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INTRODUCCION Y CRONOGRAMA.

Actividades desarrolladas segun cronograma, disefio experimental y resultados:

Como en el anterior informe, quisieramos destacar que se han afrontado la totalidad de
las actividades que se incluyeron en la solicitud del proyecto, en el tiempo inicialmente
previsto, incluso bajo las especiales circunstancias derivadas de la pandemia a los que
todos nos hemos visto sometidos durante el ultimo ano (2020-2021) y que han afectado
especialmente a los centros de investigacién, con cierres totales y parciales de la

actividad.

En el caso del Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lépez-Neyra, del CSIC, tuvimos un
cierre total del centro al comienzo de la pandemia de mas de un mes, seguido de un
periodo de actividad limitada, con un plan de contingencia aun vigente en el momento de
la redaccion de este informe (Junio de 2021), que entre otras cosas restringe la presencia
a 3 investigadores por laboratorio al mismo tiempo, por lo que realmente hemos realizado
un gran esfuerzo para mantener el avance de las investigaciones y completarlas en el
tiempo que nos habiamos comprometido, experimentando solo algunas demoras en la

fase de analisis de resultados.

A continuacion se muestra el cromograma con el plan de actividades bianual y los

periodos de actividad limitada devidos a la pandemia que sufrimos en estos afos.



Cronograma:

PLAN DE ACTIVIDADES BIANUAL

Plan de contingencia

Periodo de cierre total IPBLN

—

05/2019 05/2020 05/2021
24

0 3 6 9 12 15 18 21

Cronograma | | |

Tarea 1: Determinacion de los niveles/actividad de HIF y liberacién de ROS en .
condiciones de hipoxia, hiperoxia 30% en combinacién con el inhibidor de - .
PARP olaparib.

Juan M. Martin, Laura Lépez, Javier Oliver.

Tarea 2: Andlisis del exosoma durante hiperoxia por RNAseq en las | |
condiciones anteriores. Daniel Delgado, Angel Garcia, Javier Oliver. 1 |

Tarea 3: Niveles de mediadores inflamatorios en células de melanoma
metastasico y en células epiteliales de pulmén en las condiciones de la tarea 1.
Ménica Fernandez, Esteban Zamudio, Javier Oliver.

Tareas 4 y 5: Oximetria mitocondrial y consumo de oxigeno.
Angel Garcia, Laura Lépez, Ménica Fernandez, Esteban Zamudio, Javier Oliver.

histopatolégico. Francisco O’Valle, Esteban Zamudio., Laura Lépez, Javier ) H
Oliver. | i

I
| I | I
| I | i I
| I | i |
| I | i i ' |
| I | | i i I
. . . | | i | | | |
Tareas 6 y 7: Estudio in vivo en modelo murino de y analisis | | ! _
\
|
|
. ! ! ! !

Figura 1. Cronograma de actividades previstas en el informe inicial. La flecha roja indica el periodo de cierre total de la actividad en
el IPBLN, coincidiendo confinamiento a nivel nacional. La flecha azul indica el periodo de actividad limitada que marca el plan de

contingencia del instituto.

DESCRIPCION DEL ESTADO DE REALIZACION Y RESULTADOS DE CADA TAREA:

Como en la anterior memoria, procedemos a la decripcion del estado de realizacion de
cada tarea y los resutados obtenidos siguiendo el mismo orden establecido en el

cromograma inicial.

Tarea 1. Determinacion de los niveles/actividad de HIF-1a y liberacion de ROS en

condiciones de hipoxia, hiperoxia 30% en combinacion con el inhibidor de PARP

olaparib.

Tarea 1.1 Determinacion de los niveles/actividad de HIF-1a mediante Western Blot
(WB): Se determinaron los niveles de HIF-1a mediante Western Blot (WB) en células
tumorales de melanoma uveal MUM2B con tendencia a metastatizar a pulmén y en
células sanas de epitelio pulmonar HBEC3KT, en condiciones de Normoxia, Hiperoxia (24



horas) e hipoxia inducida quimicamente por el mimético de hipoxia CoCl2 (4 horas. CoCl2
100uM).
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Figura 2. Western Blot para la deteccion de HIF1- a en células tumorales MUMZ2B y en células sanas HBEC3KT, en condiciones
de Normoxia, Hipoxia (CoCl,), Hiperoxia y combinacion de Hipoxia e Hiperoxia.

En ambos tipos celulares pudimos observar un claro descenso de la acumulacion de
HIF-1a en la condicidon de hiperoxia con respecto a la Hipoxia inducida quimicamente,
lo que debe suponer menor adaptacion y malignidad del tumor en estas condiciones
que si estuviera en un ambiente meramente hipdxico. No obstante, no observamos una
reversion de la acumulacion de HIF-1a una vez inducida quimicamente solo mediante
el uso de hiperoxia, por lo que como propusimos en el informe anterior, era necesario
analizar la situacion en experimentos in vivo usando compuestos mas especificos como
el DMOG. Paralelamente, hemos estado trabajando en la optimizacion de los tiempos
de incubacion y las concentraciones de los reactivos que nos permitieran observar la
maxima variacion en los niveles de expresion de los genes y proteinas implicados. En
este sentido, los resultados obtenidos en otros ensayos durante la realizacién de este
proyecto, nos condujeron reiteradamente a pensar que para observar efectos mayores
en los parametros analizados era necesario aumentar los tiempos de hiperoxia. Por
ello realizamos estos mismos analisis de acumulacion de la proteina HIF-1a (WB) a
tiempos mayores de hiperoxia (72 horas) y con diferentes concentraciones de CoClz
(50uM) y Olaparib (1 y 5uM). Los resultados se muestran a continuacion (Figura 3).

En estos estudios pudimos observar que en células tumorales MUM2B, los tiempos de
hiperoxia de 72 horas eran capaces de disminuir la expresion de HIF-1a a niveles
propios de la normoxia. Ademas, la hiperoxia en estas condiciones era capaz de
revertir la expresion de HIF-1a incluso en presencia de CoCl2 (50uM) a niveles
inferiores a los obtenidos en las mismas condiciones en normoxia. Adicionalmente, la
utilizacion de Olaparib disminuye aun mas la expresion de HIF-1a de forma dosis
dependiente, siendo mayor la caida de expresién a mayor concentracion (5uM).

Contrariamente a lo observado en células tumorales, en células sanas del epitelio
pulmonar HBEC 3KT los niveles de HIF-1a tambien disminuyen en hiperoxia, aunque
no observamos una reversion en hiperoxia de la induccién quimica de la hipoxia



lograda con el CoCl2 (50uM) y el uso del Olaparib parece tener un menor efecto que en
las células tumorales.

Este diferente comportamiento abre posibilidades terapéuticas, ya que permitiria el
control de la adaptacion a hipoxia diferencialmente en las células tumorales con
respecto a las sanas.
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Figura 3. Western Blot para la deteccion de HIF1- a en células tumorales MUMZ2B y en células sanas HBEC3KT, en condiciones
de Normoxia, Hipoxia quimicamente inducida (560uM CoCl,), Hiperoxia (72 horas) y combinacion de tratamientos.

Tarea 1.2 Determinacion de la actividad de HIF-1a mediante el analisis por gPCR

de los niveles transcripcionales de sus genes dependientes.

Para analizar la actividad de HIF-1a a nivel transcripcional, analizamos los niveles de
transcripcion de BNIP3, uno de sus genes dependientes, mediante gPCR tanto en
células tumorales MUM2B como en las sanas de epitelio pulmonar HBEC3KT bajo
diferentes condiciones (Figura 4). Las condiciones a las que se sometieron las células
fueron por un lado Normoxia, Normoxia con Olaparib a 5uM, Normoxia con induccién
quimica de hipoxia mediante el uso de CoCl2 a 100uM y la combinacién de los 3
tratamientos anteriores mencionados. Por otro lado se sometieron a las mismas

condiciones pero en hiperoxia (4 horas).
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Figura 4. gPCR de células tumorales MUM2B y células sanas HBEC3KT, para la deteccion de los niveles de expresién del gen
dependiente de HIF1- a BNIP3. Las 4 primeras columnas de cada panel muestran los niveles relativos de transcrito en condiciones
por orden de izquierda a derecha de Normoxia, Normoxia + Olaparib, Normoxia con induccién quimica de Hipoxia mediante CoCl, y
la combinacién de los 3 tratamientos anteriores. Las 4 columnas de la derecha de cada panel muestran en orden de izquierda a
derecha las condiciones de Hiperoxia, Hiperoxia + Olaparib, Hiperoxia con induccién quimica de Hipoxia mediante CoCl, y por
ultimo la combinacion de los 3 tratamientos anteriores.

