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Caracterizacion de células stem tumorales de melanoma cutaneo

Resumen

El objetivo del presente trabajo de Tesis fue caracterizar las células stem tumorales de
melanoma cutdneo, en particular si las células obtenidas luego del tratamiento con inhibidores de
la via de MAPK presentan caracteristicas de células stem tumorales.

En primer lugar se analizd la expresién de CD271 y CD133, marcadores de células stem
tumorales de melanoma, en lineas celulares de melanoma humano y en biopsias de pacientes de
melanoma metastdsico y se encontrd que la expresion de los mismos no permite identificar una
poblacién con caracteristicas de células stem tumorales. Con el objetivo de enriquecer en células
con caracteristicas stem tumorales, y considerando que entre las propiedades que se le atribuyen
a esta poblacidn se encuentra la resistencia a drogas, se estudid el efecto del tratamiento
prolongado con inhibidores de BRAF (PLX4032) y MEK (GDC-0973) en lineas celulares de
melanoma que presentan la mutacién BRAF V600 y son sensibles a estos inhibidores. Se encontré
que luego del tratamiento in vitro con los inhibidores PLX4032 y GDC-0973 durante varias
semanas, la mayoria de las células moria pero algunas permanecian viables y quiescentes. Se
denomind a esta poblacidn celular SUR. Al discontinuar el tratamiento, las células SUR retomaron
su crecimiento y mantuvieron una sensibilidad a los inhibidores similar a las células parentales. Las
células SUR presentan elevados niveles de expresion de los marcadores de células stem tumorales
CD271 y ABCBS5, pero no de CD133, y presentan caracteristicas asociadas a senescencia, como la
actividad de -galactosidasa. Las células SUR retienen su capacidad tumorigénica, ya que son
capaces de generar tumores en ratones inmunodeficientes. Para caracterizar a la poblacién de
células SUR en profundidad se realizaron experimentos de secuenciacién del exoma y del

transcriptoma, ademas de microarreglos de expresién y microarreglos de proteinas. Las células



SUR son lisadas de forma eficiente por linfocitos T citotdxicos que reconocen los antigenos de
diferenciacion melanocitica MART-1 y gp100. Proponemos la adquisicion de un fenotipo con
caracteristicas de células stem tumorales como un mecanismo de resistencia plastico a los

inhibidores de BRAF y MEK.

Palabras clave: melanoma, células stem tumorales, BRAF, PLX4032, GDC-0973, plasticidad

fenotipica.



Cutaneous melanoma cancer stem cell characterization

Abstract

The aim of this Ph.D. Thesis was to characterize melanoma cancer stem cells, in particular if
cells obtained after MAPK inhibitor treatment present cancer stem cell characteristics.

First, we analyzed the expression of melanoma cancer stem cell markers CD271 and CD133 in
human melanoma cell lines and in biopsies from metastatic melanoma patients. We were not able
to identify a population with cancer stem cell characteristics by the expression of these markers. In
order to enrich in cells with a cancer stem cell characteristics, and considering that cancer stem
cells present resistance to drugs and chemotherapy, we studied the effects of BRAF (PLX4032) and
MEK (GDC-0973) inhibitor long-term treatment in sensitive V600OE BRAF-mutated melanoma cell
lines. After several weeks of long-term in vitro treatment with PLX4032 and/or GDC-0973, the
majority of the cells died whereas some remained viable and quiescent. We named this population
SUR cells. Strikingly, discontinuing treatment of SUR cells with MAPK inhibitors allowed the
population to regrow and these cells retained drug sensitivity equal to that of parental cells. SUR
cells had increased expression levels of CD271 and ABCB5 and presented senescence associated
characteristics. SUR cells retain their tumorigenic potential, as they generate tumors in
immunodeficient mice. In order to characterize SUR cells we performed Whole Exome Sequencing
and RNA seq experiments and expression microarrays and antibody arrays. Interestingly, SUR cells
were efficiently lysed by cytotoxic T lymphocytes recognizing MART-1 and gpl00 melanoma
differentiation antigens. We propose the acquisition of this plastic quiescence cancer stem- like
phenotype as a mechanism of resistance to BRAF and MEK inhibitors while retaining sensitivity to
immune effectors.

Keywords: melanoma, cancer stem cells, BRAF, PLX4032, GDC-0973, phenotypic plasticity



Publicaciones
Los resultados presentados en esta tesis fueron parcialmente publicados en:

e Madorsky Rowdo FP, Barén A, von Euw EM and Mordoh J. In vitro long-term treatment with
MAPK inhibitors induces melanoma cells with resistance plasticity to inhibitors while retaining
sensitivity to CD8 T cells. 2017. Oncology Reports. http://dx.doi.org/10.3892/0r.2017.5363

Trabajos de revision con contenido asociado a esta Tesis:

e Madorsky Rowdo Florencia; Barédn Antonela; Urrutia Mariela and Mordoh José.
Immunotherapy in cancer: a combat between the tumor and the immune system; you win
some, you lose some.” Front. Immunol., 26 March 2015.
http://dx.doi.org/10.3389/fimmu.2015.00127

e Madorsky Rowdo Florencia P., Lacreu Maria Laura, Mordoh José (2012). Melanoma vaccines
and modulation of the immune system in the clinical setting: building from new realities. Front
Immunol. 3:103. doi: 10.3389/fimmu.2012.00103



Agradecimientos

Muchas personas contribuyeron para que pueda desarrollar esta tesis doctoral, ya que me
acompanaron y ayudaron a lo largo de estos afios. Les dedico las siguientes lineas para

agradecerles.

En primer lugar, quiero agradecer a mi director de tesis, el Dr. José Mordoh, por darme un
lugar en su laboratorio. Gracias por confiar en mi, escuchar mis opiniones e ideas. Por haberme

ensefado a investigar y brindado su vision critica.

A mis companeros de laboratorio, actuales y pasados. A Anto, que por un accidente empezd a
trabajar conmigo y termind siendo super importante para esta tesis, ayudandome a realizar
muchos experimentos y discutir miles de ideas. A Ceci, por guiarme en los primeros pasos en el
laboratorio. A Sole por su buena onda y ser una excelente compariera, a Lau, Marie, Juan, Agos,
Ivonne y Sofi por la compaiia de todos los dias. A Rosa Wainstok. También a todos los integrantes
del CIO: Marcela, Estrella, Michele, Gaby, Yami, lvi, Sol, Sofi, Estefi, Pau B, Pau R, Mariana, Betu y

Caro.
A la Dra. Inés Bravo por su ayuda y sus ensefianzas sobre patologia.

A la Fundacidn Instituto Leloir, por permitirme realizar mi tesis Doctoral, brinddndome todas
las herramientas necesarias. A todo el personal de la biblioteca, de mantenimiento, del droguero,

del bioterio y de administracion por facilitarme el trabajo todos los dias.

Al CONICET, a la Agencia Nacional de Promocién Cientifica y Tecnoldgica, la Fundacién SALES y
la Fundacién Calderdn de la Barca por permitirme realizar mi trabajo mediante sus subsidios y

becas.

A la Universidad de Buenos Aires, por la formacién académica que recibi tanto durante mis

estudios de grado como de doctorado.

A mis amigas, por compartir todo lo extra académico. A mis amigas de la facultad: Sofi, Carol,
Meli, Male, Lu, Aldana y Yami. A mis amigas del colegio: Chechu, Ceci, Daliu y Ursi. A las de toda la

vida: Regi y Car.

A mi familia. A mi mama y a mi papd por apoyarme siempre y ayudarme en todo, por
enseflarme que con esfuerzo puedo alcanzar todo lo que me proponga. A Mer, por compartir

tantas cosas. A Fride por cuidarme siempre.

A Orlando, por acompanarme y transitar conmigo gran parte de este camino.



Abreviaturas

ADN 4cido desoxirribonucleico

ANMAT Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica

ARN 4cido ribonucleico

ARNm acido ribonucleico mensajero

BSA albumina sérica bovina (Bovine Serum Albumin)

CFSE 5(6)-Carboxifluoresceina diacetato N-succinimidil éster

cpm cuentas por minuto

CTLA-4 antigeno 4 asociado al linfocito T citotdxico/CD152 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4)
DMEM medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagles Medium

DMSO dimetil sulféxido

dNTP desoxirribonucledtidos trifosfato

EDTA acido etilendiaminotetraacético

ELISA ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
FDA Food and Drug Administration, agencia del gobierno de los Estados Unidos responsable de la
regulacién de alimentos y medicamentos

h hora/s

HLA antigeno leucocitario humano

HRP peroxidasa de rabanito (Horseradish Peroxidase)

IC5o concentracion inhibitoria media

IFN interferdn

MAPK proteinas kinasas activadas por mitégeno (Mitogen-Activated Protein Kinases)

MDA antigenos de diferenciacidn melanocitica. Entre ellos se encuentran las proteinas MART-1,
gpl00, tirosinasa y Trp-2.

Min minutos

NSG ratones inmunodeficientes NOD/LtSscidIL2Rgnull

PBS buffer fosfato salino (Phosphate Buffered Saline)

PCR reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)

PD-1 proteina de muerte programada 1 (Programmed cell Death 1)

PE ficoeritrina

PFA paraformaldehido

PMSF fluoruro de fenilmetilsulfonilo

s.c. subcutdneo

SFB suero fetal bobino

TCR receptor de linfocitos T (T-Cell Receptor)

TRP proteina relacionada a tirosinasa (Tyrosinase-Related Protein)

Tyr tirosinasa

UV ultravioleta

Vi
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1. Cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades caracterizado por el crecimiento descontrolado de
células anormales y la posibilidad de diseminacién de las mismas a sitios distantes. Se clasifica de
acuerdo al tejido vy al tipo celular a partir del cual se origina, ya que las células tumorales retienen
caracteristicas que reflejan su tejido de origen. De acuerdo a dicho origen, los canceres se pueden
clasificar como: 1) carcinomas, cuando se originan a partir de células epiteliales; 2)
adenocarcinomas, cuando se originan a partir de tejido glandular (Pecorino, 2012), 3) sarcomas,
cuando se originan a partir de células mesodérmicas (musculo, hueso, tejido conectivo), 4)
hematopoyéticos, cuando se originan a partir de la sangre y 5) neuroectodérmicos, cuando se

originan de componentes del sistema nervioso (Weinberg, 2007).

Los tumores son la manifestacién clinica del cancer, sin embargo también existen tumores
benignos, que a diferencia de los malignos, se mantienen encapsulados y no se diseminan. En
general estos tumores pueden ser removidos y no suelen representar un riesgo de vida para el

paciente (Weinberg, 2007).

Las células normales van adquiriendo cambios de forma progresiva, acumulando mutaciones,
hasta llegar al estado neoplasico. Los tumores son tejidos complejos, que presentan distintos tipos
celulares, que interaccionan entre si y con el microambiente tumoral, formado por células

normales que pueden favorecer el desarrollo tumoral.

Hanahan y Weinberg han planteado los hitos caracteristicos que presentan los distintos tipos
de cancer y que son necesarios para comprender esta patologia tan compleja (Hanahan and
Weinberg, 2011). Estas caracteristicas son: autonomia de factores de crecimiento, evasion de
sefiales de inhibicidn de crecimiento, evasion de la muerte celular, potencial replicativo ilimitado,

capacidad angiogénica, capacidad de invasién y metdstasis, reprogramacién del metabolismo
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energético y evasion de la destruccién por parte del sistema inmune. Las dos ultimas
caracteristicas son consideradas como capacidades emergentes debido a que se han descripto en
numerosos tipos de cancer pero todavia no se han generalizado y validado por completo. Estas
caracteristicas de las células tumorales se ven favorecidas por la inestabilidad gendmica, que lleva
a que las células presenten alteraciones genéticas; y la inflamacién, que puede favorecer el

desarrollo de un microambiente pro-tumoral.

2. Melanoma

El melanoma es un tipo de cancer de piel que se genera a partir de los melanocitos, células
qgue producen melanina y son responsables de la pigmentacidén y proteccion contra el dafio por
rayos UV del ADN. Los melanocitos se originan a partir de progenitores de la cresta neural que
migran a la piel durante el desarrollo embrionario (Gray-Schopfer et al., 2007). En la piel los
melanocitos residen en la capa basal de la epidermis y en los foliculos pilosos. La causa de la
transformacion maligna que lleva al desarrollo del melanoma es multifactorial, e incluye dafio

debido a la radiacion UV y susceptibilidad genética (Jhappan et al., 2003; Miller and Mihm, 2006).

El melanoma diagnosticado en estadios tempranos es curado en la mayoria de los casos
mediante extirpacidn quirudrgica. En estadios avanzados es generalmente resistente a tratamientos
médicos como radioterapia y quimioterapia, sin embargo en los ultimos afos se han producido
importantes avances en su tratamiento con las terapias dirigidas y la inmunoterapia. De todas
maneras, el melanoma metastdsico presenta muy mal prondstico, con un tiempo de sobrevida

media de 8-9 meses y una tasa de sobrevida a cinco afios entre 5y 19% (Sandru et al., 2014).

Entre los factores de riesgo para desarrollar melanoma se incluyen una historia familiar de
melanoma, haber tenido melanoma y la presencia de lunares atipicos, grandes o numerosos (mas

de 50). La elevada exposicion a radiacion ultravioleta (solar o de camas solares) es un factor de
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riesgo para desarrollar melanoma u otros tipos de cancer de piel, asi como también la sensibilidad
al sol. También pueden encontrarse en riesgo personas que presenten el sistema inmune

suprimido (Miller and Mihm, 2006).

2.1. Incidencia del melanoma cutaneo

El melanoma cutdaneo es uno de los pocos tumores malignos cuyas tasas de incidencia y
mortalidad se encuentran en aumento en muchas partes del mundo (Siegel et al., 2016),
particularmente en la poblacién blanca (caucasicos) y en personas mayores a 50 afos. Sin
embargo, en los ultimos 5 afios se ha visto una disminuciéon o estabilizacion en las tasas de
incidencia en personas menores a 50 afios. Para el afio 2017, en los Estados Unidos
aproximadamente 87.110 nuevos casos de melanoma (alrededor de 52.170 en hombres y 34.940
en mujeres) seran diagnosticados y aproximadamente 9.730 personas (6.380 hombres y 3.350
mujeres) moriran a causa de melanoma, segun los calculos de la Sociedad Americana contra el

Cancer (American Cancer Society, 2017).

En la Argentina son escasos los datos de incidencia de melanoma. En el periodo 1985-89, se
encontré que la tasa cruda de mortalidad por melanoma en el pais, para ambos sexos, fue de 0,7
defunciones por cada 100.000 personas por afio. Para el periodo 1997-2001 la tasa cruda de
mortalidad para varones fue de 1,2/100.000 personas por afio y para las mujeres 0,8/100.000
personas por afo. La tasa de mortalidad aumentd gradualmente, llegando para el periodo 2000-
2004 a 1,3 defunciones/ 100.000 personas por afio, alrededor de 500 muertes / afio (Latorre et al.,
2012). Es decir, la mortalidad en la poblacion Argentina aumenté gradualmente de 1985 a 2009

con una tasa de 2,3% por afio en los varones y 2,4% por aiio en las mujeres (Loria et al., 2009).



Introduccion

2.2. Progresion del melanoma cutaneo

El modelo de la progresion del melanoma describe los distintos cambios histolégicos que
tienen lugar desde el melanocito normal hasta llegar al melanoma (Miller and Mihm, 2006) (Figura
1). El primer evento es la proliferacién de melanocitos que llevan al desarrollo de un nevo benigno.
El siguiente paso es la proliferacién de melanocitos displasicos, que puede ocurrir a partir de un
nevo benigno o en un nuevo sitio, y constituye un nevo displasico. El nevo displdsico puede ser un
precursor del melanoma y tiene mayores chances de devenir en melanoma. El melanoma cutaneo
primario se caracteriza por ser asimétrico, presentar distintos colores y bordes irregulares. La
primera fase es la de crecimiento radial, donde las células anormales adquieren la capacidad de
proliferar en la epidermis y en la interfase dérmico-epidérmica. A continuacion, se produce la fase
de crecimiento vertical, cuando las células invaden la dermis y puede incluso alcanzar la grasa que
se encuentra por debajo de la dermis. Por ultimo, se alcanza la etapa de melanoma metastdsico
cuando las células se dispersan a otras areas de la piel y otros érganos, donde pueden proliferar y

establecer focos metastasicos (Figura 1).

El desarrollo del melanoma es precedido por diferentes alteraciones moleculares. Mutaciones
en genes driver que dan origen a la transformacidon de melanocitos normales se producen en los
genes BRAF, NRAS, GNAQ o KIT, y suelen ser mutuamente excluyentes. Durante la progresion del
melanoma, se van adquiriendo progresivamente otros cambios genéticos, como la inactivacién de
CDKN2A y PTEN, junto con la activacion de MITF, CDK4 y CCND1, que llevan a la transformacion de

un nevo benigno o displasico en melanoma (Shain et al., 2015; Vultur and Herlyn, 2013).
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Figura 1. Distintas etapas del desarrollo del melanoma. Descripcidn de su localizacidn y aspecto histoldgico
de cada fase de progresiéon. Adaptado de (Vultur and Herlyn, 2013).

2.3. Clasificacion del melanoma cutaneo

Existen distintos modelos de clasificacion del melanoma, los cuales describen el nivel de
penetracion en la dermis. El modelo de Clark se basa en cuan profundo el melanoma ha penetrado
en las capas de la piel y establece la existencia de 5 niveles. El nivel 1 es el melanoma in situ,
confinado en la epidermis. El nivel 2 se refiere a cuando las células de melanoma se encuentran en
la capa directamente inferior a la epidermis, la dermis papilar. El nivel 3 indica que las células se
encuentran entre la dermis papilar y la dermis reticular. El nivel 4 describe cuando las células de
melanoma se encuentran en la dermis reticular o profunda. Por ultimo, el nivel 5 indica que el
melanoma ya ha alcanzado la capa de grasa que se encuentra por debajo de la piel, la grasa

subcutanea.
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La clasificacién de Breslow se basa en la profundidad del tumor, la cual se determina como
el espesor en milimetros entre el estrato IUcido de la epidermis, o la base de la ulceraciéon cuando

existe, y la zona mas profunda de la lesiéon donde se encuentran las células malignas.

En la actualidad, la clasificacion mas aceptada para establecer en cual de las distintas
etapas se encuentra un tumor de melanoma cutaneo es la clasificacion TNM del American Joint
Committee on Cancer (AJCC) (Balch et al., 2009). Esta clasificacién se basa en la combinacién de 3
factores: 1) la profundidad del tumor (T), como se describe por el indice de Breslow (expresada en
mm), 2) el estado del ganglio linfatico (N) y 3) la presencia de metastasis distantes (M). La

combinacion de estos factores define 5 estadios y 10 sub-estadios (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion TNM del melanoma cutaneo.

Estadio Tumor (T) Espesor Ganglio linfatico (N) Metastasis (M)
Estadio O Tis NO MO
Estadio IA Tla <1mm NO MO
Estadio IB T1b < 1mm con ulceracidn NO MO
o mitosis >1/mm?’
T2a 1.01-2 mm
Estadio lIA T2b 1.01-2 mm con NO MO
ulceracion
T3a 2.01-4 mm
Estadio IIB T3b 2.01-4 mm con NO MO
ulceracion
T4a 24 mm
Estadio IIC T4b >4 mm con ulceracién NO MO
Estadio lll Cualquier T >N1 MO
Estadio IV Cualquier T Cualquier N M1

El estadio O se refiere al melanoma in situ, es decir cuando las células tumorales se
encuentran confinadas en la epidermis (tumor in situ, Tis). En el estadio | no se observa
diseminacién a ganglios linfaticos o sitios distantes. Este estadio se divide en dos sub-estadios: IA y

IB. En el estadio IA el melanoma tiene un espesor menor o igual a 1 mm, no hay ulceracién y se
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detecta menos de una mitosis por mm? (T1a). En el estadio IB el tumor tiene un espesor menor o
igual a 1 mm, hay ulceracidn o se detecta una o mas mitosis por mm2 (T1b) o el espesor del tumor
primario es de entre 1.01 — 2 mm sin ulceracion (T2a). El estadio Il se divide en 3 subestadios: lla,
llb y llc y ninguno de ellos presenta evidencia de diseminacidon a ganglios linfaticos o sitios
distantes. En el estadio IIA el espesor del tumor primario es de entre 1.01 — 2 mm vy esta ulcerado
(T2b) o mide entre 2.01 — 4 mm vy no esta ulcerado (T3a). En el estadio IIB el tumor mide entre
2.01 — 4 mm y estd ulcerado (T3b) o mide mas de 4mm y no esta ulcerado (T4a). En el estadio IIC el
tumor tiene un espesor mayor a 4 mm y esta ulcerado (T4b). El estadio lll incluye los casos donde
se observa diseminacion del cancer a los ganglios linfaticos regionales (N = N1 (1 ganglio con
células tumorales), N2 (2-3 ganglios), N3 (mds de 4 ganglios)) pero no hay evidencia de metastasis
a sitios distantes. En el estadio IV se observan metastasis a distancia, que corresponde a cuando el
cancer se ha diseminado a otras partes del cuerpo, como a sitios de la piel alejados del tumor
primario, a ganglios distantes, a pulmén, higado, cerebro, hueso, tejidos blandos, tracto

gastrointestinal (Balch et al., 2009).

2.4. Alteraciones genéticas en melanoma cutaneo

El melanoma cutdneo es una enfermedad compleja que presenta multiples vias de
sefializacion implicadas en su patogénesis a nivel molecular. Resultados obtenidos a partir de la
secuenciacién del genoma y el exoma de miles de tumores de distintos tipos de cancer han
revelado que el melanoma cutdneo presenta la tasa de mutaciones mas alta entre todos los tipos
de cancer (Alexandrov et al., 2013; Lawrence et al., 2013). Esta alta tasa de mutaciones es
consecuencia de la alta exposicidn a los rayos UV, lo que se evidencia por el tipo de mutaciones

mas frecuentes que son las transiciones C—T (Lawrence et al., 2013).



Introduccion

Una de las vias de sefializacién mas frecuentemente alteradas en melanoma cutdneo es la via
de las MAPK. La mutacidon mas relevante se encuentra en la quinasa BRAF, la cual esta mutada en
aproximadamente 60% de los pacientes de melanoma (Davies et al., 2002). Otra alteracién
genética frecuente en melanoma es la mutacion de NRAS (10-20%), que también forma parte de la
via de sefializacion de MAPK. La presencia de mutaciones en NRAS y BRAF parece ser mutuamente

excluyente, observandose juntas en menos del 1% de los pacientes (Goel et al., 2006).

Otra via de sefializacién importante en melanoma es la de PI3K. La pérdida de actividad de
PTEN, un gen supresor tumoral que codifica la fosfatasa que hidroliza el fosfatidilinositol 3-fosfato
a PIP2 y forma parte de esta via de sefializacidn, ya sea por mutacién o delecién, ocurre en el 15-
45% de los melanomas cutdneos no familiares, es de mal prondstico y aumenta en estadios

avanzados (Aguissa-Toure and Li, 2012).

Otras alteraciones frecuentes en melanoma se encuentran en los genes NF1 (Krauthammer et
al., 2015), el cual codifica un regulador negativo de RAS, en el gen CDKN2A (Monzon et al., 1998),
que codifica distintas isoformas supresoras de tumores que regulan el ciclo celular, en el gen RAC1
(Krauthammer et al., 2012), una GTPasa miembro de la superfamilia RAS y en el genTP53 (Yu et al.,
2009), un supresor tumoral. También se han descripto mutaciones en el promotor del gen TERT,
que codifica para la telomerasa, conduciendo a un incremento en la actividad de la misma (Hodis

et al., 2012; Shain et al., 2015).

En los ultimos afios, con el avance de las nuevas tecnologias que permiten la realizacién de
ensayos high-throughput, se ha establecido una clasificacion gendmica del melanoma. A partir del
andlisis de gran numero de tumores mediante el consorcio “The Cancer Genome Atlas” se ha
establecido que los tumores de melanoma se pueden clasificar de acuerdo a sus alteraciones

gendémicas en 4 grupos: BRAF mutados, NRAS mutados, NF1 mutados vy triple wild type (Cancer
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Genome Atlas Network, 2015). No se observé una correlacion entre el prondstico vy la clasificacion
gendémica. Sin embargo, si se observd que las muestras que presentaban una subclase
transcriptdmica enriquecida en la expresion de genes inmunes y asociadas a un infiltrado

linfocitario, estaban asociadas a una mejor sobrevida en los pacientes.

3. Tratamiento del melanoma cutaneo

Los pacientes en los que el melanoma es diagnosticado de forma temprana (Estadios 0 y IA)
pueden ser curados por extirpacién quirdrgica del tumor primario. Una vez que el melanoma ha
invadido la dermis con mayor profundidad, o si el tumor esta ulcerado, el prondstico se torna mas
desfavorable.

Luego de la remocién del tumor primario, el tratamiento convencional es la ampliacién del
margen quirurgico y la biopsia del ganglio centinela en los tumores de espesor > 1mm segun el
indice de Breslow. En los tumores de estadios 1B, IIC y Il existe riesgo de metastasis a distancia
aun no detectables, por lo que en estos casos se utilizan estrategias de tratamiento con el fin de
evitar la recurrencia del melanoma. La sobrevida a 10 afos de pacientes varia del 93% en el

estadio IA al 39% para el estadio IIC (Balch et al., 2009).

