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Summary

Prostate cancer is one of the most common malignancies among men
in Europe. Because the tumor is initially androgen-dependent in the
majority of cases, endocrine manipulation is the first-line therapy for
metastatic and locally advanced cancers and often leads to remission or
stabilization of the disease. This period of remission, however, is invariably
followed by tumor relapse, and available treatment options are only
palliative. Patients with metastatic prostate cancer develop an androgen-
refractory phenotype that leads to disease progression and eventual death.
Therefore, an understanding of what drives progression to androgen
independence is critical. In fact, the prostate is known to be dependent not
exclusively on androgens but also on growth factors and neuropeptides
secreted by neuroendocrine (NE) cells that maintain normal prostate
function and play a role in the development of pathological conditions.
Long-term androgen ablation therapy tends to select prostate tumor
populations that are enriched in NE cells. Those tumors with an increased
NE cell population are often more aggressive and have a poorer prognosis.
Therefore, it has been hypothesized that NE cells can lead to the
development and growth of androgen-refractory prostate tumors through
the secretion of neuropeptides that induce the proliferation of adjacent
carcinoma cells in an androgen-depleted condition. Hence, our objective
was to study the molecular mechanisms of NE differentiation in LNCaP
cells.

We present evidence that EGF prevents NE differentiation in LNCaP
cells induced by androgen depletion. In these cells, the constitutive
activation of Akt supports this effect of EGF because abrogation of
PI3K/Akt signalling with LY294002 (LY29) alters the EGF-induced NE
differentiation-inhibitory response toward cell survival and NE cell
differentiation. The primary focus of this investigation was to study the

molecular mechanisms involved in the treatment of LNCaP cells with EGF
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Summary

and LY29 as well as the relationship to NE cell differentiation and cell
survival since both have been implicated in the progression of prostate
cancer.

Our group has shown, by western blotting, that treatment with
EGF+LY29 increases ErbB2 levels. We have also shown an increase of
ErbB2/EGFR heterodimer formation, receptor phosphorylation, ErbB2
plasma membrane localization and active signalling of the MAPK-Erk1/2
pathway. We found that EGF+LY29 did not modify EGFR levels,
suggesting the existence of ErbB2/EGFR heterodimers that maintain EGFR
levels. Furthermore, we found the levels of ErbB2 to be dependent on
EGFR phosphorylation. In fact, incubation of cells LNCaP with ZD1839
prior to EGF+LY29 treatment markedly inhibited EGFR phosphorylation
and reduced ErbB2 levels.

ErbB2 is responsible for NE differentiation but not cell survival under
our experimental conditions. This is consistent with results showing that the
down-regulation of the ErbB2 gene by small interfering RNA suppressed
EGF+LY29-induced NE differentiation in LNCaP cells. Furthermore, we
found that the treatment of these cells with IL-6 and forskoline increased
ErbB2 protein levels.

ErbB2 over-expression is due to increased protein synthesis and cell
surface localization. Quantitative real-time (QPCR) and semi-quantitative
RT-PCR showed increased levels of ErbB2 mRNA in LNCaP cells induced
by EGF+LY29 treatment. Immunofluorescence and flow cytometric analysis
showed increased localization of ErbB2 on the cell surface.

Surprisingly, the above-mentioned increase of ErbB2 is PI3K-
independent. Our results indicate that the treatment with EGF and LY29 up-
regulates ErbB2 via mechanisms involving Hsp90, ErK1/2 and probably
NFkB.
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ADN: acido desoxirribonucleico
ADP: adenosina bifosfato

AR: receptor de andrégenos
ARN: acido ribonucleico

ARNmM: &cido ribonucleico
mensajero

ATP: adenosina trifosfato

BSA: albumina sérica bovina
Crg: cromogranina

DMSO: dimetil sulféxido

DS: desvio estandar

EGF: factor de crecimiento
epidérmico

EGFR: receptor del factor de
crecimiento epidérmico

ErbB2: receptor 2 de la familia del
receptor del factor de crecimiento
epidérmico

ErbBs: familia de receptores del
factor de crecimiento epidérmico
Erk: quinasa regulada por sefales
extracelulares

ESM: error estandar de la media
GD: geldanamicina (inhibidor de
Hsp90)

GDP: guanosina bifosfato

Grb-2: proteina de unién a los
receptores de factores de

crecimiento tipo 2
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GTP: guanosina trifosfato

H89: inhibidor de MSK-1
HB-EGF: factor de crecimiento
epidérmico unido a heparina
Hsp90: proteina del choque
térmico 90

IKB: quinasa inhibidora de NFkB
IKK: complejo quinasa de kB
IL-6: interleuquina 6

LY29: LY294002 (inhibidor de
PI3K)

MAPK: proteina quinasa activada
por mitdbgenos

MEK: MAP quinasa-quinasa
(quinasa de ERK)

mTOR: serina/ treonina quinasa
sensible a rapamicina

NE: neuroendocrina

NFkB: factor de transcripcion
nuclear kappa B

NRGs: neurregulinas

NSE: enolasa especifica de
neuronas

p110: subunidad catalitica de la
PI3K

P44-42: anticuerpo reconoce la
fosforilacion de Erk1/2

p85: subunidad reguladora de la
PI3K
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PBS: tampdn fosfato salino

PCR: reaccion en cadena de la
polimerasa

PD: PD184161 (inhibidor de MEK)
PDK: quinasa dependiente de
fosfoinositidos

PH: dominio de homologia a
pleckstrina

PI3K: proteina fosfoinositido -3-
quinasa

PIP.: fosfoinositol bifosfato

PIP3: fosfoinositol trifosfato
PKB/AKkt: proteina quinasa B
PKR: serina/ treonina quinasa
inducida por interferén

PLC: fosfolipasa C de fosfatidil
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PSA: antigeno prostatico
especifico

PTB: dominio de union a
fosfotirosina

PTEN: proteina tirosina fosfatasa
RAF: MAP quinasa-quinasa-
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MEK)

Ras: proteina de union GTP/GDP
RPMI: Roswell Park Memorial
Institute (medio de cultivo)

RT: retrotranscripcion

Ser: serina

SFB: suero fetal bovino

SH2: dominios de homologia a
Src-2

Sos: factor intercambiador de
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STATSs: transductor de la sefal y
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TBB: inhibidor de CK2
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Introduccion

1. PROSTATA

La prostata es la glandula masculina encargada de la produccion del fluido
seminal. Su desarrollo y funcionamiento esta condicionado por los niveles
hormonales de andrdégenos. Solo hay tres procesos patolégicos que
afectan a la glandula con mayor frecuencia: inflamacion, hiperplasia y

tumores (.

Anatomia e Histologia

La préstata del adulto normal pesa aproximadamente 20 gramos. Es un
6rgano retroperitoneal que rodea a la vejiga y la uretra. Tiene forma de
piramide invertida, su base se situa alrededor del cuello de la vejiga y la
primera parte de la uretra, su cara anterior limita con el espacio retropubico
y la cara posterior se encuentra delante del recto (Figura 1A)@. El
parénquima prostatico puede dividirse en cuatro zonas: zona periférica
(ZP), zona central (ZC), zona transicional (ZT) y periuretral (Figura 1B). La
mayoria de las hiperplasias aparecen en la zona transicional y periuretral
provocando obstruccion de la uretra, mientras que la mayoria de los
carcinomas, se ubican en la zona periférica por ello pueden ser localizados

a través del tacto rectal ™.
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Vejiga

Vesicula
seminal

Uretra H Conducto
proximal i . | eyaculador

Zona periuretral

Uretra
distal

Figura 1: Anatomia del sistema reproductor masculino. A) Localizacion de la prostata en
el sistema reproductor masculino. B) Regiones del parénquima prostatico. Tomado de Cotran, RS y

col.™M

Histolégicamente, la prostata esta formada por glandulas tubulo-acinares
ramificadas comunicadas entre si por ductos, a través de los cuales se
vierten las secreciones a la uretra (Figura 2). Estas glandulas estan
contenidas en un esqueleto fibroso denominado estroma, formado
principalmente por células musculares lisas y fibroblastos. Las glandulas y
los ductos estan tapizados por células epiteliales. Este epitelio suele ser
cilindrico simple o pseudo-estratificado. Se pueden distinguir 3 tipos
diferentes de células epiteliales: basales, secretoras o exocrinas y

neuroendocrinas (Figura 2).
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Conductos

Céluias secretoras o exocrinas

Células
neuroendocrinas

Acinos

T

Células basales

Estroma

Figura 2: Histologia de la Préstata. La prostata estd formada por glandulas y ductos
contenidos en un estroma fibroso. En la seccién aumentada se observa el epitelio que tapiza estos
compartimentos y que esta formado por células epiteliales basales, secretoras y neuroendocrinas.
Tomado de Zapata, P.D. ®

Las células basales tienen un aspecto similar a fibroblastos y estan muy
poco diferenciadas. Se caracterizan porque no expresan el antigeno
prostatico especifico (PSA) ni la fosfatasa acida prostatica y se las puede
diferenciar por su tincibn inmunohistoquimica positiva contra las
citoqueratinas 5y 15 “-6),

Las células epiteliales secretoras presentan un aspecto cilindrico. Estas
células, totalmente diferenciadas, expresan el receptor de andrégenos,
enzimas como el PSA ©® y |a fosfatasa acida prostatica ©). Se las diferencia
por su tincion inmunohistoquimica contra las citoqueratinas 8 y 18 ),

Las células neuroendocrinas, son las que se encuentran en menor
cantidad y se distribuyen irregularmente a lo largo de todo el epitelio. La
citoqueratina 5 se utiliza para su reconocimiento. Se caracterizan porque
secretan en forma autocrina y paracrina una gran variedad de

neuropéptidos entre los que se encuentran: cromogranina A (CrgA), asi
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Introduccion

como cromogranina B (CrgB) y cromogranina C (CrgC); enolasa especifica
de neuronas (NSE); proteina relacionada con la hormona paratiroidea
(PTHrP) y somatostatina. Una caracteristica importante es que carecen del
receptor de andrégenos. Presentan al microcopio un aspecto granular y
una morfologia similar a las neuronas, emiten prolongaciones a modo de
dendritas 0 axones que conectan con células adyacentes. Son células bien

diferenciadas y no proliferan (7-8),

1.1 Regulacién hormonal en el tejido prostatico

Inicialmente se pensaba que los andrégenos eran los Unicos responsables
de la regulacién del crecimiento prostatico. En la actualidad, se sabe que
ademas de los andrégenos existen una gran diversidad de hormonas
peptidicas, factores de crecimiento e interacciones entre el epitelio y el
estroma, que controlan y mantienen el funcionamiento normal de la

prostata.

1.1.1 Los andrégenos y su receptor

Los andrégenos son hormonas esteroideas producidos en forma de
testosterona por las células de Leydig de los testiculos. Son liberados a la
circulacion sistémica unidos a la albumina y a la globulina transportadora
de hormonas sexuales (SHBG) 10, Ademas, los andrégenos adrenales,
secretados por la glandula suprarrenal contribuyen a los efectos
androgénicos en el cuerpo, aunque en menor proporcion.

El receptor de androgenos (AR) es una proteina que media la accién de la
testosterona actuando como un factor de transcripcion ©. ElI AR se

encuentra en muchos tejidos tanto en la mujer como en el hombre, pero en
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Introduccion

el sexo masculino es mas abundante. Es un miembro de la superfamilia de
receptores esteroideos y en su estructura se distinguen tres dominios
importantes: un dominio N-terminal de activacion transcripcional, un
dominio central de unién al ADN y un dominio C-terminal de unién a
esteroides (1),

La testosterona entra en la célula para ejercer su accion bioldgica, una vez
dentro, es convertida en dihidrotestosterona (DHT) por la enzima 5a-
reductasa. El AR es capaz de unir a la testosterona y a la DHT pero esta
ultima se une con mayor afinidad (aproximadamente 10 veces mas). Antes
de su unién al ligando, el AR se encuentra en estado inactivo unido a
proteinas de choque térmico (Hsp90, Hsp70 y Hsp56) (2. Cuando el AR se
une a la DHT, se produce un cambio conformacional y se disocia de estas
proteinas, produciéndose su activacion por fosforilacion. Asi se une a un
sitio especifico del ADN activando la transcripcion de los genes de
respuesta a andrégenos ©).

En la prostata se han identificado varios genes regulados por el AR entre
los que cabe destacar: PSA, calicreina (proteasa prostatica), fosfatasa
acida prostatica, factores de crecimiento y sus receptores (3. Siendo estos
ultimos mediadores directos de la accion de los andrégenos vy

responsables de mediar las interacciones entre el epitelio y el estroma (14,

1.1.2 Factores de crecimiento y la interaccién epitelio- estroma

Como se ha indicado anteriormente en la glandula prostatica existen dos
compartimentos bien diferenciados aunque relacionados entre si, el epitelio
y el estroma. Para el mantenimiento de la estructura y funcion de la
prostata, se establece un equilibrio entre estos dos compartimentos,

regulado por los andrégenos y por los factores de crecimiento.
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Los factores de crecimiento presentes en la préstata pertenecen a las
siguientes familias: familia del factor de crecimiento epidérmico (EGF y
TGF-a), familia del factor de crecimiento de fibroblastos (b-FGF y KGF),
familia del factor de crecimiento transformante B (TGF-8 1, 2y 3) y la
familia del factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-I, IGF-Il y IGF-
BP). Estos no solo regulan la proliferacion celular, sino también la
diferenciacion y la apoptosis. Asi se mantiene el nUmero de células gracias
a la accion de factores de crecimiento que inhiben proliferacion, como el
TGF-B y factores mitogénicos como son el IGF I-ll, TGFa, b-FGF y KGF
(Figura 3).

Por otra parte, las células neuroendocrinas (NE) secretan péptidos,
neuropéptidos y otras moléculas bioactivas que actuan en forma paracrina
y/o autocrina, regulando las secreciones de las células epiteliales y células
NE vecinas, asi como la proliferacién y la diferenciacion celular (Figura 3).
Estas células presentan prolongaciones extendidas hacia el lumen de las
glandulas que les permiten por un lado, detectar cambios de pH,
concentracion de proteinas, neuropéptidos u hormonas del contenido
luminar y por otro lado a través de senales determinadas, les permiten

modificar o regular la secrecion de las células exocrinas (15-16),
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Figura 3: Interacciéon epitelio-estroma y participacion de las células NE en la
prostata normal. Tomando de Zapata, P.D. y col. (1

2. CANCER DE PROSTATA

2.1 Epidemiologia

En el hombre el cancer de prostata es muy frecuente, situandose en
segundo lugar después del cancer de pulmoén, segun datos de la
Organizacion Mundial de la Salud (/ntfernational Agency for Research on
Cancer). La incidencia mundial en el afio 2008 fue de 913.770 casos, sin
embargo la mortalidad no es alta comparada con el cancer de pulmoén. En
los paises que integran la Unién Europea y en especial Espana, el cancer
de proéstata es el cancer mas frecuente en el hombre seguido del cancer de
pulmén. En el afio 2008 hubo 338.700 casos de cancer de préstata en la

Unién Europea. En Espana la incidencia fue de 25.231 casos y se prevé
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que en el 2010 el numero de casos sea de 26.192. Se estima que para
este ano, el cancer de préstata siga siendo el de mayor incidencia en la
poblaciéon masculina espafiola y europea (7).

El cancer de prostata esta directamente relacionado con la edad siendo el
75% de los casos, pacientes con 65 afios 0 mas. Ademas existen otros
factores de riego como la historia familiar, la raza ('® y factores ambientales

como la presencia de altas concentraciones de Cadmio (19-20), entre otros.

2.2 Aspectos clinicos

El diagndstico del cancer de prostata se realiza mediante el tacto rectal y la
determinacion del PSA sanguineo. Se sabe que el PSA es un buen
marcador del cancer de prostata debido a que aumenta en sangre
conforme se desarrolla el tumor, por lo cual se utiliza para el diagnéstico,
pronostico y seguimiento del paciente 2.

Existen cuatro tratamientos para el cancer de préstata y dependiendo del
estadio de la enfermedad se suelen combinar para obtener mayor eficacia,
ellos son:

-Ablacién androgénica (eliminacion de los andrégenos o inhibicion

de la produccién de testosterona con analogos de la hormona liberadora
de la hormona luteinizante LHRH)

-Radioterapia

-Quimioterapia

-Prostatectomia radical

La eleccidon del tratamiento se realiza de acuerdo a la edad del paciente,
estadio clinico de la enfermedad, niveles de PSA y el grado del tumor.
Clinicamente, la eleccién de la terapia adecuada puede tener como

objetivo impedir el desarrollo del carcinoma, curar al paciente, evitar la
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enfermedad diseminada o unicamente atenuar los sintomas y prolongar la
vida (@2,

El tratamiento mas utilizado por ser menos invasivo y tener buenos
resultados, es la ablaciéon androgénica. Aunque en muchos casos la
regresion del cancer es transitoria, debido a que después de la terapia se
producen metastasis y el cancer se vuelve independiente de los

androgenos (29),

2.3 Aspectos moleculares y progresion del cancer de préostata

El 99% de los tumores de préstata se desarrollan en las células epiteliales
de la glandula prostatica y se denominan adenocarcinomas prostaticos.
Muchos eventos moleculares ocurren en la formacion y progresion del
cancer de prostata, destacando: la metilacion anormal del ADN, la
activacion de protoncogenes, la inactivacion de mecanismos de reparacion
del ADN, la inactivacion de genes supresores de tumores y un incremento

en la sintesis y actividad de factores de crecimiento y sus receptores (4.

2.3.1 Mecanismos moleculares implicados en la resistencia a los
andrégenos

La terapia de ablacién androgénica provoca disminuciéon solamente de las
células sensibles a andrégenos por lo que la progresion del cancer
después de esta terapia, puede deberse al crecimiento de las células
minoritarias que no necesitan andrégenos 23). Interesantemente, estudios
en pacientes demostraron que el AR se encuentra expresado en casi todos
los canceres de prostata antes y después de la ablacion androgénica (25-28),

El PSA, el cual es un gen de respuesta a androgenos, se detecta en la
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mayoria de los carcinomas independientes de androgenos, indicando que

la via de senalizacion del AR es funcional en esos tumores (23).

Se postulan cinco mecanismos por los cuales las células del tumor de

prostata, pueden crecer en ausencia de andrégenos (Figura 4):

1.

La amplificacion del gen AR que incrementa la sensibilidad a los
bajos niveles de andrégenos producidos por las glandulas
adrenales y a pocas cantidades de testosterona.

Mutaciones del AR que afectan al dominio de unién al ligando,
disminuyendo su especificidad, por lo que podria ser activado por
diferentes esteroides no androgénicos y ademas por antagonistas
androgénicos.

La activacion constitutiva de moléculas reguladas por debajo del
AR. Por ejemplo, las alteraciones de la via de Bcl-2 que provocan
supervivencia en ausencia de androgenos.

Activacion del AR en ausencia de ligando: modificaciones en la
expresion o funcion de genes de las vias de sefalizacion reguladas
por factores de crecimiento o citoquinas que pueden causar
activacion del AR en ausencia de ligando.

Adquisiciéon por parte de las células tumorales del fenotipo
neuroendocrino (NE), proceso conocido como diferenciacion NE.
Estas células secretan neuropéptidos responsables de estimular el

crecimiento epitelial en ausencia de androgenos 9.

Todos estos mecanismos no son mutuamente excluyentes por lo que

puede haber mas de un mecanismo implicado en el desarrollo del tumor

independiente de andrégenos 23),
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Figura 4: Mecanismos postulados que provocan crecimiento de las células en
ausencia de andrégenos. Adaptado de Pienta, K.J. y col. 29

2.3.1.1 Papel de los factores de crecimiento

Durante el desarrollo del cancer de préstata y especialmente en la fase de
resistencia a los andrégenos, el equilibrio entre el epitelio y el estroma se
pierde alterandose la forma y el lugar de secrecion de los factores de

crecimiento asi como la expresion de sus receptores. El epitelio comienza

Maria Alicia Cortés 21



Introduccion

a secretar factores de crecimiento que actuan en forma autocrina,
predominando los efectos mitogénicos sobre los inhibidores del
crecimiento, se potencia la angiogénesis y la metastasis. Asi es como el
TGF-B estimula el crecimiento celular, en contraste con lo que ocurre en

situacion normal (Figura 5).
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Figura 5: Factores de crecimiento en la préstata normal comparado con el cancer.
Tomado de Zapata, P.D. y col. (10

La mayoria de estos factores de crecimiento se unen a receptores con
actividad tirosina quinasa estimulando vias de senalizacién que controlan
la proliferacion, diferenciacion, adhesion y migracion celular. A su vez, los
factores de crecimiento secretados en el tumor, activan en forma directa el
receptor de andrégenos en ausencia de ligando, en concreto el IGF-1, el
KGF vy principalmente el EGF (0, También se encontr6 aumento de los
receptores tirosina quinasa en tumores independientes de androgenos,

especialmente el receptor ErbB2 (31,
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Esto lleva a una pérdida del balance epitelio-estroma y permitira a la célula

epitelial crecer con bajos niveles de andrégenos o sin ellos.

2.3.1.2 Papel de la diferenciacién neuroendocrina (NE)

La potencial malignidad de la diferenciacion NE se debe a la capacidad de
estas células para estimular la proliferacion de las células adyacentes vy
prevenir la apoptosis. La adquisicion del fenotipo NE induce la secrecion
de neuropéptidos que actuarian de forma paracrina y/o autocrina y serian
capaces de estimular la proliferacion, diferenciacion y secrecion de las
células adyacentes.

Actualmente, comprender la biologia y los mecanismos que controlan la
aparicion de estas células, se ha convertido en uno de los principales
objetivos en la oncologia prostatica, siendo muchas las preguntas todavia
sin respuestas. Existen evidencias en modelos animales y en muestras de
pacientes, de que las células tumorales pueden sufrir un proceso de trans-
diferenciacion adquiriendo el fenotipo NE (32,

Es necesario destacar que aunque las células NE normales y las células
tumorales con fenotipo NE expresan marcadores neuroendocrinos, existen
entre ellas varias diferencias importantes. Las células NE de la préstata
normal, expresan marcadores de célula basal (citoqueratina 5), no
proliferan, no son agresivas y presentan una morfologia tipica con
extensiones tipo dendritas. Sin embargo, las células tumorales con fenotipo
NE, expresan marcadores de células secretoras (citoqueratina 18), pueden
proliferar y presentan un fenotipo agresivo expresando proteinas
antiapoptoticas. Estas células no se diferencian morfolégicamente del resto
de las células que las rodean.

