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SUMMARY.




BACKGROUND: Prostate cancer is one of the most frequent malignancies between men both in Eu-
rope and Spain, altough the death of patients is caused for metastatic neoplasm in other organs different
from primary tumoral site. So, understanding the metastatic cascade of intracellular signaling is highly
neccessary for developing new therapeutic targets. PI3K/AKT is a well established signaling pathway,
wich leads to phosphoinositol generation. This second messenger is involved in controlling several cell
features like cell cycle, cellular adhesion and migration. On the other hand, SHP-1 is a phosphotyrosine
phosphatase, mainly expressed in non-heamatopoietic tissues and moderately expressed in epithelial
tissues, whose roles in cancer progression are currently being unraveled. In this sense, our group des-
cribed that SHP-1 regulates cell proliferation by an interrelationship with PI3BK/AKT pathway in PC-3
cells. However, we did not describe the roles of the main PI3K downstream effector, the AKT kinase. Th-
ree AKT isoforms has been described, and recents studies were focused in its non-redundant functions
indicating that exists an isoform-dependent control, for instance, of glucose homeostasis or cellular mi-
gration. AIMS: To establish the role of different AKT isoforms in regulating cellular process implied in
tumour progression, as well as to analyse whether SHP-1 acts as a PI3K/AKT regulator, studying the
context and consequences of that relationship. METHODS: We use RNA interference to downregulate
the expression of AKT isoforms and evaluate their impact on PC-3 cells proliferation, adhesion and mi-
gration and the AKT-related efectors involved in regulating the aforementioned processes. We also used
siRNA sequences to knockdown SHP-1 and analyse its contribution to the PI3K/AKT pathway regula-
tion. CONCLUSIONS: AKT isoforms exert non-redundant roles with regard to cell cycle regulation. In
this sense, AKT2 promotes CDK6/cyclin D1 complexes formation, through regulating cyclin expression.
This isoform also controls pRb expression and cyclin E levels. AKT2 promotes p27 expression and its
nuclear localization, too. Taken together, these results points to an AKT2-dependent cell cycle regulation
in PC-3 cells, with no contribution of AKT1 or 3 in this role. On the other hand, AKT1 showed to be invol-
ved in the fine control of cellular adhesion and migration, by its interactions with efectors of paramount
importance for those characteristics like FAK, small GTPasas of Rho family and Src. Although two AKT
isoforms presented differential roles, we did not observe any specific role for AKT3 in controling PC-3
cells proliferation, adhesion or migration. With regard to SHP-1, we confirmed that this phosphatase
regulates PI3K kinase activity, interacting specifically with AKT1, and affecting its activation. We also
observed that its presence is neccessary for the maintenance of complex platforms of signaling nuclea-
ted around Src, FAK, p85 and AKT1. In summary, our work demonstrated that SHP-1 is a new and key
regulator of PIBK/AKT enzimatic function, and that AKT isoforms could be considered as an innovative

therapeutic target for metastatic disease.
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BSA: albumina sérica bobina.

CDK(s): Quinasa(s) dependiente(s) de ciclina.
CKI(s): Inhibidor(es) de CDK(s).

DMSO: Dimetilsulféxido.

ERK: Quinasa regulada por sefnales extracelula-

res.
FAK: Quinasa de adhesién focal.
FBS: Suero fetal bovino.

FDGF: Factor de crecimiento derivado de fibro-

blastos.
GAP: Proteina activadora de la actividad GTPasa.

GEF: Factor intercambiador de nucleétidos de

guanina.
GTPAsa: guanosina trifosfatasa.
HRP: Peroxidasa de rabano.
LY294002 (LY): Inhibidor farmacolodgico de PI3K.
MEC: Matriz extracelular.
NLS: Senal de localizacién nuclear.
PBS: Tampon fosfato salino.

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaque-

tas.
PI3K: Fosfatidilinositol 3 quinasa.

PH: Dominio de homologia a pleckstrina.

PIP2: Fosfatidilinositol bifosfato.

PIP3: Fosfatidilinositol trifosfato.
PLC: Fosfolipasa C.
PLD: Fosfolipasa D.
pRb: Proteina del retinoblastoma.
PSA: Antigeno especifico prostatico.

PTEN: fosfatasa cuyo sustrato son los PIP3 para
generar PIP2. Su nombre proviene del acro-
nimo en inglés phosphatase and tensin ho-

molog deleted on chromosome 10.
PTK: Proteina tirosina quinasa.
PTP: Proteina tirosina fosfatasa.
SC: Scrambled; ARN desordenado.
Ser: Serina.
SH: Dominio de homologia a Src.
siRNA: ARN pequerio de interferencia.
Thr: Treonina.
Tyr: Tirosina.
TGF3: Factor de crecimiento tumoral 5.

VEGF: Factor de crecimiento del endotelio vascu-

lar.

W.B: Western Blot.
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EL CANCER DE PROSTATA.

Aspectos clinicos.

El cancer de préstata es una de las patologias malignas mas frecuentes entre los varones de los
paises desarrollados y dada su incidencia se ubica en el segundo lugar tras el cancer de pulmoén,
segun datos de la Organizacién Mundial de la Salud. En la Unién Europea, en 2008 se diagnosticaron
338.700 casos, de los cuales 25.231 correspondieron a Espafia. En ambos casos, éste tipo cancer
ocupa el primer lugar en niveles de incidencia aunque su mortalidad no es tan alta como la del cancer
de pulmén 1. Las estimaciones para el afio 2015 indican que seguira siendo el de mayor incidencia
(International Agency for Research on Cancer - Informe Globocan).

El adenocarcinoma prostatico es una patologia directamente relacionada con la edad, diagnosti-
candose mas del 70 % de los casos en pacientes de 65 afos 6 mas. Ademas, se ha demostrado la
influencia de factores de riesgo en la aparicion y desarrollo de éstos tumores como la presencia de
carcindégenos en la dieta, la exposicion a agentes infecciones que provoquen cuadros inflamatorios
crénicos 2, la historia familiar y la raza asi como diversos factores ambientales 3.

Existen diversas opciones para el tratamiento de los pacientes, cuya aplicacién varia segun el esta-
dio de la enfermedad, aunque se suelen combinar en la blisqueda de una mayor eficacia terapéutica.

Ellas son:
« Ablacién androgénica.
+ Radioterapia y quimioterapia.
+ Prostatectomia radical.

Dado que el principal componente de los tumores prostaticos son células epiteliales secretoras, cu-
yo crecimiento esta influenciado por andrégenos, la disminucion de éstos permite la remision de la
enfermedad. Esta disminucion en los niveles de andrégenos circulantes se alcanza mediante la admi-
nistracién de agonistas de la hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH). Como resultado
final el parénquima testicular disminuira su producciéon de andrégenos. Sin embargo, ésta terapia no
afecta a las células tumorales cuyo crecimiento no se encuentre influenciado por andrégenos por lo
que, finalmente, la enfermedad vuelve a aparecer, cominmente acompafiada de metéstasis *.

En realidad, la mayoria de los pacientes no muere como consecuencia de la accién tumoral prima-



Metastasis.

ria, sino por su propagacion a sitios distales. Estos tumores secundarios agravan la enfermedad, que
en éste estadio cursa con dolores dseos, compresion de la médula espinal, fallo renal, anemia y un
debilitamiento general del paciente 5. Dado que actualmente no se cuentan con terapias efectivas, es
de suma importancia comprender y analizar en profundidad los mecanismos moleculares implicados en
el desarrollo de metastasis, con el objeto de describir nuevas dianas terapéuticas y disefar tratamientos

para ésta fase de la enfermedad.

Metastasis.

La formacién de tumores secundarios es un proceso en el cual interaccionan células tumorales
y normales, microambiente celular e incluso caracteristicas anatémicas y moleculares en el érgano
diana. En el desarrollo y diseminacién de las células tumorales se cumplen una serie de pasos que, en
cierto sentido, constituyen una secuencia cuya integridad es necesaria para la formacién de metastasis

(figura 1) ©:

Desregulacion del ciclo celular, necesaria para producir un crecimiento progresivo que extienda la
masa del tumor. Este proceso incluye varias rondas de mutaciones, afectando especialmente
a dos grupos de genes: los oncogenes y los genes supresores de tumores. Las alteraciones
permitiran que se sigan acumulando nuevas mutaciones, provocando una inestabilidad genémica
que favorece la aparicién del fenotipo metastésico. En apartados posteriores veremos con mayor

profundidad éste proceso.

Angiogénesis extensiva, dado el alto requerimiento de nutrientes y que éstos seran incapaces de lle-
gar a las nuevas células formadas cuando el tumor supere algunos milimetros de extensién. En
células normales, una miriada de inhibidores mantiene al endotelio en un estado de no prolifera-
cion. Sin embargo, tras la inestabilidad génica alcanzada en los tumores, se produce una pérdida
de muchos de éstos mecanismos de inhibicién, asi como una liberacién de factores proangiogéni-
cos. Por ejemplo la pérdida de funcién de p53 esta correlacionada con la pérdida de la expresién
de trombospondina, un potente agente angiostatico, en tanto que la activacion de la quinasa Ras

lleva a un incremento en la produccién de VEGF, un poderoso angiogénico 7 .

Invasién local facilitada por la degradacién de la matriz extracelular (MEC). Esta degradacién se alcan-
za por la capacidad de las células tumorales de producir metaloproteasas de matriz (MMPs). Se
han descrito 23 MMPs, cuyas acciones se regulan por los inhibidores tisulares de MMPs (TIMPs).
La generacién de ratones knockout para distintos genes de MMPs y TIMs ha permitido demostrar

el papel que juegan ambos tipos de proteinas en la adquisicion de un fenotipo invasivo 8.

Diseminacion a través de los sistemas linfaticos y sanguineo. En circulaciéon se produce la formacion

de agregados celulares, que normalmente son destruidos, aunque finalmente algunos terminan
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Metastasis.

proliferando en los distintos vasos y extravasandose. Para que se produzca éste movimiento celu-
lar es necesaria la desregulacién de los procesos celulares de adhesién y migracion, aspecto que

discutiremos mas adelante en ésta Introduccién.

Proliferacion en el 6rgano diana. Si todos los pasos anteriores son completados, la nueva metastasis

podra comenzar nuevamente el ciclo indicado.

La figura 1 muestra un breve resumen de los apartados que hemos comentado.

Preinvasivo ™ |nvasivo —® Metastasico

- & el & Células
Vaso Tejido conectivo J’f" @ tumorales
sanguineo 3
— -
L _Benigno /1 Maligno |

Figura 1: Proceso metastasico. La formacion del tumor se alcanza tras rondas de mutaciones que permiten a las células proliferar descon-
troladamente, siendo capaces de obtener nutrientes a partir de vasos de nueva formacién e invadiendo tras degradar las matrices extracelulares.
Finalmente, las células tumorales logran establecerse y reproducirse en sitios distales, constituyendo las metéastasis.

Desde que en 1889, Paget propuso que el proceso metastasico sélo es posible si ciertas células
tumorales (“las semillas”) presentan cierta afinidad con el entorno celular de ciertos 6rganos (“el suelo”),
se ha reconocido la extensa interaccion entre las células tumorales y el microambiente celular de los

organos que albergan las metastasis, proponiéndose dicha interaccion como una diana terapéutica de

gran utilidad °.
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MECANISMOS MOLECULARES IMPLICADOS EN LA PROGRESION

TUMORAL.

El ciclo celular.

El ciclo celular es un conjunto de eventos macromoleculares que se produce en eucariotas y que
da como resultado la generacion de células hijas, a partir de una célula progenitora. Evidentemente,
un ciclo celular correspondera al periodo de tiempo que va desde la mitosis de la célula inicial hasta la
mitosis de la/s célula/s hija/s 1° . Esta tltima definicion pone en relieve el aspecto temporal y de orden en
que se produce dicho ciclo, ya que el control preciso de éstos acontecimientos permite que las nuevas
células formadas cuenten con todas las caracteristicas genotipicas y fenotipicas presentes en la células
que les dio origen " .

En el desarrollo del ciclo celular se pueden determinar dos grandes etapas:
+ Una etapa de preparacion previa a la division celular, denominada interfase.
+ Una etapa de division celular propiamente dicha, denominada mitosis.

La interfase representa la mayor parte del ciclo celular e incluye tanto el tiempo necesario para preparar
la replicacion del DNA (denominada fase G1), como la replicacion en si misma (fase S) y un tiempo de
preparacion para la mitosis (fase G2). Las células también pueden alcanzar un estado de quiescencia
(denominada fase G0) donde estan metabolicamente activas, pero no progresan hacia la fase S 6 hacia
la division celular 2.

Este modelo de un ciclo celular por etapas debe incluir mecanismos de regulacién del mismo ase-

gurando que:

«+ ciertos eventos moleculares especificos se completen antes de que los eventos subsecuentes se

inicien.

+ una vez que un evento molecular es completado (por ejemplo la replicacion del DNA) no vuelva a

repetirse inapropiadamente.

Diversos trabajos de investigacién han demostrado que tanto durante la interfase, como en la mitosis
se establecen mecanismos de regulacion que cumplen con las premisas anteriores. A éste conjunto de

vias de sefalizacién que supervisan la correcta progresion y finalizacion de eventos tempranos del ciclo

12



El ciclo celular.

celular y que generan los retardos necesarios en respuesta a diversas anomalias (como por ejemplo
los darios en el ADN 6 la incorrecta alineacién de los cromosomas en la placa ecuatorial durante la
mitosis), se les ha denominado simplemente puntos de control 6 “checkpoints” del ciclo celular 13
Estos puntos de control son, en general, mecanismos de retroalimentacién que comprueban la inte-
gridad de los procesos moleculares que se desarrollan durante el ciclo celular y, en particular, durante
el pasaje entre las distintas fases de la interfase y al llegar a la mitosis, evitando que el ciclo continte
adelante en caso de que las condiciones nutricionales, ambientales 6 los eventos moleculares no sean
los adecuados ' . Si las condiciones son adecuadas, durante el desarrollo de la fase G1 y de la tran-
sicion G1/S, las células alcanzaran un estadio denominado “punto de restriccion”, tras el cual el ciclo

celular puede continuar sin necesidad de un estimulo mitogénico constante 2.

Regulacién del ciclo celular.

Entre 1970 y 1980 una serie de experimentos comenzaron a echar algo de luz sobre el control de
las transiciones entre las distintas fases del ciclo celular 5. Asi cuando se fusionaron células que
se encontraban en fase G1 o G2 con células que se encontraban en fase S, las primeras comenza-
ron una replicacion del ADN prematura. Ademas, las células resultantes de la fusién no entraron en
mitosis hasta que los nlcleos en G1 completaron la replicacion de los &cidos nucleicos. Estas obser-
vaciones permitieron comprender que las células contaban con “factores promotores de fase S” que
actuaban solamente sobre células en fase G1 y que por otra parte éstos “factores” impedian la entrada
en mitosis hasta la completa replicacion del ADN ' . Actualmente sabemos que los encargados de
controlar el pasaje entre las distintas fases del ciclo celular son unos complejos enzimaticos formados
por una subunidad reguladora, denominada ciclina, y una subunidad catalitica, denominada quinasa
dependiente de ciclinas 6 CDK.

Dada la complejidad de las regulaciones, resumidas de modo esquematico en la figura 2, nos cen-
traremos en analizar los eventos moleculares especialmente implicados en el desarrollo y pasaje del

punto de control G1/S, hasta alcanzar el “punto de restriccion”.
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Figura 2: El ciclo celular se encuentra finamente regulado. Los factores que permiten la progresion del ciclo celular son los complejos
ciclinas:CDK, en tanto que las familias INK4 y Cip/Kip se encargan de detenerlo. Tras la fosforilacién de la proteina del retinoblastoma, el ciclo puede
continuar sin necesidad de estimulos mitogénicos. Este punto de control se denomina “punto de restriccion”.

CDKs

Se han descrito 11 genes que codifican CDKs con diferentes funciones, y otros 9 genes que codifican
proteinas tipo CDK (“CDK-like”). Diversos estudios sobre mutaciones en levaduras y oocitos permitieron
describir al primer miembro de ésta familia: CDK1 '8 . Posteriormente fueron descrito diversas CDK con
alta homologia estructural a CDK1, como CDK2 y 3.

El pasaje entre las fases G1 y S se encuentra controlado por la acciéon de los complejos formados
por las CDK2, 4 y 6, que tras su unién a sus respectivas parejas funcionales, actuaran fosforilando e
inactivando a la proteina del retinoblastoma. Esta fosforilacién e inactivacién se ha descrito como un
evento trascendente para alcanzar y traspasar el punto de restriccion 17 .

Otras CDKs, como CDK8 y CDK9, estan principalmente relacionadas al control de la transcripcion,
e incluso formando parte de la ARN polimerasa Il (CDK8). CDK7, unida la ciclina H y otras proteinas,
actua tanto sobre en el control de la transcripcion (formando parte del factor de transcripciéon TFIIH)
como actuando como quinasa activadora de CDK 8. Este grupo de CDKs no convencionales sirven
como posibles mecanismos de regulacion sobre procesos de transcripcion y procesamiento del ARN
de una manera dependiente de la progresion del ciclo celular °.

Se han generado ratones knockout para los principales CDKs implicados en el control del ciclo ce-
lular, demostrandose que, salvo para los ratones deficientes en CDK1 que presentaron una letalidad
embrionaria, la falta del resto de CDKs genera animales viables, discutiéndose la posibilidad de efectos
redundantes entre los miembros de la familia 2°. Por ejemplo, los animales que carecian de expre-
sién de CDK®6 presentaron una anemia muy grave, en tanto que el doble knockout para CDK4 y CDK6
generd una letalidad embrionaria, provocada por importantes defectos en el desarrollo del linaje eritro-

poyético. Se propone asi que CDK4 compensa, al menos en parte, las funciones de CDK®6, permitiendo
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la supervivencia de los animales 2" .

Ciclinas de fase G1.

Se han identificado al menos 29 genes que codifican proteinas relacionas a ciclinas, las cuales
comparten un dominio de 150 aminoacidos (“cyclin box”) responsable de su uniéon a CDKs. Su nombre
proviene de su sintesis y degradacion en funcion de la fase del ciclo celular aunque, para la mayoria
de ellas, no se conoce con certeza si su sintesis y/o degradacion es verdaderamente ciclica '° . Para
su estudio, se agrupan segun el estadio del ciclo celular en que actian. Asi, las ciclinas D (1, 2y 3) se
consideran ciclinas de fase G1 inicial y media y las ciclinas E (1 y 2) se consideran de fase G1 tardia y
de fase S °.

También para el caso de las ciclinas de G1 se han generado ratones knockout, demostrandose que
la ablacién de cualquiera de éstas ciclinas por separado permite el desarrollo de animales viables. Sélo
cuando se eliminaron los dos genes de ciclina E 6 se generaron ratones que sélo contaban con un tipo
de ciclina D 6 ninguno, los fenotipos fueron de letalidad embrionaria 6 con supervivencia de pocos dias.
Nuevamente se propone la existencia de actividades redundantes entre los distintos tipos de ciclinas
ya que el triple knockout para los genes de ciclina D reprodujo el fenotipo observado en los animales

doble knockout CDK4/CDK®6 22 .

Complejos ciclinas:CDK vy la regulacion del ciclo celular.

Actualmente se acepta un grupo de uniones “tipicas” entre ciclinas y CDK, aunque estas correspon-
dencias no son univocas 23 : ciclina D tiene como pareja funcional a CDK4 6 CKD8, en tanto que ciclina
E tiene como pareja a CKD2. Con respecto a las ciclinas mitéticas, tanto ciclina A como ciclina B se
unen con CDK1.

Tras la formacién de los complejos ciclina:CDK, éstos seran los responsables de controlar el pasaje
entre las distintas fases, constituyendo en si mismos un punto fundamental de regulaciéon. Como vemos

en la figura 3 su funcién es dependiente del estadio del ciclo celular.
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Figura 3: Los complejos ciclinas:CDK y su distribucion durante el ciclo celular. Se han descrito complejos “tipicos” de ciclinas
y CDK especificos los cuales, ademas, ejercen sus funciones en fases especificas del ciclo celular, siendo necesaria la formacién previa de los

mismos para el ciclo progrese.

Los complejos ciclinas:CDK pueden ser regulados principalmente a través de:
1. La disponibilidad de ciclinas.
2. Fosforilacién y desfoforilacion de CDKs.

3. Unién de CKis.

Disponibilidad de ciclinas de G1.

Sintesis de la ciclina D1.

Ciclina D1 es considerado un protooncogén y su unién con CDK4 y con CDK6, forma complejos

activos que promueven el pasaje de la fase G1 a S. Existen 3 formas de ciclina D (1, 2y 3) y una forma

truncada de ciclina D1, surgida por “splicing” alternativo, denominada D1 b 2425 El gen de la ciclina D1

se encuentra amplificado en un 15% de los casos de cancer de mama y sobreexpresado un 30-50 %

de los casos 2°, habiéndose demostrado que la quinasa de adhesion focal (FAK) es capaz de regular

los niveles de ciclina D1 a nivel transcripcional, conectando de éste modo las sefiales extracelulares

mediadas por integrinas con el control del ciclo celular 26 . Ademas, el gen de ciclina D se encuentra

reprimido por los factores de transcripcion de la familia FOX-O 27

Por otra parte, se ha observado que el tratamiento de fibroblastos con concentraciones de rapamici-

na capaces de inhibir el complejo mTORCH1, afecta la estabilidad del mRNA de ciclina D1 y provoca un
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aumento en el recambio proteico de ésta ciclina, llevando finalmente a una disminucién en los niveles
proteicos totales 28 .

mTORCT1 es capaz de regular la traduccién de ciclina D a través de dos efectores aguas abajo:

+ Por un lado, mTORCH1 fosforila y promueve la degradacion la proteina 4E-BP1/PHAS-1 (un inhi-
bidor de la formacion del complejo multimérico de traduccién, elF-4F) lo que permite el avance
de la traduccion de un grupo de mRNA que presentan un extremo altamente conservado deno-
minado 5-TOP (5-terminal oligopyrimidine tract). Aunque entre éstos no se incluye el mRNA de
ciclina D1, se supone que la gran porcién 5-UTR presente en su mRNA puede requerir una gran
actividad helicasa (llevada a cabo por el factor elF-4F), por lo que el tratamiento con rapamicina

puede afectar seriamente su traduccion 2° .

+ Por otra parte, mTORCH1 fosforila y activa a la quinasa p70S6K, la cual a su turno fosforila y activa
la proteina ribosomal S6, que también permite el avance de la traduccion de mRNAs con extremos
5-TOP 3. Ambos efectores estan bajo el control directo de la via PI3BK/AKT como veremos en los

capitulos siguientes.

Degradacion de la ciclina D1.

La degradacion de la ciclina D también es un evento de suma importancia en la progresion del ciclo
celular. En 1998, Diehl y cols. demostraron que la degradacién de ciclina D1 mediada por el proteasoma
era iniciada tras la fosforilacion en la Thr286, que actuaba como un sitio de unién de ubiquitina, siendo
GSK33 la responsable de ésta fosforilacion 3' . Sin embargo, actualmente se conocen otras vias de de-
gradacion independientes de GSK34, sobre todo activadas para la degradacién proteasomal de ciclina
D no unida a CDKs. En éste sentido, Germain y cols. demostraron que la ubiquitinacion de ciclina D
libre es independiente de la fosforilacién en Thr286 32 y recientemente se ha demostrado que la lisina
269 es un sitio aceptor de ubiquitinas y su presencia es fundamental para la degradacién de ciclina
D3,

La figura 4 muestra un esquema de las vias implicadas en el control de la sintesis y degradacion de
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Figura 4: Sintesis y degradacion de ciclina D. Se han descrito diversas vias metabélicas implicadas en la sintesis de ciclina D, siendo los
factores de transcripcion FOX-O los principales represores del gen, y por la naturaleza del gen su traduccién es promovida por la via de mTORC1.
Por otra parte, la fosforilacién de la Thr286 es de suma importancia para la actuacioén de las ligasas de ubiquitina, que marcaran a ciclina D para su
degradacién proteasomal. Con respecto a las vias independientes de GSK3, se ha demostrado que la presencia del residuo Lys269 en la ciclina D
libre es fundamental para ser degradada por el proteasoma.

La ciclina D1 cumple un papel fundamental en la progresién del ciclo celular al unirse a su pareja
funcional (CDK4 6 6), fosforilando a la proteina del retinoblastoma. Esta, en su estado hiperfosforila-
do, deja de actuar como un factor represor sobre la transcripcion de diversos genes permitiendo asi el

avance del ciclo celular.

La proteina del retinoblastoma.

La familia de la proteina del retinoblastoma esta compuesta por tres miembros: pRb, el miembro
mas conocido, p107 y p130, todos con alta homologia estructural. Se las denominé proteinas “pocket”
(bolsillo) dados sus caracteristicos dominios de interaccién con (y secuestro por parte de) proteinas
virales, asi como con proteinas celulares normales 3*. Aunque p107 y p130 poseen sitios de union a
ciclinas y CDKs, dichos sitios no estan presentes en pRb. Sin embargo, todos los miembros presentan
multiples sitios susceptibles de fosforilacion por accidon de los complejos ciclina:CDK 25 .

Las investigaciones con respecto al gen RB1 permitieron ubicarlo como el paradigma de los genes
supresores de tumores, ya que la pérdida de sus alelos se relaciond con la aparicion y desarrollo del
retinoblastoma heredado, un tipo de tumor del ojo presentado frecuentemente en nifios 36 .

La actividad biolégica de pRb se lleva a cabo mediante la interaccion con los factores de transcrip-
cién E2F y sus parejas heterodiméricas, las proteinas DP. pRb se une a éstas proteinas, permitiendo el

reclutamiento de otros correpresores y provocando la represién transcripcional de los genes regulados

18



El ciclo celular.

por E2F. Sin embargo, la fosforilacion en distintos residuos de pRb permite su desacople del complejo
represor. Aunque no se conoce la secuencia exacta de fosforilaciones en los distintos residuos de pRb
se ha propuesto que pueden provocar cambios conformacionales que finalmente llevan al desacople de
pRb & bien a la pérdida de interacciones con otras proteinas que permiten la formacion de complejos
represores 7 . Mientras pRb ejerza su accién represora el ciclo celular no avanzara y por ello pRb debe
permanecer en un estado hiperfosforilado 38 .

Los responsables de éstas fosforilaciones son los complejos ciclina:CDK formados: los complejos
ciclina D:CK4/6 en G1 y los complejos ciclina E:CDK2 en G1 tardia 3°. En la figura 5 se propone un

modelo de regulacién de pRb por parte de los complejos ciclina:CDK de la fase G1.

CICLINAE

CDK2

Figura 5: Funcion de pRb durante el ciclo celular. pRb se une a los factores de transcripcion E2F y a su subunidad asociada DP,
reprimiendo la transcripciéon mediada por E2F gracias al reclutamiento a nivel de los promotores de complejos remodeladores de la cromatina, los
denominados correpresores, tales como histonas desacetilasas, metilasas, etc. Cuando la célula entra en el ciclo celular, pRb es fosforilado por
CDK4, CDK6 y CDK2 y en su estado hiperfosforilado va a liberar a los factores E2F, permitiendo que éstos activen la transcripcién de sus genes
diana.

Sintesis y degradacion de ciclina E.

El gen de laciclina E es uno de los regulados por los factores de transcripcién E2F, o que le convierte
tanto en un producto como en un regulador en la via de pRb 2° . Como acabamos de mencionar, ciclina
E se unira a CDK2 y el complejo formado fosforilara e inactivara pRb permitiendo la progresién del ciclo
celular 49,

En células normales la vida media de ciclina E ronda los 30 minutos, siendo alcanzada la periodi-
cidad en sus niveles regulando la degradacion proteasomal de la proteina 442 . La fosforilacion en el
residuo Thr308 (un sitio de autofosforilacién en ciclina E) permite la interaccién con Skp2, una ligasa
de ubiquitina, iniciando su degradacion. Posteriormente se ha descrito que otra ligasa de ubiquitinas,
denominada Fbw7 y cuya interaccién se produce con los complejos ciclina E:CDK2, también permite la
degradacion proteasomal de ciclina E 4344,

Con respecto a las funciones de ciclina E en el control del ciclo celular, estudios recientes utilizando
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ratones que carecian de genes de CDK2, han demostrado que el ciclo celular es posible, mediante la
regulacién ejercida por los complejos ciclina E:CK1, apoyando nuevamente la existencia de funciones
redundantes entre los complejos ciclina:CDK 4°.

En tejidos tumorales se han descrito distintas alteraciones de la ciclina E, como la amplificacién de su
gen, sobreexpresion de la proteina y cambios de su localizacion subcelular. Todas éstas modificaciones

se han demostrado implicadas en el desarrollo tumoral 46 .

Fosforilacion y desfosforilacion de CDK.

La fosforilacion en residuos de Thr especificos de las CDKs, permite su completa activacién. Asi, en
el caso de CDK1 es necesaria la fosforilacion en el residuo Thr161, y en los casos de CDK2 y 4, en los
residuos Thr160 y Thr 172 respectivamente. Las quinasas activadoras de CDK, como el caso de CDK7,
median ésta fosforilacion 47 .

Por otra parte, la fosforilacion en algunos residuos de Tyr, como la Tyr15 de CDK1 y 2 6 la Tyr17
de CDK4 provocan la inhibicién de la actividad de las CDK. Las fosforilaciones anteriormente indicadas
son catalizadas por la quinasa Wee1/Mik1. Completando ésta fina regulacién se encuentran las fosfa-
tasas de especificidad dual de la familia de CDC25, que se encargan de desfosforilar las tirosinas de

los dominios de union de ATP de las CDK, contrarrestando la inhibicion provocada por Wee1/Mik1 48

(figura 6).
Complejo
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Figura 6: Fosforilacion y activacion de CDK. La fosforilacion en Tyr de CDKs de fase G1, por la quinasa Wee, provoca incapacidad de unién
de dichas CDKs a las ciclinas. La fosfatasa Cdc25 revierte ésta fosforilacién, pero para la formacién del complejo es necesaria otra fosforilacion en
residuos de Thr, mediada por las quinasas activadoras de CDKs (CAK). Los inhibidores de la familia Cip/Kip se uniran a los complejos formados,
inhibiendo su accion, en tanto que los de la familia INK4 haran lo propio sobre las CDKs. Tomado de Malumbres y cols., 2005 '° .
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Union de CKis.

La capacidad de los complejos ciclina:CDK para controlar el desarrollo del ciclo celular cuenta con
otro nivel de regulacién en la unién de proteinas inhibidoras a dichos complejos. Se han descrito dos
familias de inhibidores denominadas: INK4 y CiP/Kip. La primera familia esta compuesta por las pro-
teinas denominadas p16/N%4a p15INKI n18INKic y n19INKid que ejercen su accidn uniéndose
directamente a CDK4 y CDKB®, evitando asi su union a ciclina D.

Una caracteristica peculiar en la estructura génica de ésta familia es el locus INK4a/ARF (represen-
tado en la figura 7), donde un ex6n es compartido por dos genes que codifican proteinas inmunolégi-
camente distintas. Asi la proteina p16/V£4e esta codificada por los exones 1a, 2 y 3 en tanto que la
proteina p1947!" esta codificada por el exén 13 (que se encuentra 13 kb aguas arriba del exo6n 1a) y el
exon 2 pero con un marco de lectura alternativo. p194%F es capaz de interactuar con Mdm2 y provocar

una parada tanto en G1 como en G2.

3
13 kb p16iNke
]
1
plgARF
p1OARF ple/NKs
mdm2 Ciclina D/ CDK4/6
p53 pRB
Paradaen Paradaen
Gly G2 Gl

Figura 7: Locus INK4a/ARF. La organizacion de éste locus es sorprendente en células de mamiferos, ya que recuerda a la estructura de los
genes virales. Con respecto al producto p167~ %4, el producto p194 %% utiliza el exén 173, ubicado 13 kb aguas arriba del exon 1« utilizado por
p16!N K4y ademas utiliza un marco de lectura alternativo del exén 2 (“Alternative Reading Frame”). De su correcto funcionamiento dependen
funciones antioncogénicas de tal importancia que se le considera la “segunda linea de defensa’ celular, tras p53. Tomado de Roussel, 1999 “° .

Los fenotipos de ratones knockout para éste locus han permitido clasificar a p194%¥ como un im-
portante gen supresor de tumores “° por lo que la integridad de éste locus ésta considerado como una

de las principales defensas antioncogénicas, sélo comparable a p53 0.
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La segunda familia esta compuesta por tres integrantes: p21“»!, p27+»l y p57+r2 que actian
uniéndose a los complejos ciclina:CDK, principalmente en el pasaje G1/S, aunque también actian en

otras fases del ciclo celular.

