevats en les GCT27R que en les GCT27S, on es pot observar un increment,

encara que molt més suau, dels nivells de pAKT.
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Figura R33. AKT s’activa en les GCT27R amb PDGF-BB. Les GCT27S i les GCT27R es
van depleccionar en condicions de de 0% FBS tota la nit, i es van estimular durant 10 minuts
amb PDGF-BB (20ng/ml), EGF (20ng/ml) o FGF-2 (20ng/ml). En lisats proteics obtinguts es
van analitzar per western blot els nivells d’'pAKT, AKT total, pERK1/2, ERK1/2 total i I'actina
com a control de carrega.

Tot seguit voliem confirmar que pazopanib era capag¢ d’inhibir I'activacié d’AKT induida
pel lligand PDGF-BB. Vam sotmetre les cél-lules GCT27S i GCT27R a tres condicions:
la condici6 basal, amb medi sense sérum; estimulaci6 amb PDGF-BB i estimulaci6 amb
el ligand en preséncia de pazopanib. Els resultats van mostrar com efectivament
pazopanib inhibia I'activacié d’AKT induida per PDGF-BB (Figura R34).
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Figura R34. Pazopanib inhibeix I’activacié d’AKT induida per PDGF-BB en les GCT27R.
Les GCT27S i les GCT27R , en condicions de 0% FBS, es van estimular durant 10 minuts
amb PDGF-BB (20ng/ml) amb preséncia i abséncia de pazopanib (2 ug/ml). Per western blot
es va analitzar I'expressioé de pAKT, AKT total i I'actina com a control de carrega.

118



RESULTATS- Terapia antiangiogénica

Haviem observat per una banda que l'activitat d’AKT només s’inhibia quan tractavem les
GCT27R amb pazopanib o sunitinib, inhibidors, entre d’altres dels PDGFRs, i per l'altre
que AKT s’activava amb PDGF-BB. Els resultats obtinguts sugerien una involucracié
dels receptors PDGFRs en l'activaci6 d’AKT en les GCT27R. El seglent pas va ser
doncs analitzar els nivells d’expressié dels receptors PDGFRa i PDGFRB en les
GCT27Siles GCT27R.

Vam analitzar els nivells d’expressié de 'mRNA dels dos receptors per RT-PCR, i els
resultats obtinguts ens van mostrar que els nivells de PDGFRp incrementaven 2,5
vegades més en les GCT27R que en les GCT27S, i els nivells de PDGFRa disminuien 3
vegades en les GCT27R (FiguraR35A). També vam analitzar en aquestes cél-lules els
nivells d’expressio dels mRNAs de dos lligands d’ambdoés receptors, PDGF-A i PDGF-B
(Figura R34B). Els resultats obtinguts van indicar que a diferéncia de PDGF-A, PDGF-B
estava sobreexpressat 6,5 vegades més en les GCT27R que en les GCT27S.
L’expressi6 de PDGF-A era 2,5 vegades menor en les GCT27R que en les GCT27S

pero la diferéncia no era significativa.

A continuacié, analitzant per western blot els nivells proteics d’expressié de PDGFRa i
PDGFRp en les GCT27S i R, vam confirmar els resultats obtinguts per RT-PCR i vam
observar una sobrexpressio de PDGFRp en les cél-lules resistents, mentre que els
nivells de PDGFRa no variaven (FiguraR35C). A més a més vam analitzar I'expressid
d’ambdos receptors en l'altre parella de cél-lules, les SuSaS i les SuSaR i els resultats
obtinguts van ser els mateixos. Els nivells de PDGFRp en les cél-lules resistents eren
meés elevats, mentre que els nivells proteics de PDGFRa no variaven entre linies
(FiguraR35D).
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Figura R35. PDGFRp es troba sobrexpressat a nivell de mRNA i de proteina en les
GCT27R respecte les GCT27S. A) Es van analitzar els nivells d’expressié dels mRNA dels
receptors PDGFRa i PDGFRB en les GCT27S i les GCT27R per RT-PCR. Els resultats
s’expressen relativitzats als nivells d’expressié a GCT27S + DE. B) També es van analitzar
els nivells d’expressio dels mMRNAs de PDGF-A i PDGF-B en les GCT27S i les GCT27R. Els
resultats s’expressen relativitzats als nivells d’expressié a GCT27S + DE. *p<0,05; **p<0,01
en el test estadistic de la U de Mann-Withney. Els nivells d’expressié6 de PDGFRa i PDGFRp
també es van analitzar per western blot en les C) GCT27S i R, i en les D) SuSaS i R. L’actina
i la tubulina com a control de carrega.
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Els resultats obtinguts fins al moment mostraven I'activacié d’un Jloop autocri que
involucrava PDGF-B, PDGFRp i AKT. La seglient questié era analitzar si aquest via era

un mecanisme que aportava resisténcia a CDDP en les GCT27R.

Per saber si la sobrexpressio de PDGFRp participava en la resisténcia a CDDP en les
GCT27, vam analitzar la resposta de la viabilitat cel-lular a CDDP en preséncia o
abscéncia de pazopanib. Vam realitzar les corbes de dosi resposta a CDDP, ja
mostrades en la Figura R29, tractant les cél-lules amb DMSO o amb una dosi constant
de pazopanib de 0,5 ug/ml, dosi aproximada a la IC50 (veure Figura R30A). Vam tractar
les cél-lules durant 4 dies, i al final del tractament vam analitzar la viabilitat cel-lular
mesurant la incorporacié de MTT. El tractament amb pazopanib feia ambdues linies més
sensibles a CDDP (Figura R36), encara que I'efecte causat en les GCT27R era molt
més elevat i s’obtenia una corba més propera a les cél-lules sensibles que a les
resistents. En I'analisi de les IC50s s’obtenien valors molt propers entre les corbes
GCT27S i les GCT27R-pazopanib; i la diferéncia entre els valors d’IC50s de les corbes
de GCT27R control o tractades amb pazopanib era estadisticament significativa (Taula
R5).

1,44
GCT275 -DMSO
1,2- GCT27S -Pazopanib
! -»- GCT27R -DMSQO
L T -¢- GCT27R -Pazopanib

1,04

Viabilitat cel-lular (A.U.)
(relatiu a la dosi CDDP 0 mg/ml)

0,0 T T
0 108 10+ 102 10-2

CDDP (mg/ml)

Figura R36. Pazopanib sensibilitza les GCT27 a I'efecte de CDDP. Les GCT27S i les
GCT27R es van tractar amb diferents dosis de CDDP, de 0 a 0,01 mg/ml, en preséncia de
DMSO o de 0,5 pg/ml de pazopanib. Al cap de 4 dies de tractament es va analitzar la
viabilitat cel-luar en un assaig MTT. Els resultats mostrats, en unitats aribtraries (U.A.) sén
les mitjanes en cada punt de sis experiments independents. L’error mostrat en cada punt del
grafic és la DE.
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Valors de p
a GCT27S a GCT27S a GCT27R
DMSO Pazo. DMSO

DE

GCT27S +DMSO 2,81E-04| = 1,42E-04

GCT27S +Pazo. 1,63E-04| = 6,50E-05| 0,485

GCT27R +DMSO 7,20E-04 +  3,42E-04| 0,041 0,009

GCT27R +Pazo. 2,56E-04| = 1,22E-04] 0,937 0,240 0,015

Taula R5.Valors de IC50s en les corbes de CDDP de les GCT27S i GCT27R tractades
amb DMSO o pazopanib 0,5 pg/ml. Es mostren els valors de p obtinguts en un test de la
U de Mann-Withnev.

Pazopanib es un farmac que a més a més de PDGFRp presenta una especificitat
elevada per PDGFRa i c-KIT, entre d’altres (Kumar et al., 2007). Per tal d’estudiar si la
resensibilitzacié de les GCT27R amb el tractament amb pazopanib (Figura R36) podia
ser efecte de la inhibicid especifica de PDGFRp vam generar linies de GCT27R amb

I'expressi6 del receptor inhibida per constructes lentivirals shRNA.

Les GCT27R es van transduir amb 4 vectors lentivirals amb sequencies shRNA
especifiques per PDGFR, i com a control negatiu un vector sense shRNA, empty vector
(EV). Com a control de sensibilitat a CDDP vam generar també GCT27S-EV,
transduides amb el vector control EV. Seleccionant amb puromicina les cél-lules
infectades vam aconseguir linies estables per cada un dels virus: GCT27S-EV,
GCT27R-EV, GCT27R-shpp1, GCT27R-shpp2, GCT27R-shpp4 i GCT27R-shpp5.

En primer lloc vam analitzar, per western blot, I'expressié dels receptors PDGFRa i
PDGFRB en aquestes linies estables generades (Figura R37A). De les quatre linies
GCT27R transduides i seleccionades pels virus PDGFRB-shRNA tant sols una, la
GCT27R-shPp4, presentava nivells d’expressi6 menors, i encara que no era una
inhibicié total, si que mostrava nivells molt semblants a la GCT27S-EV. Els nivells de
PDGFRa no variaven de manera significativa. Vam seleccionar doncs la GCT27R-
shPB4 per estudiar la resposta a CDDP. Es van tractar les GCT27S, les GCT27R i les
GCT27R-shPpB4 durant quatre dies amb diferents dosis de CDDP i la viabilitat cel-lular al
final del tractament es va mesurar mitjangant un assaig MTT (Figura R37B). Els resultats
de les corbes mostraven una major sensibilitat a CDDP de les GCT27R-shPp4 respecte
les GCT27R; encara que les IC50s tenien valors molt semblants, les diferéncies de
viabilitat cel-lular a la dosi de 0,1 pg/ml de CDDP de les GCT27R-shPf4 i les GCT27S
respecte les GCT27R eren significatives en un test de la U de Mann-Whitney. Aixi doncs

els valors de viabilitat cel-lular, respectiva a la condici6 de CDDP 0 mg/ml, eren de 0,97
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per les GCT27R, 0,75 per les GCT27R-shPp4, i de 0,38 per les GCT27S.
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Figura R37. La inhibicié especifica de PDGFRp no afecta la resisténcia a CDDP de les
GCT27R. Es van generar linies GCT27estables transduint amb vectors lentivirals amb
sequencies shRNAs especifiques per PDGFRp (shPBs), o linies GCT27S i GCT27R control
amb constructes buits, empty vector (EV). A) L’expressi6 de PDGFRa i PDGFRp es va
analitzar per western blot en aquestes linies estables generades. La tubulina es va analitzar
com a control de carrega. B) Es va analitzar la sensibilitat a CDDP mitjangant una corba dosi
resposta de les GCT27S, GCT27R i de les GCT27R-shPp4. Les quatre linies es van tractar
durant 4 dies amb diferents dosis de CDDP, de 0 a 0,01 mg/ml, i al finalitzar el tractament es
va analitzar la viabilitat cel-lular mesurant la incorporacié de MTT. Es mostra la mitjana, en
unitats arbitraries (U.A.) d’aquests valors + DE. Els valors de viabilitat cel-lular, respectiva a
la condici6 de CDDP 0 mg/ml, eren de 0,97 per les GCT27R, 0,75 per les GCT27R-shPp4, i
de 0,38 per les GCT27S. * p<0,05 dels valors de viabilitat cel-lular a 0,1 pg/ml de CDDP
respecte GCT27R-DMSO, en un test de la U de Mann-Withney U.
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A continuacié vam voler analitzar els nivells d’activitat d’AKT en les cél-lules on haviem
bloquejat I'expressio de PDGFRp parcialment. Vam poder observar que les GCT27R-
shPB4 presentaven una disminuci6 dels nivells d’expressié de PDGFRp de 3,3 vegades
respecte les GCT27R, i que aquests nivells eren equivalents als de les GCT27S. La
baixada d’expressié de PDGFRf va provocar una disminucioé dels nivells de pAKT d’1,6
vegades en les GCT27R-shPp4 respecte les GCT27R, en aquest cas pero els nivells de
pAKT no eren equivalents als presentats per les GCT27S, sin6 que les GCT27R-shPp4
encara expressaven 10 vegades més pAKT (Figura R38A). Els nivells d’AKT total no
variaven entre les linies, aixi com tampoc ho feien els nivells d’'ERK1/2, ni la seva forma
activa pERK1/2.
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Figura R38. La resposta a CDDP correlaciona amb els nivells d’AKT actius en les
cél-lules GCT27. A) Es van analitzar per western blot els nivells d’expressié de PDGFRa,
PDGFRB, pAKT, AKT, pERK1/2, ERK1/2 i l'actina com a control de carrega, en les
GCT27S, GCT27R i les GCT27R-shPp4. B) La viabilitat cel-lular de les GCT27S, GCT27R i
les GCT27R-shPB4 a 0,1 ug/ml de CDDP (Fig. R37B) correlaciona directament amb els
nivells d’AKT actius, quantificats densitométricament del western blot (A) relativitzant els
nivells de pAKT pels d’AKT total, en unitats aribtraries (U.A.).

