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Abstract/Resumen

ABSTRACT

Taxanes are established in the treatment of metastatic breast cancer and early
breast cancer as potent chemotherapy agents. However, their therapeutic
usefulness is limited by de-novo refractoriness or acquired resistance.
Despite all efforts, the mechanisms of resistance have not yet been fully
understood. The aim of this thesis was to find new predictive markers of
recurrence in breast cancer and new predictive markers of response to
taxanes treatments

We investigated the role of FBXW?7 and their substrates MCL1 and PLK1 in
regulating the apoptotic response to paclitaxel treatment in breast cancer
cells and their expression in breast cancer tissues. FBXW?7 is a component of
SCF (complex of SKP1, CULI and F-box-protein)-type ubiquitin ligases that
targets several oncoproteins for ubiquitination and degradation by the
proteasome. FBXW?7 regulates cellular apoptosis by targeting MCL1 for
ubiquitination. Recently, we identified PLK1 as a new substrate of FBXW7
modulating the intra-S-phase DNA-damage checkpoint. Paclitaxel-sensitive
MDA-MB-468 and a paclitaxel-resistant MDA-MB-468R subclone were
used to study the role of FBXW7 and substrates in paclitaxel-induced
apoptosis. Our results showed that forced expression of FBXW7 or
downregulation of MCL1 or PLK1 restored sensitivity to paclitaxel in MDA-
MB-468R cells. By contrary, FBXW7-silenced MDA-MB-468 cells became
resistant to paclitaxel. The expression of FBXW7 and substrates were
studied in 296 invasive carcinomas by immunohistochemistry and disease-
free survival was analyzed in a subset of patients treated with paclitaxel. In
breast cancer tissues, loss of FBXW?7 correlated with adverse prognosis
markers and loss of FBXW7 and MCL1 or PLK1 accumulation were
associated with diminished disease-free survival in paclitaxel-treated
patients. According to our results FBXW7, MCLI and PLK1 may be
relevant predictive markers of tumor progression and response to paclitaxel
treatment. Also we demonstrated that FBXW?7 regulates the response to
paclitaxel by targeting MCL1 and PLKI1 in breast cancer cells and thus
targeting these substrates may be a valuable adjunct for paclitaxel treatment.
Herein, due the importance of MCLI1 in mitotic cell death we used obatoclax
in combination with paclitaxel as a mechanism of sensitization to antimitotic
drugs in breast cancer MDA-MB-231 cells. We also highlight the
importance of the order of the administration of both drugs and its effect on
the response to these treatments. Our results showed that the administration
of obatoclax enables to restore the sensitivity to paclitaxel in MDA-MB-231
cells.

Finally, we analyzed the epithelial-mesenchymal transition (EMT) as a
mechanism which is involved in the development of acquired resistance to
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Abstract/Resumen

paclitaxel in breast cancer. EMT is a a complex process by which epithelial
cells transit to mesenchymal phenotype in order to adquire enhanced
migratory capacity, invasiveness, increased resitance to apoptosis and
production of extracellular matrix components. Herein, we studied the role
of EDIL3, a avB3 integrin ligand, as a novel regulator of EMT which
contributes to paclitaxel resistance in breast cancer cells. The analysis of the
whole genome expression profiles of breast cancer cells allowed us to
identify that EDIL3 and mesenquimal makers were hightly expressed in
paclitaxel resistant MDA-MB-468R. Silencing EDIL3 gene discreased
mesenchymal markers and restored sensitivity to paclitaxel in MDA-MB-
231 cells. Disrupting the ligation of EDIL3 to integrins via RGD-blocking by
cilengitide showed that EDIL3 is abundantly secreted by paclitaxel resistant
MDA-MB-468R and MDA-MB-231. The administration of cilengitide in
combination with paclitaxel resulted in the increased of sensitivity to
paclitaxel in MDA-MB-231 breast cancer cells. Our findings demonstrated
that EDIL3 may be contribute to the development of paclitaxel resistance
and the administration of paclitaxel combinated with cilengitide as a new
and effective therapeutic strategy for the treatment of breast cancer.
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Abstract/Resumen

RESUMEN

Los taxanos se utilizan en el tratamiento del cancer de mama metastasico y
en las etapas tempranas de la enfermedad como potentes agentes
quimioterapicos. Sin embargo, su utilidad terapéutica estd limitada debido al
desarrollo de resistencias de novo o adquiridas. A pesar de todos los
esfuerzos, los mecanismos de resistencia no se conocen completamente. El
objetivo de esta tesis es encontrar nuevos marcadores predictivos de
recurrencia en cancer de mama y de respuesta al tratamiento con taxanos.

Hemos investigado el papel de FBXW?7 y de sus sustratos MCL1 y PLK1 en
la regulacion de la respuesta apoptdtica en el tratamiento con paclitaxel en
células tumorales de mama asi como su expresion en carcinomas de mama.
FBXW7 es un componente del complejo de ubiquitina ligasa SCF (SKP1,
CUL1 y F-box) que se encarga de ubiquitinar a numerosas oncoproteinas
para su degradacion por el proteasoma. FBXW7 regula la apoptosis celular
mediante la ubiquitinacion de MCL1. Recientemente, hemos identificado
que PLK1 es un nuevo sustrato de FBXW7 que modula el punto de control
del dafio al ADN en la fase S. Hemos utilizado las células sensibles a
paclitaxel MDA-MB-468 y resistentes a paclitaxel MDA-MB-468R para
estudiar el papel de FBXW?7 y sus sustratos en la apoptosis inducida por
paclitaxel. Nuestros resultados demuestran que la sobreexpresion de FBXW7
o el silenciamiento de MCL1 o PLK1 restablecen la sensibilidad a paclitaxel
en las células MDA-MB-468R. Por el contrario, las células MDA-MB-468
silenciadas para FBXW7 se convierten en resistentes a paclitaxel. Asimismo,
estudiamos la expresion de FBXW7 'y sus sustratos mediante
inmunohistoquimica en 296 carcinomas invasivos y analizamos el tiempo
libre de enfermedad en un subconjunto de pacientes tratados con paclitaxel.
En los tejidos de cancer de mama, la pérdida de FBXW?7 correlacioné con
marcadores de prondstico adverso y la pérdida de FBXW?7 y la acumulacion
de MCL1 o PLK1 se asoci6 con disminucion del tiempo libre de enfermedad
en los pacientes tratados con paclitaxel. De acuerdo con nuestros resultados,
FBXW?7, MCL1 y PLKI1 podrian ser marcadores predictivos relevantes de la
progresion tumoral y la respuesta al tratamiento con paclitaxel. Ademas
demostramos que FBXW7 regula la respuesta a paclitaxel a través del
control de MCL1 y PLKI1 en células de cancer de mama y por lo tanto estos
sustratos podrian tener un valor afiadido como dinas farmacoldgicas en el
tratamiento con paclitaxel. En este sentido, dada la importancia de MCL1 en
la muerte celular en mitosis hemos analizado el tratamiento de obatoclax en
combinacioén con paclitaxel como mecanismo de sensibilizacion a farmacos
antimitoticos en las células MDA-MB-231. Ademds resaltamos la
importancia del orden en la administracion de ambos farmacos y su efecto en
la respuesta al tratamiento. Nuestros resultados demuestran que la
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administracion de obatoclax permite restablecer la sensibilidad al tratamiento
con paclitaxel en las células MDA-MB-231.

Finalmente, hemos analizado el fendmeno de transicion epitelio-mesénquima
(EMT) como un mecanismo involucrado en el desarrollo de la resistencia
adquirida a paclitaxel en cancer de mama. EMT es un proceso complejo en
el que las células epiteliales cambian a un fenotipo mesenquimal para
adquirir mayor capacidad migratoria, invasividad, incremento de la
resistencia a apoptosis y produccion de componentes de la matriz
extracelular. En este contexto, hemos estudiado el papel de EDIL3, un
ligando de integrina avfB3, como un novedoso regulador de EMT que
contribuye a la resistencia a paclitaxel en células tumorales de mama. El
analisis de la expresion génica en células de cancer de mama nos ha
permitido identificar que EDIL3 y marcadores mesenquimales se
encontraban sobreexpresados en las células resistentes a paclitaxel MDA-
MB-468R. El silenciamiento de EDIL3 disminuy6é la expresion de
marcadores mesenquimales y restablecid la sensibilidad a paclitaxel en las
células MDA-MB-231. La perturbacién de la unién de EDIL3 a la integrina
mediante el bloqueo del motivo de union a integrina RGD a través de la
administracion de cilengitide mostré que EDIL3 se secretaba de manera mas
abundante en las células resistentes a paclitaxel. La administracion de
cilengitide en combinacidon con paclitaxel resulté en un incremento de la
sensibilidad a paclitaxel en las células MDA-MB-231. Nuestros hallazgos
demostraron que EDIL3 podria contribuir al desarrollo de resistencia a
paclitaxel y que la administracion de paclitaxel en combinaciéon con
cilengitide podria suponer una estrategia terapéutica efectiva en el
tratamiento de cancer de mama.
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Introduccion

1. Cancer de mama

En la actualidad el céncer representa una de las enfermedades con mayor
incidencia, prevalencia y mortalidad a nivel mundial. El cdncer de mama
continlla siendo la neoplasia mas comun entre las mujeres y suponen la
segunda causa de mortalidad debido a cancer en el mundo. Esta neoplasia
estd considerada como un conjunto de diversas enfermedades que se originan
en la glandula mamaria y tienen la capacidad de invadir tejidos circundantes
y propagarse a organos alejados e implantarse en ellos. Se trata por tanto de
una compleja entidad que provoca que los tumores de mama muestren
caracteristicas moleculares, fisiologicas y morfoldgicas diferentes y por
tanto, respuestas dispares a la terapia sistémica'?. La diversidad de estos
tumores genera un reto hacia la busqueda de nuevos marcadores que
permitan una clasificacion clinica que facilite el prondstico y prediccion de
respuesta al tratamiento y, por tanto, fomenten la posibilidad de terapias cada
vez mas individualizadas’.

A pesar de que en las ultimas décadas el conocimiento del proceso de
tumorigénesis ha ido aumentando, el desconocimiento parcial de la biologia
del cancer constituye hoy en dia la mayor barrera para el disefio de nuevas
terapias. Atendiendo a la definicion de «Céancer» como un término genérico
que designa un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a
cualquier parte del organismo, en las ultimas décadas las investigaciones han
tratado de identificar caracteristicas comunes de las células cancerosas.
Dentro de ese marco, en el afio 2000 los cientificos Douglas Hanahan y
Robert Weinberg, publicaron seis caracteristicas distintivas del cancer y once
aflos mas tarde estos mismos autores identificaron dos nuevas sefas de
identidad de las células cancerosas™ (figura 1).

Produccién de  Eyasion de los
sefialesde  gypresores de

proliferacion crecimiento
Desregulacion Evasion de la
de la energia destruccion

inmune
Resistencia Activacién de
ala muerte la invasién y
ceular metastasis
Inestabilidad Promocién de la
génica inflamacion
tumoral
Induccién de Inmortalidad
angiogénesis replicativa

Figura 1. Caracteristicas comunes adquiridas del cancer. Adaptado de D. Hanahan and R.
Weinberg., 2000 y 2011)**,
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Introduccion

Partiendo de los supuestos anteriores no resulta sorprendente que el cancer
de mama suela ir acompafiado de la adquisicion de estrategias celulares que
se traduzcan en la aparicion de metéstasis y permita la formacion de nuevos
focos tumorales en oOrganos diferentes donde continfia su expansion’.
Ademas, los defectos en las vias de sefalizacion de apoptosis también son
frecuentes en las células tumorales de mama, y del cancer en general, y el
desequilibrio que producen estas alteraciones al aumentar la supervivencia
celular juega un papel importante tanto en la progresion tumoral, como en la
respuesta a la quimioterapia’. Por tanto, la comprension de las bases
moleculares de las vias de sefializacion implicadas en la transformacion
maligna y en la capacidad de formacion de nuevos focos tumorales
conducird no sélo a nuevos avances en el conocimiento de la biologia del
cancer de mama, sino también a nuevas y mds eficaces terapias contra los
tumores.

1.1.Epidemiologia

La incidencia del cancer de mama ha ido aumentado de manera
ininterrumpida desde 1940 con un incremento anual del 1-4%°. La
implantacion de los programas de cribado poblacional supuso que esta
tendencia ascendente fuera atn mas pronunciada en la década de 1990°.
Afortunadamente, desde hace algunos afios, la tasa de mortalidad en cancer
de mama sigue una tendencia decreciente asociada tanto a la deteccion
precoz de la enfermedad como a la optimizacion de los tratamientos. A pesar
de ello, segiin datos del proyecto GLOBOCAN desarrollado en el seno de la
IARC (de inglés International Agency for Research on Cancer) en 2012 se
diagnosticaron 25.215 casos nuevos en Espafia, 458.718 en Europa y
1.670.000 en todo el mundo'®. La poblacion masculina representa el 1% de
los casos y fallecimientos por esta causa.

1.2. Factores pronésticos y predictivos

Aunque se desconocen las causas exactas del cancer de mama la
investigacion muestra que mujeres con ciertos factores de riesgo tienen
mayor probabilidad de padecerlo. Entre estos factores se encuentran: una
edad superior a 50 afios, alteraciones en la mama, exposicion a estrégenos,
antecedentes familiares y alteraciones genéticas asociadas principalmente a
mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2.

Establecer el pronostico y seleccionar el mejor tratamiento para cada
paciente constituye un paso clave para la curacion de esta neoplasia. Asi,
mientras que los factores pronosticos informan del riesgo de recidiva, los
factores predictivos ayudan en la seleccion de la terapia mas efectiva para
reducir este riesgo. En este sentido, el tamafio tumoral se considera un factor
pronéstico y correlaciona de manera directa con la supervivencia del
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Introduccion

paciente y con la afectacion ganglionar. Se ha establecido que el riesgo
relativo de presentar compromiso ganglionar es del 20% en tumores menores
de 10 mm, del 30% en tumores de 10 a 20 mm, y del 70% para los mayores
de 50 mm''. Dado que una de las principales via de diseminacion de las
células cancerosas es la linfatica cuando los ganglios se encuentran afectados
se considera que la enfermedad es de peor pronostico.

Por su parte, establecer el estado de receptores de estrogenos (RE),
receptores de progesterona (RP) y HER2/neu es fundamental para predecir la
respuesta a la terapia endocrina y dirigida al HER2. En la actividad clinica
habitual el estado de los receptores hormonales se realiza mediante técnicas
de inmunohistoquimica y el estado HER2 por inmunohistoquimica e
hibridacion in situ.

Finalmente, la determinacion del grado histoldgico se utiliza como indicador
de la agresividad, es decir, la rapidez con la que probablemente crecerd y se
extenderd el tumor. El grado de un tumor es una descripcion del tumor
basado en la forma que muestran las células y los tejidos vistas al
microscopio. En la practica clinica se utiliza el sistema de Nottingham,
llamado también modificacion de Elston-Ellis del sistema de gradacion de
Scarff-Bloom-Richardson'?. Este sistema asigna un grado a los tumores en
funcién de la formaciéon tubular (cantidad de tejido que tiene estructura
normal de conductos galactéforos), el grado nuclear (evaltia el tamafio y
forma del nticleo de las células tumorales) y el rango mitdtico (estima la
rapidez con la que las células se dividen). A cada una de las categorias se le
asigna un valor del 1 al 3; asi una puntuaciéon de 1 indica que las células
tumorales se asemejan a las células del tejido normal, y una puntuacion de 3
indica que las células tumorales y las células del tejido normal son muy
diferentes. En base a esto, los tumores obtienen una calificacion de entre 3 y
9 puntos y se clasifican como grado 1, 2 6 3 (tabla 1).