Si bien el melanoma es resistente a las terapias convencionales, a lo largo de los afos se ha
acumulado evidencia que sugiere que este tipo de cdncer podria ser tratado mediante
inmunoterapia, ya que es un tumor inmunogénico, que se caracteriza por expresar multiples
antigenos que pueden ser reconocidos por el sistema inmune y generar una respuesta especifica.
Entre estos antigenos se encuentran los antigenos de diferenciacion melanocitica (MDA),
proteinas que estdn asociadas a las membranas de los melanosomas e involucradas en la

produccion de melanina, que son expresados tanto por melanocitos normales como por células de
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melanoma. Entre los MDA se encuentran los antigenos MART-1, gp100, tirosinasa, tyrosinase-
related protein (Trp)-1y Trp-2 (Maio, 2012).

Actualmente, el tratamiento aprobado para los pacientes con estadios IIB, IIC y Il de
melanoma es la administracion de altas dosis de interferdon (IFN) alfa-2b. Si bien este tratamiento
aumenta el periodo libre de enfermedad, puede generar severas toxicidades (Algazi et al., 2010).
Actualmente se analizan distintas dosis y esquemas de tratamiento con IFN alfa-2b para pacientes
con melanoma estadios IIB, IIC y Il (Hauschild et al., 2010; Mohr et al., 2015; Payne et al., 2014).
En nuestro laboratorio se ha desarrollado la vacuna terapéutica anti-melanoma cutaneo humano
CSF-470, que estd siendo ensayada en un estudio clinico de fase ll-lll, donde los pacientes son
randomizados a recibir CSF-470 coadyuvada con BCG y Molgramostim (GM-CSF) versus IFN-alfa
(NCT01729663), habiéndose tratado hasta ahora 31 pacientes. La base racional de CSF- 470,
compuesta por células irradiadas de cuatro lineas celulares alogénicas de melanoma mas BCG y
GM-CSF, es que al constituir “mini-aloinjertos” desencadenan una reaccién de rechazo por parte
del paciente receptor de la vacuna. Dicho rechazo facilita la presentacién antigénica de antigenos
presentes en la vacuna, potencialmente induciendo la expansion de linfocitos reactivos especificos
qgue podrian eliminar las células tumorales. Este ensayo ha demostrado hasta el presente
resultados superiores al IFN-alfa, tanto en lo que hace a sobrevida libre de progresion a distancia y
calidad de vida. Sin embargo, algunos pacientes con crecimiento anormalmente rdpido de su
melanoma no alcanzan a ser protegidos por la vacunacion.

El melanoma cutdneo no responde de forma eficiente a terapias convencionales como la
quimioterapia con dacarbazina, o combinaciones de este agente con cisplatino, tamoxifeno y
carmustina (Helmbach et al.,, 2001). La resistencia a los tratamientos quimioterdpicos, tanto
intrinseca como adquirida, constituye un fendmeno conocido como resistencia multi-droga. La

resistencia multi-droga puede ser el resultado de distintos mecanismos, que incluyen alteraciones

11
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en las células tumorales de checkpoints del ciclo celular, alteraciéon de las vias de apoptosis,
reparacion de blancos celulares dafiados y falta de acumulacion de drogas dentro de las células
tumorales (La Porta, 2007).

A pesar de esto, hasta hace algunos afos el tratamiento aprobado para el melanoma
metastasico era la dacarbazina, agente alquilante que permitia obtener respuestas completas en
solo 5-10% de los pacientes (Serrone et al., 2000). Sin embargo, en los ultimos cinco afios se han
aprobado nuevos tratamientos que han significado una revolucidn en el tratamiento del
melanoma metastdsico: las terapias dirigidas con inhibidores de la via de las MAPK y la

inmunoterapia con anticuerpos contra los checkpoints inmunes CTLA-4 y PD-1.

3.1. Terapias dirigidas en melanoma

3.1.1. Lavia de seializacion de MAPK

La via de sefializacion de las proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAPK) regula
diversos procesos, que incluyen desde la proliferacién hasta la diferenciacion y apoptosis. Esta via
es activada por una enorme cantidad de estimulos y las proteinas que la conforman fosforilan
numerosas proteinas, incluyendo factores de transcripcion, proteinas del citoesqueleto y otras
proteinas quinasas y enzimas (Qi and Elion, 2005). Cada via de MAPK contiene una cascada de
quinasas que incluye una proteina MAP quinasa quinasa quinasa (MAPKKK), que cuando se activa
fosforila una proteina MAP quinasa quinasa (MAPKK) y ésta a su vez fosforila una proteina MAP
quinasa. La organizacion de esta via de sefializacion con estos tres modulos, permite un cambio
ultrasensible una vez que llega un estimulo (Ferrell, 1996). Existen diferentes familias de MAPK
(Figura 2): la via de ERK1/2, la via de JNK y la de p38. Las vias de JNK y p38 se activan como
respuesta a una sefal de estrés. La via de ERK, compuesta por las proteinas RAF, MEK y ERK es una

via proliferativa y de supervivencia y es en la que nos vamos a centrar en esta tesis. En los ultimos
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afos se ha encontrado que existen multiples proteinas que interactian con las proteinas de las
vias de MAPK, en oposicién a la idea inicial de que estas vias de sefalizacidn eran lineares. Las
proteinas de la via de MAPK la regulan mediante intercomunicacién con otras vias de sefalizacion

y por mecanismos de retroalimentacion positivos y negativos (Kholodenko et al., 2010).
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Figura 2. Esquema de las diferentes vias de MAPK. La via de ERK se activa frente a un estimulo de
proliferacion o diferenciacidon, mientras que las vias de JNK y p38 se activan frente a sefiales de estrés.
Adaptado de (Liu et al., 2007).

La familia RAF cuenta con 3 miembros: A-RAF, B-RAF y C-RAF. Todas las proteinas RAF
comparten como sustratos a las quinasas MEK1 y 2 (Matallanas et al., 2011). En 2002 se encontré

gue aproximadamente el 50% de los melanomas humanos presentaban mutaciones en la quinasa
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BRAF que forma parte de la via de sefializaciéon de las MAPK (Davies et al., 2002). En particular,
aproximadamente el 80% de los tumores mutados presenta la mutacién V600E que corresponde al
cambio de un aminoacido valina por un acido glutdmico en la posicién 600 de la proteina y que
lleva a un aumento de 500 veces en la actividad de la quinasa BRAF (Wan et al., 2004). También se
encontraron otras mutaciones en BRAF en melanoma, la mayoria en la posicién 600 (V600K,
V600R, V600D) que llevan a un aumento en la actividad quinasa. La activacién de esta via de
sefializacién en las células tumorales lleva a la proliferacién y a la sobrevida. En otros tumores
también se han encontrado estas mutaciones en BRAF, como en cancer colorrectal (Tran et al.,

2011) y carcinoma papilar de tiroides (Nikiforova et al., 2003).

Mutaciones en BRAF también se observan en 80% de nevos benignos, sin embargo los nevos
se mantienen en un estado de crecimiento arrestado y raramente progresan. Esto se explica
debido a que la activacidn por mutacion del oncogén BRAF en los melanocitos normales induce
senescencia inducida por oncogén, la cual se evidencia por arresto del ciclo celular, induccion del
inhibidor de ciclo celular p16 y actividad de P-galactosidasa, un marcador de senescencia
(Michaloglou et al., 2005). Por lo tanto, aunque la alteracién en BRAF es temprana, otras
alteraciones genéticas son necesarias para evadir la senescencia y permitir el desarrollo del

melanoma (Shain et al., 2015).

3.1.2. Inhibidores de la via de MAPK

A partir del descubrimiento que las células de melanoma presentan alto porcentaje de
mutaciones en BRAF, se disefiaron inhibidores especificos para BRAF mutado, entre ellos
vemurafenib (PLX4032). Vemurafenib es un inhibidor ATP-competitivo, que presenta mayor
afinidad por la forma mutada de la proteina BRAF. Se encontré que el tratamiento con PLX4032
inhibia el crecimiento de xenotransplantes de melanoma y poseia actividad en pacientes que
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presentaban melanoma con mutacién en BRAF (Bollag et al., 2010). Estos resultados fueron
confirmados en un ensayo clinico de fase 3, en donde se observé un aumento en la sobrevida total
y libre de progresidn al tratar a los pacientes de melanoma metastasico con vemurafenib respecto
a dacarbazina, el tratamiento recomendado en ese momento (Chapman et al.,, 2011). Los
resultados obtenidos llevaron a la aprobacién de este inhibidor por la FDA en agosto de 2011 para
el tratamiento de pacientes con melanoma metastasico, y también fue aprobado por la ANMAT en
Argentina en octubre de 2012. También se han desarrollado otros inhibidores de BRAF mutado,
como dabrafenib, cuyo uso también esta aprobado en la clinica (Hauschild et al., 2012).

Sin embargo, a pesar de las importantes respuestas observadas en los pacientes tratados con
los inhibidores, la mayoria recae luego de algunos meses ya que se adquiere resistencia al
inhibidor. En la actualidad hay grandes esfuerzos para determinar los mecanismos de resistencia,
muchos de los cuales han sido descriptos y suelen llevar a la reactivacién de la via de las MAPK o
de otras vias proliferativas como la via de PI3K (Paraiso et al., 2011). Entre los mecanismos de
resistencia que se han encontrado a los inhibidores de BRAF se encuentran mutaciones en NRAS
(Nazarian et al., 2010), mutaciones en MEK1 y MEK2 (Van Allen et al., 2014), amplificacién de
BRAF (Shi et al., 2012) y pérdida de NF1 (Whittaker et al., 2013). Ademas, estan reportados
mecanismos de resistencia que se explican por cambios no genéticos, como la activaciéon de COT
(Johannessen et al., 2010) y de receptores como EGFR (Girotti et al., 2013), elevados niveles de
CRAF (Montagut et al., 2008), variantes de splicing alternativo de BRAF (Poulikakos et al., 2011), la
secrecién de factores de crecimiento como HGF por parte de células estromales (Straussman et
al., 2012), el aumento en la expresion de ciclina D1 (Smalley et al., 2008) y desregulacion de

receptores tirosina quinasa (Nazarian et al., 2010; Villanueva et al., 2010) (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismos de resistencia a la inhibicion de BRAF. La reactivacion de la via de las MAPK en
presencia de inhibidores de BRAF puede ocurrir por: 1) sobreexpresion de receptores tirosin-quinasa (RTK)
como PDGFR beta e IGF-1R, 2) mutaciéon y amplificacion de NRAS, 3) sobreexpresién de CRAF, 4)
sobreexpresion de BRAF mutado, 5) expresion de variantes de splicing de BRAF, 6) mutacion de MEK,
sobreexpresion de 7) COT o 8) CCND1. Ademas la activacidn de otras vias de proliferacién como la de PI3K-
AKT puede llevar a la resistencia, la cual se puede activar por los mecanismos 1y 2, y ademas se activa por 9)
pérdida de PTEN. Adaptado de (Gowrishankar et al., 2013).

Sin embargo, una porcién (alrededor de 25%) de los melanomas resistentes a los inhibidores
de BRAF no presentan los mecanismos de resistencia conocidos, por lo que el estudio de nuevos
mecanismos continda siendo de suma importancia.

Con el objetivo de evitar la resistencia, se han desarrollado inhibidores para MEK, la quinasa
gue se encuentra debajo de BRAF en la via de la sefializacion de las MAPK. Entre los inhibidores de
MEK desarrollados se encuentran trametinib, el cual fue aprobado para el tratamiento en
pacientes con melanoma metastasico en 2013 por la FDA y en 2014 fue aprobado en terapia
combinada con dabrafenib (Robert et al., 2015a), y cobimetinib (GDC-0973) (Larkin et al., 2014), el

cual fue aprobado para el tratamiento en combinaciéon con vemurafenib por la FDA en 2015.

16



Introduccion

Distintos ensayos clinicos de fase Il demuestran que el tratamiento combinado con los inhibidores
de BRAF y MEK es superior a la monoterapia con el inhibidor de BRAF (Flaherty et al., 2012; Larkin
et al., 2014; Robert et al., 2015a). Sin embargo, el tratamiento combinado con los inhibidores de
BRAF y MEK también lleva al desarrollo de resistencia, si bien algo retrasada respecto a lo
observado con monoterapia (Long et al., 2016). Entre las alteraciones que se ha encontrado que
confieren resistencia al tratamiento combinado se encuentran las mismas que confieren
resistencia a la monoterapia con inhibidores de BRAF, como mutaciones en MEK2, amplificacién
de BRAF y splicing alternativo de BRAF (Wagle et al., 2014). Por lo tanto, continda siendo de suma
importancia determinar cudles son los mecanismos de resistencia y buscar nuevas combinaciones
terapéuticas con el fin de eliminar de forma eficaz las células de melanoma, ya que a pesar de
conocerse los mecanismos de resistencia no se puede revertir la respuesta con los esquemas de
tratamiento actuales.

Se ha propuesto que la activacion de BRAF en melanoma lleva a un fenotipo inmunosupresor
caracterizado por la presencia de citoquinas inhibitorias y células inmunes supresoras, como
células T regulatorias, células supresoras mieloides y macréfagos asociados a tumor, que inhiben
la funcidén de linfocitos T que infiltran el tumor (Mandala et al., 2016). Existe evidencia que sugiere
que, ademas del mecanismo de accién molecular establecido, la eficacia terapéutica de los
inhibidores de BRAF y MEK también estaria dada por otros factores que alteran las interacciones
del tumor con el huésped, como el aumento en los niveles de expresién de MDA (Boni et al., 2010;
Frederick et al., 2013) y el infiltrado de linfocitos T en el tumor (Wilmott et al., 2012). Aunque
diferentes lineas de evidencia sugieren que la combinacién de las terapias con inhibidores de la via
de las MAPK con inmunoterapias presentaria beneficios para eliminar la enfermedad residual, en
la actualidad no esta del todo claro cual es la mejor forma de implementar esta combinacién en la

clinica (Mandala et al., 2016).
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3.2. Inmunoterapia en melanoma

En los ultimos afios, el tratamiento del melanoma metastasico se ha visto revolucionado, no
solo por el desarrollo de los tratamientos de terapias dirigidas, sino también por el desarrollo de
inmunoterapias. Se han desarrollado anticuerpos contra los checkpoints inmunes CTLA-4 y PD-1,
los cuales han sido aprobados para su uso en pacientes con melanoma metastasico llevando a un

aumento de la sobrevida total (Hodi et al., 2010; Robert et al., 2015b; Robert et al., 2015c).

Cytotoxic T-lymphocyte antigen-4 (CTLA-4; CD152) es una glicoproteina que presenta
homologia con CD28 y limita la activacion de las células T, jugando un papel clave en la regulacion
de la homeostasis inmune. La expresion en superficie de CTLA-4 se induce en células T efectoras
activadas (Linsley et al., 1996) y esta constitutivamente expresada en altos niveles en linfocitos T
regulatorios (Takahashi et al., 2000). CTLA-4 se une con alta afinidad a las moléculas
coestimulatorias CD80 (B7.1) y CD86 (B7.2) que se expresan en las células presentadoras de
antigenos. Se han desarrollado diferentes anticuerpos que hacen blanco en CTLA-4, entre ellos

ipilimumab, cuyo uso esta aprobado en pacientes con melanoma metastdsico (Robert et al., 2011).

Programmed cell death protein 1, PD-1, es un receptor inhibitorio de la familia de CD28 que
tiene como ligandos a PD-L1 (B7-H1) y PD-L2 (B7-H2). Este receptor se expresa en la superficie de
linfocitos T activados y también en linfocitos B y monocitos. Su rol principal es limitar la actividad
de las células T en los tejidos periféricos durante una respuesta inflamatoria frente a una infeccién
(Ishida et al., 1992; Keir et al., 2006; Okazaki and Honjo, 2007). La activacidn de las células T induce
la expresion de PD-1 vy la unién a su ligando PD-L1 lleva a la inhibicion de la activacion de la célula T
y de su funcion efectora. No se detecta expresidon de PD-L1 en la mayoria de los tejidos normales
pero se encuentra expresado en diferentes tumores humanos, incluido el melanoma (Zou and

Chen, 2008). Se han desarrollado distintos anticuerpos contra PD-1 como nivolumab,
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pembrolizumab y pidilizumab. También se han desarrollado anticuerpos anti-PD-L1 (BMS-936559;
MEDI4736; MPDL33280A). En modelos preclinicos se encontré que el bloqueo de PD-1 lleva a un
aumento en las respuestas de los linfocitos T y presenta actividad antitumoral (Dong et al., 2002;
Fife et al., 2009; Iwai et al., 2002), lo que llevd a que se estudien los efectos de estos anticuerpos
en ensayos clinicos con pacientes que también tuvieron resultados positivos (Robert et al., 2015b;

Robert et al., 2015c; Topalian et al., 2012).

4. Células Stem Tumorales

4.1. Definicion

El modelo de las células stem tumorales propone que el crecimiento y la progresiéon de
distintos tipos de cancer esta dirigida por una subpoblacién de células stem tumorales (Reya et al.,
2001). Este modelo establece que algunos canceres estarian organizados de forma jerarquica,
donde hay subpoblaciones de células stem tumorales y de su progenie diferenciada no
tumorigénica (Meacham and Morrison, 2013) (Figura 4). Entre las caracteristicas que presentan las
células stem tumorales se encuentran la capacidad de autorenovarse y de dar lugar a distintos
tipos celulares que constituyen el tumor. Ademas, estas células se caracterizan por presentar
resistencia a diferentes terapias anti-tumorales (Bao et al., 2006; Diehn et al., 2009; Pattabiraman
and Weinberg, 2014) y capacidad de realizar metastasis (Balic et al., 2006).

En contraposicion al modelo de las células stem tumorales se encuentra el modelo estocastico,
que establece que dentro del tumor todas las células tienen igual potencial tumorigénico, son
equipotentes, y que una proporcion de células tumorales prolifera de forma estocdstica para
mantener el crecimiento tumoral mientras que otra poblacion se diferencia (Beck and Blanpain,

2013) (Figura 4).
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a) Modelo células stem tumorales b) Modelo estocastico

Figura 4. Modelos para explicar la heterogeneidad tumoral. a) modelo jerdrquico de células stem
tumorales: solo una subpoblaciéon tumoral, las células stem tumorales (en amarillo), puede proliferar
indefinidamente y es responsable del mantenimiento y la progresion tumoral. b) modelo estocastico: todas
las células tumorales pueden funcionar como células iniciadoras tumorales. Adaptado de (Vescovi et al.,
2006).

El modelo de las células stem tumorales no establece que los canceres surgen a partir de una
célula stem normal. De forma independiente del origen de la célula a partir de la que se comienza
a generar el cancer, éste se organiza de manera jerdrquica, tal como ocurre en los tejidos
normales (Shackleton et al., 2009).

Las células stem tumorales de diferentes tipos de tumores presentan como caracteristica un
ciclo celular lento y altos niveles de quiescencia. Estas caracteristicas, sumadas a que poseen
mecanismos de reparacién del ADN muy eficientes, expresién de numerosos transportadores de
drogas en sus membranas y activadas las vias anti-apoptdticas llevan a que sean resistentes a las
terapias antitumorales (O'Connor et al., 2014).

La implicancia clinica del modelo de las células stem tumorales es que seria necesario
eliminarlas en su totalidad para terminar con el crecimiento del tumor. Si luego de alguna terapia

permanecen células stem tumorales, el tumor volveria a crecer (Figura 5).

20



Introduccion

Ir/
% Recaida

Terapia dirigida a
células stem
Célula stem tumoral tumorales

: i completa

Figura 5. Implicancia de las células stem tumorales en la respuesta a la terapia antitumoral. Las células
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stem tumorales pueden ser responsables por la resistencia y la recaida tumoral.

Entre los métodos utilizados para estudiar células stem tumorales se encuentran el analisis de
la expresién de marcadores de superficie, ensayos in vitro como el ensayo clonogénico, donde se
analiza la capacidad de formacidn de colonias, y ensayos in vivo que consisten en estudiar la
capacidad de las células tumorales de generar tumores en ratones inmunodeficientes. Diferentes
autores para caracterizar células stem tumorales han disociado tumores humanos, aislado las
células que expresan marcadores que supuestamente estarian asociados con células stem
tumorales y analizado si presentan capacidad tumorigénica aumentada en ratones

inmunodeficientes (NOD/SCID o NOD/SCID/IL-ng'/').

Hay gran cantidad de evidencia que apoya la existencia de células stem tumorales en
neoplasias hematopoyéticas (Hamilton et al., 2012; Hope et al., 2004), pero en tumores solidos la
evidencia es conflictiva. Adema3s, no esta claro cudl es la frecuencia de las células stem tumorales

en los tumores. Al analizar la capacidad de generar tumores en ratones inmunodeficientes, se ha
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encontrado que en algunos tumores, como carcinoma de pancreas, de células no pequefias de
pulmon o de cabeza y cuello, las células stem tumorales son raras (1/1000 - 1/100.000) (Ishizawa
et al., 2010). En otros tumores, y dependiendo del modelo que se utilice para estudiarlas, la
frecuencia puede llegar a ser bastante alta (1/4), como se ha propuesto para melanoma (Quintana

et al., 2008).

4.2, Células Stem Tumorales en melanoma

La existencia de células stem tumorales en melanoma estd en debate. En conjunto, los

resultados obtenidos utilizando este enfoque son poco claros.

Boiko et al., basdndose en el hecho de que las células de melanoma derivan de la cresta
neural, postularon a CD271 (Nerve Growth Factor Receptor (NGFR)) como marcador de células
stem de melanoma (Boiko et al., 2010). En este trabajo demostraron que células positivas para
CD271 eran capaces de producir tumores en ratones inmunodeficientes a una tasa mayor que las
células CD271 negativas. A su vez, reportaron que las células CD271 positivas no expresan MDA
como MART-1 y Tyr. Otros trabajos también apoyan la idea de que CD271 es un marcador de
células stem tumorales (Civenni et al., 2011; Redmer et al., 2014). Civenni et al. encontraron que
una alta frecuencia de células CD271/Sox10 positivas correlaciona con potencial metastésico
incrementado y peor prondstico (Civenni et al., 2011).

CD271 es un receptor de baja afinidad de NGF y neurotrofinas (BDNF, NTF3, NTF4). Es una
proteina transmembrana de un paso, que presenta un dominio extracelular con secuencia rica en
cisteinas responsable de interaccion con NGF. Al unirse a sus ligandos, activa vias de sefalizacion
qgue dependiendo del contexto celular lleva bien a la activacidon de vias proliferativas, como la via
de NF-kB o bien a la apoptosis. CD271 se expresa en tejidos derivados de la cresta neural y en

algunos tumores, entre ellos melanoma.
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Otro marcador propuesto de células stem tumorales de melanoma es ABCB5. ABCB5 es una
proteina transmembrana miembro de la familia de transportadores ABC (ATP-binding cassette) y
se cree que tiene un rol en el transporte de drogas (Chartrain et al., 2012; Frank et al., 2005).
Schatton et al. identificaron una poblacién con caracteristicas de células stem tumorales definida
por la expresion de ABCB5 y demostraron que el tratamiento con un anticuerpo monoclonal anti-
ABCBS de xenoinjertos de melanoma humano en ratones inmunodeficientes reducia la frecuencia
y el crecimiento de los tumores (Schatton et al., 2008).

CD133 (prominin-1), una glicoproteina de 5 pasos transmembrana, se postula como marcador
de células stem tumorales en distintos tipos de tumores (Ricci-Vitiani et al., 2007; Singh et al.,
2004), entre ellos melanoma (Lai et al., 2012; Monzani et al., 2007).

Ademas de marcadores de superficie celular, se ha propuesto la actividad de la enzima
aldehido deshidrogenasa 1 (ALDH1) como marcador de células tumorales en diferentes tumores,
incluido melanoma (Boonyaratanakornkit et al., 2010). Otra forma de obtener células stem
tumorales consiste en aislar la poblacién celular capaz de excluir del interior celular al colorante
Hoechst 33342, ya que expresan transportadores de droga (en la bibliografia se denomina a esta
poblacidn side population)(Luo et al., 2012; Wouters et al., 2013).

JARID1B, una demetilasa de histonas, se ha propuesto como marcador de una subpoblacién
celular que presenta un ciclo celular lento y es capaz de originar una progenie de células muy
proliferante (Roesch et al., 2010). Esta subpoblacién celular no sigue el modelo de células stem
tumorales, debido a que la expresion de JARID1B es regulada de forma dinamica y células
negativas para esta metilasa pueden empezar a expresarla. A su vez, se encontré que la
subpoblacién celular JARID1B-positiva presenta resistencia intrinseca a diferentes tratamientos,

independientemente de su modo de accién (Roesch et al., 2013).
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También hay trabajos que favorecen al modelo estocdstico en contraposicion con las células
stem tumorales en melanoma. Quintana et al. demostraron que aproximadamente 25% de células
de melanoma no seleccionadas, e incluso células Unicas, son capaces de originar tumores en
ratones NOD/SCID/IL-ZRgamma"" (NSG) (Quintana et al., 2008). Ademads, en su modelo no
encontraron diferencias en la capacidad tumorigénica entre las células de melanoma que expresan
y las que no expresan 22 marcadores postulados como marcadores de células stem tumorales,
entre los que se encuentran incluidos CD133, ABCB5 y CD271 (Quintana et al., 2010; Quintana et
al.,, 2008). La selectividad de los marcadores de células stem tumorales de melanoma es
cuestionada por distintos autores. Respecto al marcador CD133 encontraron que, luego de ser
inyectadas en ratones inmunodeficientes, tanto las células de melanoma CD133 positivas como
negativas forman tumores que exhiben una expresion similar de CD133, lo que sugiere que la
expresion de este marcador es pldstica (Shackleton et al., 2009). Ademas, se ha planteado que el
patron de expresidon de CD133 puede cambiar con el ciclo celular, por lo tanto reflejaria mas la
poblacién de células ciclantes que un linaje estable de células stem tumorales (Jaksch et al., 2008).
Respecto a otro de los marcadores propuestos, CD271, varios trabajos plantean que tampoco
funcionaria como buen marcador de células stem tumorales de melanoma (Boyle et al., 2016;
Cheli et al., 2014).

