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RESUM

La survivina és una proteina multifuncional, historicament associada a processos
tumorals i al desenvolupament embrionari que regula la proliferacid i I'apoptosi cel-lular. Tot
i que la seva funcié en cancer esta ampliament estudiada, la seva implicacié en altres
patologies relacionades no esta tan ben definida. De fet, estudis recents suggereixen que la
survivina podria tenir un paper important en la fisiopatologia de I'obesitat, patologia
metabolica d’elevada prevalenga considerada avui en dia un factor de risc associat al

desenvolupament de diversos tipus de cancer.

Aquesta tesi doctoral se centra en I'estudi del paper de la survivina en les relacions
entre cel-lules del microambient tumoral, cel-lules mare derivades del teixit adipds (ASCs),
macrofags i cel-lules tumorals en el context de |'obesitat. També analitzem el paper que
podria tenir la survivina en la progressio i resposta a la radioterapia de pacients amb cancer

de cap i coll (CCC) i la seva relacido amb I'estat metabolic.

Identifiguem que la survivina del secretoma de les ASCs de pacients amb obesitat
promou la polaritzacié protumoral dels macrofags i que aquests tenen la capacitat
d’internalitzar-la i secretar-la. Trobem que la survivina activa un fenotip hibrid (tant pro com
antiinflamatori) dels macrofags i els promou l'activitat protumoral amb dependeéencia de la
fosforilacié en la Treonina 34. A més, establim la survivina com nexe molecular entre les
ASCs, macrofags i cel-lules tumorals, aixi com a possible nou marcador especific de macrofag
associat a tumors. En el context del CCC, associem I'expressid de survivina en la mucosa
tumoral amb el risc de recurréncia, resposta al tractament i glucosa circulant de pacients
amb CCC. En un model in vitro demostrem que en cel-lules poc o mitjanament
radioresistents la sobreexpressié de survivina esta regulada per la radiacid i s’associa a un
fenotip protumoral. També trobem que els nivells elevats de glucosa inhibeixen la regulacid

de la survivina per la radiacié i augmenten la sensibilitat a un agent citotoxic.

En resum, aquesta tesi revela dos nous papers de la survivina en el context del
cancer. D’una banda en la promocié del fenotip protumoral dels macrofags i com a nexe
d’unié entre els diferents components del microambient tumoral, i de I'altra com a potencial
predictora del risc de recurréncia i mediadora de la reprogramacio metabolica induida per la

radioterapia en el CCC.
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ABSTRACT

Survivin is a multifunctional protein, historically associated with tumoral processes and
embryonic development that regulates cellular proliferation and apoptosis. Although its
function in cancer is widely studied, its implication with other pathologies is not well
defined. In fact, recent studies suggest that survivin might have an important role in the
physiopathology of obesity, a metabolic pathology with high prevalence and an

acknowledged risk factor for development of different types of cancer.

This doctoral thesis is focused on identifying the role of survivin in the relationship between
the cells from the tumor microenvironment, namely, adipose-derived stem cells (ASCs),
macrophages and tumoral cells, in the context of obesity. We also analyze the role of
survivin in the progression and response to radiotherapy of patients with head and neck

squamous carcinoma (HNSCC) and its relationship with the metabolic state.

We show that survivin from ASCs’ secretome of patients with obesity promotes protumoral
polarization of macrophages, which are both capable of internalize and secrete survivin. We
find that survivin activates a hybrid phenotype of macrophages (both pro and anti-
inflammatory) and promotes their protumoral activity with dependence of the
phosphorylation in Threonine 34. Importantly, we establish survivin as a new molecular link
between ASCs, macrophages, and tumor cells, as well as a new specific marker of tumor-
associated macrophages. In the context of HNSCC, we associate survivin expression in
tumoral mucosa with recurrence risk, treatment response and circulating glucose in patients
with HNSCC. In an in vitro model we demonstrate that survivin expression regulated by
radiation in low-medium radioresistant cells is associated with a protumoral phenotype. We
also find that high glucose levels inhibit survivin regulation by radiation and increase cells

sensitivity to a cytotoxic agent.

To sum up, this thesis reveals two new roles of survivin in the context of cancer. First, in the
promotion of the protumoral phenotype of macrophages and as a molecular link between
the different components of tumor microenvironment. And second, as a potential predictor
of recurrence risk and mediator in the metabolic reprogramming induced by radiotherapy in

HNSCC.
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1. SURVIVINA

La survivina és una proteina descrita per Ambrosini et. al. 'any 1997%. Es una proteina
petita (16,5 kDa; 142 aminoacids) que en humans esta codificada pel gen BIRC5 (de I'anglées
Baculoviral IAP Repeat-Containing Protein 5) al cromosoma 17 (17925), el qual esta format
per quatre exons i tres introns que porten a lI'expressié de diferents isoformes de la
survivina. Encara que la predominant i més estudiada és la forma salvatge (wild type en
angles), s’han trobat cinc isoformes que poden tenir importancia biologica; survivina-2B,
survivina-3B, survivina-AEx3, survivina-2a i survivina-3a; i unes altres cinc amb funcié encara
desconeguda; survivina-AptEx2/3, survivina-AptEx1/2, survivina-AptEx1/2G/T i survivina-
AptEx22. Totes les isoformes de la survivina comparteixen la sequéncia en la regié N-
terminal, incloent una part o completament el domini BIR (de I'anglés baculovirus IAP
repeat), perod es diferencien en I'extrem carboxil®. La survivina és la proteina més petita de la
familia de les proteines inhibidores de I'apoptosi (IAP, de I'angles inhibitors of apoptosis
proteins), les quals es caracteritzen per compartir la seva capacitat d’anul-lar I'apoptosi per
diferents vies*®. S’han identificat vuit membres de la familia dels IAP en humans (NAIP, c-

IAP1, c-IAP2, XIAP, survivina, Apollon, ML-IAP i ILP-2) i estan codificades pels gens BIRC1-8°.

La survivina esta altament expressada en teixits embrionaris i fetals. En els organismes
adults, la survivina es troba al moll de l'os, ovaris, testicles, mucosa gastrointestinal,
queratinocits, neutrofils, cél-lules T, cervell o cél-lules mare embrionaries, mesenquimals o
hematopoétiques, entre altres’. Esta involucrada en diversos processos fisiologics com el
creixement fetal, la generacié de cél-lules mare del moll de I'os, la supervivencia i la
proliferacié de les cél-lules de la sang, la maduracié de limfocits T i la integritat endotelial

vascular®?.

1.1. LOCALITZACIO DE LA SURVIVINA

La survivina es pot localitzar intracel-lularment a les cél-lules no tumorals al

citoplasma i al nucli. En les cél-lules tumorals es pot localitzar addicionalment al mitocondri.
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La localitzacié intracel-lular de la survivina esta estretament relacionada amb les seves
diverses funcions. Estudis han demostrat que la fraccid nuclear de survivina esta involucrada
en la mitosi, mentre que la citoplasmatica i la mitocondrial estan relacionades amb la funcié
antiapoptotical®!l. A més, la survivina es pot desplacar del nucli al citoplasma a través de la
proteina de manteniment de la regié cromosomica 1 (CRM1, de I'anglés chromosome region
maintenance 1), i quan aquesta exportacid esta impossibilitada i la survivina s’acumula al
nucli, tant la funcié de divisio cel-lular com la d’inhibici6 de I'apoptosi es troben

interrompudest?13,

La survivina també es pot detectar de manera extracel-lular, I'alliberament de la qual
es fa mitjancant exosomes que son induits per estimuls d’estres. Tot i que el principal focus
d’estudi de la survivina extracel-lular és en el cancer, també s’han trobat incrementats els
nivells circulants de survivina en obesitat!* i en malalties autoimmunitaries com I'artritis
reumatoide®®, psoriasisi® i I'esclerosi multiple!’, on esta correlacionada amb una reduccié de

I"apoptosi i un augment de la inflamacié.

1.2. FUNCIONS DE LA SURVIVINA

La survivina té multiples funcions, les principals son la d’inhibicié de I'apoptosi i la de
regulacié de la divisid i el cicle cel-lular. Aquestes funcions, com ja s’ha comentat, estan
estretament lligades a la seva localitzacié intracel-lular (es pot trobar al nucli, citoplasma i

mitocondri), perd també depenen de modificacions posttraduccionals!®.

1.2.1. DIVISIO CEL-LULAR

La survivina localitzada al nucli es troba als centrosomes i microtubuls durant la
metafase i I'anafase, i té un rol essencial com a proteina del complex passatger dels
cromosomes (CPC)*8. El CPC és un complex hetero-tetraméric que regula esdeveniments clau
en la divisié cel-lular com la unié cromosoma-microtubul, organitzacid del fus i iniciacié de la
citocinesi. La survivina actua com a reguladora de la dinamica dels microtubuls, assegurant i
estabilitzant la separacid de les cromatides germanes'®. Estudis experimentals han

demostrat que I'expressié de survivina esta regulada durant el cicle cel-lular, amb un pic a la
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fase G2/M que decreix rapidament a la fase G1’. El fenotip dels ratolins knockout en
survivina evidencia el paper que té la survivina en la mitosi, la qual és indispensable durant
el desenvolupament embrionaril. La delecid homozigdtica del gen BIRC5 provoca una
alteracio fatidica en I'organitzacié dels microtubuls, amb absencia de fusos mitotics,

formacié de cél-lules multinuclears i una letalitat embrionaria del 100%?°.

1.2.2. INHIBICIO DE L’APOPTOSI

Quan la survivina es localitza al citoplasma té un paper en la inhibicié de I'apoptosi.
L'activacié de les vies apoptotiques es pot iniciar a través d’unions a un receptor de la
membrana cel-lular (via extrinseca) o mitjancant la senyalitzacié mitocondrial directa (via
intrinseca), les quals s’expliquen de manera esquematica a la Figura 1*%°. La via mitocondrial
s’inicia amb I'activaci6 de la via BCL2 (de l'anglés B-cell lymphoma 2), que porta a
I'alliberament del citocrom c al citoplasma. Aquesta alliberacid permet la formacié de
I’apoptosoma, un complex format per citocrom-c/Apaf-1/caspasa-9 que activa les caspases 3
i 7, les quals sén considerades executores de I'apoptosi. En la via extrinseca, els receptors de
FAS i del factor de necrosi tumoral (TNF, de I'anglés tumor necrosis factor), a través de la
proteina del domini de la mort associada a FAS (FADD, de I'anglés FAS-associated death
domain protein), activen les caspases 8 i 10 que posteriorment promouran l'accié de les

caspases 3 i 7%°.

La survivina bloqueja les caspases de manera indirecta a través de l'inhibidor de
I'apoptosi unit al cromosoma X (XIAP, de I'angles X-chromosome-linked inhibitor of
apoptosis), una proteina de la familia IAP, degut al fet que li falta un domini per poder unir-
se a les caspases. La survivina interactua amb XIAP i en promou la seva estabilitat, a més
d’antagonitzar I'activitat del segon activador de les caspases derivat del mitocondri (SMAC,
de I'anglés second mitochondria-derived activator of caspases) i prevenir la inhibicié de XIAP

per part d’aquest!l?!,
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Figura 1. Vies apoptotiques regulades per la survivina. Creada amb BioRender.com. BCL2: limfoma de cél-lules B, de I'anglés
B-cell lymphoma 2; SMAC: segon activador de les caspases derivat del mitocondri, de I'anglés second mitochondria-derived
activator of caspases; XIAP: inhibidor de I’'apoptosi unit al cromosoma X, de I'anglés X-chromosome-linked inhibitor of
apoptosis; TNFR: receptor del factor de necrosi tumoral; FasR: receptor de Fas; FADD: domini de la mort associada a FAS, de
I"anglés FAS-associated death domain.

1.2.3. MODIFICACIONS POSTTRADUCCIONALS

La survivina també pateix modificacions posttraduccionals, on la fosforilacié té un rol
important en la funcié que exercira la proteina?? (Figura 2). Estudis in vitro han demostrat
que la fosforilacid de la survivina en la treonina 34 (Thr34) per part de la proteina cinasa
dependent de la ciclina (CDK1, de I'anglés cyclin-dependent kinase 1) és necessaria per a la
interaccio de la survivina amb les caspases. Aquesta fosforilacio estabilitza les interaccions
proteina-proteina a través del domini BIR de la survivina?. S’ha observat que la mutacié
T34A, la qual impedeix la fosforilacié de la survivina en la Thr34, porta a la dissociacié del
complex format entre la survivina i la caspasa-9 i una subseqlient apoptosi dependent de la
caspasa-9242°, a més de promoure I'alliberacié del citocrom c del mitocondri que també

porta a I'apoptosi cel-lular?®.

D’altra banda, s’ha demostrat que la fosforilacié en la serina 20 (Ser20) és necessaria
per a la divisio cel-lular?’. La fosforilacié de la Ser20 per la proteina cinasa semblant al polo 1
(PLK1, de I'angles polo-like kinase 1) fa que s’augmenti I’afinitat pels microtubuls, resultant
en la correcta alineacié dels cromosomes i la proliferacié cel-lular. Tanmateix, la proteina
cinasa A (PKA, de I'angles protein kinase A) també pot fosforilar la survivina a la Ser20,

interferint en I'afinitat d’unié entre la survivina i XIAP al citoplasma?®. Es va observar com la
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impossibilitat d’aquesta fosforilaciéo per part de PKA augmentava I'estabilitat de XIAP i la
inhibicid de I'apoptosi. En conjunt, la fosforilacio a la Ser20 regula tant la funcié de la

survivina en la mitosi com en 'apoptosi®®.

Citoplasma

Nucli

p-Survivina

(Ser20)
STAT3
p-Survivina

Ac-Survivina Survivina ---___ @ ;
~. S CRM1 )™=~ gy rvivina

(/ CDK1
" — G

Figura 2. Modificacions posttraduccionals de la survivina. Creada amb Biorender.com, adaptada de Cheung et al., 2013%°.
CPC: complex passatger dels cromosomes; HDACG6: la histona desacetilasa, de I’anglés histone deacetylase 6; CBP: proteina
d’unié a CREB, de I'anglés CREB-binding protein, STAT3: transductor de senyal i activador de la transcripcio 3, de I'anglés
signal transducer and activator of transcription; CRM1: manteniment de la regié cromosomica 1, de I'anglés chromosome
region maintenance 1; CDK1: cinasa dependent de la ciclina, de I’angles cyclin-dependent kinase 1; PLK1: cinasa semblant al
polo 1, de I'anglés polo-like kinase 1; PKA: proteina cinasa A, de I’anglés protein kinase A; XIAP: inhibidor de I'apoptosi unit
al cromosoma X, de I'anglés X-chromosome-linked inhibitor of apoptosis.

Una altra modificacié posttraduccional de la survivina és |'acetilacié de la lisina 129
(Lys129), que afecta a la seva exportacié nuclear®. La proteina d’unié a CREB (CBP, de
I’anglés cAMP response element-binding protein (CREB)-binding protein) acetila la survivina a
la Lys129 per a promoure I’homodimeritzacio de la survivina i la seva subseqiient acumulacid
nuclear, la qual es relaciona amb una inhibicid de la supervivencia cel-lular. La survivina
acetilada s’uneix al transductor de senyal i activador de la transcripcié 3 (STAT3, de I'anglés
signal transducer and activator of transcription) i en reprimeix la seva activitat oncogeénica,
mentre que la desacetilacié de la survivina per part de la histona desacetilasa 6 (HDAC6, de

I’anglés histone deacetylase 6) inhibeix la seva homodimeritzacié i promou la interaccié de la

survivina amb CRM1 i la seva exportacid al citoplasma3..
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1.3. SURVIVINA EN CANCER

Tot i que la survivina s’expressa en teixits normals i té un rol important en
I'autorenovacié i proliferacié cel-lular, la seva expressid és significativament més baixa que
en les cel-lules transformades o canceroses, on hi ha una desregulacidé de la seva expressié
que fa que augmentin els nivells. Els mecanismes intracel-lulars que activen la transcripcid
de la survivina o impedeixen que estigui inhibida estan més actius en els teixits malignes que
en els normals’. Per exemple, la proteina p53 o la del retinoblastoma, que en condicions
normals poden reprimir la transcripcié de la survivina, en les cel-lules tumorals es troben

majoritariament mutades i inactivades3>33.

El paper de la survivina en el cancer és el camp d’estudi més ampli d’aquesta
proteina, ja que és una de les proteines més expressades en teixits tumorals humans i la
seva expressio, tant a nivell de mRNA com de proteina, s’ha correlacionat amb la severitat
tumoral i un pitjor pronodstic en més de seixanta tipus de cancers”1°. Per exemple, I'expressiod
de survivina es relaciona amb I'estadiatge del tumor i amb la supervivéncia de pacients amb
carcinoma de cél-lules renals3*. La mateixa tendéncia es pot observar en cancer d’ovari, on
I'expressié de survivina s’incrementa exponencialment als tumors de la paret ovarica

respecte a tumors benignes®>.

La localitzacio intracel-lular de la survivina en els tumors també en condiciona la seva
funcid. En diversos tipus tumorals com el de pit, pancrees o prostata, la survivina nuclear
s’ha identificat com a predictor favorable de la malaltia, mentre que la citoplasmatica o
mitocondrial es relaciona amb un pitjor pronodstic3638, Tot i aixd, hi ha estudis contradictoris
que associen la survivina nuclear amb una menor supervivéncia3®. Aquestes discrepancies
poden ser degudes al tipus tumoral o el tipus de biopsia, aixi com el tipus de tractament

utilitzat o els criteris de classificacié per a cada localitzacié*%4,

A diferencia de les cel-lules normals, la survivina es pot trobar a la fraccid
mitocondrial de les cél-lules transformades, on hi té un paper protector a través de la
inhibicié de I'apoptosi cel-lular. S’"ha demostrat que estimuls d’estrés cel-lular i proapoptotics
augmenten I'expressié de survivina als mitocondris, conferint resistencia i proteccié enfront

d’aquests desafiaments, i que una falta de survivina mitocondrial fa que les cel-lules siguin
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més sensibles a aquests estimuls*?. A més, la survivina també pot interactuar amb la
proteina SMAC formant un complex per a evitar que s’alliberi al citoplasma i pugui exercir la
seva funcid proapoptotica?®4*44, La survivina localitzada als mitocondris també pot afectar al
metabolisme cel-lular. Per exemple, en neuroblastoma, on les cél-lules tumorals tenen una
copia més del cromosoma 179 que porta a una sobreexpressio de survivina, s’ha descrit que
augmenta la glicolisi aerobica®®, o bloqueja la mitofagia i promou la dependéncia de les

cél-lules tumorals per la glicolisi*®.

Com s’ha comentat anteriorment, la survivina es pot trobar extracel-lularment en
exosomes, on té un paper clau en la progressio tumoral*#8, La survivina extracel-lular té un
paper en la comunicacio intercel-lular en el microambient tumoral, on és alliberada
principalment per les ceél-lules canceroses. Quan aquestes la capten, augmenten la
proliferacié i baixen els nivells d’apoptosi, inclis en preséncia de radiacié o
quimioterapia**®®. En molts casos el propi tractament anticancer pot promoure
I'alliberament dels exosomes que contenen survivina per les cel-lules tumorals. Aquests
exosomes intervenen en la senyalitzacié paracrina i autocrina quan s’acoblen a les cél-lules
tumorals veines i els transfereixen la survivina que contenen a l'interior, fent que es tornin
més resistents a terapia i incrementin el seu potencial invasiu i de proliferacié®>°2. A més, els
nivells de survivina tant en sérum o plasma com en orina, es podrien considerar un
biomarcador de diagnostic i pronostic de diversos tipus de cancers, com el de prostata,

bufeta, vesicula biliar o ovarit’>3>4,

1.3.1. MECANISMES D’ACCIO EN EL CANCER

La survivina esta involucrada en la tumorigénesi per diversos mecanismes, incloent la
inhibicié de I'apoptosi, la regulacié del cicle cel-lular, I'angiogenesi i la participacié en

diferents vies com la de senyalitzacié de p53, hipoxia o Wnt/B-catenina, entre altres®°.

La inhibici6 de I'apoptosi, explicada anteriorment, és un dels processos més
importants en la carcinogénesi®. En el cancer, la sobreexpressid de survivina esta associada

amb una inhibicié de la mort cel-lular, tant per la via intrinseca com I'extrinseca (Figura 1)°.

El cicle cel-lular és molt important per al desenvolupament cel-lular, i una disfuncid

pot portar a la tumorigenesi maligna. A les cél-lules tumorals I'expressié de survivina en les
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fases del cicle cel-lular també esta alterada. Mentre que en les cel-lules normals la survivina
s’expressa a la fase G2/M seguida per un rapid decreixement a la fase G1, en les cel-lules
tumorals la survivina esta sobreexpressada durant totes les fases del cicle cel-lular i no

només a la mitosi®’.

El microambient tumoral promou I'augment de survivina per diferents vies, com per
exemple la hipoxia o els factors de creixement que angiogenesi. La hipoxia és una de les
principals caracteristiques en els tumors, i influencia en diferents processos protumorals
com l’angiogénesi, la invasio i la metastasi tant per la regulacié de I'expressid genica com per
modificacions proteiques. Els canvis genétics s’inicien a partir d’'un augment de I'expressio
del factor induible per hipoxia (HIF-1, de I'angles hypoxia-inducible factor 1), el qual és capag

de regular I'expressié de survivina en el cancer°.

En els tumors, I'expressié de survivina esta lligada a la del factor de creixement
endotelial vascular (VEGF, de l'angles vascular endothelial growth factor) durant el
creixement tumoral i angiogénesi, i es detecten conjuntament en diversos tipus de cancers,
com el de bufeta, pulmd o tiroides. La sobreexpressié de survivina activa la senyalitzacid de
PI3K/AKT i la posterior transcripcié de B-catenina-Tcf/Lef, que incrementa I'expressio de
VEGF®®. La migracié i invasid de cél-lules endotelials vasculars sén essencials per a la
promocié de l'angiogénesi, per aixd necessiten I'expressié de factors com VEGF i
metal-loproteases matricials (MMPs, de I'anglés matrix metalloproteinases) per a accelerar
aquest procés. Hi ha diversos estudis que revelen que la survivina promou |'expressio de
MMPs®62 aixi com la formacié de tubs capil-lars. D’aquesta manera es relacionen

directament els nivells de survivina amb un efecte angiogénic de les cél-lules endotelials.
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2. OBESITAT

L'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) defineix I'obesitat com una acumulacié
anormal o excessiva de greix que és un risc per a la salut. La causa principal de I'obesitat és
un balang energetic positiu mantingut en el temps, promogut principalment per canvis en els
patrons dietetics i d’activitat fisica. Aquests sén resultat de canvis ambientals i socials
associats al desenvolupament i la manca de politiques de suport en sectors com la salut,

agricultura, transport, planificacié urbana, medi ambient i educacid®.

Amb les ultimes dades obtingudes al 2016, ’'OMS va estimar que un 39% dels adults
(39% dels homes i 40% de les dones) tenia sobrepeés, i un 13% (11% dels homes i 15% de les
dones) tenia obesitat. La prevalenca de I'obesitat s’ha gairebé triplicat des que es tenen

dades, al 1975, fins al 2016 (

Figura 3). Encara que no hi ha xifres oficials, tot indica que aquestes han seguit
augmentant en I'actualitat. No només sén dades preocupants en la poblacié adulta, siné que
el sobrepés també ha augmentat de manera dramatica en la poblacié jove d’entre 5 i 19
anys, passant d’un 4% al 1975 a més del 18% al 2016%. ’obesitat infantil s’associa amb un
augment del risc de fractures, dificultats per respirar, hipertensié, inici de malalties
cardiovasculars, resisténcia a la insulina (RI) i efectes psicologics, a més de tenir un risc més

elevat de tenir obesitat, mort prematura i discapacitat en I’edat adulta®.

L'obesitat esta associada a nombroses comorbiditats, com poden ser la hipertensio,
diabetis de tipus 2 (DT2), dislipeémia, cardiopaties, artrosi o infertilitat . A més, també afecta
en una reduccié de I'esperanca de vida, amb un excés de risc de 1,3 vegades més de mort
prematura que les persones amb un pes saludable®®, De fet, I'obesitat esta directament
relacionada amb la majoria de les malalties no transmissibles que sén les principals causes
de mortalitat global®’, a més de relacionar-se amb una amplia varietat de tipus de cancers®

(Figura 4).
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Figura 3. Mapa representatiu dels percentatges de poblacié amb obesitat a I'any 1975 i a I'any 2016. Obtingut de who.int%3
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Figura 4. Cancers associats amb el sobrepes i I'obesitat. Adaptada de "Centers for Disease Control & Prevention".
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L'obesitat es determina calculant I'index de massa corporal (IMC), que és el quocient
entre el pes i I'altura al quadrat (kg/m?). D’aquesta manera es considera que una persona té
obesitat si el seu IMC és igual o superior a 30kg/m?, amb sobrepés si esta entre 25 i 29,9
kg/m?, normal entre 18,5 i 24,9 kg/m?, i amb baix pes si esta per sota de 18,4 kg/m?.
Tanmateix, a la categoria d’obesitat es poden fer tres distincions, obesitat de tipus 1 o
moderada si I'lMC esta entre 30 i 34,9 kg/m?, obesitat de tipus 2 o severa si esta entre 35 i
39,9 kg/m?, i obesitat de tipus 3 0 morbida si és superior a 40 kg/m?. A la Taula 1 es resumeix

la classificacio de I'IMC.

Taula 1. Classificacio de I'lMC segons I'Organitzacié Mundial de la Salut

Classificacié IMC (kg/m?)
Baix pes < 18,5
Primesa severa / Desnutricid < 16,0
Primesa moderada 16,0 - 16,9
Primesa lleu 17,0-18,4
Normal 18,5-24,9
Sobrepées 25-29,9
Obesitat >30
Obesitat tipus 1 / moderada 30-34,9
Obesitat tipus 2 / severa 35-39,9
Obesitat tipus 3 / morbida >40

Tot i que I'IMC és la tecnica més usada per a diagnosticar I'obesitat, la precisio
d’aquest index com a determinant de la quantitat de greix corporal ha estat ampliament
glestionat, ja que no té en consideracié variables importants com el sexe, edat o grup
etnic® 7%, Per exemple, en estudis poblacionals les dones tenen un IMC més baix que els
homes, tot i que la massa de greix relativa al pes corporal és més alta que en els homes (un
20% a un 45%). Una altra limitacié que té I'IMC és que no té en compte la localitzacié del

greix, ja que és una variable important per avaluar les conseqliencies metaboliques de

24



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
IMPACTE D’ALTERACIONS METABOLIQUES ASSOCIADES A L'OBESITAT SOBRE EL PAPER DE LA SURVIVINA EN CANCER
Ester Benaiges Moragrega
Introduccié — Obesitat

I’acumulacié excessiva de greix'. S’ha relacionat una acumulacié de greix a la zona visceral
amb un risc de patir DT2 o malalties coronaries incrementat respecte a acumular-lo a la zona
subcutania’l’2, La determinacié de la composicié corporal es pot fer utilitzant métodes
indirectes, que proporcionen una composicié corporal estimada o directes. El metode
directe més utilitzat és I'absorciometria de raigs X de doble energia (DEXA, de I'anglés dual-
energy X-ray absorptiometry). Els metodes indirectes solen portar a més errors predictius
degut a que els criteris de mesura i la distribucié corporal varia de manera interpersonal. Les
metodologies indirectes més utilitzades sén les mesures dels plecs de la pell, I'IMC o la
impedancia bioeléctrica’>7>. També hi ha estudis que han demostrat que la circumferéncia
de la cintura abdominal o el ratio cintura/maluc poden servir com a predictors de malalties

associades a I'obesitat’®”’.