Tabla 1. Clasificacién del grado en ciancer de mama de acuerdo con el sistema de Nottingham

Grado Diferenciacion Puntuacion final
1 Alta 3-5
2 Moderada 6-7
3 Baja 8-9
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1.3. Clasificacion

Clasificacién histologica
El subtipo histologico viene determinado por las células de las que deriva el
tumor'. Segun las caracteristicas estructurales y el lugar de origen, el cancer

de mama se puede clasificar en los subtipos: lobular, pezon, ductal y otros
(figura 2).

Invasivo
Invasivo con componente predominante in situ

Caja toracica

\ Musculos A

Lobulo

Lobular

Enfermedad de Paget, NOS

Enfermedad de Paget con carcinoma intraductal Pezén
Enfermedad de Paget con carcinoma ductal invasivo
Intraductal (in situ) Areola /
Invasivo,
Comeddn = Ductal — Conductos
Inflamatorio Tejido
Mucinoso adiposo
Papilar
Escirroso Otros
Tubular
Otro

Carcinoma indiferenciado

Figura 2. Estructura anatémica de la glindula mamaria y subtipos histologicos del cincer de
mama. Adaptado de Pourteimoor V. et al, 2016".

Clasificacion molecular

La evidencia acumulada en el cancer de mama muestra que pacientes con
caracteristicas similares pueden presentar respuestas muy heterogéneas
frente a los tratamientos administrados. Esto se debe a la asociacion entre la
historia natural del cancer de mama en cada paciente y el perfil de expresion
genética del tumor. Los investigadores Perou y Sorlie desarrollaron uno de
los primeros modelos de clasificacion basado en el patron de genes que
codifican para RE, RP, HER2, HERI y citoqueratina 5/6 (CK5/6). Segun la
expresion de estos cinco genes se pudo clasificar el cdncer de mama en cinco
subtipos: luminal A, luminal B, Her2 positivo, basal y normal'*°.

El fenotipo luminal se caracteriza por una alta expresion de receptores
estrogénicos y de genes regulados por estrogenos, lo que proporciona una

28



Introduccion

alta tasa de respuesta a la hormonoterapia, por lo que se asocia a un mejor
prondstico. Dentro de este subtipo se puede diferenciar:

- Luminal A: representa mas del 50% de los canceres de mama'’.

Suele tener un grado histologico bajo y el pronodstico més favorable
de todos, con una supervivencia a los 5 afios mayor del 80%"".

- Luminal B: su tasa de supervivencia a los 5 afios es del 40%"°.

El subtipo Her-2 positivo presenta el genotipo de RE negativos y se asocia
con la sobreexpresion de genes relacionados con caracteristicas mas
agresivas, lo que conlleva un peor pronoéstico. Supone el 15-30% del total de
los carcinomas de mama y son tumores de grado intermedio o alto, con un
curso clinico agresivo, supervivencia a los 5 afios del 31% y con alta
probabilidad de recidiva'’. Este subtipo presenta una resistencia relativa a
determinados agentes quimioterapicos, como el esquema clasico CMF
(Ciclofosfamida, Metrotexato y Fluoruracilo) y al tamoxifeno. Sin embargo,
su historia natural ha sufrido un cambio con la introduccion en el mercado de
anticuerpos monoclonales anti-HER-2, como trastuzumab.

El subtipo Basal (“basal-like”) también es conocido como triple negativo
(FTN), puesto que suele presentar negatividad para los receptores RE, RP y
HER-2. Oscila entre el 12-17% de los canceres mamarios y es mas frecuente
en mujeres jovenes de raza negra y en portadoras de mutacion en el gen
BRCAI1'®. En un 50% de los casos los carcinomas de mama con fenotipo
basal presentan una sobreexpresion del receptor de factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), y generalmente se asocian con hallazgos
histopatologicos de mal pronostico como alto grado nuclear, polimorfismo
y/o un alto indice mitdtico. Por tanto, se trata de un subtipo de cancer de
mama de mal pronostico, pero que paraddjicamente se asocia a una alta tasa
de respuesta a la quimioterapia'”.

El subtipo normal comparte caracteristicas del tejido mamario normal, sin
embargo muestra una fuerte expresion de genes normalmente expresados en
el tejido adiposo y baja expresion de genes epiteliales luminales'’.

A pesar de que esta clasificacion ha sufrido modificaciones en los tltimos
afios con la aparicion de nuevos subgrupos, en la actualidad parece que el
modelo basado en los patrones de expresion génica que mejor clasifica los
distintos subtipos de cancer de mama es el basado en 6 biomarcadores: RE,
RP, HER2, ki67, CK5/6 y EGFR**(tabla 2).
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Tabla 2. Clasificacion molecular del ciAncer de mama.

CK5/6 . Mutaciones

RE | RP | HER2 EGFR Ki67 Grado TP53

ER- | Normal like | +/- | * - + Bajo Bajo Bajo

HERZVER | ) 1 4 | 44 | Ao | Al Alto

Basal like - - - + Alto Alto Alto

Alta expresion de genes relacionados con interferron
Interferon . .
Genes de respuesta inmune: baja
Claudin- 1) _ - +- | Alto Alto Alto
low

Molec?lar ) i /e /e Alto Intermedio | Intermedio

apocrine /alto /alto

ER+ | Luminal A | - + - - Bajo Bajo Bajo

. Intermedio .

Luminal B | +/- | +/- +/- - Alto Jalto Intermedio

RE: receptor de estrogenos; RP: receptor de progesterona, CK5/6: citoqueratinas 5 y 6; EGFR:
receptor del factor de crecimiento epidérmico; +: positivo; -: negativo. Modificado de Eroles P et al.,
2012.

A dia de hoy, el andlisis génico pueden guiar las decisiones de tratamiento de
pacientes de cancer de mama. La determinacion de perfil génico se realiza
mediante ensayo de micromatriz o reaccion en cadena de la polimerasa con

retrotranscriptasa como por ejemplo las pruebas MammaPrint y Oncotype
DX..

Clasificacion TNM

Con el objetivo de proporcionar una estrategia que permitiera agrupar a los
pacientes en funcion de su pronostico el AJCC (del inglés American Joint
Comitee on Cancer propuso la estadificacion del cancer de mama mediante
la clasificacion tumor-nodulo-metastasis (TNM). Este sistema se modificod
en 2002 y clasifica algunas categorias ganglionares que previamente se
consideraba que correspondia el estadio II, como estadio III*'. La
clasificacion refleja tres aspectos: tumor primario (T), afectacion de los
ganglios linfaticos regionales (N) y existencia no de metastasis a distancia
(M) (tabla 3).
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Tabla 3. Clasificaciéon TNM del cancer de mama. Adaptado de 6° edicion del AJCC

TAMANO NODULOS METASTASIS Estadio0  TisNO MO
. . . Estadio I T1NO MO
Tl <2cm NO  Gangliosauxiliare MO Ausenciade i
Ipabl thstasi EstadioIl A  TONI MO
no palpables metastasis T1 NI Mo
. - P T2 NO MO
T2 2-5cm N1  Ganglios auxiliares M1 Metéstasisa
méviles del lado del distancia Estadio [T B T2 NI MO
T3 NO MO
tumor Estadio I A TON2 MO
T3 >5cm N2 Gangliosauxiliare ~ Mx Nosepueden g ’:é 1\]\28
fijos en ausencia de evaluar las T3 N1 MO
metéstasis metdstasis T3 N2 MO
. N L Estadio IIl B T4 N0 MO
T4 Cualqmer(tamano N3 Meta;tamsa T4 N1 MO
quese extiendaala ganglios suprae T4 N2 MO
paredtoracica infraciaviculares Estadio IIl C  Cualquier T, N3 MO
Estadio IV Cualquier T, cualquier N, M1

T: tamafio, N: nddulos, M: metastasis

1.4.Tratamiento

Las decisiones terapéuticas se formulan de acuerdo con diversos factores
relacionados tanto con la propia paciente como con la enfermedad. Asi, se
tienen en cuenta las categorias de estadificacion, los indices RE/RP en el
tejido tumoral, la sobreexpresion de HER2, el estado menopausico y la salud
general del paciente. A la mayoria de las pacientes se les practica algin tipo
de cirugia que, a menudo, se combina con radioterapia y/o quimioterapia®.
Cirugia

El objetivo principal de la cirugia es, por un lado eliminar el tumor y, por
otro, permitir la estadificacion de la enfermedad. En la actualidad se
distinguen dos grupos de técnicas segun el grado de agresividad siendo la
relacion entre el tamafio del tumor y la mama determinante para decantarse
por una u otra.

Cirugia conservadora: implica la extirpacion del tumor junto con una
pequena cantidad de tejido sano circundante.

Mastectomia: implica la extirpacion completa de la glandula mamaria.

Radioterapia

Actualmente la radiacion se utiliza para destruir las células cancerosas que
permanecen en el organismo tras la cirugia o para reducir el tamafio del
tumor antes de la misma®. Se distinguen dos tipos principales de
radioterapia:
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Radioterapia de haz externo: utiliza un equipo denominado acelerador
lineal que envia radiacion hacia el drea donde se localiza el tumor. Es el tipo
de radiacién mas habitual.

Radioterapia interna o braquiterapia: implica la colocacion de la fuente
de radiacion muy cerca o dentro del tumor.

Tratamiento sistémico

El tratamiento sistémico, a diferencia de la cirugia o radioterapia, actia sobre
todo el organismo. Segun la finalidad con la que se administran, los
tratamientos sistémicos se clasifican en dos tipos™:

Neoadyuvancia: es un tratamiento pre-quirurgico que se utiliza para reducir
el tamafio tumoral con objeto de hacer viable la cirugia o en tumores
operables en los que aunque se indican mastectomia la paciente desea
someterse a una técnica conservadora.

Adyuvancia: es el tratamiento que se administra después de la cirugia para
disminuir la probabilidad de recidiva local o sistémica y aumentar la
supervivencia.

Sin duda el tratamiento sistémico constituye uno de los pilares
fundamentales en la terapia integral del cédncer de mama. Los avances
producidos en el conocimiento de la biologia de estas neoplasias se han
traducido en un incremento de la individualizacion del tratamiento. De modo
que aunque existen numerosas alternativas para el tratamiento sistémico, éste
se puede clasificar en tres grandes grupos de terapias:

Hormonoterapia (terapia hormonal): estd indicado en el tratamiento de
tumores positivos para receptores hormonales, y habitualmente se administra
tras finalizar la quimioterapia. El beneficio se consigue al impedir la
proliferaciéon celular mediante la eliminacion de la fuente estrogénica
(inhibidores de la aromatasa), el bloqueo de la unidon del estrogeno con el
receptor (moduladores selectivos de los receptores de estrégeno) o con
agentes antiestrogénicos (antagonistas del receptor de estrogenos)”. El
Grupo Espafiol de Investigacion en Cancer de Mama (GEICAM) recomienda
tamoxifeno, un modulador selectivo de receptores de estrogeno, en
monoterapia o combinado con analogos de la hormona liberadora de
gonadotropina en mujeres premenopdausicas, mientras que en mujeres
posmenopéusicas se recomienda el uso de inhibidores de la aromatasa®”.

Terapias bioldgicas: utiliza sustancias procedentes organismos vivos para
estimular o inhibir el sistema inmune o bien actuar sorbe dianas moleculares
especificas de las células cancerosas. Actualmente, se utiliza para el
tratamiento del los canceres de mama que sobreexpresan la proteina
HER2/neu ya estos tumores tienden a un crecimiento mas rapido y presentan
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mayor probabilidad de reaparicion. Para su tratamiento se utilizan

anticuerpos monoclonales como tratuzumab que mejora la supervivencia de
. ros 25

algunos pacientes con tumor metastasico™.

Quimioterapia: implica el uso de fairmacos para tratar todos los estadios del
cancer de mama, incluso la recurrencia en el area de la mama y la
enfermedad metastdsica. La via comin por la que los quimioterapicos
ejercen su efecto citotoxico en las células es mediante la induccion de
apoptosis en respuesta a la aparicion de dafos celulares irreparables. Este
efecto puede lograrse por ejemplo actuando a nivel del ADN o ARN como
las antraciclinas, ciclofosfamida o 5-fluoruracilo o de la dinamica de los
microtibulos como los agentes antimitoticos™.

2. Microtabulos como diana farmacolégica

Los microtiibulos son estructuras proteicas que forman parte esencial del
citoesqueleto celular. Entre sus funciones destaca su importancia en la
division celular ya que dirigen el posicionamiento correcto de los
cromosomas durante la mitosis*®. Su componente principal es una proteina
de 100 kDa denominada tubulina cuya secuencia se encuentra muy
conservada en todos los organismos eucariotas. La molécula de tubulina esta
compuesta por dos mondmeros, o y B, que comparten aproximadamente el
40% de identidad de secuencia y cuyas estructuras tridimensionales son muy
similares.

A . ap
Dimerosdea-y p tubulina . @@,
Protofilamento  PEOUVIINVIRNNUVVNUN0,
Microtabulo
B
Cortetransversal
W
Extremo - Extremo+

Figura 3. Estructura de los microtibulos. (A) Las suunidades de a-tubulina (azul) y B- tubulina
(naranja) forman heterodimeros que interaccionan para formar protofilamentos. Los protofilamentos se
asocian lateralmente dando lugar a la pared cilindrica del microttulo. (B) Representacion del extremo
negativo del microtubulo (extremo de despolimerizacion) y del extremo positivo del microtubulo
(extremo de polimerizacion) delimitados por a-tubulina y B-tubulina, respectivamente. Adaptadado de
Stanton et al, 20112,

Los dimeros de tubulina interaccionan cabeza con cola para formar
protofilamentos rectos que se asocian de forma paralela formando los
microtubulos, unas estructuras de 25 nm de diametro y longitud variable. La
organizacion de los protofilamentos dentro del microtiibulo provoca que éste
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tenga una polaridad diferente en cada uno de sus extremos, es decir, en cada
microtubulo existe un extremo positivo compuesto por B-tubulina y un
extremo negativo compuesto por o- tubulina. Los heterodimeros de tubulina
se anaden con mayor afinidad a la a-tubulina, por lo que el extremo positivo
de los microtubulos es, preferentemente, el extremo de crecimiento del
microtibulo y en €l predomina la polimerizacion, mientras que en el extremo
negativo predomina la despolimerizacion (figura 3). La incorporacion de
nuevos dimeros de tubulina hace que el microtiibulo crezca en longitud, sin
embargo este procesos puede detenerse e incluso revertirse. La alternancia
entre polimerizacion y despolimerizacion se denomina inestabilidad
dindmica y es un fenomeno dependiente del aporte continuo de energia que
procede de la hidrolisis de GTP. Estas propiedades dindmicas son cruciales
en la division celular, y cualquier interferencia en su proceso perturba el
desarrollo de la divisidon y causa la muerte celular por apoptosis. Por ello,
dado el papel critico de los microtubulos en la division celular, la tubulina se
presenta como una diana importante en el desarrollo de farmacos
quimioterapicos”’.