Vam voler identificar si hi havia una correlacié entre els nivells actius d’AKT i la resposta
a CDDP de les GCT27S, GCT27R i les GCT27R-shPp4. Per densitometria vam
quantificar els nivells d’activacié d’AKT en cada una de les linies, relativitzant els nivells

d’expressio de la cinasa fosforilada respecte els nivells expressié d’AKT total obtinguts
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en el western blot anterior (Figura R38A). Els nivells d’activacié d’AKT es va representar
respecte la viabilitat cel-lular mostrada a la dosi de 0,1 ug/ml de CDDP en la corba de la
Figura R37B, dosi on la diferéncia de resposta a CDDP entre les cél-lules sensibles i
resistents era maxima. Els resultats obtinguts mostraven una correlacié directa molt
forta, amb un coeficient de correlacié del 0,999, entre els nivells d’activitat AKT i la
resposta a CDDP en les GCT27 (Figura R38B).

També vam observar com el tractament amb linhibidor de l'activitat AKT Ly294002
sensibilitzava les GCT27R, presentant nivells de resposta de CDDP semblants al de les
cél-lules GCT27S. De manera que tractant les cél-lules resistents amb Ly294002 5 yM
mostraven una sensibilitat a CDDP molt semblant a la sensibilitat de les GCT27S, i a
dosis més elevades de Ly294002, a 15 uM, la resposta a CDDP de les GCT27R no
presentava diferéncies significatives amb la resposta de les cél-lules sensibles en les
mateixes condicions de CDDP i Ly294002 (Figura R39).
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0,4+
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0,11

(relatiu a la dosi 0 mg/ml de CDDP)

Viabilitat cel-lular 1 pg/ml de CDDP (U.A.)

GCT27S GCT27R

Figura R39. La inhibicié de I'activitat d’AKT, amb Ly294002, sensibilitza les GCT27R
davant el tractament de CDDP. Les GCT27S i les GCT27R es van tractar durant 4 dies en
abséncia i preséncia d’1 pg/ml de CDDP, i amb el tractament addicional de l'inhibidor de
PI3K a 5 uM, 15 pM, o abscéncia (DMSO). La viabilitat cel-lular al finalitzar el tractament es
va analitzar amb l'assaig MTT. Els resultats s’expressen relativitzats a la condici6 de
creixement sense CDDP per cada linia cél-lular. Cada valor es representa segons la
mitjana en unitats aribtraries (U.A.) £ DE. * p< 0,05 respecte el punt DMSO de les GCT27S;
# p<0,05 respecte el punt DMSO de les GCT27R, en un test de la U de Mann-Whitney.
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Aixi doncs els nivells d’activacié6 d’AKT correlacionaven directament amb la resposta a
CDDRP i la seva inhibicié atenuava les diferéncies de sensibilitat a CDDP entre les dues
linies cel-lulars, GCT27S i GCT27R.

Tots aquests resultats indicaven l'activacié del loop autocri PDGF-BB/PDGFRB/AKT
com a mecanisme de resisténcia adquirida a CDDP en la linia cél-lular de TGTs,
GCT27R.

2.4 Expressio de PDGFRp en pacients humans de TGTs

Els resultats descrits fins al moment mostraven una sobrexpressi6 de PDGFRp en els
fenotips resistents de dues parelles de linies cel-lulars amb sensibilitat-resisténcia a
CDDP. Vam voler ampliar aquest estudi en els tumors testiculars ortotopics, originals de

pacients humans i implantats en ratolins atimics.

241 Els receptors PDGFRs es troben sobreexpressats en models
ortotopics de TGTs resistents a CDDP

Amb aquest objectiu vam agrupar quatre tumors testiculars ortotopics segons els seus

components histologics, creant dues parelles de tumors sensibles i resistents a CDDP.

En primer lloc vam analitzar la parella formada per dos coriocarcinomes, el TGT38 i el
TGT38R; que com ja hem comentat anteriorment el TGT38R és el tumor TGT38 amb
resisténcia a CDDP adquirida (Castillo-Avila et al., 2009). Vam analitzar I'expressioé de
I'mRNA de PDGFRa i PDGFRB en mostres de tumors independents de TGT38 i
TGT38R. Es van utilitzar primers especifics per els receptors humans, discriminant-los
dels murins. Els resultats van mostrar una increment significatiu de 2,2 vegades més de
'expressi6 de PDGFRp en el tumor resistent respecte el sensible a CDDP. No vam
observar diferencies en I'expressi6 de PDGFRa entre els dos tumors (Figura R40A).
Aquests resultats es van voler confirmar a nivell de proteina, i vam analitzar I'expressio
de PDGFRp per western blot en mostres independents de cada tumor (Figura R40B). A
continuacié vam quantificar densitométricament I'expressio del receptor en cada tumor,
relativitzant-la a la tubulina de cada mostra. Els resultats de la quantificacié van mostrar

com efectivament PDGFRp s’expressava 3 vegades més, i de manera significativa, en el
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coriocarcinoma ortotopic amb resisténcia adquirida respecte el seu tumor parental
(Figura R40C).
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Figura R41. PDGFRp es troba sobreexpressat en un coriocarcinoma ortotopic amb
resisténcia a CDDP adquirida, el TGT38R, respecte el tumor ortotopic parental, el
TGT38. A) Per RT-PCR es van analitzar els nivells d’expressié de 'mRNA dels PDGFRo i
PDGFRp humans en 4 mostres independents de TGT38 i TGT38R. Els resultats s’expressen
relativitzats als nivells d’expressio a TGT38 + DE. *,p<0,05 en el test estadistic de la U de
Mann-Withney. B) Els nivells de PDGFRa i PDGFRp van ser analitzats per western blot, en
mostres independents dels tumors TGT38 i TGT38R. Es mostra una imatge representativa
de l'analisi. C) Per densitometria es va quantificar I'expressié dels dos receptors respecte la
tubulina (control de carrega), obtinguts en els western blots. Es van quantificar 5 tumors per
el TGT38 i 4 per el TGT38R. Els resultats de la quantificacio s’expressen com la mitjana
relativitzada als nivells en el TGT38 + DE. *,p<0,05 en el test estadistic de la U de Mann-
Withney.
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Aixi doncs reproduirem els resultats observats en les dues linies cel-lulars, on els
fenotips resistents sobrexpressaven PDGFRp. Pero aquest cop en mostres de dos
tumors ortotopics aparellats, un coriocarcinoma amb resisténcia adquirida i el seu

parental, on aquest ultim té I'origen en un pacient huma.

Continuant en I'analisi de I'expressié dels PDGFRs en fenotips sensibles i resistents a
CDDP, vam voler fer-ho en el TGT44, el tumor ortotdopic originari d’'una metastasi
retroperitoneal refractaria a la primera linia de CDDP, i que mantenia aquesta
resisténcia en el model animal (Figura R27). Al provenir directament de pacient, i no ser
un tumor amb resisténcia adquirida el qual es pot comparar facilment amb el seu tumor
parental, vam aparellar-lo segons component histologic. Ja que el TGT44 era un
carcinoma de sac vitel-li (Figura R27) vam aparellar-lo amb el TGT1, un carcinoma
també de sac vitel'li, i que en el grup d’investigacié ja haviem descrit la seva sensibilitat
a CDDP (Castillo-Avila et al., 2009).

Tal com haviem fet en la parella de coriocarcinomes vam analitzar en primer lloc
I'expressid de I'mRNA dels receptors per RT-PCR. Els resultats obtinguts van ser
interessants, ja que en comptes d’observar sobrexpressié del PDGFRp, vam observar
un augment de 27 vegades els nivells d’expressié6 de PDGFRa en el tumor resistent a
CDDP (Figura R41A). A continuacié vam analitzar I'expressié dels receptors pero a
nivell de proteina, per western blot (Figura R41B), i vam quantificar-la
densitometricament relativitzant-la per la tubulina (Figura R41C). Els resultats van
confirmar la sobrexpressio de PDGFRa en el TGT44 respecte els nivells d’expressioé en
el TGT1, i es va observar una expressio de 2,5 vegades més. Per altra banda els nivells

de PDGFRp no es veien alterats al comparar ambdos tumors.

En aquesta parella doncs teniem que PDGFRa es trobava sobreexpressat en el tumor
resistent, en comptes de PDGFRp. Tot i que era interessant veure com algun dels dos
receptors es sobreexpressa en els fenotips resistents, era dificil de dir perd si els
resultats obtinguts d’aquesta Ultima parella eren rellevants, tenint en compte que
aparellar el TGT1 i el TGT44 era com aparellar dos pacients diferents, mentre que el
TGT38 i el TGT38R tenien el mateix fons genétic.
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Figura R41. PDGFRa s’expressa en nivells més elevats en el TGT44 respecte el TGT1.
A) Per RT-PCR es van analitzar els nivells d’expressié de 'mRNA dels PDGFRa i PDGFRp
humans en 4 mostres independents de TGT1 i TGT44. Els resultats s’expressen relativitzats
als nivells d’expressié a TGT1 + DE. *,p<0,05 en el test estadistic de la U de Mann-Withney.
B) Els nivells de PDGFRa i PDGFRpB van ser analitzats per western blot, en mostres
independents dels tumors TGT1 i TGT44. Es mostra una imatge representativa de I'analisi.
C) Per densitometria es va quantificar I'expressié dels dos receptors respecte la tubulina
(control de carrega), obtinguda en els western blots. Es van quantificar 5 tumors per el TGT1
i 4 per el TGT44. Els resultats de la quantificacié s’expressa la mitjana relativitzada als nivells
en el TGT1 £ DE. *,p<0,05 en el test estadistic de la U de Mann-Withney.
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Ja per acabar vam preguntar-nos si I'expressié dels lligands PDGF-A o PDGF-B podia
ser diferent entre el fenotip sensible i el resistent, tal com haviem observat en les
cél-lules. Per aixd vam analitzar I'expressiéo de PDGF-A i PDGF-B humans en les dues
parelles de tumors testiculars ortotopics. Els resultats van ser negatius, i no vam
observar diferéncies d’expressio entre el TGT38 i el TGT38R (Figura R42A), i el TGT1 i
el TGT44 (Figura R42B).
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Figura R42. Els nivells d’expressié6 de mRNA de PDGF-A i PDGFR-B no varien entre les
parelles de tumors sensibles-resistents a CDDP. Per RT-PCR es van analitzar els nivells
d’expressié dels mRNAs humans de PDGF-A i PDGF-B en la parella de tumors TGT38-
TGT38R (A) i TGT1-TGT44 (B). Els resultats s’expressen relativitzats als nivells d’expressio
del fenotip sensible en cada parella + DE.
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2.4.2 Expressio de PDGFRp en pacients de TGTs no seminomatosos

Fins al moment haviem observat sobrexpressié de PDGFRf en els fenotips resistents a
CDDP respecte els sensibles de dues linies cel-lulars, de component de carcinoma
embrionari i/o teratoma, i per altra banda en una parella de coriocarinomes ortotopics.
Podia ser doncs que els pacients resistents a CDDP tinguessin també una expressio

més elevada de PDGRFf que els sensibles.

Per estudiar doncs I'expressio del receptor en mostres de pacients de diferent
sensibilitat a CDDP i diversos components histologics vam realitzar, en col-laboracié
amb el Servei d’Anatomia Patolégica de I'Hospital Universitari de Bellvitge i amb el Dr.
August Vidal, la immunotincié del tissue micro array (TMA) de tumors testiculars per
PDGFR§.