Els tractaments recomanats per al tractament de I'obesitat sén les intervencions en
I"estil de vida, la farmacoterapia i la cirurgia bariatrica. Les intervencions en I'estil de vida
més efectives per a la perdua de pes sén una dieta reduida en calories, un augment en
I'activitat fisica i estratégies de comportament per a promoure l|'adheréncia a les
recomanacions dietétiques i fisiques’®. Respecte al tractament farmacologic, actualment hi
ha 4 farmacs autoritzats per I’Agéncia Europea del Medicament i I’Agencia Espanyola de
Medicaments i Productes Sanitaris per al tractament de |'obesitat, perd només sén per a
pacients amb un IMC major a 30 kg/m? o de 27 kg/m? que presenti comorbiditats associades
i sempre que sigui com a complementacié a la dieta i exercici fisic’>®%. Per dltim, la cirurgia
bariatrica, també coneguda com a cirurgia metabolica, implica la reduccié de la mida o la
restriccio de I'estdmac per tal de reduir la quantitat d’aliments que consumeix una persona.
Es considera aplicar-la a pacients amb un IMC igual o superior a 40 kg/m2, o als que el tenen
major o igual a 35 kg/m2 que també tenen altres comorbiditats com hipertensié o

dislipémia®..

i Es profunditza en el teixit adipds a 'apartat 3
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2.1. FISIOPATOLOGIA DE L'OBESITAT

L'obesitat és una de les malalties no transmissibles més comunes i comporta una
gran preocupacié de salut publica. Es una malaltia multifactorial que inclou factors
ambientals, socioeconomics, genétics, psicologics i nutricionals. Aquests porten a un balang
positiu d’energia cronic que, juntament amb una desregulacié de les interaccions entre
teixits endocrins i el sistema nervids central (SNC) acaba produint obesitat. La regulacié del
pes corporal es basa en la capacitat del cervell, especificament de I"hipotalem, d’integrar
respostes conductuals i endocrines des de i cap al tronc cerebral i els organs periferics, com
poden ser el pancrees, teixit adipds (TA), intesti, fetge o muscul. S’envien senyals neuronals i
hormonals des d’aquests organs cap al cervell amb la informacid sobre el consum i despesa

d’energia pel cos, sacietat i el metabolisme dels nutrients®2-25,

S’ha estimat que entre el 25 i el 75% de les variacions del pes corporal sén degudes a
factors genetics, pero estudis de tot el genoma a gran escala han identificat més de 300 loci
amb variants comunes a la poblacié general que es correlacionen amb trets obesogeénics
perd que només correspondrien al 5% de la variaci6 de I'IMC2. Les modificacions
epigenetiques, juntament amb factors ambientals i la microbiota, poden influenciar en la
programacié dels gametes parentals sense produir-hi alteracions en la seqliéncia de

nucleodtids i promocionar el desenvolupament d’obesitat®’.

L'obesitat no només afecta la funcionalitat del TA", siné també altres teixits. Segons
la hipotesi de I'expansibilitat del TA, aquest té la capacitat d’expansié limitada. Una vegada
s’ha arribat al limit, hi ha un flux de lipids cap a organs no adiposos que promou una
acumulacid de greix a teixits ectopics®®8 seguida per un reclutament de cél-lules
immunologiques que perpetuen la inflamacid, I'estrés oxidatiu i la disfuncié mitocondrial

caracteristiques de I'obesitat®°?.

i Es profunditza en la disfuncionalitat del TA en obesitat a I'apartat 3.4
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2.2. COMORBIDITATS DE L'OBESITAT

L'obesitat esta estretament relacionada amb altres patologies amb gran importancia
a nivell mundial per Ila morbimortalitat que generen, com la hipertensid,
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, DT2, afeccions cardiaques, malaltia de fetge gras
associada a disfuncié metabolica (MAFLD, de I’anglés metabolic associated fatty liver
disease), cancer i problemes respiratoris. S’ha calculat que per cada augment de 5 unitats de
I'IMC per sobre de 25 kg/m?, la mortalitat total augmenta un 30%, la mort per causes

vasculars un 40%, i la relacionada amb la DT2 fins a un 120%°%%:22,

Els principals mecanismes pels quals I'obesitat s’associa a altres malalties son la
lipotoxicitat, la inflamacid, la disfuncié mitocondrial i la disbiosi. Tots aquests mecanismes
estan interconnectats i acaben provocant, entre altres complicacions, la RIl. Aquesta Rl
també podria estar involucrada en |’associacié entre I'obesitat i el cancer, tot i que els
mecanismes principals que els connecten sén la inflamacié cronica, la disfuncié mitocondrial,
la disbiosi de la microbiota i la remodelacié de la matriu extracel-lular dels adipocits®>. En els
ultims anys, la relacié entre la Rl i el cancer ha generat un ampli interés i, encara que esta
ben reconegut que la Rl té un paper fonamental en el cancer, els models proposats fins ara
no expliquen clarament l'associacié causal entre ambdues malalties. Aixo0 és degut
principalment al fet que les relacions entre cancer i Rl depenen de diversos mecanismes que

poden no ser els mateixos en tots els tipus de cancer que estan afectats per la RI°%.

2.2.1. OBESITAT, RESISTENCIA A LA INSULINA | DIABETIS TIPUS 2

La insulina s’encarrega de reduir els nivells de glucosa en sang a través de la induccid
de la captacio de glucosa per teixits sensibles a la insulina com el muscul, cor o TA, i d’inhibir
la produccid de glucosa al fetge, ronyons i intesti prim. També estimula la sintesi d’acids
grassos i glicogen, promou la funcié mitocondrial i indueix la proliferacié cel-lular. La RI és
una desregulacié de la captacid de glucosa en sang per una péerdua de la sensibilitat a la
insulina dels teixits com a conseqliéncia de la inhibicié de la via de senyalitzacié de la
insulina. Els factors que s’associen a la Rl son la disfunci6 mitocondrial, inflamacio,
hiperinsulinemia, hiperlipidemia, genética, edat, fetge gras, hipdoxia o embaras, tot i que

I'obesitat és el factor de risc més alt que hi ha per a la poblacié general®>.
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Els adipocits, sotmesos a un estres cel-lular més elevat degut a un major estres
oxidatiu i de reticle endoplasmatic, canvien la seva mida i funci® com a resposta a la
sobrenutricio. Aquest procés de remodelatge provoca que hi hagi zones amb hipoxia que fan
que hi hagi més fibrosi i inflamacid en el TA en expansidé®°®. El guany de pes en I'obesitat
també porta canvis en |'alliberament de citocines i adipocines del TA que promouen efectes
autocrins, paracrins i endocrins, com un augment de leptina, de I'inhibidor de I'activador del
plasminogen (PAI-1, de l'angles plasminogen activator inhibitor-1) o de citocines
proinflamatories (TNF o interleucina (IL)-1B, entre altres) i una reduccié de l'alliberament
d’adiponectina®. Aquestes alteracions porten a una resposta inflamatoria de baix grau
generalitzada mediada per la infiltracié de macrofags i altres cél-lules immunologiques cap
als organs metabolics com el TA, muscul esquelétic, fetge i pancrees®. A més, els macrofags
canvien cap a un perfil proinflamatori que indueix I'alliberacié de citocines proinflamatories
amb efectes autocrins i paracrins que fan incrementar la RI°®. D’altra banda, els mitocondris
utilitzen el greix per a produir energia, i una desregulacié en la funcid mitocondrial esta
associada amb un increment de greix ectopic i la RI. El mdscul és un dels teixits més afectats
per la disfuncié mitocondrial, promoguda per un increment de la concentracié de lipids a les
cel-lules musculars, la reduccié de la densitat mitocondrial, la produccié d’espécies reactives
d’oxigen (ROS, de l'angles reactive oxygen specie) i la disminucid de la fosforilacié
mitocondrial en el muscul®®. A més, l'increment de ROS també promou I'estrés de reticle

endoplasmatic i la inflamacio al fetge que pot portar a la Rl al fetge i gluconeogénesi*®.

La Rl inicialment indueix canvis compensatoris, de manera que la hipersecrecid
d’insulina manté la glucosa plasmatica sota control durant un temps'%l. Aquesta alteracié
s’anomena hiperinsulinemia compensatoria, i és una caracteristica dels estadis prediabetics
dels pacients que és dificil de detectar perque els nivells de glucosa es mantenen normals.
Tot i aix0, I'estrés cel-lular que es produeix acaba induint a la fallada pancreatica, en la qual
les cél-lules beta sén incapaces de mantenir la secrecié augmentada d’insulina, de manera
que es comencen a deteriorar i la secrecié d’insulina disminueix. En aquest punt és quan es

diagnostiquen la majoria de casos de DT2192103,
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2.2.2. OBESITAT | CANCER

Estudis epidemiologics han demostrat que I'obesitat és un factor de risc de molts
tipus de cancers, incloent el de fetge, colorectal, pancreatic, d’ovari, tiroides, gastric, esofag
o de pit®8. Tant I'obesitat com el cancer estan influenciats per patrons comuns en l'estil de
vida com la dieta. Encara que hi ha antecedents que indiquen que les modificacions a la
dieta afecten a la progressié tumoral, no esta clar si és un efecte directe o secundari
associat a I'lMC. Tot i aixi, la progressio tumoral esta accelerada en els pacients amb obesitat
respecte als que tenen normopési®. Els mecanismes proposats pels quals 'obesitat afecta
en el desenvolupament tumoral sén la hiperinsulinémia, els alts nivells de factors de
creixement circulants, la inflamacié i les adipocines secretades pel TA'", canvis al

microbioma, angiogénesi o un increment del nivell d’hormones®>,

Nombrosos tipus de tumors s’envolten de TA que fan servir com a font d’energia,
especialment els de la cavitat abdominal i els d’organs reproductius. La preséncia de TA
peritumoral s’ha associat amb la progressié tumoral i en que aquests siguin més agressius.
Diversos estudis apunten que, en presencia de cel-lules tumorals, els adipocits es
desdiferencien alliberant els lipids que emmagatzemen al seu interior perque les cel-lules
tumorals els puguin utilitzar com a substrat energéticl®10, A més, hi ha una secrecid
alterada de citocines i factors de creixement pel TA que estan relacionats amb la progressié
tumoral tant per vies de senyalitzacid oncogéniques com per mecanismes indirectes com
I’angiogénesi o la immunomodulacio!®®!9 A part d’afavorir la proliferacié tumoral, les
molecules secretades pel TA també poden contribuir en la resisténcia a la
quimioterapialt112,

A més dels adipocits, altres components del TA com sén els macrofags o les cél-lules
mare mesenquimals derivades del TA (ASCs, de I'anglés adipose tissue-derived mesenchymal
stromal cells), poden afectar al microambient tumoral*'3, Una vegada hi ha una comunicacié
intercel-lular del microambient tumoral, es produeixen una série d’interaccions entre els
multiples tipus cel-lulars com les cel-lules tumorals i les del TA i factors secretats tan
localment com sistemica, que influeixen en processos tan diversos com la promocié de la

inflamacid, la reprogramacié metabolica de les cel-lules tumorals, la inhibicié de la resposta

il Es profunditza més en el TA en cancer a I'apartat 3.5
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immunitaria i la promocié de la metastasi i invasié tumoral'411>, |’obesitat esta associada
amb una acumulacié de macrofags al TA, els quals incrementen la seva poblacid en
proporcié al pes corporal''®18 Els macrofags de pacients amb obesitat tenen un fenotip
més proinflamatori que contribueix a la inflamacié cronica i un canvi en el seu metabolisme
cap a la glicolisi''®1?°, Les citocines proinflamatories alliberades pels macrofags, juntament
amb un decreixement dels macrofags antiinflamatoris, contribueixen a la malignitat tumoral
a través de la promocié del creixement i angiogénesi tumoral i de la degradacid de la matriu

extracel-lular que promouen la iniciacio i progressio tumoralt??,

Macrofag
Adipocit
& Céllula tumoral
g ASC
Limfocit B

Fibroblast

Figura 5. Composicié del microambient tumoral. Creada amb Biorender.com

2.3. SURVIVINA | OBESITAT

Tal i com s’ha comentat préviament, I'expressié i evidencia d’una potencial funcio de
la survivina en teixits no tumorals esta en augment, de manera que cada vegada es fa més
evident que l'expressié de survivina en teixits adults no és especifica de tumors, i una
disrupcid d’aquesta tindria conseqiiéncies en altres teixits”'22. Fins ara es considerava un
gen oncofetal, ja que majoritariament esta sobreexpressada en la majoria de tumors i en
estadis embrionaris primerencs, a més que com més madur és un teixit menys expressié de

survivina té1%3,

Tot i aix0, un estudi previ del nostre grup de recerca va evidenciar per primera
vegada el paper de la survivina en TA en el context de I'obesitat!?*. Aquest estudi demostra
que els pacients amb obesitat tenen els nivells de survivina circulants i I'expressié de
survivina en el TA més elevada que els dels pacients prims. Més especificament, posa de

manifest que les ASCs de pacients amb obesitat tenen més expressié i secrecid de survivina i
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son més resistents a estimuls apoptotics propis de I'obesitat com la leptina o la hipoxia. A
més, els nivells de survivina en obesitat es troben més elevats al TA visceral que al subcutani,
suggerint que poden ser resultat de la inflamacié cronica més caracteristica dels diposits de
greix visceral que subcutani. No obstant, en un model animal s’ha comprovat que, després
d’una llarga exposicid a una dieta alta en greixos, |'expressié de survivina també augmenta
en el SAT, proposant que la survivina esta regulada per factors induits pel TA disfuncional,
com la inflamacid i I'estrés oxidatiu, i que I'exposicido a un ambient obesogénic durant llargs
periodes de temps també pot alterar la funcionalitat del SAT, el qual secretara els mateixos
factors proinflamatoris i d’estres oxidatiu que regulen I'expressié de survivina al VAT. A més,
després d’una perdua de pes induida per restriccid calodrica, els nivells de survivina tant en el
TA de models animals com en els leucocits sanguinis en humans es redueixen, indicant que
la survivina podria ser un marcador per a la identificacié del microambient protumoral que

es genera amb I'obesitat, i que es podria prevenir amb terapia de pérdua de pes?>.

També la hiperglucémia, una de les principals disfuncions metaboliques associades a
I'obesitat, incrementa I'expressio de survivina, la qual intervé en la viabilitat i proliferacidé de
les cel-lules endotelials'?®. Els nivells de leptina, els quals estan elevats en obesitat, també
fan augmentar I'expressié de survivina i promouen la carcinogenesi via un augment de la
capacitat migratoria de les cel-lules tumorals, la qual queda anul-lada si es silencia la
survivina?’. En estudis recents també s’ha observat que tant |‘obesitat com
I’esteatohepatitis no alcoholica fan augmentar els nivells de survivina al fetge'?®, amb una

expressio significativament diferent entre sexes en models ratolins perd no en humans??°.

Un estudi recent ha revelat que I'expressidé de survivina en els adipocits és sensible
als nutrients, de manera que es degrada quan hi ha abséncia de nutrients pero es recupera
rapidament en resposta a I'alimentacié. No només aix0, sind també s’ha demostrat que la
survivina present als adipocits esta implicada en la tolerancia a la glucosa, l'activitat
termogeénica del TA i en la respiracid mitocondrial**°. En concordanca, també s’ha publicat
un estudi on s’identifica la survivina com un regulador clau en I'emmagatzematge dels lipids i

131 Globalment indica que, més enlla del paper que la

del metabolisme dels adipocits
survivina té en el cancer, cada vegada hi ha més evidencies del paper de la survivina en la

fisiopatologia de malalties metaboliques.
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3. TEIXIT ADIPOS

El TA és un dels principals organs que regula I'hnomeostasi energética del cos
mitjangant el control de I'emmagatzematge i I'alliberament de lipids. A més, també és un
organ metabolicament actiu i complex que secreta diverses hormones, citocines i metabolits
que controlen el balan¢ energetic sistemic regulant senyals de gana del SNC, aixi com
I’activitat metabolica en els teixits periférics'32. Esta format per teixit connectiu que conté
adipocits com a tipus cel-lular majoritari, i la fraccido estromal vascular (SVF, de I'anglés
stromal vascular fraction). La SVF esta composta per preadipocits, ASCs, cél-lules endotelials

133 Inicialment, en els

vasculars, fibroblasts i diferents tipus de cel-lules immunologiques
mamifers es comptabilitzaven dos tipus de TA diferent en funcié de la seva morfologia,
localitzacié i funcid, anomenats teixit adipds blanc i teixit adipds marré3*. Actualment
aquesta classificacid s’ha ampliat amb el teixit adipds beix*** (Figura 6).

Adipocits Adipocits Adipocits

TA blanc TA beix TA marré

—_———

‘ Triglicerids

Unilocular

Figura 6. Diferéncies entre els adipocits del TA blanc, TA beix i TA marrd. Creada amb Biorender.com

El TA blanc esta compost principalment per adipocits blancs que sén cél-lules grans i
rodones, amb una gran gota lipidica unilocular que ocupa un 90% del volum cel-lular
envoltada per una capa fina de citoplasma amb diversos mitocondris. Historicament el TA
era considerat un organ connectiu que estava especialitzat en emmagatzemar energia en
forma de triglicérids, crear una capa d’aillament térmic i conferir proteccidé mecanica contra
infeccions i lesions. Estudis de les Ultimes dues décades han demostrat que el TA té un paper
clau en la salut metabolica sistémica, ja que a més de ser el principal emmagatzematge
d’energia també pot alliberar hormones especifiques del TA, lipids i proteines que regulen

tant el microambient del teixit amb efectes paracrins, com el metabolisme sistemic a través

32



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
IMPACTE D’ALTERACIONS METABOLIQUES ASSOCIADES A L'OBESITAT SOBRE EL PAPER DE LA SURVIVINA EN CANCER
Ester Benaiges Moragrega
Introduccid — Teixit adipds

d’efectes endocrins'32. A més, es considera un drgan metabolic clau per al manteniment de
I’homeostasi de la glucosa®®®. També pot alliberar i respondre a citocines, exercint funcions
immunomoduladores sobre teixits no adiposos'®’. El TA blanc és I’drgan adipds més gran en
els mamifers i representa un 10% o més del pes corporal dels humans adults sans. Es troba

de manera subcutania, visceral, inguinal, retroperitoneal o gonadal*2.

El TA marrd esta format principalment per adipocits marrons, que en aquest cas sén
cél-lules poligonals amb gotes lipidiques multiloculars al citoplasma, on també hi ha gran
quantitat de mitocondris. La seva funcié principal és la de termogénesi, un mecanisme
adaptatiu que produeix calor per a mantenir la temperatura corporal, especialment en

139 ’activitat termogénica dels adipocits

condicions de baixes temperatures ambientals
marrons ve donada per una alta densitat de mitocondris i a I'expressid de la proteina
desacobladora 1 (UCP1, de I'anglés uncoupling protein 1). UCP1 es troba a la membrana
mitocondrial interna i transporta protons des de |’espai intermembrana mitocondrial cap a la
matriu mitocondrial sense generar trifosfat d'adenosina (ATP, de l'anglés adenosine
triphosphate). Aquest procés desacobla el metabolisme de la glucosa i els acids grassos en la
generacio d’ATP i dona lloc a la dissipacié d’energia en forma de calor!?°, A causa de la seva
elevada despesa energetica, els adipocits marrons tenen una alta capacitat per absorbir i
utilitzar combustibles i, per tant, funcionen com un diposit metabolic de glucosa i acids
grassos lliures'®!, El TA marrd també té un rol important en la regulacié del metabolisme
mitjancant la seva funcid secretora, alliberant molécules que medien la comunicacié entre

142j &s considerat un

diferents organs i teixits amb accions autocrines, paracrines i endocrines
reservori de glucosa, lipids i aminoacids43. A més, I"acumulacié de TA marrd va lligada amb
antiinflamacid, antifibrosi i angiogénesi'**. En nounats, el TA marré es troba abundantment a
la regid interescapular i el coll, on hi té la funcié de prevencié de la hipotéermia. Durant la
infancia hi ha una involucié d’aquest teixit, i es creu que en adults només hi queden restes
vestigials. Malgrat tot, diversos estudis han demostrat que els adults tenen TA marré actiu al
coll, zona supraclavicular, paravertebral i suprarenal'**. Els adipocits marrons es deriven de
cél-lules mare mesenquimals (MSCs, de I’'anglés mesenchymal stem cells) que expressen el

factor miogénic 5 (Myf5), mentre que els adipocits blancs es deriven de MSCs que no

expressen aquest factor de transcripcid. Myf5 és un gen que s’expressa durant la miogenesi
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embrionaria, on és un factor transcripcional clau involucrat en el desenvolupament

musculari®.

El TA beix s’origina a partir de les cel-lules del TA blanc endotelial i perivascular i té
caracteristiques tant del TA blanc com del TA marré'#¢. Normalment es desenvolupa dins del

135 o via la transdiferenciacié dels

TA blanc a partir d’'una subpoblacié de preadipocits
adipocits blancs existents'#’. Els adipocits del TA beix tenen gotes lipidiques multiloculars i
un alt contingut de mitocondris, pero tot i aixo, I'expressié genica d’aquests adipocits indica
que representen un tipus de cél-lula de greix termogénica diferent als adipocits marrons!3>,
Els adipocits beix expressen baixos nivells de UCP1 en condicions basals, pero tenen
propietats termogéniques sota estimulacio per I'exercici o I'exposicio al fred degut a una alta
expressio de UCP1#8, Tant els adipocits beix com els marrons poden captar la glucosa i acids
grassos per a produir calor, per aixo tenen un paper clau en la regulacié de la glucosa i el
metabolisme lipidic'®®. A més, hi ha diversos estudis que han identificat que la dieta,
I’exercici, medicaments o inclis adipocines poden induir la formacié dels adipocits beix4’.

Aquest fenomen es coneix com a “emmarronament del TA blanc” i es creu que pot protegir

contra I'obesitat o disfuncions metaboliques associades.

3.1. TEIXIT ADIPOS BLANC

Aquesta tesi es centrara en el TA blanc, ja que és el principal reservori de greix i
s’adapta rapidament a les diferents condicions nutricionals, produint un alt nombre de
molécules que causen els majors canvis metabolics a nivell sistémic32. El TA blanc és el tipus
de TA més abundant al cos huma. Els principals diposits de greix es classifiquen segons la
seva localitzacié anatomica i caracteristiques endocrines i metaboliques i es cataloguen com
a subcutanis o viscerals'#. El TA subcutani (SAT, de I'anglés subcutaneous adipose tissue) es
troba sota la pell, principalment al voltant de I'abdomen, malucs i cuixes i representa
aproximadament el 80% del pes total del greix corporal. EI TA visceral (VAT, de I'anglés
visceral adipose tissue) es localitza a la zona omental (al voltant de I'estdmac), mesentérica
(associat amb 'intesti), epiploica (al llarg del colon) i epicardiaca (al voltant del cor)*° (Figura

7). A més d’aquests dos principals diposits de greix, també es poden trobar diposits més
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petits d’adipocits en localitzacions més diverses com al moll de I'os, muscul, pit, dermis,

orbita ocular, cara o peus®.

La distribucié del TA depén del sexe, on les dones amb normopés tenen un 25-30%
de greix corporal, mentre que els homes en tenen un 10-20%. A més, les dones
premenopausiques tenen menys VAT i més acumulacié de SAT a la part inferior del cos, a la
zona gluti-femoral, mentre que els homes acumulen més greix a la zona central del cos, tant

a la zona abdominal subcutania com visceral®°.

Perivascular

< Epicardiac

- -

Subcutani ————

¢

/— Medul‘la ossia

Figura 7. Localitzacid del TA en el cos huma. . Creada amb Biorender.com, adaptada de Fuster et al., 2016,

El VAT i el SAT no només es diferencien segons la seva localitzacid, sind que les
cél-lules precursores que originen cada un dels teixits sén diferents, conferint-los una
funcionalitat i caracteristiques diferents®>2, 'expressiéo de més de 500 gens humans varia
entre els preadipocits viscerals i subcutanis, i aproximadament una quarta part d’aquests
sén reguladors del desenvolupament'®3. A més, els adipocits del SAT es comencen a

diferenciar en els estadis prenatals, mentre que els del VAT ho fan després de naixer'>#1>,

Sén nombrosos els estudis que mostren que a nivell metabolic, el VAT és més
resistent a la insulina, té una major taxa de lipolisi i una menor absorcié dels acids grassos
circulants i triglicerids. Aquestes diferencies, com a conseqiliéncia, provoquen que els

adipocits d’ambdéds diposits de greix tinguin una morfologia diferent. Per exemple, la mida
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dels adipocits del VAT és major que la dels del SAT, ja que a mesura que es tornen
hipertrofics, tenen una major Rl i capacitat lipolitica, sent també un dels factors que uneix
I’adipositat abdominal amb el risc cardiovascular!>>1°6157 A més, en comparacié amb el SAT,
el VAT generalment es caracteritza per una major secrecié de citocines proinflamatories com
IL-6 o TNF i una major infiltracié de macrofags, mentre que el SAT secreta més adiponectina,

una adipocina antiinflamatoria que té efectes metabolics beneficiosos!38152.158,

A més, el SAT esta considerat un teixit metabolicament sa, especialment quan es
localitza a la zona gluti-femoral, on protegeix d’alteracions metaboliques, amb una millora
de la tolerancia a la glucosa i una correlacié negativa amb la RI**°, D’altra banda, el VAT esta
associat amb la inflamacié i un augment del risc de malalties metaboliques. Especificament,
hi ha estudis clinics que relacionen el VAT amb marcadors de sindrome metabolic, com
I'index HOMA-IR (avaluacié del model homeostatic, de I'angles homeostatic model
assessment, que quantifica la Rl mitjancant el producte entre la concentracié de glucosai la
d’insulina en mg/dl dividit per 405) o els triglicérids en sang, i amb esteatosi hepatica o
malalties cardiovasculars, degut a un alliberament d’acids grassos i citocines
proinflamatories cap als organs que envoltal®. En aquesta linia, estudis in vivo han
demostrat que un transplantament de VAT a una localitzacio tipica del SAT no té efectes
metabolics significatius, perd un transplantament de SAT al compartiment visceral porta a
una millora de '"homeostasi de la glucosa i menor adipositat, indicant que les diferéencies
intrinseques entre els diposits de greix i, especialment les del SAT, poden tenir efectes

beneficiosos per al metabolisme!€°,

3.2. COMPOSICIO DEL TEIXIT ADIPOS BLANC

El TA és un teixit connectiu format per adipocits, els quals comprenen d’un 35 a un
70% de la massa total del TA, i altres tipus cel-lulars que formen la SVF com ASCs,
preadipocits, fibroblasts, cel-lules endotelials i cel-lules immunologiques com macrofags,
limfocits i eosinofils, envoltades de xarxes d’innervacié i capil-lars, que funcionen
conjuntament com una unitat integrada'®. Les proporcions de les poblacions cel-lulars de la

SVF difereixen segons el tipus, localitzacid i estat metabolic del TA al qual pertanyen®®. La
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majoria de les cel-lules residents al teixit adipds produeixen i secreten hormones, proteines i
citocines (el conjunt de les quals s’anomena secretoma), que poden exercir efectes
autocrins, paracrins i/o endocrins en les cél-lules veines o en teixits i organs allunyats!®?. De
la mateixa manera, tant la composici6 del TA com del secretoma del TA és altament
dependent del diposit de greix que es localitzi i es pot veure afectat per factors locals i

sistémics lligats a inflamacid, Rl o obesitat, entre altres!®3.

El correcte funcionament dels teixits depen, entre altres, de les seves interaccions
cel-lulars, les quals es veuen afectades en un estat patologic. En el TA, els macrofags i les
ASCs tenen un paper molt important en el manteniment del teixit. Els macrofags reben
missatges del microambient del TA que fan que modulin la seva funcid i fenotip, i un dels
principals tipus cel-lulars que modifica els macrofags amb les seves propietats

164-166 E| microambient que es genera entre els diversos

immunomoduladores sén les ASCs
tipus cel-lulars que composen el TA, concretament les ASCs i els macrofags i els efectes

paracrins causats per la seva interaccié ha centrat I'atencié d’aquest treball.

