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Objetivos

Integrar los conocimientos relacionados con el
desarrollo tumoral y conocer los procesos
biologicos implicados en la generacion de vasos
sanguineos

Conocer los pasos biologicos implicados en
invasion y metastasis

Conocer algunos procesos Y vias de senalizacion
que regulan la invasion y metastasis

Obtener una vision integrada del proceso
metastasico




Desarrollo Tumoral: Etapas Tumor

invasor
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Tumores: Requisitos de Vasculatura

Aporte de nutrientes,
oxigeno

Eliminacion de desechos

Formacion de la
vasculatrura: de novo
durante embriogénesis

En adultos la vasculatura
es quiescente (células
endoteliales son
longevas)
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Balance y “Switch” Angiogénico

Inhibitors:
Thrombospondin-1
The statins:
Angiostatin
Endostatin
Canstatin
Tumstatin

Moduladores de
proliferacion y
migracion
Estatinas como
angiostatina,
endostatina

Nature Reviews Cancer (2003) doi:10.1038/nrc1093

SWITCH

Activadores de
proliferacion y migracion
de células endoteliales
Ligandos de receptores
tirosina quinasa (ej.:
VEGF, FGFs, PDGF, EGF)




Induccion de Angiogenesis en Tumores

Se ve favorecida por:
Hipoxia
Mutacion de oncogenes (RAS, MYC, EGF,
sobreexpresion de HER2)

Pérdida de funcion de supresores de tumores
(PTEN, P53)

Requiere interaccion entre diferentes tipos de
células y el microambiente

Esencial para sobrevivencia tumoral, invasion y
metastasis




Senalizacion Pro-Angiogénica
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Angiogénesis Tumoral

b Perivascular detachment ¢ Onset of angiogenic sprouting
and vessel dilation

Nature Reviews Cancer (2003) doi:10.1038/nrc1093

(0 ) Normal cel  (EPRIRED Blood vessel with pericyte
) ) Cancer cal & Apoplosing, necrotic cel
(3P owiding cel




Vasculatura Tumoral

No llega a estado quiescente, angiogenesis
constante («herida que no sana»)

Arquitectura anormal: forma irregular, tortuosa,
dilatada, «dead-ends», hemorragias

normal tissue tumor
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Figure 13 34b The Biology of Cancer (€ Garland Science 2007)



Angiogénesis es un Proceso Continuo




VEGF y Conducta Clinica de Tumores

+ Presencia de VEGFA se asocia con angiogenesis

- VEGFA elevada puede estar asociada a estadios
avanzados (ej: cancer ovarico), peor sobrevida

FIGO 2, Stage I FIGO 2, Stage II FIGO 3, Stage IV

Int. J. Mol. Sci. (2012) d0i:10.3390/ijms131013264



Dos Mecanismos para Abastecer un Tumor

Tumor cells secrete factors e Vessel grows into
to stimulate vessel growth. the tumor mass.

Angiogenesis

e Tumor cells organize themselves e Vessels hook up to channels

to form vessellike channels. within the tumor mass.

Vasculogenic
mimicry




“Vasculogenic Mimicry” sessmses £

Magnified cross-section of tumour

Tumour-cell-lined
fluid-conducting ECM
meshwork

Tubule-like

Endothelium-lined g@g%
vasculature @A@

Vessel-like

PAS- and laminin-positive
networks

Nature Rev Cancer 2003. doi:10.1038/nrc1092
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Invasion y

Metastasis




Conceptos Basicos

« Células epiteliales: adherentes, forman capas

celulares (— barreras)
O — Epithelial cell
‘ ool
AO__JOO- = }-Basement

CéIUIaS mesean|ma,t|Cas: emidesmosome membrane

solitarias, capacidad —

migratoria (— «stem» cells, Y @ Interstital

capacidad de diferenciar) M — Y e
” 'Mesenchymal ce

—
——

Matriz extracelular (ECM): —— ———— -
conformada por proteinas y Capillary e
carbohidratos (— soporte, — = ¢

anclaje, senalizacion)

Nature Rev Mol Cell Biol (2013) d0i:10.1038/nrm3620



Fenotipo Epitelial

Extensa comunicacion intercelular y anclaje en
la matriz extracelular

Diferenciacion, polaridad

Tight junction

Adherens
junction

Gap junction

Hemidesmosoma

—




Fenotipo Epitelial: E-Cadherina

- E-Cadherina: inhibicion por contacto y transmision
de senales que inhiben la proliferacion