Lo que pudimos observar es que el tratamiento exclusivo con Hiperoxia disminuye la
expresion de BNIP3 respecto a todas las demas condiciones como se esperaba. El
Olaparib es capaz de disminuir la expresion de BNIP3 respecto a Hipoxia inducida

quimicamente sin embargo, en estas condiciones ni el Olaparib ni la hiperoxia son



capaces de compensar totalmente la induccion de BNIP3 producida por el el efecto del
CoCl.

Aunque estos resultados son suficientemente informativos a cerca de la capacidad de
la hiperoxia para disminuir los niveles de HIF1a y sus genes dependientes, como en el
apartado anterior y debido a que los resultados de varios de los experimentos
propuestos parecian indicar que se necesitaba mas tiempo de hiperoxia para ver
efectos claros, decidimos seguir optimizando las condiciones de estos ensayos, y
encontramos que podiamos compensar los efectos de la hipoxia inducida
quimicamente aumentando el tiempo de hiperoxia a 72h y usando concentraciones de
50uM de CoCl2.

Estos resultados sugieren que podemos regular la expresion de HIF1a clinicamente
aumentando los tiempos de hiperoxia, incluso cuando hay un ambiente hipdxico en el

tumor (Figura 5).
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Figura 5. qPCR de células tumorales MUM2B a72 horas de hiperoxia y 50uM CoCl, con distintas concentraciones de Olaparib.
Bajo estas condiciones la hiperoxia es capaz de compensar totalmente la induccién quimica de la hipoxia y el Olaparib tambien
mejora la situacion.



Tarea 1.3 Determinacion de los niveles de liberaciéon de Especies Reactivas de
Oxigeno (ROS) en condiciones de hipoxia, hiperoxia 30% en combinacién con el
inhibidor de PARP olaparib.

Como ya se reflejé en el informe anterior los resultados obtenidos sugieren que las

células epiteliales sanas podrian ser protegidas al menos parcialmente por la inhibicién

de PARP.

Se muestran los resultados obtenidos en condiciones de hiperoxia (30% ) en 3 tipos
celulares, células de melanoma maligno (MM) MUM2B y C8161 y en células de epitelio
pulmonar no transformadas (HBEC3KT). Los analisis muestran lugar a la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) con un maximo en torno a las 4 horas de
tratamiento que después se reduce. Mientras que el inhibidor de PARP, olaparib,
producia un descenso significativo de la liberacion de ROS en las células de epitelio
sano de pulmén, no se aprecio efecto en este parametro relativo a las células de
melanoma maligno (Figura 6), lo que sugiere al menos una proteccion parcial de las

células sanas frente a la hiperoxia con respecto a las tumorales.
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Figura 6. Cinética de produccién de especies reactivas de oxigeno en células de melanoma maligno, MUM2B y C8161, y
epiteliales de pulmén (HBEC3KT).

Tarea 2. Analisis del exoma por RNAseq:

En el anterior informe, se detallé el estudio de RNAseq a tiempos cortos de hiperoxia
(4 horas) que se detalla a continuacion. No obstante, como en la mayoria de los
estudios que hemos realizado durante el proyecto, es nuestra intencion realizar un
nuevo estudio de RNASeq a tiempos largos, de manera que podamos comparar los



efectos de la hiperoxia a lo largo del tiempo tanto a tiempos cortos (short term) como a
tiempos mas largos (long term).

Se extrajeron 3 muestras independientes de ARN total de cultivos de células tanto
MUM2B como HBEC3KT, en las condiciones especificadas en el esquema
experimental (Figura 7): Normoxia frente a Hiperoxia (4 Horas), con Olaparib (5uM) y
sin Olaparib (control) en ambos tipos celulares. Se cuantificaron y se secuenciaron
mediante tecnologia NGS (Next Generation Sequencing).

Mum2B o HBEC3TK

Normoxia Hiperoxia

Control Olaparib Control Olaparib

=) RNA == | RNAseq
WW EE, RNA m

Figura 7. Esquema experimental de la obtencién de RNA y posterior procesamiento para el analisis global de la expresion génica
mediante estudio bioinformatico en las condiciones indicadas en el esquema.

1. Secuenciacion NGS

2. Analisis bioinformatico

Posteriormente se realiz6 un analisis bioinformatico de las secuencias y se

establecieron diversas comparaciones entre los grupos.

Se realizé una primera comparaciéon entre todas las muestras para analizar la calidad
de los grupos o clusters, llamado clustering jerarquico, cuya finalidad es comprobar
que los triplicados pertenecientes a una misma muestra clusterizan entre si, es decir
que cada uno de los triplicados de cada grupo se parecen mas entre si (hay menos
distancia), que al resto de las muestras (Figura 8).
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Figura 8. Clustering jerarquico de las muestras normalizadas. Como se puede comprobar las muestras de cada triplicado se
agrupan juntas. Existe menos distancia entre ellas, lo que indica que son mas parecidas entre si, como cabe esperar, lo que
permite continuar con el analisis una vez comprobada la calidad.

A continuacion de realizaron todas las posibles comparaciones entre grupos para ver
cuales genes se inducian y cuales de reprimian en cada condicion con respecto a la
que se comparaba tanto en MUM2B como en HBEC3KT y debido a que estos analisis
arrojan de media cientos si no miles de genes afectados, para simplificar la

interpretacion se analizaron cuales eran las funciones celulares mas afectadas.

A continuacion se muestra para cada comparacion una lista de los genes que mas se
inducen (upregulated) en rojo, o se reprimen (downregulated) en verde. Un Volcano
plot que muestra graficamente este mismo analisis y un diagrama de barras de las

funciones celulares mas afectadas.

2.1 Analisis RNAseq de las células Mum2B bajo las diferentes condiciones

experimentales:

2.1.1 Normoxia versus Hiperoxia en células MUM2B: cuando comparamos la
condicion de Normoxia con la de Hiperoxia se detectan cambios de expresion en un
total de 2762 genes, de los cuales 1267 se downregulan y 1495 upregulan (Figura 9).
En cada lista se muestran los 20 genes mas afectados y otros 10 seleccionados en
base a su posible interés. Aunque como se puede observar en el volcano plot hay

muchos transcritos no asociados a genes, las funciones celulares que aparecen mas

11



afectadas son las reguladas por genes mitocondriales, traduccion y algunos
relacionados con sistema inmune , pero no especialmente afectados (Figura 10). Es
interesante la afectacién de la actividad mitocondrial, que tiene la légica de que al
haber mayor concentracion de oxigeno se modifica la homeostasis metabdlica como

veremos después.
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i 23 TIR4 toll like receptor 4 [Source:HGNC Symbal;Ace:HGNC:11850] -0,8193) L 23 MIF macrophage migration inhibitory factor [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:70 095683
! 24 €9 complement C9 [Souree:HGNC Symbol; Ace:HGNC:1358] -[},7991! I 24 ESRP2 epithelial splicing regulatory protein 2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:261! D}anﬁz!
i 25 REL REL proto-oncogene, NF-kB subunit [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNE:3954] .o,mmi | 24 MZT2A mitotic spindle organizing protein 24 [Source:HGNC Symbol Acc:HGNC:3318 n,HSQEBi
i 26 SCARTL  scavenger receptor family member expressed on T cells 1 [Source:HGNC Syn -0,7007: i 26 HSPALA  heatshock protein family A (Hsp70) member 1A [Source:HGNE Symbol;Acc:t 0,84694:
! 27 TNKS2 tankyrase 2 [Souree:HGNC Symbol;Ace:HGNC:15677] -[}_6155! ! 27 BAD BOL2 associated agonist of cell death [Seurce:HGNC Symbol;Acc:HGNC:936] 0, ?5993!
| 28 NFKBIZ NFKB inhibitor 2eta [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:29805] -0,605] | 28 hsep1 heat shock protein family 8 (small) member 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HG 0,69863]
L29 IL16 interleukin 16 [Source:HGNC SymbolAce: HGNC:5980] -0,5623% | 29 HSPAIB  heatshock protein family A (Hsp70) member 1B [Source:HGNC SymbolAce: 0,69436:
! 30 kakz interleukin 1 receptor associated kinase 2 [Source:HGNC SymbolAcc HGNC: -u,-mu! L 30 TNERSFGB  TNF receptor superfamily member 6b [Source:HGNC Symi 69027,

Figura 9. Comparacién entre las condiciones de Normoxia e Hiperoxia en células MUM2B. A. Diagrama de Venn mostrando el
numero de genes cuya expresion cambia en Hiperoxia respecto a Normoxia. En verde el numero de genes que estan
downregulados y en rojo los Upregulados. B. Volcano plot con anotacién de los transcritos mas afectados. C. Lista de los genes
cuya expresion se ve mas afectada, en verde los downregulados y el rojo los Upregulados.
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MUM2B Norm vs. Hyp: Funciones celulares mas afectadas
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Figura10. Anélisis de las funciones celulares mas afectadas en hiperoxia con respecto a la condicion de Normoxia en células
MUM2B.

