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DESCRIPCION

Conexina 43 para su uso en el tratamiento de un tipo de cancer caracterizado por la activaciéon de una proteina
cinasa activada por mitégeno

Campo de la invencion

La presente invencién se refiere al campo médico. Particularmente, la presente invencion se refiere a conexina 43
(Cx43) para su uso en el tratamiento de cancer en la que el cancer esta caracterizado por la activacion de una
proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK) seleccionada de la lista que consiste en: BRAF, RAS, MEK o ERK.
La presente invencion también se refiere a un producto terminado de combinacion que comprende Cx43 y un
inhibidor de una proteina cinasa activada por mitdgeno (MAPK) seleccionada de la lista que consiste en: BRAF,
RAS, MEK o ERK.

Estado de la técnica

Se detectan mutaciones de MAPK, por ejemplo mutaciones de BRAF, en muchos tipos de cancer. BRAF es un
potente oncogén que esta activado en mas del 8 % de todos los tipos de cancer. Aproximadamente alrededor del 30
- 50 % de cancer de tiroides, el 3 % de cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC), del 5% al 10 % de
pacientes con cancer colorrectal metastasico, el 100 % de leucemia de células pilosas y mas del 50 % de pacientes
con melanoma tienen una mutacion del proto-oncogén BRAF, que conduce a una activacion constitutiva de las
serina/treonina cinasas de la cascada de MAPK.

Inicialmente se describieron mutaciones en BRAF en 2002, siendo V600E la mutacion mas comun. Estas
mutaciones conducen a la activacion constitutiva de BRAF y la cascada de sefalizacion de RAS-RAF-MEK-ERK,
que fomenta el crecimiento de cancer potenciando la proliferacion celular y la supervivencia al tiempo que se inhibe
la muerte celular por apoptosis. Tras el descubrimiento de la mutacion V600E, se desarrollaron terapias dirigidas
incluyendo inhibidores de molécula pequefia especificos de BRAF tales como dabrafenib, y posteriormente los
inhibidores de MEK tales como trametinib, para el tratamiento de enfermedad metastasica. Los inhibidores de
BRAF/MEK (BRAF/MEKI) estan indicados para pacientes con melanoma no resecable o metastasico debido a su
eficacia, y la combinaciéon de estos inhibidores ha mejorado la supervivencia libre de progresion. A diferencia de
pacientes con melanoma metastasico con mutacion de BRAF, tan sdélo el 5% de los pacientes con cancer
colorrectal con mutacion de BRAF respondieron a monoterapia con inhibidores de BRAF. Esfuerzos por definir los
mecanismos de resistencia a la inhibicion de BRAF han conducido a nuevos ensayos clinicos usando terapias
combinadas con el fin de evitar la resistencia primaria y adquirida a inhibidores de BRAF.

Tal como se menciond anteriormente, la seleccion como diana de la ruta de MAPK con BRAF/MEKIi especificos
mostré altas respuestas iniciales en la mayoria de los pacientes con melanoma mutante para BRAF. Sin embargo,
mas del 50 % de los pacientes adquieren resistencia a los farmacos y, por consiguiente, recidiva de cancer.
Ademas, algunos pacientes con melanomas mutantes para BRAF no responden al tratamiento debido a
mecanismos de resistencia intrinsecos.

Como resultado, existe una necesidad médica no cubierta de encontrar nuevas estrategias farmacéuticas para
reducir la resistencia a inhibidores de MAPK 'y, por consiguiente, de mejorar la recidiva de pacientes.

La presente invencion resuelve este problema usando Cx43, preferiblemente en combinaciéon con inhibidores de
MAPK.

Descripcion de la invenciéon
Breve descripcion de la invencion

Tal como se explicéd anteriormente, la presente invencion se refiere a Cx43, preferiblemente en combinacién con un
inhibidor de una proteina cinasa activada por mitdégeno (MAPK) seleccionada de la lista que consiste en: BRAF,
RAS, MEK o ERK, para su uso en el tratamiento de cancer en la que el cancer esta caracterizado por la activacion
de proteina cinasa activada por mitdgeno (MAPK) seleccionada de la lista que consiste en: BRAF, RAS, MEK o
ERK.

Obsérvese que los tipos de cancer caracterizados por la activacion de MAPK estan bien establecidos en la técnica
anterior, tal como se indica, por ejemplo, en este documento: [A S Dhillon, et al., 2007. MAP kinase signalling
pathways in cancer. Oncogene, volumen 26, paginas 3279-3290(2007). Publicado: 14 de mayo de 2007].

Particularmente, los inventores de la presente invencién han encontrado que Cx43 induce senescencia celular en
tumor con mutacion de BRAF y potencia la senescencia inducida por BRAF/MEK (figura 1e y figura 5c) y sensibiliza
células cancerosas senescentes frente a muerte celular por apoptosis mediada por activacion de caspasa 3 (figuras
1f y figura 5d). La reactivacion de Cx43 evita la adquisicion de resistencia a farmacos en células tumorales (figura
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6d) y, de manera mas importante, vuelve a sensibilizar células tumorales resistentes frente a tratamiento con
BRAF/MEKI induciendo muerte celular por apoptosis (figura 6e). Ademas, el tratamiento con vesiculas extracelulares
(EV) enriquecidas en Cx43, cambid radicalmente el contenido en ARN pequefio y proteinas (figura 3) y cambio la
funcién de estos vehiculos de progresion tumoral en células diana a supresores tumorales, reduciendo la capacidad
de proliferar y formar colonias (figura 4c y figura 7). Estas EV que contienen Cx43 aumentan la eficacia de
BRAF/MEKIi en ensayos in vitro (figura 7 c-d). Los resultados proporcionados en la presente invencion demuestran
una nueva funcién para Cx43 para evitar la resistencia a farmacos, cuya activacion (usando un vector de expresion o
EV) tiene potencial para mejorar la terapia con BRAF/MEKi.

La proteina de canal Cx43, de una manera independiente de canal (figura 1d), induce senescencia celular (figura 1€)
y reactiva el efecto proapoptético de BRAF/MEKI en células cancerosas senescentes (figura 1f). Los resultados
proporcionados en la presente invencion indican que la reactivacion de Cx43 en células mutantes para BRAF
usando un vector para sobreexpresar Cx43 o EV que contienen Cx43 (figura 1a y figura 2 y figura 7b) aumenta la
eficiencia de BRAF/MEK:i (figura 5b y figura 7c-d) reforzando la senescencia celular (figura 5c) y reactiva el efecto
proapoptético de BRAF/MEK: (figura 5d). Ademas, cuando se aplicé el farmaco senolitico navitoclax (ABT-263) en
paralelo a BRAF/MEKIi y en presencia de Cx43 (EV que contienen Cx43, figura 7e-f o vector de sobreexpresion,
figura 5d), se aumentd significativamente la eficacia de BRAF/MEKi en células tumorales resistentes frente a
farmacos (figura 7f), proporcionando un fundamento para aplicacion de productos terapéuticos de combinacion con
el fin de sensibilizar células cancerosas metastasicas resistentes frente a terapia.

La restauracion de Cx43, usando un vector o mediante EV, aumenta la eficiencia de BRAF/MEKI, previniendo y
revirtiendo la resistencia a farmacos (figura 6d-e y figura 7d). Navitoclax es un farmaco senolitico actualmente usado
en ensayos clinicos en combinacién con los BRAF/MEKi dabrafenib y trametinib para mejorar su eficacia y evitar la
resistencia a farmacos (identificador de ClinicalTrials.gov: NCT01989585). Los resultados proporcionados en la
presente invencion demuestran que EV que contienen Cx43, o la reactivacion de Cx43 usando un vector (terapia
génica), también mejoran la eficiencia de BRAF/MEKi cuando se combinan esos inhibidores con navitoclax (figura 5d
y figura 7f).

Por tanto, la primera realizacion de la presente invencién se refiere a Cx43 para su uso en el tratamiento de cancer
en la que el cancer esta caracterizado por la activacion de proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK)
seleccionada de la lista que consiste en: BRAF, RAS, MEK o ERK.

En una realizacién preferida, el cancer esta caracterizado por la activacion de BRAF o NRAS.

En una realizacion preferida, el cancer se selecciona de: melanoma, cancer de colon, cancer de pulmén o cancer de
mama.

En una realizacién preferida, se administra Cx43 antes de, después de o simultdneamente con un tratamiento con
un inhibidor de una proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK) seleccionada de la lista que consiste en: BRAF,
RAS, MEK o ERK.

En una realizacién preferida, se administra Cx43 antes de, después de o simultdneamente con un tratamiento con
un inhibidor de BRAF y/o MEK.

En una realizacién preferida, se administra Cx43 antes de, después de o simultdneamente con un tratamiento con
dabrafenib, trametinib, vemurafenib, encorafenib, cobimetinib y/o binimetinib.

En una realizacién preferida, se administra Cx43 antes de, después de o simultdneamente con un tratamiento con
un agente senolitico, preferiblemente navitoclax.

La segunda realizacion se refiere a un producto terminado de combinacion que comprende Cx43 y un inhibidor de
una proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK) seleccionada de la lista que consiste en: BRAF, RAS, MEK o
ERK.

En una realizacion preferida, el producto terminado de combinaciéon comprende Cx43 y un inhibidor de BRAF y/o
MEK.

En una realizacion preferida, el producto terminado de combinacién comprende Cx43 y dabrafenib, trametinib,
vemurafenib, encorafenib, cobimetinib y/o binimetinib.

En una realizacion preferida, el producto terminado de combinacién comprende ademas un agente senolitico,
preferiblemente navitoclax.

La tercera realizacidon de la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende el producto
terminado de combinacion de la invencién y, opcionalmente, excipientes o portadores farmacéuticamente
aceptables.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES3016 758 T3

La cuarta realizacion de la invencion se refiere a la composiciéon farmacéutica de la invencién para su uso en el
tratamiento de cancer en la que el cancer esta caracterizado por la activacion de proteina cinasa activada por
mitdgeno (MAPK) seleccionada de la lista que consiste en: BRAF, RAS, MEK o ERK, en la que se administra Cx43
usando un vehiculo de administracion.

En una realizacion preferida, el vehiculo de administracion es una nanoparticula, una vesicula extracelular o un
vector de expresion que codifica para Cx43. Particularmente, cualquiera de las vesiculas extracelulares conocidas
en la técnica anterior puede usarse con este fin [Guillaume van Niel, et al., 2018. Shedding light on the cell biology of
extracellular vesicles. Nature Reviews Molecular Cell Biology, volumen 19, paginas 213-228 (2018)] [Oscar P. B.
Wiklander et al., 2019. Advances in therapeutic applications of extracellular vesicles. Science Translational Medicine,
15 de mayo de 2019, vol. 11, nimero 492, eaav8521. DOI: 10.1126/scitransiImedaav8521].

La ultima realizacion de la presente invencion se refiere a un método para tratar cancer, en el que el cancer esta
caracterizado por la activacion de proteina cinasa activada por mitdgeno (MAPK) seleccionada de la lista que
consiste en: BRAF, RAS, MEK o ERK, que comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de
Cx43, preferiblemente en combinacion con cualquiera de los inhibidores de proteina cinasa activada por mitégeno
(MAPK) anteriormente definidos, y lo mas preferiblemente, también en combinacion con un agente senolitico (tal
como se definié anteriormente), o una composicion farmacéutica que comprende los mismos.