El TMA és una col-leccié6 de mostres provinents de 96 pacients de TGTs, de diferents
components histologics i també diferent sensibilitat a CDDP: 73 dels pacients van
presentar sensibilitat a CDDP i els 23 restants resisténcia. Per tant era una bona eina
per analitzar I'expressid6 de PDGFRf en pacients humans de diferent prondstic clinic,
component histologic i sensibilitat a CDDP. Cal dir perd que existeix un biaix en
aquestes mostres ja que engloben els pacients tractats amb CDDP, on un elevat
percentatge s6n metastatics, i que per tant en el moment del diagndstic ja presentaven
un fenotip més agressiu, amb invasi6é vascular; quedant descartats doncs els pacients

amb millor prognosi que no es tracten amb CDDP.

Els 8 porta-objectes que composen tot el TMA es van tenyir immunohistoquimicament
per PDGFR, i posteriorment es va analitzar I'expressié de PDGFRp en cada mostra.
L’analisi es va realitzar quantificant tres parametres: intensitat d’expressio, percentatge
de cél-lules tumorals marcades i localitzacid de I'expressié del receptor en la cél-lula
tumoral, si era a citoplasma o a membrana. La intensitat d’expressié es va quantificar
segons dos nivells d’expressio: intensitat de grau 1 que era una intensitat nula o molt
baixa i suau; i la intensitat de grau 2 que es componia per la intensitat d'expressio
mitjana i elevada. En la Figura R43 es mostren exemples d’imatges amb diferents graus
d’intensitat en carcinoma embrionari i coriocaricnoma. No es mostren imatges

d’expressio nul-la ja que no es va trobar cap tumor amb aquestes caracteristiques.

L’analisi es va realitzar en mostres de TGTs no seminomatosos ja que tenen pitjor

pronostic que els seminomes, i es van descartar també els teratomes degut a la seva

131



RESULTATS- Terapia antiangiogénica

falta de resposta a CDDP, i que per tant no es podia parlar de sensibilitat/resisténcia al
quimioterapéutic. Cada una de les mostres analitzades es trobava per ftriplicat, i en el
cas de tenir diferents valoracions de I'expressi6 de PDGFRp sempre es va adoptar

'expressio final més elevada de les tres répliques.
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Figura R43. Expressié de PDGFRf en les mostres de tumors testiculars del tissue
macro array (TMA). Es va realitzar una immunotincié6 de PDGFRp en les mostres del TMA
de tumors testiculars. Es van obtenir imatges representatives dels graus dintensitat
d’expressi6 de PDGFRB 1 i 2. On el grau d’intensitat 1 era una expressié nula o amb
intensitat baixa (a-b); i el grau d’intensitat 2 era una expressio d’intensitat mitjana (c-d) i
intensitat elevada (e-f), en carcinomes embrionaris (a,c i e) i coriocarcinomes (b, d i f). 400x
escala 25 ym.

Dels resultats obtinguts el primer que cal destacar és que no es va obtenir cap mostra
de tumor amb intensitat nul-la, i que el 74% de totes les mostres de tumors testiculars
analitzades presentaven intensitat mitjana-elevada, i només un 26% presentava baixa
expressid del receptor. Tot i aixi, al comparar I'expressié de PDGFRp en les mostres
dels pacients sensibles a CDDP amb les mostres dels pacients que havien presentat
resisténcia o refractarietat al quimioterapéutic, no vam observar cap diferéncia. De les
35 mostres de pacients sensibles analitzades el 71,4% presentaven nivells d’expressiod

mitjana-elevada, mentre que en els pacients resistents, un total de 18, el 77,8%
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mostraven aquesta expressié mitjana-elevada (Figura R44A). Aixi doncs no observavem
una sobrexpressié de PDGFRp en els tumors resistents, perd si que observavem una
expressio elevada en el conjunt dels tumors testiculars. Cal dir també, i com es pot
apreciar a les imatges representatives (Figura R43) que el percentatge de tincié de les
cél-lules tumorals era elevat (més del 65%) en tots els casos dintensitat mitjana-
elevada. Per contra els tumors que presentaven una intensitat baixa generalment el

percentatge de cél-lules tumorals marcades disminuia per sota del 50%.

Vam analitzar també les mostres segons el component histologic, de manera que tan
sols vam avaluar I'expressié de PDGFRp en les mostres que presentaven un component
concret. Degut als resultats obtinguts amb anterioritat ens vam centrar en els tumors que
presentaven carcinoma embrionari i coriocarcinoma, cal dir perd que els tumors de sac
vitel-li també es van analitzar i no es va observar cap diferéncia entre sensibles i
resistents a CDDP. 34 dels pacients presentaven carcinoma embrionari, 28 dels quals
van mostrar sensibilitat a CDDP i 6 resisténcia. Quan vam analitzar aquestes mostres
vam observar que la proporci6 de tumors amb intensitat d’expressi6 de PDGFRp
mitjana-elevada es mantenia elevat perd no variava entre el grup sensible i resistent a
CDDP (Figura R44B). A I'avaluar pero els pacients amb component coriocarcinoma vam
observar com en el grup de pacients sensibles a CDDP, el 80% presentaven nivells
d’expressio de PDGFRp mitjans-elevats, mentre que en el grup dels pacients resistents
a CDDP aquesta proporci6 era del 100% (Figura R44C). Tot i existir una diferencia molt
marcada els resultats no eren significatius estadisticament, probablement degut a que
era un grup amb un nombre de pacients molt reduit: 10 pacients van mostrar sensibilitat
al CDDP i 6 resisténcia. Tot i aixi es confirmaven els resultats obtinguts en el tumor de
coriocarcinoma ortotopic TGT38, on la seva parella amb resisténcia adquirida

presentava nivells d’expressio de PDGFRP més elevats.
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Figura R44. Els tumors testiculars expressen elevats nivells de PDGFRp, sense
mostrar masses diferéncies entre el grup dels sensibles i resistents a CDDP, excepte
els coriocarcinomes. A) Es van analitzar els nivells d’expressié de PDGFRp en les mostres
del TMA de tumors testiculars: el 71,4% dels pacients sensibles a CDDP (35 pacients)
presentaven grau d’intensitat 2 d’expressié del receptor, i dels 18 pacients resistents, el
77,8% expressaven aquest grau 2 d’intensitat. Es van analitzar les mostres segons els
components histologics: B) En els pacients amb carcinoma embrionari sensibles a CDDP, 28
en total, el 64,3% expressaven el receptor amb grau d’intensitat 2, i en el grup resistent,
composat per 6 pacients, el 66,7% de pacients expressaven nivells d’expressié amb grau
d’intensitat 2; C) El 80% dels pacients amb coriocarcinoma sensible a CDDP, un total de 10,
presentaven nivells d’expressié amb grau d’intensitat 2, mentre que en el grup resistent, 6
pacients, tots ells presentaven aquests nivells.
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1.TERAPIES DIRIGIDES A RECEPTORS ERBBS

I. La senyalitzacié del dimer ErbB2/ErbB3 aporta resisténcia a les

terapies dirigides contra ErbB1

Aquest estudi partia dels resultats negatius del tractament amb gefitinib i cetuximab en
el model de tumor ortotopic de coriocarcinoma pur TGT38. Tot i els nivells elevats
d’expressio d’ErbB1 respecte altres tumors testiculars ambdoés tractaments van
fracassar en inhibir el creixement tumoral. Els nostres resultats van descartar que
aquesta falta d’activitat antitumoral fos deguda a una mala activitat dels inhibidors
utilitzats al confirmar la inhibicié de pErbB1, presentant aixi una situacié de resisténcia

de novo a les terapies dirigides anti-ErbB1.

Tot i que ErbB1 es troba sobrexpressat en diversos tumors, no s’esta obtenint la
resposta clinica esperada als tractaments anti-ErbB1 degut a I'aparicié de resisténcies,
ja siguin de novo o resisténcies adquirides durant el tractament (Wheeler et al., 2010).
S’han descrit i relacionat diverses mutacions en ErbB1 amb la resisténcia a la seva
inhibicié (Klein and Levitzki, 2009; Montagut et al., 2012; Sok et al., 2006), pero de
moment encara cap pot predir la resposta clinica a aquestes terapies (Wheeler et al.,
2010). Els tractaments amb cetuximab i amb gefitinib en el TGT38 no van alterar les vies
PIBK/AKT, ERK1/2 i STAT3 i aquestes es van mantenir actives. El manteniment actiu
d’aquestes vies o la seva reactivacié és un dels mecanismes que generen resisténcia de

novo o resisténcia adquirida a les terapies anti-ErbB1 (Vlacich and Coffey, 2011).

Existeixen diversos mecanismes per activar aquestes vies de senyalitzacié, o be per
alteracié en I'activacid de receptors o bé per la desregulacié de les propies vies de
senyalitzacié. Es aixi que desregulacions en la propia via de PI3K/PTEN/AKT s’han vist
implicades en resisténcies a terapies anti-ErbBs; com la deficiencia de PTEN o
mutacions que activen constitutivament el gen PIK3 (Nagata et al., 2004; Eichhorn et al.,
2008; Junttila et al., 2009). De fet I'analisi doble de PTEN i de PIK3CA augmenta la
detecci6 de pacients de tumor de mama amb risc de progressié després del tractament

amb trastuzumab (Berns et al., 2007).
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Per altra banda I'activacié d’aquestes vies pot venir donada per la senyalitzacié a través
d’altres receptors, que poden ser de la mateixa familia dels ErbBs o no. En aquest ultim
cas MET, és capag de senyalitzar a PI3K/AKT a través d’ErbB3, bypassejant aixi I'efecte
de gefitinib en cél-lules de tumor de pulmé (Bean et al., 2007; Engelman et al., 2007).
L’'activacié6 de KRAS o d'IGF-IR també s’han associat a mala resposta a tractaments
anti-ErbB1 o resisténcia a trastuzumab respectivament (Amado et al., 2008; Lu et al.,
2004; Oliveras-Ferraros et al., 2010; Pao et al., 2005).

En aquest estudi hem observat una activitat d’ErbB2 independent d’ErbB1, al veure
inhibicié d’ErbB2 amb lapatinib perd no amb cetuximab ni amb gefitinib. La conformacié
extracel-lular d’ErbB2 I'impedeix unir-se a lligand, pero per l'altra banda fa que sigui el
receptor preferit pels altres alhora d’heterodimeritzar (Graus-Porta et al., 1997; Hynes
and Lane, 2005). Vam confirmar que ErbB2 heterodimeritzava amb ErbB3 quan vam
detectar ErbB3 en I'immunoprecipitat d’'ErbB2 en lisats de TGT38; i a I'observar el
bloqueig indirecte d’ErbB3 en el tractament amb lapatinib, a diferéncia de I'activitat del

receptor observada en els tractaments amb gefitinib i cetuximab.

Altres estudis han mostrat I'activitat d’ErbB3 dependent d’ErbB2, aixi com també la
dependéncia a la formacié d’aquest heterodimer de les vies de senyalitzacié efectores
d’aquests receptors (Basso et al., 2002; Cook et al., 2011; Neve et al., 2000). Malgrat la
falta d’activitat cinasa innata d’ErbB3 i la falta d’unié a lligand d’ErbB2, el dimer que
formen ambdéds receptors esta considerat el dimer més actiu dins la familia dels ErbBs
(Baselga and Swain, 2009), i és crucial en la senyalitzacié de molts tumors, sobretot els
que presenten amplificacié d’ErbB2. Holbro et al. ja van descriure el dimer ErbB2/ErbB3
com a una unitat oncogénica en tumors de mama, i van demostrar que la inhibicié
independent d’ambdos receptors afectava de la mateixa manera a la proliferacié de les
linies cel-lulars que sobrexpressaven ErbB2, inhibint les vies de senyalitzacié PISK/AKT
i ERK1/2 (Holbro et al., 2003).