2.1.2 Hiperoxia versus Hiperoxia con Olaparib en células MUM2B: cuando
comparamos la condicion de Hiperoxia con la de Hiperoxia al incubar con Olaparib se
detectan cambios de expresion en un total de 3268 genes, de los cuales 1560 se
downregulan y 1708 upregulan (Figura 11). Las funciones mas afectadas en este caso
son las de divisidn celular y genes mitocondriales (Figura 12). Aunque nuestra hipotesis
de partida era que la hiperoxia aumentaria la expresion de genes implicados en
procesos inflamatorios y que el Olaparib nos ayudaria a controlar los mediadores
inflamatorios, a cortos tiempos cortos de hiperoxia (4 horas), no vemos eso
exactamente. Como hemos visto en el apartado anterior la hiperoxia a 4 horas no
aumenta especialmente los mediadores inflamatorios, y o que es mas curioso es que
el Olaparib, parece inducir tipicos mediadores inflamatorios como IL13 e IL1A. No
obstante tambien induce inhibidores de la sefalizacién de interferones que participan
direcatmente en las vias de sefalizacion de los mediadores inflamatorios como son la
familia SOCS (Suppressor of cytokine signaling), concretamente SOCS 2 y 4, por lo
que estos resultados parecen indicar la presencia de algun tipo de mecanismo de
compensaciéon, ademas de que abren la puerta para investigar los efectos de la
hiperoxia utilizando tiempos de incubacion mas largos, que por otro lado serian mas

parecidos a la practica clinica.
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Hyp vs HypOlap Mum2B_Olap_Hiper_vs_Mum28_Control_Hiper
A B y ’
1560 1 08 =

co | Description [ togrc
1 ALO31777.2 novel protein -2,1053752]
2 KRTS, keratin § [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:6442] -1,7249995]
3 CCDC106 iled-coil domain 106 Symbol; Acc:HGNC:30181] -1,669318]
4 ITGB4 integrin subunit beta 4 [Source:HGNE Symbol;AccHGNC:6158] -1,5779457]
5 KRT19 keratin 19 [Source:HGNC Symbol,Acc:HGNC 6436] -1,4171051f
& M3C10 H3 clustered histone 10 [Source:HGNC Symbol:Acc:HGNC:4775] -1,3787188]
7 UBE2S ublguitin conjugating enzyme E2 § [Source:HGNE Symbal;Acc:HGNC: 17895] -1,1849915]
8 NRARP NOTCH regulated ankyrin repeat protein [Source:HGNE Symbol:Acc-HGNC:33843]  -1,1640176)
9 CONI2 cyclin | family member 2 [S¢ y :33869] -1,1612838]
10 HKDCL domain 1 it Symbol;Acc: 123302] -1,1363037]
11 CAorfd8  chromasome 4 open reading frame 48 [Source:HGNE Symbol:Acc: HGNC:34437] -1,0637874]
12 DHRS2 dehydrogenase/red 21 +18349] -0,9943121]
13 ACTL1O actin like 10 [Source:HGNC Symbol:Acc:HGNC: 16127] -0,9821348)
14 ERN2 endoplasmic reticulum te nucleus signaling 2 [Source:HGNC Symbol:Acc:HGNC: 1694 -0,976745|
15 H2AW H2AW histone [Source:HGNC SymbolAcc:HGNC:20507) «0,9654904|
16 H2BCS H2B clustared histana 5 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:4747] -0,9607259]
17 H1-0 HL.0linker histone [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:A714] -0,945564)
18 H2ACIL  H2Aclustered histone 11 [Source:HGNC Symbal;Acc:HGNC:4737)] -0,9328275]
15 MDE| MyoD family inhibitor (Source:HGNC Symbol: Acc:-HGNC:6967] -0,8761683]
20 CCDCBSE  coiled-coil domain containing 856 [Source:HGNC Symbol;Ace:HGNC:24926] -0,8380009]
21 PIMREG  PICALM regulator ! I 25483 -0,8193441]
22 TIMM10 of inner d b 10 [Source:HG! bol:Acc:HGNC: -0,7248499)
23 MAPLS4  mitochondrial ribosomal protein 154 [Source:HGNC Symbol:Acc:HGNC: 16685] -0,6918648]
24 CITEDY Cbp/p300 interacting transactivater with Glu/Asp rich carboxy-terminal domain 4 [S -0,6782808)
25 ETER electran transfer flavaprotein subunit beta [Source:HGNC Symbol:Acc HGNC:3482]  -0,5409934)
26 ILF2 interleukin enhancer binding factor 2 [Source:HGNC Symbol:Ace:HGNC:6037] -0,237708]
27 PDCO2L  programmed cell death 2 like [Source:HGNC Symbol;AccHGNC:28154] -0,5142515]
28 BAD BCL2 associated agonist of cell death [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:936] -0,3573765|
29 MIF macrophage migration inhibitory factor [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:7097] -0,533475)
30 SMARCB1  SWI/SNF related, matrix i actin dependent regulator of ch subfan -0,1885919)

Figura 11. Comparacién entre las condiciones de Hiperoxia e Hiperoxia con Olaparib en células MUM2B. A. Diagrama de Venn
mostrando el numero de genes cuya expresion cambia en Hiperoxia Olaparib con respecto a Hiperoxia. En verde el numero de
genes que estan downregulados y en rojo los Upregulados. B. Voolcano plot con anotacién de los transcritos mas afectados. C. Lista
de los genes cuya expresion se ve mas afectada, en verde los downregulados y el rojo los Upregulados.

MUM2B Hiperoxia vs. Hiperoxia Olaparib

GO terms from BP GO lerms from BP
nuclear division J
cotranslational protein targeting to membrane:
mitotic nuclear division @
transiational elongation
translational elongation ® Count
[ e
GO:0006614:SAP-dependent cotransiat. .
protein targeting to ER: ) [ B
pad L B
protein targeting to ER GO:0072599:establishment of protein... ® @~
p.adjust
i protein targeting to ®
nuclear division ——
GO:0006614:3AP-dependent cotransiat. .. [ ] 0.005
GO:0072599 establishment of protein... 0.007
®
®
i assembly | ribosome assembly @

0.0l o0.02 0.03 0.04
GeneRatio

Figura 12. Anélisis de las funciones celulares mas afectadas en hiperoxia con Olaparib con respecto a la condicién de Hiperoxia en
células MUM2B.
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2.1.3 Normoxia versus Normoxia con Olaparib en células MUM2B: cuando
comparamos la condicién de normoxia con la de normoxia con tratamiento de Olaparib
se detectan cambios de expresion en un total de 1759 genes, de los cuales 678 se
downregulan y 1081 upregulan (Figura 13). Las funciones mas afectadas vuelven a ser
las relacionadas con division celular y fision de organelas y vuelven a aparecer algunas
citoquinas inflamatorias como IL1B, inhibidores de NFKB, TLRs (toll like receptors) o
serpinas entre otros (Figura 13y 14).