El inhibidor de CDK p27*i71,

Dada la accién de p27**! (en adelante p27) sobre los complejos ciclina:CDK se le ha atribuido
un papel como supresor de tumores. De hecho, en varios tipos de neoplasias su expresion se en-
cuentra disminuida 5'. Sin embargo, estudios recientes atribuyen a p27 caracteristicas oncogénicas,
relacionadas con su localizacion subcelular y su capacidad anexa de regular la reorganizacién del cito-
esqueleto 5253

La proteina p27 presenta dos regiones principales, un extremo N-terminal donde residen los sitios de
unién con los complejos ciclinas:CDK y un dominio C-terminal que es capaz de interactuar con distintas
proteinas implicas en procesos no relacionados directamente con el control del ciclo celular, como la

unién con RhoA, Rac y otras %*.

| al &3 G
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Figura 8: p27°r1: Estructura, sitios de fosforilacion y quinasas implicadas. Las fosforilaciones en residuos de Thr 6 Ser de p27
son clave en la regulacién de su localizacién subcelular asi como en su estabilidad, dependiendo su funcionalidad del estadio del ciclo en que se
encuentre la célula. Adaptado de Vervoorts y cols., 2008 °' .

La regulacion de p27 es un punto crucial en la progresion del ciclo celular y se lleva a cabo en 3

puntos distintos:

a) Regulacion transcripcional de p27: los principales implicados en la regulacién transcripcional de
p27 son los miembros de la familia de factores de transcripcién FOX-O 55, que actian como
moduladores positivos de su expresion. En éste sentido se ha demostrado que FOXO3a es el
principal regulador de la expresion de p27 en el caso de lineas hematopoyéticas %6 . También
se ha descrito la implicacion de otros factores como c-myc y E2F1 cuyo papel en la regulacion

transcripcional no parece ser tan determinante como en el caso de los FOX-Os 5.

b) Regulacion de la estabilidad proteica de p27: la estabilidad proteica de p27 ha sido relacionada

a la fosforilacién en el residuo Ser10 de la molécula. Sin embargo, ésta hipétesis so6lo parece
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ser cierta en el caso de las células que se encuentran detenidas en fase GO ya que en células
que se dividen normalmente, la fosforilacion en la Ser10 promueve la salida de p27 desde el
nucleo hacia el citoplasma, donde p27 es sustrato del complejo KPC (una ligasa de ubiquitinas),
marcéandolo para su degradacion proteasomal, durante la primera parte de la fase G1 %7 . Estos
datos indican que la fosforilacién en la Ser10 durante G1 cumple papeles fisioldgicamente distintos

a los cumplidos en células en GO 5 .

Durante el final de G1 y el inicio de la fase S los niveles de p27 disminuyen, a la par que aumenta el
numero de complejos ciclina E:CDK2. Se ha demostrado que para que se produzca la correcta degra-
dacién de p27 en ésta transicién es necesaria la fosforilacion en el residuo Thr187 58 . Esta fosforilacion
esta mediada por los complejos ciclina E:CDK2 y permite el reconocimiento de p27 por Skp2, que forma

parte de un complejo de ubiquitinilacién, llevando al CKI a la degradacion proteasomal 9.

c) Regulacion de la localizacion subcelular de p27: éste es un punto primordial de regulacion, ya
que cambios en su localizacién subcelular fueron implicados en el mal prondstico de distintos
canceres ® . Evidentemente para que p27 cumpla sus funciones de inhibicion del ciclo celular
debe encontrarse en en nucleo y para ello cuenta con una NLS situada hacia su extremo C-
terminal, que es regulada por fosforilacion. Asi, las fosforilaciones tanto en el residuo Thr157
como en el residuo Thr198, por AKT imposibilitan la localizacién nuclear de p27 6.2 ya que
dicha fosforilacion genera un sitio de union con las proteinas 14-3-3 citosoélicas, provocando un
secuestro de p27 en éste compartimento 6. También, y como indicabamos anteriormente, se ha
demostrado que la fosforilacion en la Ser10 por la quinasa hKIS favorece la salida de p27 desde

el ntcleo al citoplasma 4.

Por otra parte, y ya fuera del nlcleo, p27 presenta algunas funciones relacionadas con la reorganizacion

del citoesqueleto. Mas precisamente inhibiendo la ruta de la GTPasa pequefia, RhoA 53 . p27 también

cumple funciones en el citoplasma promoviendo el ensamblaje de complejos ciclina D: CDK4/6 65 .
Para finalizar la figura 9 presenta un resumen de las principales regulaciones observadas en el

metabolismo de p27.
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El ciclo celular.
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Figura 9: Principales mecanismos de regulacion de p27 . El gen de p27 se encuentra regulado por accion de los factores de transcripcion
FOX-O. Tras su transcripcién y traduccion, p27 sufre modificaciones postraduccionales fundamentales en la regulacién de su localizacién subcelular,
asi como para asegurar su estabilidad proteica.

Regulacion de la transicion G1/S.

Intentando completar el cuadro de la regulacién del pasaje G1/S exponemos un modelo resumido
de lo que puede llegar a ocurrir, aunque no necesariamente en éste orden estricto (figura 10) 24

Tras los estimulos mitogénicos los complejos ciclina:CDK de fase G1 temprana comenzaran a for-
marse. Su ensamblaje ademas estara auxiliado por la presencia de CKI citoplasmaticos.

Tras su formacion, los complejos ciclina D: CDK4/6 fosforilaran a la proteina pRb. Esta, en su es-
tado hiperfosforilado, dejara de ejercer su actividad represora sobre los factores de transcripcion E2F
promoviéndose asi la transcripcién de diversos genes, entre los que se encuentra el de la ciclina E.

Los complejos ciclina E:CDK2 se encargaran de fosforilar a p27, marcandolo para su degradacion
proteasomal.

Asi, la degradacion de los CKl y la induccion de la transcripcion de ciclinas, contribuira a que el ciclo
celular alcance el punto de restriccion, tras el cual se desarrollara independientemente de estimulos

mitogénicos.
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Figura 10: Regulacion de la transicion G1/S. En respuesta a las sefiales mitogénicas se formaran los complejos ciclina D: CDK4/6 (ini-
cialmente estabilizados por proteinas de la familia Cip/Kip). Estos complejos formados seran capaces de fosforilar a pRb, permitiendo cambios
conformacionales que eliminaran su accién represora sobre el gen de ciclina E y sobre genes de diversos factores promotores de entrada en fase
S (entre otros). Tras la generaciéon de nueva ciclina E, ésta formara complejos con CDK2, los cuales mantendran el estado de hiperfosforilacion
de pRb, generando un bucle de retroalimentacién positiva. Ademas los complejos ciclina E:CDK2 son los encargados de fosforilar y permitir la
degradacion de los miembros de la familia Cip/Kip. Tomado de Sherr y Roberts, 1999 24 .
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MECANISMOS MOLECULARES IMPLICADOS EN LA MIGRACION Y

ADHESION CELULAR.

Para que una célula tumoral pueda provocar metastasis en sitios distales debe adquirir la capaci-
dad de separarse de su tejido de origen, adherirse a nuevas membranas basales y migrar a través de
los vasos para alcanzar una nueva localizacién. La capacidad migratoria de una célula esta goberna-
da por complejas vias de sefalizacion pero la plasticidad celular permite la existencia de diferentes
modos de migracion, que incluyen a células individuales é a grupos celulares. Refiriéndonos a la mi-
gracion de células individuales, y aunque la clasificacion sea arbitraria, se han propuesto dos modelos
fundamentales: la migracién mesenquimal, y la migracién ameboide, los cuales dependen tanto de las
caracteristicas celulares como de la propia MEC 9567 | Aunque también se han observado “filas indias”
de células individuales migrando en tejidos tumorales (un fenémeno conocido como “migracién en ca-
dena”), durante esta introduccién nos referiremos en todo momento a eventos moleculares y efectores
relacionados al primer modelo.

El modelo de migracién mesenquimatico es un ciclo constituido por 4 pasos interdependientes (figu-
rai1) 8.

19) La célula se polarizara y formara protrusiones en la zona de avance.
2°%) Adhesion a la MEC mediante la formacion de contactos focales.

39) A continuacion, regiones de la zona delantera se contraeran por la formacién de fibras de acto-

misiona generando fuerzas de traccion.

4°) Separacion del extremo posterior, lo que permitira un avance gradual del cuerpo celular.
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Contactos célula-matriz.

1) Protrusion en la zona de avance.
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Figura 11: Migracion celular. Tras su polarizacion, la célula emitira un seuddpodo que le permitira interaccionar con su sustrato en la zona de
avance. Posteriormente se perderan las adhesiones de la zona trasera y se generaran fuerzas de traccién que permitiran el desplazamiento del
cuerpo celular.

Contactos célula-matriz.

Desde el punto de vista molecular, la migracién mesenquimal se inicia con proteinas presentes
en las membranas celulares denominadas integrinas las cuales contactan, en zonas puntuales de la
célula, con proteinas de la MEC. Tras éstos contactos, se produce una nucleacién de diversas proteinas
(con funciones adaptadoras 6 enzimaticas) alrededor de las integrinas. Estas interacciones moleculares
daran como resultado final una reorganizacion del citoesqueleto que permitira la migracion celular.

Los contactos mas simples que se establecen entre las matrices y las células se denominan comple-
jos focales y estan constituidos por grupos de integrinas interactuando con algunas moléculas, como
la proteina adaptadora talina 6 FAK. Son interacciones de rapido recambio, que suelen durar pocos se-
gundos, aunque pueden aumentar su tamano durante algunos minutos, estabilizandose (“madurando”)
y generando los denominadas contactos (6 adhesiones) focales. Estas son estructuras que, ade-
mas de estar compuestas de las integrinas, talina y FAK, incluyen proteinas que permiten el acople del
contacto al citoesqueleto de actina, proveyendo estabilidad mecanica y permitiendo la generacion de

fuerzas de traccién, necesarias para la migracion de la célula 8° . Durante el desarrollo de los contactos
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Contactos célula-matriz.

focales (e incluso antes), la presencia de proteinas de entrecruzamiento, tales como la a—actinina, pro-
mueve la elongacién y empaquetamiento de los filamentos de actina, los que en presencia de miosina

[l permitiran el movimiento celular 7°.

Ensamblaje de filamentos de actina.
Contraccién.

Complejos Contactos
focales focales

A A
|

Filamentos de
actina

O
MEC

Figura 12: Diversas estructuras implicadas en los contactos célula-matriz.

Integrinas.

Las integrinas son receptores heterodiméricos presentes en la superficie celular conectadas a través
de diversas proteinas de anclaje al citoesqueleto de actina. Estan constituidas por una subunidad « y
una subunidad 3, habiéndose descrito 24 tipos de integrinas diferentes, constituidas por la combinacién
de 18 subunidades a y 8 subunidades 3. Aunque las integrinas carecen de actividades enzimaticas (y en
consecuencia no son capaces de transformar células, no pudiendo ser consideradas como oncogenes),
si pueden cooperar con productos derivados de oncogenes 6 receptores de tipo tirosina quinasa para
promover la tumorogénesis, sobre todo por el entrecruzamiento de las sefales transducidas por las
integrinas, los factores de crecimiento y las citoquinas ”' .

Tras la interaccién de las integrinas con los componentes de la MEC se produce un agrupamiento de
las mismas, generandose una plataforma, a la cual se uniran diferentes intermediarios desencadenando
multiples respuestas celulares. Al menos 50 proteinas diferentes se han identificado formando parte del
control de la adhesion, asi como de la regulacién de su estabilidad y dinamica 72, por ello solamente
expondremos caracteristicas de algunas cuyas funciones se han demostrado como primordiales: la
quinasa de adhesion focal (FAK), la quinasa Src y las GTPasas pequefias de la familia Rho 73. Otra
enzima de capital importancia en el dinamismo del movimiento celular es la fosfatidilinositol 3 quinasa

(PI3K), cuya descripcion en detalle veremos en la siguiente seccion de ésta Introduccién
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La quinasa de adhesion focal (FAK)

FAK es una enzima de 125 kDa que pertenece al grupo de las tirosina quinasas no receptores y
que se encuentra formando parte tanto de los contactos como de las adhesiones focales. Su alteracién
se ha relacionado al desarrollo y progresién tumoral’# y también se ha descrito como fundamental
en fendbmenos de migracién en distintas lineas celulares, incluyendo las provenientes de metastasis
prostéatica 7°.

Desde el punto de vista estructural, se reconocen tres dominios principales en FAK (figura 13):

1. El dominio FERM, ubicado en el extremo N-terminal que permite la interaccién con los dominios
citoplasmaticos de las integrinas. Ademas, en células suspendidas, el dominio FERM estaria in-
teraccionando con el dominio quinasa, evitando la autofosforilacion de FAK. Al producirse la adhe-
sién, el dominio FERM interactuaria con los dominios citoplasmaticos de las integrinas, liberando

la inhibicion ejercida sobre el dominio quinasa y permitiendo la activacion de FAK 76

2. El dominio quinasa, donde se encuentran varios residuos de tirosina que pueden ser fosfori-
lados. Tras la interaccion entre las integrinas y la MEC, FAK rapidamente se autofosforila en su
residuo Tyr397. Diversas proteinas con dominios SH2 pueden interactuar con esta tirosina fosfo-
rilada, activando vias de sefializacion celular. Entre ellas destaca la quinasa Src 77, la cual es la
responsable de fosforilar otras tirosinas de FAK, especialmente las 576, 577 y 861. Todas éstas

fosforilaciones permitiran la maxima activacion de FAK.

3. En el extremo C-terminal se encuentra el domino FAT (“Focal Adhesion Targeting”) que es
fundamental para la correcta localizacion de FAK en los contactos focales. Se ha demostrado
que la fusion de éste fragmento a otras proteinas es suficiente para localizarlas en los contactos
focales 8. Aunque el dominio FAT pueden interactuar con los dominios citoplasmaticos de las
integrinas, se ha demostrado que la interaccion es indirecta y mediada por proteinas asociadas
a integrinas, como talina. Por otra parte, la fosforilacién en la Tyr925 presente en éste dominio,
permitira la interaccion entre FAK y la proteina adaptadora Grb2 y servir4d como un nexo de union

entre ésta via y la via de las MAP quinasas "°.
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Figura 13: Estructura de la quinasa de adhesion focal (FAK). Los distintos dominios pueden interactuar con diversos sustratos regulando
multiples vias de sefalizacién celular. Muchas estan implicadas en procesos de adhesién y migracién, en tanto que otras interrelacionan las sefiales
extracelulares con el interior celular. Adaptado de Mitra y cols., 2005 ° .

FAK también presenta tres dominios ricos en prolina (PRR1, 2 y 3) que le permite la interaccion con
proteinas que presenten dominios SH3. Cercano al dominio PRR3 se encuentra el residuo de Tyr861,
cuya fosforilacion se ha demostrado fundamental en el incremento de la migracion celular &' .

La interaccion entre FAK y Src permite la maxima activacién de la primera, siendo capaz de fosforilar
a diversos efectores. Entre ellos destaca la proteina p130Cas, que mediante sus dominios SH3 interac-
cionara con FAK, y tras la fosforilacion de residuos de tirosina podra unir a la proteina adaptadora Crk,
asi como a otros GEFs de Rac y Rho, activando de ésta manera a las GTPasas pequenas de la familia

Rho con la consiguiente formacion de protrusiones necesarias para la migracion.

Src.

Como indicaramos anteriormente, Src es responsable de la fosforilaciéon de FAK. Sin embargo, su
espectro de actuacién es mucho mayor y en éste trabajo consideraremos sus implicaciones en cuanto
a la adhesion y la migracién celular.

Src forma parte de una familia mas extensa de quinasas, que consiste en 8 miembros divididos en

dos grupos 82 :
« Las quinasas relacionadas con Src, que incluyen a Src, Fyn, Yes y Fgr.
+ Las quinasas relacionadas con Lyn, que incluyen a Lyn, Hck, Lck y BIk.
En cuanto a su estructura, todas éstas quinasas comparten un grupo de dominios similares 82 :

1. Undominio SH4, ubicado en el extremo N-terminal que consta de 15 a 17 amino&cidos y contiene
sefales para que se produzcan modificaciones lipidicas, que permitira su unién a la membrana

plasmatica.
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2. Un dominio propio, poco conservado en cada uno de los integrantes de la familia, siendo el

posible responsable de la interaccidn especifica de las quinasas con sus sustratos.

3. Un dominio SH3, cuya presencia permite la unién de las quinasas a regiones ricas en prolinas
presentes en sus sustratos, a la vez que juega un papel de suma importancia en la regulacion de

la actividad catalitica de las mismas.

4. Un dominio SH2, cuya caracteristica principal es su capacidad de permitir las interacciones con

otras proteinas que presenten residuos de tirosinas fosforiladas.

5. El dominio quinasa, responsable de la actividad catalitica. En el caso de Src en éste dominio
se encuentra el residuo Tyr419, cuya fosforilacion es necesaria para que la quinasa alcance su

maxima actividad.

6. Una region C-terminal que presenta un papel regulador sobre la actividad enzimatica. En el
caso de Src la fosforilacion del residuo Tyr530 presente en ésta region, induce la inhibicion de su

actividad quinasa.

A e e

MWy Tyrd419 Tyr530

Dominio
unico

|\ —

terminal

Figura 14: Estructura de la quinasa Src. Adaptado de Tatosyan, 2000 % .

Como hemos indicado Src presenta dos residuos de capital importancia en la regulacion de su funcion.
La fosforilacion en el residuo Tyr530 permite la interaccion con el propio dominio SH2 presente en la
quinasa, generando una conformacién que impide su actividad enzimatica (“conformacion cerrada”). La
interaccion de Src con otras proteinas, como por ejemplo FAK, 6 bien la accion de fosfatasas celulares
capaces de desfosforilar el residuo Tyr530, provocan un cambio conformacional que permite que el
dominio catalitico interactie con sus sustratos (“conformacion abierta”). Finalmente sera necesaria la

autofosforilacion en el residuo Tyr419 para que se alcance la maxima actividad quinasa 8485 .

GTPasas pequenas de la familia Rho/Rac.

Las GTPasas pequefas de la familia Rho/Rac pertenecen a la superfamilia de las proteinas Ras y
reciben su nombre de “pequefas” ya que su peso molecular ronda los 20 a 30 kDa. En humanos éstas
GTPasas se encuentran codificadas en 23 genes y debido a “splicing” alternativo se han descrito 26

miembros. Se las agrupa en 6 subfamilias €6 :

+ Subfamilia Rho (con 3 isoformas: RhoA, By C)
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+ Subfamilia Rac (con 4 miembros: Rac1, 2 y 3 y RhoG)
+ Subfamilia Cdc42 (con RhoJ, RhoQ, Cdc42, RhoU y RhoV)
« Subfamilia Rnd (con cinco miembros: Rnd1, 2y 3 y RhoF y D)

+ Subfamilias RhoBTB y RhoT/Miro, que se denominan GTPasas “atipicas” puesto que presentan
caracteristicas muy diferentes con respecto a las anteriores subfamilias en cuanto a estructura y

regulacién de su funcién.

Los miembros de la familia mejor conocidos y mas estudiados son RhoA, Rac1 y Cdc42.

Estas enzimas GTPasas pueden encontrarse en dos estados (figura 15): un estado activo unidas a
GTP 6 un estado inactivo no unidas a GTP (unidas a GDP). El ciclo entre ambos estados esta regulado
por la accion de dos grupos enzimaticos: los factores de intercambio de GTP (GEFs), que promueven
el intercambio GDP-GTP, y los promotores de actividad GTPasa (GAPs) que provocan la degradacion

de GTP a GDP. Se han descrito al menos 85 GEFs y otros 70 GAPs &7 .

85 GEFS
(Factores
intercambiadores
de guanina

Rho/Rac
GTP

Rho/Rac

GDP

70 GAPS
(Factores activadores
de actividad GTPasa)

70 efectores

Figura 15: Ciclo bioldgico de las GTPasas pequenas de la familia Rho/Rac. El ciclo de la GTPasas pequefias se produce por la
accion coordinada entre al menos 85 de factores intercambiadores de guanina, que promueven la unién de GTP a las enzimas, y unos 70 factores
activadores de actividad GTPasa que inducen la hidrélisis del GTP unido.

Aspectos moleculares de la migracién celular.

Tras describir los tipos de contactos que se establecen entre las células y la MEC, y estudiar al-
gunos de sus componentes destacados en la transduccién de sefnales, comentaremos brevemente los
aspectos moleculares que permiten la migracion celular.

Aunque los componentes varian en cada una de las estructura de adhesion comentados, existe una
jerarquia u orden en la unién de éstas proteinas formando una especie de “cadena” de sefializacion 88 .
El proceso de migracién se inicia con la activacién de la integrinas por unién a sus ligandos, lo que

provoca la autofosforilacién de FAK en su residuo Tyr397, credndose asi un sitio de alta afinidad para
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Aspectos moleculares de la migracion celular.

las quinasas de la familia Src. Al unirse Src, se produce un cambio conformacional en ésta molécula

que permitira su activaciéon. Finalmente, Src activada inducira la fosforilacién de FAK en diversos resi-

duos de tirosina. El complejo FAK/Src formado y activado comenzara una cascada de fosforilaciones e

interaccionara con otras proteinas que estimularan distintas rutas de senalizacién celular, entre las que

se encuentran reguladores de las GTPasas RhoA y Rac (figura 16) 8°.
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Figura 16: Principales eventos moleculares implicados en la migracion celular. Tras la interaccion celular con la matriz extracelular,
mediada por las integrinas, FAK sera activado y sus residuos fosforilados serviran de anclaje para diversas moléculas de sefializacion celular, como

Src, PI3K y otras.

Tras éste breve resumen, comentaremos en los siguientes apartados las caracteristicas molecula-

res mas basicas de los pasos fundamentales de la migracién celular, descritos segun el modelo de

migracién mesenquimatica.

A) Formacion de filopodios/seudopodos

En la formacion de seuddpodos, asi como en el resto de actividades relacionadas a la reorganiza-
cion del citoesqueleto, las GTPasas pequerias de la familia Rho juegan un papel decisivo. Tras la
activaciéon de éstas GTPasas y su correcta localizacion subcelular, seran capaces de interactuar
con diferentes efectores para llevar a cabo sus funciones biolégicas. A modo de resumen pode-
mos decir que Rac induce la polimerizacion de la actina en la periferia de la célula para formar
lamelipodios y Cdc42 induce la formacién de filipodios y extension de los seuddpodos & . Aunque

la regulacién que ejercen Rac y Cdc42 sobre la reorganizacion del citoesqueleto se produce via
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activacién del complejo WASP/Arp2/3, aun no se conoce porque se producen fenotipos tan dife-
rentes tras la activacién de cada una de éstas GTPasas. Por su parte, el complejo WASP/Arp2/3
se une a la cara interna de la membrana plasmatica en presencia de PIP %°, generados por PI3K,
los cuales también son capaces de permitir la activacién de GEFs y GAPs, que regularan las

actividades de las GTPasas pequerias.

Ademas, se ha demostrado que Cdc42 desarrolla un papel fundamental en la polarizacion celular,
fenémeno fuertemente implicado en la remodelacion del citoesqueleto necesaria en la migra-

cién 1.

Cdc42 GTP =

| GDP

Factores
PBK promigratorios

Polimerizacion
de actina

|

FILOPODIOS.
LAMELIPODIOS

Figura 17: Ruta de activacion de Cdc42 y su implicacion en la formacion de filopodios y lamelipodios.

B) Generacion de fuerzas de traccion:

En la generacién de fuerzas de traccién, destaca la capacidad de Rho para regular la formacién de
filamentos contractiles mediante su accién sobre la quinasa ROCK. Esta quinasa fosforila e inac-
tiva a la fosfatasa de la cadena ligera de la miosina Il, con el consecuente aumento de miosina
Il fosforilada que se entrecruzara con la actina permitiendo la contraccion. También la polimeri-
zacion de la actina esta controlada por Rho, mediantes sus acciones sobre la proteina mDIA 92
Hemos de resaltar ademas que, en modelos in vitro de metastasis prostaticas, FAK también es
sustrato para las acciones de miembros de la subfamilia de Rho %3, asi como un regulador de la

funcion y localizacion de diferentes GAPs y GEFs celulares %4 .
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Figura 18: Papel de Rho en la generacion de fuerzas de traccion en la migracion celular.

C) Desensamblaje de los contactos formados en la zona posterior:

El desensamblaje de los contactos formados ocurre por distintos mecanismos, siendo FAK una
molécula activamente implicada en su disoluciéon. Aunque el mecanismo espacio-temporal no esta
completamente esclarecido, la capacidad de regulacién de ésta quinasa sobre GEFs y GAPs
puede dar como resultado la activacién 6 inhibicion de GTPasas pequefnas de la familia Rho.
En éste sentido, la localizacion de éstas GTPasas jugara un papel relevante en la respuesta
generada. Asi, en la zona frontal de una célula en migracién es necesaria la activacién de Rac,
permitiendo la formacién de lamelipodios, pero en la zona trasera la actividad de Rac debe ser
menor. De modo similar, RhoA promoverd la generacion de fuerzas de traccion necesarias para
eliminar las uniones traseras de las células, por lo que debe encontrarse activo en ésta zona
pero inhibido en la parte delantera. Se ha demostrado que FAK es capaz de unirse y fosforilar a
p190RhoGAP, lo que da como resultado la inhibicién de Rho en los contactos focales nacientes.
Por otra parte, también se ha demostrado que FAK se asocia con diversos GEFs, activadores de
Rho en la zona trasera de las células en migracion, lo que da como resultado una mayor activacién
de ROCK, aumento de la contractilidad celular y desemsablaje de los contactos focales ubicados
en ésta zona de la célula (figura 19) %% . Finalmente, como un nuevo nivel de regulacion, se
ha demostrado que Rac puede inhibir a Rho en diferentes tipos celulares, aunque el mecanismo

molecular no se encuentra totalmente definido % .
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Figura 19: FAK como regulador clave de las actividades de las GTPasas pequefias de la familia Rho en la migracion
celular. FAK puede interactuar con distintas proteinas tanto en los contactos focales del frente como de la parte trasera de una célula en migracion.
En la zona delantera activa a GAPs de Rho dando como resultado su inhibicién. Probablemente la activacién de Rac observada en ésta zona
también contribuya a la inhibicién de Rho. Con respecto a la zona trasera, FAK activa GEFs de Rho de tal modo que las fuerzas de traccién
generadas rompen los contactos formados. Tomado de Tomar y cols., 2009 % .

Con respecto a otros posibles mecanismos implicados en el desemsamblaje de los contactos de
la zona trasera, se ha demostrado que la actina puede unirse a proteinas como cofilina o gelso-
lina, que promueven la disrupcion en su polimerizacion, llevando al recambio de los filamentos.
También la accion de fosfatasas limitan el ensamblaje de nuevas proteinas a los contactos, en
tanto que proteasas (como la calpaina) directamente clivan los componentes de los contactos

focales 97 .
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EL SISTEMA DE SENALIZACION POR FOSFOINOSITIDOS.

Hemos visto que el ciclo celular se encuentra finamente regulado para asegurar la fidelidad gené-
tica y estructural de las nuevas células formadas. También hemos visto que la célula posee complejos
mecanismos que le permiten movilizarse, interactuando con distintas MEC y que en neoplasias ambas
caracteristicas se encuentran desreguladas dando como resultado células que se dividen descontro-
ladamente a la par que adquieren capacidades invasivas. Pero aunque a los fines de estudios vemos
ambos procesos por separado, en realidad existe una importante interaccién entre ambos % . Asi, tras
la adhesion celular, diversas moléculas enlazaran las sefales extracelulares y permitiran el desarrollo
del ciclo celular. Entre ellas destacan las fosfatidilinositol 3 quinasas (PI3K), claves en el sistema de

senalizacién por fosfoinositidos.

La via de PI3K.

Las fosfatidilinositol 3 fosfato quinasas (PI3K) se encargan de fosforilar grupos hidroxilo del anillo de
inositol de tres sustratos lipidicos: fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2), fosfatidilinositol 4-fosfato (PIP) y
fosfatidilinositol (PI). Su accion es especifica fosforilando la posicién 3 del inositol generando fosfatidi-
linositol trifosfato (PIP3), que actuara como un potente segundo mensajero en la regulacién del ciclo
celular, supervivencia, migracién y transporte vesicular intracelular .

Las PI3K han sido clasificadas en 3 familias en funcién de su estructura y sus preferencias en cuan-
to al sustrato lipidico (figura 20) °°. Nosotros nos centraremos en la clase |, que es la que mejor se

conoce, Y mas concretamente en la la.

37



La via de PI3K.
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Figura 20: Clasificacion y estructura de las PI3K. Tomado de Vanhaesebroeck y cols., 2010 %,

PI3K clase I:

Estructura

Este grupo es el mejor estudiado, sus representantes estan presentes en todos los tipos celulares y
estan formados por dos subunidades: una catalitica y otra reguladora. Esta clase de PI3K se divide a su
vez en dos clases. La clase la se caracteriza porque las subunidades cataliticas (p110«,3 y d) se unen
a subunidades reguladoras de tipo p85 (p85« y 3, p50 y p55) que presentan en su estructura dominios
SH2. Las subunidades cataliticas tienen en comun la presencia de un dominio de unién a p85 (p85-BD),
un dominio de unién a la proteina Ras (RBD), un dominio de unién a la membrana (C2), un dominio
helicoidal y el dominio catalitico propiamente dicho. Las subunidades reguladoras de tipo p85 poseen
dos dominios SH2 y son responsables de estabilizar las subunidades p110 cataliticas, poniéndolas en
contacto con sus sustratos en la membrana plasmatica '°1 .

Las PI3K de clase Ib solo tienen un tipo de subunidad catalitica, p100~, que es muy similar a las
de la familia la, aunque carece de dominio de unién a p85. Las subunidades reguladoras p101 y p87

carecen de los dominios SH2 y no tienen otros dominios identificables.

Activacion de PI3K.

En el caso de las PI3K de clase la, en condiciones basales p85 se une a p110 estabilizandola e inac-

tivando su actividad quinasa. Tras la estimulacién de receptores tirosina quinasa, p85 se une, mediante
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La via de PI3K.

sus dominios SH2, a las tirosinas fosforiladas en los propios receptores o en las correspondientes
proteinas adaptadoras. Esta unién sitia a p110 en la membrana plasméatica, donde se encuentra su

sustrato, y la libera de la accién inhibidora de p85 (figura 21).

Figura 21: Activacién de las PI3K de clase la. Tomado de Vivanco y Sawyers, 2002 102,

En el caso de las PI3K de clase Ib, las subunidades reguladoras se uniran al dimero 3~ de las
proteina G, permitiendo asi que p100~ se active por receptores de membrana acoplados a proteina G.

Alternativamente, todas las isoformas de p110 se pueden unir directamente a Ras, situandose en la
membrana y activandose.

Dado que la activacion de receptores tirosina quinasa o acopladas a proteinas G dan como resultado
la activacion de Ras, la separacién que suele hacerse entre las clases la y Ib, en cuanto a su modo
de activacion, se difumina. Al final las dos clases de PI3K pueden ser activadas por ambos tipos de

receptores a través de Ras (figura 22).
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La via de PI3K.
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Figura 22: Entrecruzamiento de sefiales en la activacién de PI3K de clase la y Ib. Tomado de Vanhaesebroeck y cols., 2010'% .

La generacion de PIP3 por PI3K iniciara vias de transduccién de sefales de gran transcendencia
para la supervivencia celular. Por ello, ésta ruta se encuentra balanceada por la accién de la lipido
fosfatasa PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10), que se encarga de
desfosforilar a PIP3 para generar PIP2, deteniendo la accién desencadenada por éstos segundos men-
sajeros ' . PTEN ha sido ampliamente reconocido por su actividad supresora de tumores y la pérdida
de su expresion 6 la presencia de mutaciones que lo inactivan se encuentran asociadas al desarrollo
de carcinomas uroteliales %, melanomas '% y glioblastomas 16 .

La formacién de PIP3 coordina la funcién y localizacion de distintos efectores que cuentan con
dominios especificos de unién a lipidos, ya sean dominios de homologia a pleckstrina (PH), dominios
de homologia phox (PX) 6 dominios FYVE ' . Entre éstos efectores destacan proteinas adaptadoras
como GAB2, proteinas reguladoras de GTPasas pequefas (GEFs y GAPs) que van a permitir que PI3K
controle la funcién de las GTPasas de la familia Ras asi como al principal y mas conocido efector de

todos ellos que es la quinasa de serinas y treoninas, AKT.