Las diferencias entre las células NE y las células con fenotipo NE pueden

ser debidas a que se originan en forma diferente 2. Las células NE de la
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prostata normal asi como las células basales y las células epiteliales
secretoras, proceden de las células madres pluripotenciales (Figura 6),
aunque, cabe la posibilidad de que las células NE, pertenezcan a un linaje
diferente con un origen neuroldgico. Por el contrario, se ha visto que las
células tumorales con fenotipo NE, a menudo expresan PSA, proteina
tipica de células epiteliales, lo que sugiere que estas células manifiestan
un fenotipo intermedio entre células NE y epiteliales lo que indica que
pueden originarse a partir de células epiteliales exocrinas durante la
progresion tumoral ©@3. Se ha propuesto, que las células del
adenocarcinoma, bajo ciertas condiciones, pueden sufrir trans-
diferenciacion que da como resultado células con fenotipo NE ©2. De
hecho, se encontré células con fenotipo NE en metastasis 6ésea de cancer
de prostata, pero no en el foco primario del tumor, sugiriendo que ocurre

trans-diferenciacion en las células de préstata metastasicas.
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Figura 6: Modelo del origen de las células del cancer de préstata con fenotipo NE.
Adaptado de Yuan, T.C. y col. (32
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Para estudiar en profundidad los mecanismos moleculares responsables
de la diferenciacion NE se ha utilizado como modelo /in vitro la linea celular
de cancer de prostata sensible a andrégenos LNCaP. En estas células, la
ablacion de andrégenos conduce a la trans-diferenciacion adquiriendo
morfologia neuronal con expresién de NSE, CrgA, gastrina y neurotensina.
Este fenotipo NE se revierte con el tratamiento de DHT. Estos resultados
sugieren que los genes de respuesta a androgenos activados por el AR
suprimen la diferenciacion NE ©2). Estas células adquieren también este
fenotipo NE en presencia de neuropéptidos como el péptido intestinal
vasoactivo (VIP) @4, factores de crecimiento como el HB-EGF y citoquinas
como interleuquina-6 (IL-6) @9 y agentes farmacoldgicos como la
Forskolina (3¢ (Figura 6). Estudios en nuestro laboratorio han demostrado
que la eliminacién del suero fetal bovino del medio del cultivo induce la
adquisicion de un fenotipo NE, proceso que es inhibido por el EGF a través
de la activacion de las vias de sefalizacion de la PI3K/Akt y MAPK/Erk ©7).
Datos opuestos se han publicado en la linea andrégeno independiente
DU145 de cancer de préstata, en la cual el EGF, a través de EGFR, induce
el fenotipo NE (38),

La hipdtesis que se deduce de estos estudios seria que ligeros cambios
quimicos en el microambiente celular, facilitarian la adquisicién del fenotipo
NE por parte de ciertas células tumorales. Esta conversion conllevaria la
secrecion de neuropéptidos, que actuarian de forma paracrina y autocrina
estimulando la proliferacion, diferenciacion y secrecion en células
adyacentes. La propagacion de células NE carentes de receptor de
androgenos, podria ser determinante en el paso del carcinoma prostatico a
la fase independiente de andrégenos. Por lo tanto, estas células y sus
productos de secrecion pueden convertirse en la diana de futuras

estrategias terapéuticas.

Maria Alicia Cortés 25



Introduccion

3. EL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO Y SUS
RECEPTORES

Los receptores ErbBs/HER que pertenecen al subgrupo de la superfamilia
de receptores tirosina quinasa (RTKs), se localizan en la membrana celular
y una vez activos, son capaces de regular vias de sefalizacion implicadas
en proliferacion, diferenciacién, movilidad y supervivencia celular.
Son cuatro miembros los que conforman esta familia: EGFR (también
llamado ErbB1 o HER1), ErbB2 (HER2/neu), ErbB3 (HER3) y ErbB4
(HER4). De todos ellos solo ErbB2 carece de ligando conocido y ErbB3 no
tiene actividad tirosina quinasa.
Estos receptores van a ser activados por un gran cantidad de ligandos con
una gran homologia entre ellos, segun la afinidad por cada uno de los
receptores ErbBs (Tabla 1), los ligandos se clasifican en tres grandes
grupos (39):

v Grupo 1: EGF, TGFa y anfirregulinas.

v Grupo 2: HB-EGF, betacelulina (BTC) y epirregulina.

v Grupo 3: neurregulinas (NRGs), también llamadas herregulinas o

factores de diferenciacion neu. En este grupo se encuentran NRG

1,2,3y4.
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Receptor EGF, TGFay | HB-EGF,BTCy | NRG1/2 | NRG3/4
ErbB anfirregulinas epirregulina
EGFR X X
ErbB3 X
ErbB4 X X X

Tabla 1: Afinidad de cada grupo de ligandos por los receptores ErbBs.

Estan marcados los grupos o ligandos que se unen a cada uno de los receptores ErbBs.
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3.1 Estructura y activacién de los receptores

Los cuatro receptores ErbBs tienen una estructura similar formada por un
dominio extracelular que une el ligando (a excepcion de ErbB2), un
dominio transmembrana y una porcion intracelular que tiene el dominio
tirosina quinasa altamente conservado (a excepcion de ErbB3). El receptor
ErbB3 pierde su actividad tirosina quinasa por sustituciéon de aminoacidos

criticos en este dominio (Figura 7) 0.

Dominio de Dominio de
union al unién al
ligando ligando N
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Figura 7: Estructura de los Receptores ErbBs. En la figura se muestran los cuatros
miembros de la familia ErbBs y sus tres dominios. El dominio extracelular estd dividido en 4
subdominios (I, II, lll y IV) y comprende la zona de union al ligando (a excepcion de ErbB2) y la zona de

dimerizacion. El dominio intracelular contiene la actividad tirosina quinasa (a excepcion de ErbB3).

Hay que destacar que el dominio extracelular se puede dividir a su vez, en
4 subdominios que le permiten por un lado, la unién al ligando y por otro
lado, la union a otro receptor de la familia, permitiendo la dimerizacion. La
conformacion cerrada de los receptores EGFR, ErbB3 y ErbB4 se consigue
mediante la unién del subdominio Il y IV (Figura 8). Una vez que el ligando
se une al subdominio | se produce un cambio conformacional, el ligando
aproxima el subdominio | al Ill haciendo de puente “". De esta manera

queda expuesto el subdominio Il, que le permite unirse a otro receptor “2,
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Si la dimerizaciéon se produce con el mismo receptor, se denomina
homodimerizaciéon y si se une a otro receptor, heterodimerizacién. La
dimerizacion estimula la actividad tirosina quinasa por interaccion
asimétrica de los dominios quinasas (el N-terminal de un receptor
interacciona con el C-terminal de otro receptor), provocando la trans-
fosforilacion de los residuos tirosina. Esto constituye una plataforma para la
unién y activacién de proteinas, estimulando de esta manera, cascadas de

sefalizacion.

ligando

Conformacién  Conformacion abierta Formacion del
cerrada viable para la dimero y activacién
dimerzacion

Figura 8: Cambio conformacional del Receptor ErbB cuando se une al ligando. Al
subdominio | y Ill, se une en forma bivalente el ligando; mientras que los dominios Il y IV ricos en
cisteinas se unen entre si por puentes disulfuros. De estos ultimos, el domino Il es el que permite la
interaccion receptor- receptor, mientras que el dominio IV permite la conformacion cerrada o inactiva
del receptor. Finalmente, la unidn con otro receptor provoca la transfosforilacién de residuos tirosina,

estado activo del dimero.

El receptor ErbB2 no experimenta el cambio conformacional de los otros
receptores, sino que se encuentra siempre en una conformacion de
dimerizacion. Estudios cristalograficos han mostrado que el dominio
extracelular de ErbB2 (Figura 9A) mimetiza a la conformacion de EGFR

unido a EGF (Figura 9B). Presentando una conformacion “abierta” como si
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tuviese el ligando siempre unido, es decir, el extremo | esta unido al
extremo Ill en ausencia de ligando “3. Siempre que ErbB2 esté presente
en la célula, es la pareja predilecta para dimerizar con los otros receptores
de la familia ErbBs.

El receptor ErbB3 aunque carece de actividad quinasa, es capaz de unirse
al ligando, heterodimerizar con ErbB2 u otro miembro de los ErbBs y

activar vias de senalizacion.

A
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Figura 9: Modelo molecular basado en la estructura cristalizada del dominio

extracelular de ErbB2 y EGFR. A) Modelo de ErbB2 en donde se muestran la posicion de los
subdominios I, II, Il y IV. B) Modelo de EGFR en posicion abierta unido a EGF. Adaptado de Burgess,
A.W.y col. 43)

3.2 Mecanismos que regulan a los receptores ErbBs

La localizacion en la superficie celular de los receptores ErbBs permite la
unién al ligando y la activacién de vias de sefializacién celular, por lo que
la endocitosis y la degradacion de los receptores son procesos importantes
para su regulacion. Otros mecanismos que permiten el control de la

cantidad de receptores ErbBs son la transcripcion y la sintesis proteica.
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Especial atencion merece ErbB2, que al formar heterodimeros con EGFR

modifica su endocitosis y degradacion.

3.2.1 Endocitosis y degradacion de EGFR y ErbB2

La permanencia en la membrana celular de los receptores ErbBs depende
del cociente degradacion/ reciclaje. El receptor EGFR inactivo, presenta un
rapido reciclaje con baja degradacion, por lo que permanece en la
superficie celular (Figura 10), algo similar ocurre con ErbB2. Sin embargo,
cuando EGF se une a EGFR, se activa el receptor y a las tirosinas
fosforiladas se unen moléculas de ubiquitina provocando su internalizacion,
asociacion con endosomas y su posterior degradacion. En estas
condiciones aumenta la degradacion con respecto al reciclaje, lo que
conduce a una disminucion del receptor en la superficie celular (Figura 10).
A su vez, la internalizacién y degradacién del receptor activo depende de
dos factores: A) tipo de ligando que esté activando el receptor y B) tipo de

receptor que esté formado el dimero.

A. Diferencias entre los ligandos TGFa y EGF: Debido a que en los
endosomas, el pH es ligeramente acido (6,0-6,5), algunos ligandos como el
TGFa, se disocian de su receptor a ese pH provocando la desfosforilacion
de EGFR y su rapido reciclaje a la membrana plasmatica. En cambio el
EGF al tener una alta afinidad por EGFR, se queda unido al mismo y
permanece en los endosomas que se fusionan con lisosomas donde se

degrada el receptor y el ligando (Figura 11A) ©4).

30



Introduccion

Internalizacion

i

®Y

Reciclaje
f Endosomas
( /@
YAAN
v ®
/ 4 (
' -
:_L;o;oTn;—:' = Degradacion

Figura 10: Modelo de endocitosis de EGFR activado por EGF. Con las flechas lilas se
representa la endocitosis de EGFR sin ligando, donde una vez internalizado se recicla (flechas verdes).
Con las flechas negras se representa la endocitosis de EGFR unido a EGF, su ubiquitinilacion,

internalizacién en endosomas y degradacion. Adaptado de Fry, W.H. y col. 45
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B. Dimerizacion de EGFR con ErbB2: La formacion de los
heterodimeros EGFR- ErbB2, provoca la permanencia del complejo
receptor-ligando en la membrana celular cuando EGFR es activado por
EGF (“647) Se sostiene que ErbB2 junto a EGFR se internaliza y se recicla
rapidamente (Figura 11B) “8. Sin embargo es importante indicar que en
algunos casos ErbB2 previene la internalizacion de EGFR ©“9%0), En
cualquiera de los casos, la mayor disponibilidad de EGFR en presencia de
ErbB2, repercute en la potenciacion de las via de sefalizacion celular.

Los mecanismos por los cuales ErbB2 afecta la endocitosis de EGFR no
estan claros aun. Es posible que en presencia de altas concentraciones de
ErbB2, los heterodimeros ErbB2-EGFR sean retenidos en la membrana

por mecanismos que implican la asociacion de ErbB2 con otras proteinas
(51),
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Figura 11: Diferente internalizaciéon de homo y hetero-dimeros. A) activacion de
homodimeros EGFR con EGF, internalizacién del complejo y degradacion. B) activacion de
heterodimeros EGFR-ErbB2 con EGF, reciclaje de los receptores y degradacion del ligando. Adaptado
de Lenferink, A.E. y col. (46
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3.2.1.2 La chaperona Hsp90

La proteina del choque térmico 90 (Hsp90) es una chaperona que permite
el correcto plegamiento y el ensamblado de complejos multiméricos. En la
actualidad se conocen mas de 200 proteinas clientes de Hsp90 muchas de
las cuales son esenciales en los procesos de sefalizacién y en la
respuesta adaptativa de las células en momentos de stress (2. Algunas
proteinas que se unen a Hsp90 son: los receptores ErbBs, el receptor de
andrégenos, Src, Ras, RAF-1, MEK y Akt 3, CK2 (5455 PDK1 (56) y
factores de transcripcion como NFkB ©7).,

Hsp90 se une a sus proteinas dianas formando un complejo con otras
chaperonas y co-chaperonas y su ciclo funcional, requiere la unién e
hidrélisis del ATP. Su actividad va a estar regulada por fosforilacion,
acetilacion y nitrosilacion %2, La geldanamicina es un inhibidor de Hsp90
debido que bloquea el sitio de unién del ATP anulando la actividad de la
chaperona. De los cuatro receptores ErbBs solo EGFR y ErbB2 necesitan
de Hsp90, aunque la regulacién que ejerce Hsp90 sobre estos dos
receptores es distinta. En el proceso de maduracién de EGFR y ErbB2 en
el reticulo endoplasmatico, Hsp90 permanece unido al dominio quinasa de
ambos receptores. Sin embargo, solo el receptor ErbB2 necesita de Hsp90
para su permanencia en la membrana plasmatica y mientras esta
chaperona esté unida, lo protege de la degradacion. La chaperona Hsp90
es indispensable para la estabilizacion de ErbB2. Se ha visto que la
inhibicion de Hsp90 con geldanamicina, produce ruptura del extremo C-
terminal de ErbB2 lo que ocasiona una acelerada endocitosis y
degradacion del receptor 859, Por otro lado, Hsp90 actua también como
un regulador negativo de la actividad de ErbB2 en la membrana celular. Se
ha demostrado, que esta chaperona impide la activacion de ErbB2

dificultando la dimerizacion con otros ErbBs ©0. A su vez, impide la
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fosforilacion de ErbB2 por Src, en el residuo Tyr877, necesario para su
activaciéon 6. En resumen, la union de ErbB2 con Hsp90 es altamente
dinamica debido que por un lado, Hsp90 es necesaria para la
estabilizacion y localizacién de ErbB2 en la membrana celular y por otro
lado, Hsp90 tiene que disociarse del receptor para permitir la dimerizacién

con otros ErbBs y su activacion.

3.2.2 Regulacién de la sintesis de ErbB2

En muchos tipos de tumor el aumento de ErbB2 en la superficie celular es
el resultado de la amplificacion del gen erbB2/neu situado en el
cromosoma 17q. También se ha descrito que mutaciones en esta region
aumentan la expresion de ErbB2 en diversos tumores como en el cancer
de mama 62,

El aumento de la actividad transcripcional del gen erbB2/neu puede ser
debida a la mayor actividad de su promotor. La actividad del promotor para
ErbB2 esta controlada por distintos factores de transcripcion que aumentan
o disminuyen la expresion del gen. Entre los factores de transcripcion
activadores se destacan: AP-2 63, EGR2 (4 y miembros de la familia Ets
65-67), Asi mismo, NFKB activa el promotor de ErbB2, en combinaciéon con
PARP-1, en tejido sinovial reumatoide®®. Por otro lado, dentro de los
factores de transcripcion represores del gen erbB2/neu se destaca un
miembro de la familia Forkhead: FOXP3 ©° y Wwox (/9. Esto indica que
tanto el aumento de activadores como la pérdida de represores pueden

aumentar la expresion de ErbB2 en el tumor.
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3.3 Vias de transduccion de seinales

La unién de un ligando a un receptor ErbB induce la formacion de dimeros
con otro ErbB, activacion de la actividad tirosina quinasa intrinseca y
fosforilacion de residuos de tirosina situados en el dominio intracelular.
Estas tirosinas fosforiladas son puntos de union para moléculas de
sefnalizacién que contienen dominios de homologia a Src (SH2) y dominios
de unién a fosfotirosina (PTB). Estos dominios reconocen especificamente
la secuencia de 5 a 8 aminoacidos que rodea a cada fosfotirosina. La unién
de moléculas de senalizacion, las cuales son influenciadas por la
composicion del dimero, activara diferentes rutas de transducciéon de
sefales 7). Las vias de sefalizacion activadas por el dimero ErbB2-EGFR
mejor caracterizadas son (Figura 12): la via de Ras/MAPK-Erk, la via de la
PIBK/PKB (Akt), la via de la PLC-PKC vy los factores de transcripcion

STATs que son directamente fosforilados por EGFR (72
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Figura 12: Vias de sefalizacion activadas por los receptores ErbBs. La union del ligando al receptor induce la formacién de

Homo y/o Heterodimeros y se fosforilan las tirosinas del extremo C- terminal. De esta manera se reclutan proteinas que activan las vias de

génica

Expresion génica

sefalizacion Ras/Mapk-Erk, PI3K/Akt, PLC/PKC y STATSs. Esto induce proliferacion y crecimiento celular, diferenciacion y supervivencia.
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3.3.1 Senalizacion celular por la via de Ras/MAPK-Erk

Todos los ErbBs tienen la capacidad de activar la via de Ras/MAPK-Erk,
directamente a través del dominio SH2 de la proteina Grb2 o
indirectamente a través del dominio PTB mediante un adaptador Shc
(Figura 13). Grb2 se asocia a Sos (factor intercambiador de nucleétidos de
guanina) que activa a la proteina GTPasa pequena Ras, favoreciendo el
intercambio de GDP por GTP. La activacion de Ras, provoca la union y
activacion de la serina/treonina-quinasa RAF (MAPKKK). RAF en su
estado inactivo se encuentra en el citoplasma, al unirse a Ras-GTP se
sitla en la membrana celular, adoptando una conformacion intermedia con
activacion parcial (3. Otras quinasas (PAK-3, Src entre otras) catalizan la
fosforilacion de RAF en mudltiples sitios, lo que deja a RAF en un estado
activo estable, situandose en el citoplasma (4. RAF activo une y fosforila a
la quinasa de especificidad dual MEK1/2 (MAPKK), la cual fosforila y activa
a la quinasa regulada por sefales extracelulares Erk1/2 (MAPK-p44/42).
La amplificacion de la cascada es tal, que se estima que solo el 5% de Ras
activado es suficiente para activar todas las moléculas de Erk1/2 (75,

Erk1/2 es distribuida por toda la célula, pero tras su estimulacién, una
poblacion significante se localiza en el nucleo celular. Esta redistribucion
celular de Erk1/2 se divide en dos fases: primero, a los 2 minutos de
estimulacién mitogénica hay una rapida localizacion nuclear. EI mecanismo
por el cual entra al nucleo se cree que es por difusion pasiva a través del
nucleoporo porque no poseen la secuencia de importacion nuclear (NLS)
(76). Segundo, transcurridas 3 a 6 horas de estimulacion mitogénica, se
sigue acumulando la proteina activa en el nucleo, mientras que se agota
en el compartimiento citoplasmatico. Tanto en el nucleo como el

citoplasma Erk1/2 puede ser desactivada por desfosforilacion.
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Figura 13: Via de las Ras/MAPK-Erk1/2. La unién de Grb2 a los receptores ErbBs induce su
asociaciéon con Sos permitiendo la forma Ras-GTP activa. Ras une a RAF permitiendo su localizacién
en la membrana y su activacion por fosforilaciones. RAF activa a MEK y ésta activa a Erk. Erk tiene
muchos sustratos pero se destacan las MSK, RSK y MNK en el citosol y muchos factores de

transcripcion en el nacleo celular.

Las enzimas MAPK fosfatasas (MKP) encargadas de la desactivacion de
Erk1/2, son un subgrupo de la familia de las proteinas fosfatasas de
especificidad dual (DUSP). Las que se ubican en el nucleo son MKP-1,
MKP-2, DUSP2/PAC1 y DUSP5 y en el citoplasma MKP-3, MKP-4 y MKP-
X/DUSP7 (7)., La activacion de Erk1/2 provoca fosforilacién de mudltiples

sustratos: incluyendo varias proteinas de membrana (CD120a, Syk y

38 Maria Alicia Cortés



Introduccion

calnexina), factores de transcripcion (SRC-1, Pax6, Nf-AT, Elk-1, MEF2, c-
Fos, c-Myc y STAT3), proteinas del citoesqueleto (neurofilamentos y
paxilina) y todas las proteinas quinasas activadas por MAPKs (MKs) (78),
Dentro de la familia de las MKs encontramos a las tres subfamilias RSK,
MSK y MNK todas son sustratos de Erk1/2, aunque solo las RSKs son
exclusivamente activadas por Erk1/2 (79, Estas proteinas tienen multiples
funciones, participando en la regulacion transcripcional, en el control del

ciclo celular, en la supervivencia y en la diferenciacion celular (78),

3.3.2 Senalizacién celular por la via de la PI3K/Akt

Las fosfatidilinositol 3 fosfato quinasas (PI3K), son una familia de enzimas
que fosforilan lipidos. Existen tres clases de PI3K: clase I, Il y lll, su
clasificacion se basa en la estructura de la enzima y en el sustrato lipidico
(Tabla 2).