En el contexto de la presente invencion se definen los siguientes términos:

e El término “que comprende” significa que incluye, pero no se limita a, lo que siga al término “que comprende”.
Por tanto, el uso del término “que comprende” indica que los elementos indicados se requieren o son
obligatorios, pero que otros elementos son opcionales y pueden estar presentes o no.

e Por “que consiste en” quiere decirse que incluye, y se limita a, lo que siga a la expresion “que consiste en”. Por
tanto, la expresion “que consiste en” indica que los elementos indicados se requieren o son obligatorios, y que no
puede estar presente ningun otro elemento.

e “Excipiente o portador farmacéuticamente aceptable” se refiere a un excipiente que puede incluirse
opcionalmente con la suspension celular de la invencidon y que no provoca ningun efecto toxicoldgico adverso
significativo en el paciente.

e Por “cantidad o dosis terapéuticamente eficaz” de una composicion que comprende la suspensién celular de la
invencion quiere decirse una cantidad que, cuando se administra tal como se describe en el presente documento,
produce una respuesta terapéutica positiva en un sujeto que tiene cancer. La cantidad exacta requerida variara
de un sujeto a otro, dependiendo de la edad, y del estado general del sujeto, la gravedad del estado que esté
tratandose, el modo de administracion, y similares. Una cantidad “eficaz” apropiada en cualquier caso individual
puede determinarse por un experto habitual en la técnica usando experimentacion de rutina, basandose en la
informacién proporcionada en el presente documento.

Descripcion de las figuras

Figura 1. La restauracion de la expresion génica de conexina 43 (Cx43) en células cancerosas con una mutacion en
BRAF y NRAS tiene efectos antitumorales. (a) La transfeccion de la linea celular de melanoma humana A375 con
una mutacién en BRAF con un vector para restaurar la expresion génica de Cx43 conduce a niveles aumentados de
proteina Cx43 detectados mediante inmunotransferencia de tipo Western (izquierda, n=3) y citometria de flujo
(derecha, n=1). En la imagen, células de tipo natural (A375) transfectadas con un vector vacio (EV, control) y
transfectadas con el vector que contiene gen de Cx43 bajo el promotor de citomegalovirus humano (Cx43). Se us6
tubulina como control de carga. Parte inferior: niveles de ARNm de Cx43 detectados mediante RT-gPCR en tiempo
real (n=2) en células transfectadas con EV y Cx43. Parte inferior a la derecha: ensayo de inmunofluorescencia para
estudiar los niveles de Cx43 y ubicacion subcelular en células tumorales de control (A375) transfectadas con el EV
(A375-EV) y con el vector que expresa el gen de Cx43 (A375-Cx43). Las flechas rojas indican puntos positivos para
Cx43 en el margen de células (membrana). (b) Se usaron experimentos de carga de raspaduras (parte inferior) y
transferencia de colorante (parte inferior) para estudiar la comunicacion intercelular por uniones comunicantes
(GJIC) en células tumorales, en ausencia (EV) o presencia de Cx43 (Cx43) en la linea celular A375. La
cuantificacion de la transferencia de colorante mediante carga de raspaduras se muestra a la derecha (n=6). (c) Se
sometié a prueba la proliferacion celular usando el sistema xCELLigence (n=1) y se cuantificé mediante ensayo de
proliferacion de CCK-8 (n=3), asi como se confirmé mediante ensayo de formacién de colonias (n=3). La presencia
de Cx43 restaura la GJIC (b) y conduce a capacidad reducida de formacion de colonias y reduce los niveles de
proliferacion. (d) No se detectd ningin cambio en la capacidad de formacion de colonias cuando se trataron células
con 100 uM del inhibidor de canales de conexionas carbenoxolona (CBX) durante 7 dias. Las imagenes muestran la
capacidad de proliferaciéon y formacion de colonias de células de control (EV) y células que sobreexpresan Cx43
(Cx43) (n=3, valor de p de Cx43 = 0,2820). Células no tratadas (UT). Estos resultados indican que los efectos
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antitumorales de Cx43 no dependen de la actividad de canal (semicanales o uniones comunicantes). (e) La nueva
expresion de Cx43 en la linea de células tumorales A375 aumenta la senescencia celular, detectada mediante
actividad B-galactosidasa (n=4) y mediante citometria de flujo (izquierda, n =5), asi como mediante un aumento en
los biomarcadores de senescencia p53 (n=2) y p16 (n=1) medidos mediante inmunotransferencia de tipo Western
(derecha). Se uso tincion de Ponceau como control de carga. (f) La presencia de proteina Cx43, aumenta la muerte
de células tumorales por apoptosis medida mediante citometria de flujo y tincion doble de PI/YO-PRO-1 (n=3). (g) La
transfeccion de la linea celular de melanoma humana Sk-Mel-147 (mutacion de NRAS) con un vector para restaurar
la expresion génica de Cx43, conduce a niveles aumentados de proteina Cx43 detectados mediante
inmunotransferencia de tipo Western (izquierda, n=1). La presencia de Cx43 reduce significativamente la capacidad
de formar colonias en células tumorales de melanoma Sk-Mel147. (h) Ademas de melanoma, se transfectaron
diferentes tipos de tumor con mutacion de BRAF, incluyendo cancer de mama (linea celular MDA-MB-231) y cancer
colorrectal (linea celular HT29), con un EV y Cx43, y se detectaron los niveles de proteina mediante
inmunotransferencia de tipo Western (izquierda, n=1). La presencia de Cx43 reduce significativamente la capacidad
de formar colonias en células tanto HT29 (n=3) como MDA-MB-231 (n=5) cuando se transfectan con un vector para
sobreexpresar Cx43.

Se presentan los datos como media + EEM. Se usaron prueba de la t de Student bilateral o de Mann-Whitney para
calcular la significacion y se representa de la siguiente manera: * p<0,05, ** p<0,01, **** p<0,0001.

Figura 2. Se encuentran los niveles de Cx43 en vesiculas extracelulares (EV), incluyendo exosomas. (a) Se aislaron
EV a partir de la linea de células tumorales A375 mediante ultracentrifugacion y se caracterizaron mediante
microscopia electronica de barrido (SEM). Se muestran imagenes representativas del analisis de SEM a la izquierda.
El aumento de la imagen muestra el tamafio de las vesiculas. Un analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA)
muestra la cuantificacion y distribucion de las particulas, cuyo tamafo oscila entre 0 nm - 200 nm (media de tamafio:
104,6 nm +/- 3,8 D.E., concentracion: 1,58e+11 +/-1,69e+09 particulas/ml (n=3)). (b) Los ensayos de
inmunotransferencia de tipo Western muestran los niveles de proteina Cx43 en lisados de células tumorales de
melanoma (A375, derecha) y en EV derivadas a partir de células tumorales de control transfectadas con el vector
vacio (EV) o con un vector para sobreexpresar Cx43 (Cx43). Se us6 CD9 para confirmar el aislamiento satisfactorio
de exosomas (n=1). (c) El analisis mediante inmunotransferencia de tipo Western muestra niveles de Cx43 en lisado
de células completas y EV derivadas a partir de diferentes lineas celulares de melanoma (A375, BLM, SK-MEL-28)
transfectadas con el vector vacio (EV) o con el vector para volver a expresar Cx43 (Cx43).

Figura 3. La presencia de Cx43 en EV cambia el contenido en proteina y ARN pequefio. (a) Analisis de proteémica
de vesiculas extracelulares (EV) aisladas a partir de linea celular de melanoma A375 (Cx43-) y células A375
transfectadas con el vector de Cx43 (Cx43+). Se analizaron los datos teniendo en cuenta una tasa de falsos
descubrimientos (FDR) 20,82 para EV Cx43- y FDR 20,79 para EV Cx43+ (n=4). El diagrama de Venn muestra el
numero de proteinas comunes para ambos grupos (1141), proteinas detectadas unicamente en EV Cx43- (160) y
proteinas detectadas Unicamente en EV positivas para Cx43 (482). (b) Los proteomapas (Liebermeister W. et al.
2014) ilustran la ortologia de KEGG vy el proceso biolégico asociado con una abundancia baja y alta de proteinas
observadas en EV Cx43- y a partir de EV Cx43+. En estos diagramas de Voronoi, cada poligono individual
representa una proteina, en los que el area de poligono es una funcién de la abundancia en masa. Cada poligono
esta codificado por color segun el término de ortologia de KEGG asociado con el mismo, y los poligonos que
representan el mismo término de ortologia de KEGG se agrupan para dar poligonos mas grandes para formar el
mapa. (c) Se usaron analisis de enriquecimiento de conjuntos génicos (GSEA), ontologia génica (GO), ortologia de
KEGG y base de datos de Reactome para identificar rutas y procesos bioldgicos significativamente enriquecidos en
EV aisladas a partir de células tumorales A375 (Cx43-, naranja) y A375 que sobreexpresaban Cx43 (Cx43+, azul). El
analisis se realizd Unicamente con proteinas exclusivamente encontradas en cada grupo (n=4); los valores de p se
muestran a la derecha. (d) Diagrama de dispersion que ilustra la relacion entre varianza y correlacion para la media
de log10 y la desviacion estandar de log10 de todas las proteinas identificadas en ambos grupos (Cx43- y Cx43+).
Los circulos rojos representan proteinas identificadas en Cx43-, y los cuadrados azules son equivalentes a proteinas
identificadas en Cx43+ (n=4). (e) Datos de secuenciacion de ARN de EV Cx43- y de EV Cx43+. Se analizaron los
datos teniendo en cuenta un valor de p<0,05 y cambio en veces < -3,8 y > 3,8 (n=3). Se us6 MiRNet 2.0 (Xia Lab,
McGill) para identificar rutas y procesos bioldgicos enriquecidos en EV Cx43- (azul) y Cx43+ (verde). Se
seleccionaron rutas basandose en genes diana enriquecidos de ARN pequefios mapeados en ambos grupos. Los
valores de p se muestran a la derecha. (f) Los datos muestran el porcentaje y la distribucion de lecturas de
secuenciacion que se mapean al contenido de ARN pequefio en EV negativas para Cx43 y EV positivas para Cx43.
Se realizé el analisis usando GraphPad Prism 7.0. (g) Matriz cromatica generada a partir de datos de sec. de ARN
que muestran la expresion de miARN en EV Cx43- y Cx43+. Algunos de los miARN encontrados regulados por
incremento en EV Cx43+ en comparacion con EV CX43- estan implicados en procesos tales como regulacion
negativa de proliferacion celular (hsa-mir-30c-2, hsa-mir-24-2), migracion (hsa-mir-30c-2, hsa-mir-34a-5p, hsa-mir-
24-2) y angiogénesis (hsa-mir-34a-5p, hsa-mir-125b-5p) y regulacion positiva de muerte celular (hsa-mir-34a-5p). (h)
La imagen muestra las abundancias relativas de transcritos y cambios en veces entre EV Cx43- y Cx43+. La imagen
representa la expresion génica diferencial en ambos grupos: las barras verdes representan genes sobreexpresados
en Cx43+ y las barras rojas representan genes sobreexpresados en Cx43-. Se aceptaron identificaciones de
péptidos si podian establecerse a una probabilidad mayor del 95,0 % mediante el algoritmo de FDR local de
Scaffold. Se aceptaron identificaciones de proteinas si podian establecerse a una probabilidad mayor del 99,9 % y
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contenian al menos 2 péptidos identificados. Se asignaron probabilidades de proteinas mediante el algoritmo de
Protein Prophet (Nesvizhskii, Al ef al Anal. Chem. 2003; 75(17): 4646-58).