3.2.1. CEL-LULES MARE

Les ASCs, aixi com altres tipus de MSCs com les de placenta, moll de I'os o polpa
dental, son cel-lules multipotents involucrades en el manteniment de I’homeostasi tissular,
la regulacio de la resposta immune i la regeneracid tissular'®”.168 No només aix0, siné que les
ASCs son les cel-lules precursores dels adipocits que, a més, també tenen un alt potencial

immunomodulador?6169,170

Les ASCs tenen un extens potencial de proliferacid i la capacitat de diferenciar-se a
diferents llinatges in vitro com adipocits, osteocits i condrocits. En un estat saludable les
ASCs es localitzen principalment de manera perivascular i es diferencien després de ser
estimulades per diferents factors!’'72, Per tal de poder caracteritzar les ASCs, s’han descrit
diversos clusters de diferenciacio (CD) de la superficie cel-lular, la majoria dels quals sén
marcadors comuns de tots els tipus de MSCs. En general, una analisi dels antigens CD tant
positius com negatius assegura que les cel-lules aillades sén cel-lules mare i que no hi ha
altres llinatges que contaminin la preparacié. Les ASCs expressen les molecules d’adhesio
cel-lular CD29 i CD44, les molécules receptores CD90, CD105 i CD73, i no haurien d’expressar

els antigens de superficie de llinatges de cel-lules hematopoetiques com CD11b, CD14 o
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CD45, ni marcadors endotelials com CD31 i HLA-DR'’3. Tot i aix0, les poblacions de ASCs sén
heterogenies, tant a nivell d’expressié de marcadors com de funcionalitat, degut a diversos
factors com I'edat, sexe, localitzacid i condicié clinical’17417>, per exemple, les ASCs del SAT
tenen una major capacitat proliferativa i de diferenciacié a llinatge adipogenic que les ASCs
del VATY®, degut a que les ASCs subcutanies tenen una expressi® més elevada de gens
involucrats en l'angiogenesi i proliferacio, mentre que les ASCs viscerals tenen

sobreexpressats gens relacionats amb la biosintesi lipidica i el metabolisme®’7/178,

Les ASCs poden influenciar les propietats funcionals de les cél-lules immunologiques,
ja que el seu potencial immunosupressiu les permet inhibir les cél-lules NK i reduir la
capacitat de proliferacié i de produccié de citocines proinflamatories dels limfocits728, Les
ASCs coordinen i mantenen tant I'ambient local com el sistémic amb la seva capacitat
immunomodaulatoria i de reparacié dels danys a través de senyalitzacié paracrina i interaccio
directa cél-lula-cél-lula'®?. Secreten mediadors solubles com citocines, factors de creixement
i quimiocines que propicien la proliferacié cel-lular, migracid i diferenciacié de les mateixes
ASCs i cel-lules epitelials, promovent la cicatritzacio, i alhora alliberant citocines
antiinflamatories que redueixen la inflamacié en el microambient. Totes aquestes propietats
mencionades, juntament amb la seva activitat antifibrotica, antiapoptotica i proangiogénica
tant in vitro com in vivo, fan que siguin ampliament utilitzades en els camps de I'enginyeria
de teixits i terapia cel-lular en ambits tant diversos com la regeneracid de la pell, malaltia de

Crohn, Alzheimer o accidents cerebrovasculars!®3184,

A més, les ASCs tenen un paper clau en I'expansié del TA, ja que sén les cel-lules
precursores dels adipocits i s’encarreguen de mantenir I’'hnomeostasi i la regeneracio del TA a
través de I'adipogeénesi'®. El procés de diferenciacid de les ASCs a adipocits s’inicia per la
interaccid de diferents factors de transcripcié i proteines al microambient del TA¢, Els
principals factors clau involucrats sén la familia de les proteines d’unié al potenciador CCAAT
(C/EBP, de l'anglés CCAAT-enhancer-binding proteins) i el receptor gamma activat per
proliferador de peroxisomes (PPAR-Y, de I'anglés peroxisome proliferator-activated receptor
gamma). C/EBPB i C/EBPS son els encarregats d’iniciar la diferenciacio, i activen a C/EBPa i
PPAR-Y, els quals sén indispensables per a la captacid de glucosa i regulacié de la sintesi

lipidica®>*'%9, Per al correcte desenvolupament i funcié del TA, hi ha un balanc entre les
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funcions immunomoduladora i adipogénica de les ASCs, que en processos patologics com
I'obesitat o la sindrome metabolica es veuen alterats. Més concretament, el nostre grup ha
demostrat en diferents estudis com diferents alteracions metaboliques provoquen I'alteracié
de tant les funcions com el secretoma de les ASCs, de manera que afecten les cél-lules que

tenen al voltant i promouen 'expansié i disfuncionalitat del TA178187-189,

3.2.2. MACROFAGS

Els macrofags son components essencials de la immunitat innata amb capacitats
fagocitiques. Tenen un paper important en la iniciacié de la inflamacié, ja que alliberen
citocines i quimiocines que recluten altres cel-lules immunologiques cap als llocs on hi ha
inflamacié. Son cel-lules clau per al manteniment de I'homeostasi i altres processos
fisiologics a part de la immunitat innata, com poden ser la funcié metabolica, la reparacié i

remodelacio tissular o I’eliminacio de restes cel-lulars.

Els macrofags estan presents en tots els teixits, on s’adapten a cadascun d’ells i hi
exerceixen funcions especifiques que sén essencials per a I'homeostasi d’aquests’®®. Per
exemple, si es troben al SNC s’anomenen microglia, els de I'os sén osteoclasts, els del fetge
sén cel-lules de Kupffer i els del teixit connectiu s’Tanomenen histiocits'®l. El TA també té els
seus propis macrofags residents que, en un estat saludable del TA, representen entre el 5i el
10% del total de les cel-lules de la SVF. D’altra banda, en situacions patologiques com pot ser
I'obesitat es produeix un increment drastic de les proporcions de la poblacié de macrofags,

els quals arriben a ser fins a un 50% de les cél-lules estromals'®?.

Durant decades es va assumir que els macrofags residents als teixits es derivaven del
monocits circulants, pero estudis recents han revelat que I'amplia majoria de poblacions de
macrofags residents en teixits s’han desenvolupat durant estadis embrionaris i s’han
mantingut fins I'edat adulta?®>1%, Per tant, els teixits contenen una poblacié heterogénia de
macrofags que sén tant d’origen embrionari com derivats del moll de I'os. A més del
desenvolupament, 'ambient local del teixit també té un paper important en la diversitat i

plasticitat dels macrofags que s’hi troben96197,

Els macrofags son clau en la regulacié del fenotip del TA en resposta a estimuls

fisiologics i patologics. Tenen la capacitat d’adaptar-se rapidament als canvis del
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microambient, anomenada “commutacié fenotipica” o “phenotypic switching” en anglés, de

manera que poden adquirir una amplia varietat de fenotips!”19819,

A nivell in vivo, els macrofags colonitzen el TA a diferents estadis de
desenvolupament i diferents estats inflamatoris, i acaben localitzant-se en ninxols sub-
tissulars que els confereixen un fenotip i funcions Uniques!®®2%. Els macrofags s’han
classificat tradicionalment i especialment per als estudis in vitro en dos grups: els activats de
manera classica, M1 o proinflamatoris i els activats de manera alternativa, M2 o

antiinflamatoris?®! (Figura 8).

Macrofag M1

[ Fenotip pro-inflamatori ]

Glicolisi
IL-13 MCP-1 Pentoses fosfat
T IL-6  IFN-y Sintesi acids grassos
IFN-y IL-12  TNF-a
Macrofag
Macrofag M2
T [ Fenotip anti-inflamatori ]
IL-10 g . .
IL-13 IL-10  TGFB Fosfprlla_Q|o oxidativa
T Argl  VEGF B-oxidacio
CD206 CD204

Figura 8. Polaritzacié dels macrofags, fenotip i vies metaboliques associades. Creada amb Biorender.com

Els macrofags M1 es generen estimulant macrofags MO amb interferé gamma (IFN-y)
o lipopolisacarid (LPS) i secreten altes quantitats de citocines proinflamatories com TNF, IL-6
o ROS que contribueixen al desenvolupament de la Rl en activar vies de senyalitzacié que
inhibeixen la cascada de la insulina. Els M1 augmenten la captacié de glucosa i la glicolisi
aerdbica es converteix en la seva via metabodlica principal. Es considera que aquest augment
de la glicolisi seria un mecanisme per a generar ATP rapidament i produir ROS que faran
servir com a bactericida?°>2%3, Es creu que els macrofags M1 estan involucrats en el
manteniment de I’lhomeostasi del cos huma a través de la defensa contra infeccions i efectes
antitumorals, tot i que un excés de resposta immunologica pot portar a inflamacié cronica o

malalties inflamatories?42%,

Els macrofags M2 es polaritzen utilitzant I'estimulacio amb IL-4, IL-10 o IL-13 i

secreten citocines antiinflamatories com arginasa-1, IL-10 o el factor de creixement
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transformador beta (TGFB, de I'anglés transforming growth factor beta). Aquest tipus de
macrofag ajuda a la preservacio de la funcid dels adipocits promovent la reparacio tissular i
I'angiogenesi en el TA. També es caracteritzen per mantenir la sensibilitat a la insulina dels
adipocits amb la produccié de IL-10 que contraresta els efectes negatius del TNF. Els M2
tenen el metabolisme mitocondrial oxidatiu augmentat i, a part de la glucosa també sén
capacos de metabolitzar els acids grassos per a suplir I'increment de la fosforilacié
oxidativa?®2%, Depenent del context, el desenvolupament, els estimuls i els marcadors
fenotipics que expressin, els macrofags M2 es poden subdividir en els subtipus M2a, M2b,

M2c i M2d?207,208,

La diferéncia entre ambdds tipus de macrofags també es reflecteix en la seva
localitzacid, ja que els macrofags antiinflamatoris resideixen majoritariament de manera
intersticial entre els adipocits, mentre que els macrofags proinflamatoris se solen trobar a
les estructures en forma de corona (CLS, de I'anglés crown-like structure)'>. A més, en
condicions fisiologiques, aproximadament el 90% els macrofags del TA tenen un fenotip M2,
i només entre un 1 i un 5% sén M1. En condicions d’obesitat augmenta el nombre total de
macrofags, pero principalment s’incrementa el reclutament de macrofags M1, que redunda

en un increment del ratio M1/M2, principalment en el VAT?%,

Tot i la utilitat de la classificacié tradicional, és evident que els macrofags sén una
poblacié cel-lular amb molta plasticitat i que el seu fenotip depéen dels estimuls externs. El
nombre i funcions exactes dels macrofags en el TA esta evolucionant constantment, i els
mecanismes que defineixen la seva particular activacié s’estan clarificant. No obstant, s’ha
evidenciat que en el TA coexisteixen diferents poblacions de macrofags que no corresponen
al fenotip M1 ni M2, sind que més aviat depenen de l'activacié metabdlica induida per
diversos estimuls metabolics com la glucosa, insulina o acids grassos lliures, anomenats

macrofags metabolicament activats 113118210,

L'alta plasticitat dels macrofags els permet reaccionar i adaptar-se als diferents
senyals especifics del TA, alhora que conserven la seva funcio fagocitica. La funcio principal
dels macrofags del TA és fagocitar els adipocits morts per ajudar en la renovacié cel-lular
d’aquests. Com els adipocits son molt més grans que els macrofags, aquests no poden

fagocitar-los sencers. Per a resoldre aquesta situacid, els macrofags formen unes estructures
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anomenades CLS al voltant d’adipocits morts!®®, on hi alliberen enzims lisosomals a través
d’exocitosi que trenquen la membrana dels adipocits. Com a resultat, els adipocits alliberen
acids grassos lliures que son captats pels macrofags, de manera que poden evolucionar a

ceél-lules multinucleades gegants o cél-lules espumoses!®3.

3.3. FUNCIONS DEL TEIXIT ADIPOS BLANC

3.3.1. FUNCIO D’EMMAGATZEMATGE D’ENERGIA

El TA és un organ metabolic que té una funcié clau en la regulacié de I'homeostasi de
I’energia corporal. La funcié principal del TA blanc és la d’actuar com a reservori d’energia
per al correcte funcionament dels altres organs, mentre que la del TA marré és I'acumulacio
de lipids per a la termogénesi adaptativa quan fa fred. En una situacié d’excés de nutrients el
TA emmagatzema els nutrients excedents en forma de lipids, en canvi, quan hi ha un déficit
d’energia subministra energia a altres teixits mitjancant la lipolisi dels lipids que
emmagatzema. En resposta a variacions de |’estat energetic, el TA es remodela rapidament i
dinamicament, promovent canvis en el nombre (hiperplasia) i/o en la mida (hipertrofia) dels

211 De manera simultania, diverses cél-lules de la SVF també pateixen canvis

adipocits
numerics i/o funcionals, contribuint al manteniment de la funcié de reservori d’energia del
TA?'2 El balang entre el nombre i mida dels components, fibrosi i lipolisi al TA esta associat

amb diferent risc de progressid cap a una disfuncié fisiologica®®2.

3.3.2. FUNCIO ENDOCRINA

El TA té la capacitat de secretar més de 600 substancies bioquimiques com
hormones, metabolits, mediadors inflamatoris o factors de creixement que tenen gran
importancia a nivell sistémic i metabolic®®. Aquests factors sdn secretats tant pels adipocits
com pels components de la SVF, i tenen un paper important en diferents processos com la
despesa energetica, el control de la gana, la sensibilitat a la insulina, I'homedstasi de la
glucosa, reparacio tissular o inflamacid. Les molécules secretades pel TA poden actuar com a
hormones endocrines, afectant a parts del cos diferents de la d’origen, o de manera
paracrina o autocrina, afectant les cel-lules veines o les propies cel-lules secretores en lloc

d’entrar al torrent sanguini®’3. La desregulacié dels nivells d’aquestes molécules pot
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contribuir a la disfunci6 metabolica sistémica, aixi com a patogenesi de malalties

metaboliques croniques i alguns tipus de cancers?4,

3.3.3. FUNCIO IMMUNOMODULADORA

Els components del TA secreten molécules que modulen la inflamacié cronica i

secreten proteines extracel-lulars que impacten en el metabolisme®3’

, alhora que tenen un
paper immunomodulatori i de presentacié d’antigens que activen o suprimeixen la resposta

immunologica tant del TA com sistémica?'°.

Les ASCs tenen un alt poder supressor de la resposta immune, més que altres tipus
de MSCs?%6. Els efectes immunomodulatoris que se’ls atribueixen sén principalment pels alts
nivells de citocines que secreten. Les ASCs inhibeixen la proliferacié dels limfocits B i la seva
diferenciacié cap a cél-lules plasmatiques, incapaces de produir anticossos??’. Les cél-lules B
son cel-lules presentadores d’antigens que produeixen citocines tant pro com
antiinflamatories. Quan les ASCs i les cél-lules B estan en cocultiu, les ASCs tenen un efecte
inhibitori de les propietats quimioatraient de les cél-lules B via la desregulacié dels seus
receptors de quimiocines?!®. D’altra banda, les ASCs poden induir la proliferacié d’una
subpoblacio de cél-lules B que secreta IL-10. Aquesta és una citocina immunosupressora que
inhibeix la produccié de citocines proinflamatories de les cél-lules T activades?'®. Les ASCs
també poden inhibir la maduracié de les cel-lules dendritiques i induir una desdiferenciacid

dels macrofags cap a cél-lules antiinflamatories?2°.

Els adipocits també tenen un paper important en la funcié immunomoduladora del
TA®¥, Secreten una gran quantitat de factors que tenen funcions tant pro com
antiinflamatories que impacten al metabolisme sistemic. Per exemple la leptina, una de les
hormones més estudiades secretada pels adipocits, a part de la seva funcidé metabolica
també actua com a molécula proinflamatoria activant les cél-lules immunologiques??. Els
adipocits també secreten vesicules extracel-lulars, les quals contenen microRNAs, proteines,
mRNAs i lipids que sén fagocitats per altres cél-lules i els influencien en el desenvolupament
cel-lular, metabolisme i funcionalitat o en I'activacié dels macrofags residents al TA2%2, Els
adipocits poden actuar com a molécules presentadores d’antigens, contribuint a la

immunitat innata al TA2%3.
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A més, totes les funcions del TA es poden modular per cel-lules immunitaries. El TA
alberga una gran quantitat de cél-lules immunitaries, tant de la immunitat innata com de
I’adaptativa, que tenen efectes pro o antiinflamatoris depenent del microambient i de la
readaptacié metabolica. La inflamacié del TA pot alterar el fenotip i I'expressid génica de les
cél-lules immunitaries del TA, principalment dels macrofags, promovent complicacions
metaboliques??®. Per exemple, en situacions d’estrés fisiologic hi ha una infiltracid de
macrofags al TA??, els quals canvien el seu fenotip antiinflamatori a un proinflamatori i,
juntament amb els adipocits, secreten molécules proinflamatories que regulen els canvis
patologics de I'obesitat, com la Rl i la disfuncié endotelial??®. El TA també és un reservori de
cél-lules T de memoria amb una elevada capacitat proliferativa que tenen una resposta
rapida i amplia contra els antigens??’. Els adipocits sobreexpressen gens relacionats amb la
defensa antimicrobiana i produeixen péptids en resposta a infeccions, de manera que
contribueixen en la reaccié en cadena de la resposta innata desencadenada per la resposta

de memoria?s.

3.4. ELTEIXIT ADIPOS EN OBESITAT

En una situacié de balang positiu d’energia que perdura en el temps, el TA
s’expandeix principalment per hipertrofia, perd també amb hiperplasia'®?. La hipertrofia es
dona per un augment de la quantitat de triacilglicerols (TAG) que emmagatzemen els
adipocits del TA. La hiperplasia esta relacionada amb factors genetics involucrats en
I'augment del nombre de preadipocits i de la diferenciacié d’aquests a adipocits madurs. El
correcte desenvolupament del TA depén de I'equilibri entre la hiperplasia i la hipertrofia dels
adipocits?'2. Aquestes respostes exigeixen que el TA reaccioni dinamicament a I'entorn

canviant dels nutrients, procés que fa referéncia generalment a la remodelacié del TA,

S’ha demostrat que en una situacié d’obesitat la produccié de citocines pel TA
expandit porta a un increment dels nivells de citocines proinflamatories al serum, les quals al
seu torn activen vies de senyalitzacié que porten a la Rl tant als adipocits com a altres tipus

cel-lulars com els hepatocits??®. Encara que els adipocits sén uns reguladors clau en la
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remodelacié i la inflamacié del TA, els macrofags i les ASCs també tenen un paper important

en aquests canvis a nivell local.

Un dels principals factors del TA alterats en |'obesitat son els canvis inflamatoris que
es produeixen al microambient del TA, fonamentalment donats per un significant canvi en el
nombre de macrofags en el TA. Els macrofags son reclutats per a crear un ambient permissiu
per a la multitud d’efectes adversos que deriven de I'expansié del TA. Els factors que més
influeixen en el reclutament de macrofags al TA sén la necrosi dels adipocits, la secrecio
augmentada de quimiocines i la hipoxia. La necrosi dels adipocits provocada per la
hipertrofia porta a la formacié de CLS amb un gran nombre de macrofags envoltant

230 Quimiocines derivades tant dels adipocits com dels macrofags, com la

I’adipocit necrotic
proteina quimioatraient de monocits 1 (MCP-1, de l'anglés monocyte chemoattractant
protein-1), promouen la mobilitzacié de macrofags de la medul-la dssia als teixits?3l. A més,
els adipocits secreten altes quantitats de TNF-a, el qual també estimula la produccié de

MCP-1 tant pels preadipocits com per cél-lules endotelials?®*.

La necessitat d’expandir-se que té el TA per a poder emmagatzemar més triglicérids
fa que aquesta expansido depengui del subministrament. Quan augmenta el volum dels
adipocits I'oxigen ha de recérrer una distancia més llarga abans d’arribar al mitocondri de
I'adipocit, fent que en ocasions es crein arees amb microhipoxia i s’activi HIF-1, un regulador
clau de la hipoxia?32. El TA hipoxic augmenta I'expressié de gens profibrotics i porta a la
fibrosi del teixit?3®. En estat de fibrosi s’incrementa el nivell d’estrés dels adipocits
hipertrofics aixi com de la necrosi, que alhora porta a un augment de la infiltracié de
macrofags i altres cél-lules immunes?32. A més, hi ha una gran quantitat d’estudis que
demostren que la inflamacié cronica és una de les principals caracteristiques de la disfuncié

del TA i de la desregulacié metabolica sistemica?34-23.

El microambient del TA dels individus amb obesitat també altera el fenotip i la
funcionalitat de les ASCs. Tant en models animals com en humans s’ha trobat que el nombre

237 3 més

de ASCs en el TA augmenta en una situacio d’obesitat en comparacié amb una sana
d’haver-hi diferéncies en el secretoma i en el potencial angiogeénic®%238, Estudis previs del
nostre grup de recerca han mostrat com les ASCs de pacients amb obesitat tenen una

expressid augmentada dels marcadors inflamatoris, a més de major capacitat migratoria i
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fagocitica que les ASCs de pacients primsi’8, A més, també tenen la seva activitat

immunosupressora i la capacitat de diferenciacié a adipocits reduida*®’.

3.5. EL TEIXIT ADIPOS EN CANCER

Tal i com s’ha mencionat anteriorment, hi ha tumors com el de pit, ovari o prostata,
que envaeixen el TA adjacent. En aquests casos hi ha una interaccié directa entre les cel-lules
del TA i les del tumor al front invasiu. Aquest contacte modifica tant fenotipicament com
metabolicament i genéticament, totes les cel-lules que formen part del microambient
tumoral, tant les que formen part del tumor com les que no, per a afavorir la supervivencia i
proliferacid tumorall®®239240 Tant el TA sa alterat per les cél-lules tumorals com el TA
metabolicament poc sa d’un individu amb obesitat comparteixen diverses caracteristiques,
incloent la infiltracié de cel-lules immunitaries, la secrecié d’interleucines proinflamatories,
un augment de la leptina i una disminucié de I'adiponectina, entre altres, de manera que
s’altera ’homeodstasi del TA232241 | a secreci6 alterada de citocines, factors de creixement i
hormones del TA disfuncional es considera un dels principals components en el

desenvolupament tumoral i un mecanisme que connecta obesitat i cancer?2,

Els factors secretats pels tumors influencien els adipocits que estan al front invasiu
del tumor a modificar el seu fenotip cap a un de més lipolitic i amb una sobreexpressio de
proteases i citocines proinflamatories''?43, Tenen les gotes lipidiques més petites que els
adipocits que estan més allunyats del tumor perquée estan reprogramats per a incrementar la
lipolisi, de manera que els lipids secretats serveixin com a font d’energia per a les cél-lules
tumorals!®, Al microambient tumoral, els adipocits sén el reservori de lipids de les cél-lules
canceroses. Inicialment es pensava que les cel-lules tumorals utilitzaven la lipogénesi de
novo (fent servir glucosa i glutamina com a substrats) com a font de lipids, pero estudis
recents han mostrat que tenen preferencia per la internalitzacié d’acids grassos lliures
exogens alliberats pels adipocits més que per la lipogénesi de novo?*+24>, La reprogramacio
del metabolisme lipidic, tot i que és un camp menys estudiat que recentment s’ha observat
qgue també contribueix en el desenvolupament de malalties metaboliques com I'obesitat,

DT2. Recentment també s’ha relacionat amb el creixement tumoral ja que és una via de
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subministrament de metabolits important?46248, 3 més d’estar associada a una major

secrecid de lactat, piruvat i cossos cetonics que afavoreixen la progressié tumoral*%24°,

Els tumors recluten ASCs del TA mitjancant la secrecid de citocines quimioatraients.
Una vegada les ASCs es troben al microambient tumoral promouen diversos trets
caracteristics dels cancers, principalment la vascularitzacid, i es tornen més plastiques
fenotipicament en resposta als senyals del tumor!!32°0_ Les ASCs també secreten factors
paracrins que porten a l'activacio de senyals antiapoptotics, mitogénics i immunosupressius

que col-laboren en la progressié tumoral®?.

En un context d’obesitat hi ha un major reclutament de ASCs del TA cap al
microambient tumoral que fa incrementar la proliferacié cel-lular i I'angiogénesi tumoral
degut a una maximitzacié de la vascualtura tumoral que proporciona oxigen i nutrients
essencials per al creixement del tumor, alhora que elimina metabolits toxic?3”2°2. Aquest
reclutament de ASCs també provoca que el nombre de ASCs que es troben en la circulacié en

els pacients amb obesitat i cancer es vegi augmentat?°22°3,

Les ASCs no només es desplacen als tumors, sind que també es modifiquen per a
promoure el creixement tumoral i la metastasi. Una vegada al microambient tumoral,
secreten nivells més elevats de quimiocines que, entre altres, a través del receptor de
guimiocines de tipus 2 (CCR2, de I'anglés C-C chemokine receptor type 2), recluten macrofags
cap al tumor i, a més, els polaritzen cap a un fenotip de macrofag associat a tumor

(MAT)254’255.

3.5.1. MACROFAGS ASSOCIATS A TUMORS

Els MAT sén la poblacié immunologica més abundant que hi ha al microambient
tumoral i tenen propietats heterogénies, tant pro com antitumorigéniques®®. Els MAT
antitumorigénics tenen propietats de cel-lules presentadores d’antigens, mentre que els
MAT protumorigénics sén immunosupressius. L’habilitat que tenen els MAT d’alterar les
seves propietats pot causar canvis significatius en el microambient tumoral, resultant en
subpoblacions de MAT amb diferents capacitats d’afavorir el creixement tumoral i la

metastasi?®’.
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L’alta plasticitat dels macrofags fa que els MAT tinguin un fenotip mixt entre els
macrofags M1 i els M2. Els marcadors de MAT més consolidats son CD68, CD14 o CD45, pero
el fet que també siguin marcadors establerts dels macrofags M1 o M2 i no siguin exclusius
de la poblacié de MAT, complica el seu estudi®®®. A més, també canvien el seu fenotip i
funcié depenent de la regid especifica que es trobin®°. Per exemple, les arees del
microambient tumoral hipoxiques i necrotiques estan majoritariament poblades amb
macrofags M2 amb una limitada capacitat de presentacid d’antigens, una disminucio de la
mobilitat i una secrecié abundant de factors protumorals. D’altra banda, a les arees
perivasculars es poden trobar poblacions de macrofags M1, amb funcions proangiogéniques
que indueixen la iniciacié tumoral creant un ambient mutagénic®®®. En tant que secreten
diferents molécules com IL-1B, VEGF, factor de creixement epidermic (EGF, de I'anglés
epidermal growth factor) o TGFB i afecten a altres ceél-lules immunologiques, no només
tenen un paper en la inflamacié cronica, sind que també inicien, promouen o suprimeixen el
desenvolupament tumoral®®’. S’ha demostrat que els macrofags estan involucrats
directament o indirectament en distintius clau dels tumors malignes com I'angiogenesi,
metastasi, invasio, regulacid del microambient tumoral i resisténcia terapeutica a través de
la secrecid i expressié de diferents factors?®?2. A més, nombrosos estudis relacionen que la
localitzacid i la densitat dels MAT esta associada amb un pitjor pronostic en diversos tipus de
tumors?®, ja que s’ha vist que poden influenciar les cél-lules tumorals, promovent la
transicié epitelial-mesenquimal (EMT, de I'anglés epithelial-mesenchymal transition) i el seu

potencial invasiu a través del seu secretoma?3264,

Les alteracions metaboliques del TA, com pot ser I'obesitat, també contribueixen al
desenvolupament del fenotip tumoral dels MAT. Les alteracions tant a nivell del
microambient del TA i del tumor com a nivell sistémic provocades per I’obesitat, faciliten el
reclutament de macrofags cap al microambient tumoral i la supervivencia i diferenciacio dels
MAT. Aquests canvis estan mediats, almenys en part, per canvis al flux de metabolits o per

factors de transcripcié mediats per metabolits?®°.
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4. CANCER DE CAP | COLL

El carcinoma de cél-lules escamoses de cap i coll, o cancer de cap i coll (CCC) és el
seté tipus de cancer en incidéncia i en causa de mort a nivell mundial, amb 878.000 casos
nous i 470.000 morts al 2020. A més, s’espera que la incidéncia augmenti un 30% al 203026~

268 (Figura 9).

A Incidéncia del CCC
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Figura 9. Incidéncia (A) i mortalitat (B) del cancer de cap i coll al mén. Adaptada de gco.iarc.fr/today, seleccionant els
cancers d’hipofaringe, laringe, llavis i cavitat oral, nasofaringe, orofaringe i glandules salivals.

Els CCC son els que generalment es desenvolupen a les cél-lules escamoses que
recobreixen les superficies mucoses del cap i del coll. Els CCC es poden formar a la cavitat
oral (incloent els llavis, dos tercos davanters de la llengua, genives, revestiment interior de
les galtes i llavis, zona inferior de la llengua i paladar), faringe (incloent la nasofaringe,
orofaringe i hipofaringe), laringe (a la zona de les cordes vocals i I'epiglotis), cavitat nasal i
glandules salivals (a la part inferior de la boca i a la membrana mucosa de la gola)?®® (Figura

10).
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Figura 10. Regions del cancer de cap i coll. Adaptada de cancer.gov i “Types of Head and Neck Cancers”, per Biorender.com.

El diagnostic del CCC s’aconsegueix principalment a través de proves d’imatge
radiografica, les quals sdn examinades per a proporcionar una comprensié completa de
I’'expansié del tumor. Després es fa una biopsia per aspiracid, técnica altament sensible,
especifica i precisa per a fer un diagnostic histologic inicial?’®. Com en tots els tipus de
cancer, I'estadiatge del CCC es fa seguint el sistema TNM (tumor, nodul limfatic, metastasi),
on la “T” descriu I'extensid del tumor primari, la “N” es refereix a I'abséncia o presencia i
I’extensio de ganglis limfatics oberts, i la “M” representa I'abséncia o preséncia de metastasi
distant?’%272, Donat que és un tipus de cancer molt divers i amb multiples localitzacions, el
sistema TNM té classificacions especifiques per a cada un d’ells?’2, A partir de la classificacié
patologica del TNM s’obté I'estadiatge del CCC, el qual va d’estadi | a estadi IV, sent aquest el
més agressiu. Aproximadament el 30 — 40% dels pacients presenten un estadi | o Il de la
malaltia, la qual és curable amb cirurgia o radioterapia i la taxa de supervivencia és d’'un 70 a
un 90%. En canvi, més d’un 60% dels pacients amb CCC presenten un estadi Ill o IV, que es
caracteritzen per tumors grans amb invasio local i/o metastasi a noduls regionals. Aquest
tipus de tumors tenen una alta probabilitat de recurréncia (15 a 40%) i metastasi distant

amb un pronostic limitat, amb una supervivéncia als 5 anys de menys del 50%2%°.