Clasificacion de PI3K Sustrato lipidico Subunidad catalitica Subunidad
reguladora
PI3K p110a (PIK3CA) p85
clase IA PIP(4,5) p110B (PIK3CB) p50
PI3K clase | Fosfatidil-inositol p1103 (PIK3CD) p55
4,5 bisfosfato
PI3K ’ P101
clase IB p110y (PIK3CG) s
PI3K clase Il PI E:gig;g
Fosfatidil-inositol
osfatidil-inosito PI3K-C2y
PI3K clase Il Pl
3K clase P VPS4 PSS
Fosfatidil-inositol

Tabla 2: Clasificacion de PI3K (80-81),
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v La PI3K clase | que se subdivide a su vez en clase IA y IB,
representa la via de sefalizacidon mas importante de los receptores
de superficie. La PI3K clase IA es activada por los receptores tirosina
quinasa y la clase IB es activada por receptores acoplados a
proteinas G.

v La PI3K clase Il representa una ruta alternativa activada por los
receptores de superficie.

v La PI3K clase lll es la principal via de regulacion del transporte
vesicular, su componente principal es el complejo VPS34 (vacuolar

protein sorting 34) también llamado PIK3C3 &1,

La PI3K de la clase IA esta compuesta por una sub-unidad catalitica de
110kDa (p110) y una sub-unidad reguladora que posee un dominio SH2 lo
que le permite su union a los receptores ErbBs activados. La union de la
sub-unidad reguladora provoca un cambio conformacional de la p110 y su
activaciéon. La subunidad catalitica p110 también se puede activar
uniéndose directamente a Ras-GTP (Figura 14) 82, Una vez activa, la PI3K
fosforila al fosfatidil-inositol 4, 5-bifosfato (PIP2) en la posicion 3’ para
formar el fosfatidil-inositol 3, 4, 5-trifosfato (PIP3). Este fosfolipido une
moléculas con dominios FYVE de unién a lipidos o con dominios
homologos a pleckstina (PH) como es el caso de PDK-1 (quinasa
dependiente de fosfoinositidos-1) y Akt (PKB).
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Figura 14: Activaciéon de PI3K clase IA. Esquema de la activacién de PI3K clase IA por
receptores tirosina quinasa. Cuando el ligando se une al receptor se fosforilan tirosinas de ambos
receptores, esto conduce al anclaje de la subunidad reguladora p85 (PI3K), que induce el cambio
conformacional de la subunidad catalitica p110 y su activacion. La p110 también se puede activar
uniéndose directamente a Ras-GTP. La PI3K activa transforma el PIP2 (lila) a PIP3 (naranja). Tomado

de Vivanco, |. y col. @3

La serina/treonina quinasa Akt es el principal efector de PI3K. Akt se
encuentra en el citosol en una conformacion inactiva, al unirse a los PIP3 a
través de sus dominios PH se trasloca a la membrana celular y cambia de
conformacion. Permitiendo que PDK-1 fosforile su dominio catalitico en el
residuo treonina 308 (Thr308). Su activacion maxima se logra mediante la
fosforilacion en el dominio regulador del residuo Serina 473 (Ser473) por el
complejo mTOR-Rictor ®2, Se conocen tres isoformas de Akt
denominadas Akt1, Akt2 y Akt3 ampliamente expresadas tanto en tejidos

normales como en tumores. En las células de cancer de prostata PC3 y
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DU145 se encuentran las tres isoformas y en las células LNCaP solamente
Akt1 y Akt2 @4, Estas isoformas desempenan funciones especificas y en
algunos casos funciones opuestas @587, Una vez que Akt se activa,
fosforila proteinas tanto en el citosol como en el nucleo celular controlando
la supervivencia, la proliferacién y el crecimiento celular (Figura 15).

v Akt promueve supervivencia celular inactivando BAD (proteina pro-
apoptética) y fosforilando a FKHR (factores de transcripcion de la familia
forkhead) previniendo su entrada en el nucleo celular. La activacion de los
genes diana de FKHR incluye proteinas pro-apoptéticas como BIM y el
ligando FAS. A su vez, induce degradacion de la proteina pro-apoptotica
p53 a través de la activacion por fosforilacion de MDM2. Por otro lado, Akt
fosforila el complejo IKK y activa a la proteina anti-apoptética NFkB.

v Akt promueve la proliferacién celular aumentando los niveles de
ciclina D1 necesarios en la transicion de la fase G1/S. La GSK3 activa,
promueve la degradacion de la ciclina D1. Akt fosforila a la GSK3p y
provoca su inhibicién. A su vez Akt controla los inhibidores de ciclinas
como p27ket cuya transcripcion es mediada por FKHR. Akt al inhibir FKHR
promueve la disminucion de p27.

v Akt cumple un importante papel en el crecimiento celular activando a

la serina/treonina quinasa mTOR que regula la traduccion de proteinas (0.

83)

La importancia de la ruta PI3K/Akt en los procesos celulares se ha visto
confirmada por la accién supresora de tumores de la fosfatasa lipidica
(PTEN); ésta fosfatasa desfosforila la posicion 3’ del PIP3 originando el
PIP2 y anulando asi las acciones de PI3K (Figura 15). Mutaciones en
PTEN conducen a la progresién del tumor como ocurre en gliomas (8),
cancer de préstata 9, cancer de mama ©9, cancer de pulmén ©),

melanomas 2 y leucemias (3 entre muchos otros. PI3K es inhibida /n vitro
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por agentes quimicos ampliamente utilizados como son LY294002 (ICso
1,4uM) y wortmanina (ICso 2-4 nM). El LY294002 fue descrito por Vlahos
en 1993 como un derivado del querceptin con mayor especificidad (4. Es
un inhibidor competitivo de la PI3K que se une reversiblemente al sitio de
unién del ATP. No se utiliza /in vivo porque tiene efectos toxicos
indeseables y por ser poco soluble en medio acuoso. A partir de su
estructura, se crearon otros inhibidores como son: SF1126 (en fase clinica
I) y SF1101, que se utilizan actualmente como antitumorales en ensayos /n
vivo, con una mejor farmacocinética y farmacodinamia que el LY294002(%5),
La wortmanina es un metabolito extraido del hongo Penicillium wortmanni
que se une a la PI3K de forma covalente en la zona de intercambio con el
ATP ©8) no se utiliza en clinica por causar toxicidad hepatica y ademas se
caracteriza por tener una baja estabilidad y pobre solubilidad en medio
acuoso @7, Se utiliza para ensayos /n vifro, aunque por su baja estabilidad

su uso se limita a ensayos de tiempos cortos.
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Figura 15: Via de la PI3K/Akt. La activacion de PI3K genera los PIP3 que sirven de anclaje
tanto para Akt como para PDK1. Asi Akt es fosforilada en la Thr308 por PDK-1y en la Ser473 por
mTOR/rictor. Akt activa fosforila a BAD, NFkB, FKHR y MDM2 induciendo supervivencia celular; por
otro lado al fosforilar a MDM2 y GSKS3-B induce proliferacién celular. La fosforilacion de mTOR

promueve el crecimiento celular.

3.3.2.1 Senalizacion celular por la via de NFkB

El factor de transcripcion NFkB fue descubierto como una proteina nuclear
de las células B que se une al promotor de la cadena ligera kappa de las
inmunoglobulinas. Posteriormente, se observd que se ubica en el
citoplasma de todas las células. La familia NFkB esta compuesta por 5
miembros en mamiferos: Rel (c-Rel), RelA (p65), RelB, NFkB1 (P50 y su
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precursor p105), NFkB2 (P52 y su precursor p100). En el extremo amino
terminal conservan una region de homologia a Rel responsable de la unién
al ADN, de la dimerizacion y de la union con las proteinas inhibidoras IKB
(inhibidor de KB). Solo RelA, B y c-Rel tienen un dominio de activacién C-
terminal, esta regién interacciona con componentes la maquinaria
transcripcional. Los otros dos miembros de la familia p50 y p52 tienen un
dominio de unién al ADN pero carecen del dominio de activacion. Los
miembros de la familia pueden formar homo o heterodimeros, los
heterodimeros RelA (p65)-p50 son los mas abundantes. En estado inactivo
el dimero NFkB se encuentra unido a las proteinas inhibidoras IKB y se
localiza en el citosol. Una vez que la célula es estimulada por factores de
crecimiento, citoquinas, entre otros, se produce la fosforilacion de las
proteinas IKB por el complejo quinasa de IKB (complejo IKK). Este
complejo esta formado por tres subunidades, la IKKa y la IKKB tienen
actividad quinasa y la IKKy o NEMO actua como subunidad reguladora. La
fosforilacion de IKB favorece su degradacion lo que produce la liberacion
del heterodimero NFkB, seguida de su translocacion al nucleo celular. Una
vez en el nucleo se producen acetilaciones y fosforilaciones que la activan
completamente uniéndose y regulando la transcripcion de numerosos
genes (Figura 16) ©8),

En el cancer de préstata la sefalizacion por NFkB, esta implicada en los
proceso de independencia de andrdgenos, supervivencia, proliferacion y
transformacion celular. Se demostré que, solo en las lineas celulares
independientes de andrégenos PC3 y DU145, NFkB se encuentra
constitutivamente activa y aumenta (en combinacion con AP-1) la
transcripcion de los genes de IL-6, molécula implicada en la diferenciacion
NE y la independencia de andrégenos. Sin embargo, en la linea LNCaP
dependiente de androgenos, NFKB no se encuentra activa en situacion

basal 9, La activacidon constitutiva de NFkB, en células independiente de
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androgenos, se debe a la activacion constitutiva del complejo IKK y
constituye una via de supervivencia para las células PC3 y DU145 (100),

Factores de
crecimiento

Citoquinas

==

Degradacion

Figura 16: Via de seializacion NFkB. La activacién de NFkB por factores de crecimiento y
citoquinas se produce por activacion del complejo IKK, que fosforila a las IKB provocando su

degradacion. De esta manera, el dimero NFkB se trasloca al nucleo en donde se activa por acetilacion

y fosforilacién.
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3.4 Receptores ErbBs y cancer

Los receptores ErbBs estan implicados en el desarrollo de tumores
malignos regulando diversos procesos celulares (proliferacion, adhesion,
migracion, supervivencia y diferenciacién celular) que participan tanto en el
inicio, como en la progresion tumoral. Las principales alteraciones de los
ErbBs descritas en los tumores humanos son: el aumento de expresion de
los receptores, mutaciones que permiten su activacion constitutiva y la
activacion del receptor por ligandos liberados por las células tumorales y

estromales que rodean al tumor.

3.4.1 EGFR/ErbB1

EGFR fue el primer receptor tirosina quinasa implicado en el cancer. El
aumento en los niveles de EGFR es, por lo general, la alteracion mas
comun tanto en tumores sélidos como en lineas celulares tumorales. Este
aumento puede deberse a mutaciones que incrementan la transcripcion del
gen, a un aumento en la traduccion del ARNm o a una mayor estabilidad
de la proteina (191-103) Varios estudios sugieren que la expresion de EGFR
es mayor en el tumor metastasico que en el tumor primario y esta asociado
al aumento del riesgo de recaida, tanto en el cancer de mama como en
una gran cantidad de tumores (194, Resultados /n vifro sugieren, que este
aumento en los niveles de EGFR va acompafado de un aumento en los
niveles del correspondiente ligando que activaria al receptor y provocaria
transformacion tumoral. Asi es como en cancer de mama, el aumento de
EGFR y del TGFa estan significativamente correlacionados con un mal

prondstico (105),
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También se han detectado formas mutantes del receptor. La mutacién mas
frecuente es la denominada EGRUVIII, que genera un receptor con pérdida
del dominio extracelular, que es constitutivamente activo en ausencia de
ligando. Esta mutacion se encuentra principalmente en el 50% de los
gliomas, asi como también en los tumores de mama, ovario vy

estdmago(109),

3.4.2 ErbB2

En el caso de ErbB2 la principal alteracién encontrada en lo tumores es el
aumento de los niveles de dicho receptor. Este aumento se ha detectado
en diferentes tipos de tumores como en el cancer de mama (107-108)
prostata (109), gastrico (119, endometrio, vejiga, ovario y pulmén (11,

glandula salival ("2, colorrectal (113), pancreatico (114), tiroides ("5 y rindn

(102)

El 90% de los tumores de mama que sobreexpresan ErbB2 presentan
amplificacién del gen. Existe correlacion entre el aumento del receptor con
parametros como: tamafo y propagacion del tumor a nddulos linfaticos,
mayor grado de diferenciacion, mayor porcentaje de células en fase S,
disminucion de los receptores de hormonas esteroideas y aumento de la
supervivencia celular (108. 116) | os niveles de ErbB2 sirven como factor
prondstico para una gran cantidad de tumores ("'7), En el cancer de mama
el aumento de ErbB2 reduce tanto la eficacia de la quimioterapia, como la
respuesta a la terapia hormonal anti-estrogénica (197. 118) Sin embargo, se
ha observado que en un grupo reducido de tumores como los de pulmoén,
mesénquima, esofago y vejiga, el aumento de ErbB2 no se debe a la
amplificacién génica sino a modificaciones de la transcripcion o de los

procesos post-transcripcionales (119,
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El efecto oncogénico de ErbB2 puede deberse a la activacion de su
dominio tirosina quinasa en ausencia de ligando. En tejidos en cultivo, con
altos niveles de expresion de ErbB2, se observa homodimerizacion
constitutiva y como consecuencia transformacion tumoral (129, Sin embargo
es mas probable que el receptor ErbB2 forme heterodimeros con otros
receptores de la familia ErbBs, potenciando sefnales celulares. Esta mayor
potenciacién de los heterodimeros con ErbB2 se debe a que en presencia
de este receptor los receptores no se degradan, sino que se reciclan a la

membrana.

3.4.3 ErbB3 y ErbB4

La presencia de ErbB3 y ErbB4 es de suma importancia para la activacion
de vias de senfalizacion de receptores ErbBs. Tanto ErbB3 como ErbB4
poseen sitios de uniéon para la subunidad reguladora p85 de PI3K. Es
posible que la activacion directa de la via PI3K/Akt explique los efectos
altamente mitogénicos del dimero ErbB2-ErbB3. En efecto, la presencia de
ErbB3 junto con la activacion sostenida de PI3K, implica la resistencia a los
farmacos contra EGFR en el cancer de mama. El incremento en la
expresion de ErbB3, se ha observado en varios tumores como son el
cancer de mama, cancer gastrico y colon, cancer de prostata, entre
otros(17),

El rol de ErbB4 en la oncogénesis es menos claro y parece estar implicado
en la inhibicién del crecimiento, mas que en el aumento de la proliferacion.
Por lo que es frecuente encontrar disminucion de la expresion de ErbB4 en
tumores de mama y prostata (1%4), en contraposicion con los otros miembros

de la familia ErbBs.
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3.5 Receptores ErbBs y cancer de préstata

Numerosos grupos de investigacion han demostrado la implicacion directa
de los ErbBs y sus ligandos en la progresion del cancer de prostata, sobre
todo en la transiciéon del tumor a la fase independiente de andrégenos 1),
Los receptores ErbBs que se expresan en la prostata son EGFR, ErbB2 y
ErbB3 tanto en el tejido normal, como en el cancer (1211122 Hasta ahora
muchas investigaciones intentan estudiar si la expresion de ErbB2 se
correlaciona con un mal pronédstico, dada su similitud con el cancer de
mama en su dependencia hormonal asi como en otras caracteristicas
fisiologicas. Hoy se sabe que en el tumor de préstata avanzado los niveles
de ErbB2 aumentan en la fase independiente de andrégeno de la
enfermedad y este aumento se correlaciona con el aumento de grado de
Gleason, por lo que predice mayor agresividad tumoral (123), A si mismo se
ha visto, un aumento del dominio extracelular de ErbB2 en el suero de los
pacientes y una correlacion con la extension de la enfermedad (124).
Estudios /in vitro demuestran que ErbB2 regula los niveles del receptor de
androgenos en el tumor prostatico. En lineas LNCaP clon C-81 que
sobreexpresan ErbB2 se vio aumento del antigeno prostatico especifico,
gen de respuesta a androgenos (125),

La fase independiente de andrégenos del cancer de préstata esta
intimamente relacionada con la adquisicion del fenotipo neuroendocrino de
las células del tumor. Hasta ahora no queda claro el papel que tiene ErbB2
en el proceso de diferenciacion neuroendocrina. Por un lado, se conoce
que la célula neuroendocrina de la prostata normal expresa ErbB2 (126), Por
otro lado, la interleuquina 6 que induce diferenciacién neuroendocrina en
las células LNCaP necesita de la presencia de ErbB2, lo que sugiere la
participacion de este receptor en la adquisicion del fenotipo

neuroendocrino en las células cancerigenas ('27). Sin embargo, en estudio
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de tumores de prostata metastasico, se observé aumento en la expresion
de ErbB2, sin observarse aumento de CrgA, marcador de diferenciacion
neuroendocrina (123, La falta de conclusiones sobre si el aumento de ErbB2
esta relacionado con la diferenciacidon neuroendocrina, puede deberse a
que en el tumor coexisten diversos clones celulares que pueden expresar
marcadores neuroendocrinos distintos y con distinta intensidad. Aunque
esta aceptada la CrgA como marcador por excelencia, puede que existan
células con fenotipo neuroendocrino que expresen en mayor medida otro

marcador distinto a la CrgA.
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El EGF impide la diferenciacion neuroendocrina de las células LNCaP
provocada por la eliminacion de andrégenos. Este efecto del EGF esta
modulado por la actividad de la via PI3K/Akt. La activacion constitutiva de
esta via de senalizacion por falta de PTEN, permite que el EGF estimule la
proliferacion de las células LNCaP, bloqueando el proceso de
diferenciacion neuroendocrina. Por el contrario, en presencia de
inhibidores de ésta via, el EGF induce supervivencia celular, permitiendo la
diferenciacion neuroendocrina. Por lo tanto, era necesario comprender los
mecanismos moleculares responsables de este cambio en los efectos del
EGF al inhibir la via de la PI3K/Akt, ya que en estas condiciones las células
tumorales sobreviven y adquieren el fenotipo neuroendocrino, dos

procesos de enorme trascendencia para la progresion tumoral prostatica.

Teniendo en cuenta estos resultados de nuestro grupo de investigacion y
los antecedentes expuestos en la introduccion, el objetivo general de esta

tesis es:

Determinar los mecanismos moleculares puestos en juego por el
EGF al inhibir PI3K/Akt que son responsables de la supervivencia

de las células LNCaP y de la adquisicion del fenotipo NE.

Para la consecucién de este objetivo:

Estudiaremos los posibles cambios en el sistema de senalizacion
del EGF analizando los niveles de los receptores EGFR y ErbB2, su grado

de fosforilacién y la activacion de la ruta MAPK/Erk.

Diseccionaremos la via PI3K/Akt para determinar qué elementos

de la misma, estan implicados en los efectos descritos.
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1. MATERIALES

Cultivos celulares

» Frascos de cultivos, placas y multiplacas de plastico esterilizadas de
dos marcas comerciales: Nunc™ Brad Products y Falcon Becton
Dickinson.

e Materiales para el procesamiento de las células: PBS, tripsina-EDTA,
suero fetal bovino (SFB), antibiéticos y medio de cultivo RPMI-1640

(Invitrogen).

Tratamientos celulares

v Inhibidores:
-LY294002 [2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-one]
(Calbiochem)
-LY303511 [2-Piperazinyl-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-one] (Calbiochem)
-Wortmanina (Wortmannin- Sigma)
-Geldanamicina (Geldanamycin- Stressgen)
-PD184161 [2-(2-Chloro-4-iodo-phenylamino)-N-cyclopropylmethoxy-3,4-
difluoro-5-bromo-benzamide] (cedido por el Dr. Antonio Chiloeches)
-ZD1839 (Iressa®; Cedido por el Dr. R. Colomer)
-Forskolina (Forskolin, Coleus Forskohli- Merck)
-TBB (4, 5, 6, 7-tetrabromo-2-azabenzimidazol) (Calbiochem)
-Rapamicina (Rapamycin- Calbiochem)
-H89 (cedido por el Dr. Antonio Chiloeches)

v Péptidos:
EGF (Sigma); Interleukina-6 (Sigma), TNF-a (cedido por la Dra. Marina

Lassa)

Maria Alicia Cortés 59



Materiales y Métodos

Andlisis de proteinas
Para la extraccion de proteinas se utilizé: Triton X-100, O-vanadato de
sodio, Inhibidor de Tripsina, Fenilmetilsulfonil fluoride (PMSF) todos de
SIGMA.

e Para la cuantificacion de proteinas se utilizé el reactivo Protein Assay
de BioRad y Albumina sérica bovina (BSA) de SIGMA.

Anticuerpos

Se detallan en la Tabla 3

Tabla 3 que se encuentra mas adelante en la seccién Métodos.

- Para los ensayos de Inmunoprecipitacion se utilizé Proteina G-Sepharosa

(Sigma) y distintos anticuerpos descritos en la Tabla 3.

- Para el ensayo de la actividad promotora, se utiliz6 el kit comercial
Luciferase Reporter Assay System de Promega y un luminédmetro FB12
(Berthold) del departamento de Fisiolégia (UAH).

- Para los ensayos de inmunodeteccién de proteinas por Western blot se
utilizé un equipo de electroforesis vertical y electro transferencia. Los geles
se formaron con Acrilamida/bis-Acrilamida 40% (ratio 37.5:1). EI marcador
de peso molecular (Precision Plus Protein Standards -dual color), el
tampdén de migracion Tris-Glicina-SDS 10X y el tampon de transferencia
Tris-Glicina 10X todos de BioRad. Las membranas de PVDF, el reactivo
quimioluminiscente  ECL™Western Blotting Detection Reagents y las
placas radiograficas de alta  sensibilidad, especiales para

quimioluminiscencia Hyperfilm™ ECL™ fueron de Amersham Life Science.
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- Para los ensayos de Citometria de Flujo, se utilizd el citdmetro de flujo
modelo FACScalibur de Beckton Dickinson (Unidad de cultivos, UAH) y los
materiales utilizados en las técnicas fueron:

» Para el analisis del ciclo celular, se utiliz6 Nonidet P40 (Roche),
Ribonucleasa A (RNasa A) (Sigma) y loduro de propidio de Molecular
Probes (Invitrogen life Technologies).

» Para la determinacion de la expresién del receptor ErbB2 en la
superficie celular: como anticuerpo primario el Trastuzumab anti-
humano (Herceptin) y como anticuerpo secundario se utilizé Alexa
Fluor®488 goat anti-human IgG (H+L) de Molecular Probes (Invitrogen
life Technologies).

» Para el andlisis del potencial de la membrana mitocondrial: se utilizo la
sonda TMRM (tetramethylrhodamine, methyl ester, perchlorate) de
Molecular Probes (Invitrogen).

* Para el andlisis de la fragmentacién del ADN (TUNEL): se utilizo el Kit

comercial Fluorescein-FragEL™ de Oncogene.

- Para la extraccion de ARN se utilizé el reactivo comercial Trizol reagent
(invitrogen) siguiendo las indicaciones del fabricante, la cuantificacién se
realizd6 en el NanoDrop (Unidad de Biologia molecular, UAH). Para la
realizacién de la RT-PCR cualitativa, se utilizé la transcriptasa reversa y
todos los reactivos de Promega. Para la reaccion de amplificacion se utilizo
la TAQ polimerasa de Biotools, dNTPs de Promega y los cebadores de

invitrogen.