Figura 4. La presencia de Cx43 en EV cambia la funcion de estas vesiculas fomentando la actividad antitumoral. (a)
Un analisis de inmunotransferencia de tipo Western para estudiar los niveles de Cx43 en EV derivadas a partir de
A375 (Cx43-) y de A375 que sobreexpresan Cx43 (Cx43+) muestra altos niveles de Cx43 en lisado celular (panel
superior) y EV (panel inferior) de A375 cuando las células tumorales sobreexpresan Cx43 (Cx43) (n=1). (b) Se
marcaron EV purificadas (aisladas a partir de medios de cultivo celular) con Dil (tincién de membrana lipdfila), para
realizar un seguimiento de su captacion por células. Se us6 DAPI como tincidon nuclear. (c) Un ensayo de formacion
de colonias muestra una reduccion en la proliferacion celular de lineas de células tumorales A375 y BLM después de
7 dias de tratamiento con EV que contenian altos niveles de Cx43 (Cx43+) o sin (Cx43-). Se muestra la
cuantificacion a la derecha (A375, n=1 y BLM, n=1). (c) Inmunotransferencia de tipo Western para detectar proteina
Cx43 en linea celular A375 no tratada (UT) en comparacion con células que sobreexpresan Cx43 (A375-Cx43) y
células A375 tratadas con medio condicional durante 48 horas (h) que contiene EV derivadas a partir de células
A375 que sobreexpresan Cx43 (EV Cx43+). Se us6 tubulina como control de carga. Se muestra la cuantificacion a la
derecha (n= 1). Se confirm¢ el efecto del medio condicional sobre los niveles de Cx43 en células A375 mediante RT-
gPCR. Se muestran los niveles de ARNm de Cx43 en células de melanoma A375 tratadas con EV de A375 (Cx43-)
y con EV de A375 que sobreexpresan Cx43 (Cx43+) (n=1). Se us6 una prueba de la t de Student bilateral para
calcular la significacion representada de la siguiente manera: *** p <0,001, **** p < 0,0001.

Figura 5. Los niveles de Cx43 aumentan cuando se tratan células tumorales con inhibidores de BRAF/MEK. (a)
Inmunotransferencia de tipo Western que muestra los niveles de proteina Cx43 en células tumorales A375 tratadas
con diferentes concentraciones del inhibidor de BRAF dabrafenib y el inhibidor de MEK trametinib durante 72 h. Se
uso tubulina como control de carga. Se muestra la cuantificacion mediante RT-gPCR (expresioén génica) a la
derecha: RT-gPCR para detectar el aumento de ARNm de Cx43 cuando se trataron células tumorales con 0,5 nM de
trametinib y dabrafenib 100 nM, durante 72 h. Se normalizan datos con respecto a sin tratamiento (n= 2). (b) La
presencia de Cx43 reduce significativamente la capacidad para formar colonias en células tumorales de melanoma
A375 cuando se transfectaron las células con un vector para sobreexpresar Cx43 y se trataron con diferentes
concentraciones de dabrafenib y trametinib durante 7 dias. Se muestra la cuantificacion del ensayo de formacion de
colonias a la derecha (n=1). (c) Analisis de citometria de flujo para detectar actividad SA-B-galactosidasa (compuesto
FDG) en A375 que contienen el vector vacio (EV) o el vector para sobreexpresar Cx43 (Cx43) y tratadas con dabra
100 nM y trame 1 nM (100D/1T) durante 5 dias. Se midié la apoptosis mediante tincién doble PI/'YO-PRO-1 y se
analizé usando citometria de flujo (n=3). (d) Se trataron A375-EV y A375-Cx43 con NAV 3,5 uM (navitoclax) durante
24 h o con 1/100 nM de trametinib/dabrafenib (T/D) durante 5 dias. También se trataron células con la combinacion
de T/D durante 4 dias seguido por 24 h de tratamiento con NAV 3,5 uM. Se estudi6 la caspasa 3 escindida para
detectar la apoptosis mediante inmunotransferencia de tipo Western. Se us6 tubulina como control de carga. Se
presentan los datos como media + EEM. Se us6 una prueba de la t de Student bilateral para calcular la significacion
representada de la siguiente manera: * p<0,05, ** p<0,01.

Figura 6. Las células tumorales A375 resistentes frente a BRAF/MEKI pierden Cx43 y adquieren un fenotipo de tipo
mesenquimatoso. (a) Ensayo de formacién de colonias que demuestra que las células A375 resistentes (DR) casi no
responden a BRAF/MEKi en comparacion con control de A375. Los graficos a la derecha muestran la cuantificacion
(n=3). Para obtener células tumorales resistentes frente a BRAF/MEKI, se trataron células durante de 1 a 4 meses
con 100 nM y 1 nM de dabrafenib y trametinib. (b) Niveles de proteina Cx43 en células A375 no tratadas y células
A375 resistentes (DR) después de 2 meses de exposicion a dabra 100 nM y trame 1 nM en comparacion con células
A375 sensibles BRAF/MEKIi (S) tratadas con 100D/1T durante 72 h. Se muestra la cuantificacion a la derecha (n =
3). Se uso tubulina como control de carga. Se analizd la expresion génica de Cx43 mediante RT-qPCR (derecha).
Cuantificacion de niveles de ARN (n= 3). Parte inferior: la inmunofluorescencia que muestra proteina Cx43 en
células A375 sensibles y resistentes frente a BRAF/MEKi muestra cambios en el fenotipo celular entre células
sensibles y resistentes. (c) Se analizd un extracto de células completas, y extracto de proteinas nucleares y de
citoplasma mediante inmunotransferencia de tipo Western en células A375 no tratadas y tratadas con dabrafenib 5
nM durante 72 h (S) y durante 2 meses, en presencia de dabrafenib 20 nM (R). Los marcadores de epitelial a
mesenquimatoso (EMT) indican que, cuando las células son sensibles a los tratamientos (5 pM), el aumento de
Cx43 se correlaciona con niveles inferiores de Twist-1 nuclear y N-cadherina citoplasmatica, mientras que cuando
las células se vuelven resistentes, después de 2 meses en cultivo, hay un aumento de Twist-1 nuclear y N-cad
citoplasmatica que se correlaciona con pérdida de proteina Cx43. Se usaron tubulina y lamina A nuclear como
controles de carga. (d) Las células A375 que sobreexpresan Cx43 tras la transfeccién con un vector (Cx43)
muestran significativamente menos capacidad de proliferacion celular y formaciéon de colonias después de 1 - 2
semanas y 4 meses en tratamiento con BRAF/MEKI (T 1 nM / D 100 nM). La presencia de Cx43 aumenta la eficacia
de la terapia y evita la adquisicion de resistencia a farmacos (n = 3). No se detecté casi ninguna célula después de 2
semanas de tratamientos en presencia de Cx43. (e) La restauracion de niveles de Cx43 en células tumorales A375
resistentes (DR) usando un vector sensibiliza las células tumorales frente a muerte celular por apoptosis. Se midio la
apoptosis mediante tincion doble de PI/'YO-PRO-1 y se analizd mediante citometria de flujo. Se muestra la
cuantificacion a la derecha. Se muestra el fenotipo celular a la izquierda (n =1). Se presentan los datos como media
+ EEM. Se usé una prueba de la t de Student bilateral o prueba de Mann-Whitney para calcular la significacion
representada de la siguiente manera: * p<0,05, ** p<0,01 y ***p<0,001.
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Figura 7. Las EV que contienen altos niveles de Cx43 tienen actividad antitumoral y mejoran la eficacia de
inhibidores de BRAF/MEK. (a) Inmunotransferencia de tipo Western que muestra niveles de Cx43 en células de
melanoma A375 y en EV derivadas a partir de células A375 en tratamiento con BRAF/MEKi (trame 0,5 nM y dabra
30 nM) durante 72 h. Se usaron tubulina (Tub) y CD9 como controles de carga. Se muestran las cuantificaciones a la
derecha (n = 1). (b) Inmunotransferencia de tipo Western a partir de lisado celular y EV derivadas a partir de células
HEK293. Se usaron CD9 y CD63 como controles de carga (n = 2). EV de HEK293 que contienen altos niveles de
Cx43. (c) Ensayo de formacion de colonias de células de melanoma A375 tratadas con dabra 30 nM y trame 0,5 nM
y EV-Cx43+ aisladas a partir de HEK293 durante 5 dias (n = 4). La presencia de EV enriquecidas en Cx43 reduce
significativamente la capacidad para formar colonias y aumenta la eficacia del tratamiento. Se renovaron los
tratamientos y las EV cada 48 h. UT (sin tratar), Cx43+ (EV derivadas a partir de HEK293). (d) Se expusieron células
tumorales A375 resistentes frente a BRAF/MEKIi a trame 2 6 0,5 nM y dabra 200 6 30 nM, en presencia o ausencia
de EV enriquecidas en Cx43 aisladas a partir de HEK293 (Cx43+). El tratamiento de células de melanoma
resistentes frente a BRAF/MEKi con EV Cx43+ no tiene ningun efecto significativo sobre la formacion de colonias
(izquierda), mientras que la combinacion de EV Cx43+ con ambos inhibidores vuelve a sensibilizar las células
resistentes frente al tratamiento. Se realizé un ensayo de formacion de colonias durante 5 dias y se renovaron los
tratamientos cada 48 h (n = 4). (e) Ensayo de formacion de colonias de linea celular de melanoma A375 tratada con
el compuesto senolitico NAV (ABT-263, 3,5 uM) y EV Cx43+ durante 5 dias. Se renovaron los tratamientos cada
48 h. Se muestra la cuantificacion a la derecha (n = 4). (f) Se trataron células de melanoma A375 resistentes frente a
BRAF/MEKIi con NAV 0,5 pM en combinacion con trametinib 2 nM y dabrafenib 200 nM, en presencia y ausencia de
EV positivas para Cx43 durante 5 dias. Se renovaron los tratamientos cada 48 h. Se muestra la cuantificacion a la
derecha (n = 4). Se presentan los datos como media + EEM. Se usaron una prueba de la t de Student bilateral y
ANOVA de un factor para calcular la significacion representada de la siguiente manera: * p<0,05, ** p<0,0,
***p<0,001.

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencion se ilustra por medio de los ejemplos expuestos a continuacion sin la intenciéon de limitar su
alcance de proteccion.

Ejemplo 1. Materiales y métodos.
Ejemplo 1.1. Cultivo celular.

También se usaron las lineas de células tumorales con mutacion de BRAF A375 (melanoma), SK-Mel-28
(melanoma), MDA-MB-231 (cancer de mama humano) y HT-29 (adenocarcinoma colorrectal humano) para someter
a prueba la funcion de Cx43 en la resistencia a farmacos. Se selecciond la linea celular con mutacion de NRAS SK-
Mel147 (melanoma) para comparar los resultados con lineas celulares mutantes para BRAF. Se cultivaron células
en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Lonza) complementado con suero bovino fetal al 10 % (FBS)
(Gibco, Thermo Fisher Scientific) y penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 ug/ml (Gibco, Thermo Fisher Scientific).
Se cultivaron HT-29 en medio 5A de McCoy (Sigma-Aldrich) complementado con suero bovino fetal al 10 % (FBS)
(Gibco, Thermo Fisher Scientific) y penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 ug/ml (Gibco, Thermo Fisher Scientific).
Se mantuvieron las lineas celulares en condiciones estériles bajo una campana de flujo laminar (Telstar BIO Il A). Se
mantuvieron las células a 37 °C en una incubadora humidificada con CO; al 5 % (SANYO CO?). Se cambi6 el medio
cada 2-3 dias. Para desprender las células, se retiré el medio, y se lavaron las células con una solucién salina
(Fresenius Kabi). Se afiadi¢ tripsina (Gibco, Thermo Fisher Scientific) a la placa y se incubd a 37 °C durante varios
minutos (min). Tras afiadir DMEM complementado con FBS al 10 %, se transfirieron las células a un tubo Falcon y
se contaron usando el método de camara de Neubauer en un microscopio optico. Se centrifugaron las células a
1800 revoluciones por minuto (rpm) durante 5 min a temperatura ambiente (TA) antes de sembrar en nuevas placas
para usarlas para analisis experimental o para tratarlas con diferentes farmacos. Se disolvié el inhibidor de BRAF
dabrafenib (D) (Tafinlar® 75 mg, Novartis) en dimetilsulféxido (DMSQO) a una concentracion final de 1 mM y se
almacend a -20 °C. Se disolvio el inhibidor de MEK trametinib (T) (Mekinist® 2 mg, Novartis) en DMSO (1 mM) y se
almacen6 a -20 °C. Para obtener células con doble resistencia (DR) frente a T y D, se trataron células tumorales
durante de 1 a 6 meses en presencia de ambos inhibidores (empezando con una dosis baja (T 0,5 nM + D 30 nM) y
aumentando cuando las lineas celulares eran confluentes (T 2 nM + D 200 nM). Las concentraciones (inicial y de
mantenimiento) usadas dependieron de la sensibilidad de las lineas celulares a los tratamientos. Se disolvié sal de
disodio de carbenoxolona (CBX) (Sigma-Aldrich) en agua destilada (dH.O) a una concentracion final de 20 mM y se
almacen6 a -4 °C.