La quinasa AKT.

En la via clasicamente estudiada, el principal efector de PI3K es la quinasa de serinas y treoninas,
PKB, también denominada AKT. Esta quinasa es una enzima de gran versatilidad que media importan-
tes mecanismos celulares con un abanico que incluye la progresion del ciclo celular, la apoptosis, el
metabolismo de la glucosa, la migracion celular, etc. Fue descripta por primera vez como el homélogo

humano del producto del oncongén de origen retroviral denominado AKT.
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La via de PI3K.

Estructura.

Se han descrito tres isoformas de AKT: 1, 2 y 3 que mantienen una gran homologia de secuencia,
teniendo las isoformas murinas un 95 % de homologia respecto a las humanas. Todas se caracterizan

por presentar 3 dominios (figura 23):

+ un dominio N-terminal de homologia a pleckstrina (PH) que le permitird interactuar con lipidos

fosforilados,

« un dominio catalitico (quinasa), ubicado en la region central de la molécula que presenta una alta
homologia con otros dominios cataliticos presentes en la familia de las quinasas AGC, como PKA,
p70S6K y PKC. En éste dominio se encuentra un residuo de treonina altamente conservado, cuya

fosforilacién es fundamental para la activacion completa de la enzima,

+ un dominio regulador (HM), ubicado en C-terminal, que contiene un motivo hidrofébico de unos 40
aminodacidos también caracteristico de la familia de quinasas denominadas AGC. En éste dominio

se encuentra un residuo de serina cuya fosforilacion es imprescindible para la completa activacion

de AKT.
l PH Quinasa Regulador PKBa/Akt1
15 108 150 408 480
l PH Quinasa Regulador PKB[/Akt2
15 108 152 409 481
I PH Quinasa Regulador PKBY/Akt3
15 107 148 405 479

Figura 23: Estructura de las isoformas de AKT.

Como indicamos, para la completa activacion de AKT seran necesarios eventos de fosforilacion en
residuos de Thr y Ser presentes en el dominio catalitico y en el motivo hidrofobico respectivamente,
mas precisamente las Thr308 (en AKT1 y 2) y Thr309 (en AKT3) y la Ser473 (en AKT1), Ser474 en
AKT2 6 Serd72 en AKT3 9.

Por otro lado, se ha demostrado también que la funcion de AKT puede ser regulada por fosforilacion

en residuos especificos de tirosina 1°7:1%  asi como por proteinas asociadas '%°.
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La via de PI3K.

Activacion de AKT.

Tras la generacion de PIP3, éste interactuara con el dominio PH presente en AKT. Esta interaccion
provocara la traslocacion de AKT a la cara interna de la membrana plasmatica asi como un cambio
de conformacién de ésta proteina, que expondra los residuos de Ser y Thr (correspondientes en cada
una de las isoformas) cuyas fosforilaciones son necesarias para completar su activacion. PDK1, es la
enzima responsable de fosforilar el residuo de Thr de AKT "9 en tanto que para alcanzar la maxima
actividad enzimatica AKT debera ser fosforilado en el residuo de Ser ubicado en el motivo HM, por el

complejo mTORC2/Rictor ''" . En la figura 24 esquematizamos la activacion de la via PI3K/AKT.

PIP3
POkt = 0 € mTORE2
‘: Morfologia | ‘ Adhesion y ‘
celular migracion

"' Ciclo |
celular

Figura 24: Activacion de la quinasa PKB/AKT. Tras la interaccion de los ligandos con sus receptores, se produce la activacion de PI3K, la
cual cataliza la formacion de PIP3. Estos segundos mensajeros interactuaran con el dominio PH, tanto de AKT como de PDK1, siendo ésta Gltima la
responsable de fosforilar el residuo de Thr que corresponda en las distintas isoformas de AKT, activandola. Pero para que AKT alcance su maxima
activacion serd necesaria la fosforilacién en el residuo de Ser, mediada por el complejo mTORC2. Los PIP3 son desfosforilados por la fosfatasa
PTEN, contrarrestandose la accion inicial de PI3K.

PDK1.

La quinasa 1 dependiente de inositoles trifosfato (PDK1) pertenece a la familia de las quinasas AGC
y posee una zona presente en todas sus representantes conocida como bucle T 6 bucle de activa-
cién. La fosforilacion en el residuo de Ser241, presente en el bucle T, es primordial para la activacion
de PDK1 y se considera un sitio de autofosforilacién, demostrandose la existencia de una activacién
constitutiva en células de mamiferos ''2. La activacion de AKT por PDK1 parece depender més de los
cambios de conformacion de AKT que de la capacidad de unién de fosfoinositidos, mediante los domi-
nios PH presentes en ambas. En cualquier caso, la presencia de PIP3 permitira la correcta localizacién
de AKT en la membrana plasmatica, donde continuaran produciéndose dichos cambios conformacio-
nales y, aungque no se concluye con claridad que sea necesaria también la traslocacion de PDK1 a la

membrana 13114 el resultado sera la fosforilacion en la Thr308 de AKT.
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La via de PI3K.

Efectores de AKT.

La via de transduccion de senales iniciada por PISK/AKT cumple funciones de suma importancia
en la regulacién de la supervivencia celular. Se ha demostrado que, en términos generales, inhibe la
apoptosis a la par que permite el progreso del ciclo celular % . Actualmente se han identificado multiples

sustratos "%, aunque solo expondremos algunos de los mejor estudiados (figura 25).

mTOR.

La quinasa mTOR (“mammalian target of Rapamycin’) es tanto un activador de AKT como un

efector de ésta ruta.

Para que se produzca una completa activacion de mTOR se requiere la presencia de acido fosfa-
tidico (PA) unido a su dominio FRB. La rapamicina, un macrélido de origen bacteriano con potente
accién inmunosupresora, se une a la proteina FKBP12 y el complejo formado es capaz de com-
petir con el sitio de unién de PA en el dominio FRB, inhibiendo la actividad de esta quinasa °.
Esta inhibicién finalmente provoca una disminucién en la proliferacién celular (mediada por parada
en G1), ya que mTOR fosforila y activa a la quinasa p70S6K, la cual a su turno fosforila y activa
la proteina ribosomal S6, permitiendo el avance de la traduccién proteica, tal como indicamos en

apartados anteriores.

En realidad, mTOR puede formar dos complejos enzimaticos bien diferenciados, tanto en compo-

nentes como en funciones:

+ el complejo mTORCH1, formado por mTOR y la proteina Raptor, principalmente encargado de

la regulacion de la sintesis proteica.

+ el complejo mTORC2, formado por mTOR vy la proteina Rictor encargado, entre otras funcio-

nes, de la fosforilacion de AKT en el residuo de Ser473.

Concentraciones de 0,5 a 100 nM de rapamicina son capaces de inhibir el complejo mTORC1, en
tanto que se requieren concentraciones de 0,2 a 20 M para inhibir el complejo mTORC2. Esta
diferencia se debe a la mayor inestabilidad del complejo mTORC1 que se desorganiza con mayor
facilidad, requiriéndose menores concentraciones de rapamicina para inhibir a las moléculas de
mTOR proveniente de este complejo. Los complejos mTORC2 son mucho mas estables y se re-
quieren concentraciones mucho mas altas de rapamicina para provocar su inhibicién, que también
puede ser alcanzada por disminucién en los niveles de PA, tras la inhibicion de la fosfolipasa D,

encargada de generar PA a partir de fosfatidilcolina "6 .
El principal modulador negativo de mTOR es la quinasa TSC, la cual a su vez es inhibida por
fosforilacion mediada por AKT y de alli la regulacion de mTOR por AKT 117

BAD y caspasa 9:
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La via de PI3K.

+ BAD, proteina miembro de la familia Bcl-2, es fosforilada por AKT en el residuo de Ser136,
credndose asi un sitio de union para las proteinas 14-3-3. Tras su unién a las proteinas 14-3-3
BAD permanece secuestrado en el citoplasma, impidiéndose que cumpla con sus funciones

proapoptdticas 118 .

+ También se ha identificado a la caspasa 9 como un sustrato de AKT. La fosforilacion de la
caspasa por AKT provoca la inhibicién de la actividad enzimatica de la primera, deteniéndose

el proceso apoptotico 9.
Factores de transcripcion FOX-O:

« Los factores de transcripcién de la familia FOX-O estan encargados tanto de la transcripcion
de efectores antiapoptoéticos, como de la represion de genes cuyos productos promueven
el ciclo celular. La fosforilacién de éstos factores de transcripcién por AKT 29 provoca su
captura por proteinas de la familia 14-3-3, siendo secuestradas en el citoplasma, permitiendo
su posterior degradacién. Se libera asi la inhibicion transcripcional ejercida por los factores
FOX-O sobre diversos genes, como por ejemplo el gen de ciclina D y el gen de p27 27, a la

par que disminuye la transcripcion de genes antiapoptéticos %° .
1xB:

« Elfactor de transcripcion NF«B promueve la supervivencia celular. Sin embargo se encuentra
secuestrado en el citoplasma por su unién a la proteina I1xB 2! . Tras la fosforilacion de ésta
ultima por AKT, se produce la liberacion del complejo NFxB y su ingreso al nicleo donde

ejercera su accion de modulacion génica '22.
Mdm2:

+ El producto de éste oncogen es inducido por la accion de p53, y a su vez actia como ligasa
de ubiquitina sobre el propio p53. La fosforilacion de Mdm2 por AKT resulta en una activa-
cién de su actividad ligasa, llevando a una rapida degradacién de p53, evitando los eventos

proapoptéticos promovidos por este 123
GSKa:

+ La activacién de AKT influye el control del metabolismo de la glucosa a travées de su efector
GSK3, pero a través del mismo también controla la proliferacion celular. En éste sentido,
hemos visto anteriormente que GSK34 fosforila y degrada a ciclina D1 3'. AKT fosforila e

inhibe a GSK3 2* permitiendo de ése modo la progresion del ciclo celular.
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Papel de la ruta PISK/AKT en el desarrollo y progresion tumoral.
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Figura 25: Principales efectores de AKT.

Papel de la ruta PIBK/AKT en el desarrollo y progresion tumoral.

Con respecto al desarrollo tumoral se ha demostrado que existe una clara tendencia del gen PIK3CA,
que codifica la subunidad p110c«, a presentar mutaciones de sentido alterado, llevando a la sustitucion
de aminoacidos. Por otra parte, aunque la amplificacién de éste gen parece ser un hecho frecuente en
el cancer, se han descrito pequenas deleciones e inserciones.

En general se acepta que las mutaciones en el gen PIK3CA provocan una ganancia de funcion.
Se ha demostrado que las mutaciones en el dominio helicoidal é en el dominio quinasa provocan la
eliminacién del efecto estabilizador que ejerce p85 sobre p110«, permitiendo la activacion constitutiva
de PI3K 125, Sin embargo, en lineas celulares provenientes de cancer de mama se ha observado que la
activacién constitutiva de p110« no necesariamente provoca un aumento en la actividad de AKT, dado
que su activacion completa también depende de PDK1 126

En el caso de la prostata, la ruta PI3K es clave en el crecimiento y supervivencia celular y coopera
con el receptor de andrégenos (AR) para regular el crecimiento y la progresion tumoral. Desde un punto
de vista clinico, el aumento de actividad de la ruta PI3K se ha asociado reiteradamente con la progre-
sién tumoral y la independencia androgénica del cancer de préstata 27128 . Por su parte, Kreisberg y
cols. 2 demostraron que el estudio inmunohistoquimico de la fosforilacién de AKT era un buen pre-
dictor de canceres de préstata agresivos, en lugar de la evaluacion del antigeno prostatico especifico
(PSA) 6 la graduacion Gleason, ambos sistemas incapaces de distinguir clinicamente entre tumores
poco agresivos 6 muy agresivos. En la mayoria de los casos, este aumento de actividad se debe a al-

teraciones de PTEN, situandose entre el 30-60 % la frecuencia de mutaciones de este gen en tumores
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Papel de la ruta PISK/AKT en el desarrollo y progresion tumoral.

prostaticos 30 . También los estudios inmunohistoquimicos permitieron demostrar que el aumento de la
fosforilacién de AKT, asi como la pérdida de PTEN, poseen un valor predictivo de recurrencia del cancer
luego de la terapia de ablacién androgénica 6 la prostatectomia '3' .

Aunque hasta hace relativamente poco no se conocia la contribucidn especifica de cada una de las
isoformas de AKT a los procesos biolégicos controlados por la ruta PISK/AKT, el desarrollo de ratones
knockouts para cada una de las isoformas, asi como su silenciamiento mediante ARN de interferencia
en células cultivadas ha permitido demostrar que hay funciones redundantes y otras especificas de ca-
da una de las isoformas '3?. Se ha observado que ratones knockouts para cada una de las isoformas
son viables y el analisis de su fenotipo demuestra la importancia de estas isoformas en la proliferacion,
crecimiento y diferenciacion celular asi como en el metabolismo de la glucosa '3 . Estos estudios han
demostrado que ratones que carecen de AKT1 tienen un tamafo corporal entre un 20 y un 30 % menor.
Aquellos que carecen de AKT2 tienen un crecimiento normal pero presentan alteraciones similares a
la diabetes tipo 2. En éste sentido, Gonzalez y cols. (2007) demostraron que en adipocitos, la insuli-
na provoca una redistribucion intracelular de las isoformas de AKT, permitiendo regular el trafico del
transportador de glucosa GLUT4 3*. También se ha demostrado la generacion de diabetes tipo Il en
humanos por mutaciones en el dominio catalitico de AKT2 '35 . Por Ultimo, ratones sin AKT3 presentan
una disminucion del peso del cerebro, debido a una disminucion en el nimero y tamafio celular 136 .

Por otra parte, se ha demostrado que las isoformas de AKT son responsables de regular de modo
diferencial la migracion y la adhesion celular en distintas lineas celulares 137, a la vez que se proponen
papeles opuestos de AKT1 y AKT2 en el control de la via Rac/PAK '3 . En éste sentido se demostrd
que la sobreexpresién de AKT2 induce un aumento en la migracién en lineas tumorales provenientes
de mama %9

También se ha demostrado que AKT puede ejercer un control sobre la reorganizacion del citoes-
queleto de actina necesario para la migracién celular '#° | asi como también se ha observado que AKT1
puede promover la secrecion de metaloproteasas, requeridas para la degradacién de la MEC '#' . Por
otra parte AKT, a través de sus isoformas, demostr6 ejercer un control diferencial en la motilidad celu-
lar 142,

Actualmente se proponen algunas hipotesis para intentar explicar ésta diferencia entre las funciones
de las isoformas de AKT '43:

a) Distribuciones diferentes de las isoformas en los distintos tejidos.

b) Activacién diferencial de las isoformas de AKT por estimulos extracelulares.

c) Diferencias intrinsecas en las actividades cataliticas de las isoformas.

d) Distribucién subcelular de las isoformas que condiciona los efectores con los que pueden interac-

tuar.
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Papel de las isoformas de AKT en el cancer de prostata.

Con respecto a lineas tumorales de origen prostatico se ha demostrado que las isoformas de AKT
se expresan de modo diferencial. Asi, todas las isoformas se expresan en las lineas PC-3 y DU-145,
aunque AKT3 no se expresa en la linea LNCaP '#*. Recientemente se ha demostrado que la anulacion
de isoformas de AKT mediante interferencia por ARN suprime el desarrollo tumoral tanto in vitro (utili-
zando las lineas PC-3 y LNCaP) como in vivo '*° , demostrandose que la linea LNCaP sufre apoptosis
provocada por la disminucion de los niveles de las distintas isoformas, fenédmeno no presentado en linea
PC-3 146,

En caso del cancer de prostata, los estudios realizados en muestras humanas han mostrado que
los niveles especificos de cada una de las isoformas, asi como su localizacion celular, se correlacionan
de forma especifica con distintos pardmetros clinicopatolégicos. Asi, el aumento de la expresién de
AKT3 citoplasmatico se correlaciond con una progresién hacia enfermedad refractaria a la ablacién
androgénica, en tanto que el aumento de AKT1 y 2 nuclear se correlacioné con una disminucion en la
invasion 147 .

Como se desprende de los datos presentados, la via PISK/AKT contiene, en todos sus niveles,
efectores que constituyen potenciales dianas terapéuticas contra las que dirigir nuevos tratamientos, ya
sea de forma aislados 6 en combinacién con otros existentes. Es evidente que AKT es una diana de
gran importancia, sobre todo en la fase de independencia androgénica, para la cual ain no se cuenta
con terapias adecuadas. Actualmente, se estan ensayado distintos inhibidores farmacologicos de esta
via, desde distintos enfoques que incluyen inhibidores alostéricos, pseudosustratos 6 el bloqueo de
dominios proteicos especificos, aunque sin resultados satisfactorios. Los sistemas de retroalimentacién
de ésta compleja via pueden causar respuestas paraddjicas frente a la inhibicién completa de AKT, por
lo que es fundamental comprender la relacion exacta entre la isoforma efectora y el proceso a regular
farmacol6gicamente, antes de poder desarrollar inhibidores efectivos y con proyeccion cierta sobre la
salud de los pacientes con cancer de prostata metastasico.

Uno de los elementos que pueden contribuir a la falta de éxito de estas nuevas terapias es que los
inhibidores no discriminan entre las isoformas de su principal efector, AKT, las cuales se han revelado
como no redundantes, por lo que la inhibicion de AKT en general podria provocar la generacién de
fenotipos tumorales mas agresivos, afectando la validez del tratamiento.

Por todo ello, establecer la relacion “isoforma de AKT - efector - proceso celular”, y mas precisamente
conocer en profundidad las funciones que controlan cada una de las isoformas, los sustratos que utilizan
y como modifican las vias de sefializacién que regulan la proliferacién, supervivencia y migracién celular
asi como su implicacién en la progresion del cancer de prostata hacia la independencia androgénica,
permitira el desarrollo de inhibidores cada vez mas especificos acercandonos a una terapéutica mucho

mas efectiva.
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FOSFOTIROSINAS FOSFATASAS.

Clasificacion.

Los procesos de fosforilacién y desfosforilacién ejercen papeles fundamentales en la transduccion
de sefales desde el ambiente extracelular hacia los compartimentos celulares. En éste sentido la fosfo-
rilacién y desfosforilacion en residuos de tirosina es clave para comprender las regulaciones dindmicas
de procesos tales como la progresion del ciclo celular é la reorganizacion del citoesqueleto necesaria
en la adhesion é migracién y es por ello que el balance entre las acciones ejercida por las enzimas
encargadas de fosforilar residuos de tirosina (proteinas quinasas de tirosina 6 PTKs) y las encargadas
de desfosforilar dichos residuos, denominadas fosfotirosinas fosfatasas (PTPs), mantiene los niveles de
fosfotirosinas en un equilibrio dinamico en los sistemas biolégicos 48 .

En 2004, Alonso y cols '#° describieron 107 PTPs codificadas en el genoma humano, pudiendo
clasificarlas en 2 grupos: PTPs basadas en cisteina y PTPs basadas en acido aspartico (figura 26).

Dentro de la familia de las PTPs basadas en cisteina clase | se encuentras las fosfatasas denomi-
nadas “clasicas”, que se caracterizan por ser especificas de residuos de tirosina y por la presencia de
un motivo de 6 aminodacidos dentro de su dominio catalitico, cuyo residuo principal es una cisteina. Esta
familia se divide en dos subfamilias: PTPs similares a receptor y PTPs de tipo no receptor.

Las PTPs similares a receptores se encuentran en estructuras de membrana y presentan un do-
minio transmembrana y dominios extracelulares variables. Las porciones intracelulares de ésta clase
presentan 2 dominios PTP en tdndem, denominados D1 y D2, residiendo la actividad catalitica en el
dominio D1. Las PTPs no receptor son citosolicas y se caracterizan por presentar una amplia diversidad
estructural y a menudo contienen secuencias que les permiten su correcta ubicacién intracelular 6 les

permiten la interaccién especifica con otras proteinas %0 .
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Figura 26: Estructura de representantes de la superfamilia PTP. Se muestran algunos representantes de PTPs con implicaciones
demostradas en el cancer. Tomada de Julien y cols., 2011 151

La regulacién de la actividad de éstas PTPs se puede llevar a cabo mediante la unién a un ligando
o la dimerizacién, en el caso de las PTPs similares a receptores, la autoinhibicion o el cambio en la

localizacion subcelular en el caso de las PTPs citosolicas, o la fosforilacion y la oxidacién para ambos

tipos de PTPs 152,

PTPs con dominios SH2.

De todas las PTPs descritas en el genoma, sélo las PTPs no receptor SHP-1 y SHP-2 presen-
tan 2 dominios SH2 en tandem. La presencia de éstos dominios permiten la interaccion de estas dos
fosfatasas con sustratos que presenten tirosinas fosforiladas.

Aunque ambas fosfatasas presentan una gran homologia en su secuencia, tienen papeles diferen-
tes en la transduccién de sefales. SHP-2 se expresa en la mayoria de los tejidos y es un regulador
positivos de la sefializacién celular mientras que SHP-1 tiene una localizacion més restringida y acttan

fundamentalmente como un regulador negativo de los procesos de sefializacion en la célula 153 .
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SHP-1.

SHP-1 esta codificada por el gen PTPN6 y se expresa fundamentalmente en el sistema hemato-
poyético aunque también en células epiteliales. Se han descrito 3 isoformas de SHP-1 generadas por
splicing alternativo: una especifica de células hematopoyéticas y otras dos que presentan variaciones
en el extremo N-terminal. Se ha descrito ademé&s una forma de 70 kDa con un extremo N-terminal

mayor, denominada SHP-1L %* (figura 27).

= SHP-1

SHP-1L

100% de homologia con SHP-1 hasta el residuo 558

593 aa
ﬁ--- _ii_ﬂih‘ - . . - ——— SHP-Z

59% de homologiacon SHP-1.

Figura 27: Fosfotirosinas fosfatasas con dominios SH2. Adaptado de de Poole y Jones, 2005 '%° .

En todas ellas, los dominios SH2 se sitian en el extremo N-terminal de la molécula y van a regular
la localizacién y la actividad de ésta fosfatasa. De hecho, la estructura cristalizada de SHP-1, pero tam-
bién de SHP-2, ha demostrado que el dominio SH2 N-terminal esta insertado en el dominio catalitico
impidiendo la entrada de los sustratos y por lo tanto inhibiendo la actividad enzimatica. Esta conforma-
cién, denominada “cerrada”, se mantiene siempre que no exista interaccion con sustratos fosforilados
en tirosina. La union de los dominios SH2 a tirosinas fosforiladas situadas en otra molécula 6 en la

propia SHP-1 libera el dominio catalitico permitiendo la activacion de la enzima (figura 28).
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Figura 28: Activacion de SHP-1. En condiciones basales SHP-1 se encuentra inhibida por la unién de los dominios SH2 al dominio catalitico.
La fosforilacion en residuos de tirosina, presentes en la propia molécula de SHP-1 6 de un fosfopéptido diferente, permite que la interaccion de los
dominios SH2 se desplace hacia éstos residuos fosforilados liberando el dominio fosfatasa de su inhibicion.

El extremo C-terminal también esta implicado en la regulacién de la funcién de SHP-1. En ésta zona
se encuentra una sefal de sefalizacion nuclear responsable de que esta enzima se encuentre en el
nlcleo 158 y distintos residuos tirosina y serina que pueden ser fosforilados, aunque con consecuencias
para la funcién de SHP-1 no muy claras por el momento. Asi, en 1994, Lorenz y cols. ', no observaron
cambios en la actividad de SHP-1 tras su fosforilacion en tirosina, aunque estos autores propusieron que
esta fosforilacion podria suponer un sitio de unién putativo para la proteina Grb2 y, por tanto, sugeria
una funcion adaptadora o de anclaje para SHP-1. Este papel adaptador para Grb2 posee ahora una
serie de evidencias sustanciales %815  proponiéndose ademas que el extremo C-terminal fosforilado
podria actuar como un adaptador especializado capaz de reclutar sustratos para la fosfatasa '®°. En
otros estudios, sin embargo, se ha observado como la fosforilacién de SHP-1 en la Tyr536, llevada a
cabo por el receptor de insulina, induce activacion de la fosfatasa ', lo cual estaria apoyado por otro
estudio en el que se demuestra como Src es capaz de fosforilar a SHP-1 en tirosina, incrementando su
actividad 2.

Ademas de la fosforilacién en tirosina, otros estudios han demostrado que SHP-1 se puede fosforilar
en residuos de serina, lo que modularia negativamente su actividad. Asi, en 1997 Brumell y cols. 163,
demostraron que la actividad de SHP-1 disminuye al activar neutréfilos con péptidos quimiotécticos. Es-
ta disminucién de la actividad se correlaciona con un incremento en la fosforilacion de SHP-1 en serina,
observandose ademas que un inhibidor de PKC, la bisindolilmaleimida |, inhibe tanto la fosforilacién en
serina como la disminucién de la actividad de SHP-1.

Finalmente, la unién de lipidos al extremo C-terminal (como acido fosfatidico, PIP3, fosfatidilserina
y otros) podria regular tanto la funcion 8 como la localizacién de SHP-1. Con respecto a la Gltima
posibilidad, se observd que una fraccion de la SHP-1 celular se muestra constitutivamente unida a

rafts, a pesar de no contar con una sefial aminoacidica para ésa localizacién, sin embargo se demostré
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que la mutacién de una porcién del dominio C-terminal evita ésa union 65 .

Funcion.

Dos cepas de ratones, que llevaban mutaciones espontaneas en el gen de SHP-1, demostraron la
importancia de esta fosfatasa en el control de diversas vias de sefializacién. Estos cepas se denominan
motheaten (me) y motheaten viable (mev). Los primeros carecen de SHP-1, en tanto que los segundos
presentan una forma mutada que solamente retiene un 20 % de la actividad normal '¢ . Los ratones ho-
mocigotos para éstas mutaciones presentan cuadros de inmunodeficiencia severa en combinacion con
un cuadro autoinmune, infecciones recurrentes y muerte prematura como consecuencia de neumonitis
hemorréagicas %7 .

El analisis de todos estos cambios ha demostrado que esta fosfatasa es un importante regulador
del funcionamiento del sistema hematopoyético actuando como un inhibidor de las rutas que promue-
ven proliferaciéon, supervivencia, adhesion y activacién celular. En concreto, SHP-1 se puede unir y
desfosforilar receptores tirosina quinasa, tirosinas quinasas citosélicas y/o efectores de estas quinasas
tales como ERKs, JNK, STAT, NFxB, c-Src y PISK/AKT (figura 29) 68169 ' De hecho, numerosos estu-
dios han demostrado que SHP-1 disminuye 6 desaparece en distintos canceres hematopoyéticos por lo
que se ha propuesto que SHP-1 actuaria como un gen supresor de tumores, evitando el desarrollo de
leucemias y linfomas 17°.

Por otro lado, se observa una expresidon moderada de ésta proteina en otros tipos de tejidos y
células epiteliales tumorales "' 172 incluyendo el epitelio prostatico '3y mdltiples trabajos comienzan
a demostrar su implicacidon en procesos de relevancia en el tejido epitelial, como el control del ciclo

celular '8 | y la regulacion de las vias de transduccién de sefiales iniciadas por somatostatina '74.
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Factores de
crecimiento Citoquinas

Proliferacion, diferenciacion, migracidn y supervivencia
celular

Figura 29: Actividades bioldgicas de SHP-1. SHP-1 juega un papel importante en la regulacion de rutas de transduccion activadas por
factores de crecimiento y citoquinas, las cuales modulan procesos biolégicos tales como la proliferacion, la migracién y la supervivencia celular. SHP-
1 reprime la ruta PIBK/AKT en ciertos tipos celulares, asi como la via de NFxB. Ademas, esta fosfatasa regula tanto positiva como negativamente
a las quinasas ERK, segun el contexto subcelular. También esta demostrada la regulacién negativa que ejerce sobre la ruta Jak/STAT. Adaptado de
Chong y Maiese, 2007 53
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El cancer de préstata es una de las patologias malignas mas frecuentes entre los varones de los
paises desarrollados. Sin embargo, la mayoria de los pacientes no muere como consecuencia de la
accién tumoral primaria, sino debido a la propagacion de los mismos a sitios distales, constituyendo
las metéstasis. Por ello es fundamental estudiar el conjunto de mecanismos moleculares implicados en
éste proceso, describiendo nuevas dianas terapéuticas.

En la actualidad, se encuentra ampliamente reconocido el papel que ejerce la via de PI3BK/AKT en
la progresion tumoral y durante la ultima década los estudios centrados en ésta quinasa han crecido
espectacularmente. En el caso de la prostata esta ruta es clave para la supervivencia celular y colabora
con el receptor de andrégenos para regular el crecimiento y la progresion tumoral. AKT presenta tres
isoformas cada una de ellas con funciones Unicas. Sin embargo, se conoce muy poco sobre las diferen-
cias en especificidad de sustrato y rutas de sefializaciéon controladas por cada una de estas isoformas
y sobre sus potenciales reguladores. En éste sentido, nuestro grupo ha demostrado que la fosfotirosina
fosfatasa SHP-1 regula la actividad de AKT interaccionando con la subunidad reguladora de PI3K y
controlando la fosforilacion de la subunidad catalitica. Por todo ello, en éste trabajo nos planteamos el

siguiente objetivo general:

Determinar la implicacion de las isoformas de AKT en la regulacion de los procesos celulares
implicados en la progresion tumoral prostatica y analizar si SHP-1 es un regulador de la ruta

PIBK/AKT estudiando el modo y lugar de actuacion y las consecuencias de esta interrelacion.

Para la consecucion de éste objetivo:

+ Determinaremos el papel de las isoformas de AKT en la proliferacién de las células PC-3 analizan-
do las posible modificaciones de diferentes reguladores del ciclo celular y los mecanismos moleculares
responsables de las mismas.

» Evaluaremos la implicacién de las isoformas de AKT en el fenotipo adhesivo/migratorio de las
células PC-3, estudiando su accién sobre diferente rutas que regulan dichos procesos.

» Analizaremos el papel de la fosfotirosina fosfatasa SHP-1 en la regulaciéon de la via PISK/AKT.
Para ello, estudiaremos el efecto de esta fosfatasa sobre la actividad de PI3K y sobre cada una de las

isoformas de AKT.
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Materiales.

Materiales.
Cultivos celulares:

« Frascos de cultivos, placas y multiplacas de plastico esterilizadas comerciales: Nunc ™ Brand

Products y Falcon Becton Dickinson Labware.

+ Materiales para el procesamiento de las células: PBS, tripsina-EDTA, suero fetal bovino

(FBS), antibiéticos y medio de cultivo RPMI-1640 de Invitrogen Life Technologies.
Tratamientos y matrices.
Matriz extracelular.
« Colageno tipo | (Sigma-Aldrich).
Tratamientos.
« Rapamicina (Rapamycin in solution™, Calbiochem).

Interferencia por ARN

Transfecciones.

+ Reactivo de transfeccion Oligofectamine ™, Invitrogen Life Technologies.

+ Medio de cultivo optimizado, libre de suero y antibiéticos, Optimem ™, Invitrogen Life

Technologies.
Analisis de proteinas.
Extraccion.

+ Tritén X-100, o-vanadato de sodio, inhibidor de tripsina (STI), Fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF)
todos adquiridos de Sigma-Aldrich.

+ Coctel comercial de inhibidores de proteasas (Complete EDTA-Free de Roche).
Cuantificacion.
+ Protein Assay de BioRad y albumina sérica bovina (BSA) de Sigma-Aldrich.
Anticuerpos contra:

+ AKT (todas las isoformas), de SantaCruz.
+ AKT1, AKT2 y AKT3, de Cell Signaling.

+ [-tubulina, de Sigma-Aldrich.

+ CDK2, de SantaCruz.
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+ CDKB®, de SantaCruz.

+ Ciclina E, de Neomarkers.

+ Ciclina D1, de Neomarkers.

+ FAK, de Transduction Laboratories.

+ Fosfo-AKT (S473 y T308), de Cell Signaling.

+ Fosfo-FAK en los residuos Y397, Y407, Y576 y Y861, de Biosource.
+ Fosfo-p27 en los residuos S10 y T187, de SantaCruz.

+ Fosfo-p27 (T157), de R&D Systems.

+ Fosfo-p44/42, de Cell Signaling.

+ Fosfo-pRb en los residuos S795, S807/811, de Cell Signaling.
+ Fosfo-Src Y416 y Fosfo-Src Y527, de Cell Signaling.

+ Fosfo-p70S6K (T389), de Cell Signaling.

+ lgG de raton conjugado con HRP, de Sigma-Aldrich.