- Para la realizacion de la PCR a tiempo real, se utilizd para la RT la
transcriptasa reversa de Promega y para la PCR, la mezcla de reaccion
optimizada Fast Start Tagman Probe Master, asi como diversas sondas de

hidrolisis comerciales Universal ProbeLibrary Set, Human de Roche.
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- Para los ensayos de transfeccion se utilizd el medio Opti-MEN
(Invitrogen), como agente de transfeccion para plasmidos se utilizd
lipofectamina y el reactivo PLUS ambos de Invitrogen. En el caso de las
transfecciones de ARN se utilizé oligofectamina (Oligofectamine™ Reagent

-Invitrogen).

- El resto de reactivos quimicos utilizados fueron de alta pureza y calidad
adquiriéndose de distintas casas comerciales: Sigma, Roche Molecular
Biochemicals, Invitrogen, Merck, Boerhinger Manheim, Calbiochem, Fluka

y Panreac.

2. METODOS

2.1 Cultivos celulares

Se ha utilizado principalmente la linea celular tumoral prostatica
humana LNCaP (ATCC CRL-1740). Esta linea celular procede de una
metastasis en un ganglio linfatico supraclavicular de un adenocarcinoma
prostatico (128), Estas células expresan antigeno prostatico especifico
(PSA), fosfatasa acida prostatica, testosterona -5a-reductasa y el receptor
de androgenos (AR) por lo que se consideran sensibles a dicha hormona.
Clinicamente representan la etapa dependiente de andrégenos.

Ademas, se han utilizado las lineas celulares tumorales prostaticas
PC-3 (ATCC CRL-1435) y DU145 (ATCC HTB-81) obtenidas también de la
American Type Culture Collection y procedentes de una metastasis 6sea
de adenocarcinoma de prostata grado IV y de una metastasis en cerebro

de un adenocarcinoma de prostata respectivamente.
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Las lineas celulares se cultivaron en un medio RPMI-1640 con 2mM
de L-glutamina. En todos los casos, los medios contenian antibiéticos (0,25
mg/ml de penicilina; 0,25 mg/ml de estreptomicina y 2,5 mg/ml de
fungizona) y suero fetal bovino (SFB) al 10%, excepto en el caso de las
LNCaP, donde la concentracion de SFB fue del 7%. Los cultivos se
mantuvieron a 37 °C en atmosfera humeda con 5% CO.. El medio se
cambid cada 2 o 3 dias hasta alcanzar un 90% de confluencia, momento
en que las células se disociaron de su soporte con tripsina 0,05% - EDTA
0,02% en PBS 1X.

2.2 Obtencion de los extractos celulares

Las células se lavaron con PBS 1X frio y posteriormente se lisaron
con Triton X-100 al 1% en un tampédn base que contenia:

-Tris-HCI 50 mM pH 7,5

-NaCl 140 mM

-EDTA 1 mM

-Inhibidores: inhibidor de tripsina 0,3 mg/ml; PMSF 0,1 mM inhibidor
de serina proteasas y O-vanadato de sodio 0,5 mM inhibidor de tirosina
fosfatasas

Los extractos celulares se mantuvieron en este tampon durante 30
minutos a 4 °C en rotacién y a continuacion se centrifugaron a 12000xg
durante 10 minutos a 4°C, recogiéndose los sobrenadantes para la
inmunoprecipitacion o para la inmunodeteccion de proteinas. La
cuantificacién de proteinas presentes en la muestra, se realizé6 mediante el
método de Bradford (29, Como estandar se utilizé una solucién de

albumina sérica bovina (1 pg/ul).
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2.3 Inmunoprecipitacion

Antes de proceder a la inmunoprecipitacion de la proteina de
interés, preincubamos el extracto celular (obtenido como se indica en el
apartado anterior) con proteina G-Sepharosa para eliminar uniones
inespecificas. Para ello, la proteina G-Sepharosa (35ul por muestra) se
lavé 3 veces con el tampdn base (detallado en el apartado anterior),
centrifugandose cada vez a 4000xg durante 2 minutos a 4 °C. A
continuacion, se afiadio el extracto celular (1 mg de proteina) y se incubo
durante 1 hora a 4°C en rotacion. Posteriormente, se centrifugd a 4000xg
durante 3 minutos a 4°C, separando la proteina G del sobrenadante.

Este sobrenadante fue el que se utilizé para inmunoprecipitar la
proteina de interés incubandolo con el anticuerpo especifico (2 pug) durante
toda la noche en rotacién a 4 °C. Después de esta incubacion, se agrego a
los complejos antigeno-anticuerpo formados, nueva proteina G, incubando
en rotacion durante 1 hora a 4 °C.

Pasado este tiempo, se centrifugd a 4000xg durante 2 minutos a
4°C para separar el inmunoprecipitado (IP) del sobrenadante. El IP se lavd
3 veces con tampon base, centrifugandolo de nuevo a 4000xg a 4°C
durante 2 minutos cada vez. En el ultimo lavado se elimina todo el
sobrenadante aspirandose con una aguja y al precipitado se anadié 50 pl
del tampon de carga 2X (Laemmli buffer) (Tris-HCI 125 mM pH 6,8; SDS
4%; glicerol 20%; 2-mercaptoetanol 10% y azul de bromofenol 0,004%).
Seguidamente, se calenté a 100°C durante 5 minutos, para desnaturalizar
las proteinas y separar los complejos proteina-anticuerpo de la proteina G.
Se centrifugd nuevamente a 12000xg durante 2 minutos y se recogi6é 50pl
del sobrenadante (proteinas inmunoprecipitadas) que se cargd en un gel
de poliacrilamida en presencia de SDS para proceder a la inmuno-

deteccién de proteinas.

64



Materiales y Métodos

2.4 Inmunodeteccién de proteinas (Western blot)
La separacion y deteccion de las proteinas a estudio, se realizd
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y posterior identificacion

con anticuerpos especificos.

Preparacion de la muestra:

Los extractos celulares (50- 75 pg de proteinas, segun la proteina a
analizar) se desnaturalizaron por calentamiento a 100°C durante 5 minutos
en tampon de carga 4X (Tris-HCI 250 mM (pH 6,8), SDS 8%, glicerol 40%,
2-mercaptoetanol 20% y azul de bromofenol 0,008%) y se centrifuga a

12000xg durante 1min.

2.4.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS
(SDS-PAGE)

Se depositaron las muestras y el marcador de peso molecular en
geles de poliacrilamida—SDS. La migracion se llevo a cabo a 150 voltios en
tampon TGS (Tris 25 mM; Glicina 192 mM y SDS 0,1% pH 8,3).

2.4.2 Transferencia

Una vez concluida la electroforesis, las proteinas se transfirieron a
una membrana de PVDF mediante la aplicacion de una diferencia de
potencial de 110 voltios durante 90 minutos a 4 °C o 65 mA toda la noche a
temperatura ambiente, en tampoén TG (Tris 25 mM pH 8,3; glicina 192 mM,;

metanol 20%).

2.4.3 Inmunodeteccidn con anticuerpos especificos

Al finalizar la transferencia la membrana se incub6 en una solucion

de bloqueo con leche desnatada o albumina sérica bovina (BSA) en
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tampon TTBS (Tris 0,1mM; CINa 1,5 mM y 0,05% Tween-20 o TBS sin
Tween-20), con el fin de bloquear los sitios de unién inespecifica de la
membrana. Posteriormente, se incub6é la membrana con el anticuerpo
especifico de la proteina que queriamos detectar (condiciones de dilucién
e incubacion en la Tabla 3 para cada anticuerpo utilizado). Tras esta
incubacion se lavé la membrana 3 veces durante 10 minutos cada uno con
TTBS o TBS. A continuacion, se incubd la membrana con un anticuerpo
secundario marcado con peroxidasa (HRP) detallado en la Tabla 3. Se lavo
la membrana 3 veces durante 20 minutos con TTBS o TBS. Al finalizar los
lavados se incubd la membrana con un reactivo quimioluminiscente como
sustrato de la peroxidasa. Para visualizar los resultados se impresionaron
placas radiograficas de alta sensibilidad. El analisis densitométrico de las

bandas obtenidas, se realiz6 con el programa Image J.

Tabla 3
Anticuerpo (Ac) Bloqueo* Ac. Primario Ac. Secundario**
P-EGFR (Y1068) 5% BSA en 1/500 con 5%BSA en Rabbit 1/10.000 con
(cell signalling) TTBS TTBS (ON a 4°C) 5%BSA en TTBS
EGFR (BD 5% Leche en 1/500 con 5%Leche en Mouse 1/10.000 con
transduction) TTBS TTBS (ON a 4°C) 5%Leche en TTBS

P-ErbB2 (Y1248)

5% Leche en 1/200 con 5%Leche en Mouse 1/3.000 con
Ab18 clone PN2A

TTBS TTBS (2h a TA) 5%Leche en TTBS

(NeoMarkers)
P-ErbB2 (Y877) 5% Leche en 1/500 con 5% Leche en Rabbit 1/10.000 con
(SAB) TTBS TTBS (1ha TA) 5%Leche en TTBS
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Anticuerpo (Ac)

ErbB2 Ab15 clone 3B5
(NeoMarkers)

P-44/42 (T202/Y204)
E10 (cell signalling)

Erk2 (Santa Cruz)

C-RAF

(BD transducction)

Hsp90
(BD transduction)

PARP (Poly ADP-
ribose Polymerase)
(BD Pharmigen)

AKT 1/2/3 (H136)
(Santa Cruz)

AKT 1 (2H10)

(cell signaling)

AKT 2 (5B5)

(cell signaling)

P-AKT (S473)

(cell signaling)

P-AKT1/2/3 (T308)-R
(Santa Cruz)
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Bloqueo*

5% Leche en

TTBS

5% Leche en

TTBS

5% Leche en
TTBS

5% Leche en
TTBS

5% leche en
TTBS

5% leche en
TTBS

5% leche en
TTBS

5% leche en
TTBS

5% leche en
TTBS

5% leche en
TTBS

5% leche en

TBS. ON a 4°C

Ac. Primario

1/200 con 5%Leche en
TTBS (1ha TA)

1/500 con 5%Leche en
TTBS (1ha TA)

1/10.000 con 5%Leche
en TTBS (1h a TA)

1/1.000 en 2%Leche en
TTBS (ON a 4°C)

1/500 con 5% leche en
TTBS (1ha TA)

1/1000 con 5% leche en
TTBS (1Tha TA)

1/1000 con 2% leche en
TTBS (1Tha TA)

1/1000 con 5% BSA en
TTBS (ON a 4°C)

1/1000 con 5% leche en
TTBS (ON a 4°C)

1/500 con 5% leche en
TTBS (1ha TA)

1/500 con 5% leche en
TBS (ON a 4°C)

Materiales y Métodos

Ac. Secundario**

Mouse 1/10.000 con
5%Leche en TTBS

Mouse 1/3.000 con
5% Leche en TTBS

Rabbit 1/20.000 con
5%Leche en TTBS

Mouse 1/10.000 con
5%Leche en TTBS

Mouse 1/10.000 con
5% leche en TTBS

Mouse 1/10.000 con
5% leche en TTBS

Rabbit 1/20.000 con
5% leche en TTBS

Mouse 1/10.000 con
5% leche en TTBS

Rabbit 1/10.000 con
5% leche en TTBS

Rabbit 1/10.000 con
5% leche en TTBS

Rabbit 1/10.000 con
5% leche en TBS

67



Materiales y Métodos

Anticuerpo (Ac) Bloqueo* Ac. Primario Ac. Secundario**
NSE Ab-1 (E27) 5% leche en 1/200 con 5% leche en Mouse 1/10.000 con
(Neo Markers) TTBS TTBS (1tha TA) 5% leche en TTBS
R-tubulina (clon 5% leche en 1/2000 con 5% leche en Mouse 1/20.000 con
TUB2.1) (Sigma) TTBS TTBS (1tha TA) 5% leche en TTBS

Tabla 3: Anticuerpos utilizados. Se detalla en esta tabla las condiciones de incubacién para
cada anticuerpo. * El bloqueo se realiza 1 hora a temperatura ambiente (TA) o toda la noche (ON) a
4°C en aquellos que no se aclara especificamente la condicién. ** Los anticuerpos secundarios
utilizados son:

. anti-mouse IgG Peroxidase Conjugate (Sigma-Aldrich)

. anti-Rabbit IgG (Goat) Peroxidase Conjugate (Calbiochem)

En todos los casos el anticuerpo secundario se incub6 1h a TA.

2.5 Transfeccion de ARN de interferencia

Se sembraron células LNCaP a una densidad de 150.000 células
en placas p35 y después de 48 horas de crecimiento, se transfectaron con
ARN pequenos de interferencia especificos para el gen cuya expresion se
desea atenuar. Como control, se transfectaron células con ARN que no
inhibe la expresién de ningun gen humano y al que denominamos
Scrambled (SC). Como agente de transfeccion se utilizé oligofectamina. Se
diluyeron 100 pmoles de los distintos ARN en 185 ul de medio Opti-MEM
libre de suero y de antibidticos, por otro lado, se diluyeron 4 pl de
Oligofectamina en 15 ul de medio Opti-MEN. Posteriormente, se mezclaron
ambas soluciones y se incubaron 20 minutos a temperatura ambiente.
Después, el medio RPMI-1460, en el que habian sido sembradas las

células, se reemplazé por 800 pl de medio Opti-MEM mas los 200 pl de la
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mezcla de transfeccién, incubandose a 37°C toda la noche. Al dia
siguiente, se suplementd el medio de la transfeccion con 500 pl de medio
RPMI-1460 con SFB 3X sin antibidticos. Transcurridas 72 horas de
incubacion al cual se consigue la maxima inhibicién de la expresion del gen

de interés, las células se procesaron para los distintos experimentos.

2.6 Ensayo de la actividad transcripcional de NFkB

Se transfectd el plasmido pGL3 que contiene x3NFkB-Tk-Luc
asociado al gen reportero de luciferasa. Posee un tandem de tres
repeticiones del motivo de union a NFkB del gen H-2k, incluido en el
promotor de la timidina quinasa cedido amablemente por el Dr. Antonio
Chiloeches. Este plasmido se transfecté junto con, el vector que contiene
el gen de luciferasa del género Renilla controlada por el promotor de
timidina quinasa (pRL-TK-Renilla). Como agente de transfeccion se utilizo
lipofectamina y el reactivo PLUS.

Para ello, se sembraron células LNCaP a una densidad de 200.000
células por pocillo en placas p35. Después de 48 horas de crecimiento, se
diluyé 0,2 ug del plasmido pGL3-3xNFkB-Tk-Luc y 0,02ug del vector pRL-
TK-Renifla en 100 ul de medio Opti-MEM que contenia 4 pl de reactivo
PLUS por cada punto y se incub6é 15 minutos a temperatura ambiente. La
proporcion que se transfecta de NFkB y Renilla es 10:1. Por otro lado, la
lipofectamina manteniendo una proporcién 20:1 con respecto a la cantidad
de plasmido, se diluy6é en 100 yl de medio Opti-MEM. Transcurridos los 15
minutos de incubacién, se mezclaron ambas soluciones y se incubd otros
15 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se reemplazé el medio en
el que habian sido sembradas las células por 800 pl de Opti-MEM vy se

agreg6 200 ul de la mezcla de transfeccion durante 3 horas a 37 °C.
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Transcurrido este tiempo, se elimind el medio de transfeccion y se afiadio
medio RPMI-1460 con 7% de SFB y sin antibiético.

A las 24 horas de transfeccion se remplazé el medio por RPMI sin
SFB. Transcurridas 24 horas se realizaron los tratamientos segun se
detalla en cada experimento.

A las 24 horas de tratamiento, se lisaron las células y se cuantificd
la actividad luciferasa en un luminémetro FB12, utilizando el kit comercial
Dual-Luciferase Reporter Assay System siguiendo las indicaciones del
fabricante. Finalmente, se representd la relacion entre la actividad
luciferasa y la actividad luciferasa Renilla, corregido con la cantidad de

proteinas.

2.7 Extraccién de ARN vy retrotranscripcion

Para el aislamiento del ARN total, se utiliz6 el reactivo comercial
Trizol Reagent siguiendo indicaciones del fabricante y se cuantificd
utilizando el NanoDrop. La integridad del ARN se analiz6 por observacion
en UV. de las bandas caracteristicas en electroforesis en geles de Agarosa
tenidos con bromuro de etidio.

Una vez aislado, cuantificado el ARN y analizado la integridad del
ARN, se procedié a la retrotranscripcién del mismo utilizando una mezcla
de reaccién compuesta por una solucion tampén (Tris-HCI 7,5 mM pH 9;
KCI 5 mM; (NH4)SOs 2 mM; MgCl, 3 mM), y los reactivos comerciales:
RNasin, como inhibidor de RNasas (20 unidades), cebadores hexameros
con secuencias aleatorias denominadas random primers (5 pmoles), la
retrotranscriptasa MMLV (200 unidades), dNTPs (0,2 mM), asi como 2 ug
de ARN. Para las PCR cualitativas se agreg6é DTT (5 mM).
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Para evitar la formacion de estructuras secundarias en el acido
nucleico aislado, la mezcla de ARN vy los Random primers fueron
previamente desnaturalizados calentando a 72 °C durante 10 minutos.

La reaccion de retrotranscripcion se llevo a cabo a 37 °C durante 60
minutos, seguidos de 5 minutos a 95 °C para inactivar la retrotranscriptasa.
Posteriormente, 5 ul de cada retrotranscripto fue utilizado como matriz para

las reacciones de amplificacion.

2.7.1 PCR cualitativa

Los retrotranscriptos obtenidos en el apartado anterior son utilizados para
la amplificacion por PCR cualitativa. Para ello, utilizamos una mezcla de
reaccion compuesta por una solucién tampon (Tris-HCI 7,5 mM pH 9; KCI 5
mM; (NH4)SO4 2 mM; MgClz 1 mM), y DNA polimerasa (1 unidad) y dNTPs
(0.4 mM). Los cebadores especificos fueron utilizados a una concentracion
final de 0.4 mM (Tabla 4).

ErbB2 p110a

Cebador derecho GGG CTG GCC CGATGTATTTGAT ATC TTT TCT CAATGA TGC TTG GCT

Cebador izquierdo ATA GAG GTT GTC GAA GGC TGG GC CTA GGG TGT TTC GAA TGT ATG

Tabla 4: cebador derecho e izquierdo

La amplificacion se realizé con un ciclo inicial de desnaturalizacién
a 94 °C durante 7 minutos, seguido de 35 ciclos de amplificacion, cada uno
de los cuales consté de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 55 °C
(ErbB2), 56 °C (p1100a) o 59 °C (actina) y 30 segundos a 72 °C. Finalmente
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un ciclo de 7 minutos a 72 °C. El termociclador utilizado fue Applied
Biosystems 2720 thermal cycler.

La amplificacion de los genes especificos, se analizé por migracion
del DNA en geles de poliacrilamida/TAE tefidos con bromuro de etidio, las

bandas obtenidas se detectaron mediante luz UV.

2.7.2 PCR a tiempo real

Los retrotranscriptos obtenidos segun se describe en el apartado
correspondiente son utilizados para la amplificacion por PCR a tiempo real.
Para ello, utilizamos la mezcla de reaccion optimizada Fast Start Tagman
Probe Master, la cual es una solucidon tampdn que contiene una Tag-
polimerasa quimicamente modificada que se activa por calor, dNTPs y
MgCl.. Ademas, utilizamos dos sondas de hidrélisis comerciales a una
concentracion final de 0,2 pM (Universal Probe Library Set Human, Roche),
una para el gen de interés y otra para el gen de referencia. Estas sondas
presentan el fluoréforo de marcaje FAM y el quencher TAMRA. Los
cebadores especificos fueron obtenidos comercialmente de Invitrogen vy

fueron utilizados a una concentracion final de 1 uM (Tabla 5).

ErbB2 variante 1 CrgB 18 S (gen de referencia)
Sonda de CTT CCT GC CCT CCT GG GAA GGC AG
hidrélisis
Cebador CCC TGC ACC TCC TGG ATA CAC TGG CAT GGA ATT GAC AG TCG GGA GTG GGT AAT TTG C

derecho
Cebador

GGG AAA CCT GGA ACT CAC CT CAG CCA ACG CTG CTT CTC GGA GAG GGA GCC TGA GAA AC
izquierdo

Tabla 5: Sonda, Cebador Derecho, Cebador Izquierdo.
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La amplificacion se realizd con un ciclo inicial de desnaturalizaciéon
a 95 °C durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de amplificaciéon, cada
uno de los cuales constd de 15 segundos a 95 °C y 60 segundos a 60 °C.
El termociclador utilizado fue Applied Biosystem 7500 Fast Real Time PCR
System (Unidad de Biologia molecular- UAH).

Se llevo a cabo una cuantificacion relativa de la expresion génica

del gen especifico utilizando el método de la “curva estandar”.

2.8 Analisis del ciclo celular y del potencial de membrana mitocondrial con
sonda TMRM por citometria de flujo

Después de los respectivos tratamientos se recogio el
sobrenadante de las placas de cultivo y las células adheridas se disociaron
con tripsina 0,05% - EDTA 0,02% durante 5 minutos a 37 °C. Se anulé el
efecto de la tripsina afadiendo medio completo (medio con SFB). A
continuacion, se centrifugaron a 800xg durante 5 minutos, se elimind el
sobrenadante y el precipitado celular se resuspendié en medio completo.
Posteriormente, se separan las células en dos tubos de citdmetro.

a) Para el ciclo celular se anadio NP40 0,5%, RNasa-A 64 pg/ml.

Se incubd 30 minutos a 4°C. Posteriormente antes de pasar las
muestras por el contador, se le anadid yoduro de propidio
50ug/ml.

b) En otro tubo se afnadio la sonda TMRM a una concentracion de

200 nM y se incubé 30 minutos a 37 °C con CO: 5%.
Posteriormente, traspasamos los tubos a un termobloque a
37°C para evitar las variaciones de temperatura durante el

analisis en el citometro.
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Por ultimo, las muestras se analizaron utilizando un citébmetro de
flujo modelo FACScalibur de Beckton Dickinson. Los datos obtenidos se
analizaron mediante los programas informaticos WinMDI y Cylchred.

La TMRM es una sonda con carga positiva y lipofilica que atraviesa
la membrana celular y se une a la membrana mitocondrial interna con
carga negativa (poblacion TMRM positiva). En la apoptosis, se produce
una caida del potencial eléctrico mitocondrial por pérdida del gradiente
electroquimico, con la consecuente pérdida de carga negativa de la
membrana interna. La sonda TMRM entonces, no se une y difunde de la
célula (poblacion TMRM negativa). Se representa la poblacion TMRM
negativa como el porcentaje del total de la poblacién celular.