Ejemplo 1.2. Transfeccion celular.

Se transfectaron lineas celulares mediante electroporacion. Se uso el kit V Nucleofector® de lineas celulares de
Amaxa® (Lonza) para transfectar células en un dispositivo Nucleofector™ de lineas celulares (Lonza). Se recogié un
millon de células y volvieron a suspenderse en 100 pl de disolucion de Nucleofector®. Se afadieron 3 ug del
plasmido correspondiente, y se transfirid la mezcla a una cubeta de electroporacién usando el programa U-28. Se
transfectaron lineas celulares con constructo de plasmido pIRESpuro2 (Clontech) que contenia la secuencia de
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Cx43 humana, donada por Arantxa Tabernero (Instituto de Neurociencia de Castilla y Leo6n, Universidad de
Salamanca, Espafa). Se sembraron las células transfectadas en medio de cultivo y 24 horas (h) tras la transfeccion
se sustituyd el medio por medio completo que contenia clorhidrato de puromicina (Tocris, Bioscience) a diferentes
concentraciones dependiendo de la linea celular (de 0,5 ug/ml a 2 ug/ml).

Ejemplo 1.3. Inmunotransferencia de tipo Western.

Se recogieron células y se lavaron dos veces con solucion salina antes del aislamiento de proteinas. Se obtuvieron
lisados celulares totales mediante disgregacion de las células con una jeringa de calibre 30 de insulina (Omnican,
Braun) en tampon de lisis helado compuesto por NaCl 150 mM, Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), EDTA 5 mM (pH 8),
Nonidet P-40 al 0,5 % (v/v), dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0,1 % (p/v), sarcosilo al 0,5 % (v/v) (todos de Merck)
complementado con fluoruro de fenilmetilsulfonilo 0,1 mM (PMSF) y coctel de inhibidores de proteasa 1X (Sigma-
Aldrich). Se afiadié tampon de carga (B-mercaptoetanol al 10 % (v/v) (Merk); SDS al 10 %, glicerol al 50 % (v/v);
Tris-HCI 200 mM pH 6,8, bromofenol azul al 0,1 %) a extractos de proteina y se sometié a ebullicién a 99 °C durante
10 min. Se midieron las concentraciones de proteinas usando un dispositivo Nanodrop® ND-1000 (Thermo Fisher
Scientific) y se usaron 30 yg de muestras de proteinas para realizar la electroforesis en SDS-PAGE en geles de
acrilamida-bis-acrilamida al 10 % o al 15 % y posteriormente se transfirieron a membranas de poli(fluoruro de
vinilideno) (PVDF) (Inmobilon-P, Millipore) usando el sistema Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad Laboratories). Se realizé
la transferencia a 100 V durante 1 6 2 h en condicién helada. Tras la transferencia, se tifieron las membranas con
disolucioén de tincién roja de ATX Ponceau S (Merk) durante 15 min a TA y después se eliminé la tinciéon con varios
lavados con agua destilada. Se bloquearon las membranas con leche desnatada al 5 % (Merck) en solucion salina
tamponada con Tris con Tween-20 al 0,05 % (TBS-T) durante 1 h a TA. Se diluyeron anticuerpos primarios y
anticuerpos secundarios en leche desnatada al 5 % TBS-T incubados durante la noche (O/N) a 4 °C o 1 h a TA,
respectivamente. Los anticuerpos secundarios conjugados con HRP usados eran anticuerpos anti-raton (NA-931,
Sigma-Aldrich) y anti-conejo (A6154, Sigma-Aldrich). Se reveld la sefial usando sustrato de inmunotransferencia de
tipo Western de ECL PierceTM (Thermo Fisher Scientific) o bien en un dispositivo LAS-3000 Imager (Fujifilm) o bien
en un dispositivo Amersham Imager 600 (GE Healthcare). Se usé el software Image J para cuantificar las
intensidades de bandas de proteinas.

Para el aislamiento de proteinas nucleares, se uso el kit de extraccion nuclear y citoplasmatica NE-PER™ (Thermo
Fisher Scientific) siguiendo el protocolo del fabricante. Para proteinas de membrana (insolubles)/citosol (solubles),
se sometieron a lisis células sedimentadas en Triton X-100 al 1 % (v/v) en solucion salina tamponada con fosfato
(PBS: MP Biomedicals) complementada con 0,1 PMSF y céctel de inhibidores de proteasa 1X. Se agitaron las
células con vortex de manera intermitente y se mantuvieron en hielo durante 1 h. Se centrifugaron los lisados a
10.000 g durante 15 min a 4 °C y se recogio el sobrenadante (proteinas solubles citosdlicas). Volvié a suspenderse
la fraccion insoluble en tampon de lisis (membrana). Los anticuerpos primarios usados fueron: anticuerpo anti-Cx43
(#C6219), Sigma-Aldrich 1:1000; anticuerpo anti-tubulina (T9026), Sigma-Aldrich 1: 5000; anticuerpo anti-N-
cadherina (#13116), Cell Signaling 1:1000; anticuerpo anti-CDKN2A/p16INK4a (ab108349), Abcam 1:1000;
anticuerpo anti-p53 (Sc-126, Santa Cruz) 1: 500; anticuerpo anti-p44/42 MAPK (Erk1/2) (#9102), Cell Signaling
1:1000; anticuerpo anti-Twist-1 (Sc-81417), Santa Cruz 1:100; anticuerpo anti-lamina A (Sc-20680), Santa Cruz
1:1000; anticuerpo anti-CD9 (Sc-9148), Santa Cruz 1:1000; anticuerpo anti-CD63 (Sc-15363), Santa Cruz 1:1000.
Los anticuerpos secundarios usados fueron: anticuerpo de cabra anti-conejo (A6154), Sigma-Aldrich de 1:1000 a
1:5000; anticuerpo de oveja anti-raton (NA-931), Sigma-Aldrich de 1:1000 a 1:10000.

Ejemplo 1.4. Inmunofluorescencia en células fijadas.

Se cultivaron 1x10* células en cubreobjetos (Thermo Fisher Scientific) hasta una confluencia del 80 - 90 %, se
lavaron con PBS vy se fijaron con paraformaldehido al 2 % (p/v) (PFA: Sigma-Aldrich) en PBS durante 15 min a TA.
Se incubaron las células dos veces durante 10 min cada vez con glicina 0,1 M (Sigma-Aldrich), se permeabilizaron
con Triton X-100 al 0,2 % (Sigma-Aldrich) en PBS durante 10 min, se lavaron dos veces con PBS y se incubaron con
albumina de suero bovino al 1 % (BSA; Sigma-Aldrich) a TA durante 30 min. Se incubaron células fijadas con
anticuerpo primario diluido en BSA al 1 % en PBS complementada con Tween 10 al 0,1 % (v/v) (PBS-T) O/N a 4 °C.
Después se lavaron las células tres veces con PBS y se incubaron con anticuerpos secundarios conjugados con
Alexa (diluidos en BSA al 1 % en PBS-T) a TA durante 1 h en la oscuridad. Se lavaron las células tres veces con
PBS y se sometieron a contratincion de nucleos con 1 pg/ml de diclorhidrato de 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI;
Sigma-Aldrich) durante 5 min a TA en la oscuridad y se aclararon tres veces con PBS. El montaje de los
cubreobjetos se realiz6 con una gota de medio de montaje acuoso Glycergel (Dako) en un portaobjetos de
microscopio de vidrio. Se obtuvieron controles negativos omitiendo el anticuerpo primario. El anticuerpo primario
usado fue: anticuerpo anti- Cx43 (#C6219), Sigma-Aldrich 1:500; el anticuerpo secundario usado fue: anticuerpo de
cabra anti-conejo (F-2765), Thermo Fisher Scientific 1:100.

Ejemplo 1.5. Ensayo de carga de raspaduras.
Se sembraron células en 6 6 12 pocillos y se cultivaron hasta el 80 - 100 % de confluencia y se aclararon dos veces

con PBS caliente. Se afiadio sal de dilitio de CH de amarillo Lucifer (1 mg/ml) (LY: Cell Projects Ltd® Kent) en PBS a
las células y se realizaron cortes paralelos (3 cortes por pocillo) con una hoja quirdrgica (Swann-Mortonscalpel®).
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Después de 3 - 5 min a 37 °C, se lavaron las células con PBS y se fijaron en PFA al 2% en PBS. LY pasa a
incorporarse por las células a lo largo del corte y se mueve desde las células cargadas con colorante a las
adyacentes conectadas mediante canales de unién comunicante funcionales. Se seleccionaron aleatoriamente las
zonas para carga de LY en la parte central de pocillos para obtener las imagenes para cuantificacion. Se captaron
imagenes con un objetivo de 10x usando un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse Ti. Se usaron las
exposiciones constantes para todas las imagenes para un experimento dado. Se cuantificaron diez imagenes por
muestra. Se calcul6 la puntuacion como la razén del nimero de células positivas para LY no dafiadas en el borde y
el numero de células positivas para LY fuera del borde.

Ejemplo 1.6. Acoplamiento de colorante.

Se sembraron células en placas de 12 pocillos y se cultivaron hasta el 80-100 % de confluencia. Se llenaron
micropipetas de vidrio con 133 mM de 5 6 6-carboxifluoresceina con una carga negativa (-2) (Sigma-Aldrich) diluida
en acetato de potasio 0,1 M (Sigma-Aldrich). Se realizé6 inyecciébn en una célula y se aplicaron pulsos de
hiperpolarizacién con una intensidad de 0,25-1 nA. Se excitaron las células con 488 nm en un microscopio confocal
y se registré la imagen en Lasershap (MRC-1024, BioRad). En el procedimiento de adquisicién de imagenes, se
definieron regiones de interés (o ROI) para detectar la célula en la que se realiz6 inyeccion, las células donadoras y
las células receptoras adyacentes. Antes de realizar la inyeccién en la célula, se redujo la ganancia de los
fotomultiplicadores por debajo del 20 % del intervalo de deteccion dinamico (desde 0-250), que se tomdé como el
valor basal. Se midi6 la fluorescencia emitida a 640/40 nm y 540/40 nm con dos fotodetectores, se estudié el
transcurso de tiempo del paso de colorante desde la célula en la que se realizé la inyeccion hasta las células
adyacentes.

Ejemplo 1.7. Aislamiento de ARN y reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcion inversa (RT-gPCR).