Mum2B_Olap_Norm_vs_Mum2B_Control_Norm

Norm vs NormOla;
A P B

—log10 adj.P.Val

678 1

Gol | Description [ togrc
1 CFB complement factor B [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:1037] -1,2151)
2 SLC24A5  solute carrier family 24 member 5 [Source:HGNC Symbol;Acc: -1,0229
3 DHRS2 dehydrogenase/reductase 2 [Source:HGNC Symbol;Acc: HGNC; -0,9881)

4 EVI2B ecotropic viral integration site 2B [Source:HGNC Symbol;Acc:H -0,9396|
5 ERNZ endoplasmic reticulum to nucleus signaling 2 [Source:HGNC 5y -0,8751)
6 HOXC4 hemecbox C4 [Source:HGNC Symbol:Acc:HGNC:5126] -0,8133
7 5G02 shugoshin 2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:30812] -0,7442
& CENPE centromere protein E [Source:HGNC Symbol;Ace:HGNC:1856] -0,7068|
9 EVIZA ecotropic viral integration site 24 [Source:HGNC Symbol;Acc:k -0,6942
10 DEPDC1 DEP domain containing 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:22! -0,6862
11 CONAL cyclin Al [Source:HGNC Symbol:Acc:HGNC:1577] -0,6582

12 LYSMD2 LysM domain containing 2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:2: -0,6396]
13 LRRC17 leucine rich repeat containing 17 [Source:HGNC Symbol;Ace:H -0,6361
14 GAS2L3 graowth arrest specific 2 like 3 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGN{  -0,618|
15 AURKA aurora kinase A [Source:HGNC Symbol:Acc:HGNC:11393) -0,6166|
16 SLCI1BA2  solute carrier family 18 member A2 [Source:HGNC Symbeol;Ace -0,6074]
17 ARLEIP1 ADP ribosylation factor like GTPase & interacting protein 1 [So -0,6011)

18 TLR4 toll like receptor 4 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:11850]  -0,5937
19 viL1 willin 1 [Source:HGNE Symbol:Acc:HGNE:12650] 0,593
20 CKAP2 kel associated protein 2 [Source:HGNC Symbol;Acc:k -0,5771]
21 CCNB1 cyelin Bl [Source:HGNC Symbol:Acc:HGNC:1579] -0,5695
22 CDKN3 cyelin dependent kinase inhibitor 3 [Source:HGNC SymbelAce -0,5682
23 NDCBO WDCR0 kinetochore complex ¢ [Source:HGNC Symbe -0,5511]
24 ECT2 epithelial cell transfarming 2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC -0,4959]
25 PLK1 polo like kinase 1 [Source:HGNC Symbol;Acc: HGNC:9077] -0,4958|

26 ANKRD1SB ankyrin repeat domain 188 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:: -0,4623
27 DNAIC25  Dnal heat shock protein family {Hspd0) member C25 [Source:| -0,4247

28 ILGST Interleukin 6 signal transducer [Source:HGNC Symbol;Acc:HGD -0,3403
29 HIGD1A HIG1 hypoxia inducible domain family member 1A [Source:HG -0,3369
30 BRCA2 BRCA2 DMNA repair jated [Source:HGNC SymbalAcc:HGN! -0,3215

Figura 13. Comparacion entre las condiciones de Normoxia y Normoxia con Olaparib en células MUMZ2B. A. Diagrama de Venn
mostrando el numero de genes cuya expresion cambia en Hiperoxia Olaparib con respecto a Hiperoxia. B. Volcano plot con
anotacion de los transcritos mas afectados. C. Lista de los genes cuya expresion se ve mas afectada, en verde los downregulados
y el rojo los Upregulados.
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MUM2B Norm vs. Norm Olaparib
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Figura 14. Analisis de las funciones celulares mas afectadas en la condicion de Normoxia con tratamiento de Olaparib con
respecto a la condiciéon de Normoxia en células MUM2B.

2.1.4 Normoxia versus Hiperoxia con Olaparib en células MUM2B: cuando
comparamos la condicion de normoxia con la de Hiperoxia con tratamiento de Olaparib
se detectan cambios de expresidn en bastantes menos genes que en los casos
anteriores siendo un total de 695 genes, de los cuales 270 se downregulan y 425

upregulan (Figura 15).

Las funciones mas afectadas en esta ocasion estan relacionadas con la actividad de
los microtubulos, ademas de la actividad senalizadora de citoquinas mediada por
ligandos y sus receptores. Se hace muy evidente tanto la activacion de citoquinas
proinflamatorias (IL1A y B) asi como la de los genes represores de la sefalizacion de
citoquinas SOCS1 y 2 (Figura 15 y 16). No obstante parece que la activacion de la
actividad de citoquinas es moderada. Como se ha mencionado previamente estos
resultados parecen indicar la aparicion de mecanismos compensatorios que convendria

investigar en profundidad en préximos estudios.
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Mum2B_Olap_Hiper_vs_Mum2B_Control_Norm
Norm vs Hyp Olap o aTe2

270 fazs = =

Gor | Descrigtion [

1 GUCAIB guanylate cyclase activator 1B [Source:HGNC Symbol;Ace:HGNC:4679]

2 GPR1 G protein-coupled receptor 1 [Source:HGNC Symbol; Acc:HGNC:4463]

3 TMEM37 t brane protein 37 |5 {HGNC Symbol;Acc:HGNC: 18216]

4 TMSB154 thymaesin beta 15a [Seurce:HGNC Symbol:Ace: HGNC:30744]

5 HOXC4  homeobox C4 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:5126]

6 DHRSZ  dehydrogenase/reductase 2 [Source:HGNC Symbol:Acc:HGNC:18349]

7 HKDC1  hexokinase domain containing 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:23302]

& TLR4 toll like receptor 4 [Source:HGNE Symbal;Acc:HGNC: 11850]

a9 ERNZ doplasmic reticulum to nucleus signaling 2 [Source:HGNC SymbokAcc:H
10 LRRC17  leucine rich repeat containing 17 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:16895]
11 H1-0 H1.0 linker histone [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:4714]

12 PLK1 polo like kinase 1 [Source:HGNC Symbol; Acc: HGNC:3077]

13 BLACAT1 bladder cancer associated transeript 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:4. -
14 NAVZ neuron navigator 2 [Source:HGMNC Symbol;Acc:HGNC:15997]

15 GAS2L3  growth arrest specific 2 like 3 [Source:HGNC SymbolAcc: HGNC:27475]

16 ADGRES adhesion G protein-coupled receptor ES [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC
17 CCNAL  cyelin Al [Source:HGNC Symbaol;Acc:HGNC:1577]

18 AURKA  aurora kinase A [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:11393]

19 TMEM71 t brane protein 71 |5 {HGNC Symbol;Acc: HGNC:26572]
20 HLA-G  major histocompatibility complex, elass |, G [Source:HGNC Symbol;Acc:HG
21 COKN2D  cyclin dependent kinase inhibiter 2D [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:17¢ .
22 UBE2S  ubigquitin conjugating enzyme E2 S [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:1789 -
23 CCNB1  cyclin B1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNEC:1579]
24 CENPE  centromere protein E [Source:HGNC Symbol;Acc: HGNC:1856]
25 ARLEIP1  ADP ribosylation factor like GTPase 6 interacting protein 1 [Source:HGNC !
26 PTTG1  PTTG1 regulator of sister chromatid separation, securin [Source:HGNC Syr
27 CK52 CDC28 protein kinase regulatory subunit 2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGP -
28 NDCBO  NDCEO k I {Source:HGNC Symbol;Ace:HGNC -
29 CENPF  centromere protein F [Source:HGNC Symbol: Acc:HGNC:1857]

30 HIURP  Holliday junction recognition protein [Souree: HGNC Symbal:Acc:HGNC:25

%

Figura 15. Comparacion entre las condiciones de Normoxia e Hiperoxia con Olaparib en células MUM2B. A. Diagrama de Venn
mostrando el numero de genes cuya expresion cambia en Normoxia con respecto a Hiperoxia con Olaparib. B. Volcano plot con
anotacion de los transcritos mas afectados. C. Lista de los genes cuya expresion se ve mas afectada, en verde los downregulados
y el rojo los Upregulados.
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Figura 16. Andlisis de las funciones celulares mas afectadas en la condicién de Normoxia con respecto a la condicién de Hiperoxia
con Olaparib en células MUMZ2B.
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2.2 Analisis RNAseq de las células HBEC3KT bajo las diferentes condiciones
experimentales:

2.2.1 Normoxia versus Hiperoxia en células HBEC3KT: Al realizar las mismas
comparaciones en ceélulas sanas del epitelio pulmonar HBEC 3KT la situacién cambia,
ya que son muchos menos genes los que se ven afectados con respecto a las MUM2B,
concretamente hay 109 genes que ven modificada su expresion en Hiperoxia con
respecto a la condicion de Normoxia, 37 downregulados y 72 upregulados (Figura 17).
Estos resultados sugieren que estas células sanas son mucho menos reactivas a la alta
concentracion de oxigeno que las tumorales. Tan escaso es el numero de genes que
se modifican que el programa no permite analizar cuales son las actividades celulares
mas afectadas de manera significativa, aunque en general vemos menor afectacion de

los genes mitocondriales.