El tractament amb lapatinib perd, no només bloquejava l'activacié d’ErbB2 i ErbB3, sind
que també bloquejava el creixement tumoral del TGT38 un 50% i inhibia les vies de
senyalitzaci6 AKT, ERK1/2 STAT3. Aquests resultats indicaven que el dimer
ErbB2/ErbB3 era actiu en elTGT38, que participava en el creixement tumoral d’aquest
model, i que la seva senyalitzacié conferia resisténcia a les terapies dirigides a ErbB1

observades en els resultats inicials de I'estudi.
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La implicacié de la senyalitzaci6 d’ErbB2 i ErbB3, activant la via de PI3K, com a
mecanisme de resisténcia a gefitinib o erlotinib s’ha descrit en diverses ocasions en
cél-lules de tumors de cap i coll o NSCLC (Engelman et al., 2005; Erjala et al., 2006;
Sergina et al., 2007; Tabara et al.,, 2012). S’ha descrit també com a mecanisme de
resisténcia a cetuximab la senyalitzacié via ErbB2 activant ERK1/2, ja sigui per
amplificacioé del receptor o dimeritzant amb ErbB3; resultats que han estat corroborats
en mostres de pacients de cancer colorectal (Bertotti et al., 2011; Yonesaka et al.,
2011).

També hi ha evidéncies de que la senyalitzaci6 dels receptors ErbBs pot aportar
resisténcia a les terapies dirigides a altres receptors de la familia, i no només a ErbB1.
Aixi per exemple s’ha descrit que la sobrexpressié d’ErbB1 i els seus lligands aporta
resisténcia a trastuzumab en tumors de mama ErbB2 positius (Ritter et al., 2007). O que
la mateixa conformacié dels dimers dels receptors actius pot provocar resisténcia a
tractaments. Pertuzumab per exemple és capa¢ de bloquejar la formacié del dimer
ErbB2/ErbB3 en preséncia de lligand, mentre que trastuzumab no pot. En canvi aquest
ultim dissocia el dimer quan aquest s’activa de manera independent de lligand (Junttila
et al., 2009).

Hem demostrat la presencia del dimer actiu ErbB2/ErbB3 perd només en un model
tumoral, el TGT38. Tot i aixi hem observat com en una série de vuit tumors ortotopics
testiculars de diferents components histologics, I'expressié d’ErbB2 i ErbB3 segueix un
mateix patré. Aixd passa en altres tumors (Alimandi et al., 1995; Chow et al., 2001),
suggerint que molt probablement ambdos receptors també senyalitzen junts en aquests

altres tumors.

Il. Paper d’ErbB3 en TGTs

Altres estudis havien implicat en menor o major mesura els receptors ErbB1 i ErbB2 en
la tumorigénesi dels tumors germinals testiculars, perd el nostre estudi aporta indicis

d’un paper també d’ErbB3 en la tumorigénesi dels TGTs.

ErbB3 ja fa temps que s’ha descrit amb activitat oncogénica en diversos tumors com
prostata (Gregory et al., 2005; Mellinghoff et al., 2004), pulmé (Engelman et al., 2005;
Engelman et al., 2007), mama (Vaught et al., 2012) o ovari (Sheng et al., 2010; Tanner
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et al., 2006). | recentment s’ha descrit que ErbB3 s’expressa en un 8% de tumors
colorectals amb mutacions oncogéniques (Seshagiri et al., 2012). Actualment ja s’estan
desenvolupant farmacs dirigits a la inhibicié d’aquest receptor obtenint resultats positius
preclinics (Aurisicchio et al., 2012; McDonagh et al., 2012; Schoeberl et al., 2010), i
algun d’ells ja s’esta avaluant en assaig clinic per al tractament de tumors de mama
ErbB2+ combinat amb trastuzumab, lapatinib o quimioterapeutics (Clinicaltrials.gov,
2013 -b; Clinicaltrials.gov, 2013 -d).

Recentment Vaught et al. han demostrat que I'expressié d’ErbB3 és necessaria per
generar hiperplasies dirigides per ErbB2 en epitelis de mama. A més a més, la supressid
de I'expressidé d’ErbB3, un cop ja s’han format els tumors, inhibeix l'activitat d’AKT i
sensibilitza els tumors al tractament amb lapatinib (Vaught et al., 2012). Un altre estudi
també demostra com la inhibicié genetica d’ErbB3, en aquest cas per shRNAs induibles,
inhibeix el creixement tumoral in vivo. A més a més descriuen un /loop autocri essencial
en la proliferacié de cél-lules tumorals d’ovari que involucra I'activacié d’ErbB3 i el seu
ligand NRG1; present també en mostres de pacients humans i que suggereixen com a

possible biomarcador (Sheng et al., 2010).

De manera semblant a aquests estudis, nosaltres hem inhibit I'expressié d’ErbB3 en les
linies de tumor testicular SuSa i GCT27, i hem observat menor viabilitat cel-lular i un
creixement més lent tant in vitro i in vivo, encara que els resultats no tenen massa
poténcia estadistica. Podria ser que ErbB3 no jugués un paper tant central en la
progressié tumoral d’aquestes linies, o bé que al no realitzar una supressio6 induible siné
que permanent, haguem generat una pressid que pot haver permes la compensacié
parcial de la via inhibida. Tenint en compte doncs que ErbB3 és un activador principal de
la via d’AKT, conéixer els nivells d’activacié de la via, tant en les cél-lules parentals com
en les transduides, aixi com fer-ne un seguiment al llarg de I'establiment de la linia

cel-lular ens hagués pogut ajudar respondre aquesta questié.

Els nostres resultats in vivo mostren una expressié elevada i generalitzada en els
diferents models de TGTs analitzats. En el TGT38 hem mostrat una sobrexpressio del
transcript del receptor de fins a 16 vegades més que en els testicles normals, i en tots
els models ortotopics de TGTs analitzats també hi hem detectat expressié d’ErbB3. A
més a més hem demostrat que el patré d’expressié del receptor es manté de les
mostres primaries als tumors ortotopics, aixi com I'expressid dels altres dos receptors

analitzats, ErbB1 i ErbB2. Donant aixi més rellevancia als models utilitzats, demostrant
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que mantenen caracteristiques presents en els pacients originaris, i per tant que els
pacients de TGTs també expressen ErbB3. De fet, ErbB3 juga un paper en el
desenvolupament embrionari testicular, i s’expressa en les cél-lules germinals
primordials juntament amb el seu lligand NRG1p i ErbB2, durant el desenvolupament
embrionari de les gonades (Kierszenbaum and Tres, 2001; Toyoda-Ohno et al., 1999).
Si I'expressié d’ErbB3 en aquests tumors pot ser consequéncia d’un estat indiferenciat

de les cel-lules tumorals podria ser un aspecte a investigar en un futur.

Aixi doncs, malgrat que els resultats de la inhibici6 d’ErbB3 in vifro s6n bastant
modestos, el nostre treball és el primer que descriu expressio d’ErbB3 en TGTs, a part
d’haver demostrat que ErbB3 forma un heterodimer oncogénic actiu amb ErbB2 en un
model de coriocarcinoma ortotopic, suggerint-li un paper, almenys acompanyant ErbB2

en la progressio tumoral dels TGTs.

lll. Inhibicié combinada de receptors ErbBs més efica¢ que la simple

La familia dels ErbBs s’ha convertit en un important punt de mira en la recerca contra el
cancer i és per aixd que existeixen molts inhibidors alguns d’ells ja en clinica, com hem
comentat en la introduccié. Malgrat tot encara no queda clar com la co-expressié en un
mateix tumor de diferents membres dels receptors ErbBs pot afectar a la resposta a
aquests farmacs. En aquest estudi donem més forca a la idea ja existent de que la
inhibicié multiple dels receptors afecta més a la viabilitat cel-lular que la inhibicié simple,

i que per tant la clinica també hauria d’adoptar aquest concepte.

Hem mostrat com lapatinib inhibia el 50% del creixement tumoral en un model de tumor
testicular in vivo, i com també era efectiu en inhibir la viabilitat cel-lular de quatre linies in
vitro. Esta ampliament demostrat que lapatinib és efectiu en els tumors de mama que
sobrexpressen ErbB2, perd per contra i malgrat ser un inhibidor dual, s’ha mostrat que
en aquest context I'accié de lapatinib és independent dels nivells d’expressié d’ErbB1
(Zhang et al., 2008). Possiblement sigui perqué en alguns models tumorals, de manera
semblant al nostre, el paper d’ErbB2 junt amb ErbB3 pot ser critic per la proliferacio,

mentre que el d’ErbB1 és prescindible (Lee-Hoeflich et al., 2008).

En l'analitzi de I'expressioé dels receptors en les linies cel-lulars vam observar que la linia

que presentava nivells d’expressi6 d’ErbB2 més baixos era en la que lapatinib era
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menys efectiu; i en canvi la linia SuSa, on lapatinib era més efectiu, era la que
presentava nivells d’ErbB3 més elevats. Semblava doncs que els nivells elevats
d’expressio d’ErbB2 i ErbB3 podien influir en I'efectivitat de lapatinib. No vam trobar

relacions entre els nivells d’expressié d’ErbB1 i I'efectivitat de gefitinib.

En aquests analisis in vitro gefitinib és efectiu en totes les linies cel-lulars perd en menor
grau que lapatinib. Fins a quin punt aquesta diferéncia és deguda a una dependéncia
concreta d’'un oncogen, o degut al nombre de dianes que inhibeix cada farmac? El
concepte d’addicié oncogénica va ser introduit per Weinstein (Weinstein, 2002), i s’ha
demostrat que la inhibicié d’'una via concreta pot comprometre la viabilitat cel-lular de les
cél-lules tumorals. L’activacié dels receptors de la familia dels ErbBs contribueix a la
malignitzacié tumoral; i com hem vist es troben alterats en molts tumors (Hynes and
Lane, 2005). Malgrat tot s’ha de tenir en compte que durant el desenvolupament tumoral
es van acumulant mutacions que contribueixen al procés de malignitzacié tumoral, i que
les vies de senyalitzaci6 poden ser adaptables i redundants. Es cert que hi ha
alteracions que contribueixen en major grau al procés tumorigénic i que es troben en
una freqiéncia més elevada, pero la inhibici6 combinada de varies vies de senyalitzacié
exercira més pressiod i sera més efectiva que la inhibicié simple d’'una via, sempre que

siguin vies clau en el procés tumorigénic.

Es poden combinar farmacs que inhibeixin varies vies de senyalitzaci6, o utilitzar
inhibidors multidianes, que inhibeixen simultaniament diferents vies de senyalitzacié. Si
és millor una o altra estratégia vindra determinat sobretot per les dianes i el tumor on es
vulgui realitzar el tractament i l'activitat d’aquestes dianes (Broekman et al., 2011).
Situant-nos en els inhibidors multidiana: en el camp dels TKls trobem que hi ha
inhibidors que poden inhibir dos receptors de la mateixa familia, com lapatinib que
inhibeix ErbB1 i ErbB2; o existeixen els inhibidors que bloquegen receptors de families
diferents i vies diferents, com pazopanib que bloqueja tant els receptors de la familia de
PDGFRs, o els de VEGFRs.

En el nostre estudi hem observat com la inhibicié multiple de diferents receptors ErbBs
és més efectiva alhora de comprometre la viabilitat cel-lular en dues linies de tumors
testiculars diferents, les SuSa i les GCT27. Hem observat com el tractament amb
lapatinib bloqueja en major grau la viabilitat cel-lular que el tractament amb gefitinib. Per
altra banda hem observat també com el tractament amb gefitinib de les linies estables

generades shErbB3, totes amb I'expressié del gen ErbB3 knoquejada, compromet la
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viabilitat cel-lular de manera semblant a la inhibici6 d’ErbB1 i ErbB2, observat en el
tractament amb lapatinib en les linies parentals. Inhibint ErbB3 estariem impedint la
formacié del dimer ErbB2/ErbB3, aconseguint un efecte semblant a la inhibicié d’ErbB2

amb lapatinib (Figura C1).
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Figura C1. Model de les inhibicions dels receptors ErbBs en les cél-lules TGTs in vitro.
A) En les cel-lules en situacié normal els receptors ErbBs senyalitzen formant els diferents
dimers: ErbB1/ErbB1; ErbB1/ErbB2; ErbB1/ErbB3; ErbB3/ErbB3. B) L’administracio de
gefitinb o cetuximab bloqueja la senyalitzaci6é dels dimers formats per ErbB1, i per tant tant
sols queda actiu el dimer ErbB2/ErbB3. Les cél-lules no presenten limitacions de creixement
C) L’administracié de lapatinib bloqueja la senyalitzacié dels dimers formats per ErbB1 i/o
ErbB2, bloquejant doncs tots els dimers formats.D) L’administracié de gefitinib en cél-lules
shErbB3 (transduides amb els vectors lentivirals shRNA per ErbB3) bloqueja els dimers
formats per ErbB1 i/o ErbB3, bloquejant també tots els dimers formats. En aquestes dues
situacions (C i D) les cél-lules presenten limitacions en el seu creixement.