Se aislo6 ARN total a partir de células usando TRI Reagent® RT (Vitro Bio) segun el protocolo del fabricante. Se
recogieron de 5x10° a 108 células y se sometieron a lisis en 1 ml de reactivo TRIzol. Se afiadieron 230 pl de
cloroformo a los tubos y se agitaron con vortex durante 1 min. Se incubaron muestras durante 10 min a 4 °C y
después se centrifugaron a 14.000 g durante 15 min a 4 °C. Tras la centrifugacion, se recogio la fase acuosa
(superior) y se transfirié a un nuevo tubo con 500 pl de isopropanol y se agitaron las muestras con voértex durante
15 s. Se incubaron los tubos durante 30 min a -20 °C seguido por centrifugacion a 14.000 g durante 15 min a 4 °C.
Se desechd el sobrenadante, y se lavaron los sedimentos de ARN con 1 ml de etanol al 70 % y se centrifugaron
durante 5 min a 7.000 g a 4 °C. Se desecharon los sobrenadantes, y se secaron los sedimentos de ARN al aire
durante 2 h a 4 °C. Se traté el ARN con ADNasa I, libre de ARNasa (Thermo Fisher Scientific) siguiendo el protocolo
del fabricante. Se cuantificaron las muestras de ARN en un dispositivo Nanodrop® ND-1000 (Thermo Fisher
Scientific). Se us6 1 ug de ARN para sintetizar ADN complementario (ADNc) con la mezcla maestra Superscript™ IV
VILO™ (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific). Se desnaturalizaron las muestras durante 10 min a 65°C, y se
afadieron 2 pl de la mezcla maestra. Se incubaron las muestras usando un termociclador (Veriti, Applied
Biosystems) durante 10 min a 25 °C, seguido por 60 min a 42 °C y 5 min a 85 °C. Finalmente, se cuantificaron las
muestras de ADNc en un dispositivo Nanodrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific) y volvieron a suspenderse en
agua libre de ADNasa/ARNasa/proteasa (Sigma-Aldrich).

Ejemplo 1.8. PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR).

Se mezclaron 5 pl de ADNc (1 pg) con 0,5 ul de mezcla de cebadores (10 uM de cada cebador), 10 pl de mezcla
maestra verde Applied Biosystems™ PowerUP™ SYBR™ (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific) y se
completaron con dH,O hasta 20 l por pocillo en un sistema LightCycler® 480 (Roche). El programa consistio en un
primer ciclo de desnaturalizacién de 10 min a 95 °C seguido por 30 - 55 ciclos de amplificacion durante 10 segundos
(s) @ 95 °C, 30 s a 60 °C para hibridacion y 12 s a 72 °C para extension. Los cebadores usados fueron: GJA1
(Cx43): directo: SEQ ID NO: 1; inverso: SEQ ID NO: 2. HPRT1: directo: SEQ ID NO: 3; inverso: SEQ ID NO: 4.

Ejemplo 1.9. Kit de recuento celular 8 (CCK-8).

Se reduce sal de tetrazolio altamente soluble en agua de Dojindo (WST-8) mediante actividad deshidrogenasa en
células para dar un colorante de formazan de color amarillo, que es soluble en los medios de cultivo tisular. La
cantidad del colorante de formazan generada por dehidrogenasas es directamente proporcional al nUmero de células
vivas. Se sembré un ndmero igual de células (1000 - 2000 células) por triplicado en placas de 96 pocillos y se
cultivaron en las diferentes condiciones. Se sustituyd el medio por 100 pl de medio reciente y se afiadieron 10 ul de
reactivo de CCK-8 por pocillo. Tras una incubacién durante de 1 a 4 h a 37 °C, se midio la absorbancia a 450 nm en
un lector de microplacas NanoQuant Infinite M200 (TECAN). Se calcularon los resultados como densidad optica
(DO) 450 nm = DO de muestra - DO de blanco.

Ejemplo 1.10. Sistema xCelligence.

Se prepararon las placas de E8 xCELLigence mediante adicién de 100 yl de medios completos a cada pocillo. Tras
incubacion a 37 °C, se insertaron las placas en la estacion de xCELLigence, y se midié la impedancia de linea basal
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para garantizar que todos los pocillos y conexiones estaban funcionando. Tras la recogida y el recuento, se diluyeron
las células hasta la densidad de siembra seleccionada y se afiadieron 100 pl de células en medio de cultivo a cada
pocillo. Para los ensayos de proliferacion celular para cada condicion, se sembraron 1 x 10° - 5 x 10° células/pocillo
en 100 pl de medios en el dispositivo E-Plate L8 (Acea Biosciences). Se monitorizé la union y proliferacion de las
células cada 30 min. Se monitorizé la proliferacion celular durante 48 - 72 h. El indice celular en cada punto de
tiempo se define como (R,-Rp)/15, donde R, es la impedancia de célula-electrodo del pocillo cuando contiene células
y Ry es la impedancia de fondo del pocillo con el medio solo. Para los ensayos de adhesién celular, para cada
condicion, se sembraron 1 x 10 - 5 x 10% células/pocillo en 100 pyl de medios en un dispositivo E-Plate L8 (Acea
Biosciences). Se monitorizé la proliferacion celular durante 1 h cada 10 s. Se monitorizé el grado de adhesion y
dispersion celular cada min durante 1 - 3 h. El indice celular en cada punto de tiempo se define como (R,-Rp)/15,
donde R, es la impedancia de célula-electrodo del pocillo cuando contiene células y Ry es la impedancia de fondo
del pocillo con medio solo.

Ejemplo 1.11. Ensayo Click-iT.

Se realizé proliferacion celular mediante seguimiento de sintesis de nuevo ADN con el kit de ensayo Alexa Fluor
647™ Click-iT® (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. En resumen, se cultivaron
previamente células en un medio libre de suero y se incubaron con 10 yM de 5-etinil-2’-desoxiuridina (EdU), un
analogo de nucledsido para timidina, durante 2 h para incorporarse en ADN durante la fase S (sintesis de ADN). Se
recogieron las células, se fijaron, y se incubaron con la picolil-azida Alexa 647™. Se analizo la incorporacién de EdU
mediante citometria de flujo usando un dispositivo FACs Scalibur y adquiriendo 20.000 acontecimientos por
triplicado. Se analizaron los datos usando el software FCS Express 6 Flow.

Ejemplo 1.12. Ensayo de clonogénica.

Se realizaron ensayos de formacion de colonias sembrando de 5 x 10% a 5 x 10* células por pocillo en placas de 6 -
12 pocillos y haciendo crecer durante 7 - 15 dias. Se sustituy6 el medio de cultivo cada 48 h. Se lavaron las células
con solucién salina templada y se fijaron con PFA al 2 % frio durante 15 min. Se lavaron las células con 1 x PBS y
se tifieron con el 0,1 % de violeta cristal (Sigma-Aldrich) durante 15 min. Tras la tincion, se lavaron las células con
agua destilada y se secaron a temperatura ambiente. Se cuantificaron las colonias diluyendo violeta cristal en acido
acético al 5% y se recogieron 100 pl de la disolucion para medir la absorbancia a 570 nm usando un lector de
microplacas NanoQuant Infinite M200 (TECAN).

Ejemplo 1.13. Ensayo de senescencia celular.

Se midi6 la deteccion de actividad SA-B-Gal usando el kit de tincidn histoquimica de células en senescencia (Sigma-
Aldrich). Se aclararon las células con PBS templada y se fijaron durante 7 min a TA con un tampodn de fijacion
compuesto por paraformaldehido al 2 % y glutaraldehido al 0,2 %. Después de tres lavados con PBS, se incubaron
las células durante 6 h o O/N a 37 °C sin CO; en una disolucion de tincion que contenia X-gal. Este analogo de
lactosa puede escindirse mediante B-galactosidasa produciendo un producto insoluble azul. Finalmente, se lavaron
las células con PBS y se captaron imagenes usando un microscopio 6ptico.

Ejemplo 1.14. Deteccion de SA-B-Gal mediante citometria de flujo.

Se analiz6 la actividad SA-B-Gal con el sustrato de B-galactosidasa fluorogénico di-B-D-galactopirandsido (FDG,
Thermo Fisher Scientific), que se hidroliza por la B-galactosidasa endégena para dar fluoresceina (FITC). Se
recogieron las células y se incubaron en un medio de tincion (PBS, FBS al 4 %, HEPES 10 mM, pH 7,2) a 37 °C
durante 10 min. Se inici6 el ensayo de B-galactosidasa afiadiendo FDG 2 mM templado a la suspension celular y tras
incubar durante 3 min a 37 °C en la oscuridad. Se detuvo la reaccion con la adiccion de medio de tincion helado a
las células, que se mantuvieron sobre hielo protegidas de la luz. Se us6 un laser de 515 nm para fluoresceina y se
adquirieron 20.000 acontecimientos por triplicado. Se analizaron los datos usando el software FCS Express 6 Flow.

Ejemplo 1.15. Ensayo de apoptosis.

Se aspiraron sobrenadantes (células muertas) y se recogieron células unidas. Se mezclaron sobrenadantes y
células, se contaron y volvieron a suspenderse 1 millén de células en 1 ml en tampén de citometria de flujo (FC). Se
realizd un andlisis de viabilidad de membrana mediante tincién doble PVYO-PRO-1. Se afadi6 YO-PRO-1
(Invitrogen) a las células (150 nM) y se incubaron 10 min en la oscuridad a 4 °C. Se afiadié Pl (Invitrogen) (2 ug/ml) y
se incubo durante 5 min en la oscuridad a 4 °C. Tras el tiempo de incubacion (PI/'YO-PRO) se analizaron muestras
en un dispositivo FACs Scalibur adquiriendo 20.000 acontecimientos por triplicado. Se detectd la fluorescencia roja
emitida por Pl a 610 nm y se detecto6 la florescencia verde emitida por YO-PRO a 515 nm. Se analizaron los datos
usando el software FCS Express 6 Flow.

Ejemplo 1.16. Purificacion de vesiculas extracelulares (EV).

Se sembraron células en matraces de cultivo de 162 cm? (Corning, Sigma-Aldrich) hasta la confluencia (80 % -
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90 %). Se lavaron las células tres veces con PBS y se cultivaron durante 48 h en DMEM con FBS al 0 %. Se
recogieron los sobrenadantes y se centrifugaron a 1800 rpm durante 5 min. Se desechd el sedimento y se filtraron
los sobrenadantes a través de un filtro de 0,22 ym y después se centrifugaron los sobrenadantes filtrados a 100.000
g durante 90 min a 4 °C (ultracentrifuga Optimal-90K) usando un rotor 70 Ti (Beckman Coulter). Se desecharon los
sobrenadantes y se lavo el sedimento que contenia EV con PBS y se centrifugd a 100.000 g durante 90 min a 4 °C.
Volvié a suspenderse el sedimento con EV en medio de cultivo, PBS o tampén de lisis, dependiendo del analisis
realizado. Se caracterizaron las EV mediante microscopia electronica de barrido y mediante el dispositivo NTA
Nanosight NS300.

Ejemplo 1.17. Inmunooro y microscopia electronica de barrido.

Se fijaron EV purificadas en PFA al 2 %, y se depositaron 5 pl rejillas con Formvar-carbono y se dejaron secar al aire
durante 1 h. Después se lavaron las rejillas tres veces con PBS, seguido por una incubacion de 10 min con glicina
0,1 M. Se incubaron las rejillas con BSA al 1 % en PBS durante 10 min a TA. Se fijaron las rejillas con glutaraldehido
al 1 % durante 5 min, seguido por varios lavados con agua destilada. Se tifieron las rejillas en oxalato de uranilo a
pH 7 durante 5 min y después se contrastaron en una mezcla de acetato de uranilo al 4 % y metilcelulosa al 2 %
durante 5 min en hielo. Se secaron las rejillas y se almacenaron hasta la visualizacién usando un microscopio
electronico de transmision JEOL JEM 1010.

Ejemplo 1.18. Marcado de EV.

Se tifieron EV aisladas en 100 ul de PBS con Dil 1 uM durante 1 h a 37 °C. Después de eso, se lavaron las EV en
10 ml de PBS y se centrifugaron a 100.000 g durante 90 min a 4 °C. Volvi6 a suspenderse el sedimento en medio de
cultivo para diferentes experimentos.

Ejemplo 1.19. Protedmica.