3KT_Gontrol_Hiper_vs_3KT_Gontrol_Norm

3KT Norm vs. Hyp
A 5 -
g 1 AP00D442
=
5
37 ) 72 =0

G080 4\ MIRS04T
e s s et
L wrie ALBHTEZ
o
ey

ZVFiEsC
\aPo00ses 4

oo
fog2 foid change

GOl logFC GOl | [ togrc
1 MTIF metallothionein 1F [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:7396] -0,63754] 1 ZNF38SC  zinc finger protein 385C [Seurce:HGNC Symbol;AccHGNC:33722] 1,0915)
2 ELACL elaC ribonuclease Z 1 [Source:HGNC Symbal;Acc: HGNC:14197] -0,60218)] 2 SEC31B SEC31 homolog B, COPIl coat complex eomponent [Seurce:HGNC Symbol;Acc:HGNC:23197  0,6398
3 INF174 zine finger protein 174 [Source:HGNC Symbol:Acc:HGNC:12963] -0,56758] 3 NNAT neuronatin [Source:HGNC Symbal;Acc:HGNC.7860] 0,571
4 NRCAM  neuronal cell adhesion molecule [Source:HGNC Symbol;Acc HGNE: 7934] -0,5145 4LHxa LIM homeobox 4 [Source:HGNE Symbol; Acc HGNC:21734] 0,5708
5 YPELS yippee like § [Souree:HGNC Symbal;Ace:HGNC:18329] -0,45629) 5 CAPN3 calpain 3 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:1480] 0,5538f
6 Cuxz cut like homeobox 2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HENC:19347] -0,44689) 6 PABPCIL  poly(A) binding protein cytoplasmic 1 like [Source:HGNC Symbol;Ace:HGNC:15797) 0,5337|
7 PLEKHD2  pleckstrin homology domain eontaining 02 [Source:HGNC Symbol:Ace:HGNC:30026] -0,43399) 7 (CSRPZ cysteine and glycine rich protein 2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC.2470] 0,4966(
8 FBX033 F-box protein 33 [Source:HGNC Symbol; Acc:HGNC:19833) -0,41841 8 MAMDC4  MAM domain containing 4 [Source:HGNC Symbol,Acc:HGNC:24083] 04942/
9 STARDS StAR related lipid transfer domalin containing 9 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:19162] -0,40411 9 LENGS. leukocyte receptor cluster member 8 [Source:HGNC SymbokAcc:HGNC-155001 0,4868(
10 LOX Iysyl oxidase [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:6664] -0,40113 10 TERC transferrin receptor [Source:HGNC SymbolAce:HGNC:11763] 0,4747|
11 LMCD1 LIM and cysteine rich domains 1 [Source:HGNC Symbol:Acc:HGNC:E633] -0,3989 11 MRM1 drial IRNA 1 [Source:} ¥ :26202] 0,4348|
12 MLFL myeleld leukemia factor 1 [Source:HGNC SymbolAce:HGNC:7125] -0,39207 12 ZNFE92  zincfinger protein 692 [Source:HGNC Symbol:Ace:HGNC:26049] 04329
13 IScAZ iran-sulfur cluster assembly 2 [Source:HGNC SymbolAccHGNC:19857] -0,34161 13 MzFL myeloid zinc finger 1 [Source:HGNC SymbolAcc:HGNC:13108] 04311
14 5082 SOS Ras/Rho guanine nucleotide exchange factor 2 [Source:HGNC Symbol;AccHGNC:11188]  -0,32954) 14 GABRE gamma-aminobutyric acid type A receptor subunit epsilon [Source:HGNC Symbol, AccHGN  0,4169)
15 FN1 fibronectin 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:3778) -0,31938] 15 HSPA12A  heat shock protein family A (Hsp70) member 12A [Source:HGNC SymboliAcc:HGNC: 15022 0,4154(
16 JKAMP INK1/MAPKS associated membrane protein [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:20184] +0,30622 16 FBF1 Fas binding factor 1 [Source:HGNC Symbol;Ace:HGNC:24674] 0,4104|
17 EMPL epithelial membrane protein 1 [Saurce:HGNC Symbol; Acc:HGNC:3333) -0,30049) 17 PEXG peroxisomal b factor 6 [ ¥ Ace: :8859) 0,3935|
18 TIMP3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 [Source:HGNC Symbol;Ace:HGNC:11822] -0,29715 18 CPA4 carboxypeptidase A4 [Source:HGNC Symbol,AccHGNC:15740] 0,3852(
19 MYADM  myeloid assoclated differentiation marker [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:7544] -0,27544 19 ARBA3 amyloid beta precursor protein binding family A member 3 [Source HGNC Symbol:Ace HG! 0,385
| 20TANK TRASTamily member assodated NEKH acaon| SolirceH G G s mbabars HENER RG] T 1 002022k :
121 GLUL glutamate-ammonia ligase [Source:HGNC Symbol;:AccHGNC:4341] -0,25031, ;21 NABPL nucleic acid binding protein 1 [Source:HGNC SymboliAcc:HGNC:26232] 03811,
| 22 TMEMSS  transmembrane protein 59 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:1238] -0,24936 | 22 POLR3E RNA polymerase lll subunit E [Source:HGNC SymbolAcc:HGNC:30347] 03725
| 23 HEPD [ & gl 1-dehydrog: [Source:HGNC SymbolAcc:HGN -0,23577; 1 23 ZNF512  rine finger protein 512 [Source:HGNC SymbolAce:HGNC:29380] 03639
! 24 aiax [Source: ymbol;Acc:HGNC:4330] oza2a8) |24 HsPAIR  heat shock pratein family & (Hsp70) member 18 [Source:HGNC SymboliAcc:HGNC:S233]  0,3245!
| 25 SEC1412  SEC14 like lipid binding 2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:10689] -0,22052] | 25 851811 S518L1 subunit of BAF deling complex [ ymbol A1t 03196
| 26 CDH4 cadherin 4 [Source:HGNC Symbol:Acc:HGNC:1763] -021486: 26 RECQLA Reca Jike helicase 4 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:9949] 03181
127 prpna protein tyrosine phosphatase non-receptor type 9 [Source:HGNE Symbol;Ace:HGNC:9661] 021462} | 27 ssspa single stranded DNA binding protein 4 [Source:HGNC Symbol;Ace:HGNC:15676] 03134
| 28 CCNBLIPL  cyclin B1 protein 1 [ : Symbol:Ace: 18437] | 28 PLAU plasminogen activator, urokinase [Source:HGNC SymbokAcc:HGNC:9052] 02762
| 29 ALDH1A3  aldehyde dehydrogenase 1 family member A3 (Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:408] | 29 TNFRSF21  TNF receptor superfamily member 21 [Source:HGNE Symbol;Acc:HGNC:13469] 0,2443)
! 30 pspas heat shack protein family A (Hsp?0] member 5 [Source:HGNC Symbol:Acc:HGNC:5238] ! 30 cOND2____cyelin D2 [Source:HGNG SymbolAce:HGNE:S83) _ 02031

Figura 17. Comparacion entre las condiciones de Normoxia e Hiperoxia en células HBEC 3KT. A. Diagrama de Venn mostrando el
numero de genes cuya expresion cambia en Hiperoxia con respecto a Normoxia. B. Volcano plot con anotacion de los transcritos
mas afectados. C. Lista de los genes cuya expresion se ve mas afectada, en verde los downregulados y el rojo los Upregulados.
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2.2.2 Normoxia versus Normoxia Olaparib en células HBEC3KT:

En este caso el numero de genes que cambian su expresion es de 344 en total.
Siempre mas bajo que en el caso de las MUM2B lo que parece confirmar la menor
reactividad de estas células tanto a la Hiperoxia como al Olaparib. 188 genes se
downregulan y 156 upregulan (Figura 18). Volvemos a encontrar algunos genes
mediadores inflamatorios aunque no en los primeros puestos vy las funciones mas
afectadas aunque se observa de nuevo la division celular y fision de organelas,
aparece tambien como una de las funciones mas afectadas el desarrollo de piel y
epidermis concretamente. Tambien se observa menos expresion de genes

relacionados con citoquinas y actividad ligando/receptor (Figura 18 y 19).
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Figura 18. Comparacion entre las condiciones de Normoxia y Normoxia Olaparib en células HBEC 3KT. A. Diagrama de Venn
mostrando el numero de genes cuya expresion cambia en Normoxia Olaparib con respecto a Normoxia. B. Volcano plot con
anotacion de los transcritos mas afectados. C. Lista de los genes cuya expresion se ve mas afectada, en verde los downregulados
y el rojo los Upregulados.
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Figura 19. Anélisis de las funciones celulares mas afectadas en la condiciéon de Normoxia Olaparib con respecto a la condicion de
Normoxia en células HBEC 3KT.