Por otro lado, estudios previos realizados en nuestro laboratorio demostraron que en biopsias
de pacientes de melanoma las células MDA positivas, que estarian asociadas a un estado mads
diferenciado, y negativas son igualmente proliferativas. A su vez, se observé en lineas celulares de

melanoma que la expresiéon de MDA es plastica y no afecta la clonogenicidad (Aris et al., 2012).
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4.3. Plasticidad fenotipica

Un modelo alternativo que en los ultimos afios ha cobrado relevancia es el del cambio o
“switch” fenotipico, segun el cual una célula tumoral puede pasar de un estado proliferativo a un
estado quiescente e invasivo, con caracteristicas similares a una célula stem, y viceversa (Hoek and
Goding, 2010). Este modelo plantea un versién mas dinamica del modelo jerarquico de células

stem tumorales, en donde el fenotipo de célula stem tumoral seria transitorio (Figura 6).
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Figura 6. Cambio fenotipico independiente de division celular. Una misma célula puede pasar de un estado
diferenciado a un estado proliferativo a uno invasivo en respuesta a cambios en el microambiente tumoral.

De acuerdo a este modelo, la capacidad de originar metdstasis y la heterogeneidad fenotipica
estd dirigida por programas especificos de expresidon génica que se activan por el microambiente
celular (Hoek and Goding, 2010).

Al cambiar de un estado proliferativo a un estado invasivo con caracteristicas de célula stem,
las células tumorales podrian adquirir resistencia a las terapias dirigidas, como el tratamiento con
inhibidores de la via de MAPK (Kemper et al., 2014; Zipser et al., 2011). Este tipo de resistencia no
estaria mediada por cambios genéticos sino por cambios en la expresidn génica. Este proceso de
adaptacion fenotipica mediante el cual las células se des-diferencian podria contribuir no solo al
escape del tratamiento sino también a aumentar la diseminaciéon de las células tumorales
resistentes a otros sitios. Por lo tanto, existe una superposiciéon entre el estado fenotipico de

células adaptadas a una terapia y las células stem tumorales, ya que comparten plasticidad
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fenotipica, crecimiento lento y resistencia a drogas (Emmons et al., 2016). Debido a esto resulta
importante poder definir este estado fenotipico, con el fin de disefiar terapias anti-tumorales
dirigidas para eliminar a estas células.

Por ejemplo, se ha planteado que se pueden diferenciar dos estados transcripcionales en las
células de melanoma que presentan una mutacion en BRAF V600: uno caracterizado por una
elevada expresion de MITF el cual es sensible a la inhibicién de la via de MAPK y otro que presenta
baja expresion de MITF, alta actividad de NF-kB y es resistente a la inhibicién de la via de MAPK
(Konieczkowski et al., 2014). MITF es un factor de transcripcion maestro para el desarrollo de los
melanocitos y del melanoma, regula la expresién de multiples genes (alrededor de 100) que
pueden participar de diversos procesos como proliferacién, diferenciacion, migracion y
senescencia (Hartman and Czyz, 2015). El tratamiento de células sensibles con altos niveles de
MITF con inhibidores de BRAF en determinados casos lleva a que se genere una poblacion de
células resistentes que presenta niveles aumentados de MITF, lo que evidencia un cambio
fenotipico (Konieczkowski et al., 2014).

El modelo de plasticidad fenotipica también permite explicar la presencia de “células
durmientes”, donde a pesar de que las células tumorales presenten mutaciones activadoras en
genes como BRAF o NRAS, en algunos casos pueden pasar a un estado de quiescencia en el que se
pueden mantener por largos periodos hasta que por alguna seiial vuelven a proliferar.

Un ejemplo de cambio o switch fenotipico es la transicion epitelio — mesénquima (EMT),
proceso mediante el cual células tumorales adquieren caracteristicas mesenquimales,
presentando incrementadas sus propiedades migratorias e invasivas. En este proceso, las células
tumorales alteran la integridad de las uniones célula-célula, pierden la polaridad y la expresion de

marcadores epiteliales como la E-cadherina y adquieren un fenotipo mas mesenquimal que
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presenta aumentada la capacidad de migrar e invadir otros tejidos (Li et al., 2015). Distintos
autores plantean un paralelismo entre las células producto de EMT y las células stem tumorales.
Con el desarrollo en los ultimos afos de inhibidores blanco dirigidos para el tratamiento del
melanoma cutaneo, como son los inhibidores de BRAF y MEK, ahora existe un tratamiento efectivo
para eliminar a las células de melanoma BRAF mutadas. Es por esto que nos resulta interesante
determinar si este tratamiento con estos inhibidores lleva a la seleccién de células residuales y, en

dicho caso, caracterizarlas para determinar si presentan un fenotipo de células stem tumorales.
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El criterio definitorio de las células stem (madre) tumorales es la capacidad de autorenovarse y
generar poblaciones mas diferenciadas. La existencia de células stem tumorales en melanoma esta
en debate. Por lo tanto, el objetivo principal de esta Tesis fue determinar la existencia de una

poblacién stem en melanoma cutdneo y caracterizarla.

En primer lugar decidimos estudiar la expresion de marcadores ya propuestos para identificar
las células stem tumorales de melanoma en lineas celulares y biopsias tumorales de melanoma
cutaneo humano.

Luego, para identificar células con caracteristicas de stem tumorales decidimos enfocarnos en
una de las caracteristicas funcionales que las definen: su capacidad de resistencia frente a terapias
antitumorales. Para ello decidimos analizar si el tratamiento de lineas celulares de melanoma
cutaneo con los inhibidores de la via de MAPK PLX4032 (inhibidor de BRAF) y GDC-0973 (inhibidor
de MEK) llevaba a la seleccion de una poblacién celular con caracteristicas de células stem
tumorales. A lo largo del proyecto de tesis nos concentramos en caracterizar la poblacién de

células SUR obtenidas luego del tratamiento prolongado con los inhibidores PLX4032 y GDC-0973.
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1. Cultivos celulares

1.1.Lineas celulares

Se utilizaron las lineas celulares de melanoma cutaneo humano MEL-XY3, MEL-XY9, MEL-XY10,
MEL-XX12, MEL-XY13 establecidas previamente a partir de biopsias de tumores en el Centro de

Investigaciones Oncoldgicas, FUCA.

Las células se mantuvieron en cultivo en medio melanoma con 10% suero fetal bovino (SFB)
inactivado (Natocor). El medio melanoma estd compuesto por DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium, Gibco, Cat. 31600) y F-12 (Ham’s Nutrient Mixture, Gibco, Cat. 21700) en relacién 1:1,
suplementado con: 3,7 g/l bicarbonato de sodio, 20 mM selenito de sodio, 100 pM &cido
ascérbico, 0,3 mg/ml galactosa, 0,15 mg/ml piruvato de sodio, 100 Ul/ml penicilina, 100 pg/ml

estreptomicina, 5 pg/ml insulina porcina y 2 mM L-glutamina.

El cultivo de las lineas celulares de melanoma se realizd en estufa a 37°C, en una atmdsfera de
5% CO,. Para su crecimiento en cultivo se realizaron pasajes con diluciones desde 1/2 a 1/10,
levantandose las células cuando se encontraban en un 70%-80% de confluencia. Para levantarlas
se extrajo todo el medio, luego se realizd un lavado con PBS y se incubd 5 minutos (min) en estufa
a 37°C con EDTA (0,2 g/l EDTA, 8 g/l NaCl, 0,4 g/| KCl, 0,06% NaHCOs). Para la criopreservacién de
las lineas, las células se resuspendieron en medio de congelacién 50% SFB, 40% DMEM y 10% de
DMSO, en una concentraciéon méaxima de 1x10’ células por criotubo de 2 ml. Los criotubos se
transportaron en hielo a un freezer de -80°C, donde se mantuvieron por al menos 4 horas

envueltos en algoddn. Luego se trasladaron a un tanque de nitrégeno liquido libre de micoplasma.
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Se controld la ausencia de micoplasma por tincidn con el colorante de Hoechst, como se describe

en Materiales y Métodos (1.2).

1.2.Deteccion de micoplasma

En esterilidad se prepard una placa de Petri de 35 mm de didmetro, en la cual se colocé un
cubreobjetos previamente flameado en alcohol. Se sembraron las células a ser analizadas en 1 ml
del medio de cultivo correspondiente. Se incubd en estufa a 37°C en una atmdsfera de 5% CO,
durante 24-48 horas. El dia del ensayo, sin descartar el medio, se agregd 1 ml de fijador Carnoy
recién preparado (metanol: acido acético 3:1) y se incubd durante 10 min a temperatura
ambiente. Se descarté el medio con fijador y se volvid a agregar 1 ml de fijador por otros 10 min.
Se repitié una vez mas y luego se agrego el colorante de Hoechst (Sigma), 1 pug/ml en PBS. Se
incubd 30 min a temperatura ambiente, protegido de la luz, y luego se lavé 2 veces con PBS. Se
dejé secar durante unos minutos manteniendo al preparado protegido de la luz y se monté con 10
pl de medio de montaje Mowiol sobre un portaobjetos, quedando las células contenidas entre el
portaobjetos y el cubreobjetos. El preparado fue observado al microscopio de fluorescencia (Carl
Zeiss Axioplan) utilizando el filtro color azul (filtro DAPI). La contaminaciéon con micoplasma se

evidencia por un puntillado citoplasmatico.

1.3.Tratamiento con inhibidores de la via de las MAPK

Las células MEL-XY3syr y MEL-XY13syz fueron obtenidas exponiendo a las células parentales
tumorales a 10 uM PLX4032 (SUR-PLX), 1uM GDC-0973 (SUR-GDC) o al tratamiento combinado 10
UM PLX4032 + 1uM GDC-0973 (SUR-PLXGDC) por 5 semanas. El medio de cultivo en estos casos se

cambié 2 veces por semana, agregando droga cada vez. Las drogas PLX4032 and GDC-0973 fueron
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provistas por Genentech (South San Francisco, CA) o compradas en MedChemExpress. Para su uso

se diluyeron en DMSO, se preparé un stock de 20 mM que se guardd alicuotado en freezer a -20°C.

1.4.Ensayo clonogénico

Las células fueron resuspendidas en medio melanoma + 10% SFB con 1,5% metilcelulosa
(Sigma) y sembradas sobre una capa de agar 0.5% + medio melanoma + 10% SFB e incubadas en
estufa a 37°C y 5% CO, por 14 dias. Los experimentos se realizaron en placas de 24 pocillos para
contar el nimero de colonias formadas, sembrando una concentracién de 1000 células por pocillo
y en placas p150 para purificar colonias, donde se sembraron 100.000 células por placa.

Para purificar las colonias, las mismas se fijaron agregando formol 10% en PBS e incubando 20
min. Se recuperd la fase superior del medio con metilcelulosa (en donde estaban las colonias) y se
lo pasé por un filtro de 70 um (BD). Se realizaron varios lavados con PBS. Se invirtié el filtro en un
tubo nuevo, eluyendo las colonias con PBS. Se centrifugd 10 min a 300g y se resuspendieron las
colonias en formol 10%. Las colonias fueron entonces deshidratadas mediante pasajes sucesivos
por etanol a concentraciones crecientes (3 incubaciones de 30 min en etanol 96% y 3 incubaciones
de 30 min en etanol 100%), luego xilol (2 incubaciones de 30 min), y finalmente incluidos en
parafina (2 incubaciones de 2 horas en parafina a 60°C). Se armaron los tacos y se realizaron cortes

histoldgicos consecutivos de 4-7 um en el Instituto Alexander Fleming (Buenos Aires).

2. Inmunofluorescencia

2.1.Inmunofluorescencia de proteinas de membrana

Se sembraron 5 x 10* células en cubreobjetos de vidrio pretratados con polilisina en placas de
24 pocillos, y se crecieron en medio melanoma con 10% SFB por 24 h. Se realizaron 2 lavados con

PBS, se bloqued con BSA 1% o suero normal de cabra 10% en PBS por 30 min a 4 °Cy se realiz6é un
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lavado con PBS. Se incubd con el anticuerpo primario anti — CD271 (clon C40-1457; BD
Pharmingen) en BSA 1% por 1 h a 4 °C. Como control de especificidad, se incubaron células con un
anticuerpo inespecifico de igual isotipo en BSA 1% en las mismas condiciones. Se realizaron 2
lavados con PBS y se incubd 1 h a 4 °C y cubierto de la luz con un anticuerpo secundario hecho en
cabra anti-ratén conjugado a PE (Dako), diluido 1/100 en PBS. A continuacion se realizaron 2
lavados con PBS. Se fijé con PFA 3% 15 min a temperatura ambiente. Se montd el cubreobjetos
con las células marcadas sobre un portaobjetos de vidrio con una solucion de Mowiol. La
marcacion se observé en un microscopio Carl Zeiss Axioplan acoplado a una camara Olympus

DP72.

2.2.Inmunofluorescencia de BrdU

Se sembraron 5 x 10* células en cubreobjetos de vidrio en placas de 24 pocillos, y se crecieron
en medio melanoma con 10% SFB por 24 h. En los casos donde se indica, se trataron las células por
diferentes tiempos con los inhibidores PLX4032 y GDC-0973. Se agregé 10 uM de BrdU (Sigma) a
las células y se incubd por 24h. A continuacion se descartd el medio de cultivo y se hicieron 2
lavados con 500 pl PBS. Se fijaron las células con 300 pl de metanol 100% frio durante 20 min a
temperatura ambiente. Se retird el metanol y se agregd acetona durante 40 seg (tiempo critico).
Se realizaron 4 lavados con PBS. Luego, se desnaturalizé el ADN incubando a las células con HCI 1.5
N durante 30 min a temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados con PBS. Las células se
permeabilizaron incubando a las células con PBS-Triton 0.1% durante 15 min en heladera. Se
hicieron 3 lavados con PBS. Se realiz6 un paso de bloqueo incubando a las células con SFB 5% en
PBS Tween 0.05% y se incubd en heladera hasta el dia siguiente. Se agreg6 el anticuerpo primario
anti-BrdU (clon BU-1, GE Healthcare Life Sciences) diluido 1/500 en camara humeda 1 h a
temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados con PBS-Tween 0.05% de 10 min cada uno. Se

agregd un anticuerpo secundario anti-raton IgG - Alexa 488 (Life Technologies) diluido 1/200 y se
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incubé en cdmara humeda 1h a temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados con PBS-Tween
0.05% de 15 min. Se realizé un lavado mas con PBS-Tween 0.05% agregando Hoechst 1 pug/ml para
tefiir los nucleos celulares y se incubd por 15min. Se realizd6 un ultimo lavado con PBS y se
montaron los vidrios sobre portaobjetos con mowiol. Los preparados se observaron en un
microscopio Carl Zeiss Axioplan acoplado a una cdmara Olympus DP72 y se tomaron fotos. Como
control negativo de la inmunofluorescencia se utilizaron células que no habian sido previamente
incubadas con BrdU y células que si fueron incubadas con BrdU en donde se utilizé en lugar del

anticuerpo primario un control de isotipo.

3. Inmunohistoquimica

Se evaluaron cortes tumorales obtenidos a partir de biopsias de pacientes o colonias
obtenidas a partir de lineas celulares fijados con formol e incluidos en parafina. Las biopsias de
pacientes fueron obtenidas del Instituto Alexander Fleming y su utilizacién fue aprobada por el

comité de ética de esa institucion.

Al momento de utilizar los cortes, estos se incubaron 2 h en estufa a 60 °C. Los cortes se
desparafinaron realizando dos incubaciones de 15 min en xilol, y luego por pasajes sucesivos por
diluciones crecientes de etanol, y finalmente en agua destilada. La fijacion con formol produce
modificaciones quimicas en las proteinas, por lo que algunos epitopes quedan “enmascarados” y
no son detectados por los anticuerpos especificos. Para desenmascarar los epitopes, se incubaron
los cortes 15 min a 95°C en buffer citrato 10 mM pH 6. Luego los cortes fueron lavados 2 veces con
PBS y se realizé la inactivacion de peroxidasas internas incubando 10 min con H,0, 3%. Se
realizaron otros dos lavados con PBS y se bloquearon los sitios de pegado inespecifico mediante la
incubacién con suero de caballo 2% durante 30 min en cdmara himeda. Los cortes fueron

incubados hasta el dia siguiente con el anticuerpo primario diluido en BSA 1% en PBS en una
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camara humeda a 4°C. Luego de realizaron 3 lavados con PBS y las muestras se incubaron con el
anticuerpo secundario biotinilado del kit Vectastain Elite ABC (Vector Laboratories) diluido 1/160
por 30 min en cdmara himeda. A continuacidn se incubd con el reactivo VECTASTAIN® ABC 1/100
diluido en 10% suero de caballo por 30 min. Luego de realizar otros dos lavados con PBS, los cortes
se incubaron con una solucién del sustrato de la peroxidasa DAB (cada 10 ml de PBS: 2 mg 3-
3’diaminobencidina, DAB, y 18 ul H,0, 30 vol) hasta obtener la intensidad deseada. Se lavaron los
cortes en H,0 por 5 min y se realizd una contratincion con hematoxilina. Se deshidrataron los
cortes por pasajes sucesivos de 3 min cada uno en soluciones de etanol de concentracion
creciente en agua destilada y luego en xileno, y se montaron los preparados con bdlsamo de

Canada. Se observd en un microscopio Carl Zeiss Axioplan acoplado a una cdmara Olympus DP72.

Las inmunohistoquimicas realizadas en biopsias de pacientes fueron analizadas por la patéloga

Dra. Alicia Inés Bravo.

4. Analisis de expresion a nivel de ARNm

4.1.Extraccion de ARN

Se purific6 ARN total a partir de pellets de las lineas celulares utilizando el reactivo Trizol
(Ambion, Invitrogen). Se resuspendieron los pellets celulares en Trizol y se incubd por 5 min a
temperatura ambiente. Se agregd cloroformo, se agitd vigorosamente y se incubd por 3 min. Se
centrifugaron las muestras a 12000g por 15 min a 4°C y se colectd la fase acuosa (superior, donde
se encuentra el ARN) que se pasé a un tubo eppendorf limpio. Para precipitar el ARN, se agrego a
la fase acuosa isopropanol, se incubd por 10 min y se centrifugd a 12000g por 10 min a 4°C. Se
removio el sobrenadante y se lavo el pellet de ARN con etanol 75%, se vortexed y se centrifugd a

7500g por 5 min a 4°C. Se retird el sobrenadante y se dejo secar el pellet de ARN por 5 min. Se
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resuspendio el pellet de ARN en agua destilada estéril. Se cuantificd el ARN obtenido utilizando un

equipo Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).

4.2.Retrotranscripcion + PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR)

El ARN fue retro-transcripto utilizando la enzima SuperScript Il Reverse Transcriptase
(Invitrogen). Para ello, se mezclaron 1 pg de ARN con 250 ng de random primers y 1ul de mix de
dNTPs (10 mM de cada uno), se completd un volumen de 12 ul con agua destilada estéril. Se
incubd a 65 °C por 5 min e inmediatamente se enfrid en hielo. Se agregd 5X first-strand buffer
(Invitrogen), 2 pl de DTT 100 mM y 1 pl de inhibidor de RNasas (RNaseOUT 40 U/ul, Invitrogen) por
tubo. Se incubd a 25°C por 2 min, se agregd 1 ul de la enzima retrotranscriptasa SuperScript Il
Reverse Transcriptase (Invitrogen) y se incubd 10 min a 25°C, 50 min a 42 °C y luego 15 min a 70

°C.

El producto de esta reaccién fue utilizado en una subsecuente reaccién de PCR en tiempo real
utilizando KAPA SYBR FAST Universal Master Mix (Applied Biosystems).En cada tubo de reaccidn se
agregaron 10 pl de 2X KAPA SYBR FAST gPCR master mix, 0,4 ul de Rox Low, el volumen
correspondiente de los pares de primers y se llevé a 18 ul con H,0 destilada estéril. En cada tubo
se agregaron 2ul de una diluciéon 1/5 de la muestra de ADNc. Para realizar la reaccién de PCR en
tiempo real se utilizé un equipo Applied Biosystems 7500 y el siguiente programa de ciclado: n =
40 ciclos, cada ciclo: 95°C 15 seg, 60°C 45 seg. Luego de estos ciclos, se realizé una curva de
melting.

Se calcularon los niveles de expresién relativa utilizando el método de AAC;, utilizando la
expresion del gen beta-actina como referencia. Los primers utilizados se muestran en la Tabla 2.
Para confirmar la especificidad de los productos de amplificacién se analizaron las curvas de

disociacién y el patron de corrida electroforética en un gel de agarosa 2 %. Para calcular la
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eficiencia de la reaccién de PCR en tiempo real, se realizaron curvas estandar de diluciones

seriadas de muestras de ADNc de las lineas celulares.

Tabla 2. Lista de primers utilizados para PCR en tiempo real.

Gen Primer Forward Primer Reverse
CD271 CTGGACAGCGTGACGTTCTCC CTGCCACCGTGCTGGCTATGA
CD133 GGACCCATTGGCATTCTC CAGGACACAGCATAGAATAATC
ABCB5 CCAAATCGGGGGCTGCGCATCTGTT AGCCGCTGCTCCCCACAAATGCTA
Beta-actina GCCATCTCTTGCTCGAAGTCCAG ATGTTTGAGACCTTCAACACCCC
Sox10 GACCAGTACCCGCACCTG CGCTTGTCACTTTCGTTCAG
Sox2 CAGTCTGCCGAGAATCCATG TTTTTTTTTTCAGTGTCCATATTTC
NanoG CAGCTGTGTGTACTCAATGATAGA ACACCATTGCTATTCTTCGGCCAG
Oct4 ACA TCAAAGCTCTGCAGAAAGAACT CTGAATACCTTCCCAAATAGAACCC
NGF TCATCATCCCATCCCATCTT CTTGACAAAGGTGTGAGTCG
BDNF AGCCTCCTCTTCTCTTTCTGCTGGA CTTTGTCTATGCCCCTGCAGCCTT
NT-3 TTTCTCGCTTATCTCCGTGGCATCC GGCAGGGTGCTCTGGTAATTTTCCT
NT-4 ATGCTCCCTCTCCCCTCAT GCATGGGTCTCAGGCCCG
MART-1 GAGAAAAACTGTGAACCTGTGGT GACTGTTCTGCAGAGAGTTTCTCAT
gp100 GCTGATCGTGGGCATCTTG AGTGACTGCTGCTATGTGG
Tyr TCTGCCAACGATCCTATCT AATGGGTGCATTGGCTTCT
Trp-2 CGACTCTGATTAGTCGGAACTCA GGTGGTTGTAGTCATCCAAGC
MITF CGAGCTCATGGACTTTCCCTTA CTTGATGATCCGATTCACCAAA

5. Secuenciacion por el método de Sanger

En primer lugar, se extrajo ADN a partir de pellets celulares con el reactivo DNAzol (Invitrogen)
siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante. Una vez obtenido el ADN, se cuantificd y se
verifico su calidad utilizando un equipo Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Luego, se amplificaron
las secuencias de interés mediante PCR con primers especificos para cada una de las regiones
(Tabla 3), con los controles correspondientes. Los productos de las reacciones de PCR se

analizaron por corrida electroforética en gel de agarosa. Una vez corroborado el peso molecular
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del fragmento de interés y verificados los controles, se purificé el mismo utilizando una solucion
de polietilenglicol (PEG). El producto purificado se cuantificd y se envié a la empresa Macrogen
para ser secuenciado por el método de Sanger. Los datos provenientes de la secuenciacién se
analizaron con el software Mutation Surveyor.

Tabla 3. Secuencia de primers para analizar mutaciones.

Gen Primer Forward Primer Reverse
BRAF V600 TGCTTGCTCTGATAGGAAAATG GCATCTCAGGGCCAAAAAT
NRAS Q61 CCCCTTACCCTCCACACC CACAAAGATCATCCTTTCAGAGAA

6. Ensayo de viabilidad MTT

Las células fueron sembradas en una placa de 96 pocillos por triplicado. Veinticuatro horas
después, diluciones seriales de PLX4032 o GDC-0973 fueron agregadas. Luego de 72h de
incubacién, se retiré el sobrenadante, se realizé un lavado con PBS, se agregaron 100ul de 1
mg/ml de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazoliobromide) (Sigma) diluido en medio
melanoma por pocillo y se incubd por 90 min en la estufa. Se descarté el sobrenadante y los
cristales obtenidos fueron resuspendidos en alcohol isopropilico e incubados a 30°C por 1 hora. Se
realizdé una evaluacién colorimétrica con un espectrofotémetro a 570 nm. La inhibicidon de la
proliferacién inducida por las drogas se mostré6 como porcentaje de crecimiento respecto del
control (tratado con el vehiculo, en este caso DMSO). El valor correspondiente al IC5, fue

determinado utilizando el programa GraphPad Prism 5.0.