Se recogieron EV a partir de lineas de células tumorales A375-EV y A375-Cx43 en tampon de lisis (NaCl 150 mM,
Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), EDTA 5 mM (pH 8), Nonidet P-40 al 0,5 % (v/v), SDS al 0,1 % (p/v), sarcosilo 0,5 % (v/v))
para aislamiento de proteinas. Con el fin de obtener una identificacién de proteinas global, se cargé una cantidad
igual de proteina (100 pg) de todas las condiciones en un gel del 10 % de SDS-PAGE. Se detuvo la corrida cuando
el frente habia penetrado 3 mm en el gen de resolucion. Se visualizé la banda de proteina mediante tincion
fluorescente con Sypro-Ruby (Lonza), se excitd, y se sometié a digestion triptica manual en gel siguiendo el
protocolo definido por Shevchenko (Shevchenko) con modificaciones minoritarias. Se extrajeron los péptidos tres
veces mediante incubacién en 40 pl de una disolucion que contenia ACN al 60 % y acido férmico al 0,5 % (HCOOH)
durante 20 min. Se combinaron los extractos peptidicos resultantes, se concentraron en un dispositivo SpeedVac y
se almacenaron a -20 °C3. Para la identificacion de proteinas mediante CL-EM/EM, se separaron 4 pl
(aproximadamente 4 ug) de péptidos digeridos de cada muestra usando cromatografia en fase inversa. Se desarrollo
un gradiente usando un sistema de microcromatografia de liquidos (Eksigent Technologies nanoLC 400, SCIEX)
acoplado a un espectréometro de masas de alta velocidad Triple TOF 6600 (SCIEX) con una fuente de micro-flujo. La
columna analitica usada era una columna en fase inversa basada en silice Chrom XP C18 150 x 0,30 mm, tamafno
de particula de 3 mm y tamafio de poro de 120 A (Eksigent, SCIEX). La columna de trampa era una YMC-TRIART
C18 (YMC Technologies) con un tamafio de particula de 3 mm y tamario de poro de 120 A, cambiada en linea con la
columna analitica. La bomba de carga suministr6é una disolucion de acido férmico al 0,1 % en agua a 10 pl/min. La
micro-bomba proporcioné una velocidad de flujo de 5 pl/min y se hizo funcionar en condiciones de elucion en
gradiente, usando acido formico al 0,1 % en agua como fase movil A, y acido férmico al 0,1 % en acetonitrilo como
fase movil B. Se separaron los péptidos usando un gradiente de 90 min que oscilaba desde el 2 % hasta el 90 % de
fase movil B (fase movil A: acetonitrilo al 2 %, acido férmico al 0,1 %; fase movil B: acetonitrilo al 100 %, acido
férmico al 0,1 %). Se llevé a cabo la adquisicion de datos en un sistema TripleTOF 6600 (SCIEX) usando un flujo de
trabajo dependiente de datos (DDA). Las condiciones de fuente y de interfaz fueron las siguientes: flotacion de
tension de pulverizacion de iones (ISVF) 5500 V, cortina de gas (CUR) 25, energia de colisiéon (CE) 10 y gas de
fuente de iones 1 (GS1) 25. Se hizo funcionar el instrumento con el software Analyst TF 1.7.1 (SCIEX). Se
establecieron los criterios de cambio a iones mayores que una razén de masa con respecto a carga (m/z) de 350 y
menores que 1400 (m/z) con un estado de carga de 2-5, tolerancia de masa de 250 ppm y un umbral de abundancia
de mas de 200 cuentas (cps). Se excluyeron iones objetivo anteriores durante 15 s. Se calibré automaticamente el
instrumento cada 4 h usando como agente de calibracion externo péptidos tripticos de pepcalMix. Se realizé el
analisis de espectrometria de masas en la instalaciéon de proteémica del Instituto de Investigacion Sanitaria de
Santiago de Compostela (IDIS). Tras el analisis de EM/EM, se procesaron los archivos de datos usando el software
ProteinPilot™ 5.01 (SCIEX), que usa el algoritmo Paragon™ para la busqueda de bases de datos y Progroup™ para el
agrupamiento de datos. Se buscaron datos usando una base de datos de Uniprot especifica de seres humanos. Se
realizd una tasa de falsos descubrimientos (FDR) usando un método de ajuste no lineal que presentaba unicamente
los resultados que notificaron una tasa de falsos descubrimientos global del 1 % o mejor (Shilov IV y Tang WH).

Ejemplo 1.20. Analisis de datos de protedmica.

Se estimaron niveles de expresion génica diferencial entre las EV derivadas a partir de control de A375 (EV Cx43-) y

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES3016 758 T3

EV derivadas a partir de A375 que sobreexpresaban Cx43 (EV Cx43+) basandose en la tasa de falsos
descubrimientos (FDR). Se realizé un andlisis de proteémica considerando FDR 2>0,82 para EV Cx43-y FDR 20,79
para EV Cx43+. Todos los calculos se realizaron usando GraphPad Prism 7.0. Se construyeron proteomapas
usando una herramienta en la web basandose en los valores de diferencia de la prueba de la t (Liebermeister et al.,
2014). Se realiz6 el analisis de enriquecimiento usando el software GSEA version 4.0.3 (Subramanian et al. 2005)
(ontologia génica (GO), ortologia de KEGG y base de datos de Reactome). Para el presente estudio, se realizé el
analisis de enriquecimiento basandose en FDR del conjunto de datos de cada grupo de proteinas especificas (EV
Cx43- y EV Cx43+). Se muestran las matrices cromaticas de analisis de GSEA mediante Prism basandose en la
puntuacion de enriquecimiento normalizada (NES) y FDR. Se uso Scaffold (version Scaffold_4.11.0, Proteome
Software Inc., Portland, OR) para validar las identificaciones de péptidos y proteinas basadas en EM/EM. Se
aceptaron identificaciones de péptidos si podian establecerse a una probabilidad de mas del 95,0 % mediante el
algoritmo de FDR local de Scaffold. Se aceptaron identificaciones de proteinas si podian establecerse a una
probabilidad de mas del 99,9 % y contenian al menos 2 péptidos identificados. Se asignaron probabilidades de
proteinas mediante el algoritmo de Protein Prophet (Nesvizhskii, Al et al Anal. Chem. 2003; 75(17): 4646-58). Las
proteinas que contenian péptidos similares y no pudieron diferenciarse basandose en el analisis de EM/EM por si
solo se agruparon para satisfacer los principios de moderacion. Las proteinas que compartian evidencias de
péptidos significativas se agruparon en agrupaciones.

Ejemplo 1.21. Sec. de ARN.

Se cultivaron células tumorales A375-EV y A375-Cx43 en matraces de 175 cm? hasta una confluencia del 80 %. Se
recogieron 10 ml de medios de cultivo celular y se centrifugaron a 1500 x g durante 5 min para eliminar células y
residuos. Se transfirid el sobrenadante a un nuevo tubo conico de 50 ml para aislamiento de exosomas (EV). Se
afnadié ExoQuick-TC (System Biosciences) al sobrenadante a una razén de 1:5 (ExoQuick:sobrenadante), se mezcld
suavemente, y se dejo incubar O/N a 4 °C. Al dia siguiente, se centrifugd la mezcla a 1500 x g durante 30 min para
recuperar exosomas para aislamiento de ARN total. Los exosomas restantes de las muestras se procesaron para
aislamiento de ARN total usando el kit de columna de purificacion de ARN de exosomas SeraMir (System
Biosciences) segun las instrucciones del fabricante. Para cada muestra, se us6 1 pl del eluato de ARN final para la
medicion de la concentracion de ARN pequefio mediante ensayo de ARN pequefio de Agilent Bioanalyzer usando el
instrumento Bioanalyzer 2100 Expert (Agilent Technologies). Se construyeron bibliotecas de ARN pequefio con el kit
de preparacion de bibliotecas de ARN pequefio Clean Tag (TriLink) segun el protocolo del fabricante. Se cuantificé la
biblioteca purificada final con reactivos de ADN de alta sensibilidad (Agilent Technologies). Se combinaron las
bibliotecas, y se seleccion6 por tamafio la region de 140 pb a 300 pb en un gel de TBE al 8 % (Invitrogen, Life
Technologies). Se cuantifico la biblioteca sometida a seleccién de tamafio con 1000 Screen Tape para ADN de alta
sensibilidad (Agilent Technologies). Reactivos D1000 de alta sensibilidad (Agilent Technologies), y el ensayo de
gPCR TailorMix HT1 (SegMatic), seguido por una secuenciacion de un Unico extremo de alto rendimiento NextSeq
realizada a SR75 usando el kit NextSeq 500/550 High Output v2 (lllumina) segun las instrucciones del fabricante. El
kit de analisis de sec. de ARN pequefio de exosoma empieza con una comprobaciéon de calidad de datos de la
secuencia de entrada usando FastQC, una herramienta de control de calidad (QC) de cdédigo abierto para datos de
secuencias de alto rendimiento. FastQC ejecuta analisis de las lecturas de secuencia sin procesar subidas para
calidad de los datos e informa a las etapas de procesamiento previo posteriores en el andlisis. Después de QC, el
analisis pasa al procesamiento previo de las lecturas de sec. de ARN para mejorar la calidad de los datos
introducidos para el mapeo de lecturas. Las herramientas de cédigo abierto usadas son FastqMcf, parte del paquete
de EA-utils, y PRINSEQ. El procesamiento previo de datos detecta y retira N en los extremos de las lecturas, recorta
los adaptadores de secuenciacion, y filtra las lecturas en cuanto a calidad y longitud. Después vuelve a ejecutarse
FastQC para analizar las lecturas recortadas, permitiendo una comparacioén antes y después. El informe de resumen
generado proporciona una comprobacion de garantia de calidad para validar el conjunto procesado de datos de
entrada usados en la etapa de mapeo de lecturas posterior. El conjunto mejorado de lecturas de secuencias se
mapea al genoma de referencia usando Bowtie, un alineador de lecturas cortas ultrarrapido, con eficiencia de
memoria, seguido por la generacion de un informe de resumen de mapeo para su revision. Usando el software de
codigo abierto SAMtools y anadlisis de expresion de Picard se llevan a cabo determinacion de la abundancia de
ARNnNc y analisis de expresion diferencial a lo largo de muestras. Se calculan datos estadisticos de expresion y se
visualizan usando el software R para calculo estadistico y graficos. El kit de analisis de sec. de ARN pequefio de
exosoma identifica y mapea miARN, ARNt, ARNr pequefios, elementos de repeticion, transcritos antisentido y una
variedad de ARNnc pequefios. El analisis de sec. de ARN pequeiio de exosoma produce un resumen de resultados,
incluyendo datos estadisticos y distribucién de cromosoma, asi como pistas de explorador de genoma de alineacion
de lecturas y cobertura de lecturas para analisis en un contexto genémico.

Ejemplo 1.22. Analisis de datos de sec. de ARN.

Se analizaron datos considerando un valor de p <0,05 y cambio en veces <-3,8 y >3,8. Se consider6 que los genes
se expresaban de manera diferencial si la comparacion de la abundancia relativa entre ambos grupos es positiva o
negativa. La lista de genes expresados de manera diferencial en EV Cx43- y EV Cx43+, que contiene identificadores
génicos y valores de expresion correspondientes (cambios en veces), se subié a la herramienta en linea miRNet 2.0
(Xia Lab, McGill). ElI analisis incluyé procesos bioldgicos, rutas candnicas, procesos biolégicos, funciones
moleculares y redes génicas. Se realizaron graficos usando GraphPad Prism 7.0.
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Ejemplo 2. Resultados.

Ejemplo 2.1. La restauracion de la expresion génica de Cx43 en células cancerosas con una mutacion en BRAF y
NRAS tiene efectos antitumorales.