2.2.3 Hiperoxia versus Hiperoxia Olaparib en células HBEC3KT:

En este caso cambia la expresion de 304 genes, siendo 156 downregulados y 148
upregulados (Figura 20). En cuanto a las funciones la condicién de hiperoxia olaparib
parece tener un claro efecto en cuanto a la movilidad de los microtubulos como ya se
vio en en caso de MUM2B y en este caso parece downregularse las actividad
ligando/receptor, o al menos su activaciéon es moderada como en el caso de MUM2B y

la actividad de los quimiorepelentes si esta claramente downregulada (Figura 20 y 21).

IL1B vuelve a aparecer aunque no en los primeros puestos, por lo que parece que el
efecto en estas células es menor que en MUMZ2B, no obstante parece confirmarse un
efecto del Olaparib en algunos mediadores proinflamatorios a tiempos cortos de
hiperoxia (4 horas). Esto nos hace de nuevo la necesidad de analizar la situacion a
tiempos de hiperoxia mas largos, como por otro lado es mas parecido a lo que se daria
en la practica clinica habitual.
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Figura 20. Comparaciéon entre las condiciones de Hiperoxia e Hiperoxia Olaparib en células HBEC 3KT. A. Diagrama de Venn
mostrando el numero de genes cuya expresion cambia en Hiperoxia Olaparib con respecto a Hiperoxia. B. Volcano plot con
anotacion de los transcritos mas afectados. C. Lista de los genes cuya expresion se ve mas afectada, en verde los downregulados
y el rojo los Upregulados.
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Figura 21. Anélisis de las funciones celulares méas afectadas en la condicién de Hiperoxia Olaparib con respecto a la condicién de
Hiperoxia en células HBEC 3KT.
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2.2.4 Normoxia versus Hiperoxia Olaparib en células HBEC3KT:
Por ultimo la comparacion entre Normoxia e Hiperoxia Olaparib detecta cambios de

expresion en 326 genes, de los cuales 152 downregulan y 174 upregulan (Figura 22).

La actividades afectadas son parecidas a las de MUM2B, tomando un fuerte

protagonismo la actividad motora y de los microtubulos (Figura 22 y 23).
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Figura 22. Comparacion entre las condiciones de Normoxia e Hiperoxia Olaparib en células HBEC 3KT. A. Diagrama de Venn
mostrando el numero de genes cuya expresion cambia en Hiperoxia Olaparib con respecto a Normoxia. B. Volcano plot con
anotacion de los transcritos mas afectados. C. Lista de los genes cuya expresion se ve mas afectada, en verde los downregulados
y el rojo los Upregulados.
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Figura 23. Anélisis de las funciones celulares mas afectadas en la condicién de Hiperoxia Olaparib con respecto a la condicién de
Normoxia en células HBEC 3KT

Como reflexion para cerrar este bloque, quisiéramos poner de manifiesto que aunque
nuestra hipétesis de partida era que la hiperoxia iba a producir altos niveles de
mediadores proinflamatorios y el Olaparib iba a ayudar a compensar esta situacion. No
hemos observado una alta expresion de mediadores inflamatorios en hiperoxia a
tiempos cortos, sin embargo el olaparib si parece inducir algunos mediadores
inflamatorios a tiempos cortos como el IL1B e IL1A. No obstante, la situacion es
bastante mas compleja porque al tiempo que se inducen estos mediadores
inflamatorios, tambien lo hacen algunos inhibidores de la sefalizacion de interferones
que afectan a funciones inmunolégicas como la inflamaciéon, como genes de la familia
SOCS (Supressor of Citokyne Signaling), inhibidores de NFKB, serpinas (Inhibidores de
proteasas con papel en multiples procesos, entre ellos inmune, Heat Shock Proteins
(respuesta a stress) o TLRs, factores de complemento, etc..

Esto nos indica que debemos seguir investigando en esta via ya iniciada, por un lado
analizando que ocurre a tiempos de hiperoxia mas largos y por otro analizando todas

estas cascadas de sefializacion en un futuro proximo.
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Tarea 3. Niveles de mediadores inflamatorios en células tumorales MUM2B vy

células sanas del epitelio pulmonar HBEC 3KT:

Como ya se describié en informes previos el aumento de la concentracion de oxigeno
puede amentar los niveles de ROS, lo que esta directamente relacionado con un
activacion de la respuesta inflamatoria. Para comprobar el efecto anti-inflamatorio de la
inhibicion de PARP en condiciones de hiperoxia se determinaron los niveles de
mediadores inflamatorios (IL1beta, IL6, IL8, TNFa..etc) tanto en células inmortalizadas
sanas de epitelio pulmonar HBEC3KT, como en las lineas tumorales sometidas a

hiperoxia en presencia o ausencia de los inhibidores de PARP.

De manera previa a las técnicas inmunoldgicas, decidimos analizar los perfiles
transcripcionales de los mediadores inflamatorios mediante qPCR usando sondas
Tagman. Se incluyeron ademas otros genes de importancia en inmunoterapia como
CTLA4 o PD-L1, cuya expresion habia sido descrita previamente en células de
melanoma, aunque nosotros hemos encontrado muy baja expresion de estos genes en
nuestro modelo y por tanto solo se muestran en esta seccidén los resultados de los
principales mediadores proinflamatorios a tiempos cortos de hiperoxia (4 horas) con las
mismas condiciones de induccidbn quimica de hipoxia y olaparib previamente

ensayados en las secciones anteriores (Figura 24).

Mum2B o HBEC3TK

Normoxia Hipoxia (CoCly) Hiperoxia Hiperoxia + CoCl,

Control Olaparib Control Olaparib Control Olaparib Control Olaparib

e e e

qPCR
Lista de genes seleccionados:

-IL1beta
-IL6
e -IL8

v -TNFo

Figura 24. Esquema experimental del analisis transcripcional mediante qPCR de los genes y condiciones experimentales de
interés. Se incluyen tnicamente los genes en los que hemos podido detectar niveles apreciables de expresién en nuestro modelo.
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Una vez analizados los perfiles transcripcionales, esta previsto un analisis mas
detallado de las condiciones mas intersantes mediante métodos inmunoldgicos
(ELISA).

3.1 TNFa: Es un mediador pro-inflamatorio de primera linea (fase aguda), producido
principalmente por macréfagos (y otros tipos celulares). Su acciéon pro-inflatoria es
conjunta con IL-1, IL-6. A nivel tisular produce la remodelacién y recuperacion de los
tejidos. Activa genes NF-«x[3 dependientes. Tiene dos formas una de membrana y otra
soluble. Produce fiebre e inhibicién del apetito via hipotalamo. En el higado: estimula la
respuesta de fase aguda. En nuestro modelo, a las 4 horas aunque hemos observado
cierta variabilidad entre replicas biologicas, en general detectamos ciertos beneficios de
la condicion que combina la Hiperoxia con Olaparib sobre todo en células HBEC 3KT
lo que es interesante para un posible uso terapéutico ya que disminuirian sus efectos

pro-inflamatorios (Figura 25).
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Figura 25. Anélisis de los niveles transcripcionales de TNFa en células MUMZ2B (arriba) y 3KT (paneles de abajo). Se muestran los
resultados correspondientes a 3 replicas biologicas. Aunque observamos cierta variabilidad las condiciones de hiperoxia y
concretamente hiperoxia con olaparib disminuyen los niveles de expresiéon de TNFa.
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3.2 IL1B: Tiene una accion pro-inflamatoria, producto de la liberacién de histamina por
mastocitos causando vasodilatacion y los signos de inflamacién localizada. Actividad
similar a TNFa (1°as fases de inflamacion). Actividad quimotactica sobre los
granulocitos. Pirdgeno causando fiebre por liberacién de prostaglandinas. Junto con IL-
6 y TNFa causa elevacion de las proteinas hepaticas de fase aguda (por e€j.,
fibrindbgeno y proteina C reactiva). Producida por monocitos y macrofagos y las células

endoteliales. Se presenta en dos formas, denominadas IL-1a e IL-1(.
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Figura 26. Analisis de los niveles transcripcionales de IL1f en células MUMZ2B (arriba) y 3KT (paneles de abajo). Se muestran los
resultados correspondientes a 3 replicas biolégicas. Los resultados de gqPCR parecen confirmar los resultados del RNAseq que
revelan un aumento de los niveles transcripcionales de IL1/ en la condicion de olaparib y a tiempos de hiperoxia cortos (4 horas).