Si bé el CCC no és un dels cancers més associats a I'obesitat, cada vegada hi ha més

estudis que relacionen la progressié del CCC amb alteracions metaboliques com pot ser la
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hiperglucémia o la DT2?73. Els nivells elevats de glucosa plasmatica, tant sigui amb DT2 o
sense, poden contribuir a reduir I'esperanca de vida en diversos tipus de tumors, incloent el

CCc4,

4.1. FACTORS DE RISC | PREVENCIO

Els estudis epidemiologics han determinat que els principals factors de risc per al
desenvolupament del CCC sén el tabac, I'alcohol, I'exposicié a contaminants ambientals, la
infeccié pel virus del papil-loma huma (VPH) o pel virus d’Epstein-Barr?®®. També la falta
d’higiene bucal, les dietes pobres en vegetals i I'’edat?’>276, Fumar tabac augmenta el risc de
CCC de 5 a 25 vegades amb una clara relacid entre la quantitat i durada de I’habit de fumar i
la incidéncia del CCC i és el principal factor de risc de desenvolupar CCC de la poblacié VPH-
negativa. El consum de tabac esta associat amb la inflamacié dels teixits exposats que, com
s’ha explicat en el cas de I'obesitat, promou I'augment de citocines, quimiocines i factors de
creixement que tenen un paper important en la proliferacid, angiogenesi i carcinogenesi. El
consum d’alcohol per si sol dobla el risc de patir CCC, pero el consum elevat d’alcohol i tabac
actua de manera sinérgica, augmentant fins a més de 35 vegades el risc de patir CCC?”’.
L’alcohol pot servir com a solvent dels carcinogens, promovent I'exposicié de les cel-lules
epitelials a aquests compostos?®®. L’exposicié a contaminants de |'aire cancerigens sén un
factor de risc emergent especialment a aquells paisos en desenvolupament que han
empitjorat considerablement la contaminacié de I'aire en els Ultims anys, com és la Xina o
I'india?’. La infeccié amb VPH és un dels factors de risc més comu i que segueix en augment,
especialment en aquelles poblacions que no s’han vacunat contra el VPH. Actualment la

infeccié amb VPH esta associada amb més del 70% dels cancers d’orofaringe?’°:2%0,

Les actuacions de prevencid primaria sén les que es focalitzen en reduir la incidéncia
de la malaltia disminuint I'exposicid, alterant factors modificables o incrementant la
resisténcia de la poblacié sana que esta en risc. El principal factor modificable és el consum
de tabac i, gracies a les campanyes de salut publica, ha disminuit el consum de tabac i també
els CCC associats a tabaquisme?8. Per contra, I'Gs de cigarrets electronics ha augmentat, i

tot i que ja hi ha estudis que apunten que també causen dany al material genetic, encara no
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se sap quin paper poden tenir en el desenvolupament de CCC a llarg termini?®2, La infeccié
pel VPH és un altre factor de risc que es pot reduir mitjancant la prevencié amb vacunacié.
Actualment hi ha tres vacunes aprovades pel Sistema Nacional de Salut que cobreixen els
serotips més comuns del VPH i a partir del 2022 a Catalunya s’ha ampliat la vacunacid tant a

nenes com a nens283,

4.2. TRACTAMENT

Aproximadament el 40% dels pacients amb CCC es diagnostiquen en un estadi inicial
de la malaltia, el tractament de la qual és cirurgia o radioterapia sola. Tot i aix0, la majoria
dels pacients es diagnostiquen en estadis locoregionalment avangats, els quals s’han de
tractar amb terapies multidisciplinars que normalment comprenen cirurgia seguida de
radioterapia o quimioradioterapia, o quimioradioterapia definitiva?®*. Gairebé la meitat dels
pacients diagnosticats en estadis avangats desenvolupen recurréncia o metastasi distant
que, tot i I'avang en el tractament del CCC, la supervivéncia d’aquests casos és molt baixa ja
que la cirurgia ja no és viable o només és possible amb complicacions severes i una reduida

taxa d’éxit?®.

La quimioterapia és I'administracié de medicaments citotoxics o anticancer que
ataquen rapidament a les cél-lules que estan en divisié interrompent el creixement de les
cel-lules tumorals i destruint-les. Els medicaments que s’utilitzen en la quimioterapia afecten
el cicle cel-lular de les cel-lules tumorals, principalment afectant el seu material genétic
perque es puguin reproduir. El metode d’administracié més utilitzat és pel torrent sanguini,
ja que d’aquesta manera s’actua de manera sistémica i es pot aplicar en aquells tumors que
tenen un risc més alt de metastasi en altres parts del cos. En alguns casos es poden
administrar diferents tipus d’agents quimioterapeutics que afecten a les cel-lules tumorals a
diferents estadis del seu cicle cel-lular i poden produir un efecte millor o més llarg que
administrant només un tipus de medicament. Tot i aix0, la quimioterapia va lligada a efectes
secundaris associats amb la toxicitat dels medicaments administrats que es poden
incrementar si s’utilitza juntament amb radioterapia. Aquests efectes secundaris sovint son

temporals pero solen ser severs, ja que la quimioterapia ataca aquelles cel-lules que estan en
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divisié, tant si son tumorals com normals. Els efectes adversos depenen del pacient i el tipus
de tractament, pero els més comuns son el cansament, anémia, pérdua de cabell, nausees o
vomits, susceptibilitat a infeccions i diarrea?8®. El cisplati és I"agent quimioterapéutic més
utilitzat, tant per a CCC amb infeccié per VPH com no, i se sol combinar amb radioterapia si
no cal cirurgia, o com a terapia adjuvant postoperativa en el cas que en calgui. El cisplati
millora el control locoregional de la malaltia pero segons estudis clinics no pot prevenir els
casos de recaiguda metastatica distant?®’. Es pot unir amb I’ADN i causar-ne dany, cosa que
porta a la inhibicié de la replicacié i indueix la mort cel-lular. Aixo fa que tingui una alta
toxicitat depenent de la dosi, que pot ser potencialment letal, i comporti efectes secundaris

greus i de llarg termini?88289,

La radioterapia es basa en I'eliminacié del tumor mitjancant radiacié ionitzant, que
és energia electromagnetica de suficient magnitud per a ionitzar directament atoms o
molecules que poden induir la mort cel-lular directament via estrés mitogenic o
indirectament, via estrés oxidatiu?®®. Degut a que els CCC tenen multiples localitzacions,
cadascuna requereix un enfoc oncologic diferent. Per exemple, els tumors a la cavitat oral en
estadis inicials es tracten amb cirurgia o radioterapia, pero els d’estadis avancats es tracten
amb cirurgia seguida per radioterapia amb o sense quimioradiacié?®?. Els tumors a la
nasofaringe sén especialment sensibles a la radioterapia, i la quimioradioterapia sol ser el
tractament principal independentment de l'estadi de la malaltia?®?. En canvi, com els
carcinomes d’hipofaringe es detecten majoritariament en estadis avancats, se solen tractar
amb altes dosis de radioterapia, no només a la lesid primaria, sind també als noduls limfatics
cervicals que hi ha al voltant?®3. La dosis de radiacié que s’administra a cada pacient depén
del risc que tingui cada regié afectada, variant des dels 45 Gy a les zones amb baix risc fins
als 70 Gy a les més greus®®*. La toxicitat que comporta la radioterapia és molt elevada,
especialment a la cavitat oral?®. Els principals efectes secundaris que provoca la radioterapia
son mucositis oral, que va associada a una sensacié de cremor i inflamacid a la boca que pot
fer que els pacients no mengin, beguin ni parlin; una reduccié dels nivells de salivacié degut
a I'atrofia de les glandules salivals; osteonecrosi causada per la captacid de radiacié per part
dels ossos i hipotiroidisme?®. A més, durant el tractament amb radioterapia es poden
produir canvis anatomics, de posicio i tumorals que poden fer que les seglients dosi de

radioterapia no vagin dirigides al tumor i causin toxicitat a altres organs. La radioterapia
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adaptativa és una variacié de la radioterapia que replanifica les sessions de radioterapia del
pacient durant el tractament, ja sigui en resposta a la pérdua de pes del pacient i la seva
consequent variacid de la localitzacid o per contraccié propia del teixit tumoral®®’. Tot i que
hi ha una falta de consens en la implementacié de la radioterapia adaptativa, hi ha diversos
estudis que demostren que els pacients als que se’ls aplica tenen un millor control
locoregional i millora de la qualitat de vida, a més d’una millora de la supervivéncia sense
recaigudes, especialment si es troben en un estadi avancat del CCC i estan tractats amb

quimioradioterapia definitiva29%2%,

El tractament amb cirurgia depén, com els altres tipus de tractament, de la
localitzacid i estadiatge del tumor. En estadis inicials, la cirurgia transoral és el tractament
recomanat per als tumors de cavitat oral, orofaringe i laringe, i es poden fer servir
tractaments quirdrgics minimament invasius com poden ser el laser de microcirurgia
transoral o la cirurgia robotica transoral, els quals poden preservar millor els organs afectats,
no tenen tanta morbiditat funcional com la cirurgia oberta ni toxicitat a llarg termini com la
radioterapia3®. Tot i aix0, gairebé sempre sera necessaria la radioterapia postoperacio. A
pacients en estadis avancats, la cirurgia primaria és el tractament recomanat per als tumors
de cavitat oral, laringe i hipofaringe. Tot i aixd, a I'estar en un estadi avancat és

indispensable la radioterapia o la quimioradioterapia postoperatoria3!.

Tot i que els tractaments més utilitzats sén la quimioterapia, radioterapia i cirurgia, la
immunoterapia esta emergent com a nou métode per al tractament del CCC. Una resposta
immunologica efectiva pot perjudicar el fenotip i la funcié de les cél-lules tumorals, destruir
les cél-lules malignes i desencadenar una resposta immunologica adaptativa3%?. Tot i aixo, el
CCC té multiples mecanismes per a escapar d’aquesta resposta immunologica que la limiten.
Actualment hi ha diversos tractaments d'immunoterapia per a combatre la progressio del
CCC, com poden ser anticossos monoclonals, vacunes antigeniques, terapia amb virus
oncolitics, inhibidors del punt de control immunitari i terapia dirigida al receptor de EGF

(EGFR)303.
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4.3. CANCER DE CAP | COLL | ALTERACIONS METABOLIQUES

Tal i com s’ha descrit anteriorment, les persones amb obesitat i malalties
metaboliques associades, com la DT2 o la hiperglucémia, tenen un major risc de
desenvolupar determinats cancers, com per exemple el de fetge o el colorectal, pero no hi
ha un consens en I'evidencia epidemiologica referent al CCC. Diversos estudis han assenyalat
que el CCC no esta associat amb I'obesitat3%* o que un IMC alt en disminueix la incidéncia3%.
També hi ha estudis que afirmen que les persones primes tenen un pitjor pronostic de CCC,
indicant que I'obesitat podria tenir efectes protectors contra la caquéxia, disfuncid
immunitaria i malnutricié causades per la disfagia i la perdua de la gana associades a aquest
tipus de cancer, de manera que frenaria el creixement tumoral i inhibiria la metastasi3°®.
D’altra banda, també hi ha estudis que indiquen que I'obesitat redueix la supervivencia i el
temps de recaiguda del CCC3%, assenyalant que la pérdua de pes que normalment ocorre
abans del diagnostic de CCC en pacients en estadis avangats seria una conseqtiencia i no una
causa de la preséncia de cancer3®. A més, un altre estudi publicat apunta que en el
carcinoma oral, a mesura que augmenta el BMI, la inflamacié al TA de la llengua causada per
una major acumulacié de macrofags en les CLS es relaciona amb una pitjor evolucid i
supervivéncia3®®. Aquests resultats també s’han corroborat recentment, on un estudi amb
models animals mostra que la induccié de carcinoma oral a ratolins és més severa al grup
amb obesitat, amb un major nombre de lesions, carcinomes invasius i en estadis més greus i
amb més proliferacié de les lesions displasiques, amb una accentuada acumulacié de
cél-lules supressores derivades dels mieloides, que tenen funcié immunosupressora que

facilita el creixement tumoral31°,

Tot i que I'associacié del CCC amb l'obesitat no esta ben definida, existeixen clares
evidencies que relacionen la DT2 amb el seu desenvolupament. La DT2 augmenta el risc de
patir cancer a través de la hiperinsulineémia, la inflamacid cronica i la hiperglucemia. Sén
diversos els estudis amb cohorts que indiquen que la diabetis augmenta el risc de CCC i
mortalitat31312, Més concretament, la hiperglucémia promou la proliferacid i la metastasi i
protegeix de I'apoptosi?’3308313  glhora que redueix I'activitat bactericida de les cél-lules
immunologiques, incrementant la susceptibilitat a infeccions bacterianes34315, En un estudi
on s’investiguen els efectes dels components del sindrome metabolic en el risc de CCC, de

tots els parametres analitzats, només la hiperglucemia estava independentment
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correlacionada amb un major risc de CCC3%. A més, la hiperglucémia no només estimula la
proliferacié de les cél-lules tumorals, sind que també indueix resisténcia a la quimioterapia a

través de canvis metabolics que s’indueixen a aquestes cél-lules3'’.

4.3.1. REPROGRAMACIO METABOLICA

La reprogramacié metabolica és una de les caracteristiques principals dels cancers,
manifestada principalment per alteracions en el metabolisme de la glucosa, lipids i
aminoacids. Les cel-lules tumorals estan en condicions d’estrés com la hipoxia, deprivacid
d’energia o un microambient acidificat, i s’Than d’adaptar a aquestes situacions a través de la
reprogramacié metabolica3!®-320 (Figura 11). Una de les primeres troballes en aquest camp
va ser que les cél-lules tumorals prefereixen la glicolisi inclis en preséncia d’oxigen, donant

lloc a un estat que s’ha denominat glicolisi aerobica o efecte Warburg3?1322,

Cél-lula normal : Cél-lula tumoral

Glucosa . @ Glucosa @

:/ . 0\?2 "l*.oz.

o] :
’ Piruvat Piruvat : Piruvat
l : 85% 5% /
Lactat : Lactat
Lactat

CO: : CO,

Figura 11. Representacio esquematica de la reprogramacié metabolica de les cél-lules tumorals. Creada amb Biorender.com.
CTE: cadena transportadora d’electrons.

La preferencia per la glicolisi de les cél-lules tumorals en el CCC s’evidencia per un
augment de la captacié de glucosa, principalment manifestada per una sobreregulacié de les
proteines transportadores de glucosa (GLUT, de I'anglés glucose transporter)-1 i GLUT-3,
I'expressio de les quals esta correlacionada amb un pitjor pronostic dels pacients de CCC3%3,
L'increment de la glicolisi també va acompanyat per un augment en la produccié de lactat,

elevant l'aciditat del microambient tumoral i actuant com a mecanisme
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immunosupressor3?4. 'expressié de la proteina lactat deshidrogenasa (LDH), que converteix
el piruvat en lactat, s’"ha correlacionat amb un decreixement de la supervivéncia en pacients

amb CCC3?°. A més, hi ha diversos estudis que desenvolupen models basats en gens o

328 308

metabolits relacionats amb el metabolisme de la glucosa32%3?7, aminoacids3?® o lipidic3® que

permetrien una millor classificacié i pronostic dels pacients amb CCC.

Les cél-lules tumorals utilitzen la glicolisi per a la generacié d’energia per diverses
raons. D’'una banda, per a facilitar la incorporacié de precursors de biomassa mitjancant la
utilitzacio d’intermedis glicolitics de la via de les pentoses fosfat, ja que sén necessaris per a
rapida que la de I'oxidacié fosforilativa i en una situacié d’alta demanda energética com

quan les cél-lules tumorals estan en EMT, aquesta rapidesa és necessaria3°.

Una altra rad és perque quan les cel-lules tumorals utilitzen el metabolisme glicolitic,
les cél-lules estan protegides contra I'estres oxidatiu. D’una banda perqué en no estar fent
fosforilacid oxidativa no es produeixen tantes ROS®?°, i de I'altra perqué es promou la
generacio de fosfat de dinucleotid de nicotinamida i adenina (NADPH, de [I'angles
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) reduit, el qual dona lloc a la forma reduida de
glutatié, un compost que protegeix les cél-lules del dany induit per ROS33!. D’aquesta
manera, els metabolits derivats de la glicolisi tenen un paper important en la generacié de
radioresistencia perque, com bloquegen les ROS, aquestes no poden causar danys al
material genétic amb la radiacié. En aquesta linia, s’han publicat diversos estudis que tenen
com a diana el metabolisme de la glucosa per a radiosensibilitzar els tumors. Per exemple,
utilitzant un inhibidor glicolitic s’ha aconseguit radiosensibilitzar cel-lules tumorals de
neuroblastoma i glioma in vitro i, combinant-ho amb el medicament antidiabétic

metformina, es promou I'apoptosi cel-lular de les ceél-lules33?,

4.4. SURVIVINA | CANCER DE CAP | COLL

Els cancers humans es caracteritzen per una desregulacié cel-lular i dels mecanismes
involucrats en el cicle cel-lular i I'apoptosi. A més, una anomala activacié d’oncogens i vies de

senyalitzacidé tumorals pot induir la reprogramacio metabolica dels tumors que, sumada a les
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alteracions en el balang entre proliferacié i apoptosi cel-lular, porten a una inhibicié de la

mort cel-lular, tumorigenesi, resisténcia a tractaments i hiperglucémia.

Tal i com s’ha mencionat anteriorment, la survivina esta sobreexpressada en molts
tipus de tumors, un d’ells és el CCC333-335, En aquest tipus de cancer la survivina també pot
servir com a predictor de la progressié tumoral, ja que els nivells i percentatge de cel-lules
que expressen la survivina augmenten a mesura que avanca la malaltia i les lesions i
estadiatge TNM sén més greus33®338, En un estudi centrat en el carcinoma oral, s’ha
correlacionat I'alta expressid de survivina amb la preséncia de noduls limfatics metastatics,
un estadi més greu del tumor, un pitjor pronostic i major quimioresisténcia, a més que els
nivells de mRNA de survivina es poden considerar com un factor pronostic independent per
al carcinoma oral®¥°. Aquests resultats també s’han confirmat en diverses metaanalisis
recentment publicades, on es demostra que els pacients amb expressié de survivina més
elevada tenen més probabilitats de tenir un pitjor pronostic del CCC tenint en compte totes
les localitzacions del CCC, o especificament el de nasofaringe3*341, Un dels mecanismes que
propicia 'augment de survivina és I'acumulacié de p53 mutada, la qual no pot inhibir la
survivina. En aquesta linia, s’ha trobat una correlacié entre I'expressié de survivina i p53 en
lesions premalignes i malignes de CCC3*2. La survivina no només se sobreexpressa a mesura
gue augmenta la gravetat, siné que també s’ha detectat en gairebé la meitat de les lesions
premalignes de CCC, suggerint que la survivina pot estar involucrada en els estadis

primerencs de la tumorigénesi3*3344,

Tal com s’ha explicat préviament, la localitzacié subcel-lular de la survivina és
important per a la determinacié de la seva funcié. En el context del CCC, hi ha estudis que
han observat com una major expressié de survivina citoplasmatica respecte de la nuclear,
augmenta el risc de que la malaltia sigui més agressiva, suggerint que la survivina nuclear,
que no té funcidé antiapoptotica, podria ser un predictor favorable del tumor3#°. Malgrat tot,
també hi ha estudis que no determinen que la localitzacié subcel-lular de la survivina aporti

cap diferéncia en el pronostic dels pacients amb CCC3%¢,

Una de les terapies antisurvivina que més s’ha estudiat és I'inhibidor YM155, el qual
inhibeix selectivament la survivina. Recentment s’han publicat estudis que demostren que

pot revertir la resisténcia a la quimioterapia, concretament a la cisplatina, que es produeix a
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causa dels alts nivells de survivina?®®. També hi ha assajos clinics en fase I/Il que estudien
I'efecte del tractament amb YM155 a pacients amb tumors solids. En aquests casos han
comprovat que una monoterapia amb YM155 és segura perque no té efectes secundaris
greus perd te pocs efectes positius, de manera que podria ser més beneficids com a
tractament adjuvant de quimioterapia o radioterapia, ja que es podrien fer servir dosis més

baixes i menys perjudicials®47:34,

4.4.1. SURVIVINA | RADIORESISTENCIA

La radioterapia és un dels tractaments més consolidats per al CCC. Encara que la
radiacié elimina la major part de la fraccid de cel-lules tumorals, hi ha algunes que
aconsegueixen sobreviure i tornar a repoblar les zones irradiades. Aix0 provoca que
aproximadament una quarta part dels pacients tractats amb radioterapia pateixin una
recaiguda i que les opcions de tractament disminueixin3*°. Depenent del temps que hagin
passat sense tumor abans de la recaiguda es determina si es torna a irradiar la zona, tot i
que si la radiacié falla el tractament que se sol fer és la cirurgia radical, la qual té una taxa de

supervivéncia als 5 anys del 30%2%4,

Un dels factors involucrats en el desenvolupament de la radioresistencia és la
desregulacié de I'apoptosi que es produeix per a eliminar les cél-lules que han patit danys al
material genétic a conseqlieéncia de la radiacié. L'acumulacié de mutacions oncogéniques
faciliten la transformacié maligna i el desenvolupament del tumor. L'expressié proteica de
survivina al teixit tumoral esta associada a una pitjor resposta a la radioterapia, i a una
recaiguda més imminent del carcinoma de laringe?®¥3%0, Estudis in vitro utilitzant linies
cel-lulars de CCC han demostrat que la survivina protegeix les cél-lules de I'apoptosi induida
per la radioterapia i que, utilitzant tecniques de silenciament com shRNA, siRNA o lentivirus,
es pot aconseguir una radiosensibilitzacid i inhibicié del creixement de les cel-lules tumorals,
tant en models de CCC3**!32 com en altres tipus de tumors, com el d’esofag o el
cervical®*33>4, A més, en carcinoma de cél-lules escamoses de I'esofag, 'apoptosi de les
cél-lules mostra un comportament sumatori quan les cel-lules es tracten amb radioterapia
combinada amb el silenciament de la survivina no només a nivell in vitro, sind també en
models animals®>>. A més a més, en models cel-lulars de cancer colorectal s’ha observat com
la inhibicié de la survivina porta a una paralitzacio de les cél-lules a la fase G2/M del cicle

cel-lular, que és la més radiosensible del cicle cel-lular, tot indicant que tant la seva funcié
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d’inhibicié de I'apoptosi com la de regulacié del cicle cel-lular contribueixen a la resisténcia a

la radiacio®°®.

Tot i que la gran majoria d’estudis relacionen I'expressié de survivina amb major
radioresisteéncia i pitjor pronostic, hi ha estudis contradictoris que indiquen que I'expressié
de survivina en les biopsies tumorals esta associada amb una millor resposta a la
radioterapia i una major supervivéncia i que un silenciament de la survivina resulta en un

decreixement de la radiosensibilitat a models in vitro3*’.
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HIPOTESI | OBJECTIUS

La survivina és una proteina intracel-lular associada historicament al desenvolupament
embrionari i processos tumorals a causa de la seva funcid dual i antagonica sobre la
proliferacié i la mort cel-lular. No obstant, estudis recents suggereixen que la survivina pot
tenir funcions addicionals que podrien estar relacionades, en part, per la seva capacitat de
ser secretada per les cel-lules i actuar en la comunicacié cel-lular. Encara que la seva funcié
en cancer és ampliament coneguda, la seva implicacid en altres patologies relacionades és
un camp d’estudi molt poc explorat. Tot i aix0, estudis recents demostren que la survivina
podria tenir un paper important en la fisiopatologia de |'obesitat. En aquest context, aquesta
tesi doctoral es basa en l'estudi de la survivina des d'una perspectiva metabolica. Aixi,

I'objectiu general se centra en I'estudi de possibles funcions addicionals de la survivina, tant

en l'obesitat com en el CCC, la progressid i el pronostic del qual s'ha relacionat recentment

amb |'estat metabolic del pacient.

HIPOTESI | OBJECTIUS ESPECIFICS DE L’ESTUDI 1:

Considerant que:

- Un dels mecanismes claus subjacents al vincle entre obesitat i cancer és atribuit a la

disfuncid del TA i estudis recents suggereixen que les ASCs podrien tenir un paper clau.

- Les interaccions entre les ASCs i els macrofags dins del microambient tumoral

contribueixen al desenvolupament tumoral.

- Els MAT sén un dels principals promotors de la progressié del tumor en el microambient
tumoral. Tot i aix0 no hi ha un consens sobre el seu fenotip, es desconeixen els mecanismes

subjacents a la seva reprogramacié i no hi ha un marcador especific ben establert.

- L'ambient hostil d’inflamacié cronica associat a |'obesitat altera les propietats funcionals i

immunologiques de les ASCs.
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- Els individus amb obesitat presenten nivells circulants de survivina elevats, els quals s’han

relacionat a una major secrecié d’aquesta per part de les ASCs.

Postulem que:

El secretoma de les ASCs de pacients amb obesitat, especialment la survivina, podria tenir un

efecte en la reprogramacio dels macrofags cap a un fenotip tumoral.

Objectius especifics de I'estudi 1:

- Analitzar si el secretoma de les ASCs de pacients amb obesitat pot alterar el fenotip dels

macrofags.

- Analitzar el perfil d’expressid, la localitzacio intracel-lular i la secrecié de la survivina en

macrofags pro i antiinflamatoris.

- Estudiar el paper de la survivina en la plasticitat i I'activitat protumoral dels macrofags.

- Estudiar el paper de la survivina en les relacions entre cel-lules del microambient tumoral,

ASCs, macrofags i cél-lules tumorals.

- Explorar si la survivina podria ser un marcador especific de macrofags associats a tumor.

HIPOTESI | OBJECTIUS ESPECIFICS DE L’ESTUDI 2:

Considerant que:

- Més enlla d'una alteracio de la proliferacio, els processos tumorals també son dependents

d'importants canvis metabolics a nivell cel-lular.

- Tot i que es desconeixen els efectors moleculars que determinen els canvis metabolics de
les cel-lules tumorals, s'ha proposat que aquests podrien estar controlats per alguns

oncogens i repressors tumorals.
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Hipotesi i objectius
- En el context del CCC, la survivina s’ha proposat com a factor predictiu de la progressio del
tumor i una possible diana terapeutica. La seva implicacié com a factor de radioresisténcia

és, no obstant, controvertida.

- Malgrat les millores en radioterapia, encara hi ha una alta taxa de radioresistencia tumoral i
recurrencia en els pacients amb CCC, que podria estar relacionada amb la desregulacié del

metabolisme de la glucosa.

Postulem que:

La survivina podria tenir un paper clau en les alteracions del metabolisme associades al CCC,
especificament en la reprogramacié metabolica de la glucosa i, per tant, en la progressié

tumoral i la resposta a la radioterapia.

Objectius especifics de I'estudi 2:

- Analitzar el perfil d’expressié de survivina i de gens implicats en el metabolisme de la

glucosa en teixit tumoral, peritumoral i sa de pacients amb CCC.

- Determinar I'impacte de I'expressidé de survivina en teixit tumoral sobre I'estadiatge, el

control locoregional i la supervivencia en pacients amb CCC.

- Estudiar el paper de la survivina i del metabolisme de la glucosa en el context de la resposta

a la radiacio.

64



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
IMPACTE D’ALTERACIONS METABOLIQUES ASSOCIADES A L'OBESITAT SOBRE EL PAPER DE LA SURVIVINA EN CANCER
Ester Benaiges Moragrega

RESULTATS




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
IMPACTE D’ALTERACIONS METABOLIQUES ASSOCIADES A L'OBESITAT SOBRE EL PAPER DE LA SURVIVINA EN CANCER
Ester Benaiges Moragrega

RESULTATS

Estudi 1

Survivin drives tumor-associated macrophage reprogramming: a novel mechanism with
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Resultats

ESTUDI 1

Survivin drives tumor-associated macrophage reprogramming: a novel mechanism with

potential impact for obesity

Benaiges E; Ceperuelo-Mallafré V; Madeira A; Bosch R; Nunez-Roa C; Ejarque M; Maymoé-

Masip E; Huber-Ruano |; Lejeune M; Vendrell J; Ferndndez-Veledo S.

Cell Oncol. 2021 Aug;44(4):777-792. doi: 10.1007/s13402-021-00597-x. Epub 2021 Mar 12.
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Resultats

Resum:

Proposit: Estudis recents assenyalen les ASCs com un vincle entre |'obesitat i el cancer. El
nostre objectiu és determinar si la survivina, que és altament secretada per ASC de pacients

amb obesitat, podria promoure el fenotip protumoral dels macrofags.