+ 1gG de conejo, conjugado con HRP, de Calbiochem.

+ 1gG de ratén conjugado con Alexa™ 488, de Invitrogen.

+ 1gG de conejo conjugado con Alexa™ 647, de Invitrogen.

+ La subunidad reguladora p85 de PI3K, de Upstate-Millipore.
+ SHP-1, de Transduction Laboratories.

+ Src, de Cell Signalling.

+ p27, de SantaCruz.

+ p70S6K total, de Cell Signaling.

« pRb, de Cell Signaling.

Inmunoprecipitacion y ensayos de pull down.

+ Proteina G-Sepharosa (Sigma-Aldrich).

+ Glutatién-Sepharosa (GE Healthcare).

Inmunodeteccion de proteinas por Western blot:

+ Equipo de electroforesis vertical y electrotransferencia (Mini Protean™ 3 Cell) de BioRad.

+ Solucion de Acrilamida-Bisacrilamida (40 %), tamp6n de migracién Tris-Glicina-SDS 10X y

tampén de transferencia Tris-Glicina 10X todos de BioRad.

+ Marcadores de peso molecular (Precision Plus Protein Standards Dual de BioRad).
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+ Membranas de PVDF (GE Healthcare).

+ El reactivo quimioluminiscente ECL ™ Western Blotting Detection Reagents y las placas ra-
diogréficas de alta sensibilidad, especiales para quimioluminiscencia Hyperfim™ ECL™

fueron adquiridas de Amersham Life Science.
Citometria de flujo:

+ Se utilizé un citometro de flujo modelo FACScalibur (Beckton Dickinson). Para el analisis
del ciclo celular se utilizd Nonidet-P40 (Roche), Ribonucleasa A (RNasa A) (Sigma-Aldrich) y

yoduro de propidio (Molecular Probes, Invitrogen Life Technologies).

« Para el andlisis del potencial de la membrana mitocondrial se utilizé la sonda TMRM (tetra-
methylrhodamine, methyl ester, perchlorate) de Molecular Probes (Invitrogen).
Cuantificacion de la sintesis de ADN:
« 3[H]-Timidina de Amersham Life Science.

Ensayos de Actividad quinasa de PI3K y Src:

+ [y =32 P]ATP de Perkin Elmer.
+ Fosfatidilinositol, Fosfatidilserina y Fosfatidilinositol-4-fosfato de Avanti Polar Lipids.

+ Raytide™ de Calbiochem.
Ensayos de Adhesion:

+ 3-(4,5-Dimethythiazol-2-yl)-(2,5-diphenyitetrazolium) bromide 6 MTT de Sigma-Aldrich.

+ Dimetilsulféxido (DMSOQO) de Panreac.
Extraccion de ARN, retrotranscripcion y PCR a tiempo real:

+ Para la extraccién de ARN se utilizé el reactivo comercial Trizol Reagent ™, Invitrogen Life

Technologies.

+ Para la retrotranscripcion: RNAsin™ (inhibidor de RNAsas), retrotranscriptasa MMLV vy ce-

badores hexameros de secuencia aleatoria todos de Promega.

+ Para PCR a tiempo real se utiliz6 una mezcla de reaccién optimizada Fast Start Tagman™
Probe Master (Roche), asi como diversas sondas de hidrdlisis comerciales (Universal Pro-

beLibrary Set Human de Roche).

El resto de reactivos quimicos utilizados fueron de calidad Biologia Molecular adquiriéndose de distin-
tas casas comerciales: Sigma-Aldrich, Roche Molecular Biochemicals, Merck, Béerhinger-Manheim y

Fluka.
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Métodos.

1. Cultivos celulares.

a) Se ha utilizado principalmente la linea celular tumoral prostatica humana PC-3 obtenida
de la American Type Culture Collection (ATCC CRL-1435). Esta linea celular procede de
una metéastasis ésea de adenocarcinoma de prostata grado |V, caracterizada en 1979 por
Kaighn y cols. 175 . Son células de cariotipo alterado, con 62 cromosomas y cierto grado de
inestabilidad citogenética. No expresan PSA, muestran escasa actividad fosfatasa acida y
testosterona-5a-reductasa y carecen de receptor para andrégenos, lo que las convierte en
células independientes de andrégenos, siendo capaces de producir tumores xenégrafos indi-
ferenciados de alta capacidad invasiva y metastatizante. Clinicamente representan la etapa

independiente de andrégenos del cancer de préstata.

b) Ademas, se han utilizado las lineas celulares tumorales prostaticas LNCaP (ATCC CRL-
1740) y DU-145 (ATCC HTB-81) obtenidas también de la American Type Culture Collection
y procedentes de una metastasis en ganglio linfatico y de una metastasis en cerebro de un

adenocarcinoma de préstata respectivamente.

« Las lineas celulares se cultivaron en un medio RPMI-1640. En todos los casos, los me-
dios contenian antibioticos (0,25 mg/ml de penicilina, 0,25 mg/ml| de estreptomicina y
2,5mg/ml de fungizona) y suero fetal bovino al 10 % v/v, excepto en el caso de las LNCaP,
donde la concentracién de suero fetal bovino fue del 7 % v/v. Los cultivos se mantuvieron
a 37°C en atmdsfera himeda en presencia de 5% de CO,. El medio se cambié cada
2-3 dias hasta alcanzar un 80 % - 90 % de confluencia, momento en que las células se

disociaron de su soporte con tripsina 0,05 % - EDTA 0,02 % en PBS.
2. Obtencidon de extractos celulares.

+ Las células se lavaron con PBS suplementado con 0,5M de o-vanadato (inhibidor de tirosina
fosfatasas) mantenido en frio y posteriormente se lisaron con Triton X-100 al 1 % en tampén
base (Tris-HCI 50mM (pH 7,5); NaCl 140 mM; EDTA 1 mM; fenilmetilsulfonil fluoride 0,1 mM;
o-vanadato de sodio 1 mM e inhibidores de proteasas comerciales adicionados segun indi-
caciones del fabricante). Los extractos celulares se mantuvieron en este tampo6n durante 25
minutos a 4 °C en rotacioén y a continuacién se centrifugaron a 12.000x g durante 10 minutos
a 4 °C, recogiéndose los sobrenadantes para la inmunoprecipitacion o para la inmunodetec-
cion de proteinas. La determinacién de la cantidad de proteinas presentes en la muestra se
realiz6 mediante el método de Bradford y como estandar se utilizé una soluciéon de albumina

sérica bovina de concentracién conocida (1 mg/ml).

3. Inmunoprecipitacion.
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+ La purificacién de la proteina de interés se realizé utilizando un anticuerpo especifico y pre-

cipitando el complejo antigeno-anticuerpo con proteina G-Sepharosa.

+ La proteina G-Sepharosa (35 ul/muestra) se lavé 2 veces con tampdn base, centrifugadndose
cada vez a 1500x g durante 1 minuto a 4°C. A continuacién, se prelavé la muestra (1 mg
de proteina) con proteina G durante 1 hora a 4°C en rotacion, con el fin de evitar uniones
inespecificas. Posteriormente, se centrifugd a 1500 g durante 1 minuto a 4 °C, separando la

proteina G del sobrenadante (muestra). A partir de éste paso se aplicaron dos estrategias:

a) La muestra se incubd con el anticuerpo especifico (3 g) durante toda la noche en ro-
tacién a 4°C. Finalizado este periodo, se agregd, a los complejos antigeno-anticuerpo
formados, nueva proteina G, dejando nuevamente en rotacion durante 1 hora a 4°C.
Luego, se centrifugd la mezcla a 1500 x g durante 1 minuto a 4 °C para separar el inmu-
noprecipitado (IP) del sobrenadante.

b) Se adicioné una dilucién del anticuerpo primario (1/100 preparada en tampoén base) a
la proteina G-Sepharosa y se incub6 2 horas en rotacion a 4°C. Tras eliminar el anti-
cuerpo no unido al soporte, se puso en contacto la muestra con los complejos proteina
G-Sepharosa/anticuerpo preformados, dejandose en rotacién toda la noche. Pasado es-
te periodo, se centrifugd la mezcla a 1500x g durante 1 minuto a 4 °C para separar el

inmunoprecipitado (IP) del sobrenadante.

« En ambos casos el inmunoprecipitado se lavé 4 veces con tamp6n base, centrifugan-
do nuevamente a 1500x ¢ durante 1 minutos cada vez. Tras el Ultimo lavado se afadi6
50 ul del tampén de carga (Tris-HCI 62,5 mM (pH 6,8); SDS 3 %; EDTA 4 mM; glicerol 5 %;
(B-mercaptoetanol 1 % y azul de bromofenol 0,1 %). Seguidamente, se calenté a 100°C
durante 5 minutos, para desnaturalizar las proteinas y separar la proteina G de la mues-
tra inmunoprecipitada. Se centrifugd a 13.000x¢ durante 2 minutos, se recogié 50 ul
del sobrenadante (proteina inmunoprecipitada) y se cargé en un gel de poliacrilamida
al porcentaje adecuado en presencia de SDS para proceder a la inmunodeteccion de

proteinas.
4. Ensayos de deteccion in vitro de proteinas GTPasas activas y de SHP-1.

» La actividad de las GTPasas RhoA y Rac1 asi como las interacciones in vitro de SHP-1, se
determinaron mediante ensayos de captura y union (“pull down”). Para ello utilizamos protei-
nas de fusién que contienen GST unida a una zona de reconocimiento especifico para RhoA
y Rac activas (amablemente cedidas por el Dr. Antonio Chiloeches, Departamento de Bio-
quimica y Biologia Molecular, Universidad de Alcald) 6 a SHP-1 (generosamente enviada por
el Dr. Frank Béhmer de la Universidad Friedrich Schiller, Alemania), lo que permite precipitar

los complejos con Glutation-sepharosa una vez formados.
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Para el caso de la deteccion de RhoA-GTP se ultiliz una proteina de fusion que contiene el dominio
N-terminal de la proteina Rhotekina murina (aminodcidos 7-89) unida a GST (GST-Rhotekina). Para
el caso de Rac1-GTP se utilizé una proteina de fusion que contiene el dominio de interaccion de la
proteina PAK (p21 Activated Kinase) con Cdc42 y Rac (dominio denominado CRIB, denominacion

proveniente de Cdc42/Rac Interacting Binding Domain) unida a GST (GST-CRIB).

En el caso de SHP-1, la proteina de fusion era SHP-1 salvaje (“wild type”) unida a GST.

a) Expresion de las proteinas de fusion

« Se parti6 de la cepa bacteriana BL21 de Escherichia coli transformada con el vector de
expresion que contiene en cada caso el gen que codifica para la proteina de fusion co-
rrespondiente. Después de cultivar las bacterias, se indujo la expresion de la proteina de
fusion utilizando 1 mM de IPTG durante 4 a 5 horas a 37°C. A continuacién las células
se centrifugaron a 4.000 rpm durante 10 minutos y el precipitado bacteriano se resus-
pendié en tampdn de homogeneizacion (Tris-HCI 50 mM (pH 8); CloMg 2 mM; Sacarosa
20 %p/v; DTT 2mM e inhibidores de proteasas segin recomendaciones del fabricante).
Posteriormente las bacterias se sonicaron con 3 pulsos de 45 segundos cada uno y pos-
teriormente se adiciond NP-40 a una concentracion final de 1 %v/v. Se rot6 durante 1
hora a 4°C y se centrifugd a 10.000 rpm durante 30 minutos. Se adicion6 glicerol a los
sobrenadantes (a una concentracion final de 10 % v/v) y se mantuvieron a -80°C hasta
su utilizacién. Para comprobar la pureza de la sobreexpresion de la proteina de fusion,
los extractos obtenidos se separaron mediante electroforesis y se tifieron con azul de

Coomasie.

b) Ensayos de captura y union (“pull down”) de las GTPasas pequefias RhoA y Rac1 y SHP-1

+ Deteccion de RhoA-GTP y Rac1-GTP: El soporte de GST-Sepharosa (50 ul/muestra) se lavd
3 veces con tampdn de lavado (PBS suplementado con CloMg (10 mM) e inhibidores de pro-
teasas), centrifugandose cada vez a 1500x g durante 1 minuto a 4°C y se puso en contacto
la proteina de fusién con dicho soporte durante 2 horas en rotacién a 4°C. Finalmente se
lavo 3 veces con tampén de lavado. Posteriormente, las células se lisaron con tampdn de
lisis (Tris 50 mM (pH 7,2); Tritén X-100 1 %v/v; Cl,Mg 10 mM; CINa 500 mM) y se centrifugo
5 minutos a 13.000xg. El lisado se adicion6 al complejo proteina de fusion—GST-Sepharosa
y se incubd en rotacién durante 30 minutos a 4°C. Tras 3 lavados con PBS, los complejos
fueron separados con tampén de carga (Tris-HCI 62,5 mM (pH 6,8); SDS 3%; EDTA 4 mM;
glicerol 5 %; -mercaptoetanol 1 % y azul de bromofenol 0,1 %), se calenté y posteriormente

las muestras fueron sometidas a andlisis de Western blot.

+ Deteccion de SHP-1: El soporte de GST-Sepharosa (30 ul/muestra) se lavo 3 veces con tam-

pén de lavado (Tris-HCI 50mM (pH 7,5); NaCl 140 mM; EDTA 1 mM; fenilmetilsulfonil fluoride
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0,1 mM; o-vanadato de sodio 1 mM e inhibidores de proteasas comerciales adicionados se-
gun indicaciones del fabricante), centrifugandose cada vez a 1500x g durante 1 minuto a 4°C
y se puso en contacto la proteina de fusién con el mismo durante 1 hora en rotacién a 4°C.
Durante ésa hora las células fueron lisadas con Tritén X-100 al 1 % en tampén base (Tris-HCI
50mM (pH 7,5); NaCl 140 mM; EDTA 1 mM; fenilmetilsulfonil fluoride 0,1 mM; o-vanadato de
sodio 1 mM e inhibidores de proteasas comerciales adicionados segun indicaciones del fabri-
cante) y 1 mg de proteina total se puso en contacto con 25 ul de GST-Sepharosa en rotacion a
4°C, con el fin de eliminar las uniones inespecificas. Tras el paso de preaclarado de las mues-
tras, éstas fueron puestas en contacto con el complejo proteina de fusion—GST-Sepharosa
durante 18 horas en rotacion a 4°C. Tras 3 lavados con tampdn de lavado, los complejos
fueron separados adicionando tampén de carga (Tris-HCI 62,5mM (pH 6,8); SDS 3%; ED-
TA 4 mM,; glicerol 5 %; B8-mercaptoetanol 1 % y azul de bromofenol 0,1 %), se calent6 a 95°C
durante 5 minutos y posteriormente las muestras fueron sometidas a analisis de Western

blot.
5. Inmunodeteccion de proteinas (Western blot).

a) Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE).

« Los extractos celulares obtenidos segln se indico anteriormente (entre 25 y 75 ug de
lisado total, segun la proteina a analizar) se desnaturalizaron por calentamiento a 100 °C
durante 5 minutos en tampén de carga (Tris-HCI 62,5 mM (pH 6,8); SDS 3%; EDTA 4 mM;
glicerol 5 %; B-mercaptoetanol 1 % y azul de bromofenol 0,1 %) y se depositaron en geles
de poliacrilamida—SDS al 7 %, 10 % 6 12 %, dependiendo de la proteina que se deseaba
analizar. La migracion se llevé a cabo a 150 voltios en tampdn de migracion (Tris-HCI

25mM (pH 8,3); Glicina 192mM y SDS 0,1 %).
b) Transferencia.

+ Una vez concluida la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de
PVDF mediante la aplicacién de una diferencia de potencial de 110 voltios durante 90
minutos a temperatura ambiente en tampdn de transferencia (Tris- HCl 25 mM (pH 8,3);

glicina 192 mM; metanol 20 %).
¢) Inmunodeteccion con anticuerpos especificos.

+ Al finalizar la transferencia la membrana se incubd en una solucién de bloqueo constitui-
da por leche desnatada en polvo (5 % p/v) o albumina sérica bovina (5 % p/v) en tampo6n
T-TBS (Tris 0,1 mM (pH 8); CINa 1,5mM y 0,05 % Tween-20) durante 1 hora a tempera-
tura ambiente. Posteriormente, se incubd la membrana con el anticuerpo especifico de
la proteina que se deseaba detectar. Dicho anticuerpo se diluyé en T-TBS més leche en

polvo desnatada al 5% o albumina sérica bovina al 5% (segun recomendaciones del
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fabricante) y se incubé durante toda la noche a 4 °C 6 durante 1 hora a temperatura am-
biente. Tras esta incubacion se lavé la membrana con T-TBS, 4 veces durante 10 minutos
cada lavado. A continuacion, se incub6 la membrana con un anticuerpo secundario mar-
cado con peroxidasa, diluido en el mismo tampdn que se utilizé con el anticuerpo prima-
rio, durante 1 hora a temperatura ambiente. Nuevamente, se lavé la membrana 4 veces
durante 10 minutos con T-TBS. Al finalizar los lavados se incub6 la membrana con un
reactivo quimioluminiscente como sustrato de la peroxidasa. Para visualizar los resulta-
dos se impresionaron placas radiograficas de alta sensibilidad. El andlisis densitométrico

de las bandas obtenidas, se realiz6 con la ayuda del programa Image J.

6. Transfeccion de ARN de interferencia.

+ Se sembraron 125.000 células en placas de 35 mm de diametro y, al dia siguiente, se trans-
fectaron con un ARN pequefio de interferencia especifico para el gen de SHP-1, AKT1, AKT2
6 AKT3 usando como agente de transfeccion Oligofectamina™ (Invitrogen). En paralelo, se
transfectaron células con un ARN que no inhibe la expresion de ningiin gen humano y al que
denominamos scrambled (SC) y que se utilizd como control. Por cada punto a ensayar se
diluyeron 100 pmoles de los distintos ARN en 180 il de medio Optimem ™ (Invitrogen) libre
de suero y de antibiéticos y, por otro lado, se diluyeron 4 ul de Oligofectamina™ en 11 pl
del mismo medio. Posteriormente, se mezclaron ambas soluciones y se incub6 15 minutos
a temperatura ambiente. Después, el medio RPMI-1640 en el que habian sido sembradas
las células se reemplazé por 800 il de medio Optimem ™ mas los 200 ul de la mezcla de
transfeccién, incubandose toda la noche a 37°C. Al dia siguiente, se reemplazé el medio
de transfeccion por medio RPMI-1460 con 10 % de FBS pero sin antibiéticos. Finalmente,
las células se incubaron durante 48 horas mas. En total, tras 72 horas postransfeccién se

alcanza la méaxima inhibicién de la expresién de los distintos genes de interés.

7. Extraccion de ARN y retrotranscripcion.

+ Para el aislamiento del ARN total, se utilizé el reactivo comercial Trizol Reagent™ (Invi-
trogen) segun indicaciones del fabricante. Una vez aislado y cuantificado el ARN, se pro-
cedid a la retrotranscripcién del mismo utilizando una mezcla de reaccion compuesta por
una solucién tampén (Tris-HCI 7,5mM (pH 9); KCI 5mM; (NH,)SO4 2mM; MgCl, 3mM), y
los reactivos comerciales (Promega): RNasin ™, como inhibidor de ARNasas (20 unidades),
cebadores hexameros con secuencias aleatorias (50 pmoles), la retrotranscriptasa MMLV
(200 unidades), solucion mezcla de dNTPs (0,2 mM), asi como 1 ug de ARN. Para evitar la
formacién de estructuras secundarias en el acido nucleico aislado, la mezcla de ARN y los
cebadores aleatorios fueron previamente desnaturalizados calentando a 72°C durante 10

minutos. La reaccién de retrotranscripcién se llevé a cabo a 37 °C durante 60 minutos, se-
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guidos de 5 minutos a 95 °C para inactivar la retrotranscriptasa. Posteriormente, 5 ul de cada

retrotranscripto fue utilizado como matriz para reacciones de amplificacion.

8. PCR a tiempo real.

+ Los retrotranscriptos obtenidos segun se describe en el apartado anterior fueron utilizados
para la amplificacion por PCR a tiempo real. En nuestros experimentos utilizamos la mezcla
de reaccién optimizada Fast Start Tagman™ Probe Master (Roche), la cual es una solucién
tampén que contiene una Tag-polimerasa quimicamente modificada, dNTPs y MgCl,. Ade-
mas, utilizamos dos sondas de hidrélisis comerciales a una concentracion final de 0,2 M
(Universal ProbeLibrary, Set Human de Roche), una para el gen de interés y otra para el gen
de referencia. Estas sondas presentan el fluoréforo de marcaje FAM y el fluoréforo apanta-
llante TAMRA. Los cebadores especificos fueron obtenidos comercialmente de Invitrogen 'y

fueron utilizados a una concentracién final de 1 uM (Cuadro 3).

Numero de

Gen

acceso

Cebador izquierdo

Cebador derecho

Sonda

Ciclina E

NM_001238.1

GGC CAA AAT

CGA CAG GAC

GGG TCT GCA

CAGACTGCAT

GGA GCC AG

p27

NM_004064.2

GCA CAT AAA

CTT TGG GGA AGG

TCA AAG CAA

GCT CTT CAT ACC C

GGC TGA GG

18s

NR_003286.1

GGA GAG GGA GCC TGA GAA AC

TCG GGA GTG GGT AAT TTG C

GAA GGC AG

Cuadro 1: Secuencias utilizadas en los cebadores en PCR a tiempo real.

+ La amplificacion se realiz6 con un ciclo inicial de desnaturalizacion a 95 °C durante 10 minu-
tos, seguido de 40 ciclos de amplificacién, cada uno de los cuales consté de 15 segundos a
95°C mas 1 minutos a 60 °C. El termociclador utilizado fue un equipo Fast Real Time PCR
System 7500 (Applied Biosystem). Se llevé a cabo una cuantificacion relativa de la expresion

génica utilizando el método de la “curva estandar”.

9. Analisis del ciclo celular por citometria de flujo y del potencial de membrana mitocondrial

con sonda TMRM por citometria de flujo.

+ Se transfectaron células PC-3 segln se describio anteriormente. A las 72 horas postransfec-

cién, se recogio6 el sobrenadante de las placas de cultivo y las células se lavaron con PBS,
recogiéndose en el mismo tubo este PBS y las células que pudiese contener. Las células
adheridas se disociaron con tripsina-EDTA durante 5 minutos a 37 2C. Se anul6 el efecto de
la tripsina afiadiendo medio completo. A continuacion todas las células recogidas, se centri-
fugaron a 1500 rom durante 5 minutos, se eliminé el sobrenadante y el precipitado celular se

resuspendié en medio completo. Posteriormente, se separaron las células en dos tubos:

« Para el ciclo celular se afnadié NP-40 a una concentracion final de 0,5 % v/v y RNasa-A a

una concentracion final de 64 ug/ml. Se incubd 30 minutos a 4 °C. Justo antes de pasar
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las muestras por el citdmetro, se le afadié yoduro de propidio (50 ug/ml)

« En otro tubo se afnadi6 la sonda TMRM a una concentracion final de 200 nM y se incub6
30 minutos a 37 °C en atmdsfera humeda en presencia de 5% de CO,. Posteriormente,
los tubos se traspasaron a un termobloque a 37 °C para evitar las variaciones de tempe-

ratura durante el andlisis en el citbmetro.

TMRM es una sonda lipofilica con carga positiva que atraviesa la membrana celular y se une a la membra-
na mitocondrial interna la cual posee una 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).

« Por ultimo, las muestras se analizaron utilizando un citémetro de flujo modelo FACSca-
libur de Beckton Dickinson (Unidad de cultivos celulares, UAH). Se excit6 con una laser
de argdn de 488 nm y la fluorescencia emitida se recogié a 585 nm. Los datos obtenidos

se analizaron mediante los programas informaticos WinMDI 'y Cyichred.
10. Recuento celular y ensayo de viabilidad celular.

+ Se transfectaron células PC-3 con ARN de interferencia segun se describi6. A las 24, 48 y
72 horas postransfeccion, las células se lavaron con PBS y se disociaron con tripsina-EDTA,
anulando el efecto de la tripsina al anadir medio completo 6 bien se recogieron las células
que se encontraban flotando. Posteriormente, se contaron en una cadmara cuentaglobulos, 6

se realiz6 un ensayo de viabilidad de células suspendidas.

+ En el caso del ensayo de viabilidad celular, las células se centrifugaron a 1500 rpom durante
5 minutos, se elimind el sobrenadante, y se resuspendieron en 200 ul de PBS conteniendo
yoduro de propidio a una concentracién final de 20 ug/ml. Posteriormente, las muestras se
analizaron utilizando un citémetro de flujo (Unidad de cultivos celulares, UAH). Se excité con
una laser de argdén de 488 nm y la fluorescencia emitida se recogié a 585nm. Las células
que incorporan el yoduro de propidio van a ser células que no mantienen la integridad de su

membrana plasmatica y, por tanto, se consideran no viables.
11. Incorporacion de 3 [H]-timidina.

+ Para determinar la proliferacién celular se analiz6 la sintesis de ADN mediante la incorpora-
cién de 3 [H]-timidina. Para ello, se transfectaron células PC-3 con ARN de interferencia. A
las 72 horas postransfeccion, se reemplaz6 el medio de crecimiento por 1 ml de medio que
contenia 0,4 1Ci/ml de 3 [H]-timidina y se incubd 4 horas a 37 °C. Posteriormente, se elimind
el medio con 3 [H]-timidina y se lavé 3 veces con PBS. Luego se incub6 con 1 ml de acido

tricloroacético (TCA) al 5 % durante 15 minutos a 4 °C. Tras la incubacién, se elimin6 el TCA 'y
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se lavo 3 veces con metanol absoluto. En ese momento, se dej6 secar al aire completamente
y después se anadieron 500 ul de una solucién de NaOH 0,1 M mas SDS al 1 %. Finalmente,
los 500 ul se transfirieron a viales y se afiadié 2 ml de liquido de centelleo (Emulsifier-Safe
Optimase 3 de Perkin Elmer) y se agit6 hasta formar una emulsion. Las desintegraciones por
minuto (dpm) fueron detectadas en un contador de centelleo liquido 5 (Wallac, Turku; Planta

de tratamiento de Is6topos de la UAH).
12. Cuantificacion de la actividad PI3K.

+ Las células PC-3 fueron transfectadas con los distintos ARN de transferencia 6 un control
(SC) y tras 72 horas de transfeccién se procedié a la inmunoprecipitacion de la subunidad
p85 de PI3K. Al inmunoprecipitado se adiciond una mezcla de reaccién conteniendo 250 ng
de fosfadilinositol (Avanti Lipids), 12,5 mM de cloruro de magnesio y una solucién de Mg-ATP
a una concentracion de 440 uM conteniendo 30 xCi de [y —32 P]ATP. Se permiti6 la reac-
cién durante 15 minutos a 28 °C, y finalmente se detuvo la misma adicionado 20 ul de HCI
8M y 160 ul de una mezcla de metanol:cloroformo en partes iguales. Los productos forma-
dos fueron separados por cromatografia en capa fina, utilizando como fase mévil una mezcla
de cloroformo:metanol:agua:hidréxido de amonio al 25 % en una proporcién de 60:47:11,3:2
v/vIviv respectivamente. La placa de cromatografia fue expuesta a -80 °C durante al menos 5
horas y posteriormente los productos radiactivos fueron detectados mediante autorradiogra-
fia.

+ Para identificar los productos generados se adicionaron como controles una muestra de
fosfatidilinositol-4-fosfato (Avanti Polar Lipids) no radiactiva cuya presencia se revel6 en una
cubeta de vidrio utilizando vapores de yodo, y una muestra de inmunoprecipitacién tratada

con el inhibidor de PI3K, LY294002 (Calbiochem).
13. Cuantificacion de la actividad quinasa de Src.

+ Las células PC-3 fueron transfectadas con una secuencia control 6 un siRNA especifico y
tras 72 horas se inmunoprecipitd Src total. Al precipitado se le anadi6é el soporte artificial
para ensayos de actividad tirosina quinasa Raytide™ (0,5 mg/ml) asi como una solucién con-
teniendo 200 n.Cide [y —32 P]ATP; 0,15 mM de ATP no radiactivo y 30 mM de MgCls,. Tras 30
minutos de incubacién a 30°C la reaccién fue detenida adicionando acido fosférico (8 % v/v)
y alicuotas de 120ul se dispensaron sobre pequefios cuadros de papel de filtro de 2x2 cm.
Los papeles se lavaron 5 veces con tamp6n de lavado (100 mM de NaCl; 20 mM de HEPES
pH 7,2; 5mM de MgCl,; y 5mM de MnCl,) y una vez con acetona. Tras el secado de los mis-
mos, se les adiciono liquido de centelleo y las desintegraciones por minuto fueron obtenidas

utilizando un contadors (Wallac, Turku; Planta de tratamiento de Is6topos de la UAH).
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14. Inmunofluorescencia.

« La localizacion subcelular de distintos antigenos, se determiné utilizando anticuerpos espe-
cificos contra estas proteinas asi como anticuerpos secundarios conjugados con moléculas
fluorescentes. Con este fin, las células se fijaron con paraformaldehido al 4 % en PBS durante
15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron con PBS y se permeabiliza-
ron con Tritén X-100 al 0,1 % durante 10 minutos a temperatura ambiente. Tras lavar de nuevo
con PBS, se bloque6 con BSA al 1% en PBS durante 1 hora a 37°C. Después, se incubd con
el anticuerpo primario (1:100) en solucién de bloqueo durante 1 hora a 37 °C 6 toda la noche
a 4 °C. La detecciodn del anticuerpo unido se realizé incubando durante 1 hora a 37 °C con un
anticuerpo secundario (anti-ratén o anti-conejo segun corresponda) conjugado al fluoréforo
Alexa ™488 o Alexa ™633 (1:2000) también diluido en solucién de bloqueo. En el caso del
andlisis de los filamentos de actina, en vez de incubar con los anticuerpos mencionados,
se procedié a incubar con faloidina unida a isotiocianato de fluoresceina (FITC) a una con-
centracién final de 3 uM en solucion de bloqueo durante 15 minutos a 37 °C. La solucién de
montaje (/nvitrogen) contiene DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) que se utiliz6 para la tincién
de los nucleos. Tras 24 horas, las muestras se analizaron utilizando un microscopio confocal

Leica TCS-SL.
15. Ensayos de adhesion, extension y migracion celular.

+ Para estos estudios, se utilizé colageno tipo I, componente mayoritario de la matriz extrace-

lular del hueso.

a) Preparacion de la matriz extracelular.

« Para recubrir las placas, se utilizé colageno tipo | resuspendido en acido acético 10 mM,
adicionandose a las placas a razon de 8 ug/cm? e incubandose toda la noche a 4°C. Al

dia siguiente se aspiré el exceso de colageno y se lavo con PBS.
b) Preparacion de las células.

« Las células PC-3 se transfectaron con los distintos ARN de transferencia segln se indico
anteriormente y para estudios de adhesién y extensién se mantuvieron las ultimas 24
horas con medio RPMI-1640 sin suero.

+ Las células, se disociaron del soporte con tripsina-EDTA. A continuacién, la tripsina se
neutralizé con medio RPMI-1640 sin suero mas 0,1 % de inhibidor de tripsina (STI). Las
células se centrifugaron a 1500 rom durante 5 minutos y se aspir6 el sobrenadante, re-
suspendiendo el precipitado celular en medio RPMI-1640 sin suero mas 0,1 % de albu-
mina sérica bovina (BSA). En ese momento, las células se contaron y se mantuvieron en
suspension a 37 °C durante 60 minutos. Con éstas células se realizaron los experimentos

de adhesion, extension y migracién celular.
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c) Ensayo de adhesion celular.

« Para éstos ensayos se utilizaron placas de 96 pocillos, recubiertas previamente con co-
lageno tipo |. Por cada punto a evaluar se sembraron 15.000 células. Tras 5, 10, 20, 40
y 60 minutos de incubacién a 37°C, se aspiré y se lavé con PBS. A continuacién, se
afiadieron 100 ul de medio RPMI-1640 sin suero mas 0,5 mg/ml de MTT (Sigma-Aldrich)
y se incubé a 37 °C durante 3 horas. Posteriormente, se aspird el medio y se anadieron
100 ul de DMSO hasta solubilizar el precipitado obtenido. Por ultimo, se midi6 la absor-
bancia a 570 y 630 nm. La absorbancia obtenida va a ser directamente proporcional al

numero de células adheridas a la matriz empleada.
d) Ensayo de extension celular.