Los farmacos dirigidos a microtibulos se han clasificado convencionalmente
en dos grandes grupos:

Desestabilizadores de microtibulos, como los alcaloides de la Vinca, que
inhiben la polimerizacion de los microtiibulos y los desestabiliza.

Estabilizadores de microtibulos, como los taxanos y las epotilonas, que
promueven la polimerizacién de los microtubulos estabilizandolos™*’.

Taxanos: paclitaxel

Los taxanos, como paclitaxel y docetaxel, son unos de los agentes
citotoxicos mas activos y ampliamente utilizados en el tratamiento de cancer
de mama avanzado.

Paclitaxel fue identificado y extraido inicialmente a partir de la corteza del
tejo del Pacifico (Taxus brevifolia). En 1991 la empresa farmacéutica
Bristol-Myers Squibb se hizo cargo su desarrollo y comercializacion bajo el
nombre de Taxol®. Actualmente su uso esta recomendado en el tratamiento
de diferentes tumores s6lidos como en mama, pulmoén u ovario entre otros,
debido a su capacidad de inhibir la proliferacion de las células tumorales.

Mecanismo de accién

Este agente antimitotico se une tanto a la region N-terminal de la unidad de
B-tubulina como a la regiéon formada por los aminoacidos 217-231,
favoreciendo asi la formacion de largos polimeros, incluso en presencia de
GDP, que no podran acortarse. El microtubulo estabilizado con paclitaxel
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posee 12 protofilamentos (en lugar de los 13 protofilamentos normales) y un
diametro inferior al normal®”.

Dado que el sistema de microtibulos integra componentes mecanisticos
tanto para el ciclo celular como para la apoptosis no resulta sorprendente que
paclitaxel tenga efectos en la modulacion del ciclo y en la induccién de
apoptosis’', por lo que la correcta interacciéon entre ambos mecanismos es
esencial en la respuesta de las células a los taxanos.

Antes de comentar a explicar los efectos de paclitaxel en el ciclo celular
resulta interesante mencionar, que el ciclo de una célula normal esta
controlado por unos puntos de control que regulan el paso entre las distintas
fases. Entre ellos se encuentra el punto de control de ensamblaje del huso o
SAC, que impide la entrada en anafase hasta que los cromosomas estén
correctamente unidos al huso mitdtico a través de los cinetocoros. Durante la
fase G2 se expresan las ciclinas A y B, que dan lugar a la formacion del
complejo ciclina A/B-CDKI1. La activacion de este complejo dirige la
mitosis hacia la metafase, sin embargo el avance hacia las fases posteriores
requiere la degradacion de sustratos como ciclina Bl y PTTG1 que
conducira a la pérdida de cohesion entre crométidas hermanas *>. Para que
este evento suceda, el complejo promotor de la anafase (APC/C) unido a
CDC20, su principal co-activador durante la mitosis, es el responsable de
ubiquitinizar a ciclina Bl y a PTTG1 para su posterior degradacion. A su
vez, el APC/C esté controlado por el SAC, de manera que cuando el SAC se
encuentra activo, varias proteinas que forman parte del complejo, como
BubR1, secuestran a CDC20. La funcion ubiquitina ligasa del APC/C queda
entonces inhibida y no se produce la segregacion de los cromosomas. De
manera que solo cuando el SAC queda satisfecho por la correcta alineacion
de los cromosomas en la placa metafasica y se inactiva, el APC/C P
media la degradacion de ciclina B1 y PTTGI y el ciclo celular progresa a
anafase y posterior salida de mitosis™ (figura 4).
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Figura 4. Actividad del SAC durante la mitosis. E1 SAC, formado por componentes como BubR1,
Mad2 o Bub3, se mantiene activo hasta que los cinetocoros de los cromosomas se unen
adecuadamente al huso mitdtico. CDC20, el factor activador de APC/C, es liberado y reclutado por el
APC/C lo que provoca la inactivacion de SAC y activacion de APC/C. Este evento da lugar a la
ubiquitinacion de ciclina B1 y securina (PTTG1) y, a la posterior degradacion de ambos sustratos por
el proteasoma. La degradacion de ciclina B1 y securina provoca la inactivaciéon de Cdkl y la
activacion de la separasa respectivamente y, como consecuencia, la separacion de las cromatidas
hermanas. Finalmente tiene lugar la citocinesis y salida de la célula de mitosis. Adaptado de
Musacchio & Salmon, 2007,

Asi, la estabilidad de la dindmica de los microtubulo provocada por
paclitaxel da lugar a la activacion del SAC que bloquea el funcionamiento
normal del huso y provoca una parada prolongada de la célula en mitosis
impidiendo la division celular. La célula queda entonces retenida en fase
G2/M y muere en mitosis por apoptosis.

Sin embargo, se ha observado que en ocasiones, tras la exposicion a
paclitaxel, ciclina B1 es capaz de degradarse en las células cancerosas con
SAC activado®**>. Si los niveles de ciclina Bl disminuyen por debajo del
umbral requerido para mantener el bloqueo en mitosis, la célula escapara de
la parada en mitosis incluso en condiciones que mantiene el SAC activo,
proceso que se denomina deslizamiento (s/ippage).

Estudios recientes han demostrado que tras una parada prolongada en mitosis
inducida por la activacion del SAC, las células pueden morir en mitosis, o
bien, escapar de la misma mediante deslizamiento e iniciar un nuevo ciclo
con doble contenido de ADN, en un estado tetraploide Gl. Tras el
deslizamiento las células pueden morir, parar en G1, o iniciar un nuevo ciclo
celular (figura 5).
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Figura 5. Respuesta celular ante el tratamiento de farmacos antimitéticos. El tratamiento con
farmacos antimitoticos provoca la activacion cronica del SAC y la cosiguiente parada de la célula en
mitosis. Posteriormente, pueden tener lugar diferentes eventos como la division celular asimétrica, la
muerte celular en mitosis o la salida de mitosis mediante deslizamiento. Tras el deslizamiento, las
células pueden morir, permanecer en G1 durante un tiempo indefinido o iniciar un nuevo ciclo celular.
Adaptado de Gascoigne and Taylor, 2009%,

Estas variaciones observadas en el comportamiento entre diferentes lineas
celulares e incluso entre diferentes células del mismo cultivo reflejan que el
bloqueo de la division celular previene la proliferacion pero no
necesariamente implica muerte celular’*?’. La relacion entre la parada en
mitosis inducida por paclitaxel y la posterior supervivencia o muerte de la
célula no se conoce completamente™. Se ha propuesto un modelo en el que
dos redes compiten entre si durante la parada en mitosis, una de ellas induce
las rutas de muerte y la otra controla la degradacion de ciclina Bl y la salida
de mitosis. De modo que si lo primero que ocurre es que los niveles de
ciclina Bl caen por debajo del umbral, la célula saldrd de mitosis por
deslizamiento; mientras que si el umbral de muerte es el que se alcanza en
primer lugar, la célula morira durante la parada en mitosis™.

Uso clinico en cancer de mama

En la actualidad, paclitaxel se utiliza en el tratamiento de cancer de mama de
pacientes nodo positivas tras quimioterapia adyuvante con antraciclinas y
CFM. Su uso también esta indicado en el tratamiento inicial del cancer de
mama metastasico o localmente avanzado, generalmente en combinacion
con antraciclinas o trastuzumab. Su administracién en monoterapia solo esta
indicada en cancer metastasico con fracaso a antraciclinas.
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En este sentido, la practica clinica ha demostrado que la combinacién de
taxanos con antraciclinas mejora los resultados de la terapia en términos de
respuesta global®. Actualmente, cinco estudios aleatorizados (GALGB
9344* NSABP -28*', PACS 01, GEICAM 9906* y MDACC 94-002* han
evaluado la eficacia de los taxanos secuenciales con antraciclinas
comparados con antraciclinas. La mayoria de ellos han demostrado que la
adicion de taxanos incrementa la supervivencia libre de enfermedad.
Ademas, otros cuatro estudios (BCIRG00144, E2197%, RAPP 01*, ECTOY
han evaluado la utilidad de los taxanos administrados de manera
concomitante con las antraciclinas, y de manera general, se recomienda el
tratamiento con quimioterapia secuencial debido a que a pesar de presentar
una eficacia es similar, la administracion secuencial genera menor toxicidad
en las pacientes. En enfermedad metastasica el estudio GALGB 9840
demostré que paclitaxel administrado semanalmente es mas activo en
términos de respuesta global y tiempo de progresion al compararlo con la
administracion trisemanal, sin lograr modificar la supervivencia global.

Si bien es cierto que existen evidencias que avalan el uso rutinario de
taxanos en el tratamiento adyuvante de cancer de mama ganglio positivos™,
ain existen dudas sobre el taxano a elegir y la mejor administracion.
Recientemente, un estudio factorial 2x2 que evalud la utilidad de docetaxel
comparado con paclitaxel adyuvante®, y la administracion semanal contra la
trimestral, no encontré beneficios en la supervivencia libre de enfermedad en
ninguna de sus comparaciones. A pesar de que el perfil de seguridad fue
semejante, la administracion trisemanal de paclitaxel se asocid con mayor
neutropenia y la administracion semanal increment6 la neuropatia.

Reacciones adversas

La mayoria de estos estudios apuntan a que el uso de taxanos para el
tratamiento de cancer de mama en etapas tempranas y en la enfermedad
avanzada, ha supuesto mejoras significativas en la supervivencia de los
pacientes. Sin embargo, uno de los mayores inconvenientes de paclitaxel es
que puede ocasionar neuropatia periférica sensorial y motora. De hecho, la
neuropatia periférica es un efecto dosis dependiente y es a menudo
prolongada e irreversible.

Ademas son frecuente reacciones de hipersensibilidad asociadas a la
administracion de paclitaxel. Esto es debido, principalmente, a que paclitaxel
es insoluble en agua, por lo que su formulacidon requiere emulsificacion con
solventes como aceite de ricino (Cremophor EL®: CrEL) y etanol para
permitir una administracién intravenosa. CrEL potencia a un plastificante
(DEHP) que se libera de los instrumentos intravenosos estdndares que
contienen policloruro de vinilo y puede provocar reacciones de
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hipersensibilidad en el organismo e incluso anafilaxia. Para compensar estas
respuestas adversas generalmente se administra premedicacién con
corticoides y antihistaminicos. Ademas actualmente se estdn desarrollado
nuevos compuestos para la formulacion de paclitaxel libre de CrEL como es
el caso de Nab-paclitaxel (paclitaxel unido a albimina)™*>".

Mecanismos de resistencia

Otro de los eventos que limita el uso de paclitaxel en la practica clinica
habitual es la aparicion de resistencia en los pacientes. Por ello, surge la
necesidad, por un lado, de desarrollar nuevos esquemas de tratamiento que
sean eficaces en los casos de resistencia a taxanos, y por otro lado, de
encontrar  biomarcadores que permitan predecir la respuesta a estos
farmacos™. Un mayor entendimiento de los mecanismos de resistencia a
taxanos, permitirda el desarrollo y el uso eficaz de los agentes
quimioterapicos que evitaran la resistencia y causard una mejora en el
tratamiento del cancer de mama.

De manera simplificada podria decirse que la resistencia ocurre antes de la
exposicion (resistencia de novo o innata) o como resultado de la exposicion
al farmaco (resistencia adquirida). Los estudios in vitro han demostrado que
las células cancerosas desarrollan resistencia a paclitaxel a través de varios
mecanismos relacionados por ejemplo con las proteinas encargadas de
eliminar las concentraciones excesivas de sustancias toxicas extra y/o intra
celulares. Uno de los mecanismos mas estudiados de resistencia a taxanos
consiste en el incremento de la eliminacién del fArmaco como resultado del
aumento de gp-P debido a la desregulacion de genes MDR-172.

También se han descrito mecanismos relacionados con el incremento de la
expresion de la tubulina per sé, alteracion de los perfiles de expresion de las
proteinas asociadas a microtubulos (MAPs) asi como alteracion en la
expresion de los isotipos de tubulina. De hecho, se encuentran diferencias en
la unidn a paclitaxel dependiente del isotipo de la tubulina. Se ha demostrado
la existencia de al menos 6 isotipos de a-tubulina y 8 isotipos de B-tubulina
que se diferencia en los niveles de aminoacidos y en sus patrones de
expresion. Recientemente varios estudios han ligado la sobreexpresion de la
isoforma BIII o de la BV a resistencia a taxanos™.

Como hemos comentado anteriormente el SAC también posee un papel
critico en la muerte celular mediada por taxanos por lo que defectos en este
punto de control correlacionan con resistencia a taxanos. La composicion del
huso mitotico, la dindmica del ensamblaje de los microtibulos y la parada
en anafase-metafase inducido por los agentes antimicrotiibulos resaltan la
importancia de que la transicion a fase M es decisiva en la sensibilidad al
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tratamiento y de que el déficit de las proteinas que regulan el SAC podria ser
suficiente para conferir resistencia a taxanos™.

Asimismo estudios recientes indican que la sobreexpresion de la regulacion
de los miembros de la familia antiapoptoticas Bel-2, como Bcl-2 y Bel-XL
y/o la disminucion de los miembros proapoptoticos como Bax contribuyen a
la resistencia a taxanos’*. En este sentido, la proteina antiapoptotica MCL1
juega un papel vital en la adquisicion de resistencia a farmacos.

Por ultimo, varios autores han identificado algoritmos de genes involucrados
en ciclo celular, apoptosis, adhesion celular incremento de expresion de
sefales transcripcionales y transduccionales que correlacionan con
resistencia a taxanos en cancer de mama”>"°.

3. Apoptosis

La apoptosis se puede definir como el conjunto de reacciones bioquimicas
que tienen lugar en la célula y que concluyen con su muerte programada.
Este proceso permite al organismo su correcta morfogénesis, el control de la
homeostasis de los tejidos y la eliminacién de las células que amenacen su
supervivencia’’. Por ello resulta sencillo entender la necesidad de una
precisa y estricta regulacion de un proceso irreversible como es este tipo de
muerte celular’®. Durante el proceso apoptotico la célula sufre una serie de
cambios morfologicos como son la alteracion de la membrana plasmatica de
la que surgen unas estructuras a modo de pequefias evaginaciones esféricas
(blebbing), reduccion del volumen celular y nuclear, condensacion de la
cromatina y de diversos organulos celulares, seguido de la fragmentacion del
nicleo y del citoplasma que, dan lugar a lo que se denomina cuerpos
apoptoéticos. Estos cuerpos apoptoticos son fagocitados por macroéfagos o por
células vecinas, evitando asi la respuesta inflamatoria local ocasionada en la
necrosis cuando la célula, al romperse, libera su contenido al medio
extracelular’’.