NCAM120
Cell1 NCAM140

—

E-cadherin

l Adherens junction ,
j NCAM

) cAD domain - .' Q&\Q/

() CAD-HAV domain : -
© Ca?+-binding site @ Y-catenin
= Intracellular domain p120-catenin

WRR Actin A GPlanchor
Y Ig-ike domain OO Polysialic acid
Il Fibronectin type Il domain
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Transicion Epitelial Mesenguimatica (EMT)

« Ciertos estimulos pueden inducir un cambio
fenotipico de epitelial a mesenquimatico (EMT)

Rol fisioldgico en desarrollo embionario: permite
desdiferenciacion y migracion a otros sitios,
donde las células revierten nuevamente al
fenotipo epitelial (MET)

=)  Proceso REVERSIBLE
G—

Developmental EMT

| e

| : : -4
) i
B § &

Cold Spring Harb Perspect Biol 2012; doi: 10.1101/cshperspect.a011908




Ciclo de Plasticidad Celular

Tight-junction
dissociation

Adherens-junction and

EMT effectors desmosome dissociation
Growth factors

Cytokines
ECM

Epithellal markers
E-cadherin

Claudins

Occludins

0 0 Desmoplakin
Cytokeratin-8, -9 and -18

Epithelial cells Mucin-1

Tight-junction formation,
completion of cell-
polarity programme

Desmosome
association

Mesenchymal markers
Fibronectin

Vitronectin

F5P1

Vimentin

Smooth-muscle actin

FGFRZ 1llb and lllc splice variants

MET effectors

Adhesion
Cortical actin MFs

Mesenchymal cells

Initial E-cadherin
adhesive contact

Rho-GTPase activation,
cortical-actin-cytoskeleton
reorganization,
adherens-junction assembly
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Metastasis

 Diseminacion de células tumorales a un organo en
distancia

« Complejo: involucra varias etapas diferenciables:
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Nature Rev Cancer (2013) doi:10.1038/nrc3628



EMT: Requisito Necesario para Invasion

« EMT es necesaria para migracion e invasion tumoral

EPITHELIAL

MESENCHYMAL

) = &
L

o>

Cell polarity No cell polarity

Cell adhesion (to each other and
to Extra Cellular Matrix

Stationary Ability to migrate and invade
High level o Low level of E-cadherin
Low level of N-cadherin High level of N-cadherin

Loss of cell adhesion




Induccion de EMT

Rol de senalizacion extracelular: TGF-
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Degradacion de la ECM

Archetypal MMPs

« Mediada por
metaloproteinasas

Degradan la lamina basal y

permiten la migracion a

traves del estroma g N |
« Varias familias, agrupadas

segun estructura o e
localizacion (secretadas, el
proteinas de membrana)
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Metaloproteinasas en Invasion

Enzyme = ECM substrates Structure

MMP7 Collagen IV, gelatin, ibronectin, laminin, elastin, transferrin, casein (SI[Propeptide [Catalytic Zny [+

MMP3 Collagens, gelatin, aggrecan, laminin, elastin, casein, osteonectin, (S1[Propeptide([Catalytic HPX
fibronectin, ovostatin, entactin, plasminogen, pro-MMP9

I_I_I
Linker region

Collagens (IV, V, VI, X), gelatin, elastin, ibronectin

2l Propeptide [ Catalytic ﬂiﬂ.]'
Collagens (IV, V, VII, X), gelatin, elastin, fibronectin Fibronectin-like motif

Collagens, gelatin, ibronectin, laminin, vibronectin, entactin,

pro-MMP2

Iﬁprupeptid e [ﬁ Catalytic @n) [+—{HPX{TM[Cyto[)

(Ast-like Cat@n [) Astacin-like catalytic domain m EGF-like factor Propeptide domain
Catalytic domain GPL anchoring sequence @D Signal peptide domain
Cytosolic tail Haemopexin-like domain Thrombospendin type |-like repeat
Cys-rich domain (EO Immunoglobulin-like domain Transmembrane domain
(DED Disintegrin domain (MAM[) Meprin A5 protein tyr phospatase i-domain (TRAF[) TNFR-associated factor domain

Otras proteasas (ADAMS, uPA)