7. Sintesis de ADN

Se determind la sintesis de ADN midiendo la incorporacién de timidina tritiada. Para ello, se
sembraron 10* células /pocillo en una placa de 96 pocillos en 200 pl de medio melanoma. Cuando
se indica, las células fueron incubadas toda la noche y a continuaciéon se les agregaron los

inhibidores PLX4032 y/o GDC-0973 por diferentes periodos. Se realizé un pulso de 2h a 37°Ccon 1
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uCi/ml de timidina tritiada (Perkin Elmer) y las células fueron cosechadas en un cosechador
NuncCell Harvester 8 (NalgeNunc International Corp). La radiactividad incorporada por las células

fue determinada con un contador de centelleo liquido (Wallac 1214 Rackbeta, Pharmacia).

8. Western Blot

Para realizar los extractos proteicos las células fueron levantadas, centrifugadas, lavadas con
PBS frio y resuspendidas en buffer de lisis RIPA con PMSF y un coctel de inhibidores de proteasas
(Sigma). Para las determinaciones de fosfo-proteinas se utilizaron un coctel de inhibidores de
fosfatasas 2 (Sigma) y 10mM NaF. Los extractos proteicos fueron cuantificados mediante el
método de Lowry y se conservaron en un freezer a -80°C hasta su uso.

Los extractos proteicos fueron resuspendidos en buffer de siembra desnaturalizante-reductor
4X (62,5 mM Tris-HCl pH 6,8, 10% glicerol, 2% SDS, 5% B-mercaptoetanol y punta de espatula de
azul de bromofenol) y calentadas a 100° C por 5 min. Se sembraron 50 pg de proteina de cada
muestra y se utilizé un marcador de peso molecular pre tefiido Kaleidoscope (Bio-rad). Se realizd
una corrida electroforética en un gel de poliacrilamida 10 % desnaturalizante (SDS-PAGE) y luego
las muestras fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Immobilon, tamafio poro 0.45
um, HATF 304 FO, Millipore, Bedford, MA). Se verificé la cantidad de proteina en cada calle
realizando una tincidon con rojo Ponceau. Luego, se procedié a bloquear las membranas con BSA
3% en PBS durante 40 min. Las membranas fueron incubadas con los anticuerpos primarios en PBS
toda la noche en agitacién a 4°C. Se realizaron 3 lavados de 10 min con PBS-Tween 20 0.05%. Se
incubaron las membranas con anticuerpos secundarios conjugados a fosfatasa alcalina y se revelé
con NBT-BCIP (nitrobluetetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate) (Promega) o con

anticuerpos conjugados a peroxidasa y se reveld con Supersignal West Dura Extended Duration
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Substrate (Thermo Scientific). En este ultimo caso, se detectd la quimioluminiscencia con un

equipo ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare Life Sciences).

Se utilizaron los siguientes anticuerpos para los ensayos de Western Blot: anti- p-ERK1/2
(policlonal, hecho en conejo, Cell signaling), anti- ERK 1 (policlonal hecho en conejo, Santa Cruz
Biotechnology), anti-CD271 (clon C40-1457; BD Pharmingen), anti — beta-actina (clon AC-74;
Sigma-Aldrich), anti — raton —fosfatasa alcalina (Jackson immunoresearch), anti - conejo —

peroxidasa (Jackson immunoresearch y Vector labs), anti - ratén — peroxidasa (Zymed).

9. Ensayo de migracion con camara de quimiotaxis

Se realizaron ensayos de migracién utilizando una cdmara de quimiotaxis Neuro Probe
Reusable Multiwell Chemotaxis Chamber AP48 (Neuro probe Inc). Se levantaron las células y se las
diluyé en medio melanoma (sin SFB) en una concentracién de 10° células/ml. En primer lugar se
llenaron los pocillos de la cdmara inferior con 28 pl de medio melanoma + 5% SFB. A continuacion
se colocé una membrana de 8 um sobre la camara inferior. Se colocaron encima una silicona y la
camara superior, en cuyos pocillos se cargaron 50 pl de la suspensién celular, con cuidado de que
no se formen burbujas. Se incubd la cdmara en la estufa a 37°C 5%CO, durante 4 h. A continuacion
se desarmd la cdmara, se hicieron lavados de la membrana en PBS y se raspd el lado donde las
células habian sido sembradas, de forma tal que solo queden adheridas a la membrana las células
gue migraron. Se fijo la membrana con PFA 2% durante 15 min, se realizé un lavado y se realizd
una tincion de la membrana con Hoechst en PBS, donde se incubd en oscuridad por 30 min. Se
realizaron 3 lavados con PBS y se montd la membrana con Mowiol entre 2 portaobjetos grandes,
con cuidado de que no se formen burbujas. Se dejé secar una hora y se analizdé la membrana

contando el nimero de células por pocillo en un microscopio de fluorescencia (Olympus).
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10.Citometria de flujo

Se realizaron determinaciones para analizar la expresidn en superficie de las moléculas CD271,
CD133, PD-L1, HLA-l y la expresién intracelular de MART-1y gp100 (Tabla 4). En los casos donde se
midid la expresion intracelular (para MART-1 y gp100) se agregd un paso de permeabilizacidn con
saponina 0.1%. Se utilizaron 5x10° células por tratamiento, que se incubaron 30 min en hielo con
suero normal de cabra para bloquear los sitios de unién inespecificos. Se agregd el anticuerpo
primario, que se incubé 1 hora en hielo. Se hizo un lavado con PBS y se centrifugd 5 min a 300 g. El
pellet se resuspendid en PBS y se agregd el anticuerpo secundario conjugado a un fluoréforo en los
casos correspondientes. Se incubd 30 min en hielo y luego se realizé6 un lavado con PBS y se
centrifugd 5 min a 300 g. Se utilizaron las mismas condiciones para las incubaciones con los
controles de isotipo. Luego las células se fijaron con PFA 2% y se analizaron por citometria de flujo
con un citometro FACSCalibur (BD). Los datos obtenidos se analizaron utilizando el software Flow
Jo 7.6. En algunos casos, se incorporé una marcacion con 7-AAD (Molecular Probes) con el fin de

identificar las células no viables (en estos casos las células se pasaron por el citdmetro sin fijar).

Tabla 4. Anticuerpos utilizados para marcaciones para citometria de flujo

Molécula Anticuerpo/clon
CD271 Clon C40-1457, BD Pharmingen
CD133 Clon W6B3C1, Miltenyi Biotec
MART-1 Clon 2A9 (Barrio et al., 2012)
Gp100 Clon Hmb45, Dako
HLA-A2-PE Clon BB7.2, BD Pharmingen
PD-L1-APC Clon 29E.2A3, Biolegend
Anticuerpo secundario | Anti-mouse RPE, Dako
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11.Marcacion con CFSE

El CFSE (carboxi-fluorescein diacetato succinimidil éster, Molecular probes, Invitrogen) es un
colorante que difunde pasivamente dentro de las células. Es incoloro hasta que sus grupos acetato
son clivados por esterasas intracelulares, formando carboxi-fluorescein succinimidil éster
fluorescente. El grupo succinimidil éster reacciona con aminas celulares formando conjugados que
son retenidos dentro de la célula. De esta manera es posible marcar células para su posterior
estudio. Al dividirse las células, las proteinas se dividen en partes iguales entre las células hijas, por
lo que se produce una disminucién en el nivel de fluorescencia. Es por eso que la marcacion con
CFSE puede utilizarse también para seguir los niveles de proliferacién de una poblacidn celular in
vitro o in vivo. Para marcar las células, primero se realizé un lavado con PBS y luego se marcaron
con 10 uM CFSE en PBS. Se incubd 15 min en estufa a 37°C, se centrifugd, se resuspendieron las
células en medio melanoma atemperado y se incubd nuevamente a 372C por 30 min. Para finalizar
se realizaron 2 lavados mds con PBS. Se realizé el tratamiento correspondiente y luego se analizé

la marca que las células presentaban por citometria de flujo en un citdmetro FACScalibur (BD).

12.Ciclo celular

Para analizar el estadio del ciclo celular en el que se encontraban las células de melanoma se
utilizé una tincién con loduro de propidio. Se levantaron las células de la placa de cultivo, se
realizé un lavado con PBS y se las fijo con etanol 70% durante una noche a 4°C. Luego, se tifieron
las células con una solucion de ioduro de propidio (50 pg/ml con 100 pg/ml RNAsa A en PBS) por
30 min a 37°C. A continuacion vy sin lavar, las células fueron analizadas en un citémetro de flujo

FACScalibur (BD), utilizando el programa FlowlJo 7.6 para el analisis de los datos obtenidos.
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13.Separacion magnética de células CD271+

Para realizar los experimentos de separacion magnética se tuvo la precaucion de trabajar
siempre en frio. Se realizaron dos lavados de las células con PBS y se resuspendié el pellet en PBS.
Se realizé una marcacion con el anticuerpo CD271 (BD Pharmingen) dilucién 1/100 por 1h en hielo.
Se lavaron las células con buffer MACS (PBS 0,5% BSA, 2mM EDTA, pH 7,2) y se las resuspendié en
el mismo buffer a una concentracion de 1x10” células/80 pl. Se agregaron 20 ul de anti-mouse 1gG
microbeads (Miltenyi Biotec), se mezclé e incubd 15 min en la heladera (4°C). Luego se realizé un
lavado con buffer MACS vy se resuspendié el pellet en 500 pl de buffer MACS (hasta 1x108 células).
Se colocé una columna MS (Miltenyi Biotech) en un soporte magnético y se la prepard dejando
pasar a través de la misma 500 pl de buffer MACS. A continuacién se agregd la suspensién celular
en la columna y se colectaron las células no marcadas en el flujo que no se retuvo. Se lavo 3 veces
con 500 pul de buffer MACS, recuperando células de la fraccion CD271-. La fraccién retenida en la
columna se recuperd retirando la columna del iman y vacidandola con un émbolo en otro tubo,

obteniéndose la fraccion CD271+.

14.Tincidén para f3-galactosidasa

La expresion de B-galactosidasa se utiliza como un marcador de senescencia. Células crecidas
en placas de cultivo fueron lavadas con PBS y fijadas con una solucién de fijaciéon 0.2%
glutaraldehido- 2% formaldehido por 5 min a temperatura ambiente. Luego de lavar con PBS, las
células fueron tefiidas en oscuridad por 16h a 37°C con una solucién de: 1 mg/ml X-Gal, 40 mM
acido citrico/ buffer fosfato de sodio (pH 6.0), 5 mM ferrocianuro de potasio, 5 mM ferricianuro de
potasio, 150 mM NaCl and 2 mM MgCl,. Las células fueron lavadas con PBS y examinadas con un

microscopio invertido.

44



Materiales y Métodos

15.Microscopia electronica

Se levantaron las células MEL-XY3, MEL-XY3 tratadas por 2 semanas con 10 uM PLX4032 y
MEL-XY3syrpx cOMo se describe Materiales y Métodos (1.1) utilizando DMEM en vez de PBS y se
reservaron en hielo. Se centrifugaron 7x10° células, se realizdé un lavado con buffer de lavado
(mono/bifosfato 0.1 M pH= 7.4) proveido por el servicio de microscopia electrénica de transmision
del LANAIS (Facultad de Medicina de la UBA, Buenos Aires) y se resuspendieron para su fijacion en
0,5 ml de glutaraldehido 2,5% por 4 horas a 4°C. Luego se realizé otra centrifugacion para extraer
el fijador, y las células se resuspendieron en el buffer de lavado durante 15 min. En el LANAIS, las
células fueron post-fijadas con tetroxido de osmio y luego con acetato de uranilo. Las muestras
fueron procesadas por técnicos del LANAIS y las fotos sacadas en el microscopio electrénico Zeiss

EM 109T, del mismo establecimiento.

16.Ensayos con clones de linfocitos T citotoxicos

16.1. Lisis in vitro de células de melanoma por clones de linfocitos T citotdxicos

Se utilizaron 2 clones de linfocitos T citotdxicos cuyos TCR reconocen de forma especifica los
antigenos de diferenciacion melanocitica MART-1 (M27: AAGIGILTV) y gpl00 (G154:
KKTWGQYWQV) que son presentados en el contexto de HLA-A 0201 (Yee et al., 2002).

In vitro se estudid la capacidad de estos linfocitos de lisar células de melanoma. Para ello, se
realizaron co-cultivos entre los linfocitos efectores (E) y las células de melanoma blanco (B) que
fueron incubados durante 24 h en diferentes relaciones E:B (1:1, 5:1, 10:1) en medio AIMV
(Invitrogen). Se recuperd el sobrenadante, el cual se guardd en freezer a -80°C para posterior
analisis de liberacidon de IFN-gamma. Por otro lado, se recuperaron las células, las cuales fueron
plagueadas por cuadruplicado para un ensayo clonogénico. Para esto, las células fueron

resuspendidas en medio melanoma + 10% SFB con 1,5% metilcelulosa (Sigma) y se sembré para
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cada tratamiento igual volumen, correspondiente a 1000 células por pocillo del control, en placas
de 24 pocillos con una capa de agar 0.5% medio melanoma + 10%SFB e incubadas por 14 dias. Las
colonias de = 30 células se contaron utilizando un microscopio invertido Olympus.

Para analizar el efecto de la expresion de PD-L1 en las células blanco, se realizaron

experimentos similares pero utilizando las relaciones E:B 0.1:1, 1:1 y 5:1.

16.2.  ELISA para determinar la secrecion de IFN-gamma

La secrecidon de IFN-gamma por los linfocitos T citotdxicos de los clones M26 y G154 fue
determinada en los sobrenadantes obtenidos luego de los co-cultivos con las células tumorales
(Materiales y Métodos 16.1) con un kit BD OptEIA human IFN-gamma ELISA (BD Biosciences).

El dia anterior a la realizacidn del experimento se trataron las placas de ELISA NUNC con 100
ul/pocillo de una dilucién 1/250 del anticuerpo de captura en coating buffer (0.178 g Na,COs3, 0.42
g NaHCO; en 50 ml de agua destilada, llevado a pH = 9.5). Se tapé la placa con un parafilm y se
incubd hasta el dia siguiente en heladera. Luego, se volcd el coating buffer y se realizaron 3
lavados con PBS- 0.05% Tween 20. Se bloquearon las placas con 200pl/ pocillo de 10% SFB en PBS
y se incubaron 1 h a temperatura ambiente. Se retird la solucidon de bloqueo y se realizaron 3
lavados con 200 pl/ pocillo de PBS — Tween 0.05%. A continuacidn se sembraron las muestras en la
placa por triplicado y se incubd 2h a temperatura ambiente. Como muestras se utilizaron
diferentes diluciones de los sobrenadantes de los co-cultivos de células tumorales y linfocitos de
cada uno de los clones. Se removieron los sobrenadantes por volcado y se realizaron 5 lavados con
PBS- Tween 0.05%. Se agregaron 100ul /pocillo de solucién de deteccidn (anticuerpo de deteccion
conjugado a biotina + enzima acoplada a estreptavidina del kit en PBS 10% SFB) y se incubd 1h a
temperatura ambiente. Se removié la solucién de deteccidn por volcado y se realizaron 7 lavados
con PBS-Tween 0.05%. Se agregaron 100 pl/ pocillo de la solucidén sustrato TMB (BD OptEIA)

(partes iguales de buffer A y B, que se mezclan antes de agregarlas a las placas) y se incubd en
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oscuridad por 20-30 min. Para detener la reaccion, se agregaron 50 pl/ pocillo de H,SO4 2N. Se
midié la absorbancia en un lector de ELISA a A= 450 nm.

Para cada experimento se realizd una curva estandar de IFN-gamma (diluciones seriadas %
desde 500 pg/ml hasta 7.8 pg/ml) y la concentracion de las muestras fue determinada por analisis
de regresion. Se analizaron solo los puntos cuya absorbancia se encontraba en el rango obtenido
en la curva estandar de IFN. Como controles de este experimento se incluyeron una linea celular
de melanoma HLA-A 0201 negativa que no expresa los antigenos MART-1y gp100 (MEL-XX4) y una
linea de cancer de mama HLA-A*0201-positiva que no expresa los antigenos MART-1 y gp100 (IIB-

BRG) (controles negativos) y linfocitos solos.

17.Ensayo de tumorigenicidad in vivo

Para los ensayos de tumorigenicidad in vivo se utilizaron ratones NSG (NOD/LtSz-scid/IL-
2Rgamma™’). Los ratones fueron inyectados subcutaneamente con 500 o 5000 células de MEL-XY3,
MEL-XY3syrpix O MEL-XY3sureoc €n una suspension de matrigel (BD Matrigel™ Basement
Membrane Matrix) en PBS en una relacion 1:1. El crecimiento tumoral fue monitoreado 3 veces
por semana durante los experimentos. El tamafio tumoral fue medido utilizando un calibre para
calcular el volumen tumoral aplicando la férmula: [largo (mm)]x[ancho (mm)]* /2. Todos los
procedimientos realizados en animales fueron aprobados por la Comisién Institucional para el

cuidado y uso de los animales de laboratorio de la Fundacidn Instituto Leloir.

18.Analisis estadistico

Para realizar los anadlisis estadisticos se utilizd el programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad

Software, San Diego California USA, www.graphpad.com). Se utilizaron analisis de t de Student y

para comparar 3 o mas condiciones se realizaron analisis de la varianza ANOVA seguido de
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comparaciones de Tukey o Dunnett. Para todos los analisis se utilizd un a=0,05 y la siguiente

nomenclatura: *p<0,05, ** p<0,01 y *** p<0,001.

19.Caracterizacion molecular de células MEL-XY3sur-pLx

19.1. Preparacidon de muestras

Las células MEL-XY3 y MEL-XY3gyr.pLx S€ levantaron con EDTA, se realizaron 2 lavados con PBS
y se retird el sobrenadante, dejando el pellet celular lo mas seco posible. Se pasaron los pellets
celulares por nitréogeno rapidamente y se guardaron en un freezer a -80°C. Los pellets celulares
congelados fueron enviados a Estados Unidos, donde se realizaron las extracciones de ARN vy

proteinas en el laboratorio del Dr. Slamon en la UCLA, Los Angeles, Estados Unidos.

19.2. Secuenciacion del exoma

Con el objetivo de detectar mutaciones puntuales y deleciones/inserciones en las células
MEL-XY3surpx, S€ realizaron experimentos de secuenciacidon del exoma. Las muestras de células
MEL-XY3syrpx Y MEL-XY3 (pellets) se enviaron a la empresa BGI, en donde se extrajo el ADN de las
mismas y este fue utilizado para realizar un experimento de secuenciacion completa del exoma
(WES: Whole Exome Sequencing). Se realizé una captura exdnica utilizando el kit Agilent
SureSelect Human All Exon V5 y se secuenciaron las muestras en una plataforma de secuenciacion
Illumina HiSeq 4000. Se realizdé una secuenciacién Paired-end de fragmentos de 100 pb, con una
cobertura promedio de 100X. Los datos fueron analizados de manera inicial por la empresa BGI
(Analisis estandar de Bioinformatica) realizando el filtrado de datos (extraccién de los adaptadores

contaminantes y datos con baja calidad).
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19.3. Transcriptoma: RNA seq y microarreglos de expresion

Con el objetivo de estudiar cambios en la expresion de las células MEL-XY3gyr.pix respecto a la
linea parental MEL-XY3, se realizaron experimentos de secuenciacién del transcriptoma (RNA seq).
El ARN se extrajo a partir de los pellets celulares en el laboratorio del Dr. Slamon en UCLA,
obteniéndose muestras de ARN de 0.2-0.4pg, con una concentracidon 220 ng/ul, un RIN>7.0, y
285/185>1.0. Estos ARN se enviaron en hielo seco a la empresa BGI, en donde se realizd la
secuenciacién utilizando una plataforma Illumina Hiseq 4000. Se realizdé una secuenciacién single-
end de fragmentos de 50 pb de longitud.

Ademads, se realizaron experimentos de microarreglos de expresion en el servicio de la unidad
de microarreglos de UCLA. Para estos experimentos se utilizd un microarreglo Agilent 44k. Se
hibridizé el microarreglo con cada una de las 2 lineas celulares y se compardé con una mezcla de 60

lineas celulares de melanoma.

19.4.  Expresion de proteinas: Reverse phase protein array (RPPA)

Para analizar los cambios que presentan en la expresion de proteinas las células MEL-XY3syr.pLx
respecto a las células MEL-XY3 se realizaron experimentos de arreglo de proteinas en fase reversa
(RRPA: Reverse Phase Protein Array) en la unidad de protedmica funcional — RPPA del instituto MD
Anderson Center, Estados Unidos.

Se realizaron diluciones seriadas al medio de los lisados celulares (5 diluciones, desde sin diluir
hasta 1/16) y se los colocd en slides cubiertos con nitrocelulosa armando un microarreglo. Las
muestras se incubaron con anticuerpos, se amplificé la sefial mediante un sistema basado en
tiramida y se visualizd mediante una reaccién colorimétrica con DAB. Para el analisis los slides
fueron escaneados con un scanner para producir imagenes tiff de 16 bit. Los puntos de estas

imagenes fueron identificados y la densidad cuantificada con Array-Pro Analyzar. Los niveles de
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proteina relativos para cada muestra fueron determinados por interpolacion de cada curva de
dilucién a la curva estandar (supercurve) del slide. Todos los puntos fueron normalizados por la
carga de proteina y transformados a un valor lineal. Los valores lineales normalizados fueron

transformados a valores Log,.

19.5. Analisis de los datos de caracterizacion molecular

Los datos de los experimentos de secuenciacidn de RNA, microarreglos de expresién y RPPA
fueron analizados en colaboracidon con el grupo del Dr. Patricio Yankilevich del Instituto de
Investigacion en Biomedicina de Buenos Aires (IBioBA) — CONICET.

Para el andlisis de los datos de RNA seq, las muestras fueron alineadas con el ultimo genoma
humano de referencia Hg38 utilizando el software STAR spliced read aligner. El nimero total de
fragmentos leidos alineados a regiones génicas conocidas dentro del genoma de referencia Hg38
fueron utilizados como base para la cuantificacion de la expresidn génica. Se utilizé el programa
HTSeq para procesar el nimero de fragmentos. Los genes diferencialmente expresados fueron
identificados utilizando el paquete de bioconductor edgeR y rankeados de acuerdo al p valor o a
FDR (false discovery rate). Estos resultados deben ser considerados como un primer screening
debido a que no se realizaron réplicas bioldgicas en el experimento de RNAseq.

Para determinar las vias de sefalizacion que presentan diferencias entre las células
parentales MEL-XY3 y las células MEL-XY3sygrpx Para los resultados obtenidos mediante RNAseq y
los microarreglos de expresién se utilizaron las herramientas de acceso libre Database for
Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) (Huang da et al., 2009), Gene Set
Enrichment Analysis (GSEA) (Subramanian et al., 2005) y Reactome (Fabregat et al., 2016).

Los resultados del RPPA fueron analizados con el paquete Gplot del lenguaje de programacién
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Capitulo I: Estudio de la expresion de marcadores de células stem

tumorales

1.1 Expresion de marcadores de células stem tumorales en lineas celulares de melanoma

Comencé mi trabajo de Tesis estudiando la expresién de las proteinas postuladas como
marcadores de células stem tumorales en lineas celulares de melanoma humano. En primer lugar
analicé la expresion del marcador de células stem tumorales CD271 en diferentes lineas celulares a
nivel de proteina mediante citometria de flujo e inmunofluorescencia.

Al analizar mediante inmunofluorescencia la expresion de CD271 a nivel de proteina, se
observd que algunas lineas celulares presentaban expresion en membrana (MEL-XY10 y MEL-
XX12), mientras que en otras la expresidon parecia ser citoplasmatica (MEL-XY9) (Figura 7).
Ademas, la intensidad de marca variaba entre las lineas celulares, observandose una marca muy
positiva en las células MEL-XY10, mientras que en las células MEL-XY3 la marca para CD271 era
muy baja o negativa. Por otro lado, tanto en las células MEL-XY10 como MEL-XX12 se observaron

diferencias en la intensidad de la marca de CD271 entre células.
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Figura 7. Expresion de CD271 en células de melanoma detectada por inmunofluorescencia. Fotos
representativas. lzquierda: contraste de fases; Centro: tincidn con colorante de Hoechst que marca ntcleos,
derecha: CD271. Fila 1: MEL-XY3, 2: MEL-XY9, 3: MEL-XY10, 4: MEL-XX12. Aumento original: 200X.