En funcion de la naturaleza del estimulo generador de muerte se conocen dos
vias de induccion de apoptosis: la via extrinseca o de receptores de muerte y
la via intrinseca o mitocondrial (figura 6). Sin embargo, independientemente
de la via apoptdtica, el proceso siempre resulta en la activacion de una
cascada de proteasas denominadas caspasas™. Las caspasas son una familia
de cistein-proteasas que hidrolizan a su sustrato junto a un residuo de acido
aspartico y que para evitar una activacion inadecuada son sintetizadas como
zimogenos que deben proteolizarse. Las caspasas responden al estimulo
apoptotico mediante activacion de una cascada intracelular proteolitica que
ocasiona la activacion o inactivacion de diferentes sustratos celulares y
provoca la muerte celular. Se han identificado 12 caspasas diferentes que
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dependiendo de la funcién que desempeiien se pueden clasificar en dos
61
grupos’ :

Grupo I. Se denominan caspasas inflamatorias ya que participan en la
maduracion de citoquinas. A este grupo pertenecen las caspasas -1, -4 y -5.

Grupo II. Participan en la apoptosis y pueden dividirse en dos subgrupos:

Caspasas iniciadoras o apicales: a este grupo pertenecen las
caspasas -2, -8, -9 y -10. Estas caspasas se activan en respuesta a sefales
apoptoticas y activan a las caspasas efectoras.

Caspasas efectoras o ejecutoras: este grupo lo componen la
caspasas -3, -6 y -7 y son las responsables de la protedlisis de los sustratos
celulares que provoca la desorganizacion de la célula y los cambios
morfologicos tipicos de la apoptosis

Via apoptotica extrinseca o de receptores de muerte

Esta via de induccion de apoptosis implica la sefializacién a través de
receptores de muerte situados en la superficie de la célula, que reciben la
sefal de ligados de muerte especificos para cada uno de ellos. La mayoria de
los receptores de muerte pertenecen a la familia del receptor de factor de
necrosis tumoral (TNFR) cuyos miembros tienen en comun un dominio
extracelular rico en cisteina y una secuencia situada en su dominio
intracitoplasmatico, denominada dominios DD, que acoplan al receptor con
el resto de la maquinaria apoptotica®.

Cuando el ligando se une al receptor, la sefal de muerte se transmite
mediante el complejo sefalizador de inducciéon de muerte (DISC)
produciéndose la activacion de las caspasas -8 y -10 y propagandose la sefial
apoptdtica al citosol®.

Via apoptotica intrinseca o mitocondrial

Los principales reguladores intracelulares de la muerte celular programada
son las proteinas de la familia Bcl-2. Esta familia de proteinas consta de
miembros antiapoptdticos y proapoptoticos que pueden suprimir o promover
la apoptosis®. Se identifican por la presencia en su estructura de al menos
uno de los cuatro dominios descritos BH (BH1-4). De estos dominios parece
que BH3 estd directamente relacionado con una funcidén proapoptotica y el
resto de ellos con una funcién antiapoptotica®. Asi, de acuerdo a los
dominios BH y a su funcion, las proteinas de la familia Bcl-2 se clasifican en
tres grupos’’:

- Proteinas antiapoptoticas como Bcl-2, Bel-x1 y Mcl-1.

- Proteinas proapoptoéticas multidominio o efectoras como Bax y Bak,
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- Proteinas proapoptoticas “s6lo BH3” como Bad, Noxa, Bid y Bim.

El equilibrio entre las proteinas proapoptéticas y antiapoptoticas determina
la susceptibilidad de las células a la apoptosis. Cuando no hay senales
proapoptoéticas, los miembros antiapoptoticos interaccionan con el dominio
BH3 de los miembros proapoptdticos, inhibiéndolos y aumentando la
supervivencia celular. Por el contrario, cuando aparece el estimulo de
apoptosis, las proteinas proapoptéticas “solo BH3” se activan, inhibiendo a
las antiapoptoticas y activando a otras proapoptdticas. En concreto, la
proteina Bax forma un heterodimero con Bak que se inserta en la membrana
mitocondrial y provoca que ésta se permeabilice. Estos eventos promueven
la liberacion del citocromo ¢ al citoplasma para unirse a Apaf-1 (factor
activador de proteasas apoptdticas) que tras sufrir un cambio conformacional
recluta a la procaspasa-9 y forma un complejo denominado apoptosoma.
Este favorece la activacion de la caspasa-9, que a su vez activa a las caspasas
ejecutoras -3 y -7, produciéndose la rotura de diversos sustratos™ . Entre
ellos, la ruptura de la proteina PARP (poli-(ADP-ribosa)-polimerasa) por la
caspasa-3 en las fases finales del proceso apoptdtico se utiliza
frecuentemente como marcador de apoptosis®®’.

La apoptosis inducida tras el tratamiento con taxanos ocurre por la via
intrinseca mitocondrial.

VIA EXTRINSECA VIA MITOCONDRIAL
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Figura 6. Representacion esquemaitica de la via extrinseca y de la via intrinseca de la apoptosis.
Adaptado de Hong SJ et al, 2004,
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4. Ciclo celular

El ciclo celular consiste en la replicacion del ADN y el empaquetamiento de
los cromosomas resultantes de la replicacion en dos células hijas mediante
una serie de eventos ordenados y controlados estrictamente. El ciclo celular
eucariodtico se divide en dos etapas denominadas interfase y mitosis.

La primera etapa consta de las fases G1, S y G2. La fase GI es el intervalo
que sigue a una division celular, previa a la replicaciéon del ADN en el que la
célula dobla su tamafio y masa. Algunas células pueden parar su progresion
en este estadio y permanecer en estado reposo sin aumento de la masa en lo
que se denomina fase GO. La fase S corresponde al tiempo en el que se
produce la replicacion del material hereditario. El periodo comprendido entre
la finalizacion de la replicacion del ADN y el inicio de la division es la fase
G2.

A continuacion, las células entran en la fase de mitosis M propiamente dicha.
Durante la primera fase de la mitosis (profase) desaparece la membrana
nuclear y la cromatina se condensa para la generacion de los cromosomas.
Los microtubulos se organizan a partir de dos cuerpos polares que se sitlian a
ambos extremos de la célula, formando el huso mitético, que va a servir
como guia a los cromosomas. Seguidamente, los cromosomas se unen a los
microtibulos por medio de unas estructuras proteica denominada cinetocoros
y se alinean en el centro de la célula formado la placa metastasica
(metafase). Las cromatidas hermanas se separan, yendo cada una hacia un
polo de la célula (anafase). Cuando las cromatidas llegan a los extremos se
descondensan, reaparece la membrana nuclear (telofase) y la célula empieza
a escindirse (cinetocinesis) por la zona media, dando lugar a dos células
hijas. El reparto de los demas componentes tiene lugar practicamente por el
flujo de citoplasma, sin que se conozca ningiin mecanismo que asegure una
distribucidn equitativa como ocurre con los cromosomas™.

G2

Profase

Metafase

INTERFASE MITOSIS

Telofase

Citocinesis

Figura 7. Esquema general del ciclo celular.
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Regulacién del ciclo celular
Puntos de control

La existencia de puntos de control es clave, ya que permite que todo el
proceso tenga lugar cuando la célula estd preparada mediante una triple
comprobacion de que se han dado las condiciones necesarias para iniciar una
nueva fase®. Segiin la literatura existen tres puntos de control ampliamente
documentados: el punto de control de dafio en el ADN, que puede dar lugar a
la parada de la célula en G1, S, G2 o incluso M; el punto de control de
replicacién del ADN, que impide la entrada en mitosis hasta que no se haya
completado la replicacion del genoma corretamente; y el SAC, que impide la
entrada en anafase hasta que todos los cromosomas estén correctamente
unidos al huso mitdtico y alineados en la placa metafdsica. Este ultimo
asegura la correcta segregacion cromosOmica en mitosis, evitando asi la
aparicion de aneuploidias. Como apuntdbamos en el apartado anterior la
activacion de este punto de control provoca la parada del ciclo celular como
consecuencia de la inhibicion del APC/C*.

Cdks

Asimismo, la maquinaria bésica que controla el ciclo celular esta constituida
por quinasas dependientes de ciclinas (CDKs). Las CDKs son serina/treonina
quinasas y constituyen la subunidad catalitica de un heterodimero, formado
también por una subunidad activadora, la ciclina. Durante las distintas fases
se forman y destruyen diferentes complejos de ciclinas y CDKs, que
mediante la fosforilacion de otras proteinas dirigen el avance del ciclo. Las
CDKs estan sometidas a una regulacion muy estricta que permite que, pese a
mantener sus niveles proteicos constantes durante el ciclo celular, su
actividad fluctue a lo largo del mismo’’ (figura 8).

Ciclina E-Cdk2 Ciclina A-Cdk2/1 Ciclina A/B-Cdk1 Ciclina D-Cdk4/6

| G1 | Fase S | G2 |Metafase Anafase | G1 |

Figura 8. Actividad de los complejos CDk-ciclina en las distintas fases del ciclo celular. La
actividad de los distintos complejos Cdk-ciclina (ciclinas G1 en rojo, -ciclinas de fase S en verde y —
ciclinas mit6ticas en azul) fluctia a lo largo del ciclo celular. Adaptado de Bardin, 20017

Asimismo, un grupo adicional de proteinas, los inhibidores de quinasas
dependientes de ciclina (CKIs), son importantes para la coordinacioén de cada
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etapa. Estas proteinas participan en la parada del ciclo celular relacionadas
con procesos de senescencia, inhibicidon por contacto o activacion de puntos
de control de comprobacion del ciclo celular.

En definitva, la degradacion de las diversas ciclinas tiene lugar en los puntos
de control y este mecanismo, junto con la interaccion con las CKlIs, permite
a la célula entrar en la siguiente fase®.

Sistemas de degradacion dependientes de ubiquitina

Sin embargo, el avance del ciclo celular también estd regulado por la
degradacion de las proteinas que lo regula. De hecho, las oscilaciones en la
actividad de CDKs necesarias para la progresion del ciclo celular se deben,
en gran medida, a la accion de las ubiquitina ligasas. La proteolisis resulta
util para conducir estas oscilaciones debido a que, al tratarse de un proceso
irreversible, fuerza el avance del ciclo en una sola direccion, ya que cada
ciclo requiere la sintesis de novo de estos reguladores. Las células eucariotas
utilizan esencialmente dos sistemas distintos pero complementarios para
hacer frente eficazmente a la degradacion de una amplia gama de sustratos:
la via de la autofagia/lisosoma y el sistema ubiquitina/proteasoma 26S.

A pesar de que el término “ubicuitina” también estd acepatado en espaiiol, a
lo largo de esta tesis utilizaremos el término “ubiquitina”.

Autofagia/lisosoma

La autofagia, denominada también macroautofagia, consiste en un sistema
de degradacion en el que el material intracelular se transporta en vesiculas,
que reciben el nombre de autofagosomas, hasta fusionarse con los lisosomas.
Este proceso actia como un mecanismo regulador de la homeostasis
intracelular ya que los materiales citoplasmaticos se degradan y reciclan para
mantener el metabolismo energético de la célula’. Asi, la autofagia puede
ser selectiva (dirigida a proteinas de vida media larga, organulos dafiados,
agregados de proteinas o patogenos intracelulares) o no selectiva (envuelve
en las vesiculas porciones del citosol de manera aleatoria).

En el proceso de autofagia selectiva interviene un conjunto de proteinas
denominadas por conceso proteinas autofagicas ATG (del inglés Autophagy-
related protein)’>. En mamifero la autofagia se inicia con la formacion de un
fagéforo una estructura de doble membrana que secuestra material
citoplasmatico, y que posteriormente se alarga hasta crear un autofagosoma.
La formacion del fagoforo requiere del complejo ULK1 (iniciacién), que
estd regulado por el complejo mTOR (receptor de la rampamicina de los
mamiferos) y de la interaccién del complejo beclina-1/VSP34 (nucleacion).
La elongacion, cierre y maduracion del fagoforo requiere de dos sistemas de
conjugacion tipo ubiquitina: el complejo ATG5-ATG12-ATG16L1 y cadena
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ligera 3 (LC3)-I1. Es necesario la lipidacion de LC3 que convierte LC3 de su
forma soluble en el citoplasma (LC3-I) a la forma asociada a los
autofagosomas unida a la doble membrana (LC3-II) del fag(')foron‘ Asi, el
reclutamiento de LC3-II al autofagosoma es la etapa limitante de la
velocidad del proceso de expansion de la membrana ya que media el cierre
de la membrana y la fusion con el lisosoma’®. Una vez que el autofagosoma
estd totalmente expandido, LC3-II y el complejo ATG12-ATG5-ATG16 se
disocian de la membrana del autofagosoma. Tras la maduracion, el
autofagosoma se fusiona con un lisosoma formando un autofagolisosoma
donde el material englobado es seleccionado a través de interacciones
proteicas, por los receptores especificos de autofagia. Un ejemplo de estas
proteinas lo constituye p62 o secuestrosoma-1 (p62/SQSTMI1) capaz de
reconocer proteinas ubiquitinadas a través del dominio UBA (del inglés Ub-
associated) para formar agregados reconocidos por la LC3-II y reclutarlos en
el interior del autofagosoma’ .

El sistema del Proteasoma dependiente de ubiquitina

El sistema ubiquitina proteasoma es el responsable de la degradacion
selectiva de una gran variedad de proteinas en la célula eucariota. La
degradacion de proteinas mediada por este sistema juega un papel central en
el control de numerosos procesos como la progresion del ciclo celular, la
transduccion de sefiales o la regulacion transcripcional. Por ello, defectos en
este sistema de degradacion puede conducir a patologias como la
transformacion neopléasica’. De manera simplificada la degradacién de
proteinas  dependientes de ubiquitinacion comprende dos pasos
fundamentales: el marcaje de la proteina sustrato mediante la unidén
covalente de una o multiples moléculas de ubiquitina y la degradacion de las
proteinas marcadas por un compejo 26S del proteasoma, con la consecuente
liberacion de ubiquitinas.

Proteasoma

El proteasoma 26S es un macrocomplejo proteico compuesto por un ntcleo
proteolitico 20S y una particula reguladora 19S también conocida como
PA700. El complejo central 20S alberga las actividades proteoliticas
mientras que la particula reguladora 19S es la responsable del
reconocimiento, desubiquitinacion y desplegamiento de los sustratos
poliubiquitinados” (figura 9).
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Figura 9. Esquema del proteasoma 26S. Adaptado de H-C Tai and E.M. Schuman’®.

El nucleo proteolitico estd formado por 28 subunidades repartidas en cuatro
anillos hetero-heptaméricos apilados (7a7B7B7a) que forman un canal
central. Los dos anillos exteriores son idénticos, constituidos por siete
subunidades o distintas, y son los encargados de regular la entrada de
los sustratos a la camara proteolitica interior. Esta camara estd formada
por dos anillos interiores, también idénticos entre si, constituidos por 7
subunidades P diferentes, tres de las cuales poseen actividades cataliticas

(B1, B2y B5)"".