Nature Rev Mol Cell Bio (2014) doi:10.1038/nrm3904




Plasticidad de la Migracion Celular

 Varias formas: programas de migracion
adaptables (dif. patrones de expresion genica)

Promovida por macréfagos asociados a tumores

Mesenchymal Amoeboid

Mesenchymal-amoeboid
transition “"." \\‘

IRt
A

Pr S

Collective—-amoeboid
transition

Cluster

Nature Rev Cancer (2003) do0i:10.1038/nrc1075



Migracion Celular en Invasion

« Dependiente del tipo de tumor

Individual

Collective

Migration strategy

-\,

e

an- ~

-
W
Ameoboid

Tumour type

Lymphoma
Leukaemia
SCLC

Fibrosarcoma
Glioblastoma
Anaplastic tumours

Epithelial cancer
Melanoma

Multicellular strands/sheets

Epithelial cancer
Vascular tumours
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Migracion en 2D

https://www.youtube.com/watch?v
=t3u2 pAEB94

https://www.youtube.com/watch?
v=vAaQ4WS80hI



https://www.youtube.com/watch?v=vAaQ4WS8QhI
https://www.youtube.com/watch?v=t3u2_pAEB94

Pasos en la Migracion en 3D

@ Formation of focal contact @Actomyosin contraction

® @ ®a@

@ Pseudopod protusion at the

o

———

- 1r_ — 4| :
V- S —» Recyclin
> S P yeing
— e

gt ~ _“\’
-y ~-i§'¥@"
T Y

mwpasw Actin filament () Vinculin, paxilin, N g | ' . ‘ i Q
&b ARP2/3 complex @-actinin
W WASP O FAK
9 Clustered PIPs “7 MT1-MMP
[ 1 PI3K, PI45K ps ] (Smg? l\ghgr)as
*f B1,§3 i.megrins el
O o wsin, [\ Partially dograded
ICAP, ILK ECM

ECM fragments () Phosphatases
" Myosin i —_J Calpain
) Actin-capping =) Sheddase

proteins Nature Rev Cancer (2003) d0i:10.1038/nrc1075




Intravasacion

- Senalizacion compleja, rol de metaloproteinasal

A través de espacios intercelulares o de la célula
endotelial

Paracellular intravasation Transcellular intravasation

A A
r Cancer cell acrophege r g

attraction

Cancer cell

Notch

receptor

Basement
membrane

s

Endothelial | | Endothelial gy : 5
retraction | retraction y .

\ MLCK L ol Ca’*—calmodulin

Nature Rev Cancer (2013) doi:10.1038/nrc3628



Transporte en Vias Sanguineas

 Células tumorales deben sobrevivir condiciones
adversas (espacio reducido, friccion, niveles de
oxigeno, falta de anclaje)

Células migran hasta encontrar ambiente propicio
para extravasar: en general, capilares pequenos
(disminuye velocidad de transporte, coagulo,
tiempo para adhesion a pared endotelial)




Adhesion y Extravasacion
- Mediada por varias proteinas de superficie

» Facilitada por otras células

II Eselctin YCD44 ﬂn MET

II Nocadiasin YSL*"' ) I] MUC1
orslLe

Actin stress
fibre

' Secreted factors
i '\
~ 4 | Endothelial retraction {=

Junction
disassembly

O CD—

/ - Protrusion
disassembly \ i — extension

Protrusion
extension

Nature Rev Cancer (2013) doi:10.1038/nrc3628



Invasion

https://www.yvoutube.com/watch?v=bdWRZd19sw



https://www.youtube.com/watch?v=bdWRZd19swg

Contribucion de Otras Células

» Interaccion con plaquetas: proteccion contra sistema
inmune; TT adherencia a células endoteliales

Plaquetas recubren

o célula tumoral T— = = _
> M =lle BE oF

gect

| Adhesion ) revecton

\Nature Rev Cancer (20 doi:10.1038/nrc3628




Organos Afectados por Metastasis

Nnotropismo

bone marrow

pancreas breast

Figure 14.42 The Biology of Cancer (© Garland Science 2007)



Rol de Exosomas: Organotropismo

Exosomas
Integrina

« Inflamacién

 Células
progenitoras
médula dsea

tumorales Exosomas
Integrina
ITGB4

—

Steinbichler 2017. http://dx.doi.org/10.1016/j.semcancer.2017.02.006

Formacion
de nicho
pre-
metsatasico
drgano-
especifico




Colonizacion Requiere MET

Epithelial to mesenchymal transition (Invasion)

Snailt T
E-cadherin |,

EMT
> o

o )
s .