El tractament combinat de terapies dirigides a receptors ErbBs també és efectiu per
superar situacions de resisténcia, com les resisténcies a cetuximab que es poden
bypassejar combinant el mateix anticds monoclonal amb agents anti-ErbB2 o lapatinib,
(Bertotti et al., 2011; Quesnelle and Grandis, 2011; Yonesaka et al., 2011) Per altra

banda s’ha observat també que en el tractament de cél-lules resistents a erlotinib, la
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inhibicié dual d’ErbB1 i ErbB3 amb un sol anticds monoclonal és més efectiva que la
inhibicié6 d’ambdds receptors amb dos anticossos monoclonals individuals (Huang et al.,
2013).

Malgrat que els resultats preclinics de les combinacions sén contundents, a nivell clinic
no esta tant clar, i no s’han observat beneficis en la combinaci6 dels tractaments amb
trastuzumab i gefitinib, respecte el tractament amb trastuzumab sol, en pacients de
tumor de mama metastatics amb amplificacié d’ErbB2 (Arteaga et al., 2008); si que s’ha
descrit efectivitat del mateix tractament combinatori perd administrant també docetaxel
(Somlo et al., 2012).

Per altra banda existeixen evidéncies per fer aproximacions terapéutiques combinant

inhibidors dels receptors ErbBs amb la inhibicié d’altres vies de senyalitzacié.

Com ja hem comentat, un dels mecanismes de resisténcia a inhibidors d’ErbBs descrits
és I'activacio de la via PI3K/AKT (Eichhorn et al., 2008; Nagata et al., 2004), i una de les
principals dianes d’AKT respecte progressié tumoral és mTOR, que juga un paper
central en el metabolisme cel-lular (Manning and Cantley, 2007). En alguns tumors s’ha
observat que l'activacio d’AKT, ja sigui per deficiencia en PTEN o per hiperactivacié
d’AKT, resensibilitza els tumors a inhibidors de mTOR (O'Reilly et al., 2006). Aixi doncs
el bloqueig d’ErbB2, amb lapatinib, i de mMTOR o de mTOR i AKT alhora, s’ha proposat
com a terapia en cancers de mama que sobrexpressen ErbB2 i sén resistents a
trastuzumab o lapatinib, obtenint resultats sinérgics d’ambdés tractaments (Garcia-
Garcia et al., 2012; Gayle et al., 2012).

Altres combinacions que s’han proposat sén la inhibici6 d'IGF-1R i la inhibicié de
receptors ErbB1 i ErbB2 amb axitinib, tractament que té efectes sinérgics en cél-lules
pancreatiques (loannou et al., 2013). O la combinacié de la inhibici6 del receptor de FGF
(FGFR) amb un farmac que inhibeix ErbB1 i ErbB2, que ha mostrat tenir efectes

antitumorals en models de tumor de mama (Issa et al., 2013).

En aquest estudi mostrem com el tractament combinant lapatinib i pazopanib té un
efecte sinergic en el tractament del TGT38, aconseguint una inhibici6 del 88% del
creixement del TGT38. Hem observat que lapatinib exercia molt poc efecte sobre la
vasculatura tumoral. Cert que s’observava una disminucié en l'area positiva pel
marcador endotelial CD31, perd aquesta no era significativa i podriem atribuir-la a la

mateixa disminucié del volum tumoral, més que a un efecte antiangiogenic directe, ja
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que a més a més el nombre de vasos no disminuia amb aquest tractament. El
tractament de pazopanib en canvi, de manera individual o combinat amb lapatinib, si
que provocava una disminucié significativa tant de I'area positiva per CD31 com del
nombre de vasos. Tots aquests resultats mostraven que ambdés farmacs tenien dianes i

efectes independents que comprometien el creixement del tumor.

Olaussen et al., van demostrar en un estudi in vitro que lapatinib i pazopanib tenien
efectes sinérgics a linduir apoptosi de cél-lules de pulmé (Olaussen et al., 2009).
Actualment s’esta estudiant la combinacié d’aquests dos farmacs en fases cliniques, i
mentre en un estudi de fase | indiquen que els farmacs poden ser administrats
conjuntament a les dosis respectives de tractament individual (de Jonge et al., 2012), en
un altre de fase Il no observen beneficis de 'administracié conjunta i a més a més un
increment de la toxicitat (Cristofanilli et al., 2012). Cal indicar perd que aquest ultim és
un estudi en fase Il en pacients amb molt baixa prognosi: tumors de mama inflamatoris
positius per a ErbB2, que presenten recaigudes i que préviament havien rebut
tractament de cisplati, i que per tant malauradament les seves possibilitats s6n ja més
reduides. Tot i aixi la inhibici6 combinada dels receptors de VEGFRs, amb altres
farmacs antiangiogénics, i receptors de la familia dels ErbBs es continua testant en
preclinica i ha mostrat resultats positius en models xenografts de tumors de cap i coll
(Bozec et al., 2007), en tumors de NSCLC resistents a erlotinib (Naumov et al., 2009) i

en metastasis neuronals de tumors de mama (Kodack et al., 2012).

Sumat als resultats positius d’aquests estudis, existeixen inhibidors duals dirigits a la
familia de VEGFRs i a la familia de receptors ErbBs. Es el cas de SKLB1206, un
inhibidor d’ErbB1 mutat, ErbB2, ErbB4 i VEGFR2 que ha mostrat activitat antitumoral en
diferents models, alguns resistents a inhibidors ErbB1 (Pan et al., 2012). O vandetanib,
un TKI que bloqueja ErbB1 i VEGFR2, aprovat per la FDA per al tractament de tumors
metastatics de tiroides (FDA, [uptadet 6/2011-cited4/2013]). Aixi doncs la combinacio
dels dos farmacs testats en el nostre estudi podria funcionar no només en TGTs. Queda
perd testar dosis combinatories menys toxiques i que presentin la mateixa efectivitat

antitumoral en humans.

La inhibici6é dels receptors ErbBs en TGTs ha estat poc testada a nivell clinic; fa temps
que es va descriure un cas en el que el tractament amb trastuzumab va causar la

remissio d’'un TGTM refractari a CDDP (Kollmannsberger et al., 1999). Per altra banda fa
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8 anys que es va iniciar un assaig clinic de fase Il per tractar amb gefitinib pacients
refractaris de tumors germinals, d’ovari o testicle, positius per ErbB1, tot i aixi els

resultats no han estat publicats encara (Clinicaltrials.gov, 2013 -c).

Aixi doncs és un camp que encara esta per investigar. Els nostres resultats mostren
com lapatinib és efectiu en bloquejar el creixement tumoral d’'un model de
coriocarcinoma ortotopic, perd també en bloquejar la viabilitat cel-lular de quatre linies
cel-lulars de tumors testiculars. Suggerim a més a més que la combinaci6 dels inhibidors
d’aquests receptors és més efica¢ que la inhibicié simple, i aportem indicis que ErbB3
pot jugar un paper clau en la progressié d’aquests tumors. No només aixo, sino que
mostrem com la combinacié de lapatinib amb I'antiangiogénic pazopanib té efectes
sinérgics aconseguint casi un 90% de la inhibicié del creixement tumoral in vivo. Tot
plegat indica que els receptors ErbBs poden ser una bona alternativa terapéutica en els
pacients de TGTs de baixa prognosi.
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2. TERAPIES ANTIANGIOGENIQUES

l.Tractament dels TGTs amb antiangiogénics

Des que Judah Folkman va parlar del concepte d’angiogenesi tumoral (Folkman, 1971),
aquest ha estat un camp ampliament investigat i actualment ja hi ha molts farmacs amb

dianes i activitat antiangiogénica en desenvolupament i molts aprovats ja per la FDA.

En el nostre estudi hem volgut testar I'eficacia de I'antiangiogénic pazopanib en diversos

models de TGTs, tant in vivo com in vitro.

En els resultats presentats mostrem com pazopanib és eficag a I'hora d’inhibir el
creixement tumoral en dos models de TGTs: en el TGT38, un coriocarcinoma sensible a
CDDP (Castillo-Avila et al., 2009); i en el TGT44, un nou model de tumor de sac vitelli
resistent a CDDP. En el TGT38 pazopanib inhibeix entre el 50 i el 70% el creixement
tumoral. Per altra banda pazopanib inhibeix en un 60% el creixement tumoral del
TGT44, un nou model ortotopic resistent a CDDP. Estudis previs realitzats en el nostre
grup d’investigacié havien demostrat eficacia de sunitinib en la inhibicié del creixement
tumoral de varis models de TGT, entre els quals hi havia el TGT38 i el seu tumor derivat
resistent a CDDP, el TGT38R (Castillo-Avila et al., 2009). El tractament de pazopanib en
el TGT38 es va realitzar per avaluar I'eficacia del farmac en un dels models de TGT més
agressius, el de coriocarcinoma. | encara que so6n experiments diferents i és arriscat
comparar-los, podem dir que observem un efecte semblant d’ambdoés farmacs en aquest
model tumoral, encara que potser lleugerament superior I'efecte de sunitinib. Per altra
banda, i tot i que també s’havia testat I'eficacia de sunitinib en un model resistent a
CDDP, nosaltres vam avaluar I'eficacia de pazopanib en un altre model també resistent
a CDDP, el TGT44. La importancia i tret diferencial del TGT44 respecte el TGT38R, és
que prové d’'un pacient que va presentar refractorietat a la primera linia de CDDP i que
manté aquesta resisténcia intrinseca en el model animal. El TGT38R, en canvi, era un
model de resisténcia adquirida a CDDP generada en el model animal per administracio
continuada de CDDP, i no en el pacient huma. En la caracteritzacié histologica del
TGT44 no es van observar grans diferencies entre el model ortotopic i la pega tumoral
originaria del pacient, mantenint aixi les caracteristiques histopatologiques del tumor
primari a l'ortotopic. Per altra banda també vam comprovar que aquesta resisténcia a
CDDP es mantenia en el tumor implantat en ratoli. EIl TGT44 doncs és un nou model de

tumor testicular in vivo que ofereix la possibilitat de treballar en el context de resisténcia
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intrinseca o de novo, i d’estudiar els mecanismes d’aquesta resisténcia podent-los

comparar amb els de la resisténcia adquirida.

L’activitat antiangiogénica de pazopanib ha quedat confirmada a I'observar, en ambdos
models, una reduccio significativa del nombre de vasos i de I'area positiva per CD31.
Hem confirmat també lactivitat antitumoral de pazopanib a l'observar una reduccio
significativa del nombre de cél-lules tumorals positives per el marcador de proliferacié
Ki67 en el TGT38. | per altra banda, la inhibici6é de la viabilitat cel-lular de dues linies de
TGTs, les SuSa i les GCT27, demostra que el farmac també afecta directament a la
cél-lula tumoral. Aixi doncs pazopanib afecta la vasculatura tumoral a I'inhibir VEGFRs i
PDGFRs, i alhora la mateixa inhibici6 de PDGFRs o d’altres receptors com c-KIT pot
afectar també la cél-lula tumoral. En el desenvolupament d’aquest farmac ja es va veure
aquesta capacitat dual, inhibint el creixement tant de ceél-lules endotelials com tumorals
in vitro i in vivo (Podar et al., 2006). En aquest estudi hem corroborat que pazopanib té

activitat antiangiogeénica i antitumoral en models tumorals de TGTs.