La entrada del sustrato a la cadmara proteolitica estd bloqueada por un
mecanismo que requiere la uniéon de la subunidad reguladora 19S. Esta
particula reconoce las proteinas marcadas con ubiquitinas, retira las cadenas
de ubiquitinas, desnaturaliza las proteinas, abre el anillo a y transfiere las
proteinas desnaturalizadas al interior del nucleo proteolitico para su
destruccion’. La particula reguladora 19S se puede dividir en dos
subcomplejos llamados base y tapadera. La base estd compuesta de seis
proteinas con actividad ATPasa (Rptl-6) y otras cuatro que carecen de esta
actividad (Rpnl, Rpn2, Rpn10 y Rpnl13). Su anillo de ATPasas se encuentra
en contacto directo con la particula 20S lo que permite la captura y
desnaturalizacion de las proteinas y el control de la apertura del canal del
anillo a. La tapadera estd formada por siete subunidades que carecen de
actividad catalitica (Rpn3, Rpn5-9 y Rpn12) y por la metaloproteasa Rpnl1.
Esta tltima corta las cadenas de ubiquitinas que serdn llevadas a mondmeros
por otras DUBs asociadas al proteasoma.

Las DUBs constituyen una familia de enzimas que se encargan de eliminar
las ubiquitinas de los sustratos diana para rescatarlos de la degradacion,
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terminar cualquier sefializacion que la ubiquitinacion pudiera haber
proporcionado e intervienen en el reciclaje de las ubiquitinas”"™.

La ubiquitinacion de sustratos

Las ubiquitinas son pequefias proteinas de 76 aminoacidos que pueden unirse
de manera covalente a las proteinas sustrato o a otra ubiquitina. La molécula
de ubiquitina tiene siete lisinas muy conservadas (K6, K11, K27, K29, K33,
K48 y K63) que son usadas in vivo para formar cadenas de poliubiquitinas.
La elongaciéon de las cadenas de poliubiquitina se consigue mediante el
establecimiento de un enlace isopeptidico entre el residuo de glicina
carboxilo terminal de la ubiquitina “n+1” con el grupo €-amino de un
residuo de lisina de la ubiquitina anterior (n). Dado que cada molécula de
ubiquitina contiene siete residuos de lisina, se puede generar una gran
variedad de cadenas de poliubiquitina desde el punto de vista morfolédgico,
con distintas funciones celulares. La degradacion por el proteosoma
depende, principalmente, de cadenas unidas a través de K48 o K11®'. Si una
proteina presenta una sola ubiquitina en los residuos de lisina, se habla de
monoubiquitinacion o multi-monoubiquitinacién, pero si presenta mas se
considera poliubiquitinacion.

De manera simplificada, la poliubiquitinacion es el resultado de una cascada
de reacciones catalizadas por tres enzimas. De modo que El (enzima
activadora de ubiquitina) activa la ubiquitina mediante la formacion de un
enlace tiol éster entre la cisteina del sitio activo y el residuo de glicina de la
ubiquitina. A continuacion, la ubiquitina activada es transferida mediante la
formacion de un nuevo enlace tiol éster a un residuo de cisteina del sitio
activo de E2 (enzima conjugadora de ubiquitina). Finalmente, la molécula de
ubiquitina se une a la proteina sustrato mediante un enlace isopeptidico con
el grupo e-amino de los residuos de lisina. Esta union puede ser llevada a
cabo directamente por E2 o en conjuncion con la enzima E3 (ubiquitin
ligasa) que confiere la especificidad del sustrato®' (figura 10).

LIGACION

SUSTRATO
ACTIVACION CONJUGACION SUSTRATO
— &
DESUBlQUlTlNAClON
\E) ‘ ‘ /?”VG E2 SUSTRATO
\ 4

. @ « sustrao )

Figura 10. Representacion esquematica del proceso de ubiquitinacion de proteinas. La ubiquitina
(U) es activada por la enzima activadora E1 y posteriormente es transferida a enzima conjugadora E2.
Finalmente se unce al sustrato que esta enlazado especificamente a una E3-ligasa. En las E3-ligasas
con dominio HECT la ubiquina se transfiere desde la E2 hasta la E3 y posteriormente al sustrato,
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mientras que en las E3-ligasas con dominio RING la ubiquitina se transifiere desde la E2 directamente
al sustrtao.

En una vision simplificada, las ligasas E3 se caracterizan por la presencia de
al menos dos dominios funcionales: un dominio que media la interaccion con
las enzimas E2 y otro dominio responsable del reconocimiento especifico de
las proteinas sustrato. Asi, dependiendo de la identidad del dominio
implicado en la interaccion con las enzimas E2, las ligasas E3 se pueden
agrupar en dos grandes familias: con dominio HECT (Homologous to E6-
associated proteina C Terminus) o con dominio RING (Really Interesting
New Gene). A diferencia de las ligasas con dominio HECT que forman un
enlace tiol éster con la ubiquitina y la transfieren directamente al sustrato, las
E3 con dominio RING o RING-like no forman un enlace tiol con la
ubiquitina pero funcionan como adaptadores para facilitar la interaccion
entre los sustrato y el enzima E2.

A su vez, la familia de las ligasas E3 de tipo RING/RING-like se divide en
dos subfamilias, las que constan de una sola subunidad y las que tienen
multiples subunidades. A esta itima subfamilia pertenecen las ligasas de tipo
RING-culina (CRL), que incluyen dos enzimas estructuralmente similares
implicadas en la degradacion de proteinas clave en la regulacion del ciclo
celular: el complejo SFC (Spk1/Cull/proteina F-box) y el APC/C™*,

EI complejo promotor de la anafase o ciclosoma APC/C

El APC/C es un complejo multiproteico formado por al menos 12 proteinas
diferentes en humanos. Su actividad oscila a lo largo del ciclo celular, de tal
manera que presenta una actividad baja en las fases S y G2, y elevada
durante mitosis y G1. Estas oscilaciones son responsables, en gran medida,
de la progresion del ciclo celular, y desempefian, sobre todo, un papel crucial
en la transicion metafase-anafase y Gl. La asociacion transitoria de los
cofactores CDC20 y CDHI1 al APC/C es clave para definir su tiempo de
activacion. Asi, mientras que el APC/CP“*" es el responsable primario de
promover la separacion de las cromatidas hermanas durante la anafase y del
inicio de la salida de mitosis, el APC/C“""! es responsable de la finalizacion
de la salida de mitosis y de la progresion del ciclo durante la fase G1*.

EI complejo SFC (Spk1/Cull/proteina F-box)

El complejo SCF estd implicado principalmente en la degradacion de
proteinas desde G1 hasta el principio de mitosis. Estd formado por tres
componentes invariables: una proteina con estructura RING-finger que se
une a E2 conocida como RBX1; una proteina adaptadora llamada SKPI1(S-
phase kinase-associated protein 1; y una proteina de andamiaje que se une a
tanto RBX1 como a SKPI, denominada CUL1. Ademas, este complejo
posee un componente variable conocido como proteina F-box. Esta se une a
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SKP1 a través de un domino de 40 aminoacidos amino-terminal denominado
motivo F-box, y es responsable del reconocimiento de sustratos™ (figura 11).

F-box
(FBXW?7, Skp2,
B-TrCp)

Figura 11. Representacion esquematica del complejo SFC (Spk1/Cull/proteina F-box).
Adaptado de M. Welcher and BE. Cluman, 2008%.

La especificidad de los complejos SCF se controla por la interaccion con los
sustratos. Segin el modelo clasico las proteinas F-box reconocen a sus
sustratos a través de sus degrones, unos motivos cortos y definidos, que
deben estar fosforilados para su reconocimento, por lo que se les denomina
entonces fosfodegrones™. Estos pueden fosforilarse por una o por multiples
quinasas, y ademés pueden requerir una fosforilaciéon previa en algin otro
sitio, que no necesariamente debe ser la superficie de interaccion entre
ambas proteinas.

En humanos, se han identificado aproximadamente 70 proteinas F-box, lo
que permite a esta familia de ligasas el marcaje de una amplia gama de
proteinas®”*®. Basado en los dominios F-box de unién a los sustratos, las
proteinas F-box se pueden clasificar en tres caterogias: FBXW (presentan
repeticiones WD40), FBXL (presentan repeticiones ricas en leucina) y
FBXO (con otros dominios estructurales diferentes)®’. Se conocen tres
proteinas F-box involucradas en el control del ciclo celular: FBXW7 y B-
TrCP, de la categoria FBXW; y SKP2, perteneciente a la clase FBXL™.

SKP2 (del inglés S-phase kinase-associated protein 2) (FBXL1) esta activo
durante las fases S y G2 y es responsable de la degradacién de algunos
reguladores negativos del ciclo celular entre los que se encuentran varios
CKIs como de p21, p27 y p57. Debido su papel en la degradacion de las
estas proteinas este complejo ubiquitina ligasa se comporta como un
oncogen y se encuentra frecuentemente sobreexpresado en diveros canceres
humanos™.

B-TrCP (del inglés f3-transducin repeat-containing protein) (FBXW1/11)
estd implicado en la degradacion de proteinas que juegan un papel tanto
positivo como negativo en la progresion por el ciclo celular, motivo por el
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que puede compartarse como oncogn o como supresor tumoral. Entre sus
dianas se encuentran las fosfatasas CDC25A y CDC25B, que contribuyen a
la activacion de las CDKs mediante la eliminacion de residuos fosforilados;
la quinasa Weel, que fosforila CDK1 inhibiendo su actividad, EMI1* y
securina’ .

5. Laligasa de ubiquina SCFFBXW7

Mencidén aparte merece la ubiquina ligasa SCF
centrales de esta tesis.

SCF™*WY7 (del inglés F-box and WD-40 domain protein 7) esti considerado
un supresor tumoral debido a su implicaciéon en la degradacion proteica de
numerosas oncoproteinas entre los que se encuentran la ciclina E, c-Myc, c-
Jun yNotch-1* que inducen la degradacion de reguladores positivos del ciclo
celular.

FBXW
7 al ser uno de los temas

Estructura e isoformas de FBXW7

FBXW7 es una proteina F-box de la ligasa de ubiquitina E3 SKP1-CULI1-
FBXW7 (SCF™®*V7), responsable de reclutar sustratos especificos para su
ubiquitinacion y posterior degradacion por el proteasoma. FBXW7 también
es conocido como FBW70 hCDC40 en humanos, Cdc4 en Saccharomyces
cerevisiae, Sel-10 en Caenorhabditis elegans o Ago en Drosophila

melanogaster™*’.

En humanos el gen FBXW7 se extiende sobre 200 Kb en el cromosoma 4 y
produce tres transcritos como resultado de la maduracion alternativa del
ARN. Su organizacion genomica permite el control transcripcional
especifico de cada isoforma y la expresion de cada una de ellas desde su
propio promotor. Cada transcrito contiene un primer exon especifico de la
isoforma y comparten los diez siguientes exones, dando lugar a tres
isoformas proteicas (o, B y y) que difieren en su N-terminal®”. La
informacion codificada en el primer exon contiene sefales que dirigen las
isoformas a distintos compartimentos subcelulares de manera que FBXW7a
se localiza en el nucleoplasma, FBXW7p en el citoplasma y FBXW?7y tiene
una distribuciéon nucleolar”. Sin embargo, atn se desconoce el papel
fisiol6fico exacto y el mecanismo de regulacion de cada una de ellas y queda
por determinar si funcionan cooperativamente o por separado en la
ubiquitinacion de los sustratos. Se ha desmostrado que la expresion de la
isoforma a es constante a lo largo del ciclo y es ademads la responsable de la
degradacion de la mayoria de los sustratos’*, FBXW?7 B es mas abundante en
el cerebro y testiculos, FBXW?7y en el corazon y en el musculo esquelético’.

Las tres isoformas comparten varios dominios que permiten su interaccion
con los sustratos. Contienen un dominio F-box responsable de reclutar al
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resto del complejo SCF mediante su interaccién directa con SKP1%°. Ademés
presentan ocho repeticiones WD40 que permiten la unidén a sus sustratos.
Estas repeticiones WD40 forman una estructura denominada “bolsillo de
unién”, que reconoce y se une a los fosfodegrones de los sustratos”™. Estos
fosfodegrones poseen la sieguente estructura conceso) @-X-@-@-¢-(T/S)-P-
X-X-(S/T/E) y se les denomina CPDs (CDC4-PhosphoDegron). Este motivo
consiste en un residuo fosforilable en la posicion central seguido de una
prolina y de otro residuo fosforilable en posicion +4. La fosforilacion del
residuo fosforilable central es mediada, en muchos casos, por la quinasa
GSK3. En algunos sustratos la secuencia del fosfodegron se aleja
ligeramente de la Optima, por ejemplo por la presencia de un aminoacido
cargado en lugar del residuo fosforilable en posicion +4, lo que disminuye su
afinidad por la proteina F-box””.

Dentro de las repeticiones WD40 existen tres residuos conservados de
argininas que hacen contacto directo con los sustratos fosforilados y que son
los puntos calientes. La mayoria de las proteinas mutantes de FBXW?7 en los
tumores presenta alteraciones en estos puntos de reconocimiento, de modo
que esta interrupcion de la union a los sustratos juega un papel esencial en la
pérdida de funcion del FBXW?7. Finalmente, FBXW?7 contiene un dominio
de dimerizacion (DD) que posibilita su dimerizacion para incrementar la
eficiencia de ubiquitinacion de los sustratos ya que permite ampliar el
namero de residuos de lisina del sustrato suceptibles de ser ubiquitinados™.

w Y B2 3 4 5 678 910N
Gen /A A/ ——} i —————H>7
Ull~-.~__ Exones 2-11
Transcritos ¥ B---=--=22 (00000000
pl---s
NLS
I g
1 oo [l F-box [ 8 x WD40 0
E NLS
Proteinas TMD

FBW7t FBW7B FBW7y

Figura 12. Organizacion del gen, de FBXW?7, ARN mensajeros y las isoformas de las proteinas.
Adaptado de M Welcker and BE Cluman, 2008
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Mecanismos de regulacion

Si bien es cierto que numerosas evidencias han desmotrado una fuerte
asociacion entre la desregulacion FBXW?7 y el proceso de tumorigénesis, en
la actualidad el conocimiento que se tiene de los mecanismos que controlan
la expresion y actividad de esta ligasa es ain muy limitado. Asi por ejemplo,
el hecho de que cada isoforma posea diferentes promotores sugiere que cada
una de ellas se regula de manera diferente™.

Por una parte, existen estudios que evidencian que el supresor tumoral p53
regula la expresion de FBXW7°°. Dado que sélo el promotor B contiene un
sitio de union concenso de p53, se ha demostrado que tras someter a las
células a radiacion ultravioleta la expresion de FBXW7B se induce de
manera p53 dependiente en respuesta al dafio del ADN’*”. Se ha
demostrado también que cuando FBXW7a se encuentra fosforilado la propil
isomerasa PIN1 interacciona directamente con éste, lo que impide su
dimerizacion y promueve su autoubiquitinacion y degradacién'®. La
sobreexpresion de PIN1 se asocia con mal pronodstico clinico en los pacientes

con cancer de mama'®’.