En el analisis del ciclo celular representamos la poblacién de menor
cantidad de ADN que la poblacién G1, se la denomina poblacién
subGO0/G1. Esta poblacion representa las células con fragmentacion de
ADN por ello tienen menos cantidad. Proceso que sucede en la apoptosis.
Se represento el porcentaje de la poblacion subG0/G1 con respecto a la

poblacion total.

2.9 Técnica de TUNEL para la deteccién de la fragmentacién del ADN por
citometria de flujo:

Durante el proceso de la apoptosis se produce fragmentacion del
ADN por endonucleasas que generan en el extremo 3’ de estos fragmentos
grupos hidroxilos (-OH) libres. En la técnica de TUNEL (7erminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick-End Labeling), una
desoxi-nucleotidil transferasa terminal (TdT) se una a los fragmentos de
ADN que exponen los grupos -OH vy cataliza la adicién de

desoxinucleotidos conjugados con fluoresceina.
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Una vez realizados los correspondientes tratamientos, se procedid
a realizar la técnica, con el kit comercial Fluorescein-FragEL™ siguiendo
las indicaciones del fabricante. Las muestras se analizaron utilizando un
citbmetro de flujo modelo FACScalibur de Beckton Dickinson (Unidad de
cultivos, UAH y los datos obtenidos se analizaron mediante el programa
WinMDI. La poblacion con ADN fragmentado se representa como el
porcentaje TUNEL positiva (poblacion con mayor fluorescencia) referido a

la poblacién total.

2.10 Anadlisis de la fragmentacién de PARP por western blot

La separacion y deteccidn especifica de PARP se realiz6 segun se
describe en el apartado de wesfern blot. La proteina PARP de 116 KDa, en
el proceso de la apoptosis se fragmenta mediante la accion de las
caspasas 3 y 7, generando dos fragmentos de 89 y 24 KDa (130, Por lo
tanto, la deteccion del fragmento de 89 KDa consideramos sera indicativo

de muerte celular.

2.11 Determinacién de los niveles del receptor ErbB2 en la superficie
celular por citometria de flujo

Para detectar ErbB2 utilizamos un anticuerpo humanizado
Trastuzumab que se une a la porcion externa del receptor y un anticuerpo
secundario marcado con un fluorésforo que permitira su visualizacion. No
se fijan las células ni se permeabilizan, por ello el anticuerpo solo se unira
a ErbB2 unido a la membrana celular y no a ErbB2 ubicado en otros

compartimentos de la célula.
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Una vez realizados los correspondientes tratamientos, se lavaron las
células con PBS 1X y se disociaron con tripsina 0,05%- EDTA 0,02% en
PBS 1X durante 5 minutos a 37 °C, neutralizando posteriormente la tripsina
con medio completo. Las células se contaron en camara de Neubauer. A
continuacion, se centrifugaron a 800xg durante 5 minutos a 4 °C.
Eliminandose el sobrenadante y resuspendiendo el precipitado celular con
una solucion de albumina al 1% en PBS 1X (PBS/BSA1%). Se volvié a
centrifugar a 800xg durante 5 minutos a 4 °C, se aspird el sobrenadante,
se afadié por cada 200.000 células 0,5 ug del anticuerpo Trastuzumab
durante 30 minutos a 4 °C en rotacion. Finalizada la incubacion, se
centrifugdé a 800xg durante 5 minutos a 4 °C, se elimin6 el sobrenadante y
se lavo con PBS/BSA1%. Repitiéndose este lavado dos veces, eliminando
el sobrenadante al final. Posteriormente se incubd con el anticuerpo
secundario anti-humano Alexa Fluor®488 (1:400 en PBS/BSA1%) durante
30 minutos a 4 °C en rotacién. Se realizaron dos lavados con PBS/BSA1%
y se resuspendieron en PBS. Por ultimo, las muestras se analizaron
utilizando un citémetro de flujo modelo FACScalibur de Beckton Dickinson
(Unidad de cultivos, UAH). Los datos obtenidos se analizaron mediante el
programa WiIinMDI. Se representa la cantidad de ErbB2 unido en la
membrana celular en un histograma (numero de células (eje Y) versus
fluorescencia FL1 (eje X)). Donde el aumento de fluorescencia refleja una
mayor cantidad de ErbB2 en la membrana celular y se observa como un

desplazamiento de la grafica hacia la derecha en el eje X.

2.12 Inmunofluorescencia

La localizacion subcelular de ErbB2 y cromogranina A (CrgA), se
determind utilizando Trastuzumab y anti-CrgA (NeoMarkers) asi como los

anticuerpos secundarios conjugados fluorescentes. Con este fin, tras los
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diferentes tratamientos, las células se fijaron con para-formaldehido al 4%
en PBS 1X durante 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente,
se lavo tres veces con PBS 1X y se permeabilizé con Triton X-100 al 0,1%
en PBS 1X durante 10 minutos a temperatura ambiente. Tras lavar
nuevamente con PBS 1X, se bloqued con BSA al 1% en PBS 1X durante
30 minutos a 37 °C. Se incubd con el anticuerpo primario (1:100) diluido en
solucion de bloqueo durante 1 hora a 37 °C. Transcurrido este tiempo se
lavé tres veces con PBS 1X. La deteccion del anticuerpo unido se realizd
incubando durante 1 hora a 37 °C con un anticuerpo secundario (anti-ratén
Alexa®633 para CrgA y anti-humano Alexa® 488 para Trastuzumab) en una
dilucién 1:2000 en solucion de bloqueo. Para la tincién de los nucleos, se
procedi6é a tratar con RNasaA a una concentracion de 100 pg/ml durante
25 minutos a temperatura ambiente, con el fin de evitar tincién del ARN y
posteriormente, se incubd con yoduro de propidio a una concentracion de
2,5 pg/ml durante 10 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, las
muestras se montaron en portaobjetos y se analizaron mediante un

microscopio confocal Leica TCS-SL (Unidad de cultivos- UAH).

2.13 Analisis de los datos.

Para el procesamiento de los datos se utilizaron dos programas
informaticos: GradhPad Prism4 y Microsoft Office Excel/2003.

Para el analisis estadistico, se utilizo el test de la t-Student, excepto
en el caso del analisis de los resultados de la PCR en tiempo real, en cuyo
caso se utilizé la prueba de Wilcoxon para muestras apareadas. Las
diferencias se consideraron significativas cuando el p-valor fue inferior a
0,05.
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1. IMPLICACION DE LA VIA PI3K/AKT EN LA SUPERVIVENCIA
CELULAR Y EN LA DIFERENCIACION NEUROENDOCRINA DE
CELULAS LNCAP

La via PI3K/Akt es necesaria para la supervivencia de la linea celular de
cancer de prostata LNCaP. Nuestro grupo de investigacion ha publicado
recientemente que la via PI3K/Akt modula el efecto del EGF sobre la
proliferacion y diferenciacion en dicha linea celular ¢7). Para profundizar en
este estudio, analizamos el efecto que tiene la inhibicion esta via, ya sea
en ausencia o en presencia de EGF, sobre la supervivencia y la
diferenciacion NE en células LNCaP. Para ello, tratamos las células con
LY294002 (LY29) con o sin EGF y analizamos la muerte celular mediante
tres técnicas (ver Materiales y Métodos): la técnica de TUNEL, utilizando la
sonda TMRM vy la fragmentacion de PARP (poly ADP-ribose polymerase).
Como se observa en la Figura 17, el tratamiento de las células con LY29
provocé un aumento significativo tanto de células TUNEL positivas, como
de TMRM negativas e indujo la fragmentacion de PARP, todos ellos
indicadores de muerte celular. Sin embargo, la presencia del EGF atenud
significativamente la muerte celular observada, indicando que el EGF
induce supervivencia celular activando otras vias de senalizacion que

reemplazan a la via de PI3K/Akt.
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Figura 17: Efecto sobre la supervivencia celular del tratamiento con EGF, al inhibir
PI3K/Akt. Se cultivaron células LNCaP (300.000 células por placa) en RPMI con 7% de SFB. A las

48hs se reemplazo el medio completo por medio sin suero (0%) durante 24hs. Se trataron con o sin
EGF (10-8M) en presencia o ausencia de LY29 (20uM). A las 24hs, se analiz6 la supervivencia celular:
A) por la técnica de TUNEL; B) utilizando la sonda TMRM. Se muestra la media + ESM de cuatro
experimentos independientes (** p<0,01). C) analizando la fragmentacién de PARP por western blot y
como control de carga B-tubulina. Se muestra un experimento representativo de cuatro experimentos

independientes.

Igualmente nuestro grupo de investigacion demostré que el EGF impedia
la diferenciacion neuroendocrina, provocada por la privaciéon androgénica
@7, Sin embargo, este efecto desaparece al afadir LY29. Como
observamos en la Figura 18A, el tratamiento con EGF mas LY29 provoco
un aumento de los niveles de enolasa especifica neuronal (NSE) de

aproximadamente el 100%, asi como un aumento significativo (test de

82



Resultados

Wilcoxon ** p<0,01) del ARN mensajero de cromogranina B (CrgB) (Figura
18B).

A B s
EGF - +
LY29 - -+

— —— N &E

— P-Akt (Ser473)

B-tubulina

Cantidad relativa del mARN de CrgB

) I

EGF BaF+LY29

Inespecifico EGF+ LY29

Figura 18: Efecto sobre la diferenciacion NE del tratamiento con EGF, al inhibir

PI3K/Akt. Se cultivaron células LNCaP (300.000 células por placa) en RPMI con 7% de SFB. A las
48hs se reemplazo el medio completo por medio sin suero (0%) durante 24hs. Se trataron con o sin
EGF (108M) en presencia o ausencia de LY29 (20uM). Transcurridas 24hs, A) los extractos celulares
se analizaron por wesfern blof con anticuerpos contra: NSE, P-Akt (Ser473) y B-tubulina. (* p<0,1
versus EGF). B) Se aislo el ARN para su posterior analisis por PCR en tiempo real. El grafico se
corresponde al cociente de CrgB con respecto a su control 18S (Ct £ DS) obtenido de 3 experimentos
independientes. C) Se fijaron las células, se permeabilizaron y se incubaron con el anticuerpo contra
CrgA y un secundario marcado. Los nucleos fueron tefidos con DAPI. En A y C se muestra un

experimento representativo de tres independientes.
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A su vez, observamos en la Figura 18C, un aumento de la fluorescencia en
células marcadas con cromogranina A (CrgA). Todos ellos marcadores de
diferenciacion neuroendocrina (NE). Como control de la eficacia del LY29
inhibiendo PI3K, analizamos la fosforilacion de Akt en la Ser473.

En conjunto estos datos preliminares indican, que en la linea de cancer de
préstata sensible a andrégenos LNCaP, el EGF impide la muerte celular
provocada por la inhibicion de la via PI3K/Akt, induciendo diferenciacion
NE.

A partir de estos resultados, nos planteamos estudiar los mecanismos
moleculares puestos en juego por el EGF al inhibir PI3K/Akt y que son
responsables de la supervivencia y de la adquisicion del fenotipo NE en las
células LNCaP.

2. CAMBIOS EN LOS RECEPTORES EGFR Y ERBB2 EN EL
TRATAMIENTO COMBINADO DE EGF Y LY29, EN LINEAS DE
CANCER DE PROSTATA

2.1 Niveles y actividad de EGFR y ErbB2

El EGF induce la activacion de EGFR que forma dimeros con ErbB2, el
cual tiene un claro papel oncogénico, mediando los efectos del EGF. Por
ello, decidimos estudiar los posibles cambios en dichos receptores; en
concreto, los niveles proteicos de EGFR y ErbB2, su grado de fosforilacion
y la activacién de vias de senalizacién. Como se observa en la Figura 19A,
el tratamiento con EGF disminuyd un 90% los niveles de EGFR, sin afectar
drasticamente los niveles de ErbB2. El descenso de EGFR es esperable y

puede ser debido a la degradacion inducida por el ligando, mecanismo al
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que es resistente ErbB2 “4. Sin embargo, el tratamiento con EGF mas
LY29, aumentd significativamente (* p<0,1) los niveles de EGFR con
respecto al tratamiento con EGF, pero sobre todo, incrementé
drasticamente los niveles de ErbB2; en concreto, fueron tres veces
superiores (*** p<0,001) a los niveles controles y a los detectados en
presencia de EGF. El tratamiento con LY29 no modificé significativamente
(ns p>0,5) los niveles de EGFR ni de ErbB2. Seguidamente analizamos, si
el aumento de ErbB2 inducido por el EGF mas LY29 iba acompanado de
una mayor activacion del receptor. Analizamos la fosforilacion de EGFR,
ErbB2 y la actividad de MAPK/Erk una de las vias de sefalizacion
activadas por EGF. Como se observa en la Figura 19B, el tratamiento con
EGF mas LY29 aumento la fosforilacion de los residuos Tyr1068 de EGFR
y Tyr1248 de ErbB2 (residuos de autofosforilacion) y la fosforilacion del
residuo Tyr877 de ErbB2 (fosforilado por Src). Se observd también, un
aumento en la fosforilacion de los residuos de Erk1/2 (P-44/42) indicadores
de activacion.

A su vez, quisimos verificar si el aumento de ErbB2 requiere de la
activacion de EGFR. Para ello utilizamos un inhibidor de la actividad
tirosina quinasa de EGFR el ZD1839 (lressa®). En la Figura 19C
observamos que, el ZD1839 disminuye los niveles de ErbB2 observados
en el tratamiento de EGF mas LY29, lo que indica que el incremento de
ErbB2 detectado tras el tratamiento con EGF mas LY29, requiere de la

actividad tirosina quinasa de EGFR.
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Figura 19: Efecto sobre EGFR y ErbB2 del tratamiento con EGF y LY29. se
cultivaron células LNCaP (300.000 células por placa) en RPMI con 7% de SFB. A las 48hs se

reemplazo el medio completo por medio sin suero durante 24hs. Se trataron con o sin EGF (10-8M) en
presencia o ausencia de LY29 (20 uM) (A y B) o con EGF+LY29 tanto en ausencia como en presencia
del ZD1839 (5 puM) (C). A las 24hs, se aislaron los extractos celulares y se analizaron, por western blot,
los niveles de EGFR y ErbB2, la fosforilacién de EGFR en el residuo Tyr1068, la fosforilacion de ErbB2
en los residuos Tyr1248 y Tyr8771, la fosforilacién de P-44/42 en los residuos Thr202/Tyr204, P-Akt en

el residuo Ser473 y B-tubulina. Se muestran un experimento representativo de cuatro independientes.

Para analizar si el aumento de ErbB2 y la activacion de MAPK/Erk eran
dependientes de la dosis de LY29 y del tiempo de incubacién, realizamos
en primer lugar, una curva dosis/efecto con concentraciones crecientes de
LY29 presencia de EGF. Observamos en la Figura 20, que el aumento de

los niveles de ErbB2 es dependiente de la dosis de LY29 aumentando
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hasta 4,6 veces con 20 yM de LY29. Este aumento se corresponde a la
disminucion de la fosforilacion de Akt en el residuo Ser473. Conforme
disminuye la fosforilacion de Akt aumentan los niveles de ErbB2. El
aumento en la fosforilacion de Erk1/2 se observa a la dosis de 10 uM
siendo mayor a la dosis de 20 uM, coincidiendo con el maximo aumento de

ErbB2.

EGF
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Figura 20: Efecto sobre los niveles de ErbB2 y la fosforilacion de Erk1/2 a distintas

dosis de LY29 en presencia de EGF: Se cultivaron células LNCaP (300.000 células por placa)
en RPMI con 7% de SFB. A las 48hs se reemplaz6 el medio completo por medio sin suero durante
24hs. Se trataron con EGF (10-8M) en presencia de LY29 a distintas dosis (0,5- 1- 2,5- 10- 20 pM). A
las 24hs, se aislaron los extractos celulares se analizaron, por western blot, los niveles de ErbB2, la
fosforilacion de P-44/42 en los residuos Thr202/Tyr204, P-Akt en el residuo Ser473 y B-tubulina. Se

muestra un experimento representativo de tres independientes.

Para analizar el efecto del tiempo de tratamiento sobre los niveles de
ErbB2 se realizé una cinética de tiempos, con la dosis de 20 uM de LY29.
Se observa en la Figura 21, que el tratamiento combinado de EGF y LY29
aumenta los niveles de ErbB2 a las 18 horas, alcanzando un pico maximo

entre las 24 y 48 horas que se mantiene constante hasta las 96 horas.
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Figura 21: Cinética de los niveles de ErbB2 inducido por el EGF, al tratar con
LY29: Se cultivaron células LNCaP (300.000 células por placa) en RPMI con 7% de SFB. A las 48hs

se reemplazé el medio completo por medio sin suero durante 24hs. Se trataron con o sin EGF (10-8M)
en presencia o ausencia de LY29 (20 pM) durante los tiempos citados. El tratamiento con EGF+ LY29
se recordd cada 24hs. Los extractos celulares se aislaron en cada tiempo y se analizaron por westfern
blot los niveles de ErbB2, P-Akt (Ser473) y B-tubulina. Se muestra un experimento representativo de

tres independientes.

La estimulacién de Erk fue también dependiente del tiempo de incubacion.
Como podemos observar en la Figura 22, el tratamiento combinado de
EGF y LY29 aumenté la fosforilacién de Erk1/2 aproximadamente a las 12
horas y se mantuvo en forma sostenida hasta las 24 horas.

Estos resultados indican que el aumento de los niveles de ErbB2
observados tras el tratamiento de EGF mas LY29 es dependiente de la
dosis del LY29 y del tiempo de incubaciéon. Ademas y en concordancia con

el aumento de ErbB2, aumenta la actividada de la via MAPK/Erk.
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Figura 22: Cinética de la fosforilacién de Erk1/2 inducido por el EGF, al tratar con
LY29: Se cultivaron células LNCaP (300.000 células por placa) en RPMI con 7% de SFB. A las 48hs

se reemplazé el medio completo por medio sin suero durante 24hs. Se trataron con o sin EGF (10-8M)
en presencia o ausencia de LY29 (20 pM) durante los tiempos citados. Se aislaron los extractos
celulares se analizaron por western blot |a fosforilacion de P-44/42 (Thr202/Tyr204), P-Akt (Ser473) y

B-tubulina. Se muestra un experimento representativo de tres independientes.

Seguidamente, verificamos si este efecto del EGF en presencia de LY29
sobre los niveles ErbB2, era especifico de las células LNCaP o si ocurria
también en otras lineas celulares de cancer de préstata como las lineas
independientes de andrégenos PC3 (sin PTEN) y DU145 (con PTEN). Para
ello, tratamos las células con EGF en ausencia y en presencia de LY29 a
distintos tiempos y se analiz6 por western blot los niveles de ErbB2.
Observamos que tanto en la linea PC3 como en la linea DU145 (Figura
23), los niveles de ErbB2 fueron similares tanto en las células tratadas con
EGF o EGF mas LY29. Por lo que es evidente que el tratamiento
combinado de EGF mas LY29 no aumentd los niveles de ErbB2 en estas

lineas celulares siendo este proceso especifico de las células LNCaP.
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Figura 23: Efecto de los niveles de ErbB2 en las lineas celulares PC3 y DU145
inducido por el EGF, al tratar con LY29: Se cultivaron las células PC3 y DU145 (300.000

células por placa) en RPMI con 10% de SFB. A las 48hs se reemplazoé el medio completo por medio sin
suero durante 24hs. Se trataron con EGF (10-8M) en ausencia o presencia de LY29 (20 uM) durante
los tiempos citados. Se aislaron los extractos celulares se analizaron por western blot los niveles de

ErbB2, P-Akt (Ser473) y B-tubulina. Se muestra un experimento representativo de tres independientes.

2.2 Localizacién y dimerizacion de ErbB2 en las células LNCaP

ErbB2 se localiza en la membrana celular en donde forma homo o hetero-
dimeros e induce activacién de vias de sefializacion. Por lo tanto, para

ampliar el estudio de la funcionalidad de ErbB2, en nuestras condiciones
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experimentales, analizamos si el aumento de ErbB2 se corresponde con
una mayor presencia de este receptor en la membrana celular. Para ello,
se marco el receptor ErbB2 presente en la membrana celular con el
anticuerpo Trastuzumab que reconoce la porcion extracelular de ErbB2 y
se analizo por citometria de flujo. Como se observa en la Figura 24A, en el
tratamiento combinado de EGF mas LY29 (curva roja), la mediana de
fluorescencia detectada aumenté significativamente en comparacion a la
detectada en presencia de EGF (curva verde) o en condiciones basales
(células sin SFB, curva azul), lo que indicaria un aumento de ErbB2 en la
membrana celular.

Con el fin de confirmar estos datos se analiz6 la localizacién subcelular de
ErbB2 mediante inmunofluorescencia (Figura 24B), marcando ErbB2 como
explicamos anteriormente, pero en este caso permeabilizamos las células
para que el Trastuzumab penetre en todos los compartimentos celulares.
Observamos en la primera columna de la Figura 24B, que en el tratamiento
con EGF, la fluorescencia se distribuy6é uniformemente por toda la célula,
mientras que la presencia del LY29, hace que ésta se localice
preferentemente en la membrana celular (tercera columna de la Figura
24B).

EGF+LY28

Events

FL1-H
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Figura 24: Efecto sobre la localizacién subcelular de ErbB2 inducida por el EGF, al
tratar con LY29. Se cultivaron células LNCaP (300.000 células por placa) en RPMI con 7% de SFB.

A las 48hs se reemplaz6 el medio completo por medio sin suero (0%) durante 24hs. Se dividieron en
tres lotes: células sin tratar (curva azul), EGF (10-8M) (curva verde), EGF+LY29 (20 uM) (curva roja)
durante 24hs. A) se levantaron las células, se incubaron con el Trastuzumab y un anticuerpo
secundario anti-humano. B) Se fijaron las células, se permeabilizaron y se incubaron con el mismo
anticuerpo que anteriormente. Para visualizar el nucleo, se tifié con loduro de Propidio (IP). Se muestra

un experimento representativo de tres independientes.

Una vez demostrado que, el EGF mas LY29, aumentaba los niveles y la
fosforilacion de ErbB2, favoreciendo ademas, su localizacion en la
membrana celular decidimos comprobar, si como era esperable, la
formacion de heterodimeros ErbB2-EGFR estaba aumentada. Para
analizar la interaccion entre ErbB2 y EGFR se inmunoprecipité ErbB2 y se

analizé la presencia de EGFR en el inmunoprecipitado. Como se muestra
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en la Figura 25, la inmunoprecipitacion de ErbB2, en células tratadas con
EGF mas LY29, arrastr6 una mayor cantidad de EGFR que la observada
en células controles o tratadas con EGF, lo que indic6 que, en estas

condiciones, habia una mayor formacion de heterodimeros EGFR-ErbB2.