También se analizd la expresidon en membrana de CD271 mediante citometria de flujo (Figura
8). Se observd que entre diferentes marcaciones habia diferencias en el porcentaje de células
positivas, en especial en las células MEL-XY3, donde el porcentaje de células CD271 positivas entre
experimentos llegd a variar entre 1.2% a 97%, si bien en general no se observa una alta expresion
en membrana y la fluorescencia es baja. En las células MEL-XY10 se observaron dos poblaciones:
una que expresa niveles bajos y otra niveles altos de CD271. Ademas, tanto en las células MEL-

XY10 como en las células MEL-XX12 se observaron altos niveles de expresién de CD271, en
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promedio 70-80% de las células son positivas, lo que indicaria que no se estd marcando una

subpoblacién minoritaria, como se esperaria si fuesen células stem tumorales.
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Figura 8. Expresion de CD271 en células de melanoma analizada por citometria de flujo. Se muestran
histogramas representativos para: a) MEL-XY3, b) MEL-XY9, c) MEL-XY10, d) MEL-XX12. Linea gris: control de
isotipo. Linea roja: CD271. e) Promedio de la expresién de CD271 determinado por citometria de flujo. Se
grafican en cada caso los resultados de al menos tres experimentos independientes.

Por citometria de flujo también se analizo la expresion de CD133 en las lineas celulares (Figura

9). Se observo gran variabilidad en los niveles de expresién de CD133 en las células MEL-XY3 entre

experimentos, y variabilidad en los niveles de expresién entre lineas celulares.

% edlulas CD133+

5%

Figura 9. Expresion de CD133 en células de melanoma analizada por citometria de flujo. Se muestran
histogramas representativos para: a) MEL-XY3, b) MEL-XY9, c) MEL-XY10. Linea gris: control de isotipo. Linea
roja: CD133. d) Promedio de la expresion de CD133 determinado por citometria de flujo. Se grafican en cada
caso los resultados de al menos tres experimentos independientes.
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1.2 Expresion de marcadores de células stem tumorales en colonias

Con el objetivo de enriquecer células que presentaran un fenotipo mas indiferenciado, a partir
de células de las lineas celulares MEL-XY9 y MEL-XX12 se generaron ensayos clonogénicos
creciendo las células en medio de cultivo semi-sélido durante 14 dias. Se recuperaron las colonias
y por inmunohistoquimica se analizd la expresiéon de los marcadores de células stem tumorales
CD271 y CD133, de los antigenos de diferenciacién melanocitica MART-1, gp100 y tirosinasa y del

marcador de proliferacién Ki67.

Resultados previos del laboratorio indicaban que en colonias de células MEL-XY3 la expresién
de los antigenos MART-1 y gp100 coincidia con la expresion del marcador de proliferacion Ki67 y
con el marcador de células stem tumorales CD271 (Aris et al., 2012). No se realiz6 el ensayo con la

linea celular MEL-XY10 ya que no es capaz de generar colonias.

Al analizar las colonias obtenidas a partir de MEL-XY9 (Figura 10) y MEL-XX12 (Figura 11) se
pudo observar que las colonias expresaban en casi todas las células de forma muy intensa los
antigenos de diferenciacion melanocitica y el marcador de proliferacion celular Ki67. A su vez, se
observé que la expresion de CD271 y CD133 estaba restringida a un nimero pequefio de células
dentro de las colonias, pero que células en andloga posicién en cortes seriados siguen expresando

los MDA.
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MART-1 gp100

Figura 10. Inmunohistoquimica de colonias de 14 dias de células MEL-XY9. Aumento original: 200X, excepto
la foto de la derecha de CD133 que tiene aumento 1000X.

tirosinasa

Figura 11. Inmunohistoquimica de colonias de 14 dias de células MEL-XX12. Aumento original: 200X.
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1.3.Expresion de marcadores de células stem tumorales en biopsias de pacientes de melanoma
Con el objetivo de determinar si lo observado en las lineas celulares se correlaciona con lo que
ocurre en pacientes con melanoma, se estudid por inmunohistoquimica la expresién de
propuestos marcadores de células stem tumorales en biopsias de metdastasis de melanoma. Se
analizé la expresién de los marcadores CD271 y CD133, de los antigenos de diferenciacién
melanocitica MART-1, gp100 vy tirosinasa y del marcador de proliferacion Ki67. Se muestra una
figura representativa de una biopsia de un paciente con una pequefia metastasis dérmica (Figura
12). En esta biopsia se puede observar que un alto porcentaje de células tumorales es positivo
para la expresion de CD271, mientras que muy pocas células expresan CD133. Sin embargo, se
observa también que la mayoria de las células tumorales expresan el marcador de proliferacién

Ki67 y los MDA MART-1, gp100 y tirosinasa.

Figura 12. Inmunohistoquimica en cortes de biopsia de una metastasis dérmica de un paciente con
melanoma. Aumento original: 200X.
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Al analizar la expresidén de estos marcadores por inmunohistoquimica en diferentes biopsias
de metdastasis de pacientes con melanoma se observd que no existe correlacién entre la expresion
de CD271 y CD133; observandose mayor expresiéon de CD271 que de CD133. Por otro lado,
tampoco se encontré correlacion negativa entre la expresion de CD271 o CD133 y la expresion de

los MDA o Ki67 (Tabla 5).

Tabla 5. Expresion por inmunohistoquimica de CD271, CD133, MDA y Ki67 en biopsias de
metdstasis de melanoma.

Biopsia/sitio CD271 CD133 MART-1 gp100 Tyr Ki67
metastasis
1/ cerebro ND - +++ +++ +++ 4+
2 / ganglio ++ + +++ +++ +++ +++
3 /dérmica + - +H+ +H+ +++ ++
4 /piel ND ++ o+ ND -+ S+
5 /piel ND - ++ 4+ + 4+
6/s.c +++ ND 4+ 4+ ++ +
7 / ganglio + - +++ 4+ + ++
8/s.c. +++ ++ +++ +++ ++ ++
9/ ganglio +Ht + +H+ i+ +H+ ++
10 /hepdtica ++ - +4+ - - o+
11/cerebro ++ + +++ ++ + +
12/ s.c. +++ + ++ ++ ++ ++

ND: no determinado. -: negativo; +: expresion débil o en un nimero bajo de células; ++: expresion
moderada; +++: expresion intensa.

Por lo tanto, no fue posible identificar en tumores humanos de melanoma una poblacidon

definida con caracteristicas de célula stem tumoral.
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Capitulo II: Efecto de inhibidores de la via de MAPK en lineas celulares de

melanoma

Debido a que la expresion de los marcadores propuestos para identificar células stem
tumorales analizados parece ser plastica y hasta en algunos casos coincidir con la expresidon de
marcadores de diferenciacién, se intentd caracterizar las células stem tumorales de melanoma
mediante otro enfoque. Una de las caracteristicas que presentan las células stem tumorales es la
resistencia a quimioterapia. Si bien las células de melanoma se caracterizan por presentar
resistencia al tratamiento con la mayoria de los agentes quimioterapicos, el desarrollo en los
ultimos afos de terapias blanco-dirigidas hacia la via de las MAPK resultd efectivo para eliminar
células y tumores de melanoma cutaneo con la mutacién BRAF V600. Por lo tanto, decidi estudiar
si el tratamiento de células de melanoma mutadas en BRAF con inhibidores de BRAF y MEK llevaba

a la seleccion de células con caracteristicas de stem tumorales.

2.1.Efecto de PLX4032 y GDC-0973 en las células MEL-XY3

En primer lugar, se estudid el efecto de los inhibidores PLX4032 (inhibidor de BRAF mutado) y
GDC-0973 (inhibidor de MEK) en la linea celular MEL-XY3, que es heterocigota para la mutacidn
BRAF V600E. Las células MEL-XY3 son sensibles a ambos inhibidores, presentando ICso= 0.45 uM
para PLX4032 (Figura 13a) y ICso= 0.1 nM para GDC-0973 (Figura 13b). Se confirmé la inhibicién de
la via de las MAPK mediante la inhibicién en la sintesis de ADN (Figura 13c) y la ausencia de la
fosforilacién de ERK (Figura 13d). Al agregar los inhibidores, se observé sintesis residual de ADN en
las 2 primeras horas, pero al cabo de 24h o 48h la sintesis de ADN, determinada por la
incorporacién de timidina tritiada, fue nula. No se observé ERK fosforilado en células tratadas

durante 30 min con los inhibidores.
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El efecto del tratamiento por tiempos cortos de las células MEL-XY3 es citostatico, mientras

que al cabo de varios dias de tratamiento las células empiezan a despegarse de la placa de cultivo.
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Figura 13. Efecto de PLX4032 y GDC-0973 en MEL-XY3. Las células MEL-XY3 fueron tratadas con diferentes
concentraciones de a) PLX4032 (0-100 uM) o b) GDC-0973 (0-10 uM) por 72h. Se determiné la viabilidad
mediante un ensayo de MTT. Los datos son relativos al control con DMSO. c) Sintesis de ADN en células
MEL-XY3 control, tratadas con 10 uM PLX4032 o 1 uM GDC-0973 a distintos tiempos (0 h, 24 h, 48 h). d) Los
niveles de p-ERK y ERK fueron analizados mediante Western Blot en las células MEL-XY3 control, tratadas
con PLX4032 10 uM o GDC-0973 1 uM por 30 minutos.

2.2.El tratamiento prolongado con los inhibidores de MAPK selecciona una poblacion de células
no proliferantes

Se investigd el efecto del tratamiento prolongado con PLX4032 en la linea celular MEL-XY3. Las
células fueron cultivadas en presencia de 10 uM PLX4032 (inhibidor de BRAF), cambiando el medio
de cultivo dos veces por semana entre 5 semanas y 5 meses. Bajo estas condiciones la mayoria de
las células moria, pero algunos cumulos de células aplastadas y quiescentes permanecian viables
(Figura 14a, izquierda). Llamamos a esta poblacidon de células que permanecia viable luego del

tratamiento por 5 semanas con PLX4032 MEL-XY3syr.pLx-

Se analizé que ocurria con las células MEL-XY3syrpx cuando el inhibidor era removido del

medio de cultivo. Luego de un periodo durante el cual algunas de las células presentaban
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abundantes vesiculas citoplasmaticas y otras se despegaban de la placa (Figura 14a, centro), las
células MEL-XY3syrpx restablecieron un crecimiento vigoroso (Figura 14a, derecha), generando

células con fenotipo similar al parental.

Con el objetivo de determinar si el fenotipo quiescente observado era también generado al
tratar las células con otros inhibidores de la via de MAPK, se trataron las células MEL-XY3 con 1uM
GDC-0973 por 5 semanas. Se obtuvo una pequefia poblacidon con caracteristicas analogas a las de
MEL-XY3syrpx-S€ Nnombro a esta poblacién MEL-XY3syr.gpc. Luego del tratamiento prolongado con
la combinacién de ambos inhibidores (10 uM PLX4032 y 1 uM GDC-0973) se obtuvo una poblacion

con fenotipo similar a la que se nombré MEL-XY3syr-pixcoc-

Como indicador de la activaciéon de la via de las MAPK, se investigd la fosforilacion de ERK en
las células SUR, observandose que las células MEL-XY3surpx pPresentaban niveles menores de
fosforilacién que las células parentales MEL-XY3. El nivel de p-ERK observado en las células MEL-

XY3sur-coc fue todavia menor (Figura 14b).

Cuando se estudid la sintesis de ADN a distintos tiempos luego de remover los inhibidores, se
observé que las células MEL-XY3syrpix €mpezaron a proliferar antes (4 dias) que las células MEL-
XY3sur-coc (16 dias) mientras que las células MEL-XY3gur.pixgoc fueron las ultimas en retomar el

crecimiento (21 dias) (Figura 14c).

Luego del tratamiento por 5 semanas con PLX4032 y GDC-0973, y dejando las células volver a
crecer en ausencia de los inhibidores, la sensibilidad a PLX4032 y GDC-0973 se mantuvo inalterada

respecto de las células MEL-XY3 parentales (Figura 14 d,e).
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Figura 14. Células MEL-XY3s,z obtenidas luego del tratamiento prolongado con PLX4032 y GDC-0973. a)
Imagen de contraste de fases de células MEL-XY3syrpx (izquierda), MEL-XY3sur.pix 24 h (centro) y 7 dias
(derecha) después de remover PLX4032 del medio de cultivo. Aumento original: 100x. b) Los niveles de p-
ERK y ERK fueron analizados mediante Western Blot en las células MEL-XY3 control, MEL-XY3syg.pix Y MEL-
XY3surepe. €) Sintesis de ADN a distintos tiempos en células MEL-XY3 control (circulos); MEL-XY3syg-pix
(cuadrados) MEL-XY3syr.goc (tridngulos) y MEL-XY3sur.pix-coc (tridngulos invertidos) luego de remover las
drogas del medio. Células MEL-XY3SUR luego de sacarles las droga y dejarlas recuperar, fueron tratadas con
diferentes concentraciones de d) PLX4032 (0-100 uM) o e) GDC-0973 (0-10 uM) por 72h. Se determind la
viabilidad mediante un ensayo de MTT. Los datos son relativos al control con DMSO.

2.3.Células MEL-XY3ges pix

Al realizar el tratamiento prolongado de las células MEL-XY3 durante 5 semanas con 10 uM
PLX4032, en algunas placas las células empezaron a crecer formando focos aislados. A partir de
estos grupos o colonias de células se generd una linea celular resistente, que denominamos MEL-
XY3ges-pLx, CON capacidad de crecer en presencia del inhibidor PLX4032 y que presenta un ICsq = 22

UM (Figura 15a), alrededor de 100 veces mayor al de la linea parental y las células MEL-XY3syg.pix-
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Es interesante destacar que las células MEL-XY3ges pix contindan siendo sensibles a GDC-0973 (ICsq=

1.5 nM) (Figura 15b).

Con el objetivo de determinar el mecanismo de resistencia que presentaban estas células, se
estudiaron las mutaciones y cambios en la expresidn génica mas frecuentes que se han reportado
en pacientes metastasicos de melanoma tratados con vemurafenib. Se encontré mediante
secuenciacién por Sanger que esta nueva linea celular presenta la mutacion Q61L en el gen NRAS,
que codifica para la proteina que se encuentra rio arriba de BRAF en la via de sefializacién de
MAPK. Estda reportado por distintos autores que esta mutacién en el gen NRAS confiere resistencia
(Kaplan et al., 2012; Sondergaard et al., 2010). Debido a que no se clond esta linea celular, no se
sabe si este es el mecanismo de resistencia que presentan todas las células. Ademas, en diferentes
ocasiones se obtuvieron colonias de células que proliferaban en presencia de PLX4032, pero no se

determind si en todos los casos se produjo la misma mutacién.
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Figura 15. Sensibilidad a los inhibidores PLX4032 y GDC-0973 de las células MEL-XY3gs. a) Las células MEL-
XY3ges fueron tratadas con diferentes concentraciones de a) PLX4032 (0-100 uM) o b) GDC-0973 (0-10 uM)
por 72h. Se determind la viabilidad mediante un ensayo de MTT. Los datos son relativos al control con
DMSO.

63



Resultados

Capitulo III: Caracterizacion de células MEL-XY3syr

Debido a que las células MEL-XY3syz no proliferan y diferentes trabajos asocian la resistencia a
drogas con el fenotipo de células stem tumorales, se decidid profundizar en el estudio de las

células SUR y determinar si presentan caracteristicas de células stem tumorales.

3.1. Expresion de marcadores de células stem tumorales en células MEL-XY3syr

En primer lugar, se analizd la expresion de marcadores propuestos para identificar células
stem tumorales en las células SUR. Luego del tratamiento por 5 semanas de las células MEL-XY3
con 10 uM PLX4032, se analizaron los niveles de expresion de los marcadores CD271, ABCB5 vy
CD133 (prominin-1) (Boiko et al., 2010; Frank et al., 2005; Schatton et al., 2008). En comparacion
con las células parentales MEL-XY3, los niveles de ARNm de CD271 y ABCB5 en las células MEL-
XY3sur.px @aumentaron 1000- y 30- veces respectivamente, mientras que los niveles de CD133
disminuyeron (Figura 16a). Las células MEL-XY3syr.goc Obtenidas luego del tratamiento con 1 uM
GDC-0973 (Figura 16b) y las células MEL-XY3syr.pixepc Obtenidas luego del tratamiento combinado
con los 2 inhibidores (Figura 16¢) también aumentaron sus niveles de ARNm de CD271 y ABCBS5,

aunque el incremento de CD271 fue menor.
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Figura 16. Las células MEL-XY3s,z expresan marcadores de células stem tumorales. Se determinaron los
niveles de expresion de ARNm de CD271, ABCB5 y CD133 por RT-gPCR, relativos a los niveles en las células
MEL-XY3 parentales, en células: a) MEL-XY3syr.pix b) MEL-XY3sur-goc and ¢) MEL-XY3syr-pixepe-
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El aumento en la expresion de CD271 en las células MEL-XY3syr.pix fue confirmado a nivel de
proteina por citometria de flujo (Figura 17a) y por western blot (Figura 17b). Mediante el ensayo
de citometria se puede observar que no todas las células SUR expresan CD271. Se observd que el
porcentaje de células CD271 positivas era variable entre experimentos, pero en todos los casos
representaba una cantidad pequefia del total de las células SUR. Por lo tanto, la expresion de

CD271 parece estar asociada, aunque no necesariamente, con el fenotipo SUR.
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Figura 17. Expresion de CD271 en células MEL-XY3 y MEL-XY3gyg.px. 2) Expresion de CD271 en células MEL-
XY3 (izquierda) y MEL-XY3surpx (derecha) analizada por citometria de flujo. Se muestran histogramas
representativos del analisis de citometria con el porcentaje de células CD271 positivas. Curva gris llena:
control de isotipo, linea negra: CD271. b) Extractos proteicos de MEL-XY3 y MEL-XY3syr.pix analizados por
western blot para la expresion de CD271.Se utilizé B-actina como control de carga.

También se analizd si cambios en la expresion de los ligandos de CD271 tenian lugar en las
células MEL-XY3sur.pix; todas las neurotrofinas que unen CD271 (NGF, BDNF, NT-3, NT-4)

aumentaron sus niveles de ARN, entre 10 y 300 veces (Figura 18).
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Figura 18. Niveles de expresion de ARNm de neurotrofinas (ligandos de CD271) en MEL-XY3syrpix
determinados por RT-qPCR. Niveles relativos a células control MEL-XY3.
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Por otro lado, se midieron los niveles de expresidon de los factores de transcripcion asociados a
células stem Sox10, Sox2, Oct4 y Nanog. Se observé en las células MEL-XY3sygr.px UN incremento de

entre 2 y 4 veces en los niveles de ARNm de estos factores de transcripcion (Figura 19).
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Figura 19. Niveles de expresion de ARNm de factores de transcripcion asociados a células stem en MEL-
XY3surpix determinados por RT-gPCR. Niveles relativos a células control MEL-XY3.

3.2.Curva de tiempo para el tratamiento con los inhibidores de BRAF y MEK

Con el objetivo de determinar la cinética de los cambios en la expresién de los marcadores
CD271, ABCB5 y CD133 observados en las células tratadas por 5 semanas, decidimos hacer una
curva de tiempo, en donde analizamos la expresion por gPCR de los ARNm de estos marcadores en
las células MEL-XY3 pre-tratamiento y tratadas por 1, 2, 3, 4 y 5 semanas. Realizamos este
experimento tanto para las células tratadas con PLX4032 (Figura 20a) como con GDC-0973 (Figura

20b).
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Figura 20. Cambio relativo en la expresion de ARNm de CD271, ABCB5 y CD133 en el tiempo. Los niveles de
expresion de ARNm fueron determinados por RT- qPCR en las células MEL-XY3 tratadas por distintos
tiempos con a) 10 uM PLX4032 y b) 1 uM GDC-0973. Los valores de expresidn estan relativizados a las
células control (no tratadas). Escala logaritmica. ND: no se detecté6 ARNm.

Tanto en la curva de tiempo para el tratamiento de las células MEL-XY3 con PLX4032 como en
la de GDC-0973 se observa que la expresion de ABCB5 sube rapidamente, ya que a la semana se ve
un aumento importante en los niveles de ARNm. En contraste, el aumento en los niveles de ARNm

de CD271 recién se observan a partir de la tercera semana de tratamiento. Los niveles de CD133

disminuyeron a diferentes tiempos con ambos inhibidores.
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3.3.Separacion magnética de células MEL-XY3syg.p.x CD271+

Con el objetivo de determinar si los marcadores CD271 y ABCB5 eran expresados en forma
uniforme por la poblacién de células MEL-XY3sur.px, S€ Separaron mediante separacion magnética
las células CD271+ and CD271-. Solo una poblacidon minoritaria expresa CD271 (Figura 17), pero
tanto las células CD271- como CD271+ expresan ABCB5 (Figura 21), lo que sugiere que la
expresion de ambos marcadores no esta asociada. El ARNm de CD133 no pudo ser detectado en

las células CD271+ MEL-XY3syr-pix-
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Figura 21. Separacion magnética de células CD271+. Se determinaron los niveles de expresion de ARNm de
CD271, ABCBS5 y CD133 por RT-qPCR, relativos a los niveles en las células MEL-XY3 parentales, en células: a)
MEL-XY3sug.pix CD271+ y MEL-XY3gurpix CD271-.

3.4.Caracteristicas ultraestructurales de las células SUR

Con el fin de observar si los cambios observados a nivel fisiolégico y molecular tenian un
correlato morfoldgico, analizamos mediante microscopia electrdonica de transmision la transicién
que ocurre cuando las células MEL-XY3 son enfrentadas a PLX4032, asi como la ultraestructura de
las células SUR. Al comparar las células MEL-XY3 con las células MEL-XY3syrpx S€ €ncontraron
dramaticas diferencias morfoldgicas. Las células MEL-XY3 poseen nucleos de forma regular, con
cromatina dispersa y nucléolos evidentes, y citoplasma de escasa densidad. (Figura 22a). Por el

contrario, las células MEL-XY3sur.pix presentan nucleos irregulares y en forma de cayado, con
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tendencia de la cromatina a concentrarse en la vecindad de la membrana nuclear, y un citoplasma
denso y con gran cantidad de organelas (Figura 22 c). Es interesante remarcar que cuando se
analizd una etapa intermedia de 14 dias de tratamiento con PLX4032, se observaron células
necréticas coexistiendo con células que ya presentan caracteristicas de SUR, como nucleos

irregulares y mayor nimero de vesiculas en el citoplasma (Figura 22b).

Figura 22. Microscopia electrénica de transmision de células MEL-XY3, MEL-XY3 tratadas por 2 semanas
con PLX4032 y MEL-XY3syrpx- FOtografias representativas obtenidas mediante microscopio electrénico de
transmision para células a) MEL-XY3 b) MEL-XY3 tratadas por 2 semanas con 10 uM PLX4032 y c) células
MEL-XY3syrpix- (b, d, f). En cada campo se pueden observar varias células. Las flechas indican células

muertas. Aumento: 3000X..

Cuando se analizé la estructura celular a mayor aumento, se confirmd que las células MEL-XY3
presentan nucleos con cromatina laxa y nucléolo evidente; en el citoplasma se pudieron identificar
escasas organelas y mitocondrias asi como canales citoplasmaticos dilatados (Figura 23a, c, e); a
nivel de la membrana plasmatica se observaron numerosas vesiculas que son extruidas al espacio
intercelular, con fino contenido granular, cuya naturaleza no fue estudiada (Figura 23c). En las
células MEL-XY3sur.pix S€ Observaron nucleos pleomérficos; en su citoplasma se detectaron gran
cantidad de vesiculas de diferentes tamafios, compatibles con autofagosomas, y estructuras que
semejan melanosomas de tipo | (Figura 23b, d, f). También se observé gran cantidad de vesiculas

en vias de liberarse al medio extracelular (Figura 23d).
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Figura 23. Microscopia electrdonica de transmision de células MEL-XY3 y MEL-XY3gyrpix. a),c),e) Células
MEL-XY3; b),d),f) Células MEL-XY3syrpx- Nu: nucleo. Puntas de flecha: vesiculas siendo extruidas del
citoplasma. Aumento: a,c,d: 7.000X, b: 12.000, e,f: 30.000X.

3.5.Analisis de capacidad de migracion de las células MEL-XY3syrpx Mediante camara de
quimiotaxis

Debido a que entre las caracteristicas que se atribuyen a las células stem tumorales se
encuentra una mayor capacidad de invadir y generar metastasis (Hoek and Goding, 2010; Lee et

al., 2014), se estudid si las células SUR presentan cambios en su capacidad migratoria, respecto a
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las células parentales. Para ello, se realizaron experimentos utilizando camaras de quimiotaxis
donde las células fueron enfrentadas a medio melanoma + 5% SFB. Lo mismo se realizé para las
células MEL-XY3ges. En los 3 casos el nimero de células migrantes fue similar, no encontrandose

diferencias significativas (Figura 24).
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Figura 24. Ensayo de migracion con camara de quimiotaxis. NUmero de células migrantes observadas en
membrana.

3.6.Las células MEL-XY3syr presencian caracteristicas de senescencia

Se ha demostrado previamente que tanto PLX4032 como otro inhibidor de la proteina BRAF
mutada, LGX818 (encorafenib), inducen caracteristicas asociadas a senescencia en células de
melanoma (Haferkamp et al., 2013; Li et al., 2016). A su vez, se ha reportado que la expresion de
BRAF mutado en melanocitos normales determina la entrada de las células en senescencia
(senescencia inducida por oncogén) (Michaloglou et al., 2005). Por lo tanto, decidimos investigar si
la poblacidn de células SUR presenta caracteristicas de senescencia.