Ademas, se ha demostrado que si la F-box no estd asociada a ninglin
sustrato, ésta es capaz de propiciar su autoubiquitinacion a través de sus
repeticiones WD40 para su posterior degradacion'®. Asimismo, se ha
comprobado que C/EBPo inhibe de manera directa la expresion de FBXW7
durante la hipoxia. C/EBPS potencia la ruta mTOR/Akt/S6K1 lo que
promueve la traduccién de HIF-1a, necesaria para la adaptacion a la hipoxia
y la metastasis tumoral'®, a través de la inhibicion de FBXW?7 ya que tanto
mTOR como HIF-1 son sustratos de FBXW?7. Recientemente, también se ha
identificado que EBP2, proteina del antigeno nuclear Epstein-Bar actua
como un pseudosustrato que regula la localizacion nucleolar de
FBXW?7104105

Otros reguladores de FBXW?7 son los microRNAs (miRNAs) que regulan la
expresion del gen a nivel post-transcripcional. Por ejemplo, se ha
demostrado que miR-27a inhibe la expresion de FBXW7'%. Ademas se ha
visto que existe una relacion inversa entre la expresion de miR-27a y los
niveles de FBXW?7 en muestras de tejido humano. Lerner et al demostraron
que miR-27a actia como supresor de FBXW?7 durante la transicion G1/S e
inhibe también la ubiquitinacion y degradacion de Ciclina E, lo que conduce
a una progresion anormal del ciclo y provoca estrés resplicativo'"’. También
existen evidencias que desmuestran que miR-223 podria modular de manera
directa la expresion de FBXW?7 en cancer gastrico, esofigico y
leucemias'™'” y que la sobreexpresion de miR-223 reduce los niveles de
ARNm de FBXW?7 y aumenta tanto la proteina como la actividad de la

ciclina E endégena''’.
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Por otra parte, un cimulo de evidencias ha demostrado que FBXW7 se
inactiva frecuentemente por mutacion, delecion o hipermetilacion del
promotor en multiples neoplasias. Se ha encontrado que FBXW7 se inactiva
por mutaciones en diversos tipos de cancer humanos con una frecuencia de
mutacion en general de un 6%. Las mayores frecuencias de mutacion se dan
en colagiocarcinomas (35%), leucemias linfociticas T (31%) y carcinomas
de colon (9%), endometrio (9%) y estomago (6%)''". Entre las mutaciones
mas comunes se encuentras mutaciones sin sentido que afectan a tres
residuos de arginina (Arg465, Argd79 y Arg505) en el bolsillo de union al
sustrato del FBXW?7 implicadas en la interacciones con los fosfodegrones lo
que conduce a una reduccién de la afinidad de los sustratos por FBXW7°°,
Por ejemplo se ha publicado que hCdc4 estd mutado en un 17% de los
carcinomas de endometrio provocando acumulacion de Ciclina E” y que
estd mutado en un 70% en leucemia linfoblastica aguda T con consecuencias
funcionales en la via de sefalizacion de NOTCH''’. También se ha
identificacio que la deleciones del gen de FBXW7, localizadas en el
cromosoma 4q31, son frecuentes en los tumores humanos y ocurre en mas

del 30% de las neoplasias como por ejemplo en cancer de mama'"”.

Asimismo, mecanismos epigenéticos como la metilacion del ADN también
parecen influir en la regulacion de FBXW7. La metilacion del ADN consiste
en la adicién de un grupo metilo a la posicion 5' del anillo pirimidinico de las
citosinas que van seguidas de guaninas —denominados nucledtidos CpG. La
implicacion de la metilacion del ADN en la regulacion transcripcional ha
sido bastante estudiada dada su repercusion directa sobre la actividad
génica'"®. Asi, la hipermetilacion del ADN en regiones promotoras reprime
la iniciacion de la transcripcion''”®, por lo que los cambios de metilacion
pueden modular el grado en que un gen es expresado. Por ello no resulta
sorprenden que alteraciones en los patrones de metilacion, generalmente en
genes supresores de tumores (TSG), sean eventos frecuentes en cancer''°,
Recientemente se ha demostrado que el promotor de FBXW7/hCDC4-f se
encuentra inactivado por hipermetilacion en un 51% de carcinomas
primarios de mama y se asocia a prondstico favorable a pesar de su
asociacion con parametros clinicos adversos''’. Muchos de estos tumores
con mutaciones de FBXW?7 mostraron niveles elevados de Cilcina E y
desregulacion del ciclo celular’''®. Asimismo, un estudio diferente también
demostro la pérdida de expresion de FBXW?7 en una serie de carcinomas de
mama donde Ciclina E estaba aumentada y asociado con pobre pronostico' .
A pesar de estos hallazgos todavia no se ha estudiado la relacion entre la
expresion FBXW?7 con otros sustratos en carcinomas de mama.
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Funciones

Dado que FBXW7 media la ubiquitinzacion para la destruccion de un gran
nimero de onoproteinas conocidas, como ciclina E, c-Myc, Aurora kinasa A
(AURKA) y Notch-1, FBXW7 es aceptado generalmente como un tumor
supresor. Por ello tampoco es sorprendente que la funcion de FBXW7 haya
sido ligada a importantes procesos como progresion del ciclo celular,
proliferacion, apoptosis, diferenciacion o respuesta al dafio del ADN. Asi, la
inactivacion de FBXW?7 causa desregulacion de numerosos programas
celulares especificos asociados con las principales caracteristicas distintivas
del cancer.
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&

—
/\

FBXW7

M (enn ) L
m Notch S
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PROGRESION DEL CANCER

Figura 13. Representacion esquematica de las funciones de FBXW?7 y de su regulacién en
relacién con la progresién del cancer. Adaptado de Y. Cheng and G. Li, 2012'%.

En esta tesis abordaremos el estudio de la la influencia de FBXW?7 sobre los
sustratos Ciclina E, c-Myc, AURKA, PLK1 y MCLI.

6. Ciclina E

Es un componente clave en la maquinaria de ciclo celular ya que su
asociacién con CDK2 le confiere un papel critico en la transicién G1/S'".
Dada su importante funcion, tanto la cantidad como la actividad de ciclina E
estan estrictamente controladas por la degradacion dependiente del
proteasoma. Por su parte, la ciclina E contiene dos CPD: un CPD carboxilo-
temrinal y otro amino-terminal. El primer CDP posee dos sitios de
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fosforilacion: Thr380, que puede ser fosforilado tanto por CDK2 como por
GSK3, y Ser384, que es fosforilada exclusivamente por CDK2. Asi, cuando
Thr380 se encuentra fosforilado FBXW7 se une directamente a la ciclina E
y la ubiquita'*'. En cuanto a la fosforilacion de Ser384 incrementa la fuerza
del CPD y determina si la ubiquinizacion de la ciclina E se producird por la
forma monomérica o dimérica de FBXW7. Asi cuando la fosforilacion en
Ser384 estd inhibida la forma dimérica de FBXW7 es la encargada de
ubiquinizar a ciclina E, mientras que por el contrario cuando ambos sitios,
Thr380 y Ser384, se encuentran hiperfosforilados la forma monomérica de
FBXW?7 ubiquitina a ciclina E de manera eficiente'*. Si bien es cierto que el
CPD amino-terminal es menos potente, estudios in vivo han demostrado que
su sitio de fosforilacion, Thr62'* también juega un papel importante en la
regulacion de la actividad de ciclina E.

Ademas tanto FBXW7 como p53 cooperan en la regulacion de ciclina E. Asi
en ausencia de FBXW7 la via de p53 induce a p21“™' que inhibe
directamente la actividad de Ciclina E-CDK2'**,

Asimismo, un cimulo de evidencias ha relacionado la sobreexpresion de
ciclina E con inestabilidad cromosdmica y cancer'”. En este marco, el
estudio realizado por Scott KA et al. demostr6 por una parte, que esta ciclina
se encontraba sobreexpresada en algunos carcinomas de mama y por otra,
que la expresion de ciclina E y p53 correlacionaba con una menor
diferenciacion de los tumores, asi como con una mayor agresividad y
proliferacion de las células tumorales. Sin embargo, aun no se ha quedado
completamente establecido el papel prondstico de la expresion de ciclina E
en carcinoma de mama'*®. Por ejemplo en las investigaciones llevadas a cabo
por Kim et al. no se encontr6 asociacion entre sobreexpresion de ciclina E y
riesgo de recidiva locorregional en carcinomas primarios de mama'?’. En
cuanto a su relacion con receptores hormonales, varios estudios han asociado
la sobreexpresion de ciclina E con la ausencia de expresion de estos
receptores'>*, lo que sugiere que el papel de esta ciclina en la regulacion del
crecimiento del tumor podria ser hormonoindependiente.

7. ¢-Myc

Es un factor de transcripcion capaz de activar y reprimir la transcripcion un
amplio espectro de genes'*’. Entre sus funciones destacan la regulacion de la
proliferacion, la diferenciacion, y el crecimiento celular, la sintesis y la
apoptosis. Asi c-Myc promueve la progresion de la fase GO/G1 a la fase S
del ciclo celular, la salida de quiescencia y estimula la progresion celular en
G1, a través de la activacion de factores de regulacion del ciclo como ciclina
D, CDK4 o E2F1 y la inhibicion de CKIs como p21. En cuanto a su funcion
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en apoptosis, actia estabilizando la proteina proapoptotica p53, y de forma
indirecta, inhibe proteinas antiapoptoticas como Bel2'’.

Una vez activada, la proteina c-Myc tiene una vida media muy corta, por lo
que la regulacion de su degradacion es de vital importancia. Numerosos
estudios demuestran que c-Myc es ubiquitinada y degradada via proteasoma. La
fosforilacion de la Ser62 por quinasas especificas estabiliza y activa a c-
Myc, mientras que la posterior fosforilacion de la Thr58 favorece su
ubiquitizacion y posterior degradacion™'. El complejo SCF™™*% reconoce a
¢-MYC fosforilado en Thr58 por GSK3'*? y controla la estabilidad de c-
MYC en la fase G1 del ciclo celular. En muchos tumores se han encontrado
una cantidad elevada de la proteina c-Myc, como resultado de la
amplificacion del gen o de mutaciones que afectan a la estabilidad de la

;129
proteina .

8. AURKA

Pertenece a una familia de serina/treonina quinasas y su funciéon esta
relacionada con la regulacion de la segregacion de cromosomas y
citocinesis'?’. AURKA se localiza en los centrosomas desde el momento de
la duplicacion de los mismos hasta la salida de mitosis'>*. La activacion de
esta quinasa tiene lugar por autofosforilacion a través de su interaccion con
TPX2"?>. Varias publicaciones han reportado que la degradacion de AURKA
se produce en la mitosis tardia y entrada en G1 via proteasoma mediada por
APC/C®™ o SCF. En este sentido, ciertos estudios han demostrado que
FBXW7 se une fisicamente a AURKA vy facilita su ubiquitinacion'®. A
pesar de que algunas investigaciones han mostrado que la deplecion de
FBXW?7 resulta en un incremento de la expresion de AURKA”, el
mecanismo por el que FBXW7 controla el nivel de AURKA no se conoce
completamente del todo.

Asimismo, un gran numero de datos muestran que la sobreexpresion de
AURKA conduce a la amplificacion de los centrosomas, inestabilidad
cromosémica y transformacién oncogénica'®’. De hecho, esta quinasa se
encuentra frecuentemente amplificada en una variedad de carcinomas
humanos, entre los que se encuentran cancer de mama, colorectal, pancreas y
vejiga®®?’. Ademas la sobreexpresion de AURKA en tumores se ha
relacionado con la enfermedad clinicamente agresiva'* y en modelos de
ratones transgénicos ha resultados en el desarrollo de tumores en la glandula

- 141
mamaria .

9. PLK1

PLKI1 es uno de los cinco miembros de la familia de las quinasas Polo
(PLK1-5). La serina/treoninas quinasa PLKI1 tiene un papel clave en la
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ey, , . 142 , . .
division de las células eucariotas ", de hecho estd implicada en numerosos
eventos como la entrada y salida de mitosis, la dindmica de los microtubulos

e . . . 143
y de los cromosomas y el inicio de la citocinesis .

La expresion de PLK1 durante el ciclo celular alcanza su maximo nivel
durante las fases G2 y M. Tras la mitosis, y a lo largo de la fase G1, llega a
niveles indetectables, y durante la fase S, comienza a acumularse de nuevo.
Asi, durante metafase PLKI1 es reclutada por numerosas proteinas como
BubR1'** y posteriomente es degradada durante la anafase tardia por el
APC/CCDH1/proteasoma, para controlar apropiadamente la salida de
mitosis y la citocinesis'*. De igual modo, el APC/C"! esta implicado en la
degradacion de PLK1 tras dafios en el ADN durante la fase G2'*.
Recientemente, el grupo del Dr. Francisco Romero, con el que colaboramos,
identifico  que PLK1 se ubiquitiniza 'y degrada via
SCF/FBXW7a/proteasoma para rmodular el punto de control de fase S. Este
evento impide la formacion de los complejos de pre-replicacion (pre- RC), lo
que reduce la proliferacion celular'®’. En esta investigacion han identificado
dos posibles motivos posibles de reconocimiento para la ligasa
SCFFBXW7a (CPDs). Ademas se ha descrito que las ligasas de ubiquitina
SCFFBXW7a y SCFBTrCP pueden regular la estabilidad de un mismo
sustrato, tanto cooperando como interfiendo en la degradacion del mismo'*®.
Su papel como oncogen se ha identificado en numerosos estudios. La
sobreexpresion de PLK1 se ha encontrado en en una gran variedad de cancer
como gliomas'®’, tiroides'*’, prostata™ o mama'’' entre otros y se ha
asocia(lisg con peor prognostico en cancer en neuroblastomas y céncer de
ovario °7 7.

10. MCL1

MCL1 es una proteina antiapoptotica miembro de la familia BCI2 que
previene la activacién de las proteinas pro-apoptoticas BAX y BAK'™.
Estudios previos en nuestro grupo han demostrado la importancia de las
interacciones Bcl-xL/Bak en la respuesta a paclitaxel en células de cancer de
mama’®. Ademas también hemos observado que los niveles de MCL1 son
determinantes para que paclitaxel promueva la apoptosis en células de cancer
de prostata tras inducir una parada en mitosis' . Por ende, la estabilidad de
esta proteina es un factor clave que gobierna la supervivencia de la célula en
mitosis. En este sentido, dos complejos de ubiquina ligasas facilitan de
manera simultdnea la degradacion de esta proteina. Por un lado, la
fosforilacion de MCL1 en Thr92 por el complejo ciclina B1-CDKI
promueve su ubiquitinzacion por APC/Cdc20 y posterior degradacion por el
proteasoma. Por otro lado, la fosforilacion de MCL1 en Ser121/Glul25 y
Ser159/Thr163 por GSK3 induce su degradacion via
SCFFBXW7/proteasoma’®. Recientemente, varios estudios han demostrado
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que esta interaccion MCLI1-FBXW7 parece estar implicada en la
sensibilidad a los agentes antimitoticos'>*'*’. Ademas, se que ha descrito que
en cancer de ovario y lineas celulares T-ALL MCL1 juega también un papel
fundamental en la adquisicion de resistencia a agentes como bortezomib, un
inhibidor del proteasoma, ya que se ha demostrado que niveles elevados de
MCL1 correlacionan con baja respuesta en el tratamiento clinico
antitumoral>*'*’. Nuestro grupo también ha publicado recientemente que los
carcinomas de prostata mas agresivos presentan niveles elevados de esta
proteina'®. Todas estas evidencias muestran a MCL1 como una posible
diana terapéutica que podria sensibilizar al tratamiento con taxanos. Por este
motivo, en esta tesis trataremos de comprobar si la inhibicion de MCL1
permite revertir la resistencia a paclitaxel en células de cancer de mama.
Para ello, utilizaremos Obatoclax (GX15-070), un inhibidor especifico del
dominio BH3 de MCLI.