Metodologia: Es va estudiar I'efecte del medi condicionat de les ASCs sobre el fenotip dels
macrofags mitjangant estudis d'expressio. La localitzacié intracel-lular i la internalitzacio de
la survivina es van examinar mitjancant fraccionament subcel-lular i immunofluorescéncia,
respectivament. Es van realitzar estudis de pérdua i guany de funcié mitjancant vectors
adenovirals i es van examinar patrons d'expressio génica i capacitat de migracié i invasié de
cél-lules canceroses. Es van establir cultius heterotipics d'ASC, macrofags i céel-lules
canceroses per imitar el microambient del tumor. Es van utilitzar experiments de bloqueig
de la survivina per determinar l'impacte de la survivina tant en els macrofags com en les
cél-lules canceroses. Es va realitzar un analisi immunohistoquimic de la survivina en

macrofags de liquid ascitics de pacients amb cancer i controls sans.

Resultats: Vam trobar que les ASCs derivades de pacients amb obesitat van induir un canvi
fenotipic en els macrofags, caracteritzat per I'expressié de marcadors pro i antiinflamatoris.
Vam trobar que els macrofags interioritzaven la survivina extracel-lular, generant macrofags
hibrids amb un fenotip associat a tumors que incloia la secrecid de survivina. L'expressid
exogena de la survivina en macrofags va generar un fenotip similar i va augmentar les
caracteristiques malignes de les cel-lules canceroses per un mecanisme depenent de la
fosforilacié de la survivina a la treonina 34. La survivina secretada tant per ASCs de pacients
amb obesitat i macrofags associats a tumors va augmentar sinérgicament la malignitat de les
cél-lules canceroses. Es important destacar que la survivina es va detectar principalment en

macrofags associats a I’ascites de pacients amb un diagnostic maligne.

Conclusié: Les nostres dades indiquen que la survivina pot servir com a vincle molecular

entre I'obesitat i el cancer i com a nou marcador de macrofags associats a tumors.
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Abstract

Purpose Recent studies point to adipose-derived stem cells (ASCs) as a link between obesity and cancer. We aimed to determine
whether survivin, which is highly secreted by ASCs from subjects with obesity, might drive a pro-tumoral phenotype in macrophages.
Methods The effect of ASC conditioned medium on the macrophage phenotype was assessed by expression studies. Survivin intra-
cellular localization and internalization were examined by subcellular fractionation and immunofluorescence, respectively. Loss- and
gain-of-function studies were performed using adenoviral vectors, and gene expression patterns, migration and invasion capacities of
cancer cells were examined. Heterotypic cultures of ASCs, macrophages and cancer cells were established to mimic the tumor micro-
environment. Survivin-blocking experiments were used to determine the impact of survivin on both macrophages and cancer cells.
Immunohistochemical analysis of survivin was performed in macrophages from ascitic fluids of cancer patients and healthy controls.
Results We found that obese-derived ASCs induced a phenotypic switch in macrophages characterized by the expression of both pro-
and anti-inflammatory markers. Macrophages were found to internalize extracellular survivin, generating hybrid macrophages with a
tumor-associated phenotype that included secretion of survivin. Exogenous expression of survivin in macrophages generated a similar
phenotype and enhanced the malignant characteristics of cancer cells by a mechanism dependent on survivin phosphorylation at
threonine 34. Survivin secreted by both ASCs from subjects with obesity and tumor-associated macrophages synergistically boosted
the malignancy of cancer cells. Importantly, survivin was mainly detected in ascites-associated macrophages from patients with a
malignant diagnosis.

Conclusion Our data indicate that survivin may serve as a molecular link between obesity and cancer and as a novel marker for
tumor-associated macrophages.

Keywords Survivin - Obesity - Cancer - Tumor-associated macrophages - Adipose-derived stem cells

1 Introduction factor for many cancers [1]. Signatures of the insulin-resistant
state, including obesity-related chronic low-grade inflamma-
tion and aberrant production of adipokines (leptin,

adiponectin, visfatin, and plasminogen activator inhibitor-1)

Abdominal obesity, specifically an increase in visceral adi-
pose tissue (VAT) mass, is an established risk and progression
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and proinflammatory cytokines (interleukin [IL]-6, IL-8,
monocyte chemoattractant protein-1 [MCP-1] and tumor ne-
crosis factor-o (TNF-o), are established drivers of cancer de-
velopment [2—4]. In this context, there is considerable interest
in the role of adipose-derived stem cells (ASCs) in tumor
development. ASCs are progenitor cells of mesenchymal ori-
gin that reside within the stromal vascular fraction of adipose
tissue [5, 6]. Remarkably, ASCs have been reported to travel
through the blood to distant tumor sites, where they differen-
tiate into vascular pericytes and secrete growth factors that
support the tumor microenvironment [7-9]. Accordingly,
ASCs are believed to play a central role in tumor growth,
development and aggressiveness [10-12].

In addition to tumor cells, the tumor microenvironment
contains a complex network of immune cells, adipocytes,
myofibroblasts and mesenchymal stem cells, including
ASCs [13]. Some of these cells secrete chemokines (e.g.,
CCL2/MCP-1), cytokines (e.g., [IL-4, IL-13) and growth fac-
tors (e.g., VEGF, CSF1/M-CSF and CSF2/GM-CSF) that
trigger the recruitment of monocytes, and can promote cancer
progression through the activation of tumor-associated mac-
rophages (TAMs) [14, 15]. TAMs comprise 50-80% of the
tumor mass, and their presence often correlates with a poor
prognosis in most cancers [16-18]. It was long thought that
TAMs present with an anti-inflammatory phenotype that is
associated with their pro-tumoral activity. Now, however, it
is generally accepted that they have a mixed polarization phe-
notype, sharing both anti-inflammatory/pro-fibrotic and pro-
inflammatory properties [19-21].

Several factors of the tumor microenvironment are known
to influence macrophage properties. For example, it has re-
cently been shown that ASCs may skew the phenotype of
macrophages from a pro-inflammatory to an anti-
inflammatory state via soluble factors [18, 22—-24]. While the
molecular mechanisms underlying this crosstalk, particularly
in the context of cancer, remain largely obscure, it has been
described that ASCs isolated from subjects with obesity can
foster tumor cell progression by inducing epithelial-to-
mesenchymal transition (EMT), enhancing invasion and mi-
gration capacities, and by triggering proliferation and metas-
tasis [2, 10, 25, 26]. In this line, we recently demonstrated that
the hostile environment of chronic inflammation associated
with obesity may alter the functional and immunological
properties of ASCs [27, 28]. More specifically, we showed
that obese-derived ASCs (obASCs) secrete high levels of
survivin [29], a member of the inhibitor of apoptosis family
of proteins that is generally considered to be a tumor progres-
sion marker [30], and is involved in cell apoptosis, prolifera-
tion, division and senescence [31-34]. Survivin was initially
believed to be absent in normal adult tissues and to be
overexpressed in fetal and tumor cells [35, 36], but accumu-
lating evidence suggests that it also plays critical roles in the
survival, proliferation and differentiation of normal cells,
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including activated lymphocytes, macrophages and ASCs
[29, 3740].

Here, we show that the obASC secretome — the collec-
tion of proteins secreted into the extracellular space — mod-
ulates macrophage plasticity and generates a mixed-
polarization phenotype with tumor-promoting properties.
Importantly, our findings suggest that survivin serves as a
new molecular link in the interplay between ASCs and
macrophages in the tumor microenvironment and shed
light on a novel mechanism by which obesity may sustain
cancer development and progression.

2 Materials and methods
2.1 Cell lines and culture conditions

The human monocyte leukemia cell line THP-1, and the em-
bryonic kidney HEK-293, liver cancer HepG2 and colonic
cancer Caco2 and HT29 cell lines were obtained from the
ATCC (Rockville, MD, USA). To obtain macrophages,
THP-1 cells were cultured in Roswell Park Memorial
Institute (RPMI)-1640 medium supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS), 1% antibiotics/antimycotics (penicillin,
streptomycin and fungizone solution) and 0.1 pg/ml phorbol
myristate acetate (PMA; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)
for 72 h at a density of 85,000 cells/cm®. Adherent (non-
stimulated) cells (M0) were subsequently cultured in the same
medium without PMA for 24 h. HEK-293, Caco2 and HT29
cells were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) supplemented with 10% FBS and 1% antibiotics/
antimycotics at a density of 12,000, 6,600 and 20,000 cells/
ey, respectively. HepG2 cells were propagated in DMEM/
F12 supplemented with 1% L-glutamine (Sigma-Aldrich),
10% FBS, 1% antibiotics/antimycotics solution and 2%
HEPES (HyClone, Logan, UT, USA) at a density of 40,000
cells/em?. All cells were culture in a humidified incubator at
37 °C with 5% CO,. Experiments using conditioned medium
(CM) were performed using 24 h cultures.

2.2 Isolation and culture of ASCs

ASCs were isolated from VAT of subjects with or without
obesity undergoing nonacute surgical interventions, such as
hernia or cholecystectomy, in a scheduled routine surgery fol-
lowing published protocols [27-29]. Donors included 12 lean
(body mass index [BMI]=22.2+2.3, 66% female, age =
47.2+7.3 years) and 11 obesity (BMI=31.4+1.8, 55% fe-
male, age=45.7+6.7 years) individuals. Briefly, VAT was
washed extensively with phosphate buffered saline (PBS) to
remove debris and next treated with 0.2% collagenase type |
(Sigma-Aldrich) in PBS and 1% bovine serum albumin for 1 h
at 37 °C with gentle agitation. Digested samples were
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centrifuged at 300xg at 4 °C for 5 min to separate adipocytes
from stromal cells. The pellet containing the stromal cell frac-
tion was resuspended in stromal culture medium consisting of
DMEM/F12 with 10% FBS and 1% antibiotics/antimycotics
solution and cultured at 37 °C in a humidified incubator with
5% CO,. To prevent spontaneous differentiation, primary cul-
tures of ASCs at passage 0 (PO) were grown to 90% conflu-
ence and harvested with trypsin-EDTA. At P3, the minimal
functional and quantitative criteria established by the
International Society of Cell Therapy (ISCT) and the
International Federation for Adipose Therapeutics and
Science (IFATS) were determined by flow cytometry, as de-
scribed before [27]. CM was collected at P3—7 after 24 h in
culture using a minimum concentration of ASCs of 10,000
cells/cm? and centrifuged at 400xg for 5 min. See supplemen-
tary Fig. 1 for the different experimental designs.

2.3 Macrophage differentiation

To polarize THP-1 macrophages into pro- or anti-
inflammatory macrophages, Escherichia coli-derived lipo-
polysaccharide (LPS) (250 ng/ml; serotype 0111:B4, number
L4391, Sigma-Aldrich) or human recombinant IL-4 (50 ng/ml;
PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA) was added, respectively, to
the cultures overnight.

2.4 Adenovirus infection

Adenoviruses expressing WT or T34A-mutant survivin were
added to HEK-293 cells or MO-macrophages at a multiplicity
of infection (MOI) of 50, followed by incubation for 2 h at
37 °C in Opti-MEMTM Medium (Gibco; Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA). An adenovirus express-
ing GFP was used as control. After incubation, adenovirus-
containing medium was replaced with standard culture medi-
um. Cells and CM for antibody neutralizing experiments were
collected after 24 h of incubation.

2.5 Co-culture assays

Adenovirus-infected HEK-293 cells were cultured in DMEM
in the upper compartment of a two-chamber Transwell system
(#3412; Corning, Costar, Cambridge, MA, USA). THP-1
macrophages were differentiated in the bottom well of the
chamber in complete RPMI-1640 medium (adherent). Cells
were co-cultured for 24 h at 37 °C with 5% CO,. In parallel,
each cell type was grown individually at the same cell con-
centration as for co-culture, in similar plates.

For triple co-culture experiments, THP-1 cells were cul-
tured in RPMI-1640 with PMA in the upper Transwell com-
partment. After adherence, THP-1 macrophages were activat-
ed with CM from lean (In) ASCS or obASCs or co-cultured
with InASCs or obASCs overnight. Next, the medium was

replaced by RPMI-1640 and CM-activated macrophages were
co-cultured with HepG2 cells in the bottom well of the cham-
ber for 24 h at 37 °C with 5% CO,. See supplementary Fig. 1
for the different experimental designs.

2.6 Transwell migration and invasion assays

The migratory capacity of cancer cells in response to
24 h application of CM from macrophages overexpress-
ing survivin or co-culture with THP-1 macrophages and
ASCs was determined using 24-well Transwells (#3422,
Costar) as previously described [28]. In total, 2 x 10°
cancer cells were suspended in 200 pl CM and added
to the upper chamber, and 500 ul culture medium was
placed in the lower chamber. Invasion capacity was de-
termined as for migration, except that the membrane was
first coated with Matrigel® (0.7—0.9 mg/ml; Sigma-
Aldrich) in PBS for 2 h at 37 °C. After 24 h incubation,
the cells in the upper compartment were removed using
cotton swabs after which the cells on the lower surface
of the membrane were fixed in 4% glutaraldehyde,
stained with 2% toluidine blue and counted.

2.7 Cell fractionation assay

THP-1 macrophages were lysed in homogenization buffer
(20 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 1| mM
PMSF, 10 mM 2-mercaptoetanol, 10 pg/ml aprotinin and
10 pg/ml leupeptin) followed by mechanical disruption using
a Dounce homogenizer. Total lysates were centrifuged at
1300 rpm for 10 min after which the pellets containing nuclei
were collected. Supernatants containing cytoplasmic fractions
were centrifuged at 13,000 rpm for 1 h.

2.8 Survivin blocking experiments

Survivin neutralization was performed by adding 20 pg/ml of
an anti-survivin antibody (ab76424; Abcam, Milton,
Cambridge, UK) for 1 h at room temperature before adding
the medium to THP-1 or HepG2 cells. A negative epitope
control (Rabbit IgG Isotype Control, Invitrogen) was included
in each experiment.

2.9 Gene expression analysis

Total RNA was extracted from cells using TRI Reagent
(Molecular Research Center, Cincinati, OH, USA).
Quantification was performed at 260 nm and purity was
assessed by the OD260/0D280 ratio. For gene expression
analysis, 1 ug RNA was reverse-transcribed with random
primers using a Reverse Transcription System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Quantitative RT-PCR
(qQRT-PCR) was conducted on a ProFlex PCR System using
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TagMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems)
(Supplementary Table 1). Results were calculated using the
comparative Ct method (2-AACt) normalized to the expres-
sion of the housekeeping gene 18S (Hs 03928985 gl1) and
expressed relative to the control condition set to 1. Two tech-
nical duplicates were performed for each biological replicate.

2.10 Protein expression analysis

Cells were lysed in Mammalian Protein Extraction
Reagent (M-PER™, Thermo Fisher Scientific) containing
a protease and phosphatase inhibitor cocktail (Sigma-
Aldrich), and equal amounts of protein were separated
on SDS-PAGE gels, transferred to Immobilon membranes
(Merck Millipore, Burlington MA, USA) and blocked.
Immunoreactive bands were visualized using a
SuperSignal West Femto chemiluminescent substrate
(Pierce, Rockford, IL, USA) and images were captured
on a VersaDoc imaging system equipped with Quantity
One software (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The follow-
ing antibodies (diluted 1:1000) were used: anti-survivin
(ab76424; Abcam, Milton, Cambridge, UK); anti-
survivin, anti-IL-13, anti-CD14, anti-TGF-f3, anti-Stat6
and anti-phospho-Stat6 (Tyr641) (#2808, #12703,
#56082, #3711, #9362 and #56554, respectively; Cell
Signaling Technologies, Danvers MA, USA); anti-HIF-
1o and anti-PPARYy (sc-10,790 and sc-7196, respectively;
Santa Cruz Biotechnology PaloAlto, CA, USA); anti-
phospho-survivin (Ser20) (NB110-92717; Novus
Biologicals, Littleton, CO, USA); anti-phospho-survivin
(Thr34) and anti-pB-tubulin (PA1-16853 and MAS5S—
16308, respectively; Thermo Fisher Scientific); and anti-
lamin A and anti-GAPDH (L1293 and MA5-15738, re-
spectively; Sigma-Aldrich). Secondary peroxidase-
conjugated antibodies used (diluted 1:2000) were as fol-
lows: anti-rabbit and anti-mouse (NA934 and NXA931,
respectively; GE Healthcare, Chicago, IL, USA) and
anti-chicken (ab131366; Abcam).

2.11 Immunofluorescence assay

THP-1 macrophages grown on coverslips were fixed with
4% (w/v) paraformaldehyde, rehydrated with 2% (v/v) fish
skin gelatin and permeabilized with 0.2% Triton X-100
prior to incubation with 5% (v/v) goat serum.
Subsequently, cells were incubated overnight at 4 °C with
an anti-survivin antibody (1:500 dilution; ab76424,
Abcam) in PBS containing 1% goat serum. Next, the cells
were washed with PBS and incubated for 1 h at room
temperature with an Alexa Fluor 488-conjugated second-
ary antibody (1:100 dilution; Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA) followed by mounting with ProLong Diamond
Antifade Mountant with DAPI (Invitrogen). Images were
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acquired on a Leica DM 4000B fluorescence microscope
(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) and captured
with a Leica DFC 300 FX camera (Leica Microsystems).
Fluorescence intensity was analyzed using ImagelJ soft-
ware (https://imagej.nih.gov/ij/download.html), as
described before [41].

2.12 Immunohistochemistry

Paraffin-embedded cellular blocks from 16 ascitic fluid sam-
ples were selected from the Pathology Department of the
Hospital Verge de la Cinta, Tortosa, Tarragona, Spain.
Hematoxylin and eosin (HE)-stained slides for all cases were
reviewed by a pathologist to confirm the diagnosis. To obtain
homogeneity and reproducibility in staining, a tissue microar-
ray (TMA) was generated with two representative cylinders
from the original paraffin block of each case. Cylinders were
carefully selected by the pathologist and transferred into
ready-made holes in a paraffin block using the Arraymold
tool. For immunohistochemistry, the TMA block was sec-
tioned at a thickness of 4 um and each slide was
deparaftinized in xylene for 20 min, rehydrated in a decreas-
ing ethanol series and washed with PBS. The sections were
heated at 96 °C for 20 min for antigen retrieval and then
incubated with appropriate primary antibodies directed
against survivin (Clone 12C4), Ber-Ep4 (Clone Ber-EP4),
CD68 (Clone KP1) or calretinin (Clone DAK-Calret 1) (all
from DAKO Corp., Carpenteria, CA, USA). Automatic
immunodetection was performed by the ENDVISIONTM
FLEX method (DAKO) using 3,3'-diaminobenzidine chromo-
gen as substrate and counter-staining with hematoxylin. The
presence or absence of tumor cells was confirmed by positive
Ber-Ep4 staining, the presence of macrophages was con-
firmed by positive CD68 staining, and the presence of meso-
thelial cells was confirmed by positive calretinin staining.

Immunostained cylinders were evaluated by two blinded
observers and the subcellular localization of survivin detected
in the tumor cells and macrophages was scored semi-
quantitatively for staining intensity and percentage of positive
cells. The staining intensity was defined has weak (1+), mod-
erate (2+) or strong (3+).

2.13 Survivin concentration determination

Survivin concentrations were measured in the CM by ELISA
(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).

2.14 Statistical analysis

In vitro experiments were performed 3—4 times and pooled for
statistical analysis. Data are presented as mean+ S.E.M., and
represents the number of biologically-independent samples.
Differences between groups were determined using unpaired
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Student’s t test to compare two groups (two-tailed, 95% con-
fidence interval) and one-way analysis of variance (ANOVA)
with Tukey’s multiple comparisons tests to compare three
groups. The analyses were performed using GraphPad Prism
8.0.2 software (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA).
A p value < 0.05 was considered statistically significant.

3 Results

3.1 Conditioned medium from obese-derived ASCs
induces macrophage switching

To test whether an obese microenvironment, specifically the
obASC secretome, can modulate macrophage phenotypes, we
cultured differentiated human THP-1 macrophages for 24 h
with conditioned medium (CM) from visceral-derived ASCs
isolated from subjects without obesity (InASCs) or with obe-
sity (0bASCs) (Supplementary Fig. 1A), after which we sur-
veyed the expression of a panel of genes related to immune
regulation, TAM membrane receptors and cell invasion
(Supplementary Table 1). We found that the expression of
genes related to inflammation (IL-1{3, IL-6, TNFx, CCL2
and CCL3), immune suppression (IL-10, PPARy and
KLF4), angiogenesis (HIF-1x and VEGF«), invasiveness
(MMP2 and MMP9), tumor growth and metastasis (TLR2,
TLR4, VIM, FNI1, TGF31 and EGF), and TAM membrane
receptors (CD14, CD11f3, CX3CR1 and CD45) was signifi-
cantly higher in macrophages cultured with CM-obASC than
in those cultured with CM-InASC (Fig. 1a). Protein expres-
sion of several selected markers (TGF{31, HIF-1x, CD14 and
PPARY) was in accordance with mRNA expression (Fig. 1b).

Given our previous results showing high levels of secreted
survivin by obASCs, we next focused on its potential modulat-
ing effects on macrophages. We first evaluated whether CM
from InASCs and obASCs differentially affect survivin expres-
sion in macrophages. We found that the survivin mRNA ex-
pression level was not significantly altered (1 +0.22 vs 1.90 £
0.34, p=0.056), but that the protein expression level was
higher in macrophages cultured with CM-obASC than in those
cultured with CM-InASC (Fig. 1b-c), suggesting that extracel-
lular survivin of the obASC secretome is internalized by mac-
rophages. Indeed, it has previously been described that survivin
is packaged into exosomes and can be released into the extra-
cellular compartment [42, 43]. Thus, to test whether macro-
phages are able to take up survivin, we infected HEK-293 cells
with adenoviruses expressing green fluorescent protein (GFP)
or GFP-tagged survivin, and co-cultured these cells with THP-
1-derived macrophages for 24 h using a Transwell system that
physically separates the two cell types (Supplementary
Fig. 1B). Subsequent immunofluorescence analysis showed
that the survivin levels were elevated in THP-1-differentiated
macrophages co-cultured with HEK-293 cells expressing GFP-

tagged survivin relative to the GFP control (Fig. 1d). Consistent
with the results of the CM-0bASC analysis (Fig. 1a), internal-
ization of survivin by THP-1 macrophages was accompanied
by an increase in the expression of immune regulatory genes,
both pro- and anti-inflammatory (IL-1[3), genes related to an-
giogenesis, invasiveness, tumor growth and metastasis (MMP9,
TLR2, TLR4 and FN1) and to TAM membrane receptors
(CD68) (Fig. 1e). To test whether the effect of obASCs on
the macrophage phenotype is dependent on secreted survivin,
we neutralized survivin using a specific anti-survivin antibody
(Supplementary Fig. 1C). We found that the expression of
survivin, IL-13, p-STAT6, TGF1, HIF-1¢c and CD14 in mac-
rophages cultured with CM-obASC was significantly lower
when the conditioned medium was first treated with the anti-
body (Fig. 1f).

Overall, these data indicate that an obese microenviron-
ment generates “hybrid” macrophages that exhibit character-
istics of both pro- and anti-inflammatory activation states,
suggestive of a pro-tumoral phenotype, likely mediated by a
survivin-dependent mechanism.

3.2 Expression and intracellular localization of
survivin in macrophages

To further explore the potential role of survivin in macrophage
plasticity, we first tested whether survivin expression was reg-
ulated in THP-1 macrophages under pro- and anti-
inflammatory stimuli, i.e., LPS and IL-4, respectively. We
found that survivin mRNA (Fig. 2a) and protein (Fig. 2b) ex-
pression were significantly higher in LPS (classically)-activated
macrophages than in IL-4 (alternatively)-activated macro-
phages. Successful polarization of activated macrophages was
confirmed by measuring the expression of IL-1{3 (a pro-
inflammatory protein) and phosphorylated-STAT6 (an anti-
inflammatory signaling marker) (Fig. 2b). This result is consis-
tent with published transcriptome data (GEO GSE27792 http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), showing that survivin expression
is higher in human pro-inflammatory macrophages polarized
by granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-
CSF) than in anti-inflammatory macrophages polarized by
macrophage colony-stimulating factor (M-CSF).

Because the multiple functions of survivin have been
closely tied to its subcellular localization and post-
translational modification [44, 45], we next analyzed pro-
tein expression of total and phosphorylated survivin (at
Ser20 and Thr34) in both nuclear and cytoplasmic frac-
tions. Using subcellular fractionation experiments, we
found that total survivin was predominantly expressed in
the nucleus of macrophages and increased in macrophages
activated with LPS and IL-4 relative to M0O-macrophages
(control) (Fig. 2c). We also detected increased survivin
phosphorylation on Ser20 and on Thr34 in the nucleus of
activated macrophages (LPS and IL-4) relative to controls,
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and increased expression of phosphorylated survivin at
Thr34 in the cytoplasm of activated macrophages versus
controls (Fig. 2c). Immunofluorescence analysis further
confirmed the increased survivin expression in activated
macrophages (Fig. 2d).

Subcellular fractionation experiments also showed that
when macrophages sequestered survivin from the extracellu-
lar medium — in this case THP-1 macrophages co-cultured
with HEK-293 cells overexpressing survivin — the nuclear
localization of survivin was maintained (Fig. 2e and
Supplementary 1B).

@ Springer

Taken together, these results point to nuclear survivin as a
potential key factor for macrophage phenotype and
functionality.

3.3 Survivin alters the macrophage phenotype and
enhances pro-tumoral activity

To test whether survivin plays a role in macrophage pheno-
type and functionality, we compared adenoviral overexpres-
sion of wild-type (WT) survivin with a non-phosphorylatable
mutant (T34A) (Supplementary Fig. 1D), which has been
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«Fig. T An obese environment changes the macrophage phenotype in a macrophages significantly modulated gene expression pat-

survivin-dependent manner. a Gene expression analysis of THP-1-
derived macrophages cultured with conditioned medium (CM) from vis-
ceral ASCs of lean donors (InASCs) or subjects with obesity (0bASCs).
mRNA CM InASC values are arbitrarily set to 1.0 (dotted line). n=5 in
each group, *p <0.05; **p < 0.01 versus CM from InASCs. b Western
blotting of TGF(31, HIF-1, CD14, PPARy and survivin in THP-1-
derived macrophages cultured with CM from InASCs or obASCs.
GAPDH was used as a loading control. Shown is a representative image
and densitometry analysis (arbitrary units), » = 8 for survivin and n =24
for other proteins. ***p <0.001 versus CM from InASCs. ¢
Immunofluorescence of survivin in THP-1-derived macrophages cultured
with CM from InASCs or obASCs. Survivin is marked in red and the cell
nucleus is marked in blue (DAPI). Shown is a representative image and
fluorescence quantification. **#p <0.001 versus CM from InASCs. d
Fluorescence and immunofluorescence analysis of internalized survivin
in THP-1-derived macrophages co-cultured with HEK-293 cells. In the
fluorescence images green denotes the GFP-tag of the adenovirus. In the
immunofluorescence images, survivin is marked in red and the cell nu-
cleus is marked in blue (DAPI). Shown is a representative image and
fluorescence quantification. **p <0.01 versus negative control;
*##%p) <0.001 versus negative control and ad-GFP. e Gene expression
analysis in THP-1-derived macrophages co-cultured with HEK-293 cells
overexpressing control adenovirus (ad-GFP) or survivin (ad-survivin).
mRNA ad-GFP values are arbitrarily set to 1.0. n=3, *p <0.05;
*#p < 0.01 versus co-culture with ad-GFP. f Immunoblotting analysis of
THP-1-derived macrophages cultured with CM-obASC with or without
an anti-survivin neutralizing antibody. Shown is a representative image
and densitometry analysis (arbitrary units). n = 3—4, *p <0.05; **p < 0.01
versus CM-obASC without anti-survivin antibody (IgG). Data informa-
tion: All values are expressed as mean + S.E.M. Statistical analyses: un-
paired Student’s t test or ANOVA with Tukey’s multiple comparisons
test

reported to act as a dominant-negative protein by competing
with endogenous survivin for access to kinases, thereby
preventing the phosphorylation of WT protein [29, 46].
Transduction of WT survivin into THP-1 macrophages (MO0)
led to its expression in both the nucleus and the cytoplasm
(Supplementary Fig. 2), concomitant with a significant in-
crease in the expression of genes related to inflammation
(e.g., IL-1p3, IL-6, TNFx, CCL2 and CCL3), immune sup-
pression (e.g., IL-10 and PPARY), angiogenesis (e.g., HIF-
lx and VEGF«), invasiveness (e.g., MMP9), tumor growth
and metastasis (e.g., TLR2, TLR4, VIM, FN1, TGF(31 and
EGF) and TAM membrane receptors (e.g., CD14, CD11{3 and
CD45) (Fig. 3a), again reflecting a mixed pro/anti-
inflammatory phenotype with potential pro-tumoral activity.
These results are consistent with those of the impact of CM-
obASC on the same cells (Fig. 1a). By contrast, we found that
overexpression of T34A survivin had no effect on the macro-
phage phenotype (Fig. 3a), suggesting that the effect of
survivin on macrophage phenotype regulation is dependent
on its phosphorylation at Thr34.