: : Adherens junction
Tight-junction and desmosome
dissociation dissociation

Mesenchymal cells

Epithelial cells

Tight-junction ;
formation, Snail1
completion of E-cadherin T

cell-polarity MET

program Initial E-cadherin
/ adhesive contact
e MET

Desmosome MET

association
Rho-GTPase activation,
cortical actin cytoskeleton
recrganization,
adherens junction
assembly

(Colonization) Mesenchymal to epithelial transition

Trends in Genetics 2012 doi:10.1016/j.tig.2012.04.004



http://dx.doi.org/10.1016/j.tig.2012.04.004

Dormancia y Latencia

¢ Colorectal carcinoma

Competence
to infiltrate
and to colonize

ears to decades)

Liver

ﬁsﬂ = etastasis

b .-.- -j' .
. : A g " Progression
w6/

Adenoma

Imvasive carcinoma

. Lung

metastasis

=2
%

Intravasation, arrest and
extravasation

Colonizacion:
periodos de
Dormancia

Nature Rev Cancer (2009) doi:10.1038/nrc2622

Desarrollo espacio-
temporal de metastasis
varia segun tipo de tumor
- (capacidad de infiltrar y
colonizar, latencia) y
organo de destino

Nature Med 2006 doi:10.1038/nm1469




Reactivacion de Células en Dormancia

- Presencia de senales mitogénicas adecuadas
- Remodelacion del microambiente
- Estimulacion autocrina

A TEN fibrils

L
[

1 Reactivation

Nature Medicine (2013) doi:10.1038/nm.3391



Resumen

El proceso metasatasico se divide en varias etapas:
regulacion y grados de dificultad distintos

Principal causa de muerte asociada a
enfermedades malignas

escape from
parent tissue

travel through
circulation

colonization of
remote site

invasiveness
causes
entry into
vessel

DIFFICULT

survival in the
circulation

Qe

960
[

arrest in
capillary or
other small
vessel

i,
e
)
|

exit into
remote tissue
or organ

Figure 20-44 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

survival of
cellsin
foreign
tissue

initial growth
of cells in
foreign
tissue

73 :
©

persistence
of growth

DIFFICULT




Resumen Metastasis

e https://www.youtube.com/watch?v=eSwG50
kiOQ

e https://www.youtube.com/watch?v=bdWRZd
19swg



https://www.youtube.com/watch?v=eSwG5O_kiOQ
https://www.youtube.com/watch?v=bdWRZd19swg
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Evolucion Tumoral




Objetivos

« Comprender el significado y las causas de la
heterogeneidad tumoral

Conocer las bases de la metodologia que
permite estudiar la heterogeneidad tumoral

Comprender el impacto de la heterogeneidad
tumoral en el desarrollo tumoral y sus
implicancias terapeuticas




Teoria de la Evolucion (Especies)

Jean-Baptiste Lamarck (1744-1829) Charles Darwin (1809-1882)




Teoria de la Evolucion (Molecular)

ADN ATGTTCTTGCAT

Mutaciones
/ \ espontaneas

ATGTCCTTGCAT ATGTTCTAGCAT

// \ Heredabilidad

ATATCCTTGCAT ACGTTCTAGCAT

1 5 1 . .
ATGTCCTTATAT arerTcTAGCe: DIVErgencia
1 5 1 5

EVOLUCION NEUTRAL

— SELECCION
GI'GTECTTATAD




Tumores: Modelo de Evolucion Linear

Linear (mono-clonal) progression

In situ Invasive Metastatic
carcinoma carcinoma carcinoma

* ® e
e — —>..—>:. —>:’.
.. - S »

Clin Cancer Res (2008) doi:10.1158/1078-0432.CCR-07-2188

Normal Pre-malignant

AIiC@KiaS @ 1153 % @%o

Normal __, Dysplastic __, Rdenomll — Borcinonl — Metastatic
epithelia epithelia cancer

et

MMR genes

8€-€€16 :66 (2007) SYNd




Evolucion Tumoral es Ramificada

 Presion selectiva del microambiente (ej: hipoxia)