+ En el caso de los ensayos de extension celular, se sembraron 100.000 células en placas
de 35mm de didmetro precubiertas con colageno tipo | y se incubaron durante 10, 30
y 60 minutos a 37 °C. Posteriormente se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS
durante 15 minutos a temperatura ambiente y luego se lavaron con PBS. Finalmente,
utilizando un microscopio Optico, se fotografiaron al menos tres campos y se cuantificé el
numero de células extendidas. Se consideraron células extendidas aquellas que habian

perdido su morfologia redondeada y su refringencia.
e) Ensayo de migracion celular.

+ Se llevaron a cabo utilizando camaras transwell (Costar; Sigma-Aldrich). Estas camaras
constan de dos compartimentos: uno superior (inserto), cuya base es una membrana
de policarbonato con poros de 8 um y que se recubrié con colageno tipo I, y otro inferior
donde se afadié medio RPMI-1640 libre de FBS. Las células se afiadieron en el compar-
timiento superior y se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Tras ese tiempo, se eliminaron
las células de la cara superior de la membrana, con un bastoncillo de algodén. Las célu-
las de la cara inferior de la membrana, que eran las que habian migrado, se fijaron y se
tineron con el kit Microscopy Hemacolor (Merck). Finalmente, se fotografiaron al menos

3 campos diferentes para cuantificar las células que habian migrado.

16. Analisis estadistico.

+ Se realizaron al menos 3 experimentos independientes de cada ensayo y los datos se anali-
zaron mediante software apropiado (Graph Prism ™). Un valor p menor a 0,05 se consider6

como estadisticamente significativo.
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Papel de las isoformas de AKT en la proliferacion celular.

Papel de las isoformas de AKT en la proliferacion celular.

Regulacion de la proliferacion celular de la linea PC-3 por las isoformas de AKT.

La via de PI3K/AKT ha sido ampliamente estudiada por sus implicaciones en el desarrollo de neo-
plasias. En éste sentido, actualmente se empieza a reconocer la existencia de funciones biolégicas
no redundantes ejercidas por las isoformas de AKT que inciden directamente en la progresién tumo-
ral 138,143,176 Para profundizar en este estudio, nos planteamos analizar los efectos del silenciamiento
de isoformas de AKT sobre algunas caracteristicas fenotipicas fundamentales en el desarrollo tumoral,
como la proliferacién, la adhesién 6 la migracién, utilizando la linea celular PC-3, que constituye un
modelo de estudio de metastasis prostatica. Utilizamos ARN pequefios de interferencia (siRNA) para
alcanzar dicho silenciamiento dirigidos contra cada una de las isoformas de AKT & bien una secuencia

control que no inhibe la expresién de ninguna proteina (SC).
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Figura 30: Efectos del silenciamiento de isoformas de AKT sobre la proliferacion celular en células PC-3. Se transfectaron
células PC-3 con un siRNA control (SC) 6 un siRNA especifico para isoformas de AKT (1, 2 6 3). (A) Tras 72 horas de transfeccién se analizaron
los niveles de cada isoforma de AKT utilizandose como control de carga S-tubulina. Bajo ésta condicion se cont6 el nimero de células (B) y se
realizaron estudios de incorporacién de timidina tritiada para cuantificar la sintesis de ADN (C). Los graficos representan los valores promedios +
DEM de tres experimentos independientes (*p<0,05; **p<0,01; **p <0,001 versus SC).

Como se muestra en la figura 30A, tras 72 horas de transfeccion la interferencia por ARN provoco
una disminucion de la expresién de las tres isoformas de AKT superior al 90 %, con respecto a los nive-

les proteicos observados en el control. En la misma figura se observa que las anulaciones alcanzadas,

71



Papel de las isoformas de AKT en la proliferacion celular.

mediante las secuencias empleadas, son especificas de cada isoforma, sin afectar la expresion de las
restantes.

Tras comprobar la eficacia de los diferentes siRNA, nos planteamos analizar si esta disminucion
afecta al crecimiento de las células PC-3. Para ello, tras 72 horas de transfeccion, levantamos las cé-
lulas de su soporte de plastico y contamos su ndmero total, tanto en la situacién control como bajo la
anulacion de cada isoforma.

Como se aprecia en la figura 30B, el silenciamiento de cualquiera de las isoformas provoca una
disminucién en el nimero de células totales: bajo la anulacion de AKT1 6 AKT2 se observa alrededor
de un 50 % menos de células con respecto al control, en tanto que al silenciar la isoforma 3 observamos
una reduccién estadisticamente significativa de un 15 % aproximadamente.

También analizamos la sintesis de ADN en las células PC-3, cuantificando la incorporacion de timi-
dina tritiada. Observamos (figura 30C) que al silenciar AKT1 se produce una disminucién en la incorpo-
racién de dicho marcador de un 67 % con respecto al control, en tanto que la disminucion es del 85 %
al inhibir AKT2. Con respecto a la anulacién de AKT3 observamos una disminucién de un 35% en la
incorporacion de timidina, diferencia que no resulté ser estadisticamente significativa.

Estos datos indican que la disminucién de los niveles de cualquiera de las tres isoformas de AKT
provoca la inhibicién de la proliferacion de las células PC-3, aunque esta menor proliferacién se observa
principalmente al anular AKT1 y AKT2.

Posteriormente quisimos estudiar la distribucién de las células en las distintas fases del ciclo celular,

mediante ensayos de citometria de flujo.
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Figura 31: Efectos de la anulacion de isoformas de AKT sobre la distribucion del ciclo celular. Se transfectaron células PC-3
con un siRNA control (SC) 6 un siRNA especifico para isoformas de AKT (1, 2 6 3). Tras 72 horas de transfeccién se analizé la distribucién celular
en las distintas fases del ciclo celular mediante citometria de flujo. Se muestran los perfiles de citometria, asi como los valores de un experimento

representativo de tres experimentos independientes.

Como se observa en la figura 31, la anulacion de las isoformas 1 6 3 no afecta la distribucion de
las células entre las fases del ciclo celular. Sin embargo, el silenciamiento de la isoforma 2 provocé
una parada en la fase G0/G1 del ciclo celular: se observa que al anular dicha isoforma el porcentaje
de células en fase GO/G1 aumenta al 68 % con respecto al 42 % observadas en el control (lo cual
supone un aumento del 62 %, estadisticamente significativo). Ademas, el numero de células en fase S
disminuye al 18 %, con respecto al 30 % observado en las células control (un descenso del 40 %).

Con el fin de confirmar que éstos resultados no se producen como consecuencia de un incremento

en la muerte celular, se realizaron ensayos de incorporacion de la sonda TMRM.
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Figura 32: Efectos de la inhibicion de isoformas de AKT sobre la supervivencia celular. Se transfectaron células PC-3 con
un siRNA control (SC) 6 un siRNA especifico para isoformas de AKT (1, 2 6 3). Tras 72 horas de transfeccion se analizé la supervivencia celular
mediante la incorporacion de la sonda TMRM. Los datos representan los valores promedios normalizados de la mediana geométrica de fluorescencia
+ DEM de tres experimentos independientes (NS p>0,05 versus SC).

Como se observa en la figura 32, los resultados obtenidos indican que, tras 72 horas de silencia-
miento de las distintas isoformas de AKT, las células PC-3 no sufren un incremento estadisticamente
significativo de la muerte celular.

En conjunto, éstos resultados indican que la inhibicidn de la proliferacion celular inducida por la anu-
lacién de AKT2, pero no la de AKT1 6 AKT3, se debe a una parada en G0/G1, poniendo de manifiesto
que ésta isoforma ejerce un papel clave en el control del ciclo celular.

Considerando los datos obtenidos anteriormente, en los que demostramos que la isoforma 3 no
parece desempefiar un papel relevante en el control de la proliferacién y en conjuncién con diversas
cuestiones técnicas y metodologicas, a partir de ésta observacion nos centramos en el estudio del papel

de las isoformas AKT1 y AKT2.

Regulacion del punto de control G1/S por isoformas de AKT.

Regulacién de la ciclina D1 por las isoformas de AKT.

Los resultados obtenidos sugieren un control diferencial del ciclo celular por parte de las isoformas
de AKT, por lo que nos planteamos analizar la expresion de algunas de las proteinas reguladoras del
ciclo, con especial énfasis en aquellas directamente implicadas en el pasaje G1/S.

El modelo de transicion G1/S sugerido por Sherr y cols. 2, ha sido ampliamente aceptado y, de
modo simplificado, propone que tras la llegada de una sefal mitogénica se formaran los complejos
ciclina D/CDK4-6 los que fosforilaran a pRb, promoviéndose asi la sintesis de ciclina E y generandose

posteriormente los complejos ciclina E/CDK2. En éste paso existe una retroalimentacion positiva porque
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dichos complejos mantendran el estado de hiperfosforilacién de pRb. Por otra parte, los complejos
ciclina E/CDK2 también fosforilan a p27, el que actia como un inhibidor de CDK. El conjunto de los
eventos permite el pasaje a través del punto de control G1/S y, en consecuencia, el desarrollo correcto
del ciclo celular.

Basandonos en éste modelo, y dada nuestra observacion de parada en el ciclo celular en G0/G1
al silenciar AKT2 en las células PC-3, nos planteamos averiguar si las isoformas de AKT ejercian un
control especifico sobre el punto de control G1/S, analizando en primer lugar los niveles de ciclina D1.
Como se observa en la figura 33, el silenciamiento de AKT1 no modificé los niveles de dicha ciclina. Sin
embargo, el de AKT2 provoco una disminucion de aproximadamente un 90 % en los niveles de ciclina

D1, con respecto al control.

siRNA Akt
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Figura 33: Efecto de la disminucion de isoformas de AKT sobre niveles de ciclina D1. Se transfectaron células PC-3 con un siRNA
control (SC) 6 un siRNA especifico para isoformas de AKT (1 6 2). Tras 72 horas de transfeccion se analizaron los niveles proteicos de ciclina
D1, mediante western blot, utilizandose como control de carga S-tubulina. La imagen muestra un experimento representativo de, al menos, tres
experimentos independientes.

Posteriormente, evaluamos los niveles de CDKG®, la pareja funcional de ciclina D1, al anular AKT1 6
2. Como observamos en la figura 34, nuevamente el silenciamiento de AKT2 provocé una disminucién
en los niveles de CDK6 (de aproximadamente un 40 %), sin observarse cambios en sus niveles bajo la

anulacion de la isoforma 1.
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Figura 34: Efecto de la disminucion de isoformas de AKT sobre CDK6. Se transfectaron células PC-3 con un siRNA control (SC) 6 un
siRNA especifico para isoformas de AKT (1 6 2). Tras 72 horas de transfeccién se analizaron los niveles proteicos de CDK6, mediante western blot,
utilizdndose como control de carga S-tubulina. La imagen muestra un experimento representativo de, al menos, tres experimentos independientes.

Dado que las funciones de regulacién del ciclo celular que ejerce ciclina D1 dependen de su co-
rrecta localizacion subcelular, llevamos a cabo ensayos de inmunofluorescencia con el fin de analizar
la localizacion de ciclina D1, al silenciar AKT2. Como se observa en la figura 35, los niveles nucleares

descienden de modo coordinado con los niveles proteicos totales.
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Figura 35: Efecto de la anulacion de AKT2 sobre localizacion de ciclina D1. Se transfectaron células PC-3 con 100 pmoles de un
siRNA control (SC) o un siRNA especifico contra la isoforma 2 de AKT (siRNA AKT2). Los estudios de inmunofluorescencia se realizaron a las 72
horas postransfeccion como se indica en Materiales y Métodos. En rojo se ha marcado ciclina D1 y en verde actina, adicionandose una tercera
imagen de superposicion de ambas (Combinacion).

Posteriormente, nos centramos en evaluar las causas que provocan el descenso de los niveles de
ciclina D1. Como hemos indicado en la Introduccién, se ha demostrado que AKT activa el complejo
mTORC-1. Dicho complejo se encuentra firmemente ligado a la regulacion de los niveles de ciclina D1
ya que, una vez activo, fosforilara el residuo Thr389 de p70S6K (p70 Ribosomal S6 Kinase), lo que
conduce a la activacion de ésta ultima 77, dando como resultado final un aumento en la traduccién del
mRNA de ciclina D1. Por lo tanto, evaluamos si en las células PC-3, AKT controla los niveles de ciclina
D1 a través de mTORC y de uno de sus efectores como es p70S6K.

Como se observa en la figura 36A, la inhibicién del complejo mTORC-1 por rapamicina disminuye la
fosforilacién de p70S6K en la Thr389, provocando una caida en los niveles de ciclina D1 comparables
a los observados al inhibir AKT2 (superior al 90 % con respecto a los niveles del control).

Tras comprobar que el complejo mMTORC-1 se encuentra implicado en la regulacién de los niveles de
ciclina D1 a través de p70S6K en nuestro modelo celular, comprobamos si AKT2 controla los niveles de
ciclina D1 por medio de ésta via. Como observamos en la figura 36B, solamente la anulacion de AKT2

provoca una disminucién en la fosforilacién del residuo Thr389 de dicha quinasa. No se observaron
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variaciones estadisticamente significativas al inhibir la isoforma 1, coincidiendo con la ausencia de

variacién en los niveles de ciclina D1.
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Figura 36: Regulacion diferencial de los niveles de ciclina D1 por parte de las isoformas de AKT. A) Se cultivaron células PC-3
y tras 24 horas se eliminé el FBS del medio de cultivo (0 % de FBS). Tras 24 horas las células fueron tratadas con distintas concentraciones de
rapamicina, permitiéndose su accién durante 24 horas. Pasado éste tiempo, las células fueron lisadas y se analizaron los niveles de ciclina D1
mediante western blot, utilizdndose S-tubulina como control de carga. También se utilizé la fosforilacion del residuo Thr389 de p70S6K como control
de inhibicién de mTOR. La imagen muestra un experimento representativo de al menos tres experimentos independientes. B) Se transfectaron
células PC-3 con un siRNA control (SC) 6 un siRNA especifico para isoformas de AKT (1 6 2). Tras 72 horas de transfeccién se analizaron los
niveles de fosforilacién de p70S6K en el residuo Thr389, utilizandose como control de carga p70S6K total. La imagen muestra un experimento
representativo de, al menos, tres experimentos independientes.

Nuestros resultados demuestran que AKT2, pero no AKT1, puede regular los niveles de ciclina D1

a través de mTORC-1 y p70S6K.

Regulacion de pRb, ciclina E y CDK2 por las isoformas de AKT.

Al inicio del ciclo celular, pRb se encuentra unido a los factores de transcripcion E2F, inhibiendo su
actividad e impidiendo la progresién del ciclo a través de la fase G1. Tras la llegada de un estimulo
mitogénico, los complejos ciclina D/CDK4-6 que se generen fosforilaran a pRb, provocando cambios
conformacionales que eliminan su unién a dichos factores, permitiendo la progresion normal del ciclo
celular 178

Dado que observamos una disminucion en los niveles de ciclina D1, asi como de CDK®6, nos plan-

teamos estudiar el estado de fosforilacion de algunos residuos de pRb.
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Figura 37: Efecto de la disminucion de isoformas de AKT sobre la expresion y fosforilacion de pRb. Se transfectaron células
PC-3 con un siRNA control (SC) 6 un siRNA especifico para isoformas de AKT (1 ¢ 2). Tras 72 horas de transfecciéon se analizaron, mediante
western blot, los niveles proteicos de pRb total asi como las fosforilaciones en sus residuos de serina 807/811, 795 y 780. Se utiliz6 como control
de carga B-tubulina. La imagen muestra un experimento representativo de, al menos, tres experimentos independientes.

Como muestra la figura 37, al silenciar AKT1 observamos una disminucién en la fosforilacién de los
residuos Ser807/811 y Ser795 de aproximadamente un 20 % en ambos casos, sin observar diferencias
significativas en la fosforilacién del residuo Ser780 y sin observar cambios significativos en los niveles
totales de la proteina pRb.

Sin embargo, es destacable indicar que cuando silenciamos AKT2 se produce una drastica disminu-
cién (de aproximadamente un 75 %) en los niveles totales de la proteina pRb, lo que se traduce en una
disminucién superior al 70 % en los niveles de fosforilacién de todos los residuos analizados.

Esta brusca caida en los niveles de pRb, inducida por el silenciamiento de AKT2, liberaria los fac-
tores de transcripcién E2F permitiendo la transcripcion de los genes bajo su control, como la ciclina E.
Por lo tanto, nos planteamos analizar si los efectos observados sobre pRb repercuten sobre los niveles

de dicha ciclina.
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Figura 38: Efecto de la anulacion de isoformas de AKT sobre la expresion de ciclina E. Se transfectaron células PC-3 con un
siRNA control (SC) 6 un siRNA especifico para isoformas de AKT (1 6 2). A) Tras 72 horas se obtuvo ARN total y se cuantificé los niveles de ciclina
E mediante PCR a tiempo real, segun se describe en Materiales y Métodos. B) También, tras 72 horas de transfeccién se analizaron los niveles
proteicos de ciclina E y su pareja funcional, CDK2, mediante western blot, utilizdndose como control de carga S-tubulina. La imagen muestra un
experimento representativo de al menos tres experimentos independientes.

Como se observa en la figura 38A la transcripcion de ciclina E aumenta de modo estadisticamente
significativo (* p<0,05 segun el test no paramétrico de Wilcoxon) tanto al silenciar la isoforma 1 (1,3
veces con respecto al control) como la 2 (2,2 veces con respecto al control). Dicho incremento en la
transcripcion de ciclina E se refleja en un aumento de sus niveles proteicos de un 30 % en el caso del
silenciamiento de AKT1 y aproximadamente 150 % al anular AKT2.

Posteriormente evaluamos los niveles de CDK2, pareja funcional de ciclina E, al silenciar AKT1 y 2.
Como se observa en la figura 38B, los niveles de CDK2 disminuyen alrededor de un 50 % al silenciar
AKT2 pero no se modifica al anular AKT1.

Estos resultados indican que el silenciamiento de AKT2 disminuye drasticamente los niveles de pRb
provocando el aumento de los niveles de ciclina E que se ven contrarrestados por la disminucién de
CDK2. El silenciamiento de AKT1 no modificé los niveles de pRb aunque disminuyo ligeramente la
fosforilacién de algunos residuos de dicha proteina, llevando a un ligero aumento en la transcripcion de

ciclina E. Los niveles de CDK2 no se vieron modificados bajo la anulacién de ésta isoforma.

Regulacion del metabolismo de p27 por las isoformas de AKT.

La continuidad del ciclo celular puede verse afectada por los inhibidores de CDKs (CKIl) y, como
expusiéramos en la Introduccién, se ha demostrado ampliamente la regulacién ejercida por la via
PI3K/AKT sobre algunos de dichos inhibidores, entre los que destaca p27 '7° . Sin embargo, a pesar del
conocido papel ejercido por AKT sobre p27, ain no se ha analizado la contribucion de las isoformas de
AKT al metabolismo de dicho inhibidor. Por lo tanto, y para profundizar en este estudio, analizamos los

efectos de silenciar las isoformas de AKT sobre la regulacién transcripcional, la estabilidad proteica y la
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localizacion subcelular de p27.
En primer lugar, mediante interferencia por ARN anulamos la expresion de las isoformas de AKT y

evaluamos por western blot los niveles totales de p27.

siRNA Akt
SC 1 2
25kDa P ~ -_ p27

S0kDa B — B- Tubulina

Figura 39: Efecto de la disminucion de isoformas de AKT sobre los niveles de p27. Se transfectaron células PC-3 con un siRNA
control (SC) 6 un siRNA especifico para isoformas de AKT (1 6 2). Tras 72 horas de transfeccién se analizaron los niveles de p27 mediante
western blot, utilizandose como control de carga S-tubulina. La imagen muestra un experimento representativo de, al menos, tres experimentos
independientes.

Como se observa en la figura 39, la disminucion de las isoforma 1 no modific6 los niveles proteicos
de éste inhibidor. Sin embargo, la disminucion de AKT2 provoca un importante aumento en los niveles
proteicos de p27, llegando a ser 2,5 veces mayor respecto al control.

Para continuar nuestro trabajo y, con el objeto de analizar si el incremento de p27 observado al si-
lenciar AKT2 puede deberse a cambios en la regulacion transcripcional del gen, evaluamos los niveles
de mRNA de p27 al anular las isoformas 1y 2. El silenciamiento de AKT1 no provocé cambios estadis-
ticamente significativos en las cantidades relativas de mRNA de p27. Sin embargo, cuando anulamos
la expresion de AKT2, observamos un aumento cercano al 100 % en las cantidades de transcriptos de

dicho inhibidor (figura 40).
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Figura 40: Efecto de la disminucion de isoformas de AKT sobre los niveles de mRNA de p27. Se transfectaron células PC-3 con
un siRNA control (SC) 6 un siRNA especifico para isoformas de AKT (1 6 2) y tras 72 horas se obtuvo ARN total y se cuantificé los niveles de p27
mediante PCR a tiempo real, segln se describe en Materiales y Métodos.

Ademas del aumento en la transcripcion, existe la posibilidad de que el aumento proteico observado
se deba a una mayor estabilidad proteica 6 una menor degradacion. En éste sentido cabe recordar
que se ha descrito que la fosforilacién en el residuo Thr187 de p27, mediante los complejos ciclina

E/CDK2, permite su interaccién con la ligasa de ubiquitinas Skp2, marcandolo para la degradacién
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proteasomal 8. Ademas, se ha descrito que la fosforilacion en el residuo Ser10 de p27 garantiza a
dicho inhibidor una mayor estabilidad proteica 4.
Por ello, llegados a éste punto quisimos analizar si el aumento de p27 observado por la disminucion

de AKT2 podria deberse a alguna de las causas resefiadas anteriormente.
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Figura 41: Efecto de la inhibicion de isoformas de AKT sobre la fosforilacion de p27. Se transfectaron células PC-3 con un siRNA
control (SC) 6 un siRNA especifico para isoformas de AKT (1 6 2). Tras 72 horas de transfeccién se analizaron, mediante western blot, los niveles
proteicos de p27 total asi como las fosforilaciones en sus residuos de treonina 187 y de serina 10. La imagen muestra un experimento representativo
de, al menos, tres experimentos independientes.

Nuestros resultados (figura 41) indican una disminucién importante en los niveles de fosforilacion del
residuo Thr187 (mayor al 85 %, con respecto a la situacién control), tanto al anular AKT1 como AKT2.
Por otra parte, no observamos cambios estadisticamente significativos en los niveles de fosforilacién
del residuo Ser10 al silenciar las isoformas 1 6 2 de AKT. Por tanto, el aumento de los niveles de p27
bajo la anulacién de AKT2 puede ser provocado por un aumento en la estabilidad proteica, como se
desprende de la observacién de la disminucion en la fosforilacién del residuo Thr187 en ésta condicién.
Para confirmar ésta posibilidad realizamos el silenciamiento de AKT2 y tratamos dichas células con
cicloheximida a distintos tiempos, con el objeto de inhibir la traduccién. Como se observa en la figura 42,

la estabilidad de p27 se encuentra aumentada al silenciar AKT2, con respecto a la situacién control.
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Figura 42: Efecto de la inhibicion de isoformas de AKT sobre la estabilidad de p27. (A) Se transfectaron células PC-3 con un
siRNA control (SC) 6 un siRNA especifico para AKT2. Tras 72 horas de transfeccion se trataron las células con cicloheximida (100 pg/ml) durante
3y 6 horas y se analizaron mediante western blot, los niveles proteicos de p27 total. En la figura B se muestra el andlisis densitométrico de los

resultados de los andlisis de western blot.

La localizaciéon subcelular de p27 también va a regular las funciones de dicho inhibidor. En éste

sentido, se ha descrito que AKT es capaz de regular la movilizacién de p27 entre compartimentos, a

través de la fosforilacion en el residuo Thr157 '8° . Tras dicha fosforilacion p27 no puede ser trasladado

al nicleo, evitando que ejerza su control sobre el ciclo celular. Por ello, nos planteamos analizar si las

isoformas de AKT juegan un papel en ésta regulacion. Para ello, las silenciamos y evaluamos mediante

western blot el estado de fosforilacién del residuo Thr157 de p27.
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Figura 43: Efecto de la disminucion de isoformas de AKT sobre la fosforilacion de p27. Se transfectaron células PC-3 con un
siRNA control (SC) 6 un siRNA especifico para isoformas de AKT (1 6 2). Tras 72 horas de transfeccién se analizaron, mediante western blot, los
niveles proteicos de p27 total asi como la fosforilacién en su residuo de Thr157, utilizandose como control de carga S-tubulina. La imagen muestra
un experimento representativo de, al menos, tres experimentos independientes.
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Como se observa en la figura 43 la disminucion de la isoforma 1 de AKT no provoca ningun efecto
sobre la fosforilacion estudiada, sin embargo el silenciamiento de AKT2 disminuye los niveles dicha
fosforilacién en aproximadamente un 80 %, con respecto a la situacion control.

Considerando el resultado anterior, llevamos adelante estudios de inmunofluorescencia para con-
firmar la existencia de un cambio de localizacion de p27 al anular la expresién de las isoformas de

AKT.

siRNA Akt1l siRNA Akt2

..

Figura 44: Efecto de la anulacion de isoformas de AKT sobre la localizacion de p27. Se transfectaron células PC-3 con 100 pmoles
de un siRNA control (SC) o un siRNA especifico contra la isoforma 1 6 2 de AKT. Tras 72 horas las células fueron fijadas, permeabilizadas y se
realizaron estudios de inmunofluorescencia segiin como se indica en Materiales y Métodos. En rojo se ha marcado p27 y en azul los nucleos,
adicionandose una tercera imagen de superposicion de ambas (Combinacion).

p27kipl

Nucleos {(DAPI)

Combinacion

Como observamos en la figura 44, la disminucion de AKT1 no provoca ningun tipo de redistribucion
llamativa de p27 entre los compartimentos subcelulares. Sin embargo, el silenciamiento de AKT2 pro-
vocO un aumento global de la sefal fluorescente de p27, observandose ademas bajo ésta condicién,
una mayor concentracién nuclear de éste inhibidor.

En conjunto, estos resultados indican que es AKT2 la isoforma responsable de las fosforilaciones
que conduciran a la degradacion proteasomal de p27 asi como a su exclusién nuclear, permitiendo de

éste modo la progresion del ciclo celular.
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Regulacion de la proliferacion celular de otras lineas cancerigenas prostaticas

por las isoformas de AKT.

Considerando los efectos diferenciales que obtuvimos al silenciar las isoformas de AKT en la linea
PC-3, nos interes6 analizar la contribucién de la via PISK/AKT en otros modelos de cancer de pros-
tata. Para ello, utilizamos dos modelos de progresién tumoral prostatica donde la via PIBK/AKT ejerce
funciones primordiales. Por un lado, la linea LNCaP que representa un estadio de progresién tumoral
dependiente de andrégenos y que, al igual que PC-3 carece de la fosfatasa PTEN; y por el otro, la linea
celular DU-145 que se caracteriza por presentar la via PISK/AKT regulada, ya que expresa PTEN. En
ambas lineas silenciamos las isoformas 1 y 2 y evaluamos tanto la distribucién de las células entre las

distintas fases del ciclo celular como la supervivencia celular.
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Figura 45: Efectos de la inhibicion de isoformas de AKT sobre la distribucion del ciclo celular y la supervivencia celular. Se
transfectaron células LNCaP ¢ DU-145 con un siRNA control (SC) 6 un siRNA especifico para las isoformas de AKT. Tras 72 horas de transfeccion
se analiz6 la distribucién celular en las distintas fases del ciclo celular mediante citometria de flujo (A'y B) y la supervivencia celular (C y D). Los
gréficos representan los valores promedios + DEM de tres experimentos independientes (NS p>0,05; ***p<0,01 versus SC).En los gréficos A) y B)
las etiquetas de las barras representan el porcentaje correspondiente.

Como se observa en la figura 45A, en la linea celular LNCaP la disminuciéon de AKT1 no modifico
significativamente el nimero de células en fase G0/G1. Sin embargo, la disminucién de AKT2 provoco

un aumento significativo de un 35% en el nimero de células en GO/G1 con respecto al control. En
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ambos casos observamos un incremento altamente significativo de la muerte celular con respecto al
control (figura 45C)

Con respecto a la linea DU-145, nuestros resultados no arrojan diferencias significativas en ninguno
de los parametros estudiados (figura 45B y D).

Estos resultados indican que tanto AKT1 como AKT2 son fundamentales para la supervivencia de
la linea LNCaP. Sin embargo ni la proliferacion ni la supervivencia de la linea DU-145 fueron sensibles

a la falta de éstas isoformas.

Distribucion subcelular de isoformas AKT en PC-3, LNCaP y DU-145.

Una de las razones del comportamiento diferencial de AKT1 y AKT2 en las distintas lineas celula-
res analizadas podria ser la distinta localizacion subcelular de éstas isoformas, por lo que analizamos
mediante inmunofluorescencia la localizacién de cada isoforma en las lineas bajo estudio. Para ello,
sembramos células PC-3, LNCaP 6 DU-145 en placas de 60 mm de didmetro, sobre cubreobjetos cir-
culares. Tras 72 horas de incubacion las fijamos, utilizando paraformaldehido al 4 %. Posteriormente

permeabilizamos y marcamos AKT1 y AKT2.
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Figura 46: Localizacion de isoformas de AKT en células PC-3. Se sembraron células PC-3 sobre cubreobjetos circulares. Tras 72
horas, las células se fijaron, permeabilizaron y se incubaron con anticuerpos anti AKT1 é AKT2, respectivamente. Posteriormente se adiciond un
anticuerpo secundario marcado con el fluoréforo Alexa488 (que genera una fluorescencia de color verde) 6 Alexa647 (que genera una fluorescencia
de color rojo). Para visualizar el ndcleo se tifid con el intercalante DAPI. Finalmente las células se analizaron utilizando un microscopio confocal.

En el caso de las células PC-3 observamos una clara diferencia en la localizacién de isoformas de
AKT, siendo AKT1 predominantemente citoplasmatica y perinuclear, en tanto que AKT2 presenta una

expresion predominantemente nuclear.
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Figura 47: Localizacion de isoformas de AKT en la linea celular LNCaP. Se sembraron células LNCaP sobre cubreobjetos circulares.
Tras 72 horas, las células se fijaron, permeabilizaron y se incubaron con anticuerpos anti AKT1 6 AKT2, respectivamente. Posteriormente se
adicion6 un anticuerpo secundario marcado con el fluor6foro Alexa488 (que genera una fluorescencia de color verde) 6 Alexa647 (que genera una
fluorescencia de color rojo). Para visualizar el nicleo se tifié con el intercalante DAPI. Finalmente las células se analizaron utilizando un microscopio
confocal.

En el caso de la linea LNCaP, nuestros resultados muestran que AKT1 se localiza fundamentalmente
en el citoplasma y en la zona perinuclear, en tanto que se observa una distribucién homogénea de AKT2

entre el ndcleo y el citoplasma de estas células. (figura 47).
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Figura 48: Localizacion de isoformas de AKT en la linea celular DU-145. Se sembraron células DU-145 sobre cubreobjetos circulares.
Tras 72 horas, las células se fijaron, permeabilizaron y se incubaron con anticuerpos anti AKT1 6 AKT2, respectivamente. Posteriormente se
adicion6 un anticuerpo secundario marcado con el fluor6foro Alexa488 (que genera una fluorescencia de color verde) 6 Alexa647 (que genera una

fluorescencia de color rojo). Para visualizar el nicleo se tifié con el intercalante DAPI. Finalmente las células se analizaron utilizando un microscopio
confocal.

Por otra parte, la localizacién de AKT1 en las células pertenecientes a la linea DU-145, en coinciden-
cia con su localizacion en LNCaP, parece ser principalmente citoplasmatica, con cierta concentracion
perinuclear y en puntos que recuerdan a los contactos que se forman entre la célula y su sustrato. Sin

embargo, AKT2 presenta una localizacion predominantemente nuclear en DU-145 (figura 48).

Los resultados hasta aqui presentados indican que las isoformas de AKT ejercen una regulacion
diferencial en la proliferacién celular. Asi, en células PC-3 la falta de las isoformas 1 6 2 provoc6 una

menor proliferacién, no observandose diferencias significativas al silenciar la isoforma 3. Ademas, en
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ésta linea celular, AKT2 es la isoforma encargada de la coordinacion del pasaje del punto de control
G1/S, regulando la expresion de varios efectores, como ciclina D1, CDK6, CDK2, pRb y ciclina E. En
este proceso, la isoforma 1 no ejerce regulaciones sustanciales.