IP: ErbB2
WB: EGFR
: + + EGF
19G - - + LY29
- .‘ EGFR
EGFR/EbB2 1 09 2.3

E— m—— e ErbB2

Figura 25: Efecto del EGF al tratar con LY29, sobre la formacién de heterodimeros

ErbB2-EGFR: Se cultivaron células LNCaP (1.500.000 células por placa) en RPMI con 7% de SFB.
A las 48hs se reemplaz6 el medio completo por medio sin suero durante 24hs. Se trataron con EGF
(10-8M) en presencia o ausencia de LY29 (20 uM). A las 24hs, se obtuvieron los extractos celulares de
los cuales se inmunoprecipité con un anticuerpo contra ErbB2. Se analiz6 por western blot la presencia
de EGFR y ErbB2. Se muestra un experimento representativo de tres independientes. (* p<0,1 versus
EGF).

Estos resultados en conjunto indican que, el tratamiento de las células
LNCaP con EGF mas LY29 aumenta significativamente los niveles de
ErbB2, su localizacion en la membrana plasmatica y su capacidad de
formar heterodimeros con EGFR, lo que podria contribuir a la activacion
sostenida de la via de sefalizacion MAPK/Erk. Este efecto es dependiente
de la dosis de LY29 y se mantiene en el tiempo siendo especifico de las
células LNCaP ya que no se observa en las lineas prostaticas PC3 ni en

las DU145 que son independientes de andrégenos.
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3. SIGNIFICADO BIOLOGICO DEL AUMENTO DE ERBB2 EN LAS
LNCAP, TRAS EL TRATAMIENTO CON EGF Y LY29

A continuaciéon nos planteamos estudiar el significado biolégico del
aumento de ErbB2 que observamos en nuestras condiciones
experimentales. El tratamiento de las células LNCaP con LY29 provoca
muerte celular, proceso que es revertido en presencia del EGF que induce
ademas, en estas condiciones, diferenciacion neuroendocrina. Por lo tanto,
decidimos analizar si estos efectos eran mediados por el incremento de
ErbB2.

3.1 Importancia del aumento de ErbB2 en el proceso de diferenciaciéon
neuroendocrina

Estudiamos si el aumento de la expresion de ErbB2 y la diferenciacion NE
observada, al tratar las células LNCaP con EGF mas LY29, eran procesos
directamente relacionados. Para ello tras silenciar la expresién de ErbB2,
en células tratadas con EGF mas LY29, mediante interferencia por ARN se
estudiaron los cambios producidos en los marcadores de diferenciaciéon
NE: NSE, CrgB y CrgA. Como se observa en la Figura 26A, la interferencia
por ARN disminuyd los niveles de ErbB2 completamente y provocd un
descenso del 40% de la proteina NSE. De la misma manera observamos
en la Figura 26B, que el ARN mensajero de CrgB disminuyd
significativamente un 33% (** p<0,01 segun el test de Wilcoxon). A su vez,
el silenciamiento de ErbB2 disminuyé la fluorescencia de las células

marcadas con CrgA (Figura 26C).
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Figura 26: Efecto del silenciamiento de ErbB2 en los marcadores de diferenciacion

NE. Se cultivaron células LNCaP (150.000 células por placa) en RPMI con 7% de SFB. A las 48hs, se
transfectaron con un siARN control (SC) y siARN para el gen ErbB2 (siErbB2). A las 24hs de
transfeccién se reemplazé el medio completo por medio sin suero. Transcurridas 24hs, se trataron con
EGF (10-8M)+LY29 (20uM). Transcurridas 24hs: A) Se aislaron los extractos celulares se analizaron por
western blot los niveles de NSE, ErbB2 y B-tubulina. B) Se aislo el ARN para su posterior analisis por
PCR en tiempo real. El grafico se corresponde al cociente de CrgB con respecto a su control 18S (Ct £
DS) obtenido de 3 experimentos independientes. C) Se fijaron las células, se permeabilizaron y se
incubaron con un anticuerpo contra CrgA y un segundario marcado. Los nucleos se tifieron con DAPI.

En Ay C se muestra un experimento representativo de tres independientes.
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Nos planteamos que el aumento de ErbB2 podia ser un marcador de
diferenciacion neuroendocrina. Por ello decidimos tratar a las células con
inductores de diferenciaciéon como son la forskolina (Fsk) y la interleuquina
6 (IL-6) y analizar la expresion de ErbB2, comparando con el tratamiento
con EGF y con EGF mas LY29. Como se observa en la Figura 27, todos
los tratamientos que inducen diferenciacion NE aumentan los niveles de
ErbB2, siendo el mas potente el tratamiento con EGF+LY29 (4,6 veces),

seguido de la Fsk (3,2 veces) y la IL-6 (1,9 veces).

EGF E+LY29 Fsk  IL-6
s N w— | O

ErbB2/Erk 1 4,6 32 1,9

S ———— | i total

Figura 27: Expresiéon de ErbB2 con tratamientos inductores de diferenciacién NE.
Se cultivaron células LNCaP (300.000 células por placa) en RPMI con 7% de SFB. A las 48hs se
reemplaz6 el medio completo por medio sin suero durante 24hs. Se trataron con EGF (10-¢M),
EGF+LY29 (20 uM), Fsk (10 uM), IL-6 (100 U/ml). A las 72hs, se aislaron los extractos celulares y se

analizaron, por western blot, los niveles de ErbB2 y Erk total. Se muestra un experimento

representativo de tres independientes.

Estos datos indican que el EGF en presencia del LY29 esta induciendo, en
las células LNCaP, el fenotipo neuroendocrino mediante el aumento
sostenido de los niveles de ErbB2. El aumento de este receptor es
provocado por otros tratamientos inductores de diferenciacion
neuroendocrina lo que le convierte en un potencial indicador de este

proceso.
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3.2 Importancia del aumento de ErbB2 en la supervivencia celular

Estudiamos si el aumento de ErbB2 era directamente responsable de la
supervivencia celular observada al tratar las células LNCaP con LY29 en
presencia de EGF. Para ello se silencio la expresiéon de ErbB2 como en el
apartado anterior y se estudié la muerte celular. Como se muestra en la
Figura 28, el silenciamiento de ErbB2 no modificé ni la poblacién
subG0/G1, ni la poblacién TMRM negativas en ninguno de los tratamientos
analizados. Estos resultados parecen indicar que el aumento de los niveles
de ErbB2, no estan implicados en la supervivencia celular inducida por el
EGF en presencia de LY29.
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Figura 28: Efecto del silenciamiento de ErbB2 en la supervivencia celular. Se
cultivaron células LNCaP (150.000 ceélulas por placa) en RPMI con 7% de SFB. A las 48hs, se
transfectaron con siARN control (SC) y con siARN para el gen ErbB2 (siErbB2). A las 24hs de la
transfeccién, se reemplaz6 el medio completo por medio sin suero. A las 24hs, se trataron con EGF
(10-8M)+LY (20 uM). A las 24hs, Se analiz6 la muerte celular por citometria de flujo tanto con la técnica
de ciclo celular (representando la poblacién subG0/G1) como con la sonda TMRM. Se muestra la

media £ ESM de tres experimentos independientes (ns p>0,5versus SC)
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4. VIAS DE SENALIZACION QUE MEDIAN EL AUMENTO DE ERBB2
INDUCIDO POR EL EGF EN PRESENCIA DE LY29

Nuestros resultados indican que el aumento de ErbB2 guarda relacion
directa con la adquisicion de un fenotipo NE. Dada la importancia de este
proceso en la progresion del cancer de préstata y su potencial implicacion
en la independencia androgénica decidimos diseccionar la via PI3K/Akt
para estudiar que elementos de esta via eran responsables del aumento
de este receptor. El LY29 es un inhibidor de la via PI3K/Akt ampliamente
utilizado, ya que al actuar sobre PI3K afecta a la quinasa Akt que es su
principal efector. Por lo que comenzamos estudiando si Akt estaba
implicada en el aumento de ErbB2 inducido por EGF mas LY29 en las
células LNCaP.

4.1 Implicacién de Akt

Comenzamos estudiando la implicacion de las isoformas de Akt (Akt1 y
Akt2) presentes en las LNCaP. Para ello, silenciamos cada una de las
isoformas mediante interferencia por ARN (siAkt) en presencia de EGF.
Como se puede observar en la Figura 29, el silenciamiento de las dos
isoformas fue eficaz, disminuyendo drasticamente sus niveles en
comparacion con el control. Sin embargo, no se observé un aumento de
ErbB2 con la inhibicion de ninguna de las isoformas. Al contrario,
observamos que el tratamiento con EGF disminuy6 un 50% los niveles de
ErbB2 al silenciar Akt1 y un 70% al silenciar conjuntamente las dos
isoformas de Akt (Akt1+2), sin observarse cambios significativos al

silenciar la isoforma Akt2.
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Figura 29: Efecto del EGF al silenciar las isoformas de Akt sobre los niveles de

ErbB2. Se transfectaron células LNCaP con un siARN control (SC) o un siARN para las isoformas
Akt1y Akt2. A las 48 horas, se trataron con EGF (10-8M). A las 24hs, se aislaron los extractos celulares
se analizaron, por western blot, los niveles de ErbB2, Akt1, Akt2 y B-tubulina. Se representa un

experimento de cuatro independientes.

Estos datos demuestran que el aumento de ErbB2 observado en el
tratamiento con EGF+LY29, no parece depender de Akt. Pensamos
entonces que el aumento de ErbB2, podria deberse solamente al bloqueo
de PI3K.

4.2 Implicacién de PI3K

Para estudiar la implicacion de PI3K sobre los niveles de ErbB2
silenciamos la expresion de la subunidad catalitica (p110) de PI3K
mediante interferencia por ARN. En las LNCaP, de las tres isoformas de
PI3K que componen la clase IA solo la p110a se regula por receptores
tirosina quinasa, mientras que la p110f y p1108 se encuentran
constitutivamente activas (31, Por ello elegimos para nuestro estudio,

silenciar la subunidad catalitica p110a (PI3K). Asi se transfectaron células
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LNCaP con un siARN contra p110a (PI3K) en presencia de EGF. Como
control del silenciamiento se muestra en la Figura 30A, que disminuyd el
ARN mensajero de la p110a (PI3K) que se reflej6 en una menor
fosforilacion de Akt en sus residuos treonina 308 y serina 473 (Figura 30B).
Sin embargo, en estas condiciones no se observé un aumento de ErbB2
sino que, por el contrario, sus niveles disminuyeron drasticamente (Figura
30B).

EGF EGF
SC  sipi10a sc sc si p110a
—— p'l 10a - —-—
ErbB2
oy G| i ErbB2fubulina 1 0.08

0.61
W | Pkt seraTs)
| —

P-Akt (Thr308)

B-tubulina

Figura 30: Efecto del EGF al silenciar la subunidad de p110a (PI3K) sobre los

niveles de ErbB2. Se transfectaron células LNCaP con un siARN control (SC) o un siARN contra
p110a (PI3K). A las 48 horas, se trataron con EGF (108M). A las 24hs, A) Se extrajo el ARN y se
analizé por RT-PCR cualitativa el ARN mensajero de p110a. B) Se aislaron los extractos celulares y se
analizaron, por westfern blot, los niveles de ErbB2, P-Akt (Ser473) y P-Akt (Thr308) y B-tubulina. Se
representa un experimento de cuatro independientes.

Todo parecia indicar que el aumento de ErbB2 en el tratamiento con EGF
mas LY29 era independiente de PI3K. Lo sorprendente de este resultado
nos hizo pensar que el LY29, al afectar a todas las isoformas de PI3K,
fuera mas eficaz que la anulacion unicamente de la isoforma p110a (PI3K),
por lo que utilizamos otro inhibidor de PI3K como es la wortmanina (W) y

se comparoé su efecto con el LY29. Observamos en la Figura 31, que los
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niveles de ErbB2 aumentaron al tratar las células con EGF mas LY29 pero
disminuyeron significativamente (** p<0,01) en presencia de EGF mas W,
de forma similar a lo obtenido cuando silenciamos la isoforma p110a
(PI3K) y las isoformas de Akt. El descenso observado fue de
aproximadamente un 70 % frente al tratamiento con EGF. Ademas, en el
tratamiento conjunto de EGF+ LY29 + W vuelven a aumentar los niveles de
ErbB2 comparable con el tratamiento de EGF mas LY29. Lo que confirma
que el aumento de ErbB2 requiere de la presencia conjunta de EGF vy
LY29.

EGF
0% - LYz9 W LY20+W
ErbB2ftubulina 1 1,1 3,6 03 3,2
— — P-Akt (serd73)
- e— B-tubulina

Figura 31: Efecto del EGF en presencia de wortmanina sobre los niveles de
ErbB2. Se cultivaron células LNCaP (300.000 células por placa) en RPMI con 7% de SFB. A las 48hs

se reemplaz6 el medio completo por medio sin suero durante 24hs. Se trataron con o sin EGF (10-8M),
EGF+LY29 (20 uM), EGF+ wortmanina (100 nM) y EGF+LY29+W. La dosis de wortmanina se recordo
cada 8hs para mantener la inhibicion. A las 24hs, se aislaron los extractos celulares se analizaron, por
western blot, los niveles de ErbB2, P-Akt (Ser473) y [-tubulina. Se muestra un experimento

representativo de tres independientes.

El efecto contrario de la wortmanina o del silenciamiento de p110a (PI3K)
sugeria que el LY29 actua de manera independiente de PI3K y que podia
ser una accion directa de este compuesto. Para confirmar esta posibilidad
utilizamos el LY303511 (LY30), que es una molécula con la estructura
quimica del LY29, a la que se le sustituyé un atomo de O, y no inhibe a la

PI3K (a concentraciones de 100uM) (132, Como se observa en la Figura 32,
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el LY30 no aumenté (ns p>0,5) los niveles de ErbB2 con respecto al EGF,

en comparacion con el LY29.

EGF
0% . Ly2e  LYa0
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Figura 32: Efecto del EGF al inhibir con LY30, sobre los niveles de ErbB2. se
cultivaron células LNCaP (300.000 células por placa) en RPMI con 7% de SFB. A las 48hs se
reemplaz6 el medio completo por medio sin suero (0%) durante 24hs. Se trataron en ausencia y
presencia de EGF (108M), EGF+LY29 (20uM) y EGF+LY30 (20uM). A las 24hs, se aislaron los
extractos celulares y se analizaron, por western blot, los niveles de ErbB2, P-Akt (Ser473) y B-tubulina.

Se muestra un experimento representativo de tres independientes.

En conjunto este grupo de resultados indican que, si bien el LY29, la
wortmanina y el silenciamiento tanto de Akt como de PI3K, inhiben la via
de la PI3K/Akt, unicamente el LY29 en presencia de EGF aumenta los
niveles de ErbB2. Por lo tanto es evidente, que el tratamiento de las
células LNCaP con EGF mas LY29 regula especificamente otras vias de

sefnalizacién que controlan los niveles de ErbB2.

4.3 Implicacién de otras dianas del LY29

Esta demostrado que el LY29 ademas de inhibir PI3K también inhibe a la
caseina quinasa 2 (CK2) y a mTOR (133-134) Por |o tanto quisimos estudiar
si el aumento de ErbB2, producido por el tratamiento de EGF mas LY29,
estaba mediado por alguna de estas quinasas. Para ello utilizamos el TBB

inhibidor de CK2 y la rapamicina inhibidor de mTOR. Como puede verse en
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la Figura 33 A y B, que el tratamiento con cada uno de estos inhibidores,
en presencia de EGF, no incremento los niveles de ErbB2. En concreto el
tratamiento con TBB los disminuy6 y el tratamiento con rapamicina no los
modificd a ninguna de las dosis utilizadas.
A EGF
0% - LY2s  TBB

S e— ErbB2
w F-tubulina

B

EGF

Rapamicina - 10 100 (nh)

ErbB2

B-tubulina

Figura 33: Efecto del EGF al inhibir con TBB y rapamicina sobre los niveles de
ErbB2. Se cultivaron células LNCaP (300.000 células por placa) en RPMI con 7% de SFB. A las 48hs

se reemplazé el medio completo por medio sin suero durante 24hs. A) se trataron con EGF (10-8M),
EGF+ LY29 (20 uM) y EGF+ TBB (2,5 uM). B) Se trataron con EGF (10-8M)+ rapamicina (0, 10 y
10nM). A las 24hs, se aislaron los extractos celulares y se analizaron, por western blot, los niveles de

ErbB2 y B-tubulina. Se muestra un experimento representativo de tres independientes.

En conjunto todos estos resultados indican que el aumento de ErbB2 en el
tratamiento combinado de EGF y LY29 es independiente de la via de
PI3K/Akt, CK2 y mTOR. Son necesarios mas estudios para averiguar que
via o vias de senalizacion moduladas por LY29, son las responsables del

aumento de ErbB2.
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5. MECANISMOS IMPLICADOS EN EL AUMENTO DE ERBB2 EN EL
TRATAMIENTO DE EGF EN PRESENCIA DE LY29

Los mecanismos responsables del aumento de los niveles de una proteina
pueden ser: la disminucion de su degradacion y/o el aumento de su
sintesis. La suma de ambos procesos o la exacerbacion de uno de ellos,
estaria produciendo el aumento de ErbB2. Por lo que seguidamente, nos
planteamos analizar, cual de estos procesos celulares estaba alterado en
el tratamiento con EGF mas LY29 y era responsable del incremento de
ErbB2.

5.1 Endocitosis y degradacién de ErbB2

En primer lugar analizamos si el tratamiento de las células LNCaP con
EGF mas LY29 modificaba la degradacion de ErbB2. Para ello, tratamos
las células con EGF solo o en combinacién con LY29 y a las 18 horas
tiempo en el cual se visualiza el aumento de ErbB2 (ver Figura 21),
bloqueamos el proceso de traduccién con cicloheximida (CHX) a distintos
tiempos (Grafico 1). Esto nos permitié evaluar la estabilidad de la proteina
ErbB2 formada, ya que en estas condiciones solo esta activa la
degradacion y no la sintesis del receptor. Analizamos niveles de ErbB2 por

western bloty calculamos el tiempo de vida media de esta proteina.
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Grafico 1: Esquema del tratamiento con CHX. Transcurridas 24hs de privacion con medio
RPMI sin FBS, se trataron las células con EGF (10 8M) en presencia o ausencia de LY29 (20 uM).
Transcurridas 18hs, se comenzo6 el tratamiento con Cicloheximida (CHX) (100 ug/ml) a distintos

tiempos (0, 2, 4 y 8 horas). Los extractos celulares se procesaron para analizarlos por western blot.

Como se observa en la Figura 34A, los niveles de ErbB2 disminuyeron a
medida que aumentamos el tiempo de incubacién con CHX, tanto en el
tratamiento con EGF como en el tratamiento combinado de EGF mas
LY29. Si comparamos los perfiles de degradacion en ambos casos (Figura
34B), se puede apreciar que la caida de los niveles de ErbB2 en el
tratamiento con EGF mas LY29 fue similar al tratamiento con EGF. En
otras palabras, podemos decir que la velocidad de degradacién de ErbB2
no se ve afectada ya que el tiempo de vida media fue similar en ambos

tratamientos, situandose alrededor de 6hs.
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Figura 34: Cinética de degradacion de ErbB2 en el tratamiento de EGF mas LY29.
Se cultivaron células LNCaP (300.000 células por placa) en RPMI con 7% de SFB. A las 48hs se
reemplazé el medio completo por medio sin suero durante 24hs y se trataron segun el Gréafico 1. A) Se
analizaron por wesfern blot los niveles de ErbB2 y B-tubulina. Se muestra un experimento
representativo de seis independientes. B) se muestran la media + ESM del analisis densitométrico de
seis experimentos independientes, consideramos el tiempo 0 (CHX) como el 100% para cada
tratamiento (cantidad de ErbB2 a las 18 horas de tratamiento). NS p>0,5

En el apartado 2.2 hemos indicado que el tratamiento de las células
LNCaP con EGF mas LY29 aumenta la localizacion de ErbB2 en la
membrana celular. La chaperona encargada de la estabilizacion vy
localizacién en la membrana de ErbB2 es Hsp90. Por ello nos planteamos
estudiar si, bajo el estimulo del EGF en presencia de LY29, aumentaba la
unién de ErbB2 con Hsp90. Para ello se inmunoprecipitdé Hsp90, utilizando

un anticuerpo especifico y se analizé por wesfern blot, la presencia de
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ErbB2. Observamos en la Figura 35 A, que el tratamiento combinado de
EGF y LY29 aument¢ significativamente (** p<0,01) 1,9 veces, la unién de
ErbB2 a Hsp90 respecto a las condiciones basales (0%) o al tratamiento
con EGF. Los niveles de Hsp90 no se modificaron con ninguno de los

tratamientos utilizados (Figura 35 B).

IP: HspS0
A WE: ErbB2 B
0% EGF E+LY29 0% EGF E+LY29
[ Erbe2 —d Hspo0
ErbB2Mspo0 1 1.1 1.9 Btubiilifie

Figura 35: Interaccién de ErbB2 con Hsp90. Se cultivaron células LNCaP (1.500.000 células
por placa) en RPMI con 7% de SFB. A las 48hs se reemplaz6 el medio completo por medio sin suero
(0%) durante 24hs. Se trataron con o sin EGF (10-8M) en presencia o ausencia de LY29 (20uM). A las
24hs, se obtuvieron los extractos celulares de los cuales: A) Se inmunoprecipitdé Hsp90 con un
anticuerpo especifico. Se analizé por western blotla presencia de ErbB2 y Hsp90. B) Se analizaron los
niveles de Hsp90 por wesftern blof con anticuerpos contra Hsp90 y B-tubulina. Se muestra un

experimento representativo de tres independientes.

Seguidamente quisimos estudiar si la actividad de Hsp90 estaba implicada
en el aumento de ErbB2, inducido por el tratamiento con EGF mas LY29.
Para ello se utiliz6 geldanamicina (GD), un inhibidor especifico de la
actividad de esta chaperona y estudiamos tanto los niveles de ErbB2,
como su localizacion subcelular. Como se muestra en la Figura 36 A, la
GD disminuyd un 85% los niveles de ErbB2 observados en el tratamiento
de EGF mas LY29. Sin embargo, en el tratamiento con EGF la disminucién
de ErbB2 por GD fue solo de un 30%.