Encara que no s6n molts, existeixen evidéncies de terapies dirigides contra RTKs com
PDGFRs en pacients de TGTs amb recaigudes o refractarietats a CDDP. EIl primer en
ser avaluat va ser imatinib en pacients c-KIT positius, perd no va mostrar activitat
(Einhorn et al., 2006). Ha mostrat activitat en dos casos individuals de seminomes
(Pectasides et al., 2008; Pedersini et al., 2007), tot i aixi s’acaba de realitzar un estudi
clinic tractant amb imatinib en tumors avancats o refractaris de testicle i ovari, pero els
resultats no han estat publicats (Clinicaltrials.org, [Updated 2013 Jan.; cited 2013 April
4]. ). La suramina, que inhibeix PDGF, FGF i IGFI, tot i bloquejar el creixement de
cél-lules de teratocarinoma in vitro va fallar en mostrar benefici en el tractament de 14
pacients de TGT (Motzer et al., 1993).

La terapia antiangiogénica s’ha proposat com a nova estratégia per el tractament dels
TGTs (Fenner et al., 2008; Piulats et al., 2009). El tractament amb nous inhibidors dels
receptors VEGFRs i PDGFRs amb activitat antiangiogénica també han mostrat resultats
positius en el bloqueig del creixement d’aquests tumors (Nitzsche et al., 2010), i sunitinib
ha mostrat eficacia en estudis preclinics en linies cel-lulars i en models animals de TGTs
sensibles i resistents a CDDP (Castillo-Avila et al., 2009; Oechsle et al., 2011a). En
pacients pero el tractament amb sunitinib ha mostrat una activitat moderada (Oechsle et
al., 2011a), i en dos estudis clinics fase Il, Feldman et al. no van observar millores

significatives de sunitinib en el tractament de pacients de TGT amb recaigudes o
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refractaris a CDDP. Tot i aixi si que observen una baixada dels marcadors tumorals,
suggerint que les vies inhibides per sunitinib s6n importants per a la biologia d’aquests
tumors (Feldman et al.,, 2012; Feldman et al., 2010). Bevacizumab és un altre
antiangiogénic que s’ha administrat en pacients de TGTs, encara que no en un assaig
clinic. Existeixen dos casos individuals on va ser administrat sol o combinat amb
quimioterapia, en tots dos es va frenar la progressidé de la malaltia, observant com
mentre s’administrava I'antiangiogénic la progressié del tumor s’aturava, sense obtenir
perd respostes complertes (Mego et al., 2007; Voigt et al., 2006). Aixi doncs, malgrat els
bons resultats en els estudis preclinics, sembla que sunitinib no t& massa bons resultats
en el tractament clinic dels TGTs. Aquesta falta de relacié dels resultats entre estudis
preclinics i assajos clinics és un problema que estan patint els tractaments

antiangiogénics en general en molts models tumorals (Ebos and Kerbel, 2011).

Des de fa varies décades que s’obtenen molts bons resultats en les terapies
antiangiogéniques a nivell preclinic, mentre que a nivell clinic aquestes presenten
resultats molt modestos. | és que els pacients de diversos tipus de tumors diferents
tractats amb terapies anti-VEGF responen molt poc o practicament ni responen (Ebos
and Kerbel, 2011), a excepcio del tumor renal, que és el que presenta millor resposta a
les terapies antiangiogeniques degut al seu fenotip angiogénic-dependent. En aquests
tumors s’hi detecta amb molta freqiéncia la mutacié de VHL (von Hippel-Lindau), que
incrementa els nivells actius del factor de transcripci6 HIF1a i dels seus gens de
resposta, que molts sén gens angiogénics com: VEGF, PDGF o angiopoietines (Kim and
Kaelin, 2004; Moserle and Casanovas, 2013; Rini and Small, 2005). Es en el tractament
dels pacients amb RCC metastatic on s’administren com a monoterapies els TKIs contra

VEGFRs, sunitinib, sorafenib i pazopanib (Escudier et al., 2013).

Com és doncs que els resultats positius obtinguts en preclinica no es traslladen a la
clinica? Hi poden haver diversos factors que poden estar esbiaixant els resultats tant
d’'una banda com de I'altra. Per una banda pot influir la gran diferéncia que existeix en
els estadis de les malalties on es testen els farmacs. En la clinica els antiangiogénics
s’avaluen en estadis avancats i metastatics dels tumors, mentre que en els models
animals s’avaluen els farmacs en tumors primaris i molt més localitzats (Ebos and
Kerbel, 2011).

Per altra banda poden influir els parametres que s’utilitzen com a punts finals dels

assajos clinics. Molts agents citostatics, a diferéncia dels citotdoxics, provoquen una
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prolongaci6é de la supervivéncia i una estabilitzacié de la malaltia, o necrotitzacié del
tumor més que una reduccié del volum tumoral. | 'avaluacié d’aquests farmacs utilitzant
la resposta objectiva (reduccions de volum tumoral del 30% + respostes complertes)
com a criteri de punt final dels assajos clinics pot pronosticar falses ineficacies (Feldman
et al., 2012). Per altra banda, i encara no es coneix el motiu, en molts assajos clinics de
fase Ill amb antiangiogénics existeix una diferéncia entre la supervivéncia global (OS) i
la supervivéncia lliure de progressié (PFS), i sembla que els beneficis de la PFS no es
reflecteixen en la OS (Ebos and Kerbel, 2011). En alguns casos s’ha observat
recreixement o més creixement del tumor en els periodes on s’ha aturat el tractament
antiangiogénic (Cacheux et al., 2008; Desar et al., 2009); aquest efecte podria allargar la
PFS, sense afavorir perd la supervivéncia global (Ebos and Kerbel, 2011). Per altra
banda s’ha vist que el tractament després d’un recreixement pot aportar millores en la
supervivéncia global, aixi com el tractament discontinu amb bevacizumab o
I'administracié seqiencial de diferents farmacs com sorafenib i sunitinib (Dudek et al.,
2009; Grothey et al., 2008; Hammers et al., 2010; Stein et al., 2008). Aixi doncs cal tenir

en compte que no només és el farmac que s’administra, siné com s’administra.

En l'aspecte de com s’administra un farmac tornem altra vegada a la combinacié de
diferents inhibidors. El problema és trobar els millors farmacs a combinar i estudiar-ne
les dosis per aconseguir efecte antitumoral i reduir la toxicitat, i de fet la combinacio de
farmacs es duu a terme en la clinica en molts tumors. La combinacié dels
antiangiogénics amb la quimioterapia, encara que ha donat bons resultats en alguns
tumors (Moore et al., 2007; Ulahannan and Brahmer, 2011), en d’altres no i sembla que
podria dependre del tipus tumoral a tractar i de I'estadi del tumor, perd encara existeix
controvérsia (Boere et al., 2009; Ebos and Kerbel, 2011). Tot i aixi, si tenim en compte la
hipersensibilitat dels TGTs a la quimioterapia, i que en aquest sentit sén un cas bastant
excepcional, es podria considerar aportar aquesta opcié a la clinica d’aquests tumors.
De fet la combinacié de sunitinib amb cisplati es va testar en els models de TGTs
ortotopics obtenint reduccié tumoral en tots els models testats, i també en el resistent al
quimioterapéutic (Castillo-Avila, 2009). Recentment Jain et al. han publicat que el
tractament de pacients de TGTs refractaris amb oxaliplati i bevacizumab ha tingut
resultats modestos. Tot i que no s’han assolit els 12 mesos de supervivencia lliure de
malaltia, de 99 pacients 8 han presentat respostes objectives, inclosa una remissié

completa (Jain et al., 2013).
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Ja per acabar no deixar d’esmentar que s’han d’avaluar marcadors que puguin predir
algunes respostes a determinades terapies, i per altra banda cal també seleccionar els
pacients a tractar segons les dianes que presenten. Els nostres models expressaven
algunes dianes de pazopanib en les cél-lules tumorals. Es cert que els nivells
d’expressio no sempre correlacionen amb I'efectivitat de les terapies, com hem vist en la
inhibicié dels ErbBs, pero tot i aixi s’han d’avaluar i continuar investigant, per poder fer

una bona seleccié dels pacients a tractar.

Tot plegat indica que encara s’han d’estudiar molts aspectes de les terapies
antiangiogéniques, i que probablement adaptant els assajos clinics i els models
preclinics que s’estan utilitzant es podra arribar a trobar el métode més efectiu

d’administracié d’aquests.

ll.Pazopanib, i altres antiangiogénics

Pazopanib és un inhibidor que esta dirigit als tres receptors de la familia dels receptors
de VEGF, VEGFR-1, -2 i -3; als dos receptors de la familia de PDGFs , PDGFRa i
PDGFRB, i c-KIT (Kumar et al., 2007).

Sunitinib i sorafenib s6n dos TKls que presenten un espectre de les cinases dianes molt
semblant al de pazopanib, encara que existeixen petites diferéncies que poden ser
importants. Sorafenib és el que inhibeix menys dianes amb una IC50<1uM. Els tres
inhibidors presenten la mateixa poténcia d’inhibicié dels receptors de la familia de
VEGFR; pazopanib i sunitinib son igualment actius alhora d’inhibir c-KIT mentre
sorafenib ho és molt menys; i sunitinitb inhibeix molt millor Flt-3, mentre que pazopanib i
sorafenib s6n més efectius al bloquejar c-RAF. Els tres TKIs mostren una activitat molt
semblant a I'hora d’inhibir PDGFRa. i PDGFRp (Kumar et al., 2009).

Els tres farmacs estan aprovats per al tractament de pacients amb RCC avangat, tot i
aixi en aquests pacients el tractament de primera linia més comu és sunitinib (Rini and
Al-Marrawi, 2011). Comparant estudis clinics independents que s’havien realitzat amb
cadascun dels farmacs, es van veure petites diferéncies sobretot amb la tolerabilitat dels

farmacs, sense poder arribar a cap conclusié ferma (Ward and Stadler, 2010).

No ha estat fins ara que s’han publicat els resultats dels primers assaigs clinics

comparatius directes entre sunitinib i pazopanib. En un estudi de fase lll s’ha comparat
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pazopanib i sunitinib com a tractaments de primera linia en pacients de RCC
metastatics. Els resultats indiquen que mentre I'efectivitat antitumoral dels dos farmacs
és semblant, la qualitat de vida dels pacients és millor quan reben el tractament amb
pazopanib (Escudier et al., 2013). | en la mateixa linia de resultats en un altre assaig
clinic han avaluat les preferéncies dels pacients sobre el tractament amb pazopanib o
sunitinib, i els resultats han demostrat clarament major tolerabilitat de pazopanib per
davant de sunitinib (Escudier BJ. et al., 2012). Queda palés doncs que amb el mateix
efecte antitumoral, pazopanib és millor que sunitinib degut a la major tolerabilitat en els

pacients.

Aixi doncs amb aquests arguments pazopanib encara es perfila millor com a candidat a
testar com a nova terapia alternativa a la quimioterapia en els pacients TGTs refractaris
a CDDP, i no només perqué ha mostrat activitat en un model resistent, sin6 també
perquée en aquest estudi hem detectat que els TGTs amb resisténcia adquirida a CDDP

sobrexpressen PDGFR i son addictes a la seva senyalitzacio.

3.RESISTENCIA A CDDP

. L’activaci6 de [I'eix autocri PDGF-BB/PDGFRB/AKT aporta

resisténcia a CDDP

En aquesta tesi hem demostrat I'activaci6 de I'eix PDGF-BB/PDGFRB/AKT com a

mecanisme de resisténcia adquirida en cél-lules de TGTs.

L’activacié de la via PI3K/AKT, al ser una via de senyalitzacié intracel-lular que regula la
supervivéncia, la proliferacié i atura I'apoptosi, €s un mecanisme descrit de resisténcia
als tractaments de radioterapia, quimioterapia i terapies dirigides (Siddik, 2003). De fet
s’ha vist que el tractament amb CDDP indueix I'activacié de la via PI3K/AKT (Huang and
Hung, 2009), i I'activacié d’AKT s’ha associat a I'adquisicié de resisténcia a CDDP en
cél-lules de pulmo i ovari (Abedini et al., 2010; Liu et al., 2007). Liu et al. van demostrar
que la sobrexpressié d’AKT aportava resisténcia a les cel-lules parentals, mentre que el
bloqueig d’AKT en les cél-lules resistents incrementava la sensibilitat al quimioterapéutic
(Liu et al., 2007). | diversos estudis mostren que microRNAs que tenen com a diana
directe a PTEN, participen en la regulacié de la via PI3K/AKT i en I'adquisicié de

resisténcia a CDDP en cél-lules d’ovari i osteosarcoma (Fu et al.,, 2012; Yang et al.,
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2008; Zhao et al.,, 2013). Nosaltres hem mostrat que els nivells d’activaci6 d’AKT
correlacionen linealment amb la sensibilitat al quimioterapéutic, i que la seva inhibicié
amb Ly294002 provoca una resensibilitzaci6 a CDDP de les cél-lules resistents;

demostrant que l'activacié d’AKT aporta resisténcia a les cél-lules de tumors testiculars.