Obatoclax

Obatoclax mesilato, también conocido como GX15-070 se describe como
una molécula BH3 mimética. Varios estudios han demostrado que en la
membrana mitocondrial obatoclax se une a las proteinas de la familia Bcl-2,
provocando la ruptura de las interacciones MCL1/BAK, lo que promueve la
liberando a BAK, la permeabilizacion de la membrana mitocondrial y la
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posterior liberacion del citocromo C induccion de muerte celular .

Ya desde 2006, ensayos clinicos en fase I/II habia probado la efectividad de
obatoclax como agente individual o en combinacidon con otros fArmaco en el
tratamiento de leucemias, mieloma multiple, linfoma y tumores sélidos
dando resultados altamente prometedores'®>'®. Este farmaco también ha
mostrado efectividad como agente individual en células de cancer de pulmén
NSCLC o en combinacion con ciplatino en tratamiento de cancer de pulmon
en estadio avanzado'®*'®. Desde 2007, obatoclax, en combinacidén con
docetaxel, topotecan o bortezomib, estd siendo evaluado como inhibidor
pan-BCL2 para el desarrollo de nuevas opciones de tratamiento en
melanomas'®®. Ademas, ha demostrado efectos antiproliferativos en células
de cancer de mama MCF7, MCF18 y MTR-13 en cominacion con lapatinib
y GW2974 (inhibidores de EGFR/HER2)'®’, asi como con ARA C en células
de leucemia mieloide agua (AML) y en cultivos primarios'®'. En 2011,
Cephalon presento los resultados clinicos en fase II, los cuales mostraron una
reduccion de los tumores solidos en pacientes de cancer de pulmén SCLC
tras el tratamiento con obatoclax en combinacidon con bortezomib,
carboplatin y etoposide. Estas terapias combinadas fueron bien toleradas, por

lo que obatoclax se encuentra en la actualidad en ensayos de fase ITI'*®,
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A la vista de los resultados de todos estos ensayos y dado el importante papel
de MCL1 en la respuesta a paclitaxel cabria preguntarse si la combinacion
con obatoclax podria aumentar la sensilidad a paclitaxel. Por este motivo
hemos estudiado si esta estrategia terapéutica podria ser util para revertir la
resistencia a paclitaxel.

11. Transicion epitelio-mesénquima (EMT)

Dada la gran heterogenicidad del cancer de mama y del microambiente
tumoral per sé cada vez es mas necesario estudiar los diversos mecanismos
que llevan al desarrollo y a la progresion del cancer. Ademas, como
comentdbamos anteriormente los tumores de mama possen una alta
capacidad para producir metéastasis en ganglios linfaticos regionales y
diseminarse a distancia.

En la ultima década, un cimulo de evidencias ha mostrado que las células de
tumores epiteliales pueden experimentar un cambio drastico que las
convierte en células mesenquimales migratorias. Ahora, algunos
investigadores creen que a esta conversion, conocida como transicion
epitelio mesenquimal, o EMT, se le puede atribuir la salida de células de
tumores epiteliales de su residencia primaria en la mama, para diseminarse
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hacia el higado, los pulmones o la médula 6sea ™.

La EMT es en resumidas cuentas, un proceso por el cual las células
epiteliales se transforman en células mesenquimales, lo que les permite
migrar a través de la matriz extracelular'”’. Aunque este proceso se puede
activar durante el desarrollo tumoral'”"'’?, también es esencial durante la
embriogénesis'®. Asi pues, se han descrito tres tipos de EMT: tipo 1, que
ocurre durante las etapas iniciales del desarrollo; tipo 2, asociada con
procesos de cicatrizacion y regeneracion tisular; y tipo 3, que se asocia a la
progresion del cancer y donde tras la invasion, las células tumorales pueden
volver a recuperar su morfologia epiteliar (MET) para proliferar y desarrollar

tumores en sitios distantes'””.

Durante el proceso de EMT, las células epiteliales pierden sus caracteristicas
y adquieren propiedades mesenquimales como por ejemplo pérdida de
adhesion celular, aumento en movilidad e invasividad, resistencia a
apoptosis, y cambios morfolégicos. De igual modo, este complejo proceso
involucra diversos factores de transcripcion, proteinas de célula-superficie,
proteinas del citoesqueleto y componentes de la matrix extracelulat (ECM).
Ademas, numerosas vias de sefalizacion entre las que se incluyen Wnt/p-
catenina, TGF-, Hedgehog y las vias de las integrinas tiene un papel crucial
en la induccion de EMT'7>7>17¢.
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Fenotipo intermedio como FENOTIPO MESENQUIMAL
FENOTIPO EPITELIAL células de transicién
ARCRANE NI (AMRAVY pOti] il -1
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E-cadherina  Laminina-1 Vimentina Slug
Sindecano-1 a1 (IV)colageno N-cadherina  B-catenina
Citoqueratina Pérdida progresiva de marcadores epiteliales Fibronectina ~ Twist
y adquisicion de marcadores mesenquimales Snail Sindecano-2

Figura 14. Representacion esquematica de la transcion epitelio-mesénquima (EMT). Adaptado de
kalluri y Weinberg, 2009'7°.

Entre los marcadores mesenquimales el incremento en la en la expresion de
vimentina se utiliza con frecuencia como marcador de EMT en céancer y se
asocia con el fenotipo migratorio'’’. Se ha publicado que la expresion de
vimentina causa reorganizacion citoesquelética asociada a peor prondstico y
con tendencia al desarrollo de metastasis en cancer de mama.

Por su parte, la adhesion celular y la polaridad del epitelio dependen de la
formacion de uniones celulares adherentes, en las que la E-cadherina es un
determinante clave que proporciona la estructura fisica tanto para las uniones
célula-célula como para el reclutamiento de complejos de sefializacion'”.
Asi pues, la pérdida de la funcién de E-cadherina es uno de los primeros
pasos en la induccion de la EMT' '™ En la actualidad, la caracterizacion de
la regulacién de E-cadherina durante el proceso de la EMT ha supuesto un
avance importante en el conocimiento de los mecanismos moleculares que
estan envueltos en la pérdida de la adhesion celular y en la adquisicion de
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propiedades migratorias durante la progresion de los carcinomas .

En las células normales o no invasivas E-cadherina y B-catenina interactiian
en las uniones adherentes y estrechas para mantener el fenotipo epitelial.
Durante el proceso de EMT la via Wnt/B-catenina tiene también un papel
importante ya que en la pérdida de adhesion celular, E-cadherina es
endoctosada y [-catenina puesta en libertad. Este evento favorece la
translocacion de B-catenina desde la membrana celular hasta el citoplasma
donde se ubiquitina y degrada, o hasta el nlcleo donde puede activar
programas transcripcionales que determinan la movilidad mesenquimal y un
fenotipo invasivo''>'*. En concreto, la B-catenina nuclear es un co-activador
transcripcional con TCF/LEF-1, que controla la transcripcion de SNAIL1
entre otros marcadores asociados con EMT'"’. Recientemente se ha
demostrado que LEF-1 act@ia junto con [-catenina para promover la
supervivencia celular y la proliferacion durante el desarrollo de la glandula
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mamaria y €n cancer de mama ™.

Entre los factores transcripcionales implicados, los miembros de la familia
Snail (Snail, Slug y Twist) son considerados reguladores claves de este
proceso'™. Recientemente se ha demostrado que de SNAI2 (Slug) se
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encuentra sobreexpresado en las células MCF7 resistentes a paclitaxel ™, y
ademas previamente ya se habia asociado la expresion de estos genes a
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resistencia a doxorubicina .

Ademas de la via Wnt, el factor de crecimiento tumoral TGF- (TGF-f1,
TGF-B2 y TGF-B3) también regula el proceso de TEM a través de diferentes
mecanismos'">!'"*7>17® Por un lado, la familia de ligandos del TGF-P se une
normalmente al receptor TGF-B2, que recluta y fosforila al receptor TGF-f1.
Este ultimo fosforila a su vez a los receptores Smad (R-Smad) lo que permite
que se puedan unir a la proteina coSMAD. Los complejos R-
SMAD/coSMAD se acumulan en el nucleo celular donde actuan como
factores de transcripcidon y participan en el control de expresion de
determinados genes mesenquimales y la represion de genes epiteliales'*®. Por
otro lado, la sefalizacion TGF-B activa a la quinasa de uniéon a integrina
(ILK) que fosforila a GSK3p y a AKT (proteina kinasa serina/treonina) con
la consiguiente traslocacion nuclear de P-catenina y la activacion de
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diferentes factores de transcripcion involucrados en EMT ™.

Asimismo, el potencial invasivo y metastasico de las células cancerosas esta
modulado por una serie de ligandos extracelulares provenientes desde la
EMC y que ademads, pueden controlan la proliferacion celular, la dindmica
del citoesqueleto, la apoptosis y la expresion génica. Muchas de estas
acciones son mediadas por un conjunto de moléculas denominadas
moléculas de adhesion celular (MAC). Estas son proteinas de membrana que
actiian como un enlace entre el exterior y el interior de la célula. Dentro de
las MAC podemos encontrar cinco familias: cadherinas, proteoglicanos,
inmunoglobulinas, integrinas y selectinas'®’. A continuaciéon decribiremos
brevemente algunas de estas moléculas que son importanes en nuestro
estudio.

SPOCKI1 (del inglés SPARC/osteonectin, cwcv, and kazal-like domain
proteoglyan 1)

También conocido como Testican-1 se identificé por primera vez en plasma
seminal humano como un gen que codifica el nucleo de glicoproteinas de
proteoglicano condroitin/heparan sulfato'™. Spcokl pertenece a la familia
SPARC'™ por lo que comparte una estructura similar a otros miembros
como por ejemplo SPARC (osteonectina) y juega un papel crucial en la
proliferacion celular, la adhesion célula-célula y migracion'™.

Aunque inicialmente se consider6 que SPOCKI podria contribuir al
enriquecimiento en proteoglicanos de la matriz extracelular en el cerebro y
desempefiar un papel importante en la neurogénesis, los estudios mas
recientes lo describen como un novedosos oncogen que podria estar
involucrado en el desarrollo y progresion del cancer'®. Ademas se le atriuye
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un papel crucial en la supervivencia y proliferacion de células tumorales de
188,191
cerebro 7.

Sindecano 2 (SDC 2)

Los sindecanos son proteinas transmembrana que pertenen a la familia de
proteoglicanos, y funcionan como receptores de superficie en la regulacion
de transduccion de sefiales, adhesion celular, migracion y organizacion del
citoesqueleto'”. De acuerdo a sus secuencias aminoacidicas los sindecanos
se dividen en dos subfamiliar, una formada por los sindecanos -1 y -3 y otra
por los sindecanos -2 y -4. La mayoria de las células expresa combinaciones
distintas de los cuatro sindecanos a medida que se diferencian. Asi, el
sindecano-1 se expresa tipicamente en células epiteliales, el sindecano-3 en
células neuronales'”, el sindecano-2 se encuentra principalmente en células
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mesenquimales, y el sindecano-4 es ubicuo .

Diversos estudios han descrito que en células de cancer de colon el
sindecano-2 media la adhesion y proliferacion y su expresion induce un

fenotipo migratorio'”’.

Integrinas

Constituyen una familia de moléculas de adhesion transmembrana que
participan en las interacciones entre las células y la matriz extracelular, lo
que les confiere un papel crucial en la adhesion celular y la migracion. Estan
compuestas por subunidades o y B, que ademds de unir diversos cationes
divalentes, interactuian entre si de manera no covalente para formar
heterodimeros. Existen 18 unidades oy 8 B que se combinan para dar lugar a
24 integrinas diferentes. A pesar de que el tipo de ligando que se une a la
integrina viene dado por el tipo de subunidades o y 3, muchas integrinas se
unen a mas de un ligando y algunos de estos ligando se unen a mas de una
integrina, usando el mismo o distinto sitio de reconocimiento'”®. Entre los
multiples ligandos se encuentran proteinas de matriz extracelular como
fibronectina, vitronectina, colageno, laminina o fibrindgeno'®’. La union de
estas moléculas a las integrinas induce numerosas cascadas de sefalizacion
que controlan la polaridad celular, motilidad, supervivencia, proliferacion y
diferenciacion.

Los anélisis funcionales y estructurales de las integrinas han permitido
identificar secuencias de reconocimiento de ligando como por ejemplo la
secuencia RGD (tripéptido formado por Arg-Gly-Asp), que aunque
originariamente se identificé como el motivo de unién de la fibronectina, en
la actualidad se ha desmostrado que es una secuencia de reconocimiento
comun en numerosos ligandos'*®. De hecho, las integrinas que reconocen
ligandos que contienen domino RGD han recibido mayor atencidon ya que se
ha demostrado su expresion en células tumorales y varios tipos de tumores
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solidos. Ademas su contribuciéon al crecimiento tumoral, diseminacion
metastésica, diferenciacion de células endoteliales y en la angiogénesis ha
sido ampliamente estudiada. Por ejemplo, se ha demostrado que células
tumorales de cancer de mama expresan integrinas Bl y B3 que estan
involucradas en la adhesion de varias moléculas de matriz extracelular’’. En
concreto la integrina aVP3 parece tener un papel crucial en la metastasis

, 198
cerebral en cancer de mama .

En la actualidad, entre los agentes desarrollados para la inhibicion de la
activacion de las integrinas se encuentra Cilengitide (EMD 121974), un
pentapéptido ciclico que se basa en la secuencia RGD une e inhibe la
interaccién de los ligandos a las integrinas avp3 y avp5'”’. Actualmente
cilengitide se encuentra en fase clinica III para el tratamiento de
glioblastomas donde parece actuar inhibiendo la angiogénesis y la invasion y
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proliferacion y en fase Il para el tratamiento de otros tumores™ .

Se sabe ademas que la molecula de adhesion EDIL3 es un ligando de de las
integrinas avB3 y avB5 y componente de la ECM®”. En esta tesis
estudiaremos el potencial papel de EDIL3 en la resitencia a taxanos y su
relacion en el fenomeno TEM, por ello describiremos a continuacion algunas
de sus caracteristicas.