En primer lugar, se analizo el estadio del ciclo celular en el que se encuentran las células SUR.
Para esto, se realizd una tincién con ioduro de propidio y se analizé el contenido de ADN en las
células mediante citometria de flujo. Al comparar la linea parental con las células MEL-XY3syr.pix Y

MEL-XY3syrcpc se observd que las SUR presentan una disminucidn en la fase S y un aumento en la
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proporcidn de células en la fase GO/G1 (Figura 25a).Es decir que, de forma consistente con lo
observado por diferentes técnicas, las células SUR presentan un arresto del ciclo celular.

Se analizd la actividad de B-galactosidasa, un marcador de senescencia, en las células MEL-
XY3surpx- Aunque las células MEL-XY3 control o tratadas con 10 uM PLX4032 por 72h no se
tineron para la actividad de B-galactosidasa, la mayoria de las células MEL-XY3sur.pix Si 10 hicieron
(Figura 25b), sugiriendo que estas células estarian senescentes. En las células MEL-XY3syr-apc

también se observo actividad de B-galactosidasa.
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Figura 25. Las células MEL-XY3s,z presentan caracteristicas asociadas a senescencia. a) Perfil de ciclo
celular de MEL-XY3, MEL-XY3syr.pix Y MEL-XY3syr.goc. b) Tincidn para B-galactosidasa (SA- B -Gal) de MEL-XY3
(izquierda), MEL-XY3 tratadas con 10 uM PLX4032 por 72 h (centro) y MEL-XY3sur.pix (derecha). Aumento

original 100x. c) Expresidén de proteinas asociadas a senescencia analizadas por RPPA. Blanco: MEL-XY3,
negro: MEL'XY35UR_pLx.
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Con el objetivo de determinar si efectivamente las células MEL-XY3sr.p1x €Stan senescentes, se
analizd la expresion de otras proteinas asociadas a senescencia mediante un ensayo de reverse-
phase protein array (RPPA) (Figura 25c). En relacién con la linea parental, se observé un aumento
en la expresion de las proteinas SOD2 (superoxide dismutase), IGFBP5 (insulin growth factor
binding protein 5) y p16™“. Aumentos en la expresién de estas proteinas se han reportado
asociados a senescencia. Por otro lado, las proteinas p53, PAI1 (inhibidor de urokinase

plasminogen activator 1) y p27ki'Dl

mostraron solo cambios pequefios, pero que se asocian al
fenotipo senescente. Por otro lado, en las células MEL-XY3syrpx S€ Observé una disminucién
general de las proteinas asociadas a ciclo celular, con disminuciones muy marcadas de p-Rb, CDK1

y Ciclina B1. También se observd una disminucion de FoxM1, una proteina que hace poco se

describié que evita que las células entren en senescencia.

3.7.Estudio de capacidad de proliferacion de MEL-XY3syr

Nos planteamos averiguar si las células SUR que sobreviven al tratamiento prolongado con los
inhibidores de BRAF y MEK constituyen una poblacion estable, que mantiene sus caracteristicas una
vez que se retiran las drogas del medio de cultivo, o si son una adaptacién plastica a condiciones
ambientales desfavorables y al remover la droga pierden estas caracteristicas.

Se realizé una marcacion con CFSE (colorante que se une covalentemente a las proteinas
celulares) de las células MEL-XY3sur.pix Y MEL-XY3surcoc €n estado quiescente. A continuacion las
células se crecieron en ausencia de droga por 96h, condicidn en la cual retoman la proliferacion, se
levantaron y analizaron mediante el citdmetro de flujo con el fin de determinar la marca para CFSE.
Como control, se mantuvieron células en presencia de PLX4032 por 96h. Si las células SUR
constituyen un elemento permanente de la poblacidn celular de la linea, como se esperaria si

fuesen células stem tumorales de acuerdo al modelo jerarquico, deberiamos esperar la
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alto

permanencia de un subgrupo detectable de células con CFSE™™ que permanezca “constante” en el
tiempo, ya que esta subpoblacidn se caracteriza por presentar una baja tasa de proliferacién. Si, por
el contrario, las células SUR constituyen una poblacidon “plastica” que al cesar las condiciones
desfavorables retoman la capacidad proliferativa, las CFSE™™ deberian desaparecer
progresivamente en el tiempo. Se realizé lo mismo en las células MEL-XY3 no tratadas.

Al realizar estos experimentos, se observé que al remover la droga del medio las células MEL-
XY3sur.px €mpezaron a dividirse y no se encontré una poblacidn que mantenga una marca de
CFSE®" (Figura 26). Estos resultados apoyarian la hipétesis que la adquisicion del fenotipo “stem”
es plastica. Respecto a las células MEL-XY3syr.epc No pudimos obtener resultados concluyentes,

debido a que en 96h no llegan a retomar la division celular y si realizdbamos el experimento a

tiempos mas largos se perdia la marca de CSFE.

MEL-XY3 MEL-XY 3surpLx

MNormalized To Mode
[——
Normalized To Mode

100 101 10 10 100

10”7
CFSE
Figura 26. Division de células SUR luego de remover el inhibidor. Histogramas representativos de analisis

por citometria de flujo de marca de CFSE. lzq: MEL-XY3, Der: MEL-XY3gyr.pix- Curva roja: CFSE en dia cero.
Curva gris: CFSE tras 96h sin droga. Curva negra: CFSE tras 96h en presencia de 10 uM PLX4032.

Se determind mediante otra técnica que le ocurria a las células MEL-XY3sur.px al retirar la
droga del medio. Para ello, se incubaron las células por 24h con BrdU, analogo de la timidina que
puede ser incorporado al ADN. Luego, se realizd una inmunofluorescencia con anticuerpos anti-

BrdU con el fin de identificar las células que habian incorporado BrdU, es decir que habian
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sintetizado ADN. Se observé que las células MEL-XY3syrpx NO incorporan BrdU (Figura 27),
consistente con los resultados obtenidos al realizar los ensayos de incorporacidon de timidina
tritiada en presencia de PLX4032 (Figuras 13 y 14). De todas maneras, al analizar muchos campos,
se observaron algunas células que presentaban el nlcleo marcado, lo que indica que sintetizaron

ADN (resultado no mostrado).

Al retirar la droga del medio por 24h se observé que se incrementa el nimero de nucleos de
células MEL-XY3syr.p.x que presentan marcacion para BrdU, lo que indica que estas células se estan
dividiendo (Figura 27). Pasadas 48h, el nimero de nucleos que presentan marca para BrdU es aun
mayor. Estos resultados confirman que el fenotipo quiescente de las células SUR es plastico y que
el efecto de los inhibidores de MAPK es reversible. Mediante este experimento, al dar un pulso
mas largo que el realizado en los experimentos con timidina tritiada, se puede confirmar que la

sintesis de ADN se recupera poco tiempo después de remover el inhibidor.
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Figura 27. Incorporacion de BrdU como medida de proliferacién celular. Se analizé la incorporacion de
BrdU por inmunofluorescencia en células MEL-XY3 control, células MEL-XY3syr.pix Y Células MEL-XY3syrpix @
las cuales se les retird la droga PLX4032 24 y 48h antes del agregado de BrdU. a) Fotos representativas de los
resultados obtenidos. Aumento original 400x. b) Cuantificacion de incorporacién de BrdU. Se contd el
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promedio de células que incorporaron BrdU en 10 campos al azar para cada uno de los tratamientos.
Promedio de 3 experimentos independientes.

3.8.Capacidad clonogénica de las células SUR

Se analizd la capacidad de formar colonias en medio semi-solido con metilcelulosa de las
células MEL-XY3syrpix. Luego de 2 semanas de cultivo, se observé que las células SUR son capaces
de generar colonias en forma similar a las células parentales MEL-XY3. Si bien se ve una tendencia

que indica que las células SUR serian mas clonogénicas, la diferencia no es significativa (p=0.09)

(Figura 28).

800+

600+

4004

n® colonias/well

Figura 28. La capacidad clonogénica de las células MEL-XY3srpix €s similar a la de las células MEL-XY3.
Ensayo clonogénico: se sembraron 1000 células por pocillo en placa MW24 en medio semisélido. Se grafica
el nimero de colonias obtenidas luego de 14 dias. Promedio de 4 experimentos independientes.

3.9.Tumorigenicidad in vivo de células SUR

Para determinar si las células SUR retienen su potencial tumorigénico, se realizaron

experimentos donde las células se inyectaron en ratones inmunodeficientes de la cepa NSG.

Se compard la capacidad tumorigénica in vivo de las células MEL-XY3, MEL-XY3sygr.pix Y MEL-
XY3sur-goe. Se inyectaron de forma subcutdnea 500 células en matrigel por animal. Se observé que
las células SUR son mas tumorigénicas que las células MEL-XY3 parentales (Tabla 6). En los ratones
inyectados con células MEL-XY3syrpix 36% (4/11) desarrollaron tumores y en los inyectados con
MEL-XY3syrcoc 25% (3/12) desarrollaron tumores, mientras que aparecieron tumores en

solamente 11% (1/9) de los ratones inyectados con MEL-XY3. El Unico tumor que se genero a partir
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de las MEL-XY3 aparecid 2 meses después que la mayoria de los tumores generados a partir de las

MEL-XY3syrpix Y MEL-XY3sur.6oc, qUe aparecieron un mes luego de inyectar las células.

Tabla 6. Numero de tumores obtenidos al inyectar 500 células de la linea indicada en ratones NSG.

Linea celular

Numero de tumores (porcentaje)

MEL-XY3

1/9 (11%)

MEL-XY3sug-pLx

4/11 (36%)

MEL-XY3syg-coc

3/12 (25%)

Con el objetivo de analizar la tasa de crecimiento de los tumores una vez establecidos, se

repitio el experimento, ensayando 2 cantidades diferentes de células: 500 y 5000. En este caso, se

inyectaron de forma subcutanea en matrigel células MEL-XY3 y MEL-XY3syr.pix. Se observd que al

inyectar 5000 células todos los ratones desarrollaron tumores y la tasa de crecimiento observada

para las células MEL-XY3sur.pix fue mayor que la de la linea parental (Figura 29a), pero al

observarse mucha variabilidad en el tamafio tumoral la diferencia no es estadisticamente

significativa. Al inyectar 500 células, se observé el mismo patrdn siendo la diferencia mayor entre

el tamafio de los tumores (Figura 29b), pero en este caso no todos los animales desarrollaron

tumores, tal como se observé en el primer experimento.
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Figura 29. Crecimiento in vivo de las células MEL-XY3syrpx. Volumen tumoral luego de la inyeccién
subcutanea de células MEL-XY3 (cuadrados) y MEL-XY3syrpx (circulos) en ratones NSG. a) 5000 células
inyectadas b) 500 células inyectadas. n = 8 animales por grupo.
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3.10. Sensibilidad de células SUR a linfocitos T citotoxicos
En diferentes trabajos se ha reportado que el tratamiento con PLX4032 aumenta los niveles de

expresion de los MDA, tanto in vitro como in vivo (Boni et al., 2010; Frederick et al., 2013).

En primer lugar, decidimos confirmar en nuestro modelo los niveles de expresién de los MDA
en las células tratadas con PLX4032. A 72 h de tratamiento de MEL-XY3 con PLX4032 observamos

un aumento en los niveles de ARNm de los MDA MART-1, gp100, TYR y Trp-2 (Figura 30).
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Figura 30. Niveles de expresion de MDA en células MEL-XY3 tratadas con PLX4032. Niveles de expresion de
ARNm de a) MART-1, b) gp100, c) Tyr y d) Trp-2 determinados por RT-qPCR en células MEL-XY3 tratadas con
10uM PLX4032 por diferentes periodos relativos a células MEL-XY3 control.

A su vez, las células MEL-XY3syr.pix presentan niveles de ARNm de los MDA similares o incluso
mas altos que la linea parental (Figura 31). Ademas, se estudiaron los niveles de expresién a nivel
de ARNm de MITF en células MEL-XY3syr.px Sin Observarse cambios significativos en su expresion

(Figura 31).
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cambio relativo

Figura 31. Expresion de MDA y MITF en células MEL-XY3syg.px- Niveles de expresiéon de ARNm de MART-1,
gp100, Tyr, Trp-2 y MITF determinados por RT-gPCR en células MEL-XY3sygp.x relativos a células MEL-XY3.

A nivel de proteina, estudiamos los niveles de expresién de MART-1y gp100 en MEL-XY3syr-pix
y MEL-XY3syrcoc Observandose que no presentaban cambios respecto a las células parentales
(Figura 32), lo que indica que en las células SUR persiste la sintesis de los MDA. Debido a que las
células SUR contindan expresando MDA, nos parecié importante determinar si estas células, si
bien son resistentes a la terapia dirigida, son susceptibles a ser eliminadas por efectores inmunes.
Se comenzd analizando la expresidn del haplotipo HLA A 0201, en el cual los péptidos MART-1 y
gp100 son presentados y se observd que las células SUR contindan expresando HLA-A2 pero a

niveles algo mas bajos que la linea parental (Figura 32).
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Figura 32. Expresion de MDA y HLA en células SUR. Niveles de expresion de HLA-A2, MART-1 y gp100
determinados por citometria de flujo. Histogramas representativos para MEL-XY3 (izquierda), MEL-XY3syg.p1x
(centro) y MEL-XY3sur.coc (derecha). Curva gris llena: control de isotipo, linea negra: HLA-A2 (panel superior),
gp100 (panel medio) y MART-1 (panel inferior).

A continuacién, se estudid la susceptibilidad de las células MEL-XY3syz a dos clones de
linfocitos T citotdxicos cuyos TCR reconocen de forma especifica péptidos de MART-1 y gp100 en
el contexto del HLA-A201 (Yee et al., 2002). Previamente, en el laboratorio se habia establecido
que las células MEL-XY3 son lisadas por estos clones linfocitarios (Aris et al., 2012). Se co-
cultivaron las células tumorales por 24h con los clones linfocitarios en diferentes relaciones
efector: blanco (1:1, 5:1, 10:1) y se estudid la lisis celular mediante ensayos clonogénicos (a mayor
lisis celular, menor nimero de células viables y por lo tanto menor nimero de colonias). Se
observd que tanto las células MEL-XY3sygrpix como las MEL-XY3syr.goc son lisadas por ambos clones

de linfocitos T especificos ensayados (Figuras 33 y 34). En los experimentos con el clon de gp100,
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en la relacion 1:1 se observé un efecto litico del 50%; a relaciones mayores la mayoria de las
células no sobrevivié (Figura 33a). El clon de MART-1 no presentd tanta eficiencia, pero
igualmente es capaz de lisar los tres tipos de células (Figura 34a). Para confirmar la activacién de
los linfocitos, se midié la liberacién de IFN-gamma luego de la co-incubacién con las células SUR.
Se observé una fuerte liberacién de citoquinas por parte de ambos clones de linfocitos luego de Ia
co-incubacién con MEL-XY3sur.px, indicando una potente interaccion entre las células tumorales y
los linfocitos, mas fuerte aun que la observada con las células parentales. Sin embargo,
practicamente no se observd activacion de los linfocitos luego de los co-cultivos con las células

MEL-XY3sur-epc, aunque se observé un efecto litico (Figura 33b y 34b).
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Figura 33. Lisis de células MEL-XY3s,z por linfocitos T citotéxicos especificos para gp100. a) Las células
blanco (MEL-XY3, MEL-XY3syr.pix Y MEL-XY3syrgoc) fueron incubadas con linfocitos T citotdxicos anti-gp100
efectores (relaciones efector: blanco 1:1, 5:1, 10:1, c: control sin células efectoras) y la lisis celular se
determindé mediante un ensayo clonogénico (%; media + SD de 3 experimentos independientes).En cada
caso el numero de colonias formadas en ausencia de células efectoras (MEL-XY3 n=432 + 60, MEL-XY3syg.p1x
n=291 + 24 and MEL-XY3syr.cpc N=44 * 17) se utilizd para relativizar. b) Secrecién de IFN-gamma por
linfocitos T citotdxicos anti-gp100 determinada por ELISA como medida de la activacidn de los linfocitos. *
p<0.05, ** p<0.05, *** p<0.001.
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Figura 34. Lisis de células MEL-XY3syr por linfocitos T citotéxicos especificos para MART-1. a) Las células
blanco (MEL-XY3, MEL-XY3syrpix Y MEL-XY3sur-epc) fueron incubadas con linfocitos T citotdxicos anti-MART-1
efectores (relaciones efector: blanco 1:1, 5:1, 10:1, c: control sin células efectoras) y la lisis celular se
determind mediante un ensayo clonogénico (%; media + SD de 3 experimentos independientes).En cada
caso el nimero de colonias formadas en ausencia de células efectoras (MEL-XY3 n=504 * 60, MEL-XY3sr.p1x
n= 279 + 59 and MEL-XY3syrgpc N= 44 + 11) se utilizd para relativizar. b) Secrecién de IFN-gamma por
linfocitos T citotdxicos anti-MART-1 determinada por ELISA como medida de la activacion de los linfocitos. *
p<0.05, ** p<0.05, *** p<0.001.

3.11.  Expresion de PD-L1 en células SUR

Con el objetivo de continuar estudiando si las células SUR son susceptibles de ser eliminadas
por el sistema inmune, se analizé en las células MEL-XY3 y MEL-XY3gyr la expresién de PD-L1, una
molécula inmunosupresora cuya expresion esta reportada en células de melanoma (Daud et al.,
2016; Kakavand et al., 2015; Madore et al., 2015). Se encontré que las células MEL-XY3 expresan
PD-L1 en niveles bajos, y las células MEL-XY3syrpix Y MEL-XY3surgoc también expresan niveles
bajos, aun menores que los de las células parentales (Figura 35, columna izquierda).

Debido a que la expresion de PD-L1 es inducible por IFN-gamma en células de melanoma
(Gowrishankar et al., 2015), decidimos estudiar si el tratamiento con esta citoquina inducia la
expresion de PD-L1 en nuestro modelo. Encontramos que tanto en las células MEL-XY3, como en

las células MEL-XY3gsur-pix Y MEL-XY3syur-cpc, €l tratamiento con 20 U/ml de IFN-gamma por 24h lleva

a un aumento en la expresién de PD-L1 (Figura 35).
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Figura 35. El tratamiento con IFN-gamma induce la expresion de PD-L1 en las células MEL-XY3 y SUR.
Niveles de expresidn de PD-L1 determinados por citometria de flujo. Histogramas representativos para MEL-
XY3 (linea superior), MEL-XY3syrpx (centro), MEL-XY3syrcoc (linea inferior). Columna izquierda: control,
columna derecha: luego de 24h de cultivo con 20U/ml de IFN-gamma. Curva roja: control de isotipo, curva
celeste: PD-L1.

3.12. Efecto de la expresion de PD-L1 en la sensibilidad a linfocitos citotéxicos especificos
para MART-1y gp100.

A continuacion decidimos estudiar si la induccién de la expresion de PD-L1 mediante el

tratamiento con IFN-gamma afectaba la sensibilidad frente a los linfocitos T citotdxicos.

En primer lugar se analizd6 mediante citometria de flujo si los linfocitos de los clones
especificos para MART-1 (M26) y para gp100 (G154) expresan la molécula PD-1. Se encontrd que
la expresién de PD-1 es baja en ambos clones, sin embargo hay un porcentaje de células positivas

(clon MART-1: 13,8%, clon gp100: 4.5%).
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Se compard la susceptibilidad a ambos clones de linfocitos T citotoxicos de las células MEL-
XY3, MEL-XY3syrpx Y MEL-XY3sur.gpc que expresan bajos niveles de PD-L1 respecto a las células
previamente tratadas con IFN-gamma que presentan niveles aumentados de PD-L1. Para este
experimento se co-cultivaron durante 24h los linfocitos con las distintas lineas celulares en
relaciones efector — blanco 0.1:1, 1:1 y 5:1 y a continuacidn se realizé un ensayo clonogénico con
el fin de determinar el porcentaje de células que permanecian viables. No se encontraron
diferencias entre las células no tratadas y tratadas con IFN-gamma en la susceptibilidad de ser

lisadas por los linfocitos T citotdxicos para ninguna de las condiciones analizadas (Figura 36).
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Figura 36. La expresion de PD-L1 no afecta la lisis por linfocitos T citotoxicos especificos para gp100 y
MART-1. Las células blanco (MEL-XY3, MEL-XY3syr.px Y MEL-XY3surcpc) Sin pretratar o pretratadas por 24h
con 20U/ml de IFN-gamma fueron incubadas con linfocitos T citotdxicos efectores anti-gp100 (a, b, c) o anti-
MART-1 (d, e, f) (relaciones efector: blanco 0.1:1, 1:1, 5:1, c: control sin células efectoras). La lisis celular se
determiné mediante un ensayo clonogénico (%; media £ SD de 2 experimentos independientes).
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Capitulo IV: Efecto del tratamiento con PLX4032 y GDC-0973 en otras

lineas celulares de melanoma

4.1.Efecto de PLX4032 y GDC-0973 en la linea celular MEL-XY13

Con el objetivo de evaluar si el fenotipo SUR también aparecia en otras lineas celulares, se
estudié el tratamiento de los inhibidores de la via de MAPK en la linea celular MEL-XY13. Esta linea
celular también es heterocigota para la mutacion BRAF V600E y es sensible a PLX4032 (0.36 uM) y
GDC-0973 (1.25 nM). Cuando las células MEL-XY13 fueron tratadas por 5 semanas con PLX4032 o
GDC-0973, se obtuvieron células con caracteristicas equivalentes a las obtenidas a partir de MEL-
XY3 que denominamos MEL-XY13syrpix Y MEL-XY13syr.gnc respectivamente. Cuando los inhibidores
se retiraron, las células MEL-XY13s,z retomaron el crecimiento y su sensibilidad a ambos

inhibidores fue similar a la de las células parentales (Figura 37).
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Figura 37. Efecto de PLX4032 y GDC-0973 en células MEL-XY13. A) Células MEL-XY13 (circulos), MEL-
XY13sur-px (cuadrados) y MEL-XY13sur.coc (tridngulos) luego de sacarles las droga y dejarlas recuperar,
fueron tratadas con diferentes concentraciones de a) PLX4032 (0-100 uM) o b) GDC-0973 (0-10 uM) por 72h.
Se determiné la viabilidad mediante un ensayo de MTT. Los datos son relativos al control con DMSO.

Ademds, se observd la presencia de poblaciones celulares con caracteristicas similares a las
MEL-XY3syr luego del tratamiento prolongado con los inhibidores PLX4032 y GDC-0973 en otras
lineas celulares que se han establecido en nuestro laboratorio como las lineas celulares MEL-XX12

y MEL-XX15.
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4.2 Expresion de marcadores de células stem tumorales en MEL-XY13s,

Las células MEL-XY13sur.px presentaron aumento en la expresion de marcadores propuestos
de células stem tumorales CD271 y ABCB5 y disminucion en CD133 (Figura 38a). Para las células
MEL-XY13syr.goc Se observd lo mismo, con excepciéon de CD271, cuyos niveles de ARNm no se
modificaron (Figura 38b). En las células MEL- XY13sr.pixepc S€ Observaron aumentos en los niveles

de expresion de CD271 y ABCB5 y no se pudo detectar expresién de ARNm de CD133 (Figura 38c).
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Figura 38. Las células MEL-XY13,,; expresan marcadores de células stem tumorales. Se determinaron los
niveles de expresién de ARNm de CD271, ABCB5 y CD133 por RT-qPCR relativos a las células MEL-XY13. a)
MEL‘XY135UR_pLX b) MEL_XYlaSUR-GDC Yy C) MEL_XY]-?’SUR-PLXGDC- CD133 no se detecté en MEL_XY]-?’SUR-PLXGDC-

4.3.Sensibilidad de MEL-XY13,; a linfocitos citotoxicos

También se estudid si las células MEL-XY13syz podian ser eliminadas por los clones de
linfocitos T citotdxicos cuyos TCR reconocen gpl00. Se obtuvieron resultados equivalentes a los
obtenidos para la linea celular MEL-XY3, las células MEL-XY13syg.p.x SON lisadas por los linfocitos de
forma efectiva, en niveles similares a los obtenidos para la linea parental (Figura 39a). Al analizar la
liberacion de IFN-gamma mediante ELISA se observé que luego del co-cultivo de los linfocitos con
las células MEL-XY13sr.pix S€ producen cantidades de IFN-gamma similares a las producidas luego

del co-cultivo con MEL-XY13 (Figura 39b).
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Figura 39. Lisis de células MEL-XY13 y MEL-XY13s,z p.x PO linfocitos T citotdxicos especificos para gp100. a)
Las células blanco (MEL-XY13 y MEL-XY13syr.px) fueron incubadas con linfocitos T citotdxicos anti-gp100
efectores (relaciones efector: blanco 1:1, 5:1, 10:1, c: control sin células efectoras) y la lisis celular se
determind mediante un ensayo clonogénico (%; media + SD de 3 experimentos independientes).En cada
caso el nimero de colonias formadas en ausencia de células efectoras se utilizé para relativizar. b) Secrecién
de IFN-gamma por linfocitos T citotéxicos anti-gp100 determinada por ELISA como medida de la activacidon
de los linfocitos. * p<0.05, ** p<0.05, *** p<0.001.