A pesar de ello, las funciones de las isoformas de AKT en la proliferacion parecen depender de la
linea celular bajo estudio, siendo fundamental para la supervivencia en el caso de LNCaP, o irrelevante,
como en el caso de DU-145. Una posibilidad para explicar éstas diferencias puede radicar en la diferente

distribucion subcelular de isoformas observada en cada linea.
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Papel de las isoformas de AKT en la regulacién de la adhesion,

extension y migracion celular.

Regulacioén de la adhesidén y la extension celular por las isoformas de AKT.

Cuando silenciamos las isoformas de AKT en la linea celular PC-3, comprobamos que AKT2 pro-
mueve la proliferacion celular, a través de mecanismos de regulacion diferenciales sobre el ciclo celular.
Sin embargo, también hemos observado que la disminucién de AKT1, y en menor medida la de AKT3,
inhibe la proliferacion de dicha linea. Esta disminucién no se produce por parada en ciclo celular, por lo
que evaluamos otras caracteristicas tumorales para intentar explicar los efectos observados.

En primer lugar, analizamos la adhesién de células PC-3 a colageno tipo |, seleccionando esta
matriz porque es la principal proteina de la MEC del hueso, donde el cancer de préstata metastatiza
con preferencia. Con éste objeto, se sembraron células PC-3, y tras 24 horas se transfectaron con un

siRNA control 6 especifico para cada isoforma.
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Figura 49: Efecto de la anulacion de isoformas de AKT sobre la adhesion al colageno tipo I. Se transfectaron células PC-3 con
100 pmoles de un siRNA control (SC) o especifico de isoforma (siRNA AKT). A las 48 horas postransfeccion, se eliminé el FBS del medio de cultivo.
Al dia siguiente, las células se levantaron de su soporte utilizando tripsina, se mantuvieron en suspensién durante 60 minutos y posteriormente se
sembraron en pocillos de 7 mm de didametro (placas de 96 pocillos) cubiertas con colageno tipo | (8 1.g/cm?). Tras incubar 5, 10, 20, 40 6 60 minutos,
las células se lavaron con PBS para eliminar las que no se hubieran pegado y aquellas adheridas fueron cuantificadas mediante MTT, segln se
describe en Materiales y Métodos. El gréafico representa los valores promedios + DEM de tres experimentos independientes (NS p>0,05; *p<0,05 ;
**p<0,01 versus SC).

A las 72 horas, las levantamos y las afiadimos a pocillos recubiertos de matriz, retirando a distintos

tiempos las células que no fueron capaces de adherirse. Posteriormente adicionamos sales de tetrazolio
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(segun se indica en Materiales y Métodos) las cuales, tras su metabolismo en las mitocondrias de las
células que se adhirieron, generan un precipitado coloreado cuya intensidad puede ser medida.

Como se observa en la figura 49, la disminucién de las isoformas 2 6 3 no provoca diferencias
significativas de adhesién a colageno | con respecto al control a ninguno de los tiempo evaluados.
Sin embargo, el silenciamiento de AKT1 disminuy6 la capacidad de adhesion de las células PC-3,
siendo dicha disminucion estadisticamente significativa a todos los tiempos observados (10, 20, 40 y
60 minutos).

Dado que para que se produzca la adhesion es necesario que la célula se extienda, perdiendo el
aspecto esférico que adquieren en suspension y pudiendo asi generar puntos de adhesién, evaluamos
la capacidad de extension que presentaban las células de la linea PC-3, al silenciar las isoformas de
AKT.

Como observamos en los campos fotografiados (figura 50A), el nimero de células aplanadas y no
refringentes, caracteristicas de haber completado correctamente la extensién, disminuy6 al silenciar
AKT1 6 AKT2. En concreto, hemos observado una disminucién superior al 50 % en el nimero de cé-
lulas completamente extendidas al silenciar AKT1 con respecto al control y de un 30 % en el caso del
silenciamiento de AKT2. Ambas diferencias fueron estadisticamente significativas (figura 50B). Sin em-
bargo, no encontramos diferencias en el nimero de células extendidas sobre colageno, con respecto al
control, al silenciar la isoforma 3.

Por lo tanto, la anulacién de AKT1 disminuye la adhesién y la extensién de las células de la linea PC-
3 sobre colageno tipo |, mientras que la de AKT2 sélo disminuye la extensién celular. El silenciamiento

de AKT3 no modificé ninguno de éstos pardmetros.
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Figura 50: Efecto de la anulacion de isoformas de AKT sobre la extension celular. Se transfectaron células PC-3 con 100 pmoles de
un siRNA control (SC) o especifico de las isoformas de AKT (1, 2 6 3). A las 72 horas postransfeccion, las células fueron fijadas con paraformaldehido
al 4% , observadas con un microscopio 6ptico y se fotografiaron al menos 3 campos. A) Se muestra una fotografia representativa de los campos
observados, tras 30 minutos de extensién. B) Se contaron las células extendidas, considerandolas como extendidas toda vez que perdiesen la
forma esférica y su refringencia. El graficos representa los valores promedios + DEM de tres experimentos independientes (NS p>0,05; **p<0,01
versus SC), tras 30 minutos de extension.

La menor adhesién de las células PC-3 al silenciar AKT1 podria ser responsable de la disminucion
de la proliferacion de éstas células, detectada al anular ésta isoforma, por lo que quisimos averiguar

si el silenciamiento de las isoformas de AKT afectaba la viabilidad de las células que quedaban en
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suspension.

Puesto que las observaciones mas trascendentales las obtuvimos bajo la inhibicién de las isoformas
1y 2 de AKT, nos centramos en evaluar, mediante ensayos de citometria de flujo, la cinética de viabilidad
de las células que se desprenden. Asi, sembramos células PC-3 y las transfectamos con una secuencia
control (SC) 6 con un siRNA especifico de las isoformas 1 6 2 de AKT y recogimos los sobrenadantes a

las 24, 48 y 72 horas postransfeccién, analizando la incorporacion de yoduro de propidio a los tiempos

indicados.
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Figura 51: Efecto de la anulacion de isoformas de AKT sobre las células desprendidas del sustrato. Se transfectaron células
PC-3 con un siRNA control (SC) 6 un siRNA especifico para isoformas de AKT (1 6 2). Tras 24, 48 y 72 horas de transfeccién se recogieron las
células desprendidas del sustrato y se sometieron a ensayos de viabilidad celular mediante citometria de flujo. El grafico representa el nimero de
eventos detectados en funcién de su fluorescencia. Los 3 histogramas en rojo corresponden a 24, 48 y 72 horas postransfeccioén del control. El
grupo de histogramas siguientes (3 en amarillo y 3 en verde) corresponden a 24, 48 y 72 horas (respectivamente) postransfeccién de un siRNA
para AKT1 6 AKT2.

En los ensayos de viabilidad utilizamos la capacidad que presenta el colorante yoduro de propidio de
penetrar en las células cuyas membranas han perdido la integridad. Cuando representamos el nimero

de eventos contados por el citdmetro de flujo, con respecto a la fluorescencia obtenida encontramos:
« un pico de menor intensidad de fluorescencia que representa a las células intactas (pico 1).

« un pico de intensidad de fluorescencia alta que representa a las células cuya membrana ha sido

dafada y en consecuencia han perdido su viabilidad (pico 2).

El area de los picos indicara el numero de células que han sido contadas en cada una de las situaciones

anteriormente indicadas.
Como podemos observar en la figura 51, el silenciamiento de AKT1 provoca una disminucién de-

pendiente del tiempo, de la viabilidad celular tal como lo indica el progresivo incremento del pico 2. De
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hecho, a las 72 horas sélo un 10 % de las células son viables (situacién representada por la meseta de
dicho perfil, ubicada en la zona de baja fluorescencia)

Por el contrario, la anulacién de AKT2 no modificé significativamente la viabilidad celular, tal como
lo indica la similitud de los perfiles de fluorescencia obtenidos a los tiempos indicados.

Es de destacar que el andlisis de los perfiles obtenidos a las 24 horas tanto en el control como
al silenciar AKT1 6 2 son muy similares y muestran una considerable pérdida de la viabilidad (como
indica el pico 2). Esta situacion probablemente sea debida a los propios efectos téxicos iniciales del
reactivo de transfeccion. De hecho, a las 48 y 72 horas de tratamiento se observa una recuperacion de
la viabilidad, como indica la progresiva disminucién del pico 2.

Estos resultados indican que AKT1 activa vias de sefializacién que promueven la adhesién celular
a colageno tipo |, a la vez que previene que aquellas células que se desprenden de su sustrato sean

sensibles a sufrir algin proceso de muerte celular.

Regulacion de la migracidén celular por las isoformas de AKT.

El conjunto de los resultados anteriores nos permitieron plantearnos que las isoformas 1y 2 de AKT
probablemente afectaran de modo directo a la capacidad migratoria de las células. Para evaluar dicha
caracteristica llevamos a cabo ensayos de migracién utilizando pocillos con membranas de policarbo-
nato que poseen poros (“transwells”), a través de los cuales pueden migrar las células; y colageno tipo
| como matriz.

Observamos que el silenciamiento de AKT1 provoca una caida de alrededor de un 34 % en el nG-
mero de células capaces de migrar, con respecto a las células control. Curiosamente, la disminucién
de AKT2 provocéd un aumento de un 42 % aproximadamente en el nimero de células que migraron con

respecto al control. Ambas diferencias fueron estadisticamente significativas.
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Figura 52: Las isoformas de AKT controlan de modo diferencial el fenotipo migratorio en células tumorales prostaticas. Se
transfectaron células PC-3 con 100 pmoles de un siRNA control (SC) o especifico de isoformas (siRNA AKT) y se realizaron ensayos de migracién
en “transwells”. Posteriormente las células fueron tefiidas y se fotografiaron al menos 3 campos aleatorios en cada ensayo. (A) El grafico representa
el nimero de células que han migrado por campo. Se representan valores promedios + DEM de tres experimentos independientes (NS p>0,05;
**p<0,01 versus SC). (B) Se muestra un campo representativo de migraciones en células control (SC), siRNA AKT1 y siRNA AKT2.

Todos éstos datos pondrian de manifiesto una funcién diferencial de las isoformas de AKT sobre el
dinamismo de la actina que, en Ultima instancia, permitira una regulaciéon de procesos tales como la

adhesion, extension y migracion celular.

Regulacion de efectores moleculares de la adhesion, la extension y la migracion

por las isoformas de AKT.

Existen diferentes tipos de uniones entre la MEC y las células, siendo muchas de ellas generadas
por contactos focales tempranos. En éste tipo de contactos juega un papel fundamental la quinasa de
adhesién focal (FAK), la cual tras la interaccion de las integrinas con la MEC permitira la generacion
de una plataforma de sefializacion, sirviendo ademas de anclaje para diversas enzimas, entre las que
destaca Src (cuya diana ademas es la propia FAK) '8! El resultado ser4 la transduccion de sefales
desde el microambiente hacia el interior celular, promoviendo posteriormente la generacién de nuevos
contactos celulares, asi como la migracién y la propia supervivencia de las células.

Teniendo en cuenta la breve descripcién anterior, nos planteamos analizar el estado de fosforilacién

de FAK al silenciar las isoformas de AKT.
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Figura 53: Efecto del silenciamiento de isoformas de AKT sobre la fosforilaron de tirosinas en FAK. Se transfectaron células
PC-3 con 100 pmoles de un siRNA control (SC) o un siRNA especifico contra isoformas de AKT (siRNA AKT). A las 72 horas postransfeccion, se
analizaron los niveles de fosforilacién de las principales tirosinas de FAK, mediante western blot, utilizandose como control los niveles totales de
dicha quinasa. En la figura se muestra una imagen representativa de tres experimentos independientes.

Como se observa en la figura 53, el silenciamiento de AKT1 provocé una disminucién de un 40 % en
los niveles de fosforilacion de los residuos de tirosina 861 (implicado en la regulacion de la capacidad
migratoria celular) y de tirosina 397 (sitio de autofosforilacion necesaria para la activacién de FAK).

Por su parte, el silenciamiento de AKT2 aumentd en un 80 % la fosforilacion del residuo Tyr861 sin
provocar modificaciones en la fosforilacion del residuo 397.

En cuanto al resto de fosforilaciones analizadas, no observamos diferencias estadisticamente signi-
ficativas con respecto a los niveles de fosforilacion de la situacién control.

Dado que no podemos desvincular las actividades de FAK de las de Src, evaluamos el estado de
fosforilacién de sus dos residuos principales: la tirosina 419 (ampliamente aceptada como “activadora”)

y la tirosina 530 (“inhibidora”) & .
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Figura 54: Efecto de la anulacion de isoformas de AKT sobre la fosforilacion de tirosinas en Src. Se transfectaron células
PC-3 con 100 pmoles de un siRNA control (SC) o un siRNA especifico contra isoformas de AKT (siRNA AKT). A las 72 horas postransfeccion, se
analizaron los niveles de fosforilacién de las principales tirosinas, mediante western blot, utilizandose como control los niveles totales de Src. En la
figura se muestra una imagen representativa de tres experimentos independientes.
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Como observamos en la figura 54, el silenciamiento de AKT1 provoca una drastica disminucién en
los niveles de fosforilacién del residuo Tyr419, de aproximadamente un 40 %, no observandose cambios
estadisticamente significativos al anular AKT2. Por otra parte, el silenciamiento de las isoformas 1 0 2

de AKT no parece afectar a la fosforilaciéon del residuo Tyr530 de Src.

Regulacién de las GTPasas pequefias RhoA y Rac1 por las isoformas de AKT.

Dado que las GTPasas pequefias de la familia Rho, RhoA y Rac1 estan reguladas por FAK, Srcy
PI3K'y controlan la reorganizacion del citoesqueleto de actina y la formacién de estructuras adhesivas,
nos planteamos el estudio del estado de activacion de dichas GTPasas al silenciar las isoformas 1y 2
de AKT. Para ello utilizamos proteinas quiméricas que capturan las formas “activas” (unida a GTP) de

cada GTPasa en cuestion, mediante ensayos de captura y union (“pull down”).

SOBRENADANTE PULLDOWN
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Figura 55: Efecto de la anulacion de isoformas de AKT sobre las activacion de las GTPasas pequenas de las familia Rho.
Las células PC-3 se transfectaron con un siRNA control 6 especificos de isoformas. A las 72 horas postransfeccion fueron lisadas y dichos lisados
fueron puestos en contactos con proteinas de fusién que capturan las formas de RhoA y Rac1 unidas a GTP. Posteriormente fueron separadas
mediante SDS-PAGE. La figura muestra un experimento representativo de 3 experimentos independientes.

Como podemos observar en la figura 55, la anulaciéon de AKT1 provocé una disminucién en los
niveles de RhoA y Rac1 activos (unidos a GTP). Por su parte, al silenciar la isoforma 2 observamos un
aumento en los niveles de RhoA y Rac1 unidos a GTP.

La reorganizacion del citoesqueleto de actina es un complejo proceso molecular, fundamental para
que las células puedan interactuar con la MEC, extenderse y posteriormente migrar. Por ello, quisi-
mos analizar si los cambios en adhesion y migracion detectados al silenciar las isoformas de AKT
podrian deberse a modificaciones en la reorganizacién del citoesqueleto. Con éste fin, silenciamos di-
chas isoformas y marcamos los filamentos de actina utilizando faloidina conjugada con isotiocianato de

fluoresceina (FITC).
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Figura 56: La anulacion de isoformas de AKT afecta de un modo diferencial al fenotipo celular. Se transfectaron células PC-3
con 100 pmoles de un siRNA control (SC) o un siRNA especifico contra isoformas de AKT (siRNA AKT). Los estudios de inmunofluorescencia
se realizaron a las 72 horas postransfeccion como se indica en Materiales y Métodos, adicionandose faloidina conjugada con isotiocianato de
fluoresceina (FITC). La imagen presenta un campo representativo y a los fines comparativos todos los campos se realizaron utilizando el mismo
aumento.

Como podemos observar en la figura 56, la disminucién de AKT1 provoca la formacion de finas es-
piculas asi como una cierta concentracion de actina cortical. Con respecto al silenciamiento de AKT2,
observamos un llamativo aumento del tamano celular, con pérdida de la forma mesenquimatica (predo-
minante en las células PC-3) y los limites celulares.

Estos resultados parecen indicar que la inhibicién de AKT1 y AKT2 afectan de modo importante la
dinamica de reorganizacion de actina, disminuyendo las capacidades de las células para extenderse y

posteriormente adherirse.

En conjunto, nuestros datos indican que el silenciamiento de AKT1 disminuy®6 las fosforilaciones in-
dicadoras de activacion de FAK y Src asi como la actividad de las GTPasas pequefias RhoA y Racl.
Todas estos cambios se asocian a una menor adhesion, extension y migracion celular asi como a mo-
dificaciones del citoesqueleto de actina. Por el contrario, la anulacién de AKT2 aument6 la fosforilacién
de FAK en el residuo Tyr861 y la migracién celular, disminuyendo la extension celular. En ésta situacién

también observamos modificaciones en el citoesqueleto de actina.
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Regulacion de la via PI3BK/AKT por la fosfotirosina fosfatasa SHP-1.

Interaccion de SHP-1 con las isoformas de AKT.

Recientemente nuestro grupo de investigacion ha publicado que la fosfotirosina fosfatasa SHP-1 se
asocia con la subunidad p85 de PI3K 156 (ANEXO 1). Para profundizar en el estudio de las relaciones
generadas entre la via PIBK/AKT y SHP-1, analizamos si ésta fosfatasa era también capaz de formar
complejos con alguna de las isoformas de AKT.

Por lo tanto, realizamos ensayos de “pull down” de SHP-1 en células PC-3 evaluando la presencia
de AKT total, asi como la de cada una de sus isoformas. Nuestros resultados indican que AKT1, pero

no AKT2, es la isoforma que interactia con SHP-1 (figura 57).

Sobrenadante Pull Down
GST/ GST/
GST  giop GST SHP1
75kDa — e
Akt total
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Figura 57: Interaccion entre SHP-1 y AKT1. Las células PC-3 fueron sembradas en placas de 60 mm de diametro siendo utilizado 1 mg de
proteina total en ensayos de “pull-down”, mediante la proteina quimérica SHP-1-GST, unida a glutatién-sepharosa. Posteriormente, las proteinas
unidas a la quimera fueron separadas mediante SDS-PAGE y reveladas utilizando anticuerpos especificos contra AKT total y contra sus distintas
isoformas, con el fin de observar interacciones proteicas. La imagen muestra un experimento representativo de 3 experimentos independientes.

Por otra parte, nos planteamos analizar si la disminucion de SHP-1, tenia un reflejo cierto sobre la
actividad de AKT1. Para ello, silenciamos SHP-1 con un siRNA especifico, inmunoprecipitamos AKT1 y

evaluamos el nivel de fosforilacion de sus residuos Ser473 y Thr308.
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A) Sobrenadante 1P
G sSC SiRNA SHP1 G sC SiRNA SHP1
75kDa P>
q — Akt Thr308
s0kDa P> 3 E &
75kDa B>
Akt 1
50kDa P>

B) Sobrenadante 14
G sC SiRNA SHP1 G sC siRNA SHP1
75kDa P>
SokDs B — Akt Ser473
75kDa P>,

_— Akt 1
50kDa P>

Figura 58: Efecto de la anulacion de SHP-1 sobre la fosforilacion de AKT1. Las células PC-3 fueron transfectadas con un siRNA
especifico para SHP-1 6 una secuencia control. Tras 72 horas se inmunoprecipitdé 1 mg de proteina utilizando un anticuerpo anti-AKT1 y cémo
control de unién inespecifica se utilizé proteina G-sepharosa sin anticuerpo primario (indicado como “G” en la figura). Los inmunocomplejos fueron
analizados mediante western blot utilizando anticuerpos contra los residuos Thr308 y Ser473 fosforilados. La imagen muestra un experimento
representativo de 3 experimentos independientes.

Como se muestra en la figura 58, el silenciamiento de SHP-1 disminuyd los niveles de fosforilacién
de los dos residuos de activacién: en el caso de la Thr308, dicha disminucién fue de un 30 % (figura 58A)
y en el caso de la Ser473 la disminucién fue de un 40 % (figura 58B).

Para confirmar que ésta menor activacion de AKT1, ocurrida bajo la ausencia de SHP-1, tiene un
significado biol6gico, analizamos la fosforilacion de GSK3, un sustrato conocido de AKT 24, Para ello,
transfectamos células PC-3 con 100 pmoles de un siRNA control 6 un siRNA especifico para SHP-1 y

tras 72 horas evaluamos la fosforilacion de GSK33, mediante western blot.
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Figura 59: Efecto de la disminucion de SHP-1 sobre la fosforilacion de GSK-3(. Se transfectaron células PC-3 con un siRNA control
(SC) 6 un siRNA especifico para SHP-1. Tras 72 horas de transfeccion se analizaron los niveles de GSK fosforilado en la serina 9, mediante western
blot, utilizandose como control de carga GSK total. Estos resultados corresponden a un experimento representativo de, al menos, tres experimentos
independientes.

Como observamos en la figura 59, la disminucién de SHP-1 tuvo como consecuencia una menor fos-
forilacion del residuo Ser9 de GSK33. Concretamente observamos una disminucion en la fosforilacion

de dicho residuo de un 30 % aproximadamente.
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Regulacion de PI3K y PDK1 por SHP-1.

Para que se produzca la activacion de AKT1 es necesaria la generacién de PIP3 por PI3K, que
permitiran el anclaje a la membrana plasmatica de dicha isoforma, tras lo cual podra ser fosforilada por
PDK1 y mTORC2/Rictor. Dado que SHP-1 interacciona con la subunidad p85 de PI3K y que previamen-
te habiamos demostrado que al disminuir SHP-1, aumentaba la fosforilacion en tirosina de la subunidad
p110 (ver ANEXO 1), quisimos analizar las consecuencias de ésta modificacion sobre la actividad de
PI3K. Con este objeto, inmunoprecipitamos p85 y evaluamos mediante un ensayo radiactivo, la capaci-
dad de PI3K para fosforilar al sustrato inositol, tanto en situacién control como en ausencia de SHP-1.
Como se observa en la figura 60B el silenciamiento de SHP-1 produce una disminucion efectiva en la

actividad quinasa de PI3K.
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Figura 60: Efecto de la anulacion de SHP-1sobre la actividad quinasa de PI3K. A) Las células PC-3 fueron transfectadas con un
siRNA especifico para SHP-1 6 una secuencia control. Tras 72 horas se inmunoprecipité 1 mg de proteina utilizando un anticuerpo anti-p85 y como
control de unién inespecifica se utilizé proteina G-sepharosa sin anticuerpo primario (indicado como “G” en la figura). B) Los inmunoprecipitados
fueron utilizados para analizar la fosforilacion del sustrato inositol mediante un ensayo quinasa radiactivo segun se describe en Materiales y Métodos.
La imagen muestra un experimento representativo de 3 experimentos independientes.

Tomados en conjunto, nuestros resultados indican que la menor actividad PI3K, promovida por el
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silenciamiento de SHP-1, provoca una menor actividad de AKT1, la que finalmente se traduce en una
menor capacidad de fosforilar a sus sustratos.

Tras el cambio de conformacién de AKT, inducido por su unién a los PIP3, sera fosforilado y activado
por la quinasa PDK1. Recientemente se ha descrito que SHP-1 puede interactuar con PDK1 182y
regular su localizacién subcelular por lo que nos planteamos analizar si la ausencia de SHP-1 podria
regular a PDK1.

Con éste objeto, anulamos la expresion de SHP-1 durante 72 horas y analizamos mediante western

blot la expresion de PDK1.
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Figura 61: Efecto del silenciamiento de SHP-1 sobre los niveles de PDK1. Se transfectaron células PC-3 con un siRNA control (SC) 6
un siRNA especifico para SHP-1. Tras 72 horas de transfeccion se analizaron los niveles de PDK1 mediante western blot, utilizandose como control
de carga S-tubulina. La imagen muestra un experimento representativo de al menos tres experimentos independientes.

Como observamos en la figura 61, en ausencia de SHP-1 se produjo una disminucién de un 30 %
en los niveles proteicos de PDK1, con respecto a la situacion control.

Posteriormente analizamos mediante inmunofluorescencia, la localizacién de PDK1 al anular SHP-1.
Como se aprecia en la figura 62, a las 72 horas de silenciar SHP-1 observamos una marcada disminu-

cién en la sefal nuclear de PDK1, sin observarse cambios importantes en la sefal citoplasmatica.

102



Regulacion de la via PIBK/AKT por la fosfotirosina fosfatasa SHP-1.

siRNA SHP1

Figura 62: Efecto de la anulacion de SHP-1 sobre la localizacion de PDK1. Se transfectaron células PC-3 con 100 pmoles de un
siRNA control (SC) o un siRNA especifico contra SHP-1. Los estudios de inmunofluorescencia se realizaron a las 72 horas postransfeccién como se
indica en Materiales y Métodos. En rojo se ha marcado PDK1 y en azul los nucleos, adiciondndose una tercera imagen de superposicion de ambas.
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Por lo tanto, nuestros resultados indican que SHP-1 controla los niveles y la localizacién nuclear de
PDK1. En conjunto, nuestras observaciones establecen una regulacién, ejercida por SHP-1, tanto sobre
la propia PI3K como sobre PDK1, encargada en ultima instancia de la transduccion de las sefiales hasta

el principal efector, AKT.

Regulacion de las interacciones de las isoformas de AKT con otras moléculas

mediada por SHP-1

Considerando nuestros resultados con respecto a las funciones de las isoformas de AKT en la

adhesion, extensién y migracion celular, evaluamos la interaccion de isoformas con sustratos implicados
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en la regulacion de éstas caracteristicas fenotipicas. Para ello, en primer lugar inmunoprecipitamos las
isoformas 1y 2 de AKT en células PC-3 y analizamos su interaccion con FAK y con la subunidad p85
de PI3K.

Nuestros resultados (figura 63) indican que Unicamente AKT1 interactda habitualmente tanto con

FAK como con p85.

Sobrenadante IP
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Figura 63: Interacciones proteicas diferenciales de las isoformas de AKT. Se sembraron células PC-3, se lisaron y los extractos
proteicos obtenidos (1 mg) se inmunoprecipitaron con un anticuerpo anti-AKT1 6 anti-AKT2 segln se describe en el apartado de Materiales
y Métodos. Como control de unién inespecifica se utiliz6 el soporte (proteina G-sepharosa) sin anticuerpo primario (carril indicado como “G”

en la figura). Los inmunocomplejos fueron analizados mediante western blot utilizando anticuerpos anti-FAK 6 anti-p85. La imagen muestra un
experimento representativo de 3 experimentos independientes.

p8s

Dado que observamos que SHP-1 interacciona con AKT1 y regula su actividad, nos interesé eva-
luar si la ausencia de SHP-1 podria afectar dichas uniones. Para ello, transfectamos células PC-3 con
un siRNA control 6 un siRNA especifico para SHP-1 y posteriormente inmunoprecipitamos AKT1, eva-
luando la presencia de FAK 6 p85. En éstos experimentos ademas incluimos a Src, con el objeto de

confirmar la existencia de plataformas de sefalizacion.
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Figura 64: Papel de SHP-1 en la regulacion de interacciones proteicas diferenciales de AKT1. Las células PC-3 fueron trans-
fectadas con un siRNA especifico para SHP-1 6 una secuencia control. Tras 72 horas se inmunoprecipité 1 mg de proteina utilizando un anticuerpo
anti-AKT1 y cémo control de unién inespecifica se utilizé proteina G-sepharosa sin anticuerpo primario (indicado como “G” en la figura). Los inmu-
nocomplejos fueron analizados mediante western blot utilizando anticuerpos anti-FAK 6 anti-p85. La imagen muestra un experimento representativo
de 3 experimentos independientes.

Como observamos en la figura 64A, tras el silenciamiento de SHP-1, la interaccion entre AKT1 y
FAK disminuye. Una disminucién ain mas notable se observa en la figura 64B, donde la interferencia
por ARN de SHP-1, provoca una drastica bajada de los niveles de p85 unidos a AKT1. Por otra parte,

como vemos en la figura 64C, la unién entre Src y AKT1 no parece modificarse en ausencia de SHP-1.

Efecto del silenciamiento de SHP-1 sobre la actividad de FAK y Src.

Hemos visto la formacién de complejos de sefalizacion en torno a AKT1, que incluyen a p85, FAK
y Src. También hemos demostrado su desorganizacion bajo el silenciamiento de SHP-1. Dado que la
ausencia de SHP-1 provoca una disminucion de la actividad quinasa de PI3K, nos planteamos evaluar
los efectos bioldgicos sobre los otros dos componentes implicados en ésta plataforma de sefalizacion:
FAK'y Src. Para ello, sembramos células PC-3 y las transfectamos con un siRNA especifico para SHP-
1. Tras 72 horas de silenciamiento, evaluamos los niveles de fosforilacién en los residuos de activacion

de FAK (tirosina 397) y Src (tirosina 419).
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Figura 65: Efecto del silenciamiento de SHP-1 sobre la actividad de FAK y Src. Las células PC-3 fueron transfectadas con un
siRNA especifico para SHP-1 6 una secuencia control. Tras 72 horas se evalué mediante western blot los niveles de fosforilacién de los residuos
indicadores de activacion de FAK (tirosina 397) y de Src (tirosina 419), utilizando como controles de carga los niveles proteicos totales de cada
una de ellas. También se evalu6 la fosforilacion de la tirosina 530 de Src. En la figura se incluye ademas un control del silenciamiento de SHP-1
alcanzado. La imagen muestra un experimento representativo de 3 experimentos independientes.

Como se observa en la figura 65 la anulacién de SHP-1 provocé una disminucion de un 60 % en
los niveles de fosforilacién de FAK en su residuo de activacion (tirosina 397). Con respecto a Src, la
ausencia de SHP-1 provoc6 un aumento en los niveles de fosforilacion tanto de la tirosina 419 (residuo
“activador” de Src) como de la tirosina 530 (cuya fosforilacién provoca la inhibicion de Src). Dada ésta

situacion nos planteamos analizar la actividad enzimatica de Src mediante un ensayo quinasa radiactivo.
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Figura 66: Efecto del silenciamiento de SHP-1 sobre la actividad quinasa de Src. Las células PC-3 fueron transfectadas con un
siRNA especifico para SHP-1 é una secuencia control. Tras 72 horas se inmunoprecipité Src y se evalu6 su actividad quinasa sobre un sustrato
artificial (Raytide 7™ ) utilizando fésforo radiactivo. La imagen muestra un experimento representativo de 3 experimentos independientes (* p<0,05
versus SC).

Como se observa en la figura 66, la ausencia de SHP-1 provoca un aumento estadisticamente
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significativo de méas de un 100 % en la actividad quinasa de Src, con respecto al control.

Estos resultados demuestran que AKT1 interacciona con FAK, p85 y Src constituyendo una platafor-
ma de sefalizacion celular cuya composicién esta regulada por SHP-1. La ausencia de ésta fosfatasa
provoca una desorganizacion de éste complejo, desprendiéndose del mismo tanto FAK como p85 a la
par que se observa una disminucién en la activacion de ambas. Sin embargo, Src permanece unido a

AKT1 y su actividad quinasa se ve aumentada.
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Papel diferencial de las isoformas de AKT en el control de la proli-
feracion celular.

El cancer de préstata continuara siendo la patologia maligna mas frecuente entre los hombres eu-
ropeos en general y espafioles en particular, segun proyecciones del informe GLOBOCAN 2008, al
menos hasta 2015 (OMS, International Agency for Research on Cancer). Sin embargo, dada la lenta
evolucion de ésta patologia, la generacién de metastasis en sitios distales es la principal complicacion vy,
en ultima instancia, la causa de la muerte de los pacientes. Debido a ésto, es fundamental comprender
en profundidad el papel que pueden jugar las vias de sefalizacion en el proceso metastasico.

En el caso del cancer de préstata, tanto en sus etapas iniciales como en la independiente de andré-
genos, se ha demostrado que la expresion y fosforilacion de AKT puede ser un biomarcador importante
en el diagndéstico y prondstico de la progresion tumoral. Actualmente no se cuenta con tratamientos efi-
caces para el cancer de préstata metastasico y dado que AKT es un nodo central en el que convergen
multiples sefales activadoras, su inhibicién constituye un objetivo terapéutico de primer orden. Sin em-
bargo, el éxito de ésta estrategia depende de conocer con precision el papel de sus distintas isoformas.
Establecer la relacién “isoforma de AKT - efector - proceso celular” permitira el desarrollo de inhibi-
dores cada vez més especificos del proceso celular a tratar, acercdndonos a la verdadera medicina
personalizada.