 Clones metastasicos pueden originarse en
diversos puntos, mas de una vez

Selective pressures Tx

a Ecosystem 1 Ecosystem 2 Ecosystem 4

Yy 9 () | Recurrence
@ 9
Single :
founder - . | Ecosystemn 3
cell (stem or : : o
progenitor)
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Confined i ..
(CIS)

Subclones with unique Metastases

o] 1 genotype / ‘driver’ mutations




Heterogeneidad Tumoral: Conceptos

Heterogeneidad: molecular, celular
Intratumoral (dentro del mismo tumor)

Entre tumores en diferentes localizaciones
(mismo paciente)

Entre tumores analogos en diferentes pacientes

Normal
cell

—

Distant
<~ Driver alterations metastasic

GT6E WU/SEOT 0T 0P (STOC) 24n1eN



Metodologia de Analisis

AU Micro-
2 283 “‘V.‘-'\m \1;‘—‘) . .,
CERTae UAe  diseccion

Reconstruccién de Arbol filogenético:

Evolucion de clones tumorales

Células
tumorales

ﬂ

Analisis
mutacional

S—

https://www.icgi.net/Projects/Hetero

geneity



https://www.icgi.net/Projects/Heterogeneity

Mol Oncol. (2010) doi:10.1016/j.molonc.2010.04.010
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Cancer: Evolucion Somatica

 La mayoria de los canceres en humanos son de
origen clonal

La progresion tumoral se rige por fendomenos de
mutacion somatica y seleccion

Alteraciones:  Mutaciones somaticas, epigenéticas,
alteraciones cromosomicas,
inestabilidad genomica

Seleccion: Sistema inmune, competencia entre
células tumorales, hipoxia, agentes
terapéuticos




Heterogeneidad y Tratamiento

Tumor primario Seleccidon de clones:
TERAPIA  Tumor resistente

A, T790M,.E

A T790M,G
- A: Mutacion

frecuente, alta ' T790M: Mutacién T790M: |

‘ probabilidad de subclonal, baja Seleccién, causal

deteccion probabilidad de de resistencia
A deteccidn A

Am J Pathol (2013) http://dx.doi.org/10.1016/j.ajpath.2013.02.026)




CLON 1 CLON 2
"Don’'t look now, but here comes
some natural selection."




Diversidad Clonal Promueve Progresion

 Estudio prospectivo, cancer de esofago: factor
prgknéstico

Individual 1
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LR Individual 2
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Shannon index= 1.15 Shannon index= 0.64 Shannon index =0 | | | |
Divergence = 0.05 Divergence = 0.27 Divergence = 0 2 :3 4

Biopsies:

Mumber of clones, upper quartile

adenocarcinoma

¥ %k

Lower 3 quartiles

Incidence of esophageal £

107 Years of follow-up
frequencies: 5.5%

Cancer en seguimiento
Biopsias premalignas
(esofago de Barrett’s)

Nature Genetics (2006) doi:10.1038/ng1768



Heterogeneidad y Metastasis

 Celulas tumorales diseminadas muestran
heterogeneidad, previo a la aparicion de
metastasis

Heterogeneidad de celulas diseminadas se pierde
con mainfestacion clinica de metastasis:
prevalencia de clones mas agresivos

a Before manifestation of metastasis b Progression from DCC-MO-like [ Metastatic disease:
to M1/FT-like genomes stabilized M1/FT-like genomes

Lymph
node DCC

o--o-§
- &%)

Microevolution and
phenotypic plasticity

Tirme Time

Before After first After After third
systemic round second round
therapy round

Nature (2013) do0i:10.1038/nature12628
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Resumen

La mayoria de los canceres en humanos son de
origen clonal

Los tumores estan en constante evolucion
Proceso dinamico, cambios en espacio y tiempo
Evolucion tumoral se rige por presiones selectivas

_a heterogeneidad tumoral promueve la
rogresion del cancer

_as terapias actuan como presion selectiva:
sobreviven clones resistentes




“Cancers evolve by a reiterative process of clonal
expansion, genetic diversification and clonal
selection within the adaptive landscapes of tissue
ecosystems. The dynamics are complex, with highly
variable patterns of genetic diversity and resulting
clonal architecture. Therapeutic intervention may

destroy cancer clones and erode their habitats, but it
can also inadvertently provide a potent selective
pressure for the expansion of resistant variants.
The inherently Darwinian character of cancer is the
primary reason for this therapeutic failure, but it may
also hold the key to more effective control”.
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