To further assess whether survivin-overexpressing macro-
phages may have pro-tumoral activity, we repeated the CM
experiments on cancer cells (Supplementary Fig. 1E). We
found that CM from survivin-overexpressing THP-1

terns in both human liver carcinoma cells (HepG2) and human
colorectal cells (HT29 and Caco2), specifically of those in-
volved in inflammation, angiogenesis, EMT and invasiveness
(Fig. 3b). In line with these observations, we found that the
migratory and invasive capacities of HepG2 and Caco?2 cells
were increased when they were cultured in CM from survivin-
overexpressing macrophages compared to those from GFP-
overexpressing control cells (Fig. 3c and d).

Overall, these data indicate that survivin may skew the
phenotype and functionality of macrophages towards a
TAM-type profile.

3.4 Macrophages are a source of survivin in the tumor
microenvironment

To gain further insight into the role of the different cell types
in the tumor microenvironment, we first investigated
macrophage-secreted survivin. To this end, THP-1 macro-
phages were cultured with either CM-0bASC or CM-InASC,
or co-cultured with either lean or obese ASCs. We observed
that “obesity” potentiated the release of survivin by macro-
phages (Fig. 4a). To test whether the survivin released by
macrophages can modulate their phenotype, we incubated
THP-1 macrophages with CM from survivin-overexpressing
macrophages treated with a survivin-neutralizing antibody
(Supplementary Fig. 1F). We found that neutralizing extracel-
lular survivin aggravated macrophage inflammation (as mea-
sured by the expression of its associated genes), but signifi-
cantly decreased the expression of genes related to immune
suppression (e.g., IL-10, PPARy, MRC1 and KLF4), inva-
siveness (e.g., MMP2), tumor growth and metastasis (e.g.
VIM, FNI1, TGFA1 and EGF) and TAM-specific markers
(e.g., CD68) (Fig. 4b), suggesting that an autocrine survivin
loop reprograms the TAM phenotype. To test the paracrine
effect of macrophage-secreted survivin, HepG2 cells were
cultured with CM of survivin-overexpressing macrophages
treated with a survivin-neutralizing antibody (Supplementary
Fig. 1F). Blocking survivin reversed the tumoral phenotype
induced by macrophage-derived survivin (Fig. 3b) and signif-
icantly down-regulated the expression of inflammation-,
angiogenesis- and EMT-related genes (Fig. 4c).

To better understand the role of survivin in the complex
relationship between ASCs, macrophages and tumor cells, we
performed triple co-culture experiments (Supplementary
Fig. 1G-H). HepG2 cells co-cultured with macrophages and
ASCs showed greater migration and invasion abilities than
cells cultured with ASCs or macrophages alone, and this
was more pronounced when obASCs were used (Fig. 4d and
e). These effects were observed both in cancer cells co-
cultured with obASC CM-polarized THP-1 cells (Fig. 4d,
Supplementary Fig. 1G) and in cancer cells in triple co-
culture (Fig. 4e, Supplementary Fig. 1H).
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Fig. 2 Survivin expression is elevated in activated macrophages. a
Survivin gene expression in THP-1-derived macrophages treated with
LPS or IL-4. n=4 in each group. b Survivin protein expression in
THP-1-derived macrophages polarized with LPS or IL-4. IL-1{3 and p-
STAT6 were used to confirm polarization and (3-tubulin was used as a
loading control. Representative image and densitometry analysis (arbi-
trary units). #n =4 in each group. ¢ Survivin localization by immunoblot-
ting of THP-1-derived macrophages polarized with LPS or IL-4. Lamin A
and GAPDH were used as nuclear (N) and cytoplasmic (C) markers,
respectively. Representative image and densitometry analysis (arbitrary
units). n = 3. d Immunofluorescence staining of survivin (red) and DAPI
(blue) in control THP-1-derived macrophages and in LPS- or IL-4-
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polarized macrophages. Representative image and densitometry analysis
(arbitrary units). n = 6. ¢ Western blotting of THP-1-derived macrophages
co-cultured with HEK-293 cells overexpressing GFP or survivin.
Representative image and densitometry analysis (arbitrary units). n=3.
Data information: All values are expressed as mean+S.E.M. In (a—d),
*p <0.05; **p<0.01; **p<0.01 versus inactivated macrophages (con-
trol), versus LPS-activated macrophages or versus nuclei of inactivated
macrophages; *p <0.05; ##5 <0.001 versus cytoplasm of inactivated
macrophages. In e, *p <0.05; **p<0.01 versus ad-GFP nuclei;
#p <0.05 versus ad-GFP cytoplasm. Statistical analyses: unpaired
Student’s t test
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To confirm that these effects are survivin-dependent,
we cultured cancer cells in survivin-neutralized CM col-
lected from obASC/macrophage co-cultures and from pre-
activated-macrophages cultured in CM-obASC (Fig. 4f,
Supplementary Fig. 1I). Blocking survivin potentiated
the inflammatory status of cancer cells (as indicated by
an increase in IL-13 and TNF« expression), but signifi-
cantly reduced the expression of immune suppression, an-
giogenesis, invasiveness and tumor growth-related
markers, indicating that tumor microenvironment survivin
(secreted by both obese ASCs and macrophages) pro-
motes a pro-tumorigenic gene expression profile in
HepG2 cells.

Overall, our data show synergistic actions of obASCs- and
macrophage-derived survivin in enhancing the malignancy of
cancer cells.

3.5 Survivin is overexpressed in ascites-associated
macrophages from patients with a malignant
diagnosis

Although a variety of macrophage subsets has been reported
to coexist in human tumors, their phenotypes are still not fully
defined [47], highlighting the need to uncover unique bio-
markers for this specific macrophage population. Based on
our results on survivin as a possible regulator of the TAM
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phenotype, we hypothesized that it could also serve as a TAM
biomarker. To test this, we analyzed survivin expression by
immunochemistry in ascites from 11 patients without obesity
but with different tumors (stomach, serous ovarian carcinoma,
ovarian clear cell, rectum, bile duct, colon and pleural meso-
thelioma) and from 5 patients without obesity and without
tumors (cirrhosis, congestive heart failure and ovarian
cystadenoma with mesothelial hyperplasia). Ascites is defined
as a pathological fluid accumulation within the abdominal
cavity, which may be a complication associated with a number
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Tumor growth

and metastasis

of different diseases, including cancer [48]. Cancer-associated
ascites may contain tumor cells and immune cells, including
macrophages. These peritoneal macrophages play an indis-
pensable role in cancer progression [49] and, therefore, ascites
may be a rich source of TAMs. We classified our patient
cohort into three groups: 6 patients with a malignant diagnosis
with ascites containing tumor cells, 5 patients with a malig-
nant diagnosis with ascites without tumor cells and 5 patients
without a malignant diagnosis (Table 1). As expected, we
found a high abundance of macrophages (CD68+) in ascitic



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
IMPACTE D’ALTERACIONS METABOLIQUES ASSOCIADES A L'OBESITAT SOBRE EL PAPER DE LA SURVIVINA EN CANCER
Ester Bexwvivn riviestugasgssociated macrophage reprogramming: a novel mechanism with potential impact for...

«Fig. 4 Macrophages are a source of survivin in the tumor  ASCs provokes phenotypic and functional alterations in mac-

microenvironment. a Survivin secretion in THP-1-derived macrophages
cultured in conditioned medium (CM) of obese or lean ASCs (left) and
co-cultured with lean or obese ASCs (right). n=3. b Gene expression
analysis in THP-1-derived macrophages cultured in CM of survivin-
overexpressing macrophages treated with a specific survivin-
neutralizing antibody or an IgG (control). Control values are arbitrarily
set to 1.0 (dotted line). n = 6. ¢ Gene expression analysis of HepG2 cells
cultured in CM of survivin-overexpressing macrophages treated with a
specific survivin-neutralizing antibody or an IgG (control). Control
values are arbitrarily set to 1.0 (dotted line). n=4. d Transwell cell mi-
gration and invasion assays of HepG2 cells cultured in (i) control media,
or co-cultured with THP1-macrophages (ii) non-activated, pre-activated
with (i) CM of InASCs and (iv) CM of 0bASCs. n = 2 for control HepG2
and co-cultured with non-activated THP1-macrophages, n =5 for HepG2
co-cultured with pre-activated THP 1-macrophages with CM from ASCs.
e Transwell cell migration and invasion assays of HepG2 cells (i) cultured
in control media, co-cultured with (ii) THP1-macrophages, (iii) lean
ASCs (InASCs), (iv) InASCs and THP1-macrophages, (v) obese ASCs
(0bASCs) and (vi) obASCs and THP1-macrophages. n=2 for control
HepG2 and co-cultured with non-activated THP1-macrophages, n=5
for HepG2 co-cultured with ASCs and THP 1-macrophages with ASCs.
f Gene expression analysis in HepG2 cells cultured in CM of THP-1
macrophages pre-activated with CM-obASCs and treated with a
survivin-neutralizing antibody or IgG (control). Control values are arbi-
trarily set to 1.0 (dotted line). n=4. Data information: All values are
expressed as mean + S.E.M. Statistical analyses: unpaired Student’s t test
or ANOVA. In (b, ¢, f) *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 versus CM +
20 pg /ml IgG. In (d) *p <0.05 versus HepG2. In (e) *p <0.05;
**p<0.01; ***p <0.001 versus HepG2 with obASCs + THP-1
macrophages

fluid in all groups (Fig. 5a, shown is a representative image for
each group).

Survivin expression was detected in virtually 100% of the
tumor cells, which were only present in patients with a malig-
nant diagnosis. Of the tumor cells positive for survivin, 92%
showed survivin staining with a moderate-strong intensity in
the cytoplasm, whereas 23% also showed survivin expression
in the nucleus, with a strong intensity (Table 1, Fig. 5a and b).
Remarkably, survivin was also detected in the cytoplasm of
ascites-associated macrophages from patients with tumors
(Fig. 5a). Specifically, the percentage of macrophages positive
for survivin staining was similar between ascites with and
without tumor cells (85% vs 86%), but the staining intensity
was stronger in ascites containing tumor cells (Table 1 and
Fig. 5). The absence of survivin in macrophages without a
malignant diagnosis (Table 1 and Fig. 5) strongly indicates
that survivin may serve as a specific biomarker of TAMs in
ascites.

4 Discussion

In the present study we provide evidence that survivin may
play a role in reprogramming human macrophages towards a
pro-tumoral phenotype. We found that, in the context of an
obese environment, an enhanced secretion of survivin by

rophages and, ultimately, enhances the malignancy of cancer
cells (graphical abstract, Fig. 6).

A link between obesity and cancer has mostly been
attributed to dysfunctional adipose tissue [50] and recent
studies point to a potential role for ASCs in cancer pro-
gression [10, 51, 52]. Our findings implicate survivin as a
new link between obesity and cancer, and lead us to pro-
pose a new survivin-dependent mechanism through which
ASCs, specifically from patients with obesity, contribute
to the pro-tumoral activation of TAMs. An obese environ-
ment increases tumor-recruitment of ASCs [10, 25, 51],
which promote cancer cell growth, possibly via leptin se-
cretion [10, 25]. However, indirect interactions, such as
crosstalk between ASCs and other cells present in the
tumor microenvironment, including TAMs, may also con-
tribute to the complex network of processes at work with-
in a tumor. Here, we uncovered survivin as a novel player
in the ASC-TAM-cancer-cell crosstalk. It is well
established now that TAMs orchestrate several critical
processes related to tumor progression [53, 54], although
several different TAM subsets have been described and
there is currently no consensus regarding their phenotype
[47, 55, 56]. Indeed, recent studies suggest that macro-
phages infiltrating the tumor microenvironment have a
hybrid phenotype. TAMs can be considered as a unique
in vivo macrophage population that shares some pheno-
typic characteristics with in vitro generated anti-
inflammatory cells [19, 20] and metabolic similarities
with in vitro produced pro-inflammatory macrophages
[21]. Cleary, a better understanding of TAM function
and phenotype will be necessary to fully comprehend
their role in cancer progression.

Since macrophage diversity and plasticity are dependent on
external stimuli, we focused on the impact of ASCs from
patients with and without obesity in the programming of mac-
rophages, in an attempt to further our understanding of the
mechanisms by which obesity enhances tumorigenesis. We
found that the secretome of ASCs alters the gene expression
profile of macrophages by a mechanism that involves
survivin. We previously demonstrated that obASCs can pro-
duce aberrant amounts of survivin [29]. Here we show that the
effect of obASCs on establishing the macrophage phenotype
is at least partially dependent on secreted survivin, but we
cannot rule out the possibility that other factors from the
ASC secretome also play a role. Survivin is an inhibitor of
apoptosis highly expressed in most cancers and is associated
with a more aggressive disease and a poor clinical outcome
[57, 58]. In addition to its intracellular pro-cancer functions,
extracellular survivin can be internalized and enhance cell
aggressiveness by promoting proliferation while decreasing
apoptosis [59]. Consistent with these findings, we here show
that extracellular survivin within the tumor microenvironment

@ Springer
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Table 1 Survivin expression in tumor cells and macrophages of ascites from patients with different tumors and patients without tumors

Diagnosis Tumor cells

Macrophages

Staining intensity
Nucleus / cytoplasm

% Labeled cells
Nucleus / cytoplasm

% Labeled cells
Nucleus / cytoplasm

Staining intensity
Nucleus / cytoplasm

Patients with a malignant diagnosis with ascites containing tumor cells

ADC/Stomach 3+/2+
ADC/Serous ovarian carcinoma 2+ / 2+
ADC/Serous ovarian carcinoma 3+/2+
ADC/Ovarian clear cell 24/ 1+
ADC/Rectum 24/ 2+
ADC/Bile duct 3+/3+

Patients with a malignant diagnosis with ascites without tumor cells
ADC/Rectum -
ADC/Serous ovarian carcinoma -
ADC/Colon -
ADC/Rectum -
Pleural mesothelioma -

Patients without a malignant diagnosis
Cirrhosis -
Cirrhosis -
Cirrhosis -
Congestive heart failure —

Ovarian cystadenoma with mesothelial hyperplasia

10% / 100% 0/2+ 0% / 100%
20% / 100% 0/1+ 0% / 50%
40% / 100% 0/2+ 0% / 100%
8% / 50% 0/1+ 0% / 60%
50% / 100% 0/3+ 0% / 100%
8% / 100% 0/3+ 0% / 100%
— 0/2+ 0% / 100%
— 0/1+ 0% / 50%
- 0/1+ 0% / 100%
- 0/1+ 0% / 100%
- 0/1+ 0% / 80%
- 0/1+ 0% / 100%
- 0/1+ 0% / 30%
- 0/0 0% / 0%

- 0/0 0% / 0%

- 0/0 0% / 0%

Data are presented as the percentage of positive cells by survivin (labeled cells) and scored semi-quantitatively for staining intensity. The staining

intensity was defined as weak (1+), moderate (2+) or strong (3+)

increases the expression of inflammatory-, angiogenesis-,
EMT- and invasiveness-related genes in cancer cells.
Beyond its role in proliferation and apoptosis, emerg-
ing data suggest that extracellular survivin may possess
immunomodulatory properties in leukocytes [60]. Here,
we show that macrophages are able to sequester extracel-
lular survivin, which triggers a mixed phenotype with
both pro- and anti-inflammatory properties. This internal-
ization alters the expression of genes involved in angio-
genesis, invasion, tumor growth and metastasis, and in-
creases the expression of membrane receptors associated
with the TAM phenotype. Consistent with these findings,
we found that activated macrophages with both pro- and
anti-inflammatory phenotypes exhibit elevated nuclear
survivin levels and a higher phosphorylation on Thr34
(in the nucleus and cytoplasm). These data suggest that
functional survivin may play an important role in macro-
phage activation. Indeed, we found that survivin-
overexpressing macrophages have a gene expression pro-
file similar to that of macrophages cultured with CM-
obASCs. In addition, our results point to an autocrine
survivin loop in macrophages to sustain their pro-
tumoral phenotype. IL-4, which is abundant in the tumor
microenvironment [61], increases survivin protein

@ Springer

expression in human macrophages, which is in agreement
with a recent report describing that survivin expression
and location are regulated by IL-4 in colon cancer stem
cells through a STAT6-dependent pathway [62].
Nonetheless, further studies are needed to comprehend
the molecular mechanism by which survivin regulates
macrophage polarization. Along this line, the multiple
functions of survivin have been closely tied to its subcel-
lular localization. It is widely acknowledged that nuclear
survivin is involved in mitosis, whereas cytoplasmic sur-
viving is related to apoptosis [63]. The finding that over-
expression of mutated Thr34-survivin failed to impact
macrophage gene expression indicates that the role of
survivin in macrophage plasticity may be dependent on
its phosphorylation on Thr34, which is usually linked to
its anti-apoptotic function [46, 64, 65]. Nonetheless, no
significant differences in apoptosis were detected when
survivin was overexpressed or when macrophages were
cultured with CM from obese ASCs. These data lead us
to propose a new role for this post-translational modifica-
tion in modulating the macrophage phenotype, specifical-
ly boosting a TAM profile.

The phenotype and function of TAMs in humans remain
enigmatic. Access to human TAMs is limited, and most
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Fig. 5 Survivin is overexpressed a
in ascites-associated macrophages
from patients with a malignant
diagnosis. a Representative im-
ages of ascitic fluid from patients
without a malignant diagnosis
(liver cirrhosis), patients with a
malignant diagnosis with ascites
without tumor cells (rectal cancer)
and patients with a malignant di-
agnosis with ascites containing
tumor cells (papillary serous
ovarian carcinoma). Hematoxylin
and eosin (H&E) staining was
performed to verify the diagnosis.
CD68 immunostaining confirmed
macrophage accumulation in
ascitics fluid. Survivin immuno-
staining is mainly present in pa-
tients with a malignant diagnosis.
Red arrows point to cancer cells,
white arrows point to macro-
phages. B Percentage of cells la-
beled with survivin in tumoral
cells (T) and macrophages (M) in
each group of patients. The colour
of the bars reflects the staining
intensity, with 0 null intensity and
3 the highest intensity. Bars rep-
resent the localization of survivin
in the cytoplasm, except tumoral
cells, which also show a percent-
age of survivin in the nucleus.
Data information: n = 6 in malig-
nant ascites and 7 =5 in benign
ascites. All values are expressed
as mean + S.E.M. Statistical anal-
yses: ANOVA and Tukey’s mul-
tiple comparisons tests, *p < 0.05;
*#p <0.01 for % labeled cells; b

CD68 Survivin

Patient without a
malignant diagnosis

(Cirrhotic patient)

Patient with a
malignant diagnosis
with ascites without

tumor cells

(Rectum cancer
patient)

Patient with a
malignant diagnosis
with ascites
containing tumor
cells

(Patient with papillary

serous ovarian
carcinoma)

Staining mtensity

#H L . 100
'p<0.01 for staining intensity
versus cytoplasmic staining (per- «» 80—
centage and intensity) of patients g 60
without a malignant diagnosis 3
2 40
°
R 204
0
T M T M T
Patients without ~ Patient witha  Patient with a
a malignant malignant malignant
diagnosis diagnosis with  diagnosis with

ascites without ascites containing

tumor cells

studies are restricted to using in vitro differentiated macro-
phages [66]. Moreover, the dearth of phenotypic markers for
TAMs limits the potential of functional studies. The present
study shows that obASCs may control a pro-tumoral program
in macrophages in the tumor microenvironment through a
survivin-dependent mechanism. Moreover, it identifies
survivin as a specific biomarker of macrophages associated
with malignant tumors, turning this protein into a potentially

tumor cells

interesting clinical tool to identify malignancy, which may
guide clinical decision-making.

In conclusion, the present study provides evidence for
survivin as a stimulator of pro-tumorigenic polarization of
TAMs. In addition, we uncover survivin as a key player in
autocrine and paracrine loops between ASCs, macrophages
and cancer cells that sustain tumorigenicity. We postulate that
in an obesity setting, survivin secreted by ASCs may be

@ Springer
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Fig. 6 Graphical abstract. Obese adipose-derived stem cells modulate
macrophage plasticity, promoting a mixed phenotype dependent on
survivin. In the tumor microenvironment, obese adipose-derived stem
cells induce pro-tumoral reprogramming of macrophages by a survivin-
dependent mechanism. Macrophages internalize extracellular survivin,
which drives macrophages towards a pro-tumor phenotype. Survivin-
mediated polarization of macrophages is both dependent on its nuclear
location and phosphorylation at Thr34. Pro-tumoral macrophages, also a
source of survivin, further reinforce the malignant characteristics of can-
cer cells including epithelial-mesenchymal transition, migration and
invasion

internalized by macrophages, altering their function and phe-
notype and promoting tumor progression. Indeed, pro-tumoral
macrophages may also contribute to higher levels of extracel-
lular survivin in the tumor microenvironment, which may
boost both migratory and invasive capacities of cancer cells
(Fig. 6). While survivin is already a well-established target in
experimental cancer therapy, our study offers a fresh perspec-
tive on its role in the interplay between cellular components of
the tumor microenvironment. Further preclinical studies are
warranted to confirm that targeting survivin in vivo can mod-
ulate the TAM phenotype and prevent cancer progression.
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Supplementary Figure 2. THP1-derived macrophages infected with a recombinant adenovirus expressing GFP (ad-
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A Survivin protein expression. N=3: *p<0.05 versus ad-GFP. Tubulin was used as a loading control.

B GFP and survivin protein expression. Lamin A was used as nucleus marker.
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Supplementary Table 1. Human gene expression Tagman probes. Results were calculated
using the comparative Ct method and expressed relative to the expression of the
housekeeping gene 18S.

Detector Tagman probes Gene probes

BIRCS (survivin) | Hs04194392_s1 Baculoviral IAP Repeat Containing 5

Immune regulators

IL1b Hs01555410_m1 Interleukin 1 Beta

IL6 Hs00985639_m1 Interleukin 6

TNF-a Hs00174128 m1 Tumor necrosis factor alpha

CCL2 Hs00234140_m1 C-C Motif Chemokine Ligand 2

CCL3 Hs00234142_m1 C-C Motif Chemokine Ligand 3

IL10 Hs00961622_m1 Interleukin 10

PPARy Hs01115513_m1 Peroxisome Proliferator Activated Receptor Gamma
KLF4 Hs00358836_m1 Kruppel-like factor

Tumor associated macrophages membrane receptors

CD14 Hs02621496_s1 CD14

CD68 Hs02836816_gl CD68

CD11b Hs00167304_m1 Integrin Subunit Alpha M

CX3CR1 Hs01922583 s1 C-X3-C Motif Chemokine Receptor 1

CD45 Hs04189704_m1l Protein tyrosine phosphatase, receptor type, C

Invasiveness

MMP2 Hs01548727_m1 Matrix Metalloproteinase-2

MMP9 Hs00234579_m1 Matrix Metalloproteinase-9

TLR2 Hs01872448 s1 Toll Like Receptor 2

TLR4 Hs00152939_m1 Toll Like Receptor 4

VIM Hs00958111_m1 Vimentin

FN1 Hs01549976_m1 Fibronectin

CDH1 Hs01023895_m1 Cadherin 1

ANGPTL4 Hs01101123_g1 Angiopoietin Like 4

VEGFa Hs00900054_m1 Vascular Endothelial Growth Factor A
HIF-1a Hs00153153_m1 Hypoxia Inducible Factor 1 Subunit Alpha
TGF-B1 Hs00998133_m1 Transforming Growth Factor Beta 1
EGF Hs01099990 _m1 Epidermal Growth Factor

CASP1 Hs00354836_m1 Caspase 1

Housekeeping

18S rRNA Hs03928985_g1 18S ribosomal RNA
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Survivin/BIRC5 as a novel molecular effector at the crossroads of glucose metabolism and

radioresistance in head and neck squamous cell carcinoma
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Hernandez V; Vilaseca I; Merma C; Ledn X; Terra X; Vendrell J; Avilés-Jurado FX; Fernandez-
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Resultats

Resum:

Importancia: La reprogramacié metabolica i el metabolisme anormal de la glucosa sén
caracteristiques distintives del carcinoma de cel-lules escamoses de cap i coll (CCC). Hi ha
oncogens que poden actuar com a iniciadors de canvis metabolics relacionats amb el cancer,
perd és essencial una comprensié completa de la seva interaccié en la biologia i el
tractament del CCC per tal d’identificar biomarcadors predictius i dissenyar terapies

especifiques i menys toxiques.

Objectiu: Explorar la importancia del proto-oncogen survivina/BIRC5 com a factor de
radioresisténcia potencialment modulat per la glucosa per a predir la sensibilitat terapeutica
i el pronostic del CCC. Explorar la implicacié de la survivina/BIRC5 en la progressio, resposta
al tractament i estat metabolic en una cohort de pacients amb CCC, i avaluar el seu paper

com a factor de radioresistencia potencialment modulat pels nivells de glucosa in vitro.

Disseny: Aquest estudi prospectiu examina la relacié entre la survivina/BIRC5 i el pronostic

del CCC tant clinicament com in vitro.

Participants: Trenta-dos pacients amb CCC patologicament confirmat i no tractat.

Resultats: Vam trobar que |'expressido tumoral de BIRC5, que s'associa amb els nivells de
glucosa seérica, prediu la supervivéncia sense malaltia locoregional. També vam determinar
un valor de tall optim, i els nivells inferiors d’aquest punt d'ARNm de BIRC5 estaven associats
amb millors resultats. A més, vam demostrar in vitro que la regulacié transcripcional de
BIRC5 a cel-lules de CCC per la radiacid depen dels nivells de glucosa i provoca un fenotip

protumoral i radioresistent a les cel-lules supervivents.

Conclusions i rellevancia: Els nostres resultats suggereixen que la survivina/BIRC5 podria
estar associada de manera independent amb el risc de recurrencia en pacients amb CCC. Es
necessitarien més estudis per poder avaluar el potencial paper de la survivina/BIRC5 com a
mediador de la reprogramacié metabolica com a nova diana terapéutic per millorar la

resposta al tractament en pacients amb CCC.
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KEY POINTS

Question: Does survivin/BIRC5 play a role in glucose metabolic reprogramming and treatment

response in head and neck squamous cell carcinoma?

Findings: In a prospective study of 32 patients with HNSCC, elevated tumoral expression of
BIRC5 was significantly associated with greater serum glucose levels, a higher expression of
genes related to glucose metabolism, and with advanced tumor stage and poor patient
outcome. Surviving cells after irradiation showed greater expression of BIRC5 in a radiation-
and glucose-dependent manner, which was related to changes in the pro-tumoral phenotype

and to the sensitivity to radiotherapy and a cytotoxic agent.

Meaning: This study suggests that the proto-oncogene survivin/BIRC5, which is potentially
involved in metabolic reprogramming, is an independent prediction factor of disease

recurrence in patients with HNSCC.
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ABSTRACT

Importance: Metabolic reprogramming and abnormal glucose metabolism is a hallmark of
head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC). Certain oncogenes can act as drivers of
cancer-related metabolic changes, but a comprehensive understanding of their crosstalk in
HNSCC biology and treatment is essential to identify predictive biomarkers and design specific

and less toxic therapies.

Objective: To explore the value of the proto-oncogene survivin/BIRC5 as a radioresistance
factor potentially modulated by glucose for predicting therapeutic sensitivity and prognosis of

HNSCC.

Design: This prospective study examines the link between survivin/BIRC5 and HNSCC

prognosis both clinically and in vitro.

Setting: Referral oncology center

Participants: Thirty-two consecutive patients with pathologically confirmed, untreated

HNSCC.

Main Outcome(s) and Measure(s): To explore the involvement of survivin/BIRC5 in the
progression, treatment response, and metabolic status in a cohort of patients with HNSCC,
and to assess its role as a radioresistance factor potentially modulated by glucose levels in

vitro.

Results: We found that tumoral BIRC5 expression, which is associated with serum glucose
levels, predicts locoregional disease-free survival. We also determined an optimal cut-off
value and lower BIRC5 mRNA levels associated with better outcomes. Additionally, we
demonstrate in vitro that the transcriptional upregulation of BIRC5 in HNSCC cells by radiation
is dependent on glucose levels and provokes a pro-tumoral and radioresistant phenotype in

surviving cells.