En éste trabajo se demuestra que las isoformas de AKT regulan de modo diferencial distintos proce-
sos celulares implicados en la proliferacion de las células PC-3, un modelo de metéstasis de cancer de
prostata. Cuando se realizaron silenciamientos especificos de cada isoforma, se observé que la anula-
cién de AKT1 y AKT2 provoc6 una inhibicion de la proliferacion de esta linea. Sin embargo, solamente
la anulacién de AKT2 provoc6 una parada en el ciclo celular, en tanto que el silenciamiento de AKT1 no
modifico la distribucion de las células en las distintas fases del ciclo celular. Los resultados de nuestro
trabajo implican claramente a la isoforma 2 de AKT como un regulador clave de las etapas iniciales del
ciclo celular, ya que tras provocar su anulacion se observé una reduccién en los niveles de ciclina D1,
CDK2, CDK6 y pRb asi como un aumento de p27, todas ellas moléculas implicadas en el punto de con-
trol G1/S y el “punto de restriccion” 3. Estas observaciones son novedosas ya que, aunque Sasaki y
cols. 145 demostraron que la inhibicién de isoformas de AKT afecta el crecimiento de las tres principales
lineas derivadas de metastasis prostaticas (PC-3, LNCaP y DU-145), su trabajo solamente se centra
en dirigir siRNAs especificos de las isoformas de AKT en tumores generados en ratones, sin estudiar
ningun efector molecular de las mismas u ofrecer alguna explicaciéon a sus observaciones de la menor
proliferacién en las lineas celulares utilizadas.

Para que el ciclo celular progrese es necesaria la formacion de los complejos ciclina D/CDK4-6,
durante la fase G1 temprana. Entre los distintos reguladores de la expresion de ciclina D1 destaca el

complejo mTORC-1, que por un lado promueve la transcripcién de los mRNAs denominados 5-TOPs
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y por otro lado fosforila y activa a p70S6K, promoviendo la traduccion proteica. Nosotros demostra-
mos que en las células PC-3, unicamente AKT2 regula los niveles de ciclina D1 por un mecanismo
que requiere mTORC-1 y p70S6K. Cuando se anulé AKT2 se observé una disminucién en los niveles
de ésta ciclina, asi como una menor fosforilacion en el residuo Thr389 de p70S6K similar a lo obte-
nido al tratar las células PC-3 con rapamicina, un inhibidor de mTORC1. Aunque ya en 2003, Gao
y cols. '8 demostraron que el tratamiento de las células PC-3 con rapamicina, disminuia los niveles
de ciclina D1 en ésta linea, su estudio se basé en la inhibicién global de PI3K utilizando el farmaco
LY294002, del cual recientemente se han demostrado sus multiples efectos inespecificos, por ejemplo
sobre canales i6nicos '8 o sobre la sefializacion mediada por calcio 85, entre otros.

También se ha demostrado que el gen de ciclina D se encuentra reprimido por los factores de
transcripcion de la familia FOX-O 2?7 y que GSK-37 es fundamental para la degradacion de esta ciclina, y
dado que ambas moléculas son reconocidas dianas de AKT, no podriamos descartar que AKT2 controle
también estos procesos, siendo esta posibilidad una clara continuacién de nuestro trabajo.

Basandonos en el modelo propuesto por Sherry cols. 2 es evidente que la disminucion en los niveles
de ciclina D1, unidos a la disminucion de los niveles de CDK6 observados al anular AKT2, provocaran
una reduccién de los complejos que se forman entre las mismas, lo que en Ultima instancia provocaria
una menor fosforilacion de pRb y, en consecuencia, un blogueo de los factores de transcripcion E2F,
disminucién de la expresion de ciclina E (asi como de otros reguladores del ciclo celular) y parada del
ciclo celular en G1/S. Sin embargo, los resultados de este trabajo demuestran que la anulacion de AKT2,
pero no de AKT1, produjo una drastica disminucion en los niveles de pRb. En éstas circunstancias, E2F
se encontraria libre, permitiendo la transcripcion de ciclina E y la progresién del ciclo celular. De hecho,
se observd un aumento en la transcripcién y en los niveles de ciclina E. Sin embargo, la ciclina E
generada es incapaz de generar complejos con su pareja funcional CDK2, ya que nuestros resultados
demostraron que la anulacion de AKT2 provocé una disminucion en los niveles de ésta quinasa. Aunque
no evaluamos directamente la actividad quinasa de CDK2, la disminucion de la fosforilacién en la Thr187
de p27 (evento que es catalizado por los complejos ciclina E/CDK2) al anular AKT2, confirman esta
posibilidad.

La disminucién en los niveles de pRb al anular AKT2, que explica directamente la menor fosforilacion
observada en los residuos que hemos estudiado, es un resultado que seria interesante profundizar, da-
da la transcendencia de pRb en el control del ciclo celular. En éste sentido, recientemente se demostro
que en diferentes lineas celulares, incluyendo PC-3 y LNCaP, el promotor del gen RB1 se encuentra
hipermetilado y que dicho patron podria llegar a ser un marcador Util en el prondstico 6 diagnéstico de
tumores prostéaticos '8 . Sin embargo, la regulacién de los niveles de pRb podria ser mucho mas com-
pleja, dado que también se ha demostrado que los propios miembros de la familia pueden promover su
expresion 87

De los resultados que se obtuvieron en este trabajo, destaca la regulacion ejercida por AKT2 so-

bre el metabolismo de p27 en las células PC-3. Nuestros resultados demuestran que Unicamente la
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anulacion de AKT2 provoca un aumento en los niveles totales de p27 y de su concentracién en el nu-
cleo donde ejerce su papel inhibidor sobre el ciclo celular. Ninguno de estos cambios se observaron al
anular AKT1. Esta observacién es trascendente, ya que la capacidad de p27 de inhibir los complejos
ciclina/CDK va a depender de su concentracion, de su perfil de fosforilacién y de su localizacion subce-
lular '8 | En éste sentido, los resultados de este trabajo demuestran que cuando se anuld AKT2 hubo
un aumento significativo en las cantidades de ARN mensajero de p27 asi como una menor degradacion
de la proteina, que pueden ser responsables del aumento en los niveles de dicha proteina.

La protedlisis de este inhibidor se regula por dos mecanismos distintos: el primero requiere la fosfori-
lacion de la Thr187 por el complejo ciclina E/CDK2; la fosforilacion de este residuo es necesaria para su
reconocimiento por el complejo de ubiquitinacidn, en concreto por la ubiquitina ligasa Skp2 y su poste-
rior degradacion proteasomal. El segundo requiere la salida de p27 del nucleo para lo cual es fosforilado
en su residuo Ser10 y una vez en el citoplasma es degradado por KPC (Kip1 ubiquitlation-promoting
complex) 5° . Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que la anulacion de AKT2 aument6
la estabilidad proteica de p27 debido a una clara disminucién en la fosforilacion del residuo Thr187, sin
observarse cambios en la fosforilacion del residuo de Ser10. Por lo tanto AKT2, pero no AKT1, dismi-
nuye los niveles de p27 promoviendo su degradacién proteasomal por un mecanismo dependiente de
ciclina E/CDK2/Skp2 pero independiente de KPC.

Un resultado llamativo en éste punto es que también se observé una clara disminucion en la fosfori-
lacion del residuo Thr187 al anular AKT1. Se ha descrito que Src fosforila a p27 en residuos de tirosina,
lo que evita la accion de éste inhibidor sobre CDK2, permitiéndose asi que esta quinasa fosforile a
p27 en su residuo Thr187 '8 En éste sentido, nuestros resultados demuestran que en ausencia de
AKT1 se produce una disminucién en la actividad de Src (lo que podria explicar la menor fosforilacién
del residuo Thr187 de p27), pero no observamos una disminucion en los niveles totales de p27 bajo
ésta condicién. Para intentar explicar ésta ultima observacién debemos indicar que recientemente se
ha demostrado que el silenciamiento de AKT1 puede afectar a la maquinaria de degradacion proteica.
En condiciones fisioldgicas, p27 es fosforilado en su residuo Thr187 y posteriormente reconocido por la
ligasa de ubiquitinas, Skp2, que se encuentra activa en el nicleo. Sin embargo, se ha demostrado que
la fosforilacion de Skp2 por AKT1, pero no por AKT2, permite la localizacion citoplasmatica de Skp2 190 .
Por lo tanto es posible que al anular AKT1 la actividad de Src disminuya, no pudiendo fosforilar residuos
de tirosina de p27 lo que facilitaria que éste inhibidor actie sobre CDK2. En estas condiciones, CDK2
no fosforilaria a p27 en su residuo Thr187, impidiendo su degradacién y provocando un aumento de
sus niveles totales. Pero paralelamente, la anulacién de AKT1 podria favorecer la localizacién nuclear
de Skp2 y, en consecuencia, la degradacion de p27. Es decir, la menor fosforilacion de la Thr187, que
reduciria la degradacion de p27, se veria compensada por el aumento de Skp2 en el nicleo y en con-
secuencia no observariamos cambios en los niveles totales de p27. Esta hipotesis forma parte de la
continuacién de nuestro trabajo.

Los resultados de éste trabajo también demuestran que la anulacion de AKT2 provoco un aumento
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de la localizacién nuclear de p27. Este incremento podria explicarse teniendo en cuenta que Unicamen-
te bajo la disminucion de AKT2 se observ6 un descenso en la fosforilacién del residuo Thr157 de p27.
Dado que se ha demostrado que la proteina 14-3-3 interacciona con éste residuo fosforilado, suprimien-
do la traslocacion nuclear de p27 3, el descenso en la fosforilacién de p27 en la Thr157 al disminuir los
niveles de AKT2 en las células PC-3 podria inducir una disociacién de éste inhibidor de las proteinas
14-3-3, favoreciéndose asi su traslocacién al nucleo.

Diversos trabajos en la literatura recogen las distintas regulaciones de la via PISBK/AKT sobre p27,
pero poco se ha estudiado acerca de la especificidad molecular de dichas regulaciones. Aunque en
2006, Nacusi y cols. '°"implicaran a AKT1 en la fosforilacion de p27 en fibroblastos, nosotros demostra-
mos que en la linea celular PC-3, AKT2 es la isoforma encargada de regular la expresion, localizacion y
degradacioén de éste inhibidor. La diferente distribucion de isoformas de AKT entre los distintos tejidos 6
bien su diferente distribucién entre compartimentos podria ser una explicacién a la diferencia observa-
da, aunque en la publicacién de Nacusi y cols. no se menciona la localizacién de isoformas en la célula
objeto de estudio.

En nuestro trabajo también se demostré que en células LNCaP la anulacién tanto de AKT1 como
de AKT2 provocd una disminucion en la proliferacién celular, aunque nuevamente este efecto fue mayor
al anular AKT2. Sin embargo, ésta menor proliferacién fue acompafnada con un claro aumento en la
apoptosis celular. Aunque ya se ha demostrado que las células LNCaP dependen de la via PISK/AKT
para su supervivencia, la mayoria de los estudios se basan en la inhibicion farmacolégica de PI3K (ya
sea con LY294002 6 wortmanina) 192193  en éste trabajo demostramos que ambas isoformas estan
implicadas en asegurar la supervivencia de ésta linea.

En la linea DU-145, la anulacién de AKT1 6 AKT2 no modifico la proliferacion ni la apoptosis celular.
Estos resultados podrian explicarse debido a la presencia de la fosfatasa PTEN, presente en DU-145,
por lo que la via PI3K/AKT no se encontraria constitutivamente activa y la dependencia de la célula con
respecto a dicha via seria mucho menor.

En la figura 67 recogemos un modelo propuesto de las regulaciones ejercidas por AKT2 sobre el

control del ciclo celular, apoyado por nuestros resultados.
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Figura 67: Implicacion de AKT2 en la regulacion de la proliferacion celular. AKT2 es especificamente responsable de la activacion
de mTORC-1. A su vez, la fosforilacion de p70S6K (mediada por mTORC-1) promueve la sintesis de ciclina D1. La formacién de los complejos
ciclina D/CDK®6 ser& crucial para la fosforilacién de pRb y la posterior promocion de la sintesis de ciclina E. CDK2 formara complejos con dicha
ciclina promoviendo la degradacién del inhibidor p27. Dicho inhibidor se encuentra regulado directamente por AKT2: por un lado, provocando
una disminucién en los niveles de su mRNA; y por otro fosforilando el residuo Thr157 y evitando su ingreso al nicleo. Como resultado de éstas
regulaciones AKT2 actuaria como un modulador positivo de la proliferacién celular.
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Implicacion de las isoformas de AKT en la regulacion de la adhe-
sion, extension y migracion celular.

La generacién de metastasis requiere no solo de un aumento de la proliferacion celular, sino tam-
bién de cambios en la adhesiéon y migracion celular. Durante el proceso migratorio se establece una
interaccién compleja entre el citoesqueleto de actina y los sitios de adhesion celular. Este proceso de
recambio dinamico requiere de la participacion de numerosas moléculas, entre las que se encuentran
quinasas como FAK, Src y las GTPasas pequefias de la familia Rho. Como indicamos, a las integrinas
se unen proteinas de anclaje a las que posteriormente se une FAK, que tras su autofosforilacion permite
la unién y activacion de Src. A su vez, Src fosforilara a FAK en nuevos residuos de tirosina permitien-
do su maxima activacion. A los complejos FAK/Src formados se unirdan nuevas proteinas que a su vez
veran modificadas su actividad y/o localizacion.

Los resultados de éste trabajo demuestran que en células PC-3, la anulacién de AKT1 provocé una
menor adhesién y migracion celular, acompafado de una disminucion en la capacidad de extensién
celular. Desde el punto de vista molecular, se observé una menor fosforilacion en el residuo Tyr397,
en la Tyr861 y en menor proporcién en la Tyr576 de FAK asi como en la Tyr419 de Src. La menor
fosforilacion de la Tyr397 de FAK disminuiria la unién y posterior activacion de Src, lo que explicaria el
descenso en la fosforilacion de otros residuos de FAK.

Como consecuencia de la desactivacién global de FAK se generaran menos complejos FAK/Src, lo
que dara como resultado una incapacidad de unién de p130Cas. Es esperable que en consecuencia
disminuya la fosforilacién de esta Ultima, lo que provocara una menor union de proteinas adaptadoras
de la familia Crk que regulan, junto con la propia FAK, los GAFs y GEFs responsables de los ciclos de
activacion y desactivacion de las GTPasas pequefias de la familia Rho 8° .De hecho, nuestros resultados
demuestran que la anulacion de AKT1 provocd una disminucion en los niveles de RhoA y Rac1 unidas
a GTP (“activas”), lo que afectara claramente a la reorganizacion del citoesqueleto de actina. Todas
éstas alteraciones moleculares pueden ser responsables de la pérdida de adhesién asi como de la
disminucién en la extension y la migracién celular que se observo al anular AKT1.

Clasicamente se ha aceptado que AKT es un efector indirecto de FAK ya que p85 se une a FAK
fosforilado activandose asi PI3K y, en consecuencia, AKT "% . Sin embargo, nuestros datos demuestran
que FAK y Src pueden ser también efectores de AKT, mas concreto de AKT1. En realidad las dos
posibilidades serian factibles ya que nosotros mostramos que todas éstas quinasas, es decir, FAK,
Src y la subunidad p85 de PIBK y AKT1 forman un complejo de sefalizacién. La generacién de ésta
plataforma permitira multiples interacciones entre las proteinas implicadas que podrian funcionar no
s6lo como quinasas, sino como proteinas de anclaje.

En este sentido, recientemente se ha descrito que, en células de cancer colorrectal, la formacion de

complejos entre AKT, FAK y Src permite aumentar la fosforilacion en tirosinas de FAK, en un proceso
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que depende de Src "% . A su vez, también se ha demostrado que AKT fosforila a FAK en residuos
de serina %8 . Por otra parte, también se ha descrito que AKT requiere fosforilacién en tirosinas para
su completa activacion %7, y que Src puede ejercer funciones de regulacion sobre la propia AKT 197
Incrementando la complejidad del nlcleo de senalizacién que parece formarse, debemos recordar que
se ha demostrado que PI3K regula la familia de GTPasas Rho, sobre todo actuando sobre distintos
GEFs y GAPs y que también se ha propuesto a FAK como un interruptor molecular en la regulacién de
dichos factores %4 .

Por todo lo indicado anteriormente, no parece extrafio que la generacion de una plataforma de se-
falizacién, compuesta por varias proteinas, sea mas importante que la regulacion directa entre sustrato
y efector. Asi, AKT1 podria tanto interactuar como servir de anclaje para otras proteinas, como FAK y
Src. Estas Gltimas, convenientemente cercanas, podrian fosforilarse y activarse, a la vez que podrian
regular a la propia AKT1. En consecuencia, la ausencia de esta isoforma puede provocar una desor-
ganizacion global de las plataformas generadas, dando como resultado una incapacidad de conexién
entre las sefnales externas y el interior celular que, en dltima instancia, lleva al desprendimiento de las
células acompafada de una mayor sensibilidad a sufrir algin fendmeno de muerte celular.

Con respecto al ultimo punto, nuestros resultados indican que las células donde se produjo la inhi-
bicién de AKT1, no sélo se desprendieron mas de su sustrato, sino que fueron mas sensibles a anoikis
6 muerte por pérdida de adhesion. Este proceso puede ser responsable de la inhibicion de la prolifera-
cion celular detectada al anular AKT1, que no implicaba modificacion del ciclo celular. Las células PC-3
presentan una elevada resistencia a la muerte tras desprenderse de su sustrato, proceso que depende
de algunas moléculas claves como Src 6 FAK ' En éste sentido, se ha demostrado que el estado
de oxidorreduccién desregulado en PC-3 lleva a una activacién constitutiva de Src que podria permitir
a la célula sobrevivir en suspension "% . Por su parte, también se ha demostrado que en células PC-3,
FAK debe ser fosforilado para que las mismas no mueran al estar en suspension 2% . Finalmente, Liu y
cols. 29 demostraron que, en fibroblastos, la ausencia de AKT1 inhibe el crecimiento independiente de
anclaje. Considerando estos datos, asi como los resultados de nuestro trabajo, podemos postular que
la resistencia de las células PC-3 a sufrir apoptosis tras desprenderse de su sustrato depende de AKT1
y de las interacciones generadas en la plataforma de sefalizacion integrada por FAK, Src y la propia
AKT1.

Por su parte, y al contrario que AKT1, en la células PC-3 la anulacion de AKT2 incrementé la mi-
gracion y disminuyé la extensién celular, sin provocar cambios en la adhesion, ni en la resistencia al
anoikis. Con respecto a los efectores moleculares, Unicamente se observd un aumento la fosforilacion
de FAK en la Tyr861, sin modificaciones en la fosforilacién de Src.

Ya en 2001, se demostré que la fosforilacién del residuo Tyr861 de FAK se asocia a la alta capacidad
migratoria que presentan las células PC-3 8' . Ademas ésta una modificacion de suma importancia para
la interaccion de FAK con p130Cas. A ésta Ultima se unira la proteina adaptadora Crk que reclutara a

la proteina DOCK180, una GEF que finalmente promueve la activacion de Rac1 2°2. En concordancia,
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nuestros resultados demuestran que cuando se anulé AKT2 hubo un aumento en los niveles de Ract
activa.

En éste trabajo también se observd un ligero aumento en los niveles de RhoA activo al anular
AKT2. Aunque se han propuesto algunas acciones opuestas entre RhoA y Rac1 con respecto a la
migracion celular, se ha demostrado que la activacion de RhoA es esencial para la transcripcion de
genes, dependientes del factor de transcripcién NFxB, implicados en el fenotipo invasivo de las células
PC-3 203,

Es evidente que el silenciamiento de AKT2, en comparacién con el de AKT1, provoca solo ligeros
cambios en la maquinaria migratoria; ademas la localizacion de esta isoforma en el nlcleo no parece
estar en concordancia con la regulacion de las GTPasas y/o efectores de localizacion citoplasmatica.
Sin embargo, debemos tener en cuenta que recientemente se ha demostrado que ciclina D y p27, cuyos
niveles se ven drasticamente modificados al silenciar AKT2, estan directamente implicadas en el control
de la migracién celular y aunque el efecto producido y el mecanismo utilizado no esta claro, parece que

estarian implicadas RhoA y Rac %3204
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Interrelacion entre las vias PI3K/AKT vy la fosfotirosina fosfatasa

SHP-1.

En 2010, nuestro grupo demostré que SHP-1 interaccionaba con la subunidad p85 de PI3K y que
el silenciamiento de éstas fosfotirosina fosfatasa aumentaba la fosforilacion en tirosina de la subunidad
p110 de la citada quinasa lo que provocaba la disminucién de la actividad de AKT 156,

En esta tesis nosotros confirmamos que la mayor fosforilacién de p110 provocé una disminucion en
la actividad de PI3K, como ya sugeria la menor fosforilacion de AKT, pero ademas demostramos que
SHP-1 controla la via de PISK/AKT a otros niveles. En primer lugar, nuestros resultados demuestran que
el silenciamiento de SHP-1 disminuye los niveles totales de la quinasa PDK1 asi como su localizacion
nuclear. Por lo tanto SHP-1 controla la actividad de PI3K y PDK1, las dos quinasas responsables de la
activacion de AKT.

En segundo lugar, demostramos por primera vez que SHP-1 también interacciona especificamente
con AKT1 y estabiliza la plataforma de sefalizacion anteriormente descrita integrada por p85, FAK 'y Src.
El efecto estabilizador que ejerce SHP-1 se demuestra cuando observamos que la anulaciéon de SHP-1
provoca una menor interacciéon de FAK y p85 con AKT-1 sin modificar la unién de Src. La disgregacion de
esta plataforma provoca drasticas modificaciones en la actividad de las enzimas implicadas: la actividad
de Src aumenta, pero la actividad de PI3K, FAK y AKT-1 disminuye.

Por lo tanto, SHP-1 no sélo controla la actividad de AKT-1 regulando la actividad y/o localizacién de
PI3K'y PDK1, quinasas responsables de su estimulacién, sino que también define los posibles efectores
de esta isoforma de AKT estabilizando complejos de sefalizacidn en los que se integra esta isoforma y

que controlarian los procesos de adhesién y migracion celular (figura 68).

Adhesién, extension y migracion Incapacidad de formacién de
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Figura 68: Interrelacion entre la via de PI3K/AKT y la fosfotirosina fosfatasa SHP-1 en plataformas de sefalizacion en
las células PC-3. 1) Nuestros resultados demuestran que existe una plataforma de sefalizacién integrada, inicialmente, por AKT-1, p85, FAK,
Src y SHP-1. De las regulaciones ejercidas por los distintos miembros del complejo sobre los otros componentes dependen el fenotipo migratorio
y adhesivo, asi como la resistencia al anoikis que presentan éstas células. 2) Hemos demostrado el efecto estabilizador de SHP-1 sobre éstos
complejos, ya que en su ausencia se separan de AKT1 tanto FAK como p85, aunque permanece unido Src. Estas separaciones dan como resultado
una menor activacién de FAK, en tanto que la ausencia de actividad fosfatasa de SHP-1 en la plataforma permite un aumento en la actividad de Src.
Ademas en ausencia de SHP-1 existe una menor actividad quinasa de p85. En consecuencia, ni FAK ni AKT1 podran actuar sobre GEFs 6 GAPs
de las GTPasas pequefas de la familia Rho, provocandose una menor adhesién y una disminucién en la resistencia al anoikis.
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Analizando la literatura existente, hay un elemento que puede actuar como aglutinador de estas
interacciones y es que todas las moléculas que hemos descrito que interaccionan se encuentran en
rafts lipidicos.

Los rafts lipidicos son microdominios de membrana ricos en colesterol y otros lipidos que secuestran
proteinas de sefalizacion constituyendo plataformas para la transduccion de sefnales 2% . Se ha demos-
trado que AKT1 esta presente en estos rafts en las células PC3 y LNCaP y que su actividad depende
de la integridad de estos dominios 2°6:297 . Asimismo Src, FAK y PI3K se encuentran también en estos
dominios de membrana y esta localizacion controla su actividad y acceso a sus sustratos 208:209  En
cuanto a SHP-1, recientemente se ha demostrado en células T que entre el 20 y el 30 % de los niveles
totales de esta fosfatasa se encuentran de forma constitutiva en los rafts lipidicos, sin modificarse dicha
cantidad durante la activacién de las células T 185210 Por el contrario, en leucocitos polimorfonuclea-
res SHP-1 también esta presente en rafts lipidicos pero es desplazada temporalmente después de la
estimulacién con GM-CSF, aparentemente para permitir la sefalizacion 2! . Por lo tanto, es plausible
pensar en una plataforma de sefializacién integrada por distintas quinasas y una fosfatasa como SHP-1
interaccionando mutuamente y regulando sus actividades por procesos de fosforilacion-defosforilacion.

Aunque no conseguimos demostrar que SHP-1 interaccione con AKT2, resultados previos de nues-
tro grupo indican que la anulacién de SHP-1 provocaba un fenotipo similar en algunos aspectos con el
obtenido al silenciar AKT2: inhibicion de la proliferacion celular debida a parada en el ciclo celular en la
fase GO/G1 y modificaciones en el metabolismo de p27. En éste sentido, observamos una coincidencia
total al anular AKT2 6 SHP-1 sobre el metabolismo de éste inhibidor: en ambas situaciones aumentan
sus niveles proteicos totales, los niveles de su mensajero y disminuye su degradacién, con cambios en
su localizacion subcelular.

La concordancia indicada es llamativa por lo que nos interesd encontrar un vinculo que relacionara
a AKT2 y SHP-1 en las regulaciones observadas. Ademas de la posibilidad de una desactivacion global
de PI3K, con una consecuente menor generacion de PIP3 (como confirmamos en el presente trabajo),
nuestros resultados demuestran que al anular SHP-1 disminuyeron los niveles totales de la quinasa
PDK1 y ademds el marcaje nuclear proveniente de la misma disminuyé drasticamente. Es plausible
pensar que tras la interaccién y la importacién nuclear, PDK1 podria activar a AKT2, isoforma que en
células PC-3 se ubica en dicho compartimiento. Cabe recordar que la traslocacion nuclear de PDK1 se
ha propuesto como un mecanismo fundamental en la regulacién de las funciones de esta quinasa 2'?y
que recientemente se ha publicado que SHP-1 puede interactuar con PDK1, siendo capaz de traslocarlo
al ntcleo 182,

Si esto fuera cierto, al anular SHP-1 se produciria una menor generacién de PIP3, lo que implica-
ria una menor activacion de PDK1 (cuyos niveles ademas disminuirian), a la par que se afectaria la
traslocacion de esta quinasa al niicleo. Ambas situaciones provocarian una menor activacién de AKT2
nuclear la cual, entre otras funciones, ya no fosforilaria a los factores de transcripcion FOX-O, permi-

tiendo la transcripcion y el consiguiente aumento en los niveles proteicos totales de p27. Faltaria, para
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apoyar éstos resultados, realizar ensayos de actividad nuclear de AKT2 confirmando que la anulacion
de SHP-1 provoca una disminucién de la actividad quinasa de AKT2, sin olvidar que ademas existe la
posibilidad de una regulacion de PI3K nuclear mediada directamente por SHP-1.

En conclusion, los resultados obtenidos demuestran que AKT1 y AKT2 regulan de forma diferencial
e incluso opuesta procesos celulares implicados en la progresién tumoral prostatica. AKT1 estimula
la adhesién y la migracion celular y es responsable de la resistencia al anoikis, mientras que AKT2
estimula la proliferacion pero inhibe la migracion celular. Estas diferencias pueden deberse a la dife-
rente distribucidn subcelular de las dos isoformas con AKT1 localizada principalmente en el citoplasma
y AKT2 en el nucleo; esta localizacion determinara a su vez importantes interacciones diferenciales
de las isoformas con otros sustratos. Pero también sera importante el contexto subcelular ya que en
otras lineas celulares prostaticas como LNCaP y DU-145, aunque AKT1 y AKT2 presentan una locali-
zacion celular similar desempefian funciones distintas a las descritas en PC-3. Por ultimo, aunque no
menos importante, la fosfotirosina fosfatasa SHP-1 regula de forma diferencial ambas isoformas: puede
controlar la actividad de ambas a través de PI3K y PDK1, pero so6lo interacciona con AKT1. En la figu-
ra 69 proponemos un modelo integrado de las regulaciones demostradas en este trabajo, apoyado por

nuestros resultados.
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Figura 69: Modelo integrado propuesto para explicar la interrelacion entre la fosfotirosina fosfatasa SHP-1 y la via

PI3K/AKT.

El papel diferencial de las isoformas de AKT subraya la importancia de determinar los niveles y el

estado de activacién de AKT1 y AKT2 en pacientes con cancer de prostata y apoya la necesidad de
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disenar inhibidores especificos de cada una de las isoformas. Un mejor conocimiento de las funciones
especificas de cada una de estas isoformas permitird el desarrollo de terapias cada vez mas eficaces

contra una diana clave en la progresién del cancer de préstata.
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Las conclusiones del presente trabajo son:

+ Las isoformas AKT1 y AKT2 se expresan en las lineas celulares de cancer de prostata PC-3,
LNCaP y DU-145 aunque presentan diferente localizacion subcelular: AKT1 se localiza principal-

mente en el citosol mientras que AKT2 en el nicleo.

+ AKT1 y AKT2 son moduladores positivos de la proliferacion de las células PC-3 pero utilizando

distintos mecanismos.

« AKT1 promueve la proliferacion celular aumentando la resistencia al anoikis o muerte por pérdida

de contacto.

« AKT2 promueve la proliferacion de las células PC-3 modulando la transicion G1/S del ciclo celular.
En concreto, AKT2 aumenta los niveles de ciclina D1, CDK6, CDK2 y pRb, en tanto que disminuye

los de p27.

+ AKT2 dificulta la accién inhibitoria de p27 sobre el ciclo celular de dos formas: reduciendo sus

niveles, al favorecer su degradacion e impidiendo su localizacion nuclear.

+ AKT1 y AKT2 son necesarias para la supervivencia de las células LNCaP pero no para asegurar

ni la proliferacion ni la supervivencia de las células DU-145.

+ AKT1 es un modulador positivo de los procesos de extension, adhesién y migracion celular; en
tanto que la isoforma AKT2 ejerce una regulacion negativa sobre la migracion celular. Estos efec-
tos opuestos se deben a una regulacion diferencial en las fosforilaciones y actividades de Src,

FAK'y las GTPasas pequefas RhoA y Rac1.

« La fosfotirosina fosfatasa SHP-1 regula, indirectamente, AKT controlando la actividad y la locali-

zacion de PIBK y PDK1, las dos quinasas responsables de fosforilar y activar AKT.

«+ La fosfotirosina fosfatasa SHP-1 regula directa y especificamente la actividad de AKT1 controlan-
do la integridad del complejo formado por esta isoforma con la subunidad p85 de PI3K, FAK y
Src. La ausencia de SHP-1 disminuye la interaccion de p85 y de FAK con AKT1 pero no modifica
la unién de Src. La modificacién de estas interacciones provoca drasticas alteraciones en la acti-
vidad de las enzimas implicadas: la actividad de Src aumenta, pero la actividad de PI3K, FAK y

AKT-1 disminuye.

« El papel diferencial de AKT1 y AKT2 en células de cancer de préstata puede deberse a la distin-
ta localizacién subcelular de estas isoformas lo que determinaria los sustratos a los que tienen

acceso y a la regulacion ejercida por otras enzimas como SHP-1.
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Knockdown of protein tyrosine phosphatase SHP-1 inhibits G1/S
progression in prostate cancer cells through the regulation of components

of the cell-cycle machinery
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SHP-1, a haematopoietic cell-specific tyrosine phospha-
tase, is also expressed in human prostate. In this study, we
report that SHP-1 depletion in PC-3 cells induced by
small interfering RNAs causes G1 phase cell-cycle arrest
accompanied by changes in some components of the cell-
cycle machinery. SHP-1 knockdown increases p27%®!
(p27) protein stability, its nuclear localization and p27
gene transcription. These effects could be mediated by
PI3K-AKT pathway as SHP-1 interacts with PI3K
regulating its activity and p110 catalytic subunit phos-
phorylation. The increase in p27 protein stability could
also because of reduced cyclin-dependent kinase (CDK2)
activity. SHP-1 knockdown decreases the CDK6 levels,
inducing retinoblastoma protein hypophosphorylation,
downregulation of cyclin E and thereby a decrease in the
CDK2 activity. However, the codepletion of SHP-1 and
p27 does not produce re-entry into the cycle, implying that
p27 is not required to maintain cell-cycle arrest induced by
SHP-1 depletion. The maintenance of the PC-3 cell anti-
proliferative response after p27 loss could be because of
mislocalization of CDK2 induced by SHP-1 knockdown.
This study shows that SHP-1 depletion promotes cell-
cycle arrest by modulating the activity of cell-cycle
regulators and suggests that SHP-1 may be required for
the proper functioning of events governing cell-cycle
progression.