En el context de quimioresisténcia I'activacié d’AKT promou I'exclusié nuclear de p21 fet
que provoca una aturada en el cicle cel-lular, i afavoreix la resisténcia a CDDP ja que
permet més temps per reparar el DNA (Siddik, 2003). Per altra banda AKT bloqueja
proteines pro-apoptotiques com Bax o la procaspassa 9 (Mitsiades et al., 2002), i AKT
activa Mdm2, el regulador negatiu de p53, inhibint doncs la proteina supressora tumoral
involucrada també en resisténcia a CDDP. Recentment s’ha descrit que AKT promou la
quimioresisténcia en ceél-lules d’ovari bloquejant la interaccié de p53 amb la proteina
anti-apoptotica FLIP, impedint la seva degradacié via proteasoma i impedint I'apoptosi
induida per CDDP (Abedini et al., 2010).

L’activacié d’AKT és resultat d’'una desregulacié de la via de PI3K, i que pot tenir origen
en la presencia de mutacions activadores en PIK3CA, una pérdua de PTEN, una
mutacié activadora o amplificacié del mateix AKT, o bé una desregulacié en els RTKs
que senyalitzen via PISK/AKT (Yuan and Cantley, 2008).

La pérdua d’'un al-lel de PTEN provoca el creixement tumoral acompanyat d’altres
mutacions somatiques, i els seus nivells d’expressié correlacionen amb el grau de
severitat de la malaltia (Salmena et al., 2008). La pérdua de funci6 de PTEN és una
alteracié que s’observa en molts tumors, perd nosalires hem descartat la pérdua de
PTEN total com a causa de l'activacié d’AKT en les cél-lules resistents a CDDP. Les
mutacions en AKT no son tant freqiients com les que es troben en PTEN o en PIK3CA,
pero si que se n’han observat que aporten una activacié constitutiva i una expressio
d’AKT constant a membrana (Hafsi et al., 2011). En les nostres cél-lules hem observat
com la retirada del sérum del medi aturava I'activacio d’AKT, descartant aixi una mutacio
que aportés l'activacié constitutiva de la cinasa. A més a més hem observat com el
tractament amb uns determinats inhibidors o estimuladors, inhibia o activava
respectivament AKT suggerint que la desregulacio venia per part de la senyalitzacio per
sobre de PI3K/AKT. PI3K s’activa per sota de molts RTKSs, i per tant una desregulacio
d’aquests RTKs, ja sigui per activacié constitutiva, amplificacié o sobreactivacio per part
dels lligands que els estimulen poden comportar una sobreactivacié de PI3K/AKT (Yuan
and Cantley, 2008).
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La preséncia de PDGF-B en el medi activava AKT només en les cél-lules sensibles, i de
manera diferencial amb altres factors de creixement testats. Per altra banda, de diversos
inhibidors testats tant sols pazopanib i sunitinib, ambdos inhibidors de PDGFR}, inhibien
els nivells de pAKT i de la mateixa manera que ho feia I'inhibidor especific Ly294002. A
més a més les cél-lules resistents eren més sensibles al tractament amb aquests dos
inhibidors que les cél-lules sensibles. Tots aquests resultats mostraven que l'activacio
d’AKT en les cel-lules resistents era dependent de PDGF-B/PDGFR, i que aquestes
cél-lules eren addictes a aquesta via de senyalitzaci6. A més a més, en les cél-lules
resistents hem detectat una sobrexpressié de PDGFRp respecte els nivells expressats
en les cél-lules sensibles, aixi com una sobrexpressio de 'mRNA del ligand d’aquest
receptor, PDGF-B.

La senyalitzacio per part de RTKs a AKT com a mecanisme de resistencia a CDDP s’ha
descrit en diversos tumors i per part de diversos receptors. Aixi per exemple en cél-lules
d’osteosarcoma resistents a CDDP el receptor c-MET es troba sobrexpressat, i la seva
inhibicié suprimeix la via PI3K/AKT i sensibilitza les cél-lules al quimioterapéutic (Wang
et al., 2012). L’activacié d’AKT a través de ErbB1/ErbB3 en cél-lules de glioma i ovari
també s’ha associat a la quimioresisténcia (Servidei et al., 2008). O la senyalitzaci6
d’ErbB2/ErbB3 via PI3K/AKT s’associa a resisténcia a diversos quimioterapéutics en
cél-lules de cancer de mama (Knuefermann et al., 2003), i de fet els pacients que

sobrexpressen ErbB2 presenten resisténcia als quimioterapéutics (Zhang et al., 2003).

Pel que fa a la senyalitzacié de PDGF-B/PDGFRp també s’ha descrit en el context de
quimioresisténcia. En cel-lules de tumor hepatic s’ha descrit el loop autocri AKT/HIF1-
o/PDGF-BB la senyalitzacié del qual confereix quimioresisténcia (Lau et al., 2009).
L’'estimulacié de PDGF-BB/PI3K aporta resisténcia a paclitaxel en cél-lules de tumor
d’ovari (Isonishi et al., 2007), i en cél-lules mare quimioresistents de cancer de pulmé
s’ha vist que entre d’altres factors, sobreexpressen PDGF-BB (Levina et al., 2008).
Servidei et al. van descriure una associacié, encara que no una relacié causal, entre la
senyalitzaci6 de PDGF-BB i la quimioresisténcia en cél-lules de glioma. Mostren com,
malgrat no troben sobrexpressio del receptor PDGFRp, I'expressié autocrina de PDGF-
BB activa AKT en les cél-lules resistents, que a més a més també sén més sensibles a

I'inhibidor del receptor imatinib (Servidei et al., 2006).
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Per demostrar que la senyalitzaci6 PDGF-BB/PDGFRB/AKT era un mecanisme de
resisténcia adquirida a CDDP en les cél-lules de tumor testicular vam inhibir I'expressio
del receptor i vam avaluar la sensibilitat de les ceél-lules a I'agent quimioterapéutic.
Aquesta aproximacié la vam realitzar de dues maneres, amb inhibici6 farmacologica
tractant amb pazopanib, i inhibint genéticament I'expressié del receptor, transduint les

cel-lules amb constructes lentivirals shRNA.

L’administracié de pazopanib resensibilitzava les ceél-lules resistents al tractament amb
CDDP, obtenint valors de la IC5, molt semblants en les cél-lules sensibles i les resistents
tractades amb pazopanib. Pazopanib perd inhibeix diversos receptors, i per tenir un
model d’inhibicié exclusiva de I'expressié de PDGFRJ vam generar linies estables amb
'expressié del receptor suprimida per la transduccié de constructes lentivirals shRNA
per PDGFRp. De quatre virus testats, tant sols un ens va inhibir I'expressio del receptor.
La manca d’efectivitat a ’hora d’obtenir baixos nivells d’expressio de PDGFRp en les
cél-lules transduides pot ser deguda a 'addiccié de les cél-lules per aquest receptor. Tot
i aixi, en un dels clons haviem obtingut reducci6 de I'expressié del receptor; i encara que
no s’havia obtingut una inhibicié total, si que presentava nivells semblants al de les
cél-lules sensibles. La supressié de I'expressié6 de PDGFRp provocava una disminuci6
dels nivells actius d’AKT, i una resensibilitzacié6 a CDDP. No s’obtenien nivells diferents
de la ICs entre les cél-lules resistents i les shPB4, pero si que s’obtenien diferéncies
significatives de sensibilitat a CDDP en la dosi de 0,1 pg/ml. Encara que aquests
resultats no eren tan robustos, conjuntament amb els obtinguts amb el tractament amb
pazopanib, mostraven com efectivament la inhibicié del receptor PDGFRB en les
cél-lules resistents a CDDP revertia aquest fenotip ja que s’incrementava la sensibilitat

al farmac.

Haviem descrit doncs un loop autocri d’activacié de PDGF-BB, amb desregulacié de
PDGFR i activacié d’AKT, com a mecanisme de resisténcia adquirida en TGTs in vitro.
Per anar més enlla vam voler estudiar-ho en models de TGTs sensibles i resistents in
vivo utilitzant els models ortotdopics dels que disposavem al laboratori. Els resultats
obtinguts van mostrar un increment de PDGFRp en un model de resisténcia adquirida, i
un augment de PDGFRa en un model de resisténcia intrinseca. En aquest ultim cas vam
comparar el TGT1 i el TGT44. Ambdds tumors tenien el component histologic de sac
vitel‘li, i mentre el TGT1 era sensible a CDDP (Castillo-Avila et al., 2009) el TGT44 era

resistent. Els resultats obtinguts de la comparativa d’aquesta parella de tumors és
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menys fiable, ja que només comparteixen el component histologic i és com si
comparéssim dos pacients diferents, hauriem d’incrementar el nombre de casos. L’altra
parella de tumors utilitzada i en la que hi hem observat la sobrexpressié de PDGFR, és
la formada pel coriocarcinoma sensible TGT38 i el seu tumor derivat amb resisténcia
adquirida el TGT38R (Castillo-Avila et al., 2009). Els resultats de la comparativa
d’aquests dos tumors sén més robustos ja que comparteixen el mateix fons genétic.
Aquest model s’assembla més a les parelles de cél-lules utilitzades en els estudis in

vitro, i en el que s’han obtingut els mateixos resultats de sobrexpressié de PDGFR}.

En el TGT38R perd no hem observat més expressiéo de PDGF-B que en la seva parella
sensible. Els gens analitzats per RT-PCR sén els humans i per tant el lligand produit per
les cél-lules tumorals. S’ha descrit que les cél-lules estromals, com els CAFs (cancer
associated fibroblasts), poden produir diversos factors de creixement com PDGF-C
(Crawford et al., 2009) o FGF2 (Pietras and Ostman, 2010). Al ser un tumor in vivo
hauriem d’analitzar també els nivells de PDGF-B produit per I'estroma del tumor

utilitzant oligonucledtids especifics per als gens murins.

Esta descrit que en cél-lules de glioma I'expressié de PDGF-B pot ser induida per la
senyalitzacio de TGFp/Smad, quan el promotor del gen de PDGF-B no es troba metil-lat
(Bruna et al., 2007). Hem descartat que aquest mecanisme sigui el que activa el loop
autocri descrit en les nostres cél-lules ja que a I'inhibir el receptor TGFBRII els nivells de
pAKT no es van veure afectats. Per altra banda també hem descartat I'estat de metilacio
del promotor del gen de PDGFRpB com a mecanisme de regulaci6 de la seva expressio,
malgrat no hem mostrat els resultats. A més a més el TGT38 i el TGT38R s’han
comparat genéticament pel Dr.Alberto Villanueva, i no s’ha detectat cap mutacié en cap
dels gens involucrats en el loop descrit. Recentment també s’han descrit involucrats
microRNAs o diversos factors de transcripcié en la resisténcia a CDDP (Grande et al.,
2012; Pogribny et al., 2010). Si algun d’aquests mecanismes esta implicat en la
desregulacié de I'expressié de PDGFRB que implica resisténcia en les cél-lules de TGT

és una linia d’investigacié que queda oberta arrel del nostre estudi.