Conclusions and Relevance: Our results suggest that survivin/BIRC5 might be independently

associated with the risk of recurrence in patients with HNSCC. The potential role of
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survivin/BIRC5 as a mediator of metabolic reprogramming should be further evaluated as a

novel therapeutic target to improve the treatment response in patients with HNSCC.
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INTRODUCTION

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) accounts for ~4% of all cancers worldwide
and is the sixth most common malignancy. Approximately half of all patients with HNSCC have
advanced-stage disease at the time of diagnosis, and have an expected 5-year survival rate of
~50%!. Despite current treatments, which may consist of a combination of mutilating surgery,
radiotherapy, and/or chemotherapy, overall long-term survival remains low due to disease
persistence or recurrence. The low survival rate of patients with locoregional and distant
recurrences drives the need for new clinical tools for diagnosis and treatment. Prognostic
factors that can efficiently predict the outcome after treatment are not yet available?. The
identification of a specific deregulated gene/protein network—for example a metabolic
pathway—may provide tools for early detection, for therapeutic intervention, or for
monitoring HNSCC disease progression. It could also be used to explore disease mechanisms

and to develop personalized treatments that maximize survival while minimizing morbidity.

Glucose metabolic reprogramming is a hallmark of tumor progression and treatment
resistance®*. In the context of HNSCC, hyperglycemia has been reported to promote pro-
tumoral phenotypes and chemoresistance®, to increase lactate production, leading to an
acidification of the tumor microenvironment®’, and to reduce patient survival rates®®.
Although tumorigenesis has historically been viewed as a disorder of proliferation,
accumulating evidence indicates that it can also be considered as a metabolic disease.
Indeed, many oncogenes and tumor suppressors are known play key roles in the cancer-
associated changes in metabolism. In this context, survivin, encoded by BIRC5 (Baculoviral IAP
Repeat Containing 5) gene, a proto-oncogene associated with both inhibition of apoptosis and
activation of cell proliferation?¥?, has been proposed as a diagnostic tumor marker because
of its elevated expression in tumoral tissues'®4, It is unclear, however, whether there is a
relationship between survivin/BIRC5 and glucose metabolism. Some studies have reported
that survivin/BIRC5 is regulated by glucose in mature adipocytes® and in neuroblastoma?®. It
also appears necessary for glucose uptake and for restoring normal metabolism in CD4+T
cells'’, and it also suppresses mitochondrial oxidative phosphorylation and enhances
glycolysis in cancer cells!®. In the context of HNSCC, survivin/BIRC5 has been proposed as a

predictive factor of tumor progression’®22, and as a potential therapeutic target?3. By
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contrast, its relationship with radioresponse is more controversial?*~2°. It has been previously
described that hyperglycemia might induce tumor resistance to chemotherapy?’; however,
whether this could also apply in the context of radiotherapy is unknown. In the present study,
we aimed to explore the involvement of survivin/BIRC5 in the progression, treatment and
metabolic status of patients with HNSCC. Additionally, we investigated survivin/BIRC5 as a

radioresistance factor potentially modulated by glucose.
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MATERIALS AND METHODS

Study design and patients

Thirty-two consecutive patients with pathologically-confirmed HNSCC including patients with
untreated advanced tumors (stage IlI-IV) from the Hospital Universitari Joan XXIII, Tarragona,
Spain, were included in the study. Tumor boards evaluated all patients, and the decision to
treat with radiotherapy, chemoradiotherapy or surgery was made according to the standard
protocols and guidelines of the hospital. In general, the patients were treated with
chemoradiotherapy. Human papillomavirus (HPV) status was available for those patients that
presented with an oropharyngeal carcinoma (n=5). HPV status was detected by a multiplex

polymerase chain reaction assay.

Regarding treatment, external-beam radiotherapy was administered by continuous-course
radiotherapy five days a week, using 2 Gy per session in normo-fractionated treatments, and
using 1.2 Gy twice daily in hyper-fractionated treatments. Treatment was administered in a
total dose of 65 to 74 Gy to the primary site, 50 Gy to the neck in all patients with NO node,
and 70 Gy to the neck in patients with clinical metastatic neck nodes (N+). Chemoradiotherapy
consisted of radiotherapy at the same doses plus 3 cycles of cisplatin at a dose of 100 mg/m?

on day 1 every 3 weeks.

Routine follow-up was done at 2-month intervals during the first year, 3-month intervals in
the second year, and 4-month intervals over years 3-5, consisting of an evaluation of
symptoms and locoregional examinations. The mean follow-up of the patients included in the

study was 43.6 months (SD 34.8, median 35.9).

The research study was reviewed and approved by the Institutional Review Board (code
15/04057). The investigation conformed to the principles outlined in the Declaration of
Helsinki, and all patients gave written informed consent. Peripheral blood was collected from
all patients at the diagnostic visit after an overnight fast, before any treatment was instituted.
Blood was drawn in 10-mL vacutainer tubes from an antecubital vein. Plasma was separated
within 1 hour of drawing (1500 x g for 15 minutes at 42C) and samples were stored at -802C

until analytical measurements were performed.
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Cell culture and treatments

The human Pharynx Squamous Cell Carcinoma (FaDu) cell line was purchased from the ATCC
(Rockville, MD). Cells were routinely maintained in glucose-free Dubelcco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) (11966-025, Gibco; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA),
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 1% penicillin-streptomycin, 0.1 mM non-
essential amino acids, 1 mM sodium pyruvate and three distinct glucose concentrations (3.5,
6 and 10 mM). To obtain each working concentration, filtered glucose was added to culture
media. Once FaDu cells reached 80% confluence, they were treated with 3 Gy radiation every
2-3 days in a medical linear accelerator (Varian 2100 CD; Varian Medical Systems Inc., Palo

Alto, CA) until an accumulative dose of 60 Gy (after 20 cycles) had been delivered.

Gene expression analysis

Tissue specimens were taken from the primary site, and adjacent and distal to the tumor.
Adjacent mucosa was macroscopically healthy tissue taken 1-cm from the tumor lesion. Part
of the sample was used for the pathologic diagnosis of the malignancy, and another part was
immediately stabilized by inclusion in RNAlater preservative (Qiagen GmbH, Hilden, Germany)
and stored at -802C until processing. Total RNA was isolated from 30 mg of tissue using the

RNeasy Mini Kit (Qiagen).

For cell culture experiments, RNA was extracted from FaDu cells using TRI Reagent (Molecular
Research Center, Cincinnati, OH). Quantification of nucleic acid was performed at 260 nm and
purity was assessed using the 0D260/0D280 ratio. cDNA was prepared by reverse transcribing
2 ug RNA from tissue samples and 1 pg RNA from cell samples using the High-Capacity cDNA
Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). Quantitative real-time PCR was performed
in duplicate on a 7900 HT Fast Real-Time PCR platform using commercial TagMan Gene
Expression Assays (Applied Biosystems) (Supplementary Table 1). Cycle threshold (Ct) values
for each sample were normalized against the reference gene RPLPO (Hs99999902 m1) in

tissue samples and against 185 (Hs03928985 g1) in cell samples. Results were calculated using



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
IMPACTE D’ALTERACIONS METABOLIQUES ASSOCIADES A L'OBESITAT SOBRE EL PAPER DE LA SURVIVINA EN CANCER
Ester Benaiges Moragrega

the comparative Ct method (2-AACt) and expressed relative to a calibrator (a mix of 9 samples
from normal, adjacent and tumoral mucosa) in tissue samples, and expressed relative to the
control condition set to 1 in cell samples. Two technical duplicates were performed for each

biological replicate.

Apoptosis assessment

The Cell Death Detection ELISA Plus kit (Roche Applied Science, Mannheim, Germany) was
used to evaluate apoptosis. Briefly, FaDu cells were seeded at 10,000/well in a 96-well
microplate and were incubated for 48 hours with or without the cytotoxic agent AZD5582 (Ref
5141/10; R&D Systems, Minneapolis, MN) used at a previously reported ICso concentration?®,
After incubation, cells were lysed in 200 pl of lysis buffer for 30 minutes at room temperature
and centrifuged at 200 x g for 10 minutes. Supernatants were collected and incubated in a
streptavidin-coated microplate along with an immunoreagent containing anti-histone-biotin
and anti-DNA-peroxidase, for 2 hours. The DNA fragments of histones in the cytoplasm were

detected photometrically at a wavelength of 405nm.

Statistical analysis

In vitro experiments were performed three times and pooled for statistical analysis. Data are
presented as mean £ S.E.M. and represent the number of biologically-independent samples.
Differences between groups were determined using unpaired Student’s t test to compare two
groups (two-tailed, 95% confidence interval) and one-way analysis of variance (ANOVA) with
Tukey’s multiple comparisons tests to compare three groups. Analyses were performed using
GraphPad Prism 8.0.2 software (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA). A p-value < 0.05 was
considered statistically significant. The Chi-squared test was used to analyze the relationship

between categorical variables.

In patients, we evaluated the outcome in terms of locoregional control with a follow-up of at

least 2 years. Disease-free survival was defined as the period of time from the completion of
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the primary treatment of the tumor to any local, regional or distant recurrence. The
survivin/BIRC5 categories were defined according to the control of the disease (local-regional-
distant recurrence) using the Classification and Regression Tree (CRT) method. Considering
the number of subjects presenting the event, and in order not to incur overfitting errors, two
clinically relevant variables were chosen to build the multivariate model (Cox proportional
hazards models): the presence of lymph node disease and local extension as well as the profile
according to BIRC5 mRNA levels in the tumor mucosa. The disease-free survival according to
the survivin/BIRC5 profile was calculated using the Kaplan-Meier method. Differences in
survival rates were compared using the log-rank test. All statistical analyses were made using

SPSS software v. 20.0 (IBM, Madrid, Spain).
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RESULTS

Characteristics of the patients included in the study

A total of 32 patients with HNSCC were included in a follow-up prospective study. At the end
of the study, 11 patients (34%) presented with locorregional recurrence. The main clinical and
pathological characteristics of the patients, as well as the locorregional disease-free survival
rate stratified by each variable, are summarized in Table 1. HPV status was evaluated in five
patients with oropharyngeal carcinoma, of whom four (80%) presented with HPV-negative

tumors.

Survivin/BIRC5 is predominantly expressed in tumoral mucosa and positively associates

with glucose metabolism in HNSCC

We assessed the gene expression profile of BIRC5 in tumoral, non-tumoral adjacent tissue and
normal mucosa from same patient. Results of the analysis revealed that BIRC5 mRNA levels
were significantly higher in tumoral mucosa than in peri-tumoral and healthy tissue (adjacent
and normal mucosa) (Figure 1A), with differences between the latter two also significant. We
found that high BIRC5 expression in tumor tissue was associated with high expression in
healthy tissue (Figure 1B). Further analysis of tumor tissue revealed a positive association
between the expression of BIRC5 and hypoxia-inducible factor 1 alpha (H/IF1A) (Figure 1C), a
transcription factor that regulates hypoxic stress and glucose metabolism in tumor tissues and
is involved in cancer progression and resistance to chemotherapy and radiotherapy?®-3!. Of
note, BIRC5 expression in tumoral tissue positively correlated with the expression of several
genes involved in glucose metabolism, including glucose transport (GLUT1 [SLC2A1] and
GLUT3 [SLC2A3]), glycolysis (hexokinase [HK2] and phosphofructokinase [PFK]), lactate
metabolism (lactate dehydrogenase [LDHA], monocarboxylate transporters MCT1 [SCL16A1]
and MCT3 [SCL16A8]) and with the tricarboxylic acid cycle (pyruvate dehydrogenase kinase 1
[PDK1], pyruvate dehydrogenase catalytic subunit 1 [PDH], succinate dehydrogenase A and B
[SDHA and SDHB] and alpha-ketoglutarate dehydrogenase [OGDH] ) (Figure 1D). BIRC5

expression also positively correlated with serum glucose levels in patients (Figure 1E).
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Survivin/BIRC5 expression in tumoral mucosa is associated with tumor stage and patient

outcome

We next analyzed the expression of BIRC5 according to tumor stage and to locoregional
control. Tumoral BIRC5 expression was significantly higher in patients with advanced stage
disease (stage IlI-IV) than in patients with early stage disease (I-Il) (Figure 2A), and was also
higher in patients with poor locoregional control (Figure 2B). To evaluate the discriminating
potential of BIRC5 expression in tumoral tissue for locoregional disease-free survival, we used
the CRT method, which revealed a cut-off value of 2.547 for BIRC5 for discriminating disease-
free survival. Using this method, we generated a categorized variable "profile" that classified
the patients according to their expression of BIRC5 in tumoral tissue (Low BIRC5 < 2.547; High
BIRC5 > 2.547). Table 2 shows the results of the multivariate analysis study considering
disease-free survival as the dependent variable. The survivin/BIRC5 profile was significantly
related to the control of the disease. Considering patients with "Low BIRC5" as the reference
category, those with “High BIRC5” had a greater risk of poor outcome after treatment (Table
2) even when the profile was adjusted for nodal disease and T-stage. Specifically, patients with
"High BIRC5" had a 13 times higher risk of recurrence of the tumor (95% confidence interval

[CI]: 2.52-67.3, P=0.002).

We next analyzed the prognosis of locoregional disease-free survival using the Kaplan—Meier
method. The locoregional recurrence-free survival curves according to the BIRC5 expression
profile in tumoral tissue are shown in Figure 2C. The disease-free survival rate was 72.5% (95%
Cl: 56.4—-88.5%) for patients classified as “Low BIRC5”, and 30.9% (95% Cl: 9.7-52%) for those
classified as “High BIRC5”, indicating a lower locoregional recurrence-free survival rate for the
latter patients. We also found significant differences in the disease-free survival as a function

of the BIRCS5 profile (P=0.021).
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Radiation-induced survivin/BIRC5 expression is dependent on glucose concentration and is

associated with a pro-tumoral phenotype

To investigate the role of survivin/BIRC5 in glucose metabolism in the context of radiation
response, we cultured the HNSCC cell line FaDu in low (3.5 mM), normal (6 mM) and high (10
mM) levels of glucose and exposed them to a fractionated irradiation cycle of 3 Gy until
reaching a total irradiation dose of 60 Gy in 20 cycles. We collected the irradiated cells after 1
cycle (3 Gy), 3 cycles (9 Gy), 5 cycles (15 Gy), 10 cycles (30 Gy) and 20 cycles (60 Gy). Cells were
classified as "low/medium-resistant” and "high-resistant"” populations based on the
irradiation protocol (1-5 cycles and 10-20 cycles, respectively) (Figure 3A). Expression analysis
of the cells revealed that BIRC5 expression significantly increased with radiation and glucose
concentration in the surviving cells after irradiation (Figure 3B, left panel). Nonetheless, when
we compared the BIRC5 expression in irradiated cells versus non-irradiated (control) cells in
each condition, we found a significant increase in BIRC5 fold-change in irradiated cells only
with 15 Gy, and this upregulation was suppresed when cells were cultured in high glucose
(Figure 3B, right panel). No transcriptional regulation of BIRC5 by radiation was detected in
the "high-resistant populations", which could be related to the upregulation of BIRC5 during
long-term culture under basal conditions (Supplementary Figure 1A). We also assessed the
potential influence of oxygen levels on the transcriptional regulation of BIRC5 by radiation, as
it is well known that hypoxia reduces the response to radiotherapy3?. As shown in
Supplementary Figure 1B, we found a similar behavior when cells were cultured in hypoxic
conditions. Likewise, high glucose attenuated the upregulation of genes related to glucose and
energy metabolism (e.g., GLUT3 and LDHA) induced by radiation alone (Figure 3C, left panel).
We next studied the phenotype of surviving cells after medium-dose ionizing-irradiation.
Specifically, we assessed the mRNA expression of genes involved in invasiveness (matrix
metalloproteinase-2 and 9 [MMP2 and MMPY]), epithelial-to-mesenchymal transition
(vimentin [VIM] and fibronectin [FN1]), and radioresistance (interleukin-6 [IL6], laminin
subunit gamma-2 [LAMC2], parathyroid hormone-like hormone [PTHLH] and prostaglandin-
endoperoxide synthase-2 [PTGS2]). We found that expression of all the studied genes was
increased by radiation, and this effect was hindered in a glucose dose-dependent manner
(Figure 3C, middle and right panels). Finally, we evaluated whether glucose levels could

modulate the apoptosis sensitivity of "low/medium resistant” populations treated with
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AZD5582, an antagonist of the inhibitor of apoptosis family proteins (IAP), which have been
previously described as candidates for combination therapy with irradiation?®. We observed
that radiation suppressed the sensitivity of surviving FaDu cells to AZD5582-induced
apoptosis, in accord with a previous study33. However, high glucose counteracted this effect
(Figure 3D). Overall, these data indicate that high-glucose levels impair the upregulation of

BIRCS induced by radiation, and increase the sensitivity of irradiated cells to cytotoxic agents.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
IMPACTE D’ALTERACIONS METABOLIQUES ASSOCIADES A L'OBESITAT SOBRE EL PAPER DE LA SURVIVINA EN CANCER
Ester Benaiges Moragrega

DISCUSSION

The present study reveals that the high tumoral expression of survivin/BIRC5, a proto-
oncogene associated with cellular sensitivity to radiotherapy, is related to glucose metabolism
in HNSCC. We found that high tumoral BIRC5 expression predicts poor locoregional disease-
free survival in patients. Moreover, we establish that the transcriptional regulation of BIRC5
by radiation in HNSCC cells is dependent on glucose levels, and provokes a pro-tumoral and

radioresistant phenotype in surviving cells.

HNSCC is one of the most frequent types of cancer and is characterized by poor prognosis and
a high relapse rate?. Despite improvements in radiotherapy, there remains a high rate of
tumor radioresistance and recurrence in patients with HNSCC3#3°, which might be related to
dysregulated glucose metabolism®. Indeed, it has been proposed that glucose homeostasis in
HNSCC might be targeted to improve the prognosis of patients®3¢. Nonetheless, the molecular
drivers involved in the metabolic shift of cancer cells, and how glucose levels might affect the

sensitivity of cancer cells to radiotherapy or cytotoxic molecules, are not known.

Survivin/BIRC5 expression is associated with the aggressiveness and grade of metastasis, and
with reduced survival'*3’, Overexpression of survivin/BIRC5 in a wide variety of cancers,
including HNSCC, promotes cell proliferation, invasion, and metastatic spread, and protects
tumor cells from cell death?%3%41 Similar to previous studies'®**?, we show that BIRC5
expression is higher in tumoral tissue than in adjacent tissue. Interestingly, we also
demonstrate, for the first time to our knowledge, that BIRC5 expression is higher in peri-
tumoral tissue than in healthy tissue, and we found a positive association between the three
tissues types from the same patient. Several clinical studies have proven the relationship
between increased survivin/BIRC5 expression and tumor aggressiveness in HNSCC?%43, and it
is also well documented that survivin/BIRC5 overexpression promotes chemo- and radio-
therapy resistance in a wide type of cancers?®4445, Although contentious?, it is generally
accepted that survivin/BIRC5 acts as a radioresistance factor in many cancers*®%’, and its
downregulation correlates with lower radioresistance and a better outcome**“8, Indeed, we
show here that patients with higher levels of BIRC5 in tumoral tissue have worse locoregional
control after radiotherapy, and that higher BIRC5 tumoral expression is observed in advanced-

stage HNSCC. We also found that B/IRC5 tumoral expression was positively associated with
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serum glucose levels and with the expression of several genes related to glucose metabolism
in tumoral tissue, pointing to a potential role for survivin/BIRC5 in reprogramming cancer

metabolism.

At the cellular level, our data demonstrate that radiation exposure induces BIRC5 expression
in an HNSCC cell line, which is in line with previous research?®. However, this regulation seems
to be dependent on the dose of irradiation, as the expression of BIRC5 was not affected by
high irradiation doses (>30 Gy), which might explain the polemic about survivin/BIRC5 as a
radioresistance factor®?4, Notably, high glucose levels in vitro inhibited radiation-induced
BIRCS expression, suggesting that in terms of radiotherapy, a hyperglycemic environment
might favor a better outcome. This glucose-dependent effect was also observed at the
metabolic gene level. Metabolic switching from oxidative phosphorylation to aerobic
glycolysis, also known as the Warburg effect, is the main feature of metabolic reprogramming
and is one of the hallmarks of cancer®. It is also a major factor contributing to
radioresistance®>°. Our data suggest that radiation might promote glucose uptake via the
upregulation of GLUT3, which has been described to be elevated in many types of cancer
including triple-negative breast cancer®! and lung cancer®?. However, similar to our findings
for survivin/BIRC5, GLUT3 upregulation was blocked by high glucose levels. LDHA expression,
which is associated with lactate production, behaved similarly. It is well known that lactate-
induced acidification of the tumor microenvironment triggers resistance to apoptosis, induces
epithelial-to-mesenchymal transition, promotes a greater invasive capacity of cells, and
stimulates radioresistance®>3. Accordingly, radiation induced the upregulation of both pro-
tumoral and radioresistance markers, but in a glucose-dependent manner. The possibility that
survivin/BIRC5 might be involved in reprogramming cancer cells towards a pro-tumoral
phenotype after radiation fits with our previous research in an obesity-related tumor
microenvironment, in which high survivin/BIRC5 levels promoted a tumor-associated
macrophage phenotype and enhances the malignancy of cancer cells®*. Consistent with these
results, hyperglycemia increases the sensitivity of irradiated cells to the cytotoxic agent
AZD5582, described as a potential candidate for combination therapies?®. Thus, while
abnormal glucose metabolism has been related to tumor progression®°?’, hyperglycemia
might increase the sensitivity to radiation and cytotoxic agents once malignant cells are

established.
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In conclusion, our results suggest that survivin/BIRCS is independently associated with the risk
of recurrence in patients with HNSCC. Moreover, we found that there is an optimal cut-off
value of survivin/BIRC5 expression, and lower levels were associated with a better outcome.
Notably, our findings support the modulation of glucose levels as a potential therapeutic
approach to improve treatment response in patients with HNSCC. Our study has, however,
some limitations that should be mentioned including the relatively small number of patients,
together with the heterogeneity of the sample, which limits the statistical power of our
analysis. However, we were able to collect data from a prospective cohort of patients. We
obtained similar results after adjustment, which strengthen our findings. Regarding HPV,
immunohistochemistry in oropharyngeal cases did not show an association with disease-free
survival. Regarding the in vitro analysis, the presence of different subclones (radioresistant or
radiosensitive phenotype) after irradiation is a limitation; however, it has previously been
shown that a dose per fraction ranging from 2 to 6 Gy with 48 hours recovery is sufficient to
select for radioresistant clones?®. Finally, although our data demonstrate a link between BIRC5
expression and glucose metabolism in the context of HSCC, it does not allow us to determine
causality. Nonetheless, our work might guide future molecular studies to facilitate a better

diagnosis and treatment for HNSCC.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. BIRC5 gene levels are increased in tumoral tissue and are associated with serum
glucose and with glucose-related metabolism genes. (A) BIRC5 mRNA expression in normal
(N), adjacent (A), and tumoral mucosa (T). Gene expression differences between tissue
samples were calculated using one-way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons test. ** P
< 0.01, **** P < 0.0001 between tissues. (B). Correlations between BIRC5 expression in
normal, adjacent and tumoral mucosa. (C) Correlation between gene expression of HIF1A and
BIRC5 in tumoral tissue. (D) Correlations between gene expression of metabolic markers and
BIRC5 in tumoral tissue. (E) Correlation between BIRC5 expression in tumoral mucosa and
serum glucose. All associations between variables were calculated using Pearson’s rank-order

correlation test. Rho coefficients were considered statistically significant at P < 0.05.

Figure 2. Higher BIRC5 expression in tumoral tissue is related to a worse tumor stage and
locoregional control, and poor survival. (A) BIRC5 mRNA expression in tumoral mucosa
classified according to the tumoral stage of patients. (B) BIRC5 mRNA expression in tumoral
mucosa of patients treated with radiotherapy, classified according to the achievement of
locoregional control. In (A) and (B), an unpaired t test was performed to determine significant
statistical differences between both groups. * P < 0.05. (C) Kaplan-Meier survival analysis
showing locoregional recurrence-free survival according to BIRC5 expression in tumoral tissue.
Low BIRC5 profile: BIRC5 mRNA expression in tumoral tissue <2.547. High BIRC5 profile: BIRC5

MRNA expression in tumoral tissue >2.547.

Figure 3. BIRC5 expression induced by radiation is dependent on extrinsic glucose levels and
is associated with a pro-tumoral phenotype. (A) Schematic representation of the workflow
performed with HNSCC FaDu cells. Both control and irradiated cells were cultured at the same
time and under the same conditions, except that the treated group was irradiated three times
weekly with doses of 3 Gy. Cells were collected at a cumulative dose of 3, 9, 15, 30 and 60 Gy.

(B) BIRC5 mRNA expression in FaDu cells cultured with 3.5, 6 or 10 mM glucose in the medium
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and treated with 3, 9, 15, 30 or 60 Gy of radiation. Results are expressed in arbitrary units of
irradiated cells (left panel) or as logarithmic expression versus control cells (right panel). For
statistical analysis, one-way ANOVA was performed. * shows statistical differences between
glucose concentrations at the same radiation dose. # shows statistical differences between
radiation doses cultured at the same glucose concentration. * or # P < 0.05; ** or ## P < 0.01;
*EE or ### P < 0.001; **** or #### P < 0.0001. (C) Heatmaps of the logarithmic expression of
markers related to metabolism (left), pro-tumoral phenotype (middle) or radioresistance
(right) in FaDu cells cultured with 3.5, 6 or 10 mM of glucose in the medium and treated with
15 Gy of radiation versus their control condition. For statistical analysis, an unpaired t test was
performed. * shows statistical differences between glucose concentration. # shows statistical
differences versus each control condition. * or # P < 0.05; ** or ## P < 0.01; *** or ##i#f P <
0.001; **** or #### P < 0.0001. (D) Logarithmic expression of relative apoptosis of FaDu cells
cultured with low- or high-glucose, irradiated with 3, 9 or 15 Gy and exposed to the cytotoxic
agent AZD5582 versus non-exposure to AZD5582. * shows statistical differences between
different glucose concentrations. # shows statistical differences between doses of radiation

at the same glucose concentration. * or # P < 0.05; ** or ## P < 0.01; **** or #### P < 0.0001.
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TABLES

Table 1. Characteristics of the patients and the locorregional disease-free survival rate
stratified by each variable. Abbreviations: Cl, confidence interval; ECOG, Eastern Cooperative

Oncology Group. ChRT: chemoradiotherapy.

Characteristics Num. Patients  Disease-free survival % P-value

(%) (95 CI%)

Age (years)

<50 2 (6.3) 50.0 (9.4-98.7)

50-60 11 (34.4) 54.5 (28-78.7) 0.690

60-70 12 (37.5) 33.3 (13.8-60.9)

>70 7 (21.9) 57.1(25-84.1)

Sex

Male 30 (93.8) 43.3 (27.3-60.8) 0.212

Female 2 (6.3) 100 (34.2-100) )

Tobacco consumption

Never 7 (21.9) 71.4 (35.8-91.7)

<20 cigarettes per day 0(0) 0 (0-100) 0.209

>20 cigarettes per day 25 (78.1) 40 (23.4-59.2)

Alcohol consumption

Never 14 (43.8) 42.8 (21.3-67.4)

Mild-moderate 2(6.2) 0 (0-65.7) 0.458

Severe 16 (50) 56.2 (33.1-76.9)

ECOG Index

0 16 (50) 31.2 (12.1-55.5) 0.431

>0 16 (50) 62.5 (38.6-81.5)

Tumor location

Oral cavity—oropharynx 7 (34.4) 71.4 (35.8-91.7) 0. 149

Larynx—hypopharynx 25 (78,1) 40 (23.4-59.2) '

T category

1-2 11 (34.4) 54.5 (28-78.7) 0.393

3-4 21 (68.8) 42.8 (24.4-63.4) '

N category

NO 20 (62.5) 35 (18.1-56.7) 0.085

N+ 12 (37.5) 66.6 (39-86.1) '
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Table 2. Prognostic Factors of disease-free survival in multivariate Cox regression analyses.

Abbreviations: HR, hazard ratio; Cl, confidence interval.

Variables Categories HR 95%Cl P-value
Multivariate analysis

T-stage T3-T4vs T1-T2 22.16 2.61-187.9 0.004
Nodal disease N+ vs NO 2.04 0.55-7.56 0.285
Survivin/BIRC5 High vs Low 13.04 2.526-67.35 0.002
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Supplementary Table 1. Human gene expression Tagman probes. Results were
calculated using the comparative Ct method and values for each sample were
normalized against the reference gene RPLPO in tissue samples and 18S in cell samples.