En nuestro modelo, aunque la condicién de hiperoxia disminuye la expresion, hemos
detectado un aumento de IL-1B en la condiciones con Olaparib y a tiempos cortos de
hiperoxia especialmente en células MUMZ2B lo que confirma los resultados previamente
observados en los ensayos de RNA Seq (Figura 26). Estos experimentos nos llevan a
pensar como ya hemos dicho que deberiamos analizar tambien tiempos mas largos de

hiperoxia.
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3.3 IL-6: Es secretada por los macréfagos, células T, células endoteliales vy
fibroblastos. Inducida por la IL-1 y se incrementa en respuesta a TNFa. Es un pirégeno.
Interviene en la produccion de inmunoglobulinas, en la diferenciacion de linfocitos B,
activa a los linfocitos T citotoxico mediante diferenciaciéon de Th17 (IL-17), modula la
hematopoyesis y es la responsable, junto con la IL-1, de la sintesis de proteinas de

fase aguda hepatica, en especial fibrinégeno.

En nuestro modelo aunque volvemos a observar cierta variabilidad entre replicas la
tendencia general que IL6 se expresa menos en las condiciones de hiperoxia y aunque
el olaparib parece ofrecer cierto beneficio aunque moderado especialmente en células
3KT (Figura 27).
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Figura 27. Anélisis de los niveles transcripcionales de IL6 en células MUM2B (arriba) y 3KT (paneles de abajo). Se muestran los
resultados correspondientes a 3 replicas biolégicas. Aunque con cierta variabilidad la tendencia general es una disminucion de la
expresion de IL6 en las condiciones de hiperoxia, con cierto beneficio del uso de Olaparib.
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3.3 IL-8: es conocido como factor quimiotactico de neutréfilos. Tiene 2 funciones
principales: Induce la quimiotaxis principalmente de neutréfilos pero también de otros
granulocitos. IL-8 también estimula la fagocitosis y se sabe que IL-8 es un potente
promotor de la angiogénesis. En las células diana, la IL-8 induce una serie de
respuestas fisiolégicas necesarias para la migracion y la fagocitosis.

En nuestro caso, llama la atencion un aumento de expresion de IL-8 sobre todo en
MUM2B cuando se combinan todos los tratamientos (Barras azul claro. Figura 28).
Como en el caso anterior los tratamientos con hiperoxia, sobre todo en 3KT parecen
disminuir la expresion de IL8 y el olaparib parece tener un moderado beneficio.
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Figura 28. Andlisis de los niveles transcripcionales de IL8 en células MUMZ2B (arriba) y 3KT (paneles de abajo). Se muestran los
resultados correspondientes a 3 replicas biolégicas. Es notorio el aumento de expresién de IL8 en MUM2B cuando se combinan
los tratamientos (barras azul claro). En general se obtiene una disminucion de la expresion de IL8 en los tratamientos con
hiperoxia, y ofreciendo el olaparib un beneficio moderado.

al

STIENE

Para terminar esta seccién, habria que decir que tambien hemos analizado los niveles
transcripcionales del Interferon gamma y de los inmunocheckpoints CTLA4 y PD-L1,

aunque lo niveles de expresion han sido indetectables en este modelo experimental.
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Analisis de expresion de mediadores pro-inflamatorios a las 24 y 72 horas de

hiperoxia:

Como ya expusimos en la memoria anterior, nos sorprendié desde el principio no ver
un mayor efecto de la hiperoxia sobre los mediadores inflamatorios tanto en el analisis
por gPCR como en el ARN Seq con tiempos cortos de hiperoxia (4 horas) y decidimos
hacer una prueba aumentando los tiempos de hiperoxia a 72 horas, lo que nos obligaba
a disminuir la concentracion de Olaparib a 1uM para reducir la mortalidad de las células

asociado e este largo plazo.

Los resultados preliminares apoyaron nuestra hipétesis lograndose un aumento de los
niveles de los pro-inflamatorios analizados a las 24 horas y 72 horas de hiperoxia
ademas de un beneficio claro del uso del Olaparib como pudimos observar en los en

los analisis mediante gPCR (datos no mostrados).

Estos resultados abren la puerta a la realizacion de los ensayos usando periodos de
hiperoxia mayores, que por otro lado aunque son algo mas complicados de mantener

en cultivos celulares son mas perecidos a las condiciones clinicas.

En el momento de la redaccién de esta memoria, se estaban realizando replicas

bioldgicas adicionales para corroborar nuestras observaciones iniciales.

Tareas 4 y 5. Oximetria mitocondrial durante hiperoxia/inhibicion de PARP y

Metabolismo glucolitico en hiperoxia/inhibicion de PARP.

Finalmente para esta tarea hemos usado los kits colorimétricos de Abcam lo que nos
ha permitido obtener algunos de los resultados mas interesantes derivados del

presente proyecto.

Tarea 4. Oximetria mitocondrial o medicién del consumo de oxigeno.

Para esta tarea usamos un Kit de consumo de Oxigeno extracelular de Abcam
ab197243 (Extracellular Oxygen Consumption Assay ,ab197243). La tasa de consumo
de oxigeno es una medida de la tasa de respiracion celular y de la funcion mitocondrial.
El kit de ensayo de consumo de oxigeno extracelular es un ensayo de lectura de placas
de fluorescencia de 96 pocillos para el analisis cinético en tiempo real de las tasas de

consumo de oxigeno extracelular (OCR).
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El compuesto fluorescente utilizado en este kit de ensayo se apaga con el oxigeno.
Este colorante se excita a 360-380 nm (maximo 380) y emite a 630-680 nm (maximo
650).

En el ensayo, se agrega una capa de aceite en la parte superior del medio de ensayo
para limitar la difusion de oxigeno al medio de ensayo. A medida que la respiracion
mitocondrial agota el oxigeno dentro del medio de ensayo, se reduce el apagamiento
del tinte fluorescente y la sefial de fluorescencia aumenta proporcionalmente. Se utiliza

Antimicina A como control negativo y la glucosa oxidasa (GOx) como control positivo.

Se muestran a continuacién los resultados obtenidos para el consumo de oxigeno tanto
en células MUM2B como en 3KT (Figura 29) bajo las siguientes condiciones: Normoxia,
Normoxia con Olaparib, Hiperoxia e Hiperoxia con Olaparib. En general observamos un
aumento del consumo de oxigeno en hiperoxia en ambos tipos celulares, lo que tiene
bastante ldgica. A mayor concentracion de Oxigeno, mayor consumo para la
generacion de energia en la mitocondria. Lo mas interesante es que el Olaparib logra
reducir este consumo de manera diferencial en células sanas HBEC 3KT lo que tiene

implicaciones terapéuticas.
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Figura 29. Analisis del consumo de oxigeno usando el kit Extracellular Oxygen Consumption Assay de Abcam en células MUM2B
(gréfica superior) y en HBEC3KT (gréfica inferior). Como puede observarse se produce un aumento del consumo de oxigeno en
hiperoxia, que es compensado mas eficazmente por el olaparib en células HBEC 3KT y esa diferencia de comportamiento puede
ser importante para aproximaciones terapéuticas.
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Una vez que hemos optimizado las condiciones de este ensayo, tambien se incluiran
condiciones de hipoxia inducida quimicamente para ver si se logra invertir la situacién

del consumo de oxigeno descrita.

Tarea 5. Analisis del Metabolismo glucolitico en hiperoxia/inhibicion de PARP.

Una de las adaptaciones mas importantes de los tumores para aumentar su tasa de
crecimiento y supervivencia es el aumento del consumo de glucosa y este desbalance
de la homeostasis metabdlica les permite un crecimiento acelerado con respecto a las
células sanas. Cualquier mecanismo que logre revertir estas adaptaciones puede tener

grandes implicaciones para el tratamiento del cancer.