4.4.Separacion magnética de células CD271-positivas

Dado que la resistencia plastica a los inhibidores de MAPK fue acompafiada de un aumento de
CD271, se decidié analizar si las células CD271-positivas presentan diferencias en la sensibilidad a
los inhibidores PLX4032 y GDC-0973 respecto a las células CD271-negativas.

Para realizar este experimento se decidié trabajar con la linea celular MEL-XY10, debido a que
presenta dos subpoblaciones: una minoritaria que expresa bajos niveles de CD271 y otra que altos
niveles, como se describe en el Capitulo | (Figura 8). Las células MEL-XY10 presentan la mutacién
V600K en homocigosis y son resistentes a PLX4032 (ICso= 13.2 uM) y sensibles a GDC-0973
(|C50:0.01 U.M)

Se separaron las células CD271+ de las CD271- mediante el uso de anticuerpos acoplados a
esferas magnéticas como se describe en la seccién Materiales y Métodos. A continuacion se

realizaron curvas de inhibicidn y se observé que las células MEL-XY10, MEL-XY10 CD271+ y MEL-

XY10 CD271- no presentan cambios significativos (p>0.05) en la sensibilidad a PLX4032 y GDC-0973
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(Figura 40). Por lo tanto, CD271 no parece estar directamente relacionada con la resistencia a los

inhibidores de MAPK en esta linea celular.
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Figura 40. Efecto de PLX4032 y GDC-0973 en células MEL-XY10, MEL-XY10 CD271+ y CD271-. Células MEL-
XY10, MEL-XY10 CD271+ y MEL-XY10 CD271- fueron tratadas con diferentes concentraciones de a) PLX4032
(0-100 uM) y b) GDC-0973 (0-10 uM) por 72h. Se determiné la viabilidad mediante un ensayo de MTT. Los

datos son relativos al control con DMSO de cada poblacion.
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Capitulo V: Caracterizacion molecular de las células MEL-XY3sur-pLx

Con el objetivo de caracterizar de forma global los cambios moleculares que presentan las
células MEL-XY3surpx respecto a la linea parental, realizamos un estudio de secuenciacién
completa del exoma, secuenciacién del transcriptoma (RNAseq), microarreglos de expresién de
ARN y un andlisis de la expresién de proteinas mediante reverse phase protein array (RRPA). En
todos los casos, se compararon los resultados con los obtenidos para las células MEL-XY3 control

(no tratadas).

Para el desarrollo de estos experimentos se establecié una colaboracién con la Dra. Erika von
Euw del laboratorio del Dr. Dennis Slamon del Departamento de Medicina, Division de
Hematologia-Oncologia, Jonsson Comprehensive Cancer Center, University of California (Los

Angeles, Estados Unidos).

5.1.Analisis de mutaciones: secuenciacion del exoma

Al analizar las diferencias a nivel del ADN entre las células MEL-XY3 parentales y las células
MEL-XY3syrpx S€ encontraron diferencias en un nimero acotado de genes (32 mutaciones
puntuales, algunas en un mismo gen, y 3 inserciones/deleciones) (Tabla 7). A su vez, varias de
estas diferencias se encontraron en genes que han sido descriptos como falsos positivos para los
ensayos de secuenciacion mediante la técnica de Next Generation Sequencing, como las mucinas
(por ejemplo MUC4) y receptores olfatorios (OR2T33) (Lawrence et al., 2013). Estos falsos
positivos se explican debido a que corresponden a genes de gran tamafio o que presentan genes

paralogos que pueden afectar el alineamiento de las secuencias.
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Tabla 7. Mutaciones presentes en las células MEL-XY3syrpix que No se
parental.

a)

b)

Polimorfismos de nucledtido Unico

Resultados

encuentran en la linea

Gen

Transcripto / Mutacién

ARMC10

NM_031905:p.Glul56Asp

CRIPAK

NM_175918:p.Val70Ala

CYP2A7

NM_000764:p.Asp169Glu

CYP2D6

NM_000106:p.Tyr355Cys

FAMA47A

NM_203408:p.Glu507GIn

GTF2IRD2

NM_173537:p.His514Asn

HLA-DRB5

NM_002125:p.Phe96lle

KCNJ12

NM_021012:p.Asp402Glu

KRTAP4-6

NM_030976:p.Ser110Cys

KRTAP4-9

NM_001146041:p.Asp18Val

KRTAP5-8

NM_021046:p.Ser124Cys

LILRA1

NM_006863:p.lle77Leu

MED16

NM_005481:p.His449GIn

MUC2

NM_002457:p.Thr1750Asn

MUC4

NM_018406:p.Thr1022Ala

MUC4

NM_018406:p.Ala3689Val

MUC4

NM_018406:p.Ala2921Val

MUC4

NM_018406:p.Thr2582Pro

MUC4

NM_018406:p.Pro2080His

MUC5B

NM_002458:p.Ser681Gly

OR2T33

NM_001004695:p.Glu194Lys

PCDHAS8

NM_018911:p.Ser78Asn

POM121

NM_172020:p.Ala706Thr

POTEC

NM_001137671:p.Ala119Thr

PRAMEF1

NM_023013:p.Leu105*

PRAMEF1

NM_023013:p.Glu110Gly

RHPN?2

NM_033103:p.GIn378*

SBNO2

NM_014963

SLC35E2B

NM_001110781:p.lle283Val

TPSAB1

NM_003294:p.Gly23Val

ZNF208

NM_007153:p.lle714Val

ZNF676

NM_001001411:p.lle302Val

Inserciones / deleciones

Gen

Transcripto/ mutacién

KCNG2

NM_012283:p.X9Gly

LEPREL2

NM_014262:p.X140X

NEFH

NM_021076:p.X657Lys
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Por otro lado, llama la atencidon que algunas mutaciones presentes en las células MEL-XY3
desaparecen en las células SUR y varias de ellas se encuentran en genes que presentan en las
células SUR mutaciones puntuales nuevas en sitios diferentes, como es el caso por ejemplo de

mutaciones puntuales en los genes MUC2, MUC4, CRIPAK, POM121 y ZFN208.

Estos resultados aldn no han sido validados, pero no se han encontrado mutaciones
previamente asociadas a resistencia en las células SUR. Dado que cuando se retira la droga del
medio las células MEL-XY3syrpx Vuelven a presentar un fenotipo similar al de las células
parentales, era de esperar que no presentaran muchas mutaciones, ya que la caracteristica de las

células SUR es que presentan resistencia plastica.

El andlisis a nivel de ADN permitid caracterizar de forma mds profunda las células MEL-XY3, las
cuales presentan alrededor de 3000 mutaciones respecto al genoma de referencia. Por ejemplo,
se pudo determinar que estas células presentan mutaciones puntuales en el gen CDKN2A y no
tienen alteraciones puntuales en otros genes driver de melanoma como NRAS, NF1, TP53. Por otro
lado, en el laboratorio también se realizaron experimentos de hibridizacion gendmica comparativa
(CGH) con las células MEL-XY3 y se determiné que tienen delecionados los genes supresores
tumorales PTEN y MEN1, mientras que presentan amplificados los genes CCND1, PAK1, FGF19 y

FADD (Barrio et al, resultados no publicados).

5.2.Anadlisis de la expresion a nivel de ARNm: RNAseq

A nivel de ARNm se observaron cambios significativos en un nimero muy importante de
genes. En principio se encontré que al comparar las células MEL-XY3 con las células MEL-XY3syg_pix
se observan cambios significativos (p<0.05) en 1509 genes, de los cuales 684 aumentan su

expresion en las células SUR y 825 la disminuyen.
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Los resultados obtenidos fueron analizados para determinar cudles son las vias de
sefializaciéon que se encienden y cuales las que se apagan. Para esto se utilizé el software GSEA y
se analizaron las firmas moleculares que resultaban significativas cargando los datos de los ARNm

diferencialmente expresados asociados al valor obtenido del log,(MEL-XY3syr-pix/ MEL-XY3).

Se encontré en las células SUR una marcada disminucién en la expresion de genes asociados a
proliferacidon y ciclo celular, resultados consistentes con el fenotipo que presentan las células SUR.
Las siguientes firmas moleculares de Gene Ontology resultan significativas (p<0.01 y FDR < 25%):
ciclo celular, proceso de ciclo celular, ciclo celular mitdtico, fisién de organelas, division nuclear
mitética, segregacion de cromosomas, segregacion nuclear de cromosomas, segregacion de
cromatidas hermanas, replicacion del ADN, divisién celular, cinetocoro. A modo de ejemplo se
muestra el heatmap obtenido con el software GSEA para la firma molecular de replicacion del ADN
de Gene Ontology (Figura 41) en donde se observan los genes presentes en nuestra muestra para
esa firma molecular. Ademas, se muestran graficos de enriquecimiento para las firmas division
nuclear mitética, ciclo celular mitdtico y ciclo celular (Figura 41). En estos graficos se esquematizan
como barras los distintos genes que componen la firma molecular en forma ordenada segun su
ranking, determinado por el nivel de expresidon que presentan: rojo corresponde a aumento en la
expresion y azul a disminucién respecto a las células parentales. Se puede observar en este caso
que la mayoria de los genes se encuentran hacia la derecha (azul), es decir que disminuye su

expresion en las células SUR.
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Figura 41. Disminucion en la expresion de genes asociados a ciclo celular en las células SUR. Heatmap
obtenido mediante GSEA para la clasificacion de Gene Ontology “Replicacién del ADN” (izq). Se muestran
graficos de enriquecimiento para algunas de las categorias de Gene Ontology que disminuyen en las células
SUR: division nuclear mitética, ciclo celular mitético, ciclo celular. Cédigo de colores: rojo expresién alta, azul
expresion baja.

Por otro lado, se observd en las células MEL-XY3surpix UN incremento en las firmas
moleculares de Gene Ontology asociadas a adhesién celular. Entre las firmas que resultan
significativas (p<0.01 y FDR < 25%) se encontraron: adhesién celular homofilica via moléculas de
adhesiéon de membrana plasmatica, adhesion célula-célula via moléculas de adhesién de
membrana plasmatica, adhesion célula-célula dependiente de calcio via moléculas de adhesién de
membrana plasmadtica, adhesidn célula-célula, adhesion bioldgica. A modo de ejemplo se muestra
el heatmap obtenido mediante el software GSEA para la clasificacion de Gene Ontology “adhesién
celular homofilica via moléculas de adhesién de membrana plasmatica” (Figura 42). Entre los

ARNmM que estan aumentados en las SUR asociados a moléculas de adhesidon se encuentran
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distintas protocadherinas de los grupos alfa, beta y gamma y algunas cadherinas. Ademas se
pueden observar los graficos de enriquecimiento obtenidos para las firmas adhesidon celular
homofilica via moléculas de adhesion de membrana plasmatica y adhesion célula — célula, en
donde se puede ver que la mayoria de los genes se encuentran agrupados en el sector

correspondiente al rojo, que implica aumento en la expresidn en las células SUR.
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Figura 42. Aumento en la expresidn de genes asociados a adhesion celular en las células SUR. Izquierda:
Heatmap obtenido mediante GSEA para la clasificacién de Gene Ontology “adhesidn celular homofilica via
moléculas de adhesién de membrana plasmatica”. Derecha: Se muestran graficos de enriquecimiento para
algunas de las categorias de Gene Ontology que aumentan en las células SUR: adhesidn celular homofilica
via moléculas de adhesion de membrana plasmatica y adhesién célula - célula. Codigo de colores: rojo
expresion alta, azul expresion baja.

5.3.Analisis de la expresion a nivel de ARNm: microarreglos de expresion de ARNm
Se realizaron microarreglos de expresion (Agilent 44k, donde se analizan alrededor de 20000
genes) comparando los niveles de expresion de las dos lineas celulares (MEL-XY3 y MEL-XY3syr-p1x)

frente a los niveles de un panel de 60 lineas celulares de MC.
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Los resultados de microarrays de expresion son consistentes con los resultados de RNAseq, ya
qgue se encontraron las mismas firmas moleculares diferencialmente expresadas: las asociadas a
proliferacion/ ciclo celular disminuyen en las células SUR y las asociadas a moléculas de adhesién
aumentan. Por otro lado, debido a que el set de genes incluido en el andlisis es diferente, también
aparecen otras firmas moleculares. Se encontrd que las células SUR presentan aumentadas firmas
moleculares de Gene Ontology asociadas a empaquetamiento de ADN y a nucleosomas que
resultan significativas (p<0.01 y FDR < 25%): GO nucleosoma nuclear, GO complejo de
empaquetamiento del ADN (Figura 43). Ademas aparece aumentada una firma de autofagosoma.
Se muestra el heatmap obtenido mediante el software GSEA para la clasificacién de Gene
Ontology “nucleosoma nuclear” (Figura 43), en donde se puede ver que las células SUR presentan

aumentada la expresion a nivel de ARNm de distintas histonas.
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Figura 43. Firmas moleculares de Gene Ontology que correlacionan de forma positiva con las células SUR
obtenidas a partir de resultados de microarreglos de expresién. Se muestra un heatmap obtenido
mediante el software GSEA para la clasificacion de Gene Ontology Nucleosoma nuclear (izquierda) y dos
graficos de enriquecimiento: uno para la firma de complejo de empaquetamiento de ADN (sup) y otro con
los mismos datos del heatmap (inf). Cédigo de colores: rojo expresioén alta, azul expresion baja.
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5.4.Analisis de expresion a nivel de proteina: RPPA

Se realizaron microarreglos de proteinas en fase reversa (RPPA) con el objetivo de comparar
los cambios en la expresidén a nivel de proteinas entre las células MEL-XY3 y MEL-XY3syg.pix- EN
estos experimentos se analizaron 296 anticuerpos en simultaneo, que incluian anticuerpos anti-
proteinas fosforiladas. En un importante numero de las proteinas estudiadas no se encontraron
grandes cambios entre las células parentales y las células MEL-XY3syrpx. Sin embargo, se
encontraron grupos de proteinas que aumentaban su expresiéon en las células SUR y otros que

disminuian (Figura 44).
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Figura 44. Heatmap con niveles de expresion obtenidos mediante RPPA para las células MEL-XY3 y MEL-
XY3surpix- En la parte inferior de la figura se muestra un detalle con algunas de las proteinas que mas
disminuyen y aumentan su expresion en las células SUR. Cédigo de color: azul disminuye, rojo aumenta.
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Entre las proteinas que presentaron mayor disminucién en sus niveles de expresion en las
células MEL-XY3syrpx S€ encuentran proteinas asociadas a la proliferacion y el ciclo celular,
consistente con los cambios observados a nivel de ARNm. Entre estas proteinas se encuentran
ciclina B1 (CCNB1) y CDK1, que forman el factor promotor de la mitosis y cuya disminucién lleva a
una detencidn del ciclo celular en la fase G2. También se observd una marcada disminucion en la
fosforilacién de la proteina ribosomal S6 en las posiciones S235, S236, S240 y S244, cuya
desfoforilacién esta asociada a la detencion del ciclo celular (en la Figura 43 se observa con el
nombre del gen RPS6). Otra proteina que presentd marcada disminucion en su fosforilacién es Rb
(5807, S811), también asociada a detencion del ciclo celular en G1/S. Otras proteinas que
presentan marcada disminucion en las células SUR son Polo like kinase 1 (PLK1), cuya disminucion
en células tumorales esta asociada a inhibicion de la proliferacion e induccion de apoptosis, y
DUSP4, la fosfatasa de ERK 1/2. FoxM1, un activador transcripcional asociado a proliferacion

celular, también disminuye su expresion.

Entre las proteinas que mas aumentan sus niveles de expresidn en las células MEL-XY3syr.pLx S€
encuentran la enzima mitocondrial superdxido dismutasa (SOD2), encargada de eliminar al anidn
superdéxido convirtiéndolo en H,0,. Si bien se ha propuesto a SOD2 como gen supresor tumoral,
estudios recientes han reportado que podria favorecer la progresion y diseminacién tumoral (Miar
et al., 2015). Recientemente se ha planteado que SOD2 podria regular la transicion epitelio-
mesénquima (Kinugasa et al., 2015). Otras proteinas que aumentan sus niveles son los receptores
tirosina quinasa AXL y PDGFR beta y la quinasa SRC, los cuales se han reportado que estdn
asociados a resistencia a la inhibicion de BRAF (Girotti et al., 2013; Konieczkowski et al., 2014;
Nazarian et al., 2010). También se observa que las células SUR aumentan la expresién de p16, la
proteina codificada por CDKN2A, un inhibidor del ciclo celular, consistente con el fenotipo

quiescente que presentan.
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El andlisis de los datos del RPPA muestra una firma molecular consistente con senescencia en

las células SUR, tal como se discutio a partir de los resultados de la Figura 25.
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Capitulo I. Estudio de la expresion de marcadores de células stem

tumorales

En primer lugar, con el fin de caracterizar las células que presentaban caracteristicas de células
stem tumorales, se analizé la expresion de algunos de los marcadores propuestos para seleccionar
esta poblacién en células de melanoma. Se analizé la expresion de los mismos en lineas celulares
crecidas en monocapa y en colonias crecidas en medio semi-sdlido, ademas de estudiar la

expresion en biopsias de melanoma metastasico de pacientes.

Al estudiar la expresion en membrana de CD271 y CD133 se encontrd, por un lado,
heterogeneidad en los niveles de expresion entre las distintas lineas celulares de melanoma
cutdneo analizadas. Por ejemplo, para CD271 se encontrd que la linea celular MEL-XY10 presenta
dos subpoblaciones, una de alta y otra de baja expresidén de este marcador, mientras que la linea
celular MEL-XY3 expresa niveles bajos o directamente no lo expresa. Por otro lado, se encontrd
que los niveles de expresidon eran muy variables entre experimentos, lo que podria sugerir una

expresion plastica.

Con el fin de enriquecer en células con caracteristicas de stem tumorales analizamos la
expresion de los marcadores en colonias obtenidas tras crecer las células tumorales en medio
semisélido. En ambas lineas celulares analizadas se encontré que dentro de las colonias solo
algunas células expresaban CD271 y CD133, mientras que la mayoria de las células eran positivas

para los MDA y el marcador de proliferacién Ki67.

Al analizar la expresién de los marcadores CD271 y CD133 en biopsias de melanoma
metastdsico también se encontrd variabilidad en la expresién de los mismos entre pacientes. En
algunas biopsias los marcadores marcaban solamente algunas pocas células, mientras que en otras

practicamente todas las células tumorales presentaban marca. En cortes seriados se pudo
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observar que la expresion en las mismas zonas del corte de los marcadores propuestos de células
stem coincidia con la expresidon de marcadores de diferenciacion como MART-1 y gp100 y con el
marcador de proliferacién Ki67, consistente con lo observado en los ensayos clonogénicos. Por
otro lado, no se encontrd correlacién entre los marcadores propuestos de células stem CD271 y

CD133, lo que indica que no estarian identificando la misma subpoblacién.

Con respecto al marcador CD271 si bien algunos autores han propuesto que su expresion es
esencial para la tumorigenicidad de las células de melanoma (Redmer et al., 2014), otros autores
han descripto CD271 como un marcador imperfecto de células stem tumorales ya que solo la
poblacién de células con baja tasa de crecimiento dentro de las células CD271 positivas presenta
potencial tumorigénico aumentado (Cheli et al., 2014). Recientemente, se ha planteado que la
expresion de CD271 en melanoma es inestable y no se puede asociar de forma consistente con un

aumento en la tumorigenicidad (Boyle et al., 2016).

Se ha planteado que el patrén de expresién de CD133 puede cambiar con el ciclo celular, por
lo tanto CD133 marcaria la poblacién de células ciclantes mas que un linaje estable de células stem
tumorales (Jaksch et al., 2008). De todos modos, tampoco encontramos que todas las células que

estuvieran proliferando, identificadas por la expresion de Ki67, expresaran CD133.

La variabilidad obtenida en la expresién de los marcadores CD271 y CD133 en las lineas
celulares y la expresion de los mismos en conjunto con marcadores de diferenciacidon y de
proliferacidn nos llevd a pensar que analizar su expresion podia no ser el enfoque mas adecuado
para caracterizar las células stem tumorales. Por lo tanto, decidimos enfocarnos en una de las
caracteristicas funcionales que presentan las células stem tumorales, su resistencia a las terapias

antitumorales. Debido a que las células de melanoma son resistentes a la quimioterapia,
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decidimos estudiar si el tratamiento con inhibidores de la via de MAPK podia llevar a la seleccidon

de células con caracteristicas de células stem tumorales.

Capitulo II. Efecto de inhibidores de la via de MAPK en lineas celulares de

melanoma

En primer lugar, se determind que las células MEL-XY3, heterocigotas para la mutacién BRAF
V600E, son sensibles a los inhibidores PLX4032 (inhibidor de BRAF) y GDC-0973 (inhibidor de
MEK). Al analizar el efecto prolongado con PLX4032, es decir manteniendo las células en cultivo en
presencia del inhibidor durante varias semanas, se encontrd que si bien un gran porcentaje de las
células MEL-XY3 morian y se iban despegando de la placa de cultivo, una subpoblacion permanecia
viable y quiescente. Decidimos focalizarnos en estudiar esta subpoblacién, a la que denominamos
SUR, para determinar si presentaba caracteristicas de células stem tumorales y analizar si

constituia un fenotipo de resistencia.

Ademas, se encontrd en algunos casos que las células MEL-XY3 tratadas en forma prolongada
con PLX4032 dieron lugar a células resistentes, capaces de proliferar en presencia del inhibidor.
Estudiamos entonces si estas células presentaban alguna de las mutaciones reportadas en forma
mas frecuente como responsables de resistencia al tratamiento con PLX4032. Encontramos que las
células MEL-XY3gespix presentan la mutacion Q61L en el gen NRAS, la cual ha sido previamente
reportada (Kaplan et al., 2012; Sondergaard et al., 2010). Es decir que las células MEL-XY3 pueden
presentar diferentes tipos de resistencia: una resistencia adquirida “cldsica”, causada por una
nueva mutacion en la via de las MAPK que lleva a su reactivacién en presencia del inhibidor, y una
resistencia pldstica, que permite que las células sobrevivan en presencia del inhibidor, sin

proliferar, pero que una vez que se retira la droga retoman el crecimiento.
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El estudio de la resistencia a los inhibidores de MAPK es un campo sumamente competitivo.
Luego de la primera presentacién de nuestro trabajo en el Congreso de la American Association for
Cancer Research en 2014 (Madorsky Rowdo, 2014) en los ultimos afios han sido publicados
diversos trabajos con resultados similares a los nuestros. Entre los mecanismos propuestos de
resistencia a los inhibidores de BRAF y MEK se ha propuesto la existencia de un fenotipo celular de

ciclado lento (Gallagher et al., 2015), similar al fenotipo que presentan las células SUR.

Diferentes autores han reportado que en diferentes lineas celulares se puede distinguir una
subpoblacién celular con caracteristicas similares a las células SUR. Sharma et al. demostraron que
las poblaciones de células tumorales presentan tolerancia reversible a diferentes drogas
manteniendo una subpoblacién celular fenotipicamente distinta. En diferentes lineas celulares
sensibles a distintos tratamientos encontraron una pequefia subpoblacion de células tolerantes
gue mantenian la viabilidad en condiciones donde la mayoria de las células moria. Esta
subpoblacién aparecia incluso en cultivos obtenidos a partir de una Unica célula tumoral sensible y
se encontraban en una proporcién mas alta que la esperada por aparicién de mutaciones, lo que
sugiere que adquirian este fenotipo mediante cambios epigenéticos (Sharma et al., 2010). Este
estado tolerante a drogas es adquirido por la activacion de IGF-1R y un estado diferente de la

cromatina, mediado al menos en parte por la demetilasa de histonas JARID1A.

Otra demetilasa de histonas, JARID1B, ha sido propuesta como un biomarcador para
seleccionar una subpoblacion de células de melanoma que presenta un ciclo celular lento (Roesch
et al., 2010). Esta subpoblacion es necesaria para el crecimiento tumoral continuo pero no sigue el
modelo jerarquico de las células stem tumorales debido a que el fenotipo celular que expresa
JARID1B en niveles altos varia en el tiempo, es dindmico, y puede ser adquirido dependiendo del

microambiente que rodea a las células. El tratamiento con distintas drogas, como cisplatino y
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vemurafenib, lleva al enriquecimiento en la poblacidon de ciclo celular lento que expresa altos
niveles de JARID1B (Roesch et al., 2013). Al tratar con vemurafenib ratones NSG con
xenotransplantes de células de melanoma humano encontraron que mientras los tumores
disminuian su tamafio, la cantidad de células con altos niveles de JARID1B aumentaba. Ademas,
encontraron un aumento en la marca para JARID1B en pacientes al comparar biopsias pre y post
tratamiento con vemurafenib. Los autores de este trabajo demostraron que la subpoblacién
celular con altos niveles de JARID1B presentaba una sobreexpresién de enzimas asociadas a la
fosforilacién oxidativa y plantearon la inhibicidon de la respiracién mitocondrial como tratamiento
para eliminar esta poblacidn resistente (Roesch et al., 2013). En nuestro modelo, de acuerdo a los
datos del analisis del transcriptoma de las células SUR, no se observd que el tratamiento
prolongado con vemurafenib lleve a cambios en la expresion de JARID1B y JARID1A ni que
aumenten las enzimas relacionadas con la fosforilaciéon oxidativa. Tampoco se observé mediante

microscopia electrdnica en las células SUR un incremento en el nimero de mitocondrias.