La linea celular de melanoma A375 primaria se derivo a partir de tejido de melanoma humano. Se ha observado una
expresion reducida de conexinas (Cx) en lineas celulares de melanoma. Se analiz la expresion de Cx43 en linea
celular de melanoma metastasico humana A375. Para abordar el efeto directo de Cx43 en melanoma, se transfecto
vector de expresion con Cx43 (Cx43) o vector vacio (EV) en células A375. Se confirmo la sobreexpresion de Cx43
mediante inmunotransferencia de tipo Western, analisis de citometria de flujo, RT-gPCR y tincion de
inmunofluorescencia (IF) (figura 1a). Se asocio la sobreexpresion de Cx43 con la presencia de Cx43 en la
membrana formando la placa de unién comunicante (GJ) en la superficie de contacto célula-célula (flechas rojas en
IF, figura 1a). Segun estos resultados, las células transfectadas con Cx43 mostraron niveles aumentados de
acoplamiento de colorante en comparacion con EV de control (figura 1b), demostrando que las células forman
canales de GJ funcionales. Estos resultados se comprobaron con dos técnicas diferente, mediante transferencia de
colorante y mediante carga de raspaduras (figura 1b). La sobreexpresion de Cx43 induce una reduccion significativa
en la tasa de proliferacion de células A375 con una mutacion en BRAF (figura 1c). Se analizaron estos resultados
mediante xCelligence, ensayo de formacion de colonias y ensayo de CCK8. Cx43 tiene funciones dependientes de
canales (semicanales y GJ) e independientes de canales. Para saber si el bloqueo de canales conduce a una
reduccion significativa en la razon de proliferacion, se us6 el agente de bloqueo de canales carbenoxolona (CBX)
para inhibir las funciones de canales de Cx43. Cuando se trataron las células (EV y Cx43) con CBX, no se
detectaron cambios en la proliferacion celular cuando se sobreexpresaba Cx43 (figura 1d). Este hallazgo indica que
la funcion de Cx43 en la proliferacion celular es independiente de canales. La senescencia celular se define de
manera amplia como el programa fisiolégico de parada de crecimiento terminal. Las células que experimentan
senescencia no pueden dividirse aunque se estimulen mediante mitdgenos, pero parecen metabdlica y
sintéticamente activas y muestran cambios caracteristicos en cuanto a morfologia. El marcador mas ampliamente
usado para células en senescencia es SA-f-gal, que podia detectarse mediante citometria de flujo y tincion en
células con EV y Cx43 (figura 1e). En la figura 1e, se confirmd mediante inmunotransferencia de tipo Western que
las células con Cx43 expresaban niveles superiores de los biomarcadores de senescencia p53 y p16 que las células
de control (transfectadas con EV). Para determinar si Cx43 esta implicado en el control de la supervivencia celular
en células de melanoma humanas, se midié el porcentaje de células apoptéticas cuando se sobreexpresaba Cx43.
El porcentaje basal de células apoptéticas tempranas era significativamente superior en células que
sobreexpresaban Cx43 en comparacion con células transfectadas con el EV (figura 1f). Estos resultados en conjunto
indican que Cx43 reduce la proliferacion celular y potencia la senescencia y la muerte celular por apoptosis en
células de melanoma mutantes para BRAF (A375). La desregulacion de la ruta de MAPK esta principalmente
provocada por mutaciones en BRAF y en NRAS. Con el fin de investigar la funcion de Cx43 en lineas celulares
mutantes para NRAS, se transfectaron las lineas celulares de melanoma Sk-Mel-147 con una mutacién de NRAS
con el vector para sobreexpresar Cx43. En la figura 1g se observa que esta linea celular forma colonias mas
pequefas y muestra niveles inferiores de células cuando se sobreexpresa Cx43. Con el fin de confirmar la funcién
de Cx43 en otros canceres con una mutacion en BRAF, se transfectaron diferentes lineas celulares humanas a partir
de cancer colorrectal y de mama con una mutaciéon en BRAF con el vector que sobreexpresaba Cx43. La
sobreexpresion de Cx43 en ambas lineas de células tumorales redujo significativamente la proliferacion celular y la
capacidad para formar colonias (figura 1h). Estos resultados demostraron que Cx43 actia como supresor tumoral
reduciendo la proliferacion celular en células tumorales con BRAF y NRAS mutantes. Sin embargo, la funcion de
Cx43 en la reduccién de la proliferaciéon y el aumento de la senescencia y apoptosis parece producirse
independientemente de su actividad de canal tal como se muestra en la figura 1d. Dado que se encontré Cx43 en
EV que incluian exosomas y estas particulas se han implicado en la progresion tumoral, se decidi6 investigar la
funcion de Cx43 dentro de estas vesiculas.

Ejemplo 2.2. Se encuentran niveles de Cx43 en vesiculas extracelulares (EV) que incluyen exosomas.

Se ha notificado que EV que incluyen exosomas participan en el desarrollo y la progresion de malignidad de cancer
fomentando la proliferacion de cancer, estableciendo un nicho premetastasico, y regulando la resistencia a
farmacos. Se aislaron EV a partir de la linea celular A375 y se caracterizaron mediante microscopia electronica y
mediante anadlisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA) confirmando que los tamafios de estas particulas estan
entre 20-100 nm (figura 2a). Se estudid la presencia de Cx43 mediante inmunotransferencia de tipo Western y se
detectd que las células que sobreexpresan Cx43 contienen esta proteina en sus EV (figura 2b). Se usé el marcador
de EV de tetraspanina CD9 como control. Se confirmaron los mismos resultados en otras lineas de células
tumorales transfectadas con el mismo vector para sobreexpresar Cx43 (figura 2c).

Ejemplo 2.3. La presencia de Cx43 en EV cambia el contenido en proteina y ARN pequeiio.
Cx43 puede interaccionar con diferentes proteinas y probablemente con diferentes moléculas de ARN y ADN. Por

este motivo, se decidio investigar si la presencia de Cx43 en las EV podia cambiar el contenido en proteina y ARN
de las EV secretadas por células tumorales que sobreexpresan esta proteina de canal. Las EV tienen la capacidad
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de portar cargamentos especificos de célula de proteinas, lipidos, y materiales genéticos, y pueden captarse de
manera selectiva por células contiguas o distantes y modificar su sefializacién y funciones. Con el fin de estudiar si
la presencia de Cx43 en EV puede afectar a su contenido, se realizé6 un analisis protedmico (CL-EM/EM) y de
secuencia de ARN. Para determinar el perfil de proteinas de las EV (EV negativas para Cx43(-) y positivas para
Cx43(+)), se separaron proteinas exosémicas totales mediante SDS-PAGE. Se identificd un total de 1141 proteinas
para ambos grupos de EV (Cx43- y Cx43+), 160 proteinas eran exclusivas de EV negativas para (Cx43-) y
482 proteinas eran exclusivas para EV que contenian (Cx43+) (figura 3a). Se representaron estas proteinas en un
proteomapa (figura 3b), en el que se muestran la ortologia de KEGG y los términos de procesos bioldgicos
asociados con una abundancia baja y alta de proteinas observadas en EV Cx43- y en EV Cx43+. Se usaron analisis
de enriquecimiento de conjuntos génicos (GSEA), ontologia génica (GO), ortologia de KEGG y base de datos de
Reactome para identificar rutas y procesos bioldgicos significativamente enriquecidos en EV aisladas a partir de
células Cx43- (figura 3c, naranja) y Cx43+ (figura 3c, azul). Se observé un incremento significativo en algunas de las
proteinas identificadas en EV que contenian Cx43 mediante andlisis de enriquecimiento (véase la puntuacion de
enriquecimiento normalizada (NES) y valores de p, figura 3c). Los resultados proteédmicos indican que la presencia
de Cx43 aumenta el numero de proteinas que se reclutan a las EV (482 proteinas en EV Cx43+ y 160 proteinas en
EV Cx43-) y también cambia radicalmente el contenido en proteinas que esta ahora enriquecido en rutas tales como
union a acido nuclear, reparacion de ADN, matriz mitocondrial, unidon a ARN, regulaciéon de motilidad celular,
regulacion de produccion de citocinas o regulacion de migracion celular (figura 3d). Estos resultados demuestran
que Cx43 cambia radicalmente el contenido en proteinas de las EV. Proteinas tales como CELF1, CPSF2
(implicadas en corte y empalme de ARN); DCTN2, FAM105B (procesos de sistema inmunitario); SMARCA4,
SMARCC1 (desensamblaje de cromatina); MCM7, CDK1, CDK®6 (transicion G1/S de ciclo celular mitético); LIMS1,
MAP2K1(envejecimiento celular) o MGEA5, PGAM5 (muerte celular necrética), solo se encontraron en EV que
contenian Cx43.

Por otro lado, el analisis de enriquecimiento del contenido en ARN pequefio se analizé usando MiRNet 2.0. Las
matrices cromaticas muestran rutas y procesos bioldgicos significativamente enriquecidos en EV aisladas a partir de
células Cx43- (figura 3e, azul) y Cx43+ (figura 3e, verde). Se clasifican las rutas segun el numero de genes que
estan enriquecidos en cada una de ellas (recuentos génicos observados) y su FDR. Se observaron varios ARN
pequerios implicados en rutas tales como muerte celular, autofagia y parada del ciclo celular en EV que contienen
Cx43.

La presencia de Cx43 también cambia los patrones de ARN pequefios que modifican la funcién celular en células
receptoras. El analisis de secuenciacion de ARN mostré (figura 3f) un cambio radical en los tipos de ARN que se
transportan en estas vesiculas dependiendo de la presencia de Cx43. EV que contienen Cx43 estan principalmente
enriquecidas en miARN y ARNr que representan el 28,2 % y el 20,2% de todas las lecturas sin procesar,
respectivamente. En EV negativas para Cx43, los ARN mas abundantes fueron ARNt y miARN tales como hsa-mir-
24-2, hsa-miR-34a-5p, hsa-mir-30c-2, hsa-miR-140-5p, hsa-miR-19a-3p y hsa-miR-125b-5p que se regularon por
incremento en mas de 400 veces en EV positivas para Cx43 en comparacion con EV negativas para Cx43 con
cambios en veces diferenciales entre un intervalo de 448,77 (hsa-miR-125b-5p) y 8550,33 (hsa-mir-24-2) (figura 3g).
Estos miARN estan implicados en procesos tales como regulacion negativa de la de proliferacion celular (hsa-mir-
30c-2, hsa-mir-24-2), migracion (hsa-mir-24-2, has-miR-34a-5p, hsa-mir-30c-2), angiogénesis (hsa-miR-34a-5p, hsa-
miR-125b-5p) y regulacion positiva de la muerte celular (hsa-miR-34a-5p). Cuando se analizaron las abundancias
relativas de transcritos y cambios en veces entre EV negativas para Cx43 y positivas para Cx43 y se detectaron
varios ARN pequefo sobrerrepresentados en EV positivas para Cx43, tales como un enriquecimiento de miARN
(mostrados en la figura 3g), piARN (por ejemplo piR-30112, piR-31447 o piR-31703), CDBox (HBII-2020, U58A) o
HacaBox (ACAS3, HBI-6 o ACA53) (figura 3h). Estos datos sugieren que la presencia de Cx43 en EV cambia el
contenido de ARN pequefios y proteinas, probablemente cambia su mensaje y sefializacion en células diana.

Ejemplo 2.4. La presencia de Cx43 en EV cambia la funcion de estas vesiculas fomentando la actividad antitumoral.

Con el fin de investigar la funcién de Cx43 en EV, se trataron células tumorales con EV que contenian o no
contenian Cx43 y liberadas por células de melanoma que sobreexpresaban Cx43 o por células de melanoma
normales que casi no expresaban Cx43 (figura 4a). La presencia de Cx43 en las EV de células donadoras (figura 4a)
se confirmd mediante inmunotransferencia de tipo Western (lisado celular y EV) y la capacidad para entrar en las
células diana se estudié6 mediante IF (se marcaron EV con DIL y se detectaron dentro de las células receptoras
mediante microscopia de fluorescencia) (figura 4b). Para estudiar el efecto de estas EV, se usaron dos lineas de
células tumorales diferentes (A375 y BLM) como células receptoras en ensayos de formacion de colonias. Se
trataron ambas lineas celulares con EV a partir de A375-EV y A375-Cx43. Tal como se muestra en la figura 4c, se
observé una reduccion significativa en la capacidad para formar colonias y proliferacion celular cuando se trataron
células tumorales con EV que contenian Cx43. El tratamiento con EV positivas para Cx43 también reguld por
incremento los niveles de proteina Cx43 y ARNm en células diana y detectados mediante inmunotransferencia de
tipo Western y RT-qPCR (figura 4d).