12. EDIL3

EDIL 3 (del ingles EGF like repeats and discoidin domains 3) también
conocido como DEL-1 (del inglés developmental locus endotelial-1) es una
proteina de matrix extracelular que se aislo e identificd, por primera vez, en
1998 de pulmones de embriones de raton. Esta glicoproteina se compone de
cinco dominios: tres repeticiones parecidas al factor de crecimiento
epidérmico (EGF) llamados E1, E2 y E3 y dos dominios discontinuo /-/ike
(C1, C2). El segundo dominio EGF contiene un motivo RGD que permite su
interaccion con integrinas. Parece que el C-terminal del dominio C1 es
esencial en la disposicion de EDIL3 en la matriz extracelular, mientras que
tanto los dominios E como el N-terminal del domino C1 sirven de apoyo en
esta estructura®”*>*",

E1 E2 E3 C1 c2

Arg-Gly-Asp

Figura 15. Esquema de la estructura de de la glicoproteina EDIL3. Se muestran tres repeticiones
EGF-like (E1, E2 y E3) y dos dominios discontinuos I-like (C1 y C2). La segunda repeticion EGF
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contiene un dominio RGD (Arg-Gly-Asp) que permite la interaccion con la integrina avf3. Adaptado
de Calvisi DF et al., 2016*”

Multiples evidencias han demostrado que la expresion de EDIL3 es variable
en los diferentes tejidos, concretamente en humanos adultos se expresa en
cerebro, corazon, intestino delgado y rifion’”. También se han publicado
algunos estudios relacionados con la funcién de esta proteina en cancer
aunque pocos relacionados con cancer de mama. Por ejemplo se ha
demostrado que EDIL3 se expresa en lineas celulares tumorales y en
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multiples tumores primarios como en pulmén®”’, vejiga®™, pancreas™,

higado®'®, mama®'', cancer de colon y melanomas®”. Ademés los niveles de
EDIL3 se han asociado con peor prondstico y progresion de cancer de
pulmén®’, cancer de vegija®® y adenocarcinoma pancreatico ductal*'".
Recientemente EDIL3 ha sido identificado como un novedoso biomarcador
aislado de plasma de pacientes de vesiculas extracelulares en la deteccion

del cancer de mama en estadios iniciales®'*!2,

Funciones

Una de las primeras funciones que se atribuyeron a EDIL3 es su papel en la
morfogénesis vascular ya que es secretado por células embridnicas
endoteliales y condrocitos hipertroficos”™**". Por ello, se considera un
potente factor pro-angiogéncio, que contribuye de manera significativa a la
remodelacién y desarrollo de la pared vascular durante la angiogenesis®*.
Ademas, juega un papel importante en la respuesta inmune e inflamatoria,
concretamente actiia como un factor anti-adhesivo que interfiere con la

integrina LFA-1 y previene la adhesion de leucocitos al endotelio®".

Entre sus funciones también destaca su papel como mediador de la adhesion
de las células endoteliales y de la migracion®™, principalmente a través de su
interaccion con la integrina avP3. Los datos sugieren que EDIL3 se secreta a
través de la cara abluminal de las células endoteliales y se deposita en la
matrix extracelular™. Este hecho permite que se comporte como un ligando
soluble que debe interaccionar con los receptores de las integrinas para que
tenga lugar la sefalizacion hasta las células endoteliales. A modo de
resumen, EDIL3 se une a la integrina por su dominio RGD y previene la
apoptosis en las células endoteliales, lo que favorece la vascularizacion del
tumor y potencia la proliferacion de las células cancerosas y la invasion. Este
efecto es mediado especialmente a través de la comunicacion cruzada con la
sefializacion FAK/ERK y AKT?'°. La interaccion del dominio RGD con la
integrina avP3 induce la fosforilacion de diferentes moléculas involucradas
en la sefializacion celular como p125FAK y MAP kinasas”’. En este sentido
se ha identificado a EDIL3 como un novedoso regulador de la EMT en
células de hepatocarcinoma. Ademas receintemente se ha demostrado que la
sobreexpresion de EDIL3, regulada por la bajada de expresion de miR-137
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desencadena la activacion de ERK y TGF-f a través de la interaccion con la
integrina avp3>”.
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Figura 16. Funciones de EDIL3. La interaccion de proteinas ECM, EDIL3 y la proteina LAP del
complejo TGF-B inmaduro con la integrina avp3 da lugar a la activacion de las vias de sefializacion
TGF-B, RAS/ERK, PI3K/AKT yRho/GTPasas. Estos eventos producen el aumento de reglacion de
marcadores mesenquimales, la disminucion de marcadores epiteliales y el aumento de regulacion de
integrinas con el consiguiente descenso de la muerte celular y la adquisicion de cambios morfologicos
y moleculare de stemness y EMT. LAP péptido de latencia activado, LTBP proteina 1 de unién al

factor de crecimiento transformante B latente, MMP metaloproteasa. Adaptado de Calvisi DF et al.,
20167
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Hipotesis y objetivos

HIPOTESIS

La hipdtesis general de esta investigacion doctoral es que el andlisis de
mecanismos de resistencia a taxanos permitira el desarrollo y el uso efectivo
de los agentes quimioterapicos que evitaran la resistencia y la consiguiente
recurrencia y metastasis del cancer de mama. Esta expectativa global se va a
concretar en las tres hipdtesis especificas siguientes:

A.

La degradacion de proteinas por el sistema ubiquitina de proteasoma
es el principal mecanismo de regulacién de la progresion del ciclo
celular. La falta de regulacion en su expresion o mutaciones en los
componentes de este sistema proteolitico, o en sus sustratos, podrian
influir en el proceso de tumorigénesis y convertirse en dianas
potenciales para terapias antitumorales. En concreto, se propone que
SCF™*V7 podria estar implicado en el mantenimiento del control de
mitosis e induccién de apoptosis tras tratamiento con paclitaxel a
través del control de la degradacion de algunos de sus sustrtos.

MCLI1 tiene un papel importan en la muerte apoptotica durante la
mitosis por lo que planteamos que el tratamiento con inhibidores de
MCLI1 podria ser efectivo como estrategia terapéutica que favorezca
la sensibilizacion a paclitaxel.

Determinados genes juegan un papel importante en la progresion del
cancer de mama en humanos y su expresion estd asociada con la
enfermedad agresiva y, por lo tanto, pueden ser una diana novedosa y
efectiva en el tratamiento del cincer de mama. Concretamente, se
propone que cambios en la expresion de determinados genes como
EDIL3 podrian estar implicado en la posible activacion del proceso
de transicion-epitelio mesénquima (EMT) como un mecanismo
generado en la resistencia a taxanos.
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OBJETIVOS

Atendiendo a las consideraciones anteriores los objetivos de este estudio son
los siguientes:

1.

2.

Estudiar la expresion y el papel funcional de FBXW?7 y sus sustratos
en células de tumorales de mama sensibles y resistentes a paclitaxel.

Analizar la expresion de FBXW7 y algunos sustratos importantes en
varias colecciones de muestras clinicas de pacientes con cancer de
mama para establecer correlaciones con la progresion tumoral,
evolucion clinica y respuesta al tratamiento con paclitaxel.

Ensayar el firmaco obatoclax, dirigido a la familia de proteinas
antiapoptdticas Bcl-2, como posible agente sensibilizador de
resistencia adquirida tras la administracion de paclitaxel.

Ahondar en los mecanismos de resistencia que adquieren las células
tumorales ante tratamientos prolongados con paclitaxel mediante el
andlisis de la expresion génica diferencial entre células sensibles o
resistentes a paclitaxel y su vinculo con la respuesta a taxanos en el
cancer de mama.

Analizar la expresion de EDIL3 en células de cancer de mama y
estudiar el papel de EDIL3 sobre la EMT en relacion al tratamiento
con taxanos.

Buscar nuevas estrategias terapéuticas que permitan la
sensibilizacion a paclitaxel en células tumorales de mama.
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Materiales y métodos

Cultivo de lineas celulares

Las lineas celulares de cancer de mama MCF7, T47D, MDA-MB-231,
MDA-MB-468, SKBR3 y BT-474 se obtuvieron de la coleccion de células
de Interlab Cell Line Collection (Génova, Italia). Todas las lineas se
cultivaron de manera rutinaria en RPMI 1640 (Lonza) suplementado con
10% de suero fetal bovino (FBS) (Biochrome, Millipore), 50U/mL de
penicilina y 50 pg/mL (Sigma), 10 mmol/L de tampon HEPES (acido 4-(2-
hidroxil) 1-piperizine-etanosulfonico) (Gibco) y 1mM de glutamina (Gibco),
en un incubador humificado a 37°C y 5% de COa.

Generacion de la linea resistente MDA-MB-468R

Las células MDA-MB-468 se cultivaron adicionando al medio de cultivo
paclitaxel a una concentracion de 4nM durante 2 meses. A continuacion, se
seleccionaron aquellos clones que se mantuvieron viables y se redujo la
concentracion de paclitaxel a la mitad para mantener las células en estas
condiciones durante un mes. Posteriormente, se redujo la concentracion de
paclitaxel a InM y se continu6 con el cultivo de las células durante 30 dias.
Finalmente, las células viables se cultivaron sin adicion de paclitaxel durante
un mes mas. A la linea resistente generada se le denominé MDA-MB-468R.

Tripsinizacion

Los cultivos se mantuvieron en subconfluencia mediante la dilucion
periddica por tripsinizacion. Para ello, las células, todas adherentes, se
lavaron con tampon fosfato salino (PBS; Sigma) y a continuacion se afiadio
una solucién estéril de tripsina-acido etilendiaminotetraacético (EDTA) al
0.05% (Lonza). Posteriormente, se incubaron a 37°C durante el tiempo
minimo necesario para despegar las células, que vario en funcion de la linea
celular. A continuacion, la reaccion de tripsina se neutralizé afiadiendo un
volumen de medio suplementado cuatro veces superior al del volumen de
tripsina adicionado. Finalmente, la células se centrifugaron 5 minutos a 1800
rpm, se resuspendieron en medio de cultivo suplementado y se sembraron de
nuevo en frascos de cultivo.

Congelacion y descongelaciéon de células

El medio de los cultivos celulares subconfluentes se cambidé por nuevo
RPMI suplementado entre 4-6 horas antes de la congelacion de las células.
Transcurrido ese tiempo, las células se tripsinizaron y se resuspendieron en
1.5 mL de medio de congelacién para obtener 5x10° células/criotubo. Los
criotubos se mantuvieron 45 minutos a 4°C, a continuacion 24 horas a -80°C
y, finalmente, se guardaron en una atmésfera de nitrogeno liquido.

73



Materiales y métodos

Las células se descongelaron mediante las traslado de los criotubos desde
nitrogeno liquido hasta un bafio a 37°C en agitacion hasta practicamente la
descongelacion total de las células. A continuacion, se resuspendieron en
medio de cultivo suplementado, se sembraron en frascos de cultivo y
finalmente, se incubaron a 37°C y a 5% de CO,.

Tratamiento con farmacos
Las soluciones de todos los farmacos se prepararon a 10 mM en
dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma), se alicuotaron y se conservaron a -20°C.

Para los experimentos de citometria celular o analisis de proteinas mediante
Western blot fue necesario tratar los cultivos celulares con los farmacos
mostrados en la tabla 5.

Tabla 4. Farmacos utilizado para los ensayos de ciclo celular y Western blot .

Casa Concentracion usadaen las
Farmaco Uso
Comercial lineas celulares
MDA-MB-468 0.025uM
Estabilizador de MDA-MB-468R 0.025uM
microtubulos MCF7 0.025uM

MDA-M-231 1uM

Paclitaxel Calbiochem

Inhibidor
Selleck B
Obatoclax ) familia Bcl-2 MDA-MB-231 1uM
Chemicals
(MCL1)
Selleck Inhibidor de 1 uM
Cilengitide MDA-MB-231

Chemicals  integrina

Se detallan los farmacos, la casa comercial, el uso clinico y la concentracion utilizada en cada una de
las lineas celulares para los ensayos de ciclo celular y Western blot .

Las células se sembraron en subconfluencia y se incubaron durante 24 h para
permitir su adhesion. A continuacion, se anadio 0.1%v/v de DMSO a las
células usadas como control y los diferentes fairmacos o combinaciones
indicadas en cada caso. Para los tratamientos secuenciales se adiciono el
primer farmaco y transcurridas 8 h se afiadid el segundo tratamiento hasta
completar el tiempo final de 24 6 48 h.

Para los ensayos de viabilidad celular se utilizd paclitaxel, obatoclax y
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cilengitide en un rango de concentraciones de 1x10 hasta 100 uM en las
lineas celulares donde se estudiaron.
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Ensayos de citotoxicidad

Se plaquearon 6x10° células/pocillos para las lineas MDA-MB-468 Y MDA-
MB468R y 1x10* células/pocillos para la linea celular MDA-MB-231, en
crecimiento exponencial, en placas de 96 pocillos (Nunc). La cantidad
celular optima se calculd previamente mediante curvas de dilucion de las
diferentes lineas celulares. Tras la adhesion celular (crecimiento de 24 h), se
adicion6 medio que contenia diferentes concentraciones de farmacos y sus
combinaciones en pocillos por triplicados. Se realizaron diluciones seriadas
para poder abarcar el rango de dosis apropiado para el analisis. Las células se
expusieron al farmaco durante 72 h y el ensayo de viabilidad se realizo
usando alamarBlue Cell Viability Assay Reagent (Thermo Scientific) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. El reactivo AlamarBlue se
adicion al 10% del volumen del pocillo y se incubd a 37°C durante 4 h. A
continuacion, se midio la fluorescencia con FLx800 Microplate Fluorescence
Reader (Bio-Tek) a una longitud de onda de excitacion de 545 nm y una
longitud de onda de emisioén de 590 nm.

Los datos se normalizaron con el tratamiento vehiculo DMSO y la
concentracion inhibitoria media IC50 se calcul6 usando Prism 4.0 sofware
(GraphPad) y OriginProS8.

ARN de interferencia (siRNA)

Para los ensayos de silenciamiento génico transitorios se utilizaron pools
validados de FBXW7a-, MCL1-, PLK1-, EDIL3- siRNA y siRNA control
negativo obtenidos de GE Dharmacon (ON-TARGETplus SMART pools L-
004264, L-004501, L-003290, L-017593 y D-001810). Las transfecciones se
llevaron a cabo usando el reactivo DharmaFECT 2 (GE Dharmacon) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Todos los siRNA se usaron a 50
nM. Las células se sometieron a los diferentes tratamientos tras 24 h de
silenciamiento.

Plasmidos utilizados

Los plasmidos pCMVHA y pCMVHA-FBXW?7 fueron cedidos por el Dr.
Francisco Romero (Departamento de Microbiologia, Facultad de Biologia,
Universidad de Sevilla, Espafia). La construccion del plasmido pCMHVA-
FBXW7 queda descrita en la tesis docotral del Dr. Servando Giraldez y en el

articulo publicado por el mismo autor'*’.

Las transfecciones transitorias se llevaron a cabo usando el reactivo
FuGENE (Promega) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las
células se trataron con DMSO o paclitaxel 24 h después de la transfeccion.
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Analisis de proteinas mediante Western blot

Tras someter a las células a diferentes tratamientos, éstas se tripsinizaron y
se centrifugaron durante 10 minutos a 3000 rpm. A continuacion, se retir6 el
sobrenadante y el boton celular se resuspendi6é en 1 mL de PBS. De nuevo,
la células se centrifugaron durante 10 minutos a 3000 rpm, se volvid a
retirar el sobrenadante y se homogenizaron en tampoén de lisis NonidetP-40
(NP-40) e inhibidores de proteasas (Sigma) y fosfatasas (Roche) pipeteando
varias veces y manteniendo en rotacion durante lh a 4°C. Posteriormente, se
centrifugaron 30 minutos a 12000 rpm a 4°C. La concentracion de proteinas