Nuestros resultados, que indican que el tratamiento de células de melanoma con inhibidores
de MAPK lleva a la obtencién de células con el fenotipo SUR, que presentan niveles aumentados
del marcador CD271 y en ciertas ocasiones dan lugar a células resistentes que proliferan en
presencia de los inhibidores, son apoyados por los resultados obtenidos por Ravindran Menon et
al. (Ravindran Menon et al., 2015). Este grupo encontrd que el tratamiento con PLX4032 en células
de melanoma lleva a la transicidon a un estado de tolerancia a drogas que se caracteriza por un
aumento en la expresién de CD271 y un ciclado lento, el cual es mediado por un cambio global en
el estado de la cromatina. Este mismo fenotipo fue observado cuando las células eran expuestas a
diferentes tipos de estrés, como hipoxia o hambreado de nutrientes, y estos autores proponen

gue estos cambios son parte de un programa de respuesta innata temprana.
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En un trabajo reciente donde se realizan experimentos que permiten analizar una Unica célula,
se describe que el tratamiento con inhibidores de BRAF y MEK lleva a una respuesta heterogénea
de las células tumorales donde algunas células mueren, otras detienen su proliferacién y otras se
mantienen en un estado de adaptacién a la droga (Fallahi-Sichani et al., 2017). Las células que se
adaptan a la droga sobreexpresan CD271 y tienen crecimiento celular lento. Este fenotipo es
transitorio, debido a que 9 dias después de retirar la droga del medio las células vuelven al estado
parental. Estos resultados son similares a los que nosotros encontramos en las células SUR. Los
autores de este trabajo encuentran que la via de Jun/ECM/FAK/Src estd implicada en esta
dediferenciacién y que para favorecer que los inhibidores de RAF/MEK actlien se los puede
combinar con inhibidores de esta via asi como también con inhibidores de proteinas BET

(proteinas modificadoras de la cromatina).

Capitulo III. Caracterizacion de células MEL-XY3sur

En el desarrollo de esta Tesis nos focalizamos en caracterizar las células SUR. En primer lugar
se analizo si estd subpoblacién celular presenta caracteristicas de células stem tumorales.

Respecto a la expresion de marcadores propuestos de células stem tumorales, se observé
gran aumento de CD271 y ABCB5 en las células MEL-XY3syr.pix Y MEL-XY3sur-goc @ nivel de ARNm.

Muy recientemente nuestros resultados han sido confirmados por diversos autores que han
reportado que el tratamiento con vemurafenib lleva a un aumento en la expresion de CD271
(Fallahi-Sichani et al., 2017; Hartman et al., 2017; Ravindran Menon et al., 2015).

Con respecto a la expresién de ABCB5, nuestros resultados mostraron la sobreexpresién de
esta bomba transportadora de drogas en las células SUR y que este aumento ya es detectado en
las células MEL-XY3 tras una sola semana de tratamiento. El aumento de ABCB5 podria explicar
que algunas células tumorales sean transitoriamente resistentes a PLX4032 y GDC-0973, lo que

otorgaria tiempo para que se desarrollen otros mecanismos de supervivencia mas estables.
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Nuestros resultados confirman que hay células ABCB5 positivas pre-existentes en melanoma,
como se ha propuesto anteriormente (Schatton et al., 2008; Sharma et al., 2012), y que esta
expresién aumentaria multiples veces en la poblacién de células SUR luego del tratamiento con
inhibidores de MAPK. Ademds, previamente se habia reportado que el tratamiento con PLX4032
lleva a la seleccidon de células ABCBS5 positivas (Chartrain et al., 2012).

En relacidn con la disminucidn en la expresion de CD133 (prominin-1) que se observo en las
células SUR, nuestros resultados sugieren que la expresién de este marcador no es esencial para
mantener el fenotipo de células stem que presentan las células SUR en nuestro modelo. Estos
resultados difieren de lo observado por Sharma et al. (Sharma et al., 2012) quienes reportaron que
la expresién de CD133 en melanomas cutaneos primarios se correlaciona con la agresividad del
tumor y que las células CD133 positivas inducen tumores en ratones nude de forma mas eficiente
que las células negativas. Pero como se planted previamente, se ha sugerido que el patrén de
expresién de CD133 puede cambiar con el ciclo celular y que CD133 marcaria la poblacidon de
células ciclantes mas que un linaje estable de células stem tumorales (Jaksch et al., 2008). Esto es
consistente con nuestras observaciones, debido a que las células SUR son quiescentes y presentan
niveles de CD133 muy bajos o indetectables. Con respecto a la co-expresiéon de CD133 y ABCB5
también hay resultados contradictorios. Nuestra observacién de aumento en la expresidon de
ABCBS5 y disminucién en CD133 en las células SUR esta en conflicto con los resultados de Frank et
al., quienes observaron en tumores de melanoma que la expresién de CD133 correlacionaba con
la de ABCBS5 (Frank et al., 2005). Sin embargo, nuestros resultados estan en concordancia con los
obtenidos por Quintana et al. quienes no encontraron correlacién entre la expresién de CD133 y
ABCB5 con la tumorigenicidad celular (Quintana et al., 2008).

Entre los factores de transcripcidon asociados a células stem que aumentan en las células SUR

se encuentra OCT4. Se ha planteado que la expresién de OCT4 en células de melanoma puede
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llevar a un fenotipo mas indiferenciado, que presenta expresion de marcadores como CD271 y
ABCB5, mayor capacidad clonogénica y resistencia a quimioterapia (Kumar et al., 2012). También
se observd un incremento en la expresion de SOX2 en las células SUR y se ha planteado que este
factor de transcripcion esta asociado a la invasién en melanoma (Girouard et al., 2012). Otro de los
marcadores que aumenta en las células SUR es SOX10, factor de transcripcién caracterizado por
un motivo de unién al ADN conocido como dominio HMG (high mobility group). SOX10 es un
marcador de células stem de cresta neural, cuya expresién ha sido reportada, junto con CD271, en
células stem de melanoma (Civenni et al., 2011). Sin embargo, otros autores han descripto que el
tratamiento con inhibidores de BRAF y MEK lleva al enriquecimiento en células con bajos niveles
de expresion de SOX10 y que el noqueo de SOX10 en células de melanoma induce un fenotipo de
crecimiento lento que presenta caracteristicas de senescencia y genera resistencia a vemurafenib
(Sun et al., 2014).

Las células SUR son tumorigénicas, ya que son capaces de generar tumores al ser inyectadas
en ratones inmunodeficientes. Encontramos que la tasa de crecimiento de los tumores originados
a partir de las células MEL-XY3sur.px tiende a ser mayor que la de las células parentales. Ademas,
las células SUR forman tumores en mayor porcentaje de ratones que las células MEL-XY3. Estas
caracteristicas, si bien no realizamos experimentos de dilucién limite por limitaciones técnicas,
fortalece la idea de que las células SUR presentan caracteristicas de células stem tumorales. Como
se planted en la introduccidn de esta Tesis, el ensayo mas utilizado para determinar si una célula
es stem tumoral consiste en inyectarla en un ratéon inmunodeficiente y ver si es tumorigénica. Sin
embargo, se encuentran resultados diferentes de acuerdo al procedimiento que se realiza: la
procedencia de las células tumorales (tumor disociado o linea celular), el tipo de ratdn
inmunodeficiente empleado, si se utiliza o no matrigel, el sitio donde las células son inyectadas.

Por estos motivos, y considerando que estamos trabajando con lineas celulares que sabemos que
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son tumorigénicas, no consideramos este ensayo determinante para establecer el fenotipo de
célula stem tumoral.

Las células MEL-XY3syr.pix también presentan caracteristicas asociadas a senescencia, como el
aumento en la actividad de B-galactosidasa y cambios en la expresidon de diferentes proteinas
analizadas mediante el RPPA. Entre estas proteinas, observamos un aumento muy importante en
las células MEL-XY3syr.px de la proteina SOD2 (Mn-superoxido dismutasa 2 mitocondrial). Si bien
algunos autores reportaron una disminucion en los niveles de SOD2 en células senescentes
(Velarde et al., 2012), se ha visto que células senescentes que son tolerantes a drogas mantienen
niveles bajos de especies reactivas del oxigeno y presentan aumentados los niveles de expresion
de enzimas antioxidantes (Achuthan et al., 2011). Es mas, la adquisicién de un fenotipo senescente
se ha propuesto como un estado intermedio que permitiria a las células escapar de una muerte
inducida por agentes quimioterapéuticos y llevaria a la adquisicién de un fenotipo similar al de las
células stem tumorales (Achuthan et al., 2011). Otras de las proteinas que mediante el RPPA se
observd que aumentan su expresion en las células SUR son pl16 y p53, que se utilizan como
marcadores de senescencia (Campisi and d'Adda di Fagagna, 2007; Rayess et al., 2012), y IGFBP5
(Insulin-like Growth Factor Binding Protein-5) (Kim et al., 2007). Por otro lado, las células SUR
disminuyen los niveles de la proteinas Rb hiper fosforilada, CDK1 vy ciclina B1, lo que demuestra
qgue PLX4032 induce un bloqueo del ciclo celular, consistente con lo que se espera observar en
células senescentes. Ademas, disminuyen los niveles de FoxM1, proteina a la que en los ultimos
afios se le han atribuido nuevas funciones, entre las que se encuentra evitar la senescencia
(Alvarez-Fernandez and Medema, 2013; Anders et al., 2011).

Si bien las células SUR presentan diferentes caracteristicas asociadas con senescencia, la
misma es reversible, ya que cuando las drogas son retiradas del medio las células retoman su

crecimiento, tanto con y sin anclaje, y son capaces de generar tumores en ratones
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inmunodeficientes. En un estudio reciente, se plantea que la senescencia inducida por oncogenes
no seria irreversible y que las células con caracteristicas senescentes podrian originar células
iniciadoras de tumores, es decir células stem tumorales (Leikam et al., 2015). También se ha
planteado que células de melanoma con elevados niveles de Wnt5A responden a distintos tipos de
estrés, incluido el tratamiento con vemurafenib, expresando marcadores de senescencia, entre los
gue se encuentra B — galactosidasa, y que a pesar de esto, estas células son capaces de migrar e
invadir tejidos cuando son inyectadas en ratones (Webster et al., 2015).

Se pudo establecer que las células SUR no se encuentran fuera del radar del sistema inmune.
Diferentes estudios sugieren que el tratamiento con PLX4032 produce un incremento en el
infiltrado linfoide de los tumores e induce la expresion de MDA en los mismos, aunque una
disminucién en los niveles de estos antigenos fue reportada después de la adquisicién de
resistencia (Frederick et al., 2013; Long et al., 2013). Determinamos en esta Tesis que las células
SUR expresan los MDA MART-1 y gp100 en niveles similares a las células parentales a nivel de
proteina, si bien los resultados de expresion a nivel de ARNm por qPCR mostraban un pequefo
incremento en la expresion. Estos resultados difieren de lo esperado considerando que las células
SUR presentan caracteristicas de células stem tumorales, ya que el aumento de los MDA esta
asociado a un fenotipo mas diferenciado. Sin embargo, previamente en nuestro laboratorio se
encontré en tumores primarios y metastasis de melanoma que la expresién de MDA es plastica y
que no influye en la capacidad proliferativa de las células ni en su capacidad clonogénica (Aris et
al., 2012).

Las células SUR expresan moléculas HLA-I, MDA y son susceptibles a ser lisadas por linfocitos T
citotéxicos, evidencia que sugiere que la combinacién de inhibidores de MAPK con inmunoterapias
podria eliminar células que presentan este tipo de resistencia plastica. No se encontraron

diferencias en la sensibilidad a linfocitos citotdxicos especificos para MART-1 y gpl100 entre las
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células parentales y las células SUR. Se ha sugerido que CD271 puede actuar en las células de
melanoma como factor inmunosupresor, inhibiendo la actividad de linfocitos T citotdxicos y
disminuyendo la expresién de los MDA (Furuta et al., 2014). Sin embargo, en nuestro modelo las
células SUR, si bien presentan un aumento en la expresidon de CD271, no disminuyen los niveles de
expresién de MDA ni su sensibilidad frente a linfocitos T citotdxicos.

Debido a que clones de linfocitos T citotdxicos cuyos TCR reconocen de manera especifica los
MDA MART-1 y gp100 tienen gran potencia, decidimos estudiar si las células SUR presentaban
otros factores que pudieran modular la respuesta inmune. Se analizé la expresidon de PD-L1 en las
células MEL-XY3 parentales y en las células SUR y se encontré que las mismas expresaban este
ligando en membrana con baja intensidad. Se decidié estudiar si el tratamiento con IFN-gamma
aumentaba la expresion de PD-L1 en las células tumorales, como ya esta reportado en melanoma
(Gowrishankar et al., 2015). Se postula que cuando al tumor arriban linfocitos activados, los
mismos liberan IFN-gamma, y por lo tanto pueden llevar a la induccién de PD-L1 en las células
tumorales. Encontramos en nuestro sistema que tanto en las células MEL-XY3 como en las células
MEL-XY3syr-pix Y MEL-XY3syrcoc €l tratamiento por 24 h con IFN-gamma llevd a un incremento en la
expresion de PD-L1. A continuacidn, analizamos si tal expresion de PD-L1 afectaba la capacidad de
las células tumorales de ser lisadas por los linfocitos T citotdxicos que expresan en una
subpoblacién al receptor PD-1. No se encontraron diferencias importantes entre los niveles de lisis
observados entre las células con bajos y alto niveles de PD-L1. Esto probablemente se debe a que
los clones de linfocitos utilizados son muy potentes y no expresan altos niveles del receptor PD-1.
Seria interesante encontrar otro modelo donde estudiar si las células MEL-XY3 y SUR que expresan
altos niveles de PD-L1 presentan algun tipo de resistencia a ser eliminadas por linfocitos T
citotdxicos, por ejemplo utilizando linfocitos cuyos receptores reconozcan de forma especifica

antigenos expresados en menores niveles o que tengan una menor afinidad por los mismos.
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Capitulo IV. Efecto del tratamiento con PLX4032 y GDC-0973 en otras

lineas celulares de melanoma

Con el objetivo de determinar la generalidad de la observaciéon de que el tratamiento
prolongado con PLX4032 y GDC-0973 genera un fenotipo similar al de las células SUR, se analizé el
efecto del tratamiento con estos inhibidores en otras lineas celulares establecidas en nuestro

laboratorio que presentan la mutacion BRAF V600E y son sensibles a los inhibidores.

El tratamiento prolongado con PLX4032 y GDC-0973 en la linea celular MEL-XY13 produjo
células que presentan un fenotipo SUR similar al obtenido a partir de las células MEL-XY3. Se
repitieron algunos experimentos con las células MEL-XY13syz, como el analisis de la expresion de
marcadores propuestos para identificar células stem tumorales y la sensibilidad a clones de
linfocitos citotdxicos especificos para MART-1 y gp100, obteniéndose resultados similares a los
que presentan las células MEL-XY3syz. Las células MEL-XY13suzpix aumentan los niveles de
expresion de CD271 y ABCB5 y son lisadas por linfocitos citotdxicos especificos para MART-1 y
gp100. Ademas, al retirar el inhibidor de BRAF del medio de cultivo las células retoman su
crecimiento y presentan igual sensibilidad a los inhibidores de MAPK que las células parentales, tal
como ocurre con las células MEL-XY3sygr-pix. Las células MEL-XY13syr.aoc también son similares a las
células MEL-XY3syr.gpc, con la Unica diferencia que no presentan un incremento en la expresion de
CD271. El tratamiento prolongado con inhibidores de otras lineas celulares del laboratorio como
MEL-XX12 y MEL-XX15 también genero células con fenotipo SUR, por lo tanto podemos concluir

gue no es una caracteristica Unica de las células MEL-XY3.

Es importante tener en cuenta las limitaciones que presenta nuestro modelo de estudio, las
lineas celulares de melanoma cutdneo. Seria importante poder validar in vivo, tanto en ratones

inmunodeficientes como en biopsias de pacientes la presencia de células con caracteristicas
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equivalentes a las que presentan las células SUR obtenidas in vitro. En el laboratorio se realizaron
experimentos in vivo con ratones nude a los cuales se les inyectaron células MEL-XY3 y una vez
que se desarrollaron tumores, los ratones fueron tratados con PLX4032. Sin embargo no se
observé una reduccion del tamafio de los tumores, por lo que no pudimos recapitular lo
observado con las células en placas de cultivo (datos no mostrados). Respecto a los pacientes, no
tenemos acceso por razones éticas de practica médica a biopsias obtenidas durante el tratamiento
con vemurafenib, cuando los pacientes han alcanzado maxima respuesta clinica, que seria el
momento donde las células tumorales residuales presentarian caracteristicas de las células SUR.
Las biopsias se pueden obtener una vez que los pacientes recaen, cuando emerge algln
mecanismo de resistencia. Para continuar con el estudio de las células SUR serd importante

desarrollar modelos in vivo en ratones inmunodeficientes adecuados.

Capitulo V: Caracterizacion molecular de las células MEL-XY3syr-pLx

Respecto a la caracterizacion molecular de las células SUR, si bien los resultados presentados
son preliminares, se pudo profundizar en la determinacién de cudles son las vias moleculares que

las células SUR presentan alteradas respecto a las células parentales.

El apagado en las células SUR de gran cantidad de genes asociados con proliferaciéon que se
observa en los datos de RNA seq y microarreglos de expresion coincide con el fenotipo de
quiescencia que presenta esta poblacion evidenciado por arresto del ciclo celular, expresién de

marcadores de senescencia y falta de incorporacién de BrdU.

Se encontrd que las células SUR presentan un aumento en la expresién de moléculas de
adhesion celular. Esto es consistente con que las células SUR estdn muy adheridas al plastico de las
placas de cultivo y cuesta mucho despegarlas. En particular, se observd que muchas

protocadherinas aumentaban sus niveles. Si bien el rol de las protocadherinas en melanoma no
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esta estudiado, en otros tipos de tumores diversos estudios plantean que podrian actuar como
supresores tumorales (Qiu et al., 2016; Shan et al., 2016; Yin et al., 2016). Sin embargo, estudios
recientes plantean que también algunas protocadherinas podrian tener un rol oncogénico, como
PCDH7 cuya expresion esta asociada a metastasis incrementadas en hueso y cerebro en cancer de
mama (Bos et al., 2009; Li et al., 2013) y favorece la tumorigénesis en cancer de pulmén (Zhou et
al., 2017). Ademas, se ha reportado que la protocadherina PCDHB11 se encuentra aumentada en
la denominada “side population” de células de melanoma, las cuales presentan caracteristicas de

células stem tumorales (Luo et al., 2012).

Por otro lado, en un estudio reciente donde se comparan lineas celulares sensibles vy
resistentes a la inhibicion de BRAF mediante una técnica denominada “ATP probe uptake” para
analizar las proteinas que estan activas, se encontré que en las células resistentes hay un aumento
en la actividad de proteinas asociadas a la adhesion celular y al citoesqueleto (Sharma et al.,

2016).

Si bien al realizar ensayos de quimiotaxis no observamos diferencias entre las células SUR y las
células parentales, considerando los cambios en la expresion de moléculas de adhesion en las
células SUR seria interesante profundizar en el estudio de su capacidad migratoria e invasiva y los
cambios que tienen lugar en estas propiedades una vez que las SUR dejan de estar en presencia de

los inhibidores.

Respecto a los resultados de los microarreglos de expresion que presentan las células SUR, se
encontré un aumento en las firmas moleculares de Gene Ontology correspondientes a
empaqguetamiento del ADN y nucleosomas, categorias que evidenciarian que las células SUR
presentan alteraciones en la estructura de la cromatina. Este fenotipo es consistente con lo

descripto en otros trabajos como respuesta al tratamiento con distintas drogas, como ya se viene
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discutiendo en las secciones previas (Fallahi-Sichani et al., 2017; Ravindran Menon et al., 2015;

Sharma et al., 2010).
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El objetivo de la presente Tesis fue caracterizar las células stem de melanoma cutdneo. Para
ello nos enfocamos en estudiar las células que persisten luego del tratamiento con inhibidores de

BRAF y MEK.

Los pacientes de melanoma cutaneo que presentan mutaciones en BRAF y son tratados con
los inhibidores de MAPK invariablemente recaen, debido a que las células tumorales adquieren
diferentes mecanismos de resistencia, la mayoria de los cuales implica una reactivacién de la via
de las MAPK (Johannessen et al., 2010; Nazarian et al., 2010; Poulikakos et al., 2011; Shi et al.,
2012; Straussman et al., 2012; Villanueva et al., 2010), o la activacidn de otras vias de sefalizacion
proliferativas como la via de PI3K (Holderfield et al., 2014; Samatar and Poulikakos, 2014).

Mediante el estudio de lineas celulares que presentan la mutacién BRAF V600, en la presente
Tesis proveemos evidencia de un mecanismo de resistencia alternativo: el tratamiento prolongado
de células de melanoma BRAF-V600E con inhibidores de MAPK induce una poblacién de células,
gue denominamos SUR, que presentan las siguientes caracteristicas:

e Son quiescentes

e Cuando se retiran los inhibidores, las células SUR vuelven a proliferar y mantienen una
sensibilidad igual a la de la linea parental.

e Presentan un fenotipo con caracteristicas de células stem tumorales y células senescentes.

e Son susceptibles a ser eliminadas por linfocitos T citotdxicos.

La permanencia de células en estado quiescente como el que presentan las células SUR podria
permitirles ganar tiempo para adquirir nuevas alteraciones, genéticas o epigenéticas, que les
posibilitdé posteriormente proliferar en presencia de los inhibidores de BRAF y MEK (Figura 45). Un
ejemplo de esto serian las células MEL-XY3ges.pix, las cuales se generaron a partir de las células SUR
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y presentan la mutacion NRAS Q61L, que confiere resistencia y permite que las células proliferen
en presencia de los inhibidores. Ademas, proponemos que el fenotipo resistente se puede adquirir
sin pasar por el estado SUR (Figura 45). Por otro lado, la interrupcién del tratamiento con los
inhibidores de MAPK ante una aparente respuesta completa podria llevar a una recaida, ya que si

guedan células SUR, éstas van a ser capaces de retomar la proliferacion.

1cD271
1 ABCBS
1 B-gal
PLX4032 '
y/o |
GDC-0973 N ) al Temiover
Células BRAF V60OE .-/O—“j inhibidores
. ) J
D,
PLX4032
b) Resistencia adquirida: y/o
GDC-0973

mutacion o cambio epigenético
PLX4032

GDg-ll;)E-ﬂS (ﬁ?\(\(‘ (‘E{(@

c) Resistencia O )‘ _")( —, O

Célula proliferante Célula SUR

Célula resistente

O JO)

Figura 45. Modelo propuesto: la adquisicion del fenotipo SUR constituye un mecanismo de resistencia
plastico. El tratamiento con PLX4032 y/o GDC-0973 de células de melanoma que presentan la mutacion
BRAF V600E genera el fenotipo SUR: células que se caracterizan por ser quiescentes, presentar cambios
morfoldgicos, expresar altos niveles de CD271 y ABCB5 y marcadores de senescencia como [-galactosidasa.
a) Cuando los inhibidores son removidos, las células SUR retoman el crecimiento, presentando un fenotipo
similar a las células parentales. b) en presencia de los inhibidores las células SUR pueden adquirir
mutaciones o cambios epigenéticos que les permiten proliferar en presencia de los inhibidores, generando
células resistentes. c) Se pueden generar células resistentes sin pasar por el fenotipo SUR.
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Los resultados obtenidos a lo largo de esta Tesis sugieren que las células de melanoma
adquieren, al ser tratadas con inhibidores de la via de MAPK, un fenotipo plastico con
caracteristicas de células stem tumorales, que se caracteriza por ser quiescente, presentar
resistencia a drogas y expresar marcadores de células stem tumorales como CD271 y ABCB5. Nos
interesa profundizar en la caracterizacion de las células SUR con el fin de encontrar nuevos blancos

terapéuticos para eliminar de forma efectiva esta poblacion.

Teniendo en cuenta que las células SUR presentan un fenotipo reversible y que miles de genes
presentan cambios en sus niveles de expresidn respecto a las células parentales nos interesa
estudiar los cambios epigenéticos que presentan estas células. Para ello pensamos analizar el
“metiloma” de las células SUR, es decir el patron de metilacién que presenta su ADN, con el fin de
determinar el patrdn epigenético que presentan: si se observan genes diferencialmente metilados

o hay un cambio mas global del patron de metilacion.

En relacién con los cambios epigenéticos y teniendo en cuenta los recientes resultados
publicados por diferentes grupos de investigacién (Fallahi-Sichani et al., 2017; Gallagher et al.,
2015), nos interesa estudiar si el tratamiento con inhibidores de agentes modificadores de la
cromatina como HDAC, metilasas del ADN y proteinas BET, es capaz de eliminar de forma efectiva

a las células SUR.

Por otro lado, nos resulta interesante profundizar en la caracterizacién de las células SUR luego
de retirar la droga. Si bien encontramos que estas células comienzan a proliferar y que su
sensibilidad a los inhibidores es la misma que la de las células parentales nos interesa determinar
si presentan diferencias con las células parentales. Ademas, se buscara determinar cuales son los
cambios moleculares que ocurren en las células SUR al retirar la droga y que les permiten retomar

el crecimiento.
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