Ja per acabar vam voler analitzar I'expressi6 de PDGFRB en el TMA de tumors
testiculars per veure si la seva expressio es podia correlacionar amb el fenotip resistent.
El TMA era una bona eina per dur a terme aquesta aproximacié ja que engloba moltes
mostres de tumors tractats amb CDDP que han mostrat tant sensibilitat com resisténcia
a CDDP.
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Tot i observar nivells d’expressio de PDGFRp molt elevats en més del 70% dels TGTNS,
quan vam comparar els pacients sensibles i els resistents a CDDP no vam observar cap
diferéncia. En canvi quan vam analitzar especificament els tumors que contenien
component de coriocarcinoma vam veure diferéncies, encara que no significatives. Els
casos analitzats han sigut molt pocs, i necessitariem augmentar el nombre de casos per
poder calcular significativitat estadistica. Hem de tenir en compte que estem treballant
amb mostres molt poc frequents; els tumors TGTs que presenten resisténcia a CDDP
sén greus perd pocs, i el coriocarcinoma és un dels components menys freqlents
(Bahrami et al., 2007). Per altra banda tampoc disposem de la informaci6 del
percentatge present del component coriocarinoma respecte el tumor total, perd és un
aspecte que podria influir en els resultats i la seva interpretacié. D’aquests resultats
també cal remarcar que els tumors ortotopics on haviem observat diferéncies, el TGT38-
TGT38R, també eren coriocarcinomes, suggerint doncs que potser PDGFRp si que
jugaria un paper important en aquest component tumoral, el més agressiu dins els
TGTNS. A més a més en el TMA existeix un cert biaix de les mostres, ja que totes les
que hi estan englobades sén de pacients que tots han estat tractats amb CDDP, i que
per tant ja tenien un fenotip una mica més agressiu, amb invasi6 vascular (Albers et al.,
2011). Faltaria analitzar les mostres dels pacients amb els tumors més benignes en els
que no va caldre realitzar quimioterapia. Sense aquests analisi no es pot afirmar res,
perd les mostres analitzades, amb fenotip clinic més agressiu, presenten nivells molt

elevats d’expressio de PDGFR i en elevada frequencia.

L’'analisi de mostres de pacients és més complexa que l'analisi in vitro amb linies
cel-lulars, o fins i tot que en tumors ortotopics. Les mostres de pacients poden tenir
molta més variabilitat, ja sigui de components histologics, de tractaments rebuts o de
fons genétic. Tant en cél-lules com en tumors, hem analitzat parelles de models de
resisténcia adquirida a CDDP. Les mostres de pacients humans poden presentar
resisténcia intrinseca o resisténcia adquirida, i en aquest ultim cas probablement no
disposarem de les dues mostres que realment s’haurien de comparar: la prévia i la

posterior a I'adquisicié de la resisténcia, tal i com ho hem fet amb els altres models.

Un altre motiu pel que potser no estariem obtenint la correlacié d’expressio de PDGFRp
amb la resisténcia a CDDP en el TMA, és degut als multiples mecanismes que poden
provocar resisténcia a CDDP i la coexisténcia entre ells. Rarament participa només un
mecanisme de resisténcia, i per aixd és dificil trobar una relacié directe (Galluzzi et al.,

2012). Cert que en els nostres resultats presentem una correlacié lineal entre nivells de
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pAKT i sensibilitat a CDDP, perd ho hem estudiat en un sistema més simple (les
cél.lules in vitro) en el que observar aquestes relacions seria més facil. Una altra opcid
amb la que probablement millorariem la sensibilitat de I'analisi, és estudiar els nivells
d’AKT actiu en el TMA. Malauradament no hem pogut posar a punt la técnica de
detecci6 de pAKT en parafina i no ho hem pogut realitzar. Hem valorat I'opcié de
detectar pSK6, una cinasa activada per mTOR un cop activat AKT (Manning and
Cantley, 2007), ja que tenim la técnica de deteccié en parafina posada a punt al
laboratori. Malauradament no hem observat correlacié en les cél-lules entre els nivells

d’AKT actius i els nivells actius d’ SK6.

Tot plegat, i encara que no hem pogut relacionar els nivells de PDGFRp amb la
resisténcia a CDDP en mostres de pacients del TMA, no podem descartar la preséncia
de l'activacio de la via PDGF-BB/PDGFRB/AKT com a mecanisme de resisténcia en

pacients resistents a CDDP.

Il. Resisténcia a CDDP en els TGTs

La implicacié de la senyalitzaci6 de PDGF-B/PDGFRB/AKT en resistencia a CDDP, és
un resultat que encara déna més forga a l'eficacia de sunitinib o pazopanib en el
tractament de pacients resistents a CDDP de TGTs (Castillo-Avila et al., 2009). Aquests
farmacs tindrien I'efecte dual inhibint la vasculatura i la cél-lula tumoral, a més de

bloquejar una possible resisténcia mitjangada per PDGF-B/PDGFRB/AKT.

A més a més és el primer cop que es demostra implicaci6 de PDGF-B/PDGFRp en
'adquisicié de resisténcia a CDDP en els TGTs. En un estudi en el que identificaven
vies de senyalitzaci6 afectades per la modulacié de I'expressié génica induida per
CDDP en cel-lules de TGT, van descriure la via angiogéenica i la via de senyalitzacié de
PDGF (Duale et al.,, 2007). | en un altre estudi van detectar guany de la regid
cromosomica 5q33.1-5935-3, que és en la que es troba el gen de PDGFRp, en unes
cél-lules de TGT resistents a CDDP, encara que al no ser reproduit en dues linies més
(les GCT27 i les SuSa) aquesta regié no va continuar essent estudiada (Noel et al.,
2008).

Pel que fa a AKT, s’ha implicat recentment en la resisténcia a CDDP en TGTs. Koster et

al. han descrit com a mecanisme de resisténcia a CDDP en cél-lules de carcinoma
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embrionari I'expressio citoplasmatica de p21 degut a una fosforilacié realitzada per AKT,
de manera que la inhibici6 d’AKT provoca que p21 retorni al nucli i resensibilitza les
cél-lules a CDDP. Descriuen també una correlacié de la forma citoplasmatica en
pacients de carcinoma embrionari resistents a CDDP mentre que els sensibles no
presenten nivells d’expressié de p21. Per altra banda observen que I'expressié de p21
en teratomes és majoritariament nuclear, i suggereixen 'aturada del cicle cel-lular per
p21 com a mecanisme de no resposta intrinseca que presenten els teratomes davant el
tractament amb CDDP (Koster et al., 2010).

Com ja hem comentat AKT s’ha descrit implicat en la resisténcia a quimioterapies i
terapies dirigides, i també en els TGTs. Els nostres resultats donen suport a la idea de la
inhibicié d’aquesta via en els tumors resistents, i de fet existeix un estudi en curs de fase
Il per al tractament de pacients de TGTs refractaris a CDDP amb everolimus, un

inhibidor d'mTOR, un dels principals efectors directes d’AKT (Clinicaltrials.gov, 2013 -a).

Recentment Harold Varmus i Ed Harlow, per tal d’incentivar i redireccionar la recerca
oncologica, han realitzat una llista de 24 preguntes provocatives a respondre. Entre elles
n’hi ha de tant interessants i rellevants com quina és la implicacié de I'obesitat en els
cancers?; fins a quin punt I'aparicié de tumors es correlaciona amb I'envelliment?; per
qué els tumors malignitzen després d’anys d’indoléncia?; com influeix la pressid
selectiva imposada per I'is de les terapies dirigides de diferents tipus o dosis en
'evolucié de la resisténcia farmacologica dels tumors?; o quines sbén les propietats
moleculars dels tumors que responen tan bé als tractaments quimioterapéutics? En
aquest ultim cas proposen investigar la resposta a CDDP dels TGTs, ja que a diferéncia
de la majoria de tumors aquests responen molt bé al tractament quimioterapéutic.
L'estudi de la sensibilitat i resisténcia a CDDP dels TGTs pot ajudar a entendre els
mecanismes d’aquesta resposta i podria ser traslladat a altres tumors on el tractament
quimioterapeutic no és tant eficag (Varmus and Harlow, 2012a; Varmus and Harlow,
2012b).

Els TGTs han estat un model per al tractament amb quimioterapia d’altres tumors solids,
pero sempre han anat per darrere d’altres tumors a I'’hora de testar i aplicar el tractament

amb terapies dirigides. Es cert que es curen el 90% dels pacients dels TGTs, i els TGTs
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metastatics sén el tumor metastatic més curable; perd, i com ja hem comentat
anteriorment, encara existeixen casos que presenten malalties refractaries i recaigudes
resistents al tractament quimioterapéutic presentant mal prondstic, i on I'inic tractament
és la quimioterapia amb dosis de rescat o tractaments paliatius (Koychev et al., 2011).
Aquests pacients presenten una prognosi molt baixa, i tenint en compte la incidéncia
d’aquests tumors, seran homes joves entre 15 i 35 anys (Bosl and Motzer, 1997). Es per
aixo que es necessiten testar noves terapies en aquests tumors, i les terapies dirigides
sén probablement tan actives en els TGTs com en altres tumors. Un dels principals
problemes pero és el baix nombre de pacients que fa que els estudis siguin molt més
llargs, i la falta també de cooperacié internacional per dur a terme aquestes
investigacions. | per altra banda també s’ha proposat canviar i adaptar al tumor analitzat
els parametres de punt final d’aquests assajos clinics de fase Il (Feldman et al., 2012).
Aixi doncs el futur d’aquests tumor rau en millorar els assajos clinics i testar encara més

farmacs nous.

En aquest estudi hem avaluat I'accié de les terapies antireceptors ErbBs i del farmac
antiangiogeénic pazopanib en models in vitro, utilitzant diverses linies cel-lulars de tumors
testiculars, i entre elles, parelles de resisténcia adquirida. Perd també hem mostrat
eficacia antitumoral en models de TGT implantats ortotopicament en ratolins atimics. Cal
destacar la importancia dels models tumorals utilitzats; ja que provenen de pacients
humans, conservant les caracteristiques histologiques i genétiques dels tumors primaris

originaris, i que han estat desenvolupats en aquest laboratori pel Dr. Alberto Villanueva.

Hem observat nous mecanismes tumorigénics involucrats en els TGTs, com la formacio
de I'heterodimer ErbB2/ErbB3 com a unitat oncogénica en un model de coriocarinoma
ortotopic, aixi com la descripcid per primer cop de I'expressié d’ErbB3 en aquests
tumors. Aixi com un nou mecanisme de resisténcia a CDDP. Perd el que és més
important, aportem resultats que senyalen a pazopanib com a terapia alternativa per
tractar aquests pacients, i probablement amb més éxit si es combina amb lapatinib. | no
només aixo sin6é que hem demostrat un mecanisme de resistencia a CDDP en TGTs
que implica una de les dianes de pazopanib. Aixi doncs esperem que, amb més
resultats preclinics com els nostres que aportin més possibles terapies, juntament amb
la realitzaci6 de molts més assajos clinics i les readaptacions necessaries d’aquests,
s’aconsegueixi millorar la prognosi dels pacients de TGTs que desenvolupen resisténcia,

que encara que son pocs, son importants.
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Els receptors ErbB1, ErbB2 i ErbB3 s’expressen de manera generalitzada en els TGTs
ortotopics de diferent component histologic, mantenint a més a més el patré d’expressié

del tumor primari a xenograft.

L’activitat de I'neterodimer ErbB2/ErbB3 té un paper en el creixement tumoral del
TGT38, i senyalitza a través d’AKT, ERK1/2 i STAT3, conferint també resisténcia de

novo a les terapies dirigides anti-ErbB1.

La inhibicié dual dels receptors ErbBs és més efectiva que la inhibicid senzilla; i el
bloqueig d’ErbB1 i ErbB3 té el mateix efecte que la inhibicié dual d’ErbB1 i ErbB2, amb

lapatinib, en linies cel-lulars de TGTs.

El tractament amb lapatinib bloqueja el creixement tumoral del TGT38, bloquejant la
proliferacio de les cél-lules tumorals i provocant un augment de I'apoptosi; i el tractament
combinatori de lapatinib amb pazopanib mostra un efecte sinérgic en la inhibicié del

creixement tumoral.

Pazopanib mostra activitat antitumoral i antiangiogénica en el tumor sensible a CDDP
TGT38 i en el model resistent a CDDP TGT44, aixi com una activitat directa a les

cel-lules tumorals de TGTs in vitro.

L’activacié del loop PDGF-BB/PDGFRB/AKT és un nou mecanisme de resisténcia
adquirida a CDDP en TGTs.

L’expressi6 de PDGFRp és més elevada en els TGTs amb component coriocarcinoma

resistents a CDDP que els que mostren sensibilitat al quimioterapéutic.
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