Detector Tagman probes Gene probes
BIRCS5 (survivin) Hs04194392 sl Baculoviral IAP Repeat Containing 5
Hypoxic stress marker
HIF1A Hs00153153_m1 | Hypoxia Inducible Factor 1 Subunit Alpha
Glucose metabolism markers
SLC2A1 (GLUT1) Hs00892681_m1 | Solute Carrier Family 2 Member 1
SLC2A3 (GLUT3) Hs00359840_m1 | Solute Carrier Family 2 Member 3
HK2 Hs00606086_m1 | Hexokinase 2
PFK Hs00175997 _m1 | Phosphofructokinase
LDHA Hs01378790 g1 Lactate Dehydrogenase A
SCL16A1 (MCT1) Hs01560299 m1 | Solute Carrier Family 16 Member 1
SCL16A8 (MCT3) Hs00358829 m1 | Solute Carrier Family 16 Member 1
PDK1 Hs00176853_m1 | Pyruvate Dehydrogenase Kinase 1

Pyruvate Dehyrogenase Phosphatase
PDH Hs01081518_s1

- Catalytic Subunit 1

Succinate Dehydrogenase Complex
SDHA Hs00417200_m1 . i

Flavoprotein Subunit A

Succinate Dehydrogenase Complex Iron
SDHB Hs01042482_m1

- Sulfur Subunit B

OGDH Hs01081865_m1 | Oxoglutarate Dehydrogenase
ACAA1l Hs01576064 gl Acetyl-CoA Acyltransferase 1
Pro-tumoral markers
MMP2 Hs01548727_m1 | Matrix Metalloproteinase-2
MMP9 Hs00234579 _m1 | Matrix Metalloproteinase-9
VIM Hs00958111 _m1 | Vimentin
FN1 Hs01549976_m1 | Fibronectin

Radioresistance markers

LAMC2 Hs01043717_m1 | Laminin Subunit Gamma 2

PTHLH Hs00174969_m1 | Parathyroid Hormone Like Hormone
PTGS2 Hs01573469_m1 | Prostaglandin-Endoperoxide Synthase 2
IL6 Hs00985639 m1 | Interleukin 6

Housekeeping

RPLPO Hs99999902_m1 | Ribosomal Protein Lateral Stalk Subunit PO
18S rRNA Hs03928985 gl 18S ribosomal RNA
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El treball presentat en aquesta tesi se centra en I'estudi de la survivina, un membre
de la familia de les proteines inhibidores de I'apoptosi. Tot i que les funcions principals de la
survivina son la divisié cel-lular i la inhibicid de I'apoptosi'!, es considera una proteina
multifuncional amb nous papers emergents. El camp d’estudi més ampli de la survivina és el
cancer, on s’associa principalment amb la progressié tumoral i quimioresisténcia a través de
diverses vies; per contra, el paper que té en la radioterapia no esta ben establert. Tot i que
antigament es pensava que la survivina només s’expressava en cel-lules canceroses i en
teixits embrionaris i fetals, avui en dia se sap que molts teixits i tipus cel-lulars adults
expressen survivina, encara que a nivells inferiors, i hi podria tenir papers fisiologics3*%. En la
present tesi identifiquem possibles funcions addicionals de la survivina en el context de

I'obesitat i del CCC.

1. La survivina indueix la reprogramacié dels macrofags humans cap a un fenotip

protumoral

Considerant un estudi previ del nostre grup, on es va demostrar que la proteina
inhibidora de I'apoptosi survivina era més secretada per les ASCs de pacients amb obesitat
que pels que no en tenien!4, ens vam plantejar si I'lambient que generaven aquestes ASCs,
especialment la survivina secretada, podria contribuir en el microambient tumoral,
especialment en el fenotip i en les funcions dels macrofags. Els resultats del primer estudi de
la present tesi ens indiquen que la survivina podria tenir un paper en la reprogramacié dels
macrofags humans cap a un fenotip protumoral. Més concretament, vam mostrar que en un
context d’obesitat I'augment de survivina promogut per les ASCs induia un canvi fenotipic

dels macrofags, els quals estimulaven la malignitat de les cél-lules tumorals.

L'obesitat, considerada I'epidémia del segle XXI, és una malaltia dinamica, complexa i
multifactorial que esta associada amb el desenvolupament de DT2, malalties
cardiovasculars, diversos tipus de cancer i altres condicions patologiques adverses.
L'augment de la morbiditat i mortalitat dels cancers relacionats amb I'obesitat es deu
principalment a la disfuncionalitat del TA, i cada vegada hi ha més estudis que apunten a un

potencial paper de les ASCs en la progressié tumorall©>3>93€0  Dins del microambient

127



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
IMPACTE D’ALTERACIONS METABOLIQUES ASSOCIADES A L'OBESITAT SOBRE EL PAPER DE LA SURVIVINA EN CANCER
Ester Benaiges Moragrega
Discussio

tumoral, els macrofags (MATs) poden arribar a comprendre un 50% de la poblacié cel-lular

7 A més, el seu reclutament cap al

degut a l'alta infiltraci6 que hi ha d’aquests
microambient tumoral, diversitat i plasticitat depén d’estimuls externs'®”3¢1 aixi com de
quimiocines secretades per les ASCs3®2. Es per aixd que ens vam centrar en estudiar I'efecte
qgue tenien les ASCs dels pacients amb obesitat en la reprogramacid dels macrofags per a
intentar entendre els mecanismes pels quals lI'obesitat promou la tumorigénesi. El
secretoma de les ASCs esta considerat un dels principals efectors de la seva funcid
immunomoduladora i angiogénica®33%4, Vam observar com el secretoma de les ASCs de
pacients amb obesitat modificava el fenotip dels macrofags cap a un de protumoral, tant a
nivell d’expressid génica com de proteina. A més, tenint en compte que préviament haviem
demostrat que les ASCs de pacients amb obesitat secretaven més survivinal® i que aquesta
promou la malignitat tumoral'®, en aquest estudi vam demostrar que el fenotip protumoral

que adquirien els macrofags en contacte amb el secretoma de les ASCs de pacients amb

obesitat era, en part, dependent de la survivina secretada per aquestes.

Sorprenentment, el secretoma de les ASCs de pacients amb obesitat no modulava
I’expressié geénica de la survivina a nivell de mRNA pero si de proteina, suggerint un possible
mecanisme basat en que la survivina secretada per les ASCs era captada pels macrofags, el
qual concordaria amb el paper determinant que té la survivina extracel-lular en la progressié
tumoral®®>0, Per a poder estudiar aquesta hipotesi vam realitzar experiments de cocultiu
amb cel-lules que sobreexpressaven i secretaven survivina unida a un marcador fluorescent.
D’aquesta manera vam poder demostrar no només que els macrofags eren capagos
d’internalitzar la survivina extracel-lular, sind que aquesta internalitzacié els conferia un
fenotip molt similar al que s’obtenia quan es cultivaven amb el secretoma de les ASCs de
pacients amb obesitat. Es per aixd que, tot i que no es poden descartar altres factors
solubles, els resultats obtinguts indicaven que el secretoma de les ASCs de pacients amb
obesitat genera uns macrofags hibrids, amb caracteristiques tant pro com antiinflamatories i
una potencial activitat protumoral, mediades per un mecanisme dependent de Ia

internalitzacid de survivina.

Els macrofags séon cel-lules molt plastiques que es poden activar de manera

heterogénia en resposta a diferents senyals. En el cancer, els senyals que orquestren la
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plasticitat dels macrofags varien considerablement entre els diferents tipus de tumors o en
diferents localitzacions i estadis d’'un mateix tumor, resultant en un fenotip de MAT molt
divers363%5 A més, tot i que és un camp d’estudi que genera molt interés, no hi ha un clar
consens sobre el fenotip que tenen?®’. Per a poder avaluar si la survivina estava involucrada
en la plasticitat dels macrofags, primer vam analitzar el perfil d’expressio de la survivina tant
en macrofags polaritzats cap a un fenotip pro com antiinflamatori. En la mateixa direccié que

366 yam observar com la survivina

estudis publicats a bases de dades de transcriptomica
s’expressava principalment en els macrofags proinflamatoris. Tenint en compte que les
funcions de la survivina depenen tant de la seva localitzacié”3%” com de les modificacions
posttraduccionals??, vam observar com I‘expressi6 de survivina estava localitzada
principalment al nucli dels macrofags activats tant cap a un fenotip pro com antiinflamatori,
aixi com un augment de la forma fosforilada en la Thr34 tant al nucli com al citoplasma. En
consonancia, en els macrofags que internalitzaven la survivina del medi, aquesta es

localitzava principalment al nucli, suggerint que la survivina nuclear podria tenir un paper en

la polaritzacio dels macrofags.

La fosforilacié de la survivina és un mecanisme important per al manteniment de la
seva activitat biologica i funcionalitat, i els mecanismes pels quals la survivina guanya o perd
la seva funcid a través de la fosforilacid estan ampliament estudiats??38, Més concretament,
la fosforilacio de la survivina en la Thr34 és necessaria per a preservar la viabilitat cel-lular
mitjancant la inhibicid de I'apoptosi?*. En aquest estudi vam observar que la sobreexpressio
de survivina amb una mutacié a la Thr34 que no permetia que es fosforilés, li impedia la
promocié del fenotip protumoral dels macrofags. Aquest resultat ens va indicar que el paper
de la survivina en la polaritzacié dels macrofags era dependent de la fosforilacié en la Thr34,
la qual fins ara només s’havia relacionat amb la funcié antiapoptotica de la survivina36%37°,
Aquestes dades, juntament a que no vam observar diferencies en I'apoptosi quan vam
sobreexpressar survivina als macrofags o els vam cultivar amb medi condicionat de ASCs de
pacients amb obesitat, suggerien un nou rol de la survivina fosforilada en la Thr34 en la

plasticitat dels macrofags cap a un fenotip protumoral.

Les cel-lules tumorals secreten factors quimioatraients que provoquen un

reclutament de ASCs cap als tumors®”3>°, En una situacié d’obesitat la mobilitzacié de les
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ASCs cap als tumors es veu incrementada, i aquestes es transformen pels estimuls del
microambient per tal d’afavorir la progressié tumoral®’L. La relacié que s’estableix entre les
ASCs, les cél-lules tumorals i els MAT és indispensable per a la progressié tumoral. Es una
comunicacid multilateral que es pot donar de manera indirecta a través de les seves
secrecions'®4372, Estudis recents apunten que les ASCs sén clau en la regulacié de la invasié
tumoral i el potencial metastasic a través de la secrecid de citocines i moléecules
prooncogenigues que promouen el microambient inflamatori, alhora que transformen el
comportament de les cél-lules tumorals, tornant-les més agressives i amb més capacitat
proliferativa i migradora''?373-375, Tenint-ho en consideracié, ens vam plantejar si la
survivina alliberada per les ASCs i macrofags contribuia en el manteniment del microambient
tumoral. Mitjangant diferents estudis de cocultiu, funcionals i de neutralitzacié de la
survivina vam poder demostrar que les interaccions indirectes que es produeixen en el
microambient tumoral entre ASCs, macrofags i cél-lules tumorals i que promouen la
progressid tumoral sén, en part, dependents de la survivina alliberada extracel-lularment.
D’aquesta manera vam poder determinar I’efecte paracri de la survivina alliberada tant per
les ASCs com pels macrofags envers les cél-lules tumorals, com I'efecte autocri de

manteniment del fenotip protumoral sobre els propis macrofags.

Basant-nos en els resultats obtinguts in vitro i confirmant la nostra hipotesi, la
survivina regula la polaritzacid dels macrofags. D’altra banda, tot i que s’ha descrit una
coexistencia de diferents subpoblacions de macrofags en els tumors humans, el seu fenotip
no esta ben definit3’6. A més, el fet que els diversos marcadors de MAT descrits com CD68,
CD14 o CD452%%%377 siguin marcadors compartits amb macrofags no tumorals, ens va portar a
plantejar-nos si la survivina podria ser un marcador especific de MAT i si estava
correlacionada amb I'estat clinic del pacient. Una manera facil d’obtenir macrofags sense la
necessitat de biopsies tissulars és de I'ascites de pacients. L’ascites és una acumulacio de
liquid séric a la cavitat peritoneal que conté cél-lules immunologiques, principalment
macrofags, que es presenta en pacients amb complicacions patologiques, incloent el
cancer®’®, A més, els macrofags residents a I'ascites son indispensables per a la progressid
tumoral®’®. Tots els estudis publicats que demostren que els nivells de survivina augmenten
en relacié a la malignitat de la malaltia se centren en I'expressié de survivina a les cel-lules

tumorals de biopsies de pacients343°, les quals necessiten metodologies invasives per a la
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seva obtencid. En el primer estudi d’aquesta tesi vam observar com, a més de les cel-lules
tumorals, els macrofags de I'ascites incrementaven exponencialment I’expressidé de survivina
a mesura que el diagnostic del pacient era més virulent, tant el percentatge dels macrofags
que I'expressaven com la intensitat en la que es manifestava. A més, I'absencia de survivina
en els macrofags de pacients que no tenien un diagnostic maligne, indicava que la survivina

podria ser un marcador especific de MAT en les ascites.

En conjunt, els resultats del primer estudi ens van demostrar que les ASCs dels
pacients amb obesitat secretaven survivina que era captada pels macrofags i els induia el
fenotip protumoral depenent de la fosforilacié en la Thr34. Alhora, aquests macrofags també
secretaven survivina que actuava tant de manera autocrina, per a mantenir el fenotip
protumoral, com paracrina, amb les cel-lules tumorals, augmentant-los la capacitat
metastasica i invasiva, tal i com es resumeix a la Figura 12. D’aguesta manera vam poder

atribuir una nova funcié a la survivina en la polaritzacié dels macrofags cap a un perfil tipus

MAT.
Macrofag
Polaritzacié a MAT
p-Survivina Thr34
Reguladors immunes
Creixement tumoral i metastasi
/' Receptors de mémbrana
dels MAT
Survivina. L
/’ > °
[ ]
/ T e . L ]
L] ‘e » | Secretoma
. ® |dels MAT =
‘_ ] ® * ° e |o
° P L] L] o . [ ] N
.. ® \
TMigracié
Invasié
ASC de
Rl Angiogénesi
ChrpiE. invasio, EMT,
— inflamacié

Cel-lula tumeoral

Figura 12. Esquema resum del paper de la survivina en el microambient tumoral. Les ASCs de pacients amb obesitat
modulen la plasticitat dels macrofags, promovent un fenotip protumoral dependent de la survivina. Els macrofags
internalitzen la survivina extracel-lular i aquesta els polaritza a un fenotip protumoral. La transformacié dels macrofags
depeéen de la fosforilacid de la survivina en la Thr34. Els macrofags protumorals, que també secreten survivina, intensifiquen
les propietats malignes de les cél-lules tumorals. Creada amb Biorender.com
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2. Possible paper de la survivina en la reprogramacié metabolica de la glucosa i en la

resposta a la radioterapia en el cancer de cap i coll

En el segon estudi presentat en aquesta tesi ens vam centrar en la investigacié de la
survivina com un possible factor de radioresisténcia potencialment modulat per la glucosa
per a ajudar en la prediccié de I'eficacia terapeutica i el pronostic dels pacients amb CCC. Els
resultats presentats ens van mostrar que 'expressié de survivina en el teixit tumoral de
pacients amb CCC predia una pitjor supervivéncia i estava associada amb els nivells
circulants de glucosa. A més, també vam trobar un punt de tall de I'expressié tumoral de
survivina que associava l'expressid de survivina amb el desenlla¢ de la malaltia. També, a
nivell in vitro, vam demostrar que en cel-lules de CCC la sobreexpressid de survivina estava
regulada per la radiacid i era dependent dels nivells de glucosa, de manera que promovia un

fenotip protumoral i radioresistent a les cél-lules que sobrevivien a la radiacié.

El CCC és un dels tipus de cancer més freqlient al mon; es desenvolupa a les cél-lules
epitelials de les vies respiratories superiors i al revestiment de la mucosa dels passos
alimentaris, com ara la cavitat oral, I'orofaringe, la laringe o la hipofaringe. La majoria dels
CCC estan associats al consum de tabac i alcohol i es diagnostiquen en estadis localment
avancats, fet que encara que es tractin amb cirurgia, radioterapia, quimioterapia o
immunoterapia o amb combinacions d’aquests, el pronodstic és molt pobre i la taxa de

recaiguda és molt elevada®®.

Malgrat els avencos i millores en la radioterapia, la proporcié de pacients amb CCC
que pateixen radioresisténcia és molt elevada3®. Les cél-lules tumorals irradiades poden
modificar el seu metabolisme i alhora influenciar en les caracteristiques metaboliques dels
altres components del microambient tumoral per a alleujar el dany cel-lular i evadir la mort
cel-lular induida per la radiacié38!. Aquests canvis metabolics porten a la radioresisténcia de
les cél-lules tumorals i son potencials dianes terapéutiques3®2383, En el context del CCC,
estudis emergents apunten que la radioresisténcia podria estar relacionada amb una
desregulacid del metabolisme de la glucosa?’3316317, A més, també hi ha evidéncies que
mostren que millorant 'homeostasi de la glucosa es podria afavorir el pronostic dels

pacients amb CCC384385 Tot i aix0, els mecanismes pels quals s’afavoreix aquest canvi
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metabolic i com la glucosa pot afectar a la radioresistencia de les cel-lules tumorals no estan

ben definits.

La sobreexpressié de la survivina en el CCC s’ha relacionat amb un pitjor pronostic
dels pacients33734, A més també esta associada amb la promocié de la proliferacié cel-lular,
invasié i metastasi, aixi com també amb la conferencia de proteccié de les cél-lules tumorals
envers |'apoptosi’-34. Utilitzant una cohort de 32 pacients amb CCC diagnosticat, als quals
se’ls ha fet un seguiment de 5 anys, i en linia amb estudis publicats336338342 yam demostrar
per primera vegada que l'expressid de survivina era més alta en el teixit tumoral i
peritumoral que en el teixit sa i, a més, també vam trobar associacions positives entre els
tres teixits del mateix pacient. Altrament, també vam determinar associacions positives
entre I'expressié de survivina i la de HIF1A al teixit tumoral, el qual és el factor clau
regulador de la resposta cel-lular a la hipoxia i que també esta relacionat amb Ia

radioresisténcia i el metabolisme de la glucosa386:387,

Degut a que la survivina podria estar regulada per la glucosa en altres contextos com

130 i considerant que la hiperglucémia és una de

en neuroblastoma® o en adipocits madurs
les alteracions metaboliques que promouen el CCC; vam estudiar la possible relaciéd que
s’establia entre elles. Vam poder comprovar com |'expressié de survivina es correlacionava
de manera positiva amb gens involucrats en el metabolisme de la glucosa en el teixit
tumoral, aixi com amb els nivells circulants de glucosa dels pacients. En aquest context, hi ha
estudis en altres tipus cel-lulars que indiquen que en situacié d’hiperglucémia la survivina
esta sobreexpressada, i que inhibint la survivina es redueix la captacid de glucosa per les
cél-lules tumorals, amb una conseqiient reduccié de la glicolisi i del rendiment d’aquestes
cél-lules'?®, També s’ha descobert que la survivina és necessaria per a la captacio de glucosa,

ja que quan s’inhibeix la survivina es redueix I'expressié dels transportadors de glucosa388,

Sén diversos els estudis que relacionen nivells més elevats de survivina amb una
major agressivitat tumoral en el CCC341383% En aquesta linia, i d’acord amb els estudis
publicats, vam comprovar com els pacients que tenien diagnosticat un estadi més avancat de
la malaltia tenien més expressié de survivina en el teixit tumoral. Tot i que hi ha
controversia, la majoria dels estudis apunten que la survivina promou la resisténcia a la

radioterapia de les cel-lules tumorals i que una desregulacié de la survivina millora la
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sensibilitat a la radioterapia amb un conseqient millor pronostic3°33>5391, En aquest sentit,
vam determinar que els pacients tractats amb radioterapia i que tenien un pitjor control
locoregional del tumor després de la radioterapia eren aquells que tenien una major
expressiod de survivina al teixit tumoral. En concordanga amb els resultats obtinguts, també
vam poder establir un punt de tall dels nivells d’expressié de survivina que predeia el risc de
pitjor pronostic després del tractament. D’aquesta manera, els pacients que tenien
I’expressid de survivina per sobre del punt de tall tenien fins a tretze vegades més risc de
recurrencia tumoral i de menor supervivéncia a llarg termini que els que tenien I'expressié
per sota. D’aquesta manera vam poder corroborar que els nivells d’expressié de survivina

elevats en el teixit tumoral sén un indicador de pitjor pronostic i major recurréncia.

Seguint amb I'exploracié del paper de la survivina en la radioresisténcia del CCC i,
tenint en compte que amb les mostres humanes vam veure que els nivells de survivina en el
teixit tumoral podrien estar relacionats amb la radioresistéencia que desenvolupaven els
pacients i amb |'estat metabolic d’aquests, vam realitzar experiments in vitro. Primer vam
estudiar si I'expressié de survivina es veia afectada tant per la radiacié com per la glucosa.
Les dades obtingudes ens van mostrar que I'exposicié a la radiacié induia I'expressié de
survivina a les cel-lules tumorals de CCC, en consonancia amb estudis publicats
anteriorment3>>392, A més, quan vam comparar I'expressié de survivina envers les cél-lules
control, vam observar un increment significatiu només en les cél-lules amb 15 Gy, les quals
encara les consideravem “mitjanament resistents”, i aquesta sobreexpressié es reduia quan
estaven cultivades amb alta glucosa. No només aix0, sind que a les cél-lules tractades amb
més de 30 Gy, considerades “altament resistents”, I'expressié de survivina induida per la
radiacid estava inhibida, fent pensar que la survivina potser no s’hauria de considerar com

un marcador de radioresistencia.

En concordanca amb la survivina, les cél-lules que van sobreviure a la radiacid
després de 15 Gy eren més protumorals i expressaven de manera més elevada els marcadors
de radioresisténcia. A més, els gens relacionats amb el metabolisme de la glucosa també es
regulaven de manera similar a la survivina, inhibint-se en dosis altes de glucosa. Aquesta
dada podria indicar que, a I'hora d’administrar radioterapia als pacients, un ambient

hiperglucemic podria afavorir una millor resposta al tractament. La reprogramacio
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metabolica de fosforilacid oxidativa cap a glicolisi aerobica, coneguda també com a efecte
Warburg, és un dels distintius principals dels cancers que també s’ha demostrat que promou
la radioresisténcia3?23%3, Els resultats obtinguts ens van indicar que la radiacid podria
promoure la captacid de glucosa pel transportador de glucosa GLUT3, el qual estava
significativament més expressat amb la radiacié. La sobreexpressié d’aquest transportador
en els tumors s’ha associat amb una major agressivitat d’aquests i una pitjor supervivencia
dels pacients afectats3°#3%. No obstant, vam observar un patré d’expressid similar al de la
survivina, ja que la regulacié de GLUT3 induida per la radiacid, aixi com d’altres gens
metabolics que vam analitzar, es veia bloquejada per un augment de la concentracié de
glucosa. Un dels altres marcadors estudiats va ser LDHA, I'expressid del qual tenia un
comportament similar als previament descrits. L'expressid de LDHA indueix a una major
produccié de lactat que promou l'acidificacid del microambient tumoral, la qual porta a la
resistencia a I'apoptosi. A més, també incrementa la capacitat invasiva de les cél-lules
tumorals i els confereix una major resisténcia a la radioterapia3?43%, Tot i que alteracions en
el metabolisme de la glucosa s’han relacionat en la progressio tumoral3!®320, en les ceél-lules
tumorals irradiades vam observar que la hiperglucémia reduia el fenotip radioresistent i la

sensibilitat a I'apoptosi induida per un agent citotoxic.

En conclusid, els resultats obtinguts en aquest segon estudi suggereixen que la
survivina esta associada amb el risc de recurréncia en pacients amb CCC. A més, vam trobar
un punt de tall de I'expressid de survivina que podria servir de pronodstic de major
supervivencia i menor recurréncia, aixi com també vam relacionar I'expressié de survivina
amb els nivells de glucosa i I'expressié de gens clau del seu metabolisme. Amb els resultats
obtinguts in vitro, tot i que no vam demostrar una causalitat de la survivina, vam confirmar
la nostra hipotesi de que la survivina estava regulada per la radiacid, de la mateixa manera
que els gens protumorals i del metabolisme de la glucosa. A més, els nivells elevats de
glucosa disminuien el fenotip radioresistent i augmentaven la sensibilitat a I'apoptosi de les
cél-lules tumorals, de manera que la modulacié de la glucosa podria servir per a millorar la
resposta al tractament dels pacients amb CCC. No obstant, aquest treball pot servir com a
base per a posteriors estudis moleculars per a poder facilitar el diagnostic i tractament dels

pacients amb CCC.

135



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
IMPACTE D’ALTERACIONS METABOLIQUES ASSOCIADES A L'OBESITAT SOBRE EL PAPER DE LA SURVIVINA EN CANCER
Ester Benaiges Moragrega
Discussio

En resum, els dos estudis presentats en aquesta tesi ens presenten dos nous papers
de la survivina, d’una banda en la reprogramacié protumoral dels macrofags en un context
d’obesitat, establint la survivina com un nou marcador especific de MAT; i de I'altra amb la
recurrencia del CCC, aixi com en la resposta a la radioterapia dels pacients amb CCC amb

dependéncia del seu estat metabolic.
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CONCLUSIONS

1. El secretoma de les ASCs de pacients amb obesitat afavoreix la reprogramacié dels

macrofags cap a un fenotip protumoral per un mecanisme dependent de la survivina.

2. La survivina s’expressa principalment en macrofags activats (tan pro com
antiinflamatoris), en els quals es localitza principalment al nucli i es troba majoritariament

fosforilada a la Thr34.

3. La survivina pot actuar com a proteina extracel-lular, i els macrofags sén capacos

tant de secretar-la com de captar-la.

4. La survivina altera el fenotip i I'activitat dels macrofags, promovent un fenotip

hibrid i una activitat protumoral. Aquesta regulacié depén de la fosforilacié a la Thr34.

5. La survivina extracel-lular té un paper clau en el microambient tumoral com a

vincle molecular entre ASCs, MATSs i cél-lules tumorals.

6. La survivina podria ser un marcador especific de MATSs.

7. En pacients amb CCC, els nivells d’expressié de survivina sén més alts en mucosa
tumoral que en peritumoral i sana. A més, una alta expressié de survivina tumoral s’associa

amb nivells alts en teixit sa.

8. En el teixit tumoral, els nivells d’expressié de survivina elevats s’associen amb
nivells alts de diversos gens implicats en el metabolisme de la glucosa en pacients amb CCC.
A més, els nivells de survivina tumoral s’associen positivament amb els nivells circulants de

glucosa.

9. Els pacients amb CCC en estadis més avancats i els que tenen un pitjor control

locoregional de la malaltia tenen nivells més alts de survivina en la mucosa tumoral.

10. Els pacients amb CCC que tenen I'expressid de survivina per sobre de 2,547 tenen

fins a 13 vegades més risc de recurrencia del tumor.

138



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
IMPACTE D’ALTERACIONS METABOLIQUES ASSOCIADES A L'OBESITAT SOBRE EL PAPER DE LA SURVIVINA EN CANCER

Ester Benaiges Moragrega
Conclusions

11. En cel-lules tumorals de CCC amb fenotip resistent entre baix i mitja, I'expressid
de survivina augmenta després de la radiacidé i s’associa amb un fenotip protumoral. Altes
concentracions de glucosa inhibeixen aquesta regulacié de la survivina per la radiacio i

augmenten la sensibilitat de les cel-lules irradiades a un agent citotoxic.
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CONCLUSIONS EN ANGLES

1. ASCs’ secretome from patients with obesity favors macrophage polarization

towards a protumoral phenotype through a survivin-dependent mechanism.

2. Survivin is mainly expressed in activated macrophages (in both pro and anti-
inflammatory phenotypes) and is mostly localized in the nucleus and phosphorylated at

Thr34.

3. Survivin can act as an extracellular protein and macrophages can regulate its

secretion and internalization.

4. Survivin alters the phenotype and function of macrophages, promoting a hybrid
phenotype and a protumoral activity. This regulation is dependent on the phosphorylation at

Thr34.

5. Extracellular survivin has a key role in the tumor microenvironment and serves as a

molecular link between ASCs, macrophages, and tumor cells.
6. Survivin might be a specific marker of tumor-associated macrophages.

7. In patients with HNSCC, survivin expression levels are upregulated in tumoral
mucosa when compared with both peritumoral and healthy mucosa. Furthermore, higher

tumoral survivin expression is associated with higher survivin levels in healthy mucosa.

8. Tumor tissue survivin expression levels are associated with glucose metabolism-
related genes in patients with HNSCC. Besides, survivin expression in tumoral tissue

positively correlates to circulating glucose levels.

9. HNSCC patients with higher tumor stages and with worse locoregional control have
an overexpression of tumor tissue survivin compared with patients with less aggressive

cancer stages and recurrence.

10. HNSCC patients with survivin expression in tumoral tissue over 2,547 have 13

times higher risk of tumor recurrence.
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11. In HNSCC cells with a low-medium radioresistant phenotype, survivin expression
increases with radiation and is associated with a protumoral phenotype. High glucose
concentration in the medium inhibits survivin regulation by radiation and increases the

sensitivity of irradiated cells to a cytotoxic agent.
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