Ejemplo 2.5. Los niveles de Cx43 aumentan cuando se tratan células tumorales con inhibidores de BRAF/MEK.

La seleccion como diana de BRAF y MEK usando inhibidores especificos ha pasado a ser las normas asistenciales
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para pacientes con melanoma y tumores con una mutacion en BRAF. Sin embargo, los beneficios terapéuticos con
frecuencia estan limitados debido al desarrollo de resistencia a farmacos. Para examinar el posible efecto de Cx43
sobre la respuesta de células tumorales frente a tratamiento con inhibidores de BRAF/MEK (BRAF/MEKIi)
(dabrafenib/trametinib), se traté una linea celular de melanoma A375 con dabrafenib y trametinib (figura 5a). Durante
los tratamientos, se observé mediante RT-gPCR e inmunotransferencia de tipo Western un aumento en los niveles
de Cx43 en la linea celular A375 cuando estas células eran sensibles a tratamientos (figura 5a). Ademas, cuando se
sobreexpresaba Cx43 usando un vector, las células tumorales respondian de manera mas eficiente a diferentes
concentraciones de BRAF/MEK:i reduciendo la proliferacion celular y la capacidad para formar colonias (figura 5b,
izquierda). La presencia de Cx43 en tratamientos potencio la senescencia celular detectada mediante citometria de
flujo y mediante tincion de 3-Gal (figura 5c¢). Para confirmar que ahora las células son mas sensibles a apoptosis, se
realizé un andlisis de inmunotransferencia de tipo Western para detectar la escision de caspasa 3 (figura 5f). Cx43
aumenta la senescencia celular y la apoptosis en células tumorales en estos tratamientos. Con el fin de someter a
prueba si la combinacién con una molécula senolitica podia aumentar la eficacia de los tratamientos, se combinaron
BRAF/MEKIi con sobreexpresion de Cx43 y navitoclax (NAV). Tal como se muestra en la figura 5f, las células que
sobreexpresaban Cx43 en combinacion con BRAF/MEKIi (recuadro rojo) y Cx43 en combinacion con BRAF/MEKIi
mas NAV, mostraron los niveles mas altos de escision de caspasa 3 (recuadro verde) indicando que la combinacion
da como resultado un tratamiento mas eficiente para activar la muerte celular de células tumorales en tratamiento
con BRAF/MEK:i (figura 5f).

Ejemplo 2.6. Las células tumorales A375 resistentes frente a BRAF/MEKi pierden Cx43 y adquieren un fenotipo de
tipo mesenquimatoso.

Para someter a prueba si Cx43 también esta implicado en la resistencia adquirida de células de melanoma frente a
BRAF/MEKI, se seleccionaron células para determinar su resistencia frente a dabrafenib y trametinib mediante
exposicion prolongada a altas concentraciones de estos farmacos. Después de 4 meses, las células con doble
resistencia (DR) casi no respondian a altas concentraciones de ambos farmacos (figura 6a). Cuando las células eran
DR frente a BRAF/MEKI, la proteina Cx43 se regul6 por disminucion (figura 6b) en comparacion con su homdlogo
parental y con células sensibles a tratamientos (S). También se observd una reduccién en los niveles de ARNm de
Cx43 (figura 6b). Las células DR regularon por disminucion Cx43 y experimentaron un cambio fenotipico que
correspondi® a una transicion de epitelial a mesenquimatosa (EMT) tal como se detecté mediante
inmunotransferencia de tipo Western (figura 6¢). Se mostré que el factor de transcripcion de EMT Twist-1 estaba
regulado por incremento en células DR y localizado en la fraccion nuclear. El aumento en Twist-1 estuvo
acompafado por niveles elevados de marcador de EMT N-cadherina en el citoplasma (figura 6c) y se correlaciona
con una pérdida de Cx43. El siguiente punto fue ver como la sobreexpresion de Cx43 afectaba a la resistencia frente
a BRAF/MEKi en diferentes momentos (1 semana, 2 semanas y 4 meses). De manera interesante, cuando se
hicieron crecer células en presencia de Cx43 durante 1 y 2 semanas y durante 4 meses, los ensayos de formacion
de colonias (figura 6d) mostraron que la sobreexpresion de Cx43 evitaba la adquisicion de resistencia a farmacos
(figura 6d). Ademas, cuando se transfectaron células resistentes frente a BRAF/MEKi (DR) con un vector para
sobreexpresar la proteina, las células DR se volvieron sensibles a tratamientos y la nueva expresion de Cx43 en
células DR aumenta la razén de MFI de células apoptoticas (figura 6e).

Ejemplo 2.7. EV que contienen altos niveles de Cx43 tienen actividad antitumoral y mejoran la eficacia de
BRAF/MEKi.

Cuando se trataron células tumorales de melanoma (A375) con BRAF/MEKIi se detecté un aumento en los niveles de
proteina Cx43 cuando las células son sensibles a estos tratamientos (figura 7a). El tratamiento con ambos
inhibidores también aumenta los niveles de proteina Cx43 en las EV liberadas por estas células (figura 7a),
indicando que ahora estas particulas pueden tener una funcion diferente (figura 4c). Con el fin de estudiar el efecto
de Cx43 dentro de las EV, se aislaron EV a partir de la linea celular HEK 293 que contenian altos niveles de Cx43 tal
como se muestra mediante inmunotransferencia de tipo Western en la figura 7b. Para confirmar que las EV positivas
para Cx43 tienen un efecto antiproliferativo, se trataron células A375 con EV derivadas de HEK 293 (figura 7c).
Cuando se trataron células A375 con EV positivas para Cx43, se observd una reduccion en la formacion de colonias
y un aumento en la eficacia del tratamiento con BRAF/MEKIi, cuando se trataron conjuntamente las células con EV
positivas para Cx43 y con BRAF/MEK:i (figura 7c). Ademas, cuando se trataron células con doble resistencia con
BRAF/MEKIi (DR) con EV que contenian Cx43, se observé una reduccion en la capacidad para formar colonias, y, de
manera importante, estas células DR ahora son mas sensibles a tratamientos con BRAF/MEKi (figura 7d). Estos
inhibidores aumentan la senescencia celular y este estadio de parada del ciclo celular se ha implicado en la
resistencia a farmacos y la progresion tumoral. De hecho, la combinacion con un farmaco senolitico que selecciona
especificamente como diana células senescentes, tal como navitoclax (NAV), esta actualmente en ensayos clinicos
en EE. UU. (identificador de ClinicalTrials.gov: NCT01989585). Los presentes resultados indican que la combinacion
de NAV con EV que contienen Cx43 reduce significativamente la capacidad de formar colonias de células tumorales
(figura 7e). De manera importante, la combinacién de EV positivas para Cx43 con NAV y BRAF/MEKi selecciona
eficazmente como diana células DR, reduciendo significativamente su capacidad para formar colonias (figura 7f).

Estos resultados demuestran que Cx43 dentro de EV da como resultado (i) una estrategia terapéutica eficaz para
reducir la proliferacién celular en células tumorales mutantes para BRAF; (ii) aumenta la eficacia de BRAF/MEKIi y
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(iii) la combinaciéon con navitoclax y BRAF/MEKi selecciona como diana células tumorales resistentes y vuelve
sensibles nuevamente células DR frente a BRAF/MEK:i (figura 7c-f) evitando la resistencia a farmacos.
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REIVINDICACIONES

Conexina 43 para su uso en el tratamiento de cancer, en la que el cancer esta caracterizado por la
activacion de una proteina cinasa activada por mitdgeno (MAPK) seleccionada de la lista que consiste en:
BRAF, RAS, MEK o ERK.

Conexina 43 para su uso, segun la reivindicacion 1, en el tratamiento de cancer en la que el cancer esta
caracterizado por la activacion de BRAF o NRAS.

Conexina 43 para su uso, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el tratamiento de un tipo
de cancer seleccionado de: melanoma, cancer de colon, cancer de pulmén o cancer de mama.

Conexina 43 para su uso, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, antes de, después de o
simultaneamente con un tratamiento con un inhibidor de una proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK)
seleccionada de la lista que consiste en: BRAF, RAS, MEK o ERK.

Conexina 43 para su uso, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, antes de, después de o
simultaneamente con un tratamiento con un inhibidor de BRAF y/o MEK.

Conexina 43 para su uso, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, antes de, después de o
simultaneamente con un tratamiento con dabrafenib, trametinib, vemurafenib, encorafenib, cobimetinib y/o
binimetinib.

Conexina 43 para su uso, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, antes de, después de o

simultaneamente con un tratamiento con un agente senolitico, preferiblemente navitoclax.

Producto terminado de combinacién que comprende conexina 43 y un inhibidor de una proteina cinasa
activada por mitégeno (MAPK) seleccionada de la lista que consiste en: BRAF, RAS, MEK o ERK.

Producto terminado de combinacioén, segun la reivindicacion 8, que comprende conexina 43 y un inhibidor
de BRAF y/o MEK.

Producto terminado de combinacion, segun cualquiera de las reivindicaciones 8 6 9, que comprende
conexina 43 y dabrafenib, trametinib, vemurafenib, encorafenib, cobimetinib y/o binimetinib.

Producto terminado de combinacién, segin cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, que comprende
ademas un agente senolitico, preferiblemente navitoclax.

Composicion farmacéutica que comprende el producto terminado de combinacion segun cualquiera de las
reivindicaciones 8 a 11 y, opcionalmente, excipientes o portadores farmacéuticamente aceptables.

Composicion farmacéutica para su uso, segun la reivindicacion 12, en el tratamiento de cancer en la que el
cancer esta caracterizado por la activacion de proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK) seleccionada
de la lista que consiste en: BRAF, RAS, MEK o ERK, en la que se administra conexina 43 usando un
vehiculo de administracion.

Composicion farmacéutica para su uso, segun la reivindicacion 13, en la que el vehiculo de administracion
es una nanoparticula, una vesicula extracelular o un vector de expresién que codifica para conexina 43.
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Figura 1 (cont.)
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Figura 1 (cont.)
C

T

EV Cx43

I

[ T
Los T o - O

Wwu 0/ enueqlosqy

i
EV Cx43

HH
[ T |
o™ o — o
(wu osp sav) 800
S
O
-
o w o
™— o (=]

uoioeJayjijoid ap ese|

20



ES3016 758 T3

Figura 1 (cont.)
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Figura 1 (cont.)
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Figura 1 (cont.)
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Figura 1 (cont.)
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Figura 1 (cont.)
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Figura 2
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Figura 2 (cont.)
B
Lisado celular EV
EV Cx43 EV Cx43

55_ Fron

43— Cx43

26 — S| CD9
C

EV

A375 BLM SK-MEL-28
EV Cx43 EV Cx43 EV Cx43

43 . . “ Cx43

Lisado celular

A375 BLM SK-MEL-28
EV Cxd43 EV Cx43 EV Cx43
55 | W S —

TR

43 — ;
- 88

27



ES3016 758 T3

Figura 3
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Figura 3 (cont.)
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Figura 3 (cont.)
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Figura 3 (cont.)
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Figura 3 (cont.)
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Figura 3 (cont.)
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Figura 3 (cont.)
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Figura 3 (cont.)
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Figura 4
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Figura 4 (cont.)
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Figura 5
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Figura 5 (cont.)
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Figura 5 (cont.)
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Figura 5 (cont.)
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Figura 6 (cont.)
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Figura 6 (cont.)
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Figura 6 (cont.)
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Figura 7
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Figura 7 (cont.)
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Figura 7 (cont.)
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Figura 7 (cont.)
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