Posteriormente analizamos, mediante microscopia confocal, si la GD

alteraba también la localizacién subcelular de ErbB2. Observamos en la
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Figura 36 B, que en el tratamiento con EGF+LY29+GD la fluorescencia se
localiza en el citosol, en contraste con lo que ocurre en el tratamiento con
EGF+LY29 donde la fluorescencia se localiza en la membrana celular. En
cambio, el tratamiento con EGF+GD, no modifico la fluorescencia con
respecto al tratamiento con EGF que siguié siendo preferentemente
citoplasmatica.

La presencia de GD revierte el efecto de EGF mas LY29 sobre la
localizacién celular de ErbB2, impidiendo que se localice en la membrana
celular. Estos resultados parecian indicar que el tratamiento con EGF mas
LY29 favorecia la union de ErbB2 con Hsp90, lo que explica la localizacion
de ErbB2 en la membrana celular y el aumento de la sensibilidad de ErbB2
a geldanamicina. Para confirmar la implicaciéon de Hsp90 en los efectos del
EGF mas LY29 analizamos la sensibilidad a GD de otras proteinas clientes
de esta chaperona como C-RAF y Akt. Para ello tratamos las células con
EGF y EGF mas LY29 en ausencia y en presencia de GD, analizando los

niveles de C-RAF y Akt asi como la fosforilacion de Erk1/2.
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Figura 36: Efecto de la geldanamicina sobre los niveles y la localizacién de ErbB2.
Se cultivaron células LNCaP (300.000 células por placa) en RPMI con 7% de SFB. A las 48hs se
reemplaz6 el medio completo por medio sin suero durante 24hs. Se trataron con EGF (108M) y
EGF+LY29 (20 pM) en ausencia y en presencia de GD (250 nM). A las 24hs: A) Se aislaron los
extractos celulares y se analizaron, por Western blot, los niveles de ErbB2 y B-tubulina. B) Se fijaron, se
permeabilizaron y se incubaron las células con el Trastuzumab y un anticuerpo secundario anti-
humano. EIl nucleo celular, se tifid con loduro de Propidio. Se muestran un experimento representativo

de tres independientes.

109



Resultados

Observamos en la Figura 37, que la disminucion de los niveles de C-RAF y
Akt, provocada por la GD fue mayor en presencia de EGF mas LY29 que la
detectada en presencia de EGF. La disminucion de C-RAF afecta a la
actividad de P-44/42, sin modificar los niveles de Erk total. Por lo tanto,
aunque el tratamiento con EGF mas LY29 no modifica los niveles de C-
RAF y Akt si aumenta su sensibilidad a la GD. Sugiriendo nuevamente que

Hsp90 esta implicado en los efectos del EGF mas LY29.

EGF EGF+LY29
- GD - GD
-— ~ |cRar

b-—-. Akt
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Figura 37: Efecto de GD sobre los niveles de C-RAF, AKT y la activaciéon ERK. se
cultivaron células LNCaP (300.000 células por placa) en RPMI con 7% de SFB. A las 48hs se
reemplazo6 el medio completo por medio sin suero durante 24hs. Se trataron con EGF (10-8M) y EGF
(10-8M) + LY29 (20 pM) en ausencia y en presencia de GD (250 nM). A las 24hs, se aislaron los

extractos celulares se analizaron, por western blof, con anticuerpos contra C-RAF, Akt, P-44/42

(Thr202/Tyr204), Erk y B-tubulina. Se muestra un experimento representativo de tres independientes.

Seguidamente comprobamos si Hsp90 estaba implicada en la
estabilizacion de ErbB2. Para ello, se trataron las células con EGF+LY29
durante 18 horas y se trataron con CHX en ausencia y presencia de GD,
durante distintos tiempos (ver Grafico 2). Observamos en la Figura 38 B,
que la GD provoca una disminucion significativa en el tiempo de vida

media de ErbB2 ([ horas) comparado con su control ([ horas).
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Gréfico 2: Esquema del tratamiento con CHX y GD. Transcurridas 24hs de privacion con
medio RPMI sin FBS, se trataron las células con EGF (10-8M) en presencia de LY29 (20 uM). A las
18horas se comenz6 el tratamiento con cicloheximida (CHX) (100 ug/ml) en ausencia y en presencia de
geldanamicina (GD) (250 nM) a distintos tiempos (0, 1, 2, 4 y 8 horas). Los extractos celulares se

analizaron por western blot.

El conjunto de estos resultados implican directamente a Hsp90 en el
aumento de los niveles de ErbB2 que observamos en nuestras condiciones
experimentales. Hasta aqui podemos decir que en el tratamiento con EGF
mas LY29 aumenta la uniéon de ErbB2 con Hsp90. La unién a esta
chaperona incrementaria la localizacion de este receptor en la superficie
celular, aumentando su estabilidad y evitando su internalizacién. Aunque el
tratamiento de EGF mas LY29 no modifica la velocidad de degradacion
ErbB2, nosotros pensamos que se altera su disponibilidad para ser

degradado a través de su interaccién con Hsp90.
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Figura 38: Efecto de GD sobre la estabilidad de ErbB2 en el tratamiento de EGF
mas LY29. Se cultivaron células LNCaP (300.000 células por placa) en RPMI con 7% de SFB. A las

48hs se reemplazo el medio completo por medio sin suero. A las 24hs se realizaron los tratamientos
como se indica en el Grafico 2. A) Se analizaron por western blotlos niveles de ErbB2 y B-tubulina. Se
muestra un experimento representativo de tres independientes. B) Se muestra la media + ESM del
analisis densitométrico de tres experimentos independientes, consideramos el tiempo 0 (CHX) como el
100% para cada tratamiento (cantidad de ErbB2 a las 18horas de tratamiento). * p<0,1y ** p<0,01.

5.2. Sintesis de ErbB2

Otro de los procesos celulares responsables del aumento de los niveles de
ErbB2, en nuestras condiciones experimentales podia ser una mayor
transcripcion del gen para este receptor. Asi nos planteamos, analizar los

niveles de ARN mensajero de ErbB2 al tratar las células con EGF mas
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LY29. Para ello llevamos a cabo ensayos de RT-PCR cualitativa,
observando que el tratamiento de EGF+LY29, aument6 el ARN mensajero
de ErbB2 (Figura 39 A). Estos datos se confirmaron mediante PCR en
tiempo real donde también se observo un incremento significativo de este
ARN mensajero de aproximadamente 4,8 veces respecto al tratamiento
con EGF (** p<0,01 segun el test de Wilcoxon) (Figura 39 B).

A B
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Figura 39: Efecto del EGF mas LY29, sobre el ARN mensajero de ErbB2. se
cultivaron células LNCaP (300.000 células por placa) en RPMI con 7% de SFB. A las 48hs se
reemplazo6 el medio completo por medio sin suero (0%). A las 24hs se trataron con EGF (10-8M) en
presencia o ausencia de LY29 (20 uM). A las 24hs, se aislo el ARN para su posterior analisis por: A)
RT-PCR cualitativa. Se muestra un experimento de tres independientes. B) PCR en tiempo real, el
grafico se corresponde al cociente de ErbB2 con su control 18S (Ct + DS) de 3 experimentos

independientes.

Por lo tanto, el aumento de los niveles de la proteina ErbB2 inducido por el
tratamiento de EGF en presencia de LY29 puede deberse, al menos en

parte, al incremento de los niveles del ARN mensajero para este receptor.
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El paso siguiente fue estudiar que mecanismos moleculares podian estar
aumentando los niveles del ARN mensajero de ErbB2 en nuestras

condiciones experimentales.

5.2.1 Implicaciéon de Hsp90 en el aumento del ARN mensajero de ErbB2

La chaperona Hsp90, no solo estabiliza ErbB2 sino que también estabiliza
multiples proteinas entre las que se encuentran diversos factores de
transcripcion (135, Dado que hemos observado que se produce una
disminuciéon de los niveles totales de ErbB2 al bloquear Hsp90 con
geldanamicina (Figura 36 A), analizamos si esta chaperona podia estar
regulando también la expresion del ARN mensajero de ErbB2. Para ello,
tratamos a las células con EGF mas LY29 en ausencia y en presencia de
GD y analizamos por PCR en tiempo real el ARN mensajero de ErbB2.
Como se observa en la Figura 40, la presencia de la GD disminuyé
aproximadamente un 40% los niveles del ARN mensajero de ErbB2
inducidos por el EGF+LY29 (** p<0,01 segun el test de Wilcoxon).

Por lo tanto, el aumento de los niveles del ARN mensajero de ErbB2
inducido por el EGF mas LY29 en las células LNCaP estaria mediado al

menos en parte por Hsp90.
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Figura 40: Efecto de GD sobre los niveles del ARN mensajero de ErbB2. se
cultivaron células LNCaP (300.000 células por placa) en RPMI con 7% de SFB. A las 48hs se
reemplazé el medio completo por medio sin suero. A las 24hs se trataron con EGF (10-8M) + LY29 (20
uUM) en ausencia y en presencia de GD (250 nM). A las 24hs, se aisl6 el ARN para su posterior analisis
por PCR en tiempo real. El gréafico se corresponde al cociente de ErbB2 con su control 18S (Ct + DS)

de 3 experimentos independientes.

5.2.2 Contribucion de la via MAPK/Erk al aumento del ARN mensajero
de ErbB2

Previamente hemos mostrado que el tratamiento con EGF mas LY29
induce, junto al aumento de ErbB2, una activacién sostenida de la via
MAPKI/Erk. Erk1/2 puede controlar la actividad de distintos factores de
transcripcion directamente o a través de MSK-1 (136, Entonces nos
planteamos, que la via MAPK/Erk podia estar regulando los niveles de
ErbB2 a nivel transcripcional. Para estudiar esta posibilidad, en primer

lugar estudiamos los niveles de ErbB2 utilizando un inhibidor de MEK1/2 el
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PD184161 (PD) y un inhibidor de MSK-1 el H89. Tratamos a las células
con EGF y LY29 en presencia de distintas dosis de PD y en presencia de
H89 y analizamos los niveles de ErbB2. Como se observa en la Figura 41
A, a medida que aumento la dosis del PD, disminuyeron los niveles de
ErbB2. Se puede observar que el PD fue efectivo e inhibi6é drasticamente la
fosforilacion de Erk1/2 el sustrato directo de MEK1/2. En la Figura 41B
observamos que, en presencia del inhibidor H89 disminuyeron los niveles
de ErbB2 en el tratamiento con EGF mas LY29 sin cambios significativos
en el tratamiento con EGF. Esto nos indica que la via de las MAPK/Erk

estaria modulando los niveles de ErbB2 a través de MSK-1.
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Figura 41: Efecto del PD y H89 sobre los niveles de ErbB2 en el tratamiento de

EGF mas LY29: Se cultivaron células LNCaP (300.000 células por placa) en RPMI con 7% de SFB.
A las 48hs se reemplazé el medio completo por medio sin suero (0%). A las 24hs, se trataron con EGF
(10-8M) + LY29 (20uM) A) en presencia de PD (1- 2,5y 5 uM) y B) en presencia de H89 (10 uM). A las
24hs, se aislaron los extractos celulares y se analizaron, por westfern blot, con anticuerpos contra
ErbB2, P-44/42 (Thr202/Tyr204) y B-tubulina. Se muestra un experimento representativo de tres

independientes.

En segundo lugar, estudiamos si la via MAPK/ErK esta modificando ErbB2
a nivel transcripcional. Para ello, estudiamos los niveles del ARN
mensajero de ErbB2 en presencia de 5 yM de PD. En la Figura 42

podemos observar, que la presencia del PD, disminuyd aproximadamente
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un 50% los niveles del ARN mensajero de ErbB2 en el tratamiento de
EGF+LY29 (** p<0,01 segun el test de Wilcoxon).
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Figura 42: Efecto del PD sobre los niveles del ARN mensajero de ErbB2 en el
tratamiento de EGF+LY29: Se cultivaron células LNCaP (300.000 células por placa) en RPMI

con 7% de SFB. A las 48hs se reemplazo6 el medio completo por medio sin suero (0%). A las 24hs se
trataron con EGF (10-8M) + LY29 (20 uM) en ausencia y en presencia del PD (5 pyM). A las 24hs, se
aislé el ARN para su posterior andlisis por PCR en tiempo real. El grafico se corresponde al cociente de

ErbB2 con su control 18S (Ct + DS) de 3 experimentos independientes.

Estos resultados demuestran que la activacion de la via MAPK/Erk1/2
aumenta los niveles de ErbB2, por incremento del ARN mensajero y
probablemente via MSK-1.

Uno de los factores de transcripcion regulados por Hsp90 y por Erk1/2 a
través de las MSK-1 es NFkB. El cual se ha descrito que controla la
transcripcion de ErbB2 ©8), Por lo tanto nos propusimos analizar la
actividad transcripcional de NFkB y si esta actividad esta regulada por
Hsp90 y Erk/MSK-1 en nuestras condiciones experimentales, midiendo la
actividad de un promotor con elementos de respuesta a NFkB. Para ello se

transfectaron células LNCaP con el plasmido reportero de luciferasa con
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elementos de respuesta a NFkB y un vector que contiene el gen de
luciferasa del género Renilla (descritos en Materiales y Métodos). A las
48hs se trataron con EGF mas LY29 o con TNF-a como control positivo de
la activacion de NFkB. Observamos en la Figura 43, que el tratamiento
conjunto de EGF y LY29 aument6 aproximadamente 10 veces la actividad
transcripcional de NFkB respecto a las condiciones basales, en los
tratamientos por separado de EGF y LY29 no se observan cambios
significativos. Como podemos observar la estimulacién del EGF+LY29, fue

similar a la provocada por el tratamiento con TNF-a.
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Figura 43: Actividad transcripcional de NFkB en el tratamiento combinado de EGF

y LY29. Se cultivaron células LNCaP (200.000 células por placa) en RPMI con 7% de SFB. A las
48hs se transfectaron con el plasmido pGL3-3xNFkB-Tk-Luc y con el vector pRL-TK-Renilla. A las 24hs
se reemplaz6 el medio completo por medio sin suero (0%). A las 24hs se trataron con EGF (10-8M),
EGF (108M) + LY29 (20 uM) y TNF-a (1 nM). A las 24hs, se analiz6 con el kit comercial Dual-
Luciferase Reporter Assay System. Se representa el cociente Luc/Ren corregido con la concentracion

de proteinas. Se muestra la media + ESM de tres experimentos independientes.
0%SFB.

p< 0,001 versus
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Una vez demostrado, el aumento de la actividad transcripcional de NFkB
en nuestras condiciones experimentales, analizamos si Hsp90 y Erk/MSK1
controlaban la actividad transcripcional de NFkB. Para ello, analizamos la
actividad del promotor con elementos de respuesta a NFkB, bajo el
tratamiento de EGF mas LY29 en combinacién con los correspondientes
inhibidores GD, PD y H89 (ver Grafico 3).
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Grafico 3: Esquema de las vias de sefalizacion MAPK/Erk/MSK1 y NFkB junto
con la localizacién de los inhibidores PD, H89 y GD.

Observamos en la Figura 44, que bajo el tratamiento de EGF mas LY29, la
presencia de PD o H89 diminuy6é un 50% la actividad transcripcional de
NFkB, siendo considerablemente superior la disminucién con GD. Estos
datos indican que la actividad transcripcional de NFKkB en nuestras
condiciones esta controlada fundamentalmente por Hsp90 y en parte

también por Erk/MSK-1. Dado que, Hsp90 y Erk1/2 estan controlando tanto
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el ARN mensajero como los niveles de ErbB2, es logico pensar que estas
proteinas podrian estar regulando la transcripciéon de ErbB2 a través de
NFkB.
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Figura 44: Efecto de GD, PD y H89 sobre la actividad transcripcional de NFkB en

el tratamiento de EGF mas LY29: Se cultivaron células LNCaP (200.000 células por placa) en
RPMI con 7% de SFB. A las 48hs se transfectaron con el plasmido pGL3-3xNFkB-Tk-Luc y con el
vector pRL-TK-Renilla. A las 24hs se reemplazé el medio completo por medio sin suero. A las 24hs se
trataron con EGF (10-8M) + LY29 (20 pM) en ausencia y presencia de GD (250 nM), PD (5 pyM) y H89
(10uM). A las 24hs, se analizé con el kit comercial Dual-Luciferase Reporter Assay System. Se
representa el cociente Luc/Ren corregido con la concentracion de proteinas. Se muestra la media *
ESM de tres experimentos independientes. *** p<0,001 y ** p<0,01 versus EGF+LY29.
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6. IMPLICACION DE LA VIA PI3K/AKT EN LA SUPERVIVENCIA DE
LAS CELULAS LNCAP INDUCIDA POR EGF EN PRESENCIA DE
LY29

Como se dijo al principio de este trabajo, el tratamiento con LY29 provoca
muerte en las células LNCaP y la presencia de EGF rescata a las células
de la muerte celular, induciendo supervivencia. En estas condiciones se
produce un aumento considerable de los niveles de ErbB2, que no se
observa cuando utilizamos otros inhibidores de la via PI3K/Akt o al
silenciar PI3K, lo que parece indicar que es un efecto especifico del LY29
por mecanismos independientes de PI3K/Akt. Quisimos estudiar si la
supervivencia en nuestras células realmente depende de la via PI3K/Akt.

Para ello nos planteamos verificar si la muerte celular que provoca el LY29
era debido a la inhibicion de la PI3K/Akt utilizando otro inhibidor de esta
ruta, la wortmanina y si el EGF revertia la muerte celular. Se trataron las
células con LY29 y wortmanina, tanto en ausencia como en presencia de
EGF y estudiamos la poblacién subG0/G1 y las células TMRM negativas.
Observamos en la Figura 45, que el tratamiento con wortmanina provocé
un aumento significativo tanto de la poblacion subG0/G1 como de las

células TMRM negativas.
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Figura 45: Efecto del tratamiento con W y LY29 sobre la supervivencia celular. se
cultivaron células LNCaP (150.000 células por placa) en RPMI con 7% de SFB. A las 48hs se
reemplazo el medio completo por medio sin suero (0%). A las 24hs se trataron con LY29 (20 uM) y W
(100 nM recordando la dosis cada 8hs) en ausencia como en presencia de EGF (10-8M). A las 24hs, se
analizé por citometria de flujo el ciclo celular (representando la poblacién subG0/G1) y la sonda TMRM.
Se muestra la media + ESM de tres experimentos independientes. ** p<0,01 versus 0%; ## p<0,01y #

p<0,1versus LY29 o W segun corresponda.

Este efecto fue idéntico al LY29. Observamos ademas que la presencia de
EGF disminuyd significativamente tanto la poblacion subG0/G1 como las
células TMRM negativas, en el tratamiento con wortmanina, de la misma
forma que el LY29.

Seguidamente se comparo el efecto del LY30 con el del LY29, sobre la
supervivencia celular. Para ello se trataron las células LNCaP con LY30 y
LY29 tanto en ausencia como en presencia de EGF. Observamos en la
Figura 46, que el tratamiento con LY30 no modificé la poblacion subG0/G1
ni las células TMRM negativas tanto en ausencia como en presencia de
EGF.
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Figura 46: Efecto del tratamiento con LY30 y LY29 sobre la supervivencia celular.
Se cultivaron células LNCaP (150.000 células por placa) en RPMI con 7% de SFB. A las 48hs se
reemplazo6 el medio completo por medio sin suero (0%). A las 24hs se trataron con LY29 (20 uM) y
LY30 (20 uM) en ausencia como en presencia de EGF (10-8M). A las 24hs, se analizo por citometria de
flujo el ciclo celular (representando la poblacion subG0/G1) y la sonda TMRM. Se muestra la media +
ESM de tres experimentos independientes. ** p<0,01 y ns p>0,5 versus 0%; ## p<0,01 y # p<0,1
versus LY29; ns p>0,05 versus LY30.

Para confirmar los resultados anteriores silenciamos la subunidad catalitica
p110a (PI3K). Para ello, transfectamos células LNCaP con un siARN
contra p110a (PI3K), tanto en ausencia como en presencia de EGF.
Observamos en la Figura 47, que el silenciamiento de p110a (PI3K)
aumento significativamente la poblacion subG0/G1 y las células TMRM
negativas. La presencia de EGF diminuyé la poblacién subG0/G1 y las

células TMRM negativas.
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Figura 47: Efecto del silenciamiento de p110a (PI3K) sobre la supervivencia

celular. Se transfectaron células LNCaP con un siARN control (SC) o un siARN p110a (PI3K). A las

48 horas, se trataron con EGF (10-8M). A las 24hs, se analiz6 por citometria de flujo el ciclo celular

(representando la poblacién subG0/G1) y la sonda TMRM. Se muestra la media + ESM de tres

experimentos independientes. ** p<0,01versus 0%(SC); ## p<0,01y # p<0,1 versus 0%(sip110a).

Estos resultados indican que la via PI3K/Akt es la responsable de la

supervivencia en las células LNCaP y que la presencia de EGF activa otras

vias de senalizacién que suplen la falta de PI3K e impide la muerte celular.

124

Maria Alicia Cortés



Discusion

Maria Alicia Cortés






Discusion

El cancer de prostata, en las primeras etapas, se caracteriza por su
dependencia de los androgenos. En esta fase, la terapia de eleccion es la
ablacion androgénica, con muy buenos resultados. Sin embargo, algunos
pacientes unos anos después, desarrollan cancer de prostata metastatico y
en esta fase, el tumor no responde a andrégenos. Se desconocen los
mecanismos responsables de la independencia androgénica y hasta el
momento no existe una buena terapia que permita la cura del cancer de
prostata en esta etapa. Se postula que la ablaciéon androgénica induciria la
aparicion de ceélulas con fenotipo neuroendocrino (NE), que pueden
estimular el crecimiento de las células del tumor en ausencia de
andrégenos. Estas células secretan una gran diversidad de neuropéptidos,
hormonas y factores de crecimiento que pueden suplantar a los
andrégenos y/o activar el receptor de androgenos, en ausencia de ligando,
e inducir proliferacion celular. Nuestro trabajo fue enfocado a intentar
dilucidar alguno de los mecanismos moleculares que producen la
diferenciacion neuroendocrina, uno de los grandes retos de la oncologia
prostatica en nuestros tiempos.

Nuestro grupo previamente habia demostrado que el EGF impide la
diferenciacion NE de las células LNCaP provocada por la eliminacién de
androgenos ©7). Este efecto del EGF estaria modulado por la actividad de
la via PI3K/Akt. La activacién constitutiva de esta via de senalizacion por
falta de PTEN, permite que el EGF estimule la proliferacién de las células
LNCaP, bloqueando el proceso de diferenciacion NE. Por el contrario, en
presencia de inhibidores de ésta via como LY294002, el EGF induce
supervivencia celular, permitiendo la diferenciacién NE. Por lo tanto, era
necesario comprender los mecanismos moleculares responsables de este
cambio en los efectos del EGF, al inhibir la via de la PI3K/Akt, ya que en

estas condiciones, las células tumorales sobreviven y adquieren el fenotipo
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NE, dos procesos de enorme trascendencia para la progresion tumoral
prostatica.