Para el analisis del metabolismo glucolitico usamos el kit para medicion de glucolisis
de ABCAM (Acidificacion Extracelular) [Glycolysis Assay .Extracellular acidification.
(ab197244)]. Tambien es un enfoque basado en un lector de placas de fluorescencia
de 96 pocillos, facil de mezclar y medir, para el analisis de la acidificacion extracelular
(ECA / ECAR). Como la produccion de lactato es el principal contribuyente a esta
acidificacién, se obtiene una medida conveniente e informativa del flujo glucolitico
celular. Dichas mediciones ofrecen una vision importante sobre el papel central que
desempefia la actividad glucolitica alterada en una amplia gama de procesos
fisiologicos y fisiopatologicos, incluida la adaptacion celular a la hipoxia e isquemia, y el
desarrollo y la progresiéon de la tumorigénesis.

Las mediciones de la glucolisis estan basadas en la variacion de la tasa de acidificacion
extracelular y se calculan a partir de los cambios en la sefial de fluorescencia a lo largo
del tiempo y, dado que la medicion no es destructiva y es totalmente reversible (no se
consume reactivo sensible al pH), es posible medir las

Se muestran a continuacion los resultados obtenidos para la tasa de glucolisis tanto en
células MUM2B como en 3KT (Figura 30) bajo las mismas condiciones que el ensayo
anterior: Normoxia, Normoxia con Olaparib, Hiperoxia e Hiperoxia con Olaparib.
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Figura 30. Anélisis de la tasa de glucolisis usando el kit Glycolysis Assay Extracellular acidification de Abcam en células MUM2B
(grafica superior) y en HBEC3KT (grafica inferior). Como puede observarse se produce una disminucion dramatica de la glucolisis
hiperoxia. El Olaparib tiene un efecto moderado en estas condiciones.
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En general observamos una dramatica disminucion de la tasa de glucolisis en hiperoxia
en ambos tipos celulares lo que supone un switch metabdlico de mucha importancia
para la adaptacion y proliferacion del tumor. Es bien conocido que las condiciones de
hipoxia del tumor modifican la actividad de la mitocondria consumiendo menor cantidad
de oxigeno y provocando un aumento de la tasa de glucdlisis. Estos resultados son
muy importantes ya que aumentando la cantidad de oxigeno estamos logrando

contrarrestar las adaptaciones del tumor y por tanto dificultando su proliferacion.

No obstante, debido a la trascendencia de estos resultados para el metabolismo
energético del tumor, se realizaron réplicas 3 biolégicas mas de los ensayos, en cada
tipo celular cuyos resultados se muestran a continuacién (Figura 31) y que sirvieron

para confirmar las observaciones previas.
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Figura 31. Analisis de la tasa de glucolisis usando el kit Glycolysis Assay Extracellular acidification de Abcam en células MUM2B y
en HBECS3KT. Las barras representan la media de 3 replicas independientes.

Es necesario destacar que una de las adaptaciones mas frecuentes de los tumores es
el aumento de la tasa de glucolisis, lo que les permite acaparar recursos energéticos y
por tanto una elevada proliferacion. Mediante el uso combinado de hiperoxia e
inhibidores de PARP, se abre una puerta terapéutica para el control de las tasas
metabdlicas y proliferativas de las células tumorales en contextos clinicos.
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Tareas 6 y 7. Modelo murino de metastasis y estudio histopatologico.

Se realiz6 un estudio usando un modelo murino de metastasis, en colaboracion con el
grupo del Dr. Alberto Pascual en el IBIS, CSIC, Sevilla, entre el 27 de Abril y el 26 de
Mayo de 2021. También se realiz6 un estudio histopatologico de los tumores en
colaboracion con el grupo de Francisco O’'Valle en la Universidad de Granada. Estos
resultados no se muestran en la versidon del informe publicada en la web por

incompatibilidad con el procesos de patentabilidad.

Cabe destacar que se realizd6 un ensayo piloto previo en nuestro laboratorio de
Granada , para optimizar las condiciones experimentales usadas en el ensayo definitivo
(Figura 32).
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Figura 32. Investigadores de nuestro grupo durante la realizacién del ensayo piloto en las instalaciones del IPBLN-CSIC y del
Centro de Investigaciéon Biomédica (CIB) de la Universidad de Granada que cuenta con un equipo analizador de imagen IVIS.

Analisis de resultados:

En el momento de la redaccion de la presente memoria se esta realizando el
procesamiento de los bloques de parafina y OCT, sobre los que se realizaran los

estudios histopatoldgicos y el analisis de los datos correspondientes a las imagenes del
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IVIS y de los tumores. Estos datos deben presentarse necesariamente en combinacion
con los estudios histopatoldgicos, que aun llevaran unos meses de trabajo, para poder

realizar conclusiones significativas.

CONCLUSIONES Y LINEAS DE TRABAJO FUTURO

Principales conclusiones:

Este proyecto se ha llevado a cabo en lo ultimos 22 meses y los resultados
conseguidos se envian el la memoria adjunta. De manera resumida recogemos las

principales conclusiones:

1. La hiperoxia moderada (30%) y aguda (hasta 6 horas) induce la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) tanto en células tumorales altamente agesivas (MUM2B)
como en células epiteliales de pulmén, no tumorales (HBEC3KT).

2. La inhibiciéon de PARP con olaparib disminiye la produccion de ROS en en células no
tumorales HBEC3KT.

3. Hemos realizado el primer ensayo de transcriptomica global en respuesta a hiperoxia de
toda la literatura cientifica y demuestra una alteracion de la expresion génica afectando
sobre todo a la actividad mitoconfrial, que es mucho mas acusada en células tumorales
y se modifica tras el tratamiento con olaparib. La inhibicion de PARP pone de manifiesto
una alteracion diferencial en la respuesta inflamatoria.

4. Los niveles de mediadores inflamatorios TNF-alfa, IL1beta, IL6 determinados a 72 horas
tras la hiperoxia moderada, aumentan de manera muy significativa y el tratamiento con
olaparib reduce fuertemente este aumento.

5. La hiperoxia limita la activacién del factor inducible por hipoxia HIF1alfa, e impide la
activacion de la glucolisis lo que puede tener un impacto muy considerable sobre la
adaptacion tumoral al microambiente.

6. En un modelo de metastasis en raton utilizando condiciones de hiperoxia hemos
obtenido resultados prometedores que seran presentados en la correspondiente

publicacion.

Aplicabilidad y potencial de transferencia

Tal como ponen de manifiesto los resultados obtenidos hasta la fecha, este proyecto
tiene un enorme potencial de proporcionar estrategias terapéuticas completamente
novedosas y frente a los mecanismos de invasion por parte de las células tumorales .
Como se menciond, la adquisicidn comportamiento altamente agresivo, impulsado por

la hipoxia, es una de las principales causas de la invasion y la recaida del tumor, que
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posteriormente conduce a la muerte de los pacientes. La disponibilidad de
herramientas terapéuticas para contrarrestar eficazmente la activacion de HIF en
tumores e impedir el fracaso de las terapias contra la angiogénesis sigue siendo un
desafio clinico importante. Por lo tanto, dada su relevancia clinica, existe una
necesidad urgente de investigar y descubrir los mecanismos y genes involucrados en
este fendbmeno y, como tal, tienen implicaciones directas para mejorar la eficiencia de
los regimenes terapéuticos actuales para tratar el cancer. Ademas, el uso controlado
de hiperoxia en paralelo a la inhibicion de PARP protegeria al epitelio pulmonar del
dafio masivo producido por la generacion de ROS y el dafio mitocondrial. Por tanto, si
se encuentra una manera de evitar las lesiones pulmonares acompanadas de una
nueva aplicacion farmacolégica del oxigeno, los resultados de este proyecto pueden
traducirse en el desarrollo de nuevas estrategias para limitar la diseminacion del

melanoma metastasico.

Los resultados, una vez elaborada la inmunohistoquimica de las metastasis de pulmén,
se van a presentar a la Oficina de Transferencia de Tecnologia del CSIC, para su

evaluacién de patentabilidad, antes de publicarlos.

No obstante, el proyecto, con todo su potencial translacional, puede quedar
truncado si no se prevé una financiacién adicional que permita finalizar los
experimentos que estan en marcha y que se describieron en la solicitud presentada a la

convocatorio de Biomedicina de la FDM de este arfio 2021.
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