Oncogene advance online publication, 19 October 2009;
doi:10.1038/0nc.2009.329

Keywords: prostate cancer; cell cycle; p27; CDK2; SHP-1

Introduction

The tyrosine phosphatase SHP-1 is a cytosolic protein
containing two N-terminal-located SH2 domains that
are expressed at high levels in haematopoietic cells and
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moderately in many other cell types, including prostate
epithelial cells (Valencia et al., 1997; Zapata et al., 2002).

The essential role of SHP-1 as a negative regulator of
signal transduction is consistent with the multiple defects
in haematopoietic cells observed in moth eaten mice
characterized by the loss of SHP-1 activity (Yi and Ihle,
1993; Yi et al., 1993; Pani et al., 1995, 1996; Chen et al.,
1996). SHP-1 is also present in normal prostate, benign
prostatic hyperplasia, prostatic intraepithelial neoplasia
and well-differentiated adenocarcinoma but not in
poorly differentiated prostate cancer and seems to be
involved in somatostatin-mediated inhibition of human
prostate adenocarcinoma cell line PC-3 proliferation
(Zapata et al., 2002). SHP-1 is, thus, generally considered
to be a negative regulator of cell proliferation. However,
the current understanding of the highly complex function
of SHP-1 has matured to encompass a less simplistic
view of the influence of this protein on cell signalling
pathways, whereby the enzyme, depending on its target
molecules and cell type, may function either as a positive
or negative mediator. Thus, it has been reported that
SHP-1 is positively involved in EGF- and INF-y-induced
STAT activation in non-haematopoietic HeLa cells (You
and Zhao, 1997). Furthermore, overexpression of a
catalytically inactive mutant of SHP-1 in HEK293 cells
strongly suppresses mitogen-activated pathways and
reduces cell growth and DNA synthesis (Su et al., 1996).

Progression through the cycle of cell division is
regulated by the coordinated activities of cyclin,
cyclin-dependent kinases (CDKs) and CDK inhibitors
(Malumbres and Barbacid, 2009). CDK4 and CDK6
form complexes with one of several D-type cyclins and
function early in the G1 phase. CDK2 complexed with
cyclins A and E is essential for the DNA replication and
G1/S transition, respectively (Sherr, 1994).

One of the critical targets of cyclin-CDK complexes
is the retinoblastoma gene product (Rb), which acts
as a transcriptional repressor. In its hypophosphory-
lated form, it binds to the E2F family of cell-cycle
transcription factors during G1 phase and inhibits
E2F activity. Rb is inactivated by CDK phosphoryla-
tion in the mid- to late-G1 phase of the cell cycle and
dissociates from E2F, leading to the activation of genes
containing E2F sites and the progression from Gl to S
phase (Harbour and Dean, 2000).
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Another level of regulation of CDK activity arises
from the action of CDK inhibitors (Sherr and Roberts,
1999; Besson et al., 2008). In mammalian cells, the CDK
inhibitor p27 binds and inhibits cyclin E/CDK2 and
thereby negatively regulates entry into S phase. To
traverse G1, cellular p27 levels must decrease. A major
mechanism that enables this regulation involves ubiqui-
tin-dependent p27 proteolysis (Pagano et al., 1995;
Hengst and Reed, 1996). Two rate-limiting steps for this
process include phosphorylation at Thr 187 by CDK?2
and recognition of Thr 187-phospho-p27 by the
SCFskp2 ubiquitination system (Sheaff er al., 1997,
Slingerland and Pagano, 2000). Evidence also exists for
transcriptional regulation of p27 (Inoue et al., 1999).
Synthesis of p27 mRNA is governed by the Forkhead
transcription factor family (Medema et al., 2000), which
is negatively regulated by the phosphatidylinositol
3-kinase/Akt growth signalling pathway.

The involvement of p27 in the negative regulation of
cell proliferation has been linked to SHP-1, but contra-
dictory results have been obtained. It has been shown in
CHO cells (Pages et al., 1999) that the somatostatin
analogue RC160 promotes GI1 cell-cycle arrest of
insulin-treated cells by a mechanism involving the
stimulation of SHP-1 and the consequent upregulation
of p27. SHP-1 also mediates the anti-proliferative
activity of metalloproteinase-2 tissue inhibitor in human
microvascular endothelial cells, increasing de novo
synthesis of p27 with a concomitant inhibition of
CDK4 and CDK2 activity (Seo et al., 2006). However,
the treatment of human ovarian cancer cells with a PTP
inhibitor progressively stopped their ability to form
tumours and increases the intracellular levels of CDK2/
p27 and CDK2/SHP-1 complex (Caron et al., 2008),
suggesting that inhibitors of protein tyrosine phospha-
tase could be used as potential anti-tumour agents.
Thus, the role of SHP-1 in the regulation of the cell cycle
is far from clear and no studies have yet been performed
that clarify the mechanism by which SHP-1 could
modulate the levels, location and activity of proteins
involved in cell-cycle control.

In this study, we used small interfering RNAs
(siRNAs) to knock down the expression of SHP-1 in
PC-3 cells and thereby to analyse its relationship with
the cell cycle.

Results

Effect of SHP-1 knockdown on PC-3 cell proliferation

As knowledge of the intracellular distribution of SHP-1
may provide an insight into their cellular function and
regulation we carried out immunofluorescence staining
assays to determine the subcellular location of SHP-1 in
PC-3 cells. Examination of these cells using confocal
microscopy revealed that SHP-1 is present in the nucleus
and cytoplasm (Supplementary Figure S1), suggesting
that this phosphatase can control processes in both
cellular compartments. To gain insight into the mole-
cular roles of SHP-1, we used siRNAs to knock down
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the expression of SHP-1 and then analysed the effects
on cell proliferation and cell-cycle regulators governing
G1/S transition. Western blot analysis shows that the
expression of SHP-1 decreased by up to 75%
(Figure 1a). The analysis of the effects of SHP-1
knockdown on PC-3 cell proliferation showed that the
depletion of SHP-1 resulted in a significant reduction
(22%) in the proliferation rates (Figure 1b) that was
associated with a significant inhibition of DNA synth-
esis (35%) compared with the control, as measured by
the incorporation of thymidine-*H (Figure 1c).

SHP-1 knockdown-induced growth suppression was
associated with cell-cycle arrest. As shown in Figure 1d,
the loss of SHP-1 expression led to a 31% increase in the
Gl-phase fraction and a concomitant decrease in the
S- and G2/M-phase fractions. These results show that
the decrease in SHP-1 inhibits PC-3 cell proliferation
owing to the block of progression from G1 to S phase.

Effect of SHP-1 knockdown on p27 protein levels

and subcellular localization

To establish whether p27 participates in the anti-
proliferative effect induced by depletion of SHP-1, we
measured p27 protein expression in SHP-1-depleted cells
and found a dramatic increase in the p27 levels in SHP-1
knockdown cells compared with that of control siRNA
(Figure 2a, top). A similar result was observed in
LNCaP and DUI45 human prostate cancer cells
(Supplementary Figure S2), suggesting that p27 upre-
gulation induced by SHP-1 depletion is a general event
in human prostate carcinogenesis.

We further analysed the effect of SHP-1 on p27
expression at the transcriptional level. We observed that
the knockdown of SHP-1 induced a twofold increase in
p27 mRNA (Figure 2a, bottom). To further explore
whether the SHP-1 knockdown-mediated p27 mRNA
induction could be caused by activation of the p27
transcriptional promoter, PC-3 cells were transiently
transfected with a ¢cDNA vector containing luciferase
reporter gene, controlled by promoter regions of human
p27 (p27 Luc, from —3568 to —549) or with the empty
vector as a control. As shown in Figure 2b, the
knockdown of SHP-1 induced a threefold activation of
p27 promoter, as measured by luciferase activity,
indicating that the regulation of p27 protein levels by
SHP-1 could be, at least partially, explained by the
regulation of its promoter activity.

To evaluate whether SHP-1 also regulates p27 protein
stability, we blocked translation of p27 mRNA with
cycloheximide in SHP-1-depleted cells. The half-life of p27
protein increased from ~4.5h in control cells to more
than 6 h in SHP-1-silenced cells, clearly indicating that p27
protein was more stable in SHP-1 knockdown cells
(Figure 2¢). As p27 degradation is controlled by Thr 187
phosphorylation we analysed the effect of SHP-1 knock-
down on the phosphorylation status of p27-Thr 187. The
results shown in Figure 2d show that siRNA-mediated
knockdown of SHP-1 causes a dramatic reduction (78 %)
in p27 phosphorylation on Thr 187, as shown by the
decrease in the ratio of Thr 187-phospho-p27 to total p27.
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Figure 1 RNA interference-mediated depletion of SHP-1 inhibits PC-3 cell proliferation. (a) PC-3 cells were transfected with siRNA
against SHP-1 (siRNA SHP-1) or control RNA (SC) 72h post transfection, SHP-1 protein levels were analysed by western blot.
(b) Cell number was counted at 24, 48 and 72 h post siRNA transfection. (¢) Seventy-two hours post siRNA transfection, cells were
incubated with [*H]-thymidine to quantify DNA synthesis. The average of three separate experiments is shown. Error bars represent
the s.e. * and ** indicate P<0.05 and <0.01, respectively, in comparisons with control cells (z-test). (d) Seventy-two hours post siRNA
transfection, cells were fixed, stained with propidium iodide and the DNA content measured by flow cytometry. Three separate
experiments were carried out, all of which exhibited similar trends. The results of one experiment are shown.

Together these data clearly show that accumulation of
p27 protein induced by the loss of SHP-1 is due to the
increase in p27 gene transcription and to the decrease in
p27 protein degradation arising, at least in part, from
the lower level of phosphorylation of Thr 187.

The block of cell cycle mediated by SHP-1 knock-
down could be explained not only by the upregulation of
p27 protein levels under these conditions but also by
changes in its subcellular location. To explore this idea,
we first carried out immunofluorescence staining assays
to determine cellular location of p27 in PC-3 cells after
knockdown of SHP-1. We observed that the depletion
of SHP-1 induced an increase in p27 in the nucleus
compared with control cells (Figure 3a). Moreover,
when we performed a cell fractionation assay we also
found an increase in p27 levels in nuclear compartments
(Figure 3b). p27 phosphorylation at Ser 10 or Thr 157
facilitates the nuclear-to-cytoplasmic redistribution of
p27 (Boehm et al., 2002; Liang et al., 2002). We
observed that the increase in nuclear localization of
p27 induced by SHP-1 knockdown was associated with
a decrease in 55% in p27 Thr 157 phosphorylation, as
demonstrated by the decrease in the ratio of Thr 157-
phospho-p27 to total p27 (Figure 3c). Changes in p27
Ser 10 phosphorylation were not detected (Figure 3c).

It is well established that the PI3K-AKT pathway
regulates p27 transcription, stability and subcellular

localization (Medema et al., 2000; Liang et al., 2002). In
this sense, we have shown that inhibition of PI3K with
LY-294002 increases the p27 levels in PC-3 cells
(Supplementary Figures S3). To address the potential
role of this pathway in the effects induced by SHP-1
depletion, we analysed the possible functional interac-
tion between SHP-1 and PI3K. As shown in Figure 4a,
the p85 regulatory subunit of PI3K coprecipitates with
SHP-1. This interaction was confirmed by the pull-down
assay (Figure 4b). To further examine whether SHP-1
modifies tyrosine phosphorylation of p85 and, thus,
PI3K activity, we immunoprecipitated (IP) p85 in SHP-
1-depleted cells and analysed the tyrosine phosphoryla-
tion profile (Figure 4c). Interestingly, in SHP-1-depleted
cells, the tyrosine phosphorylation of a band with a
molecular mass of approximately 110 kDa was increased
in comparison with the control cells. This band was
proven to be the pl10 catalytic subunit of PI3K by
immunoblotting the same samples with an anti-p110
antibody. The amount of p110 that coprecipitated with
p85 was not modified by SHP-1 knockdown. To
determine whether these changes in the tyrosine
phosphorylation of pl110 are associated with a change
in PI3K activity, we measured the AKT Serd473
phosphorylation as a surrogate indicator of this activity
(Andjelkovic et al., 1997). As indicated in Figure 4d,
SHP-1 knockdown induced a decrease in the AKT Ser
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hours post siRNA transfection, SHP-1, p27, phospho-p27 (T187) and B-tubulin protein levels were analysed by western blot. The
phosphorylation levels of p27 (T187) were quantified as the ratio of phospho-p27(T187) to p27 expression. ** indicates P<0.01 in
comparisons with control cells (Wilcoxon test). Error bars represent the s.e.

473 phosphorylation. These data indicate a role for
SHP-1 in regulating not only p110 phosphorylation but
also PI3K activation.

Contribution of p27 to cell proliferation inhibition induced
by SHP-1 knockdown

To test whether the SHP-1 knockdown-induced growth
arrest was mediated by upregulation of the p27 protein,
we depleted SHP-1 and p27, individually or together,
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and analysed cell proliferation by thymidine-*H
incorporation assay. As we expected, reduced p27
expression resulted in a slight increase in cell prolifera-
tion, whereas SHP-1 knockdown induced a significant
decrease in this proliferation. However, the codepletion
of p27 and SHP1 did not revert the inhibitory
effect caused by SHP-1 removal (Figure 5). This
result seems to indicate that p27 is not the only factor
involved in the growth arrest induced by the decrease in
SHP-1 levels.
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Figure 3 SHP-1 knockdown increases p27 nuclear location. PC-3 cells were transfected with siRNA against SHP-1 (siRNA SHP-1) or
siRNA control (SC). After transfection for 72 h (a), PC-3 cells were fixed and immunostained with anti-p27 antibody and propidium
iodide (nucleus). Representative images of three independent experiments are shown. (b) The extractions of total cell lysates, cytosolic,
and nuclear fractions were performed and these fractions were immunoblotted with anti-p27 antibody. B-tubulin was used as a
cytosolic fraction loading control and PARP as a nuclear fraction loading control. (¢) Total cell lysates were immunoblotted with the
antibodies indicated. The phosphorylation levels of p27 (T157) and p27 (S10) were quantified as the ratio of phospho-p27 (T157)
to p27 expression or phospho-p27 (S10) to p27 expression, respectively. Representative images of three independent experiments

are shown.

Effect of SHP-1 knockdown on the function

of Gl/S-related cell-cycle regulators

As p27 accumulation is not essential for inhibiting PC-3
cell proliferation induced by SHP-1 knockdown we
analysed the effect of SHP-1 siRNA on cell-cycle
regulators that act at the G1/S-phase transition. First,
we determined the function of cyclin E-CDK?2 complex.
p27 is both an inhibitor and a substrate of this complex
(Besson et al., 2008). CDK2 kinase activity was
measured in CDK2 immunoprecipitates prepared from
cells treated with control or SHP-1 siRNA. As shown in
Figure 6a, SHP-1 depletion resulted in a significant
inhibition of CDK2 activity. The depletion of SHP-1 did
not affect the abundance of CDK?2 but decreased levels
of its partner, cyclin E (Figure 6b). For CDK2 to be
fully activated, newly synthesized CDK?2 must translo-
cate into the nucleus (Sebastian et al., 1993; Hoffmann
et al., 1994). To test whether the SHP-1-mediated effects
on CDK2 kinase activity might involve regulation of

CDK2 localization, control and SHP-1 siRNA-treated
PC-3 cells were subjected to immunofluorescence stain-
ing of CDK?2. Examination of these cells, using confocal
microscopy, revealed that knockdown of SHP-1 induces
the accumulation of CDK2 in the cytoplasm compared
with control cells (Figure 6¢). We also immunofluores-
cently stained cyclin E and did not observe changes in its
localization (data not shown). To understand the
mechanism responsible for the CDK2 mislocalization,
we next determined whether this kinase interacts with
SHP-1. Using glutathione S-transferase (GST)-SHP-1
pull-down assay we found that CDK2 interacts with
SHP-1 (Figure 6d). These results suggest that SHP-1
knockdown reduces CDK2 activity by two mechanisms:
one that reduces amounts of cyclin E and another that
causes CDK?2 mislocalization.

Cyclin E is under the control of the E2F family
transcriptional factors, which are blocked by hypopho-
sphorylated Rb protein (pRb). The phosphorylation of
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of three independent experiments are shown.

pRbD is initially catalysed by the complexes formed by
cyclin D and CDK4 or CDK6 (Harbour and Dean,
2000). As shown in Figure 7a, SHP-1 knockdown
induces a reduction of CDKG6 levels without causing
changes in the cyclin D levels. To determine whether this
modification in CDKG6 levels affected cyclin D-CDKG6
complex activity, we studied the phosphorylation status
of pRb and found a decrease in the phosphorylation of
pRb at Ser 795, 807 and 811, without changes in the
total level of pRb (Figure 7b). These residues have been
identified as being phosphorylated initially by cyclin D-
CDK4/6 complexes (Zarkowska and Mittnacht, 1997)
and thus its lower phosphorylation level implies that the
cyclin D-CDK6 complex is less active. These results
indicate that SHP-1 knockdown decreases the activity of
cyclin D-CDK®6 by inducing pRb hypophosphorylation
and thereby downregulating cyclin E.
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Discussion

In this study, we report, for the first time, that SHP-1
depletion inhibits PC-3 cell proliferation by regulating
the levels and activity of components within the
machinery that governs the G1/S transition. SHP-1
depletion resulted in a significant accumulation of p27, a
decrease in CDKG6 levels, pRb hypophosphorylation,
a decrease in cyclin E levels associated with a significant
inhibition of cyclin E-CDK2 activity and cell-cycle
arrest. Taken together, these findings strongly suggest
the following sequence of events: the decrease in CDK6
expression observed in SHP-1-depleted cells reduces the
formation of the cyclin D-CDK6 complex, resulting in
reduced pRb phosphorylation. It is well known that
hypophosphorylated pRb can repress the activity of
E2F family members by inhibiting, among other
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activities, cyclin E transcription that would be the
responsible for the reduced CDK2 activity. We also
made the novel observation that SHP-1 depletion
decreases the nuclear localization of CDK2, and thus,
its full activation, contributing to prevent cyclin E—
CDK2 activation. The end result is a decrease in p27
phosphorylation on Thr 187, which increases its stability
and accumulation in the cell. Furthermore, SHP-1
knockdown also increases p27 gene transcription and
promotes its nuclear localization.

The PI3K-AKT pathway is one of the main regulators
of p27 levels. Akt is known to phosphorylate p27 at Thr
187 and Thr 157, contributing to its degradation and
promoting its cytoplasmic localization, respectively
(Fujita et al., 2002; Liang et al., 2002). Moreover,
AKT also downregulates p27 transcription by phos-
phorylation-dependent inhibition of the Forkhead
family of transcription factors (Medema et al., 2000).
In this sense, we have shown that inhibition of this
pathway by LY-294002 increases the p27 levels in PC-3
cells. Thus, it is plausible to think that SHP-1 regulates
the levels and subcellular localization of p27 through
PI3K-AKT. Our data support this hypothesis. First, we
have shown a functional interaction between SHP-1
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and PI3K. Second, SHP-1 depletion increases tyrosine
phosphorylation of pll10 decreasing AKT activity.
Several authors have shown that SHP-1 negatively
regulates PI3K-AKT signalling by decreasing tyrosine
phosphorylation of the p85 subunit (Yu ez al., 1998;
Cuevas et al., 2001). However, in this study, we show,
for the first time, that SHP-1 may positively regulate
PI3K-AKT by modulating tyrosine phosphorylation of
the pl110 subunit of the PI3K. In this sense, other
authors have shown that tyrosine phosphorylation of
p110 subunit of inhibits its kinase activity (Nakagawa
et al., 2001).

Very recently, it has been shown that tyrosine
phosphorylation of p27 by oncogenic tyrosine kinases
such as Src, Lyn or BCR-ABL triggers CDK2-mediated
Thr 187 phosphorylation and initiates proteolysis of p27
(Chu et al., 2007, Grimmler et al., 2007). It is tempting
to speculate that SHP-1 may directly dephosphorylate
p27, controlling its levels; however, we have not found
any interaction between these two proteins. As SHP-1
regulate Src activity (Somani et al., 1997), this phos-
phatase might control tyrosine phosphorylation of p27
through Src.

The increase in p27 levels induced by SHP-1 depletion
has also been observed in other prostate cancer cells,
such as LNCaP and DU 145, suggesting that this event is
not specific to PC-3 cells but is rather a general event in
human prostate carcinogenesis. Our results, however,
suggest that p27 upregulation induced by SHP-1
depletion is not directly responsible for cell-cycle arrest.
Several recent reports have shown that p27 has cell-
cycle-independent functions, such as the regulation of
cell migration that may be oncogenic under certain
circumstances (Besson et al., 2004). It is tempting to
speculate that SHP-1-mediated modulation of the
subcellular localization and stability of p27 may lead
to the specific loss or gain of some of its functions.

CDK2 mislocalization may be the key event in the
SHP-1 knockdown-mediated growth inhibition of PC-3
cells and may be responsible, at least in part, for the
maintenance of the anti-proliferative response after p27
loss. Although p27 knockdown decreases p27 accumu-
lation induced by SHP-1 depletion, which frees CDK?2
from inhibition, the cytoplasmic localization of CDK?2
would impair its activation and also the transition from
the G1 to the S phase. The mechanism responsible for
CDK2 translocation from the cytoplasm to the nucleus
is still poorly understood. CDK2 does not contain a
typical ‘nuclear localization signal’ sequence, so its
translocation to the nucleus may depend on its associa-
tion with partner or carrier proteins that contain this
sequence, such as cyclin E (Moore et al., 1999). Our data
strongly suggest, for the first time, that SHP-1 con-
tribute to nuclear translocation of CDK2, as shown by
the following two complementary lines of evidence: (i)
CDK2 interacts with SHP-1 and (ii) SHP-1 depletion
decreases the nuclear localization of CDK?2 but does not
modify the subcellular localization of cyclin E, implying
that the CDK2 nuclear localization is, at least in part,
independent of cyclin E and dependent on SHP-1. This
phosphatase has a nuclear localization signal at its
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Figure 6 SHP-1 regulates cyclin E expression and CDK2 activity and location. PC-3 cells were transfected with siRNA against SHP-1
(siRNA SHP-1) or siRNA control (SC) and left 72 h. (a) Total cell lysates IP with CDK?2 and the activity of CDK?2 was determined by
[y-**P] ATP incorporation into histone H1 as described in Materials and methods (n=3). (b) Total cell lysates were immunoblotted
with the indicated antibodies (n=23). (¢) PC-3 cells were fixed and immunostained with anti-CDK2 antibody and propidium iodide
(nucleus). (d) Total cell lysates were mixed with either GST alone of GST-SHP-1 fusion proteins immobilized O-glutathione-sepharose
beads. Bound proteins were immunobloted with anti-CDK2. Amido black stained gel is shown (bottom panel). Representative images
of three independent experiments are shown. ** indicates P<0.01 from comparisons with control cells (¢-test). Error bars represent

the s.e.

C-terminal domain (Craggs and Kellie, 2001) and we
and other authors have shown that SHP-1 is localized in
both subcellular compartments (Ram and Waxman,
1997; Tenev et al., 2000). Therefore, SHP-1 could
substitute for cyclin E and contribute to the shuttling
of CDK2 between the cytoplasm and the nucleus.
Recently, it has been shown that SHP-1 can associate
with CDK2, although in neither case did this interaction
directly modify the tyrosine phosphorylation of CDK?2
or its kinase activity (Caron et al., 2008; Simoneau et al.,
2008). In the light of our results, we suggest that SHP-1
can directly modify CDK2 activity and its substrate
specificity (such as its ability to interact with p27) by
regulating the cellular localization of this kinase.

The role of SHP-1 in non-haematopoietic cells has
been a matter of controversy. Several reports have
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described positive effects of SHP-1 on mitogenic
signalling (Su et al., 1996; You and Zhao, 1997) whereas
other authors, including previous results from our
group, claim that SHP-1 mediates the anti-proliferative
effect of different peptides (Pages et al., 1999; Zapata
et al., 2002) The source of these apparent contradictions
may be diverse. First, many earlier studies on the role of
SHP-1 in cell signalling have used overexpressing
dominant negative mutants, which may have non-
specific effects. Second, catalytically inactive SHP-1
retains its ability as a scaffold protein and the presence
of this mutant can modify the catalytic functions but not
those that depend on the presence of the protein. Both
functions are modified in our experimental system using
siRNA against SHP-1. Third, SHP-1 is present in the
cytoplasm and nucleus of PC-3 cells. Therefore, the



[
o

siRNA
SHP-1

SC
SHP-1
Cyclin D1
CDK6

B-tubulin

i

SHP-1 regulates multiple components of cell-cycle machinery
FJ Rodriguez-Ubreva et al

siRNA
SC sHp-1

P-pRb (S795)

P-pRb (S795)/pRb  1.00  0.65

P-pRb (S807/811)/pRb  1.00  0.67

_ s PRb

Figure 7 SHP-1 regulates pRb activity and CDK6 but not cyclin D1 expression. PC-3 cells were transfected with siRNA against SHP-
1 (siRNA SHP-1) or siRNA control (SC). (a) After transfection for 72h, total cell lysates were immunoblotted with the antibodies
indicated. (b) The phosphorylation levels of pRb (S795) and pRb (S807/811) were quantified as the ratio of phospho-pRb (S795) to
pRb expression, and phospho-pRb (S807/811) to pRb expression, respectively. Representative images of three independent

experiments are shown.

shuttling of SHP-1 between the nucleus and the
cytoplasm may constitute a new level of regulation of
SHP-1 activity and function. We can speculate that, in a
similar way to p27 (Besson et al., 2008), SHP-1 may
have different, even conflicting, functions depending on
its subcellular localization, interactions with other
proteins and cellular stimuli. The importance of the
function and the regulation of SHP-1 in epithelial cells
are just beginning to be appreciated, and much work
remains to be carried out before we have a full
understanding of the regulation of this protein.

Taken together, our results provide new insights into
how SHP-1 could modulate the activity of cell-cycle
regulators. We have shown a functional interaction
between SHP-1 and PI3K-AKT, which may be respon-
sible for the changes in p27 levels and localization
induced by SHP-1 depletion. On the other hand, SHP-1
associates with CDK?2 and regulates the shuttling of this
kinase between the cytoplasm and nucleus, which is
necessary for its activation. Our data strongly indicate
that that SHP-1 may be required for the correct
regulation of events governing cell-cycle progression.

Materials and methods

Cell lines and culture conditions

The prostate cancer cell lines PC-3, LNCaP and DU145 were
obtained from the American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, VA, USA) and were cultured in RPMI medium con-
taining antibiotics and 10% foetal bovine serum (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), in the case of PC-3 and DU145, or 7% in
the case of LNCaP.

Immunofiuorescence

Cells were fixed with 4% paraformaldehyde, permeabilized in
0.1% TritonX-100 in PBS for 10 min and stained with primary
antibodies indicated followed by Alexa Fluor 633-conjugated
anti-rabbit antibody or Alexa Fluor 488-conjugated anti-
mouse antibody (Invitrogen). To perform nuclear staining,
cells were incubated with propidium iodide. In some cases,

F-actin was stained using Alexa Fluor 488-conjugated
phalloidin (Invitrogen). The fluorescent images were acquired
using a confocal microscopy Leica TCS-SL.

Transfection of siRNAs

The siRNAs targeting SHP-1 and p27 genes were synthesized
by Ambion Inc. (Austin, TX, USA). Transfection were
performed using Oligofectamin (Invitrogen) according to the
manufacturer’s protocol. Target sequences of the siRNAs for
SHP-1 knockdown were sense 5'-GCA UGA CAC AAC CGA
AUA Ctt-3' and anti-sense 5-GUA UUC GGU UGU GUC
AUG Ctc-3' for exon 10 and sense 5-GGU GAC CCA UAU
UCG GAU Ctt-3' and anti-sense 5-GAU CCG AAU AUG
GGU CAC Ctg-3' for exon 3. Previously, we compared the
effects produced by these siRNAs separately or simultaneously.
In all cases, the levels of SHP-1 decreased with a concurrent
increase in p27 (Supplementary Figure. S4). Therefore, all
experiments were made using both siRNAs simultaneously.
Target sequences of the siRNAs for p27 knockdown were sense
5-CGU AAA CAG CUC GAA UUA Att-3' and anti-sense
5-UUA AUU CGA GCU GUU UAC Gtt-3'.

Cell growth assay and DNA synthesis assay

Cell growth was measured by counting cells in a Neubauer
chamber, after their treatment with 0.05% trypsin and 0.02%
EDTA and trypan blue exclusion. For DNA synthesis assay,
72 h after siRNA transfection, cells were pulsed with 1 ml [*H]-
thymidine (0.4 uCi/ml) (Amersham, GE Healthcare, Buckin-
ghamshire, UK) for 4h at 37°C. After washing three times
with PBS, cells were incubated with 1ml ice-cold 5% TCA for
15min at 4°C, washed three times with absolute methanol, air
dried and the TCA-precipitable fraction was solubilized in 500 pl
of 0.1m NaOH-1% SDS. [*H]-thymidine incorporation was
determined with a scintillation counter (Wallac, Turku, Finland).

Cell-cycle analysis

Seventy-two hours after siRNA transfection, cells were washed
with PBS and collected by trypsinization. After fixing with
cold 75% ethanol for 30 min at 4 °C, cells were treated with
30 ug/ml RNase A for 30 min at 37 °C and then stained with
50 pg/ml propidium iodide. Cell DNA content was determined
by flow cytometry using a Becton Dickinson FACScalibur
cytometer (BD Biosciences, Bedford, MA, USA).

Oncogene



SHP-1 regulates multiple components of cell-cycle machinery
FJ Rodriguez-Ubreva et al

10

GST pull-down assay

Whole cell lysate was prepared as described earlier (Martin-
Orozco et al., 2007) and were precleared by incubation with
glutathione-sepharose (GE Healthcare); 25 ug of GST-SHP-1
wild type (kindly provided by Dr FD. Bohmer) were bounded
to 20 ul of glutathione-sepharose and were then incubated with
the precleared PC-3 cell lysate for 1h at 4°C. The associated
proteins were visualized by SDS-PAGE and inmunoblotting.

Immunoprecipitation and western blot analysis

Total cell lysates were obtained and immunoprecipitation
and western blot were performed as described earlier (Martin-
Orozco et al., 2007). The following antibodies were used
anti-phospho-tyrosines, anti-CDK2, anti-CDK6, anti-AKT,
anti-cyclin D1, anti-cyclin E, anti-p27, anti-phospho-p27 (S10),
anti-p110 and anti-phospho-p27 (T187), obtained from Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA); anti-phospho-
pRb (S795), anti-phospho-pRb (S807/811), anti-pRb and anti-
phospho-AKT (S473) (Cell Signaling Technology Inc., Beverly,
MA, USA); anti-phospho-p27 (T157) (R&D Systems Inc.,
Minneapolis, MN, USA); anti-p85 (Thermo Fisher Scientific
Inc., Rockford, IL, USA); anti-PARP and anti-SHP-1 (BD
Biosciences).

Transient transfection and luciferase reporter assays

Human p27 promoter containing luciferase reporter construct
(p27PF) and control empty vector were gifts from Dr T Sakai
Twenty-four hours after siRNA transfection, PC-3 cells were
transfected using Lipofectamine Reagent (Invitrogen) accord-
ing to the manufacturer’s recommendations, with a mixture
including p27PF or control empty vector. To normalize
transfection efficiency Renilla luciferase reporters were in-
cluded in the transfection. Luciferase activity was measured
48 h post transfection using Dual-Luciferase Reporter Assay
System (Promega, Madison, WI, USA) according to the
manufacturer’s instructions.

CDK?2 activity assay

Seventy-two hours after siRNA transfection, cells were lysed
and equal amounts of proteins were IP with anti-CDK2
antibody at 4°C overnight. After washing twice with lysis
buffer and twice with kinase buffer (Tris—HCl 50 mm pH 7.4,
MgCl, 10mMm, DTT 1mMm, EDTA 1mwm, o-vanadate 1mwm,
PMSF 0.1 mMm), immunoprecipitates were incubated at 37 °C
for 30 min in 10 pl of reaction mixture containing ATP 4 pm,
(**yP)-ATP 5uCi (Amersham), histone-H1 2.5pg and 6pl
kinase buffer. The reaction mixtures were resolved by SDS—
PAGE. CDK2 activity was determined by autoradiography of
the dried gels.
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