Nuestros resultados demuestran, por primera vez, que el tratamiento
conjunto de las células LNCaP con EGF y LY29, provoca un aumento de
los niveles de ErbB2. Este receptor es responsable de la adquisicion del
fenotipo NE pero no de la supervivencia celular en estas condiciones. Este
aumento de ErbB2 seria el resultado no solo de un aumento en su sintesis
sino también de su permanencia en la membrana celular.
Sorprendentemente, este aumento de ErbB2 es independiente de la via
PI3K/Akt y es el resultado de los efectos del LY29 en presencia de EGF
sobre: Hsp90, Erk1/2 y/o probablemente NFkB.

El aumento de ErbB2 detectado requiere de la presencia conjunta de
EGF y LY29, ya que ambos tratamientos por separado no modifican sus
niveles. Ademas, este aumento depende de la activacion de EGFR, debido
a que el Iressa, un inhibidor de la actividad tirosina quinasa de este
receptor, no induce incremento de ErbB2.

En estas condiciones ErbB2 es funcional como demuestra su mayor
grado de fosforilacion, su localizacion en la membrana, la formacién de
heterodimeros y la activacion de la via MAPK/Erk con una cinética similar
al aumento de ErbB2. Previamente, nuestro grupo de investigacion habia
demostrado, que en las células LNCaP, el EGF activa la formacién de
heterodimeros e induce la fosforilacion de EGFR y de ErbB2 asi como la
posterior activacion de Erk1/2 @7). Por lo tanto, un aumento continuado de
ErbB2, unido a su mayor presencia en la membrana favoreceria aun mas
la formacion de estos heterodimeros, que al ser activados por el EGF,
puede explicar, la permanencia de EGFR, la mayor fosforilacion de ambos
receptores y la activacion sostenida de MAPK/Erk. La via de las MAPK/Erk

va a ser a su vez responsable de mantener elevados los niveles de ErbB2,
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aumentando el ARN mensajero y provocando de esta manera un circuito
de retroalimentacion positiva en la activacion de las MAPK/Erk.

Sin embargo, existe una aparente contradiccion en nuestros resultados.
Nuestro grupo de investigacion publico recientemente, que el EGF impedia
el proceso de diferenciacidn neuroendocrina por activacion de la via
MAPKI/Erk de forma transitoria sin requerir la presencia de ErbB2 @) y en
esta tesis demostramos que el proceso de diferenciacion NE se produce
por aumento de los heterodimeros ErbB2-EGFR provocando la activacion
sostenida de la MAPK/Erk. La explicacion de estos datos puede ser que,
como se ha demostrado en otros modelos, la magnitud y duracion de la
activacion de las MAPK/Erk esta correlacionada con procesos celulares
opuestos. Uno de los modelos mejor estudiados al respecto son las células
PC12, una linea de feocromocitoma de rata. En estas células, la activacion
transitoria de las MAPK/Erk por EGF provoca proliferacion celular, sin
embargo, la activaciéon sostenida de esta via, por el factor de crecimiento
neuronal (NGF), provoca diferenciacion neuronal (137,

El aumento de ErbB2 inducido por el EGF en presencia del LY29 esta
directamente relacionado con la adquisicion de un fenotipo NE. Esta
conclusién se apoya en varias evidencias: el aumento de ErbB2 se asocia
con un aumento de los marcadores de diferenciacion NE: NSE, CrgA vy
CrgB; el silenciamiento de ErbB2 mediante ARN de interferencia disminuye
los niveles de estos marcadores y por ultimo, distintos agentes inductores
de diferenciacion NE como Forskolina e Interleuquina-6 (IL-6), aumentan
también los niveles de ErbB2.

En el cancer de mama la sobreexpresién de ErbB2 se relaciona con un
aumento del riesgo de recaida, resistencia al tratamiento y mal prondstico.
La similitud del cancer de préstata con el cancer de mama, respecto a su
dependencia hormonal y otras caracteristicas fisiolégicas, impulso

inmediatamente el estudio de la implicacion de ErbB2 en el cancer de
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prostata. Aunque no existen datos concluyentes sobre los mecanismos que
conducen al aumento en los niveles de este receptor, si esta aceptado que
existe una alta correlacion entre el aumento de ErbB2 y la progresion a la
fase independiente de andrdgenos del cancer de prostata (138-139), Dado que
ErbB2 induce la actividad transcripcional del receptor de andrégenos en
ausencia del ligando (125 140) |a sobreexpresién de ErbB2 proporcionaria
una via alternativa para la progresion del cancer de prostata en estas
condiciones. La relacién entre el aumento de ErbB2 y la diferenciacion NE,
que nosotros demostramos, puede constituir un nuevo mecanismo por el
que la sobreexpresion de ErbB2 permita la progresion tumoral en ausencia
de androgenos.

Datos previos en la literatura han demostrado que la IL-6 necesita
para inducir diferenciacion NE que ErbB2 interaccione con su receptor, de
hecho, la inhibicion de ErbB2, impide el efecto diferenciador de esta
citoquina (127). Sin embargo, un estudio realizado en muestras humanas
procedentes de tumores de cancer de proéstata primarios, no ha
conseguido demostrar una relacion directa entre niveles de CrgA y ErbB2
(123) | a falta de resultados concluyentes en clinica puede deberse a la
dificultad de detectar en el tumor, las células con fenotipo NE, ya que
éstas son morfoldégicamente indistinguibles del resto de células tumorales
y no son una poblacion homogénea sino que existen distintas
subpoblaciones con marcadores y secreciones especificas (4"). Por otro
lado, es posible que la adquisicién del fenotipo NE, por parte de las
células tumorales, sea un proceso dinamico resultado del balance entre
factores mitogénicos y diferenciadores. La diferenciacion NE de esta
manera podria ser, un proceso de la etapa posterior a la terapia hormonal
y que en la etapa independiente de andrégenos metastasica ya no se
observe. El aumento de ErbB2, no se observa en las lineas celulares

independientes de androgenos PC3 y DU145, solamente se produce en
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las células LNCaP dependientes de androgenos. Nosotros vimos, que el
aumento de ErbB2, esta relacionado con la adquisicion del fenotipo
neuroendocrino en las células LNCaP y este proceso esta implicado en la
independencia androgenica. Por lo que, no es esperable que se produzca
en las células PC3 y DU145 que constituyen el modelo /n vifro de
independencia androgénica.

Nuestros resultados indican que el aumento del receptor ErbB2,
sorprendentemente no esta involucrado en la supervivencia de las células
LNCaP inducida por el EGF en presencia del LY29. En lineas celulares de
cancer de mama existen evidencias de que el aumento de ErbB2 es el
responsable de la activacion de vias de supervivencia celular (142-143) Otros
estudios indican que unicamente la actividad de EGFR es necesaria para
proteger a las células LNCaP de los efectos apoptéticos del LY29 (144, Es
posible que el EGF, este activando vias de supervivencia celular que
compensen la falta de PI3K/Akt, mediante la heterodimerizacion de EGFR
con otros miembros de la familia de los ErbBs como ErbB3, presente en
estas células; o mediante la formacion de homodimeros EGFR-EGFR. Se
han descrito efectos compensatorios de ErbB3 cuando se bloquean con
inhibidores otros miembros de la familia de los ErbBs (145,

El paso siguiente fue diseccionar la via de sefnalizacion PI3K/Akt para
averiguar que elementos de la misma eran responsables del aumento de
ErbB2. La importancia de este estudio radica en la existencia de distintas
isoformas de AKT con funciones especificas ©5 &) y en que PI3K tiene
efectos independientes de Akt (146). Nuestros datos demuestran que el
aumento de ErbB2 no depende de la inhibicién de la via PI3K/Akt. La
wortmanina y el silenciamiento de p110a (PI3K) asi como de las isoformas
de Akt, inhiben la actividad de PI3K/Akt pero a diferencia del LY29

disminuyen los niveles de ErbB2 en presencia de EGF (Figura 48).
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Figura 48: EI LY29 en presencia de EGF, induce aumento de los niveles de ErbB2,
independientemente de la via PI3K/AKkt. El silenciamiento de Akt1 y Aki2 en presencia de

EGF, disminuye los niveles de ErbB2. En este caso la PI3K esta activa y hay formacién de PIP3. El
silenciamiento de la p110a (PI3K) en presencia de EGF disminuye los niveles de ErbB2. La wortmanina
que inhibe todas las isoformas de p110 especificamente, en presencia de EGF disminuye los niveles
de ErbB2. El LY29 inhibe a todas las isoformas de p110 y también otras proteinas dianas que estan

aumentando los niveles de ErbB2.

Estos datos son sorprendentes e indican un nuevo mecanismo de la
molécula de LY29 en presencia del EGF sobre el oncogén ErbB2. En
concordancia con estos resultados, se ha demostrado que el LY29 tiene
efectos biologicos que son independientes de la via PI3K/Akt.
Concretamente en las células LNCaP, el LY29 provoca apoptosis,
incrementando la produccién intracelular de peroxido de hidrégeno (132, En

lineas de cancer colorrectal, el LY29, induce activacion de dos factores de
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transcripcion ATF3 y EGR-1 por mecanismos aun desconocidos (47);
también el EGR-1 es activado por el LY29 en células de leucemia (148). A su
vez, se ha descrito que el LY29 tiene efectos opuestos sobre NFkB: en
células monociticas potencia su activacion inducida por citoquinas (149,
mientras que en macrofagos inhibe su activacion (190, En otros casos el
LY29, ejerce sus efectos a través de otras dos dianas celulares conocidas
como CK2 y mTOR que son inhibidas a las concentraciones que se utilizan
para inhibir PI3K/Akt (134 151 Sin embargo, en nuestro caso ni CK2 ni
mTOR parecen estar implicados en el aumento de ErbB2 inducido por el
EGF mas LY29. Nosotros demostramos que, en presencia del EGF, la
inhibicion de CK2 con el TBB y de mTOR con Rapamicina disminuye o no
modifica, respectivamente, los niveles de ErbB2.

Por lo tanto nos propusimos profundizar en el estudio de los
mecanismos moleculares responsables del aumento de ErbB2, tanto a
nivel de la regulacion de la expresion génica como a nivel de la
degradacion y/o estabilidad de la proteina, al tratar las células LNCaP con
EGF en presencia de LY29. Como ya hemos mencionado Ia
sobreexpresion de ErbB2 esta relacionada con la progresién a la fase
independiente de andrégenos del cancer de prostata (138). Sin embargo,
pese a los numerosos estudios realizados en distintos modelos /n vitro 'y
muestras clinicas los mecanismos que conducen a la sobreexpresion de
ErbB2 no estan claros. El conocimiento de estos mecanismos, crearia
nuevas posibilidades de control, en las fases previas a la independencia
androgénica. Algunos autores han sugerido que la amplificacion del gen
para ErbB2 es un hecho comun en el cancer de proéstata (152-153)  Sin
embargo otros estudios no han podido confirmarlo (134155 Es posible que
en el cancer de préstata, a diferencia del cancer de mama, no haya
amplificacién génica sino que un aumento en la sintesis de la proteina y/o

una disminucién de su degradacion sean responsables del aumento de la
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expresion de este receptor. De hecho, nuestros resultados apuntan en esta
direccion ya que el aumento de ErbB2, inducido por el EGF en presencia
del LY29, se debe al aumento de la sintesis de la proteina y a su mayor
estabilidad. Ademas encontramos un elemento comun implicado en ambos
procesos: Hsp90. Esta chaperona es un elemento clave en la estabilidad
de ErbB2, ya que mientras esté unida al extremo C-terminal del receptor
no se produce la ruptura de este extremo y no hay degradacion de ErbB2
53). De hecho, la geldanamicina que inhibe la actividad de Hsp90, provoca
una rapida internalizacion y degradacion de ErbB2 (156). Hsp90 no solo
regula la estabilidad de ErbB2, sino también su actividad. Hsp90 se une al
dominio quinasa del receptor impidiendo el acceso de Src a la Tyr877,
cuya fosforilaciébn es necesaria para la activacion total de ErbB2 61 vy
restringiendo su capacidad de heterodimerizar con otros receptores (EGFR
o ErbB3) en ausencia de ligando (60,

Nosotros hemos demostrado que el EGF en presencia de LY29
aumenta la wunion de ErbB2 a Hsp90, induce su localizaciéon
preferentemente en la membrana celular y no modifica su velocidad de
degradacion; por el contrario, la presencia de geldanamicina hace que
ErbB2 se internalice, aumente su velocidad de degradacion y por lo tanto
disminuyan sus niveles. El tratamiento con EGF mas LY29, también
aumenta la sensibilidad a geldanamicina de otros clientes de Hsp90 como
C-RAF y Akt. Estos resultados sugieren que se requiere Hsp90 para la
localizacién y estabilizacion de ErbB2 en la membrana celular. Pero
coincidiendo con la mayor formacion de complejos ErbB2-Hsp90 nosotros
observamos que aumenta la formaciéon de heterodimeros EGFR-ErbB2
activos y la fosforilacion de ErbB2 en el residuo Tyr877. El conjunto de
estos resultados junto con los datos publicados, nos llevo a plantear el
siguiente modelo (Figura 49): la uniéon de Hsp90 a ErbB2 es necesaria para

la maduracion y la estabilidad del receptor en la membrana celular pero se
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separa de esta chaperona para activarse, heterodimerizar y degradarse o
reciclarse. Asi, Hsp90 se uniria a ErbB2 conforme se sintetiza, facilitando
que adquiera y mantenga una conformacion activa y estabilizandolo en la
superficie celular. En esta situacion, el dominio quinasa, que recordemos
en ErbB2 tiene una configuracion abierta, estaria unido a la chaperona
restringiendo su capacidad de heterodimerizar. La presencia del ligando,
en este caso EGF, activaria EGFR predisponiéndolo a dimerizar con ErbB2
y desplazando a la chaperona. Hsp90 desempena una funcién similar con
otras proteinas clientes como la serina treonina quinasa PKR, C-RAF y los

receptores de hormonas nucleares (157),
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Figura 49: La estabilidad y localizacién en la membrana deL ErbB2 sintetizado,
requiere del control de hsp90. El aumento del ARNm de ErbB2 induce el aumento de la

proteina. ErbB2 se une a Hsp90 que le permite su permanencia en la membrana celular. Por otro lado,
ErbB2 se separa de Hsp90 y formando heterdimeros con EGFR induciendo la activacion, endocitosis y
reciclado a la membrana celular del receptor. De esta manera aumentarian los niveles de ErbB2

acumulandose en la membrana celular.

Nuestros resultados indican que Hsp90, en nuestras condiciones
experimentales, esta también implicada directamente en la sintesis de

ErbB2. Nosotros demostramos que los niveles del ARN mensajero de
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ErbB2 se reducen al bloquear Hsp90 con geldanamicina. Por lo tanto, el
EGF en presencia del LY29, incrementaria los niveles de ErbB2
aumentando la sintesis de la proteina por un mecanismo dependiente de
Hsp90 y favoreciendo la unién del receptor sintetizado a esta chaperona
para su estabilizacion y localizacion en la membrana celular. Este doble
papel de Hsp90 explica la disminucién drastica de los niveles proteicos de
ErbB2 que observamos cuando tratamos con geldanamicina en presencia
de EGF y LY29. Esta disminucién es muy superior a la observada en
presencia solo de EGF. A su vez, la inhibicién de Erk1/2 con PD y de MSK-
1 con H89 también inhibié el aumento del ARNm de ErbB2 inducido por el
tratamiento con EGF en presencia de LY29, lo que viene a confirmar un
bucle de retroalimentacién positiva ErbB2-Erk1/2, es decir, el aumento de
ErbB2 induciria la activacion sostenida de Erk1/2 que a su vez contribuiria
al mantenimiento de los niveles de ErbB2 aumentando su sintesis a través
de MSK-1.

La chaperona Hsp90 estabiliza multiples proteinas entre las que se
encuentran factores de transcripcion (135, Uno de estos factores de
transcripcion es NFkB, que ademas activa el promotor de ErbB2 (8. 158)_ | a
chaperona estabiliza el complejo IKK uniéndose a IKKa e induciendo la
activacion de NFkB (159, Pero la activacion completa de NFkB requiere
modificaciones postraduccionales como la fosforilacion de su subunidad
p65. Las MAPK/Erk fosforilan y activan a NFkB, a través de MSK-1 (78, 160),

Este tipo de regulacion se esta produciendo en nuestro modelo (Figura
50). ElI EGF en presencia del LY29, aumenta la actividad transcripcional de
NFkB a un nivel comparable al inducido por el TNF-a, un estimulador
clasico de esta via y este efecto es revertido por la geldanamicina, por el
PD y por el H89. La geldanamicina produce una inhibicion mayor, a la de
los otros dos inhibidores, probablemente debido a que no solo

desestabiliza las IKK impidiendo la translocacion nuclear de NFkB, sino
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que también disminuye los niveles de C-RAF, lo que inhibiria la activaciéon
de Erk1/2, MSK1 y la fosforilacion de NFkB. Es evidente que existe un
paralelismo entre el efecto de los inhibidores sobre los niveles de ErbB2 y
la actividad transcripcional de NFkB. Por lo tanto, nosotros pensamos que
NFkB, activado por el tratamiento combinado de EGF y LY29, a través de
la chaperona Hsp90 y/o de Erk1/2-MSK1, podria estar regulando la

transcripcion de ErbB2.

p65

T ErbB2j

Figura 50: Resumen esquematico del mecanismo que induce el aumento de los
niveles de ErbB2.
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Para confirmar esta hipotesis seria necesario analizar si, en células
LNCaP tratadas con EGF en presencia de LY29, la deplecion de NFkB a
través de ARN de interferencia modifica tanto el ARNm de ErbB2 como sus
niveles proteicos y si la union de NFkB al promotor de ErbB2 esta

aumentada.

El trabajo realizado en esta tesis ha intentado mejorar el conocimiento
de los procesos que controlan los niveles del oncogén ErbB2, demostrando
que existe una relacion directa entre la sobreexpresion de este receptor y
la adquisiciéon de un fenotipo NE y describiendo nuevos mecanismos
responsables del aumento de expresidn de este receptor en las células
LNCaP. A falta de demostrar esta relacion en muestras humanas
procedentes de tumores prostaticos en distintos estadios, nuestros
resultados postulan un nuevo mecanismo por el que la sobreexpresién de
ErbB2 podria controlar la independencia androgénica uno de los
principales retos de la oncologia prostatica.

Dada la importancia del aumento de ErbB2 en la progresion del cancer
de prostata seria interesante analizar en profundidad las modificaciones
que se estan produciendo. Hsp90 es una proteina que sufre
modificaciones postraduccionales que regulan su actividad como
fosforilaciones en distintos residuos, es posible que el LY29 esté inhibiendo
quinasas, distintas de las aqui analizadas, que sean responsables directa o
indirectamente, de estas modificaciones. EI EGF seria el estimulo
necesario para que estas modificaciones pudieran evidenciarse y
manifestarse. Aunque también se ha sugerido que el LY29 puede
interaccionar con Hsp90, sin embargo, el efecto que tiene esta interaccién
con la actividad de esta chaperona no esta claro aun (134,

Los resultados obtenidos con este trabajo plantean una serie de

cuestiones respecto al uso futuro de inhibidores de dianas terapéuticas en
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el cancer de proéstata. El LY29, como inhibidor de la via PI3K/Akt es un
potente inductor de muerte celular en cancer de prostata y como tal su
aplicabilidad en el tratamiento de esta patologia es clara. Dado sus
multiples efectos secundarios se estan sintetizando y analizando derivados
de esta molécula como el SF1126 que se encuentra en fase clinica | y con
buenas expectativas 9. Sin embargo, los intentos de bloquear esta ruta de
supervivencia para inducir apoptosis pueden tener como efecto
secundario, en presencia del EGF, el aumento del oncogén ErbB2 y la
aparicion de células con fenotipo neuroendocrino. Ambos procesos
directamente relacionados con la independencia androgénica.

Por ello, estos datos pueden constituir una nueva razon para intentar
ensayar la eficacia de alguna de las herramientas ya utilizadas en cancer
de mama contra ErbB2 en particular, contra los ErbBs y su sefalizaciéon en
general, en el tratamiento del cancer de prostata. Bien entendido que estas
terapias no se pueden utilizar de forma aislada sino en combinaciéon con
otros tratamientos ya que como hemos observado la anulaciéon de ErbB2

impide la diferenciacion NE pero no la supervivencia celular.
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Conclusion

Las conclusiones del presente trabajo son las siguientes:

v El EGF impide la muerte de las células cancerigenas prostaticas
LNCaP provocada por el LY294002, inhibidor de la via PI3K/AKkt,

induciendo la adquisicién de un fenotipo neuroendocrino.

v EI EGF en presencia del LY294002 aumenta los niveles del receptor
ErbB2. Este aumento esta directamente implicado en el proceso de
diferenciacién neuroendocrina de las células LNCaP pero no en la

supervivencia celular.

v En estas condiciones ErbB2 se localiza en la membrana celular lo
que favorece la formacion de heterodimeros EGFR-ErbB2 y una

mayor activacion de ambos receptores y de la via de la MAPK/Erk.

v El aumento de ErbB2 detectado requiere la presencia conjunta de
EGF y LY29 ya que ambos tratamientos por separado no modifican
los niveles de ErbB2. Este aumento depende de la activacion del
receptor EGFR.

v El aumento de los niveles de ErbB2 es especifico de las células
LNCaP y es dependiente de la dosis de LY29 y se mantiene en el

tiempo junto con la activacion de la via MAPK/Erk.

v El aumento de los niveles de ErbB2 inducido por el EGF en
combinacion con el LY29 es independiente de la PI3K, de las
isoformas de Akt 1y 2, de CK2 y de mTOR.
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v El EGF mas LY29 aumenta los niveles de ErbB2 mediante dos

mecanismos:

o favoreciendo su union con Hsp90 lo que incrementa los
niveles del receptor en la membrana celular, evitando su

internalizacion y posterior degradacion.

0 incrementando los niveles de su ARN mensajero por un
mecanismo controlado por Hsp90 y la via MAPK/MSK-1,
que a su vez aumentan la actividad transcripcional de
NFkB.

v Dado que Hsp90 y Erk1/2 estan controlando tanto el ARN mensajero
como los niveles de ErbB2, es logico pensar que estas proteinas

podrian estar regulando la transcripcion de ErbB2 a través de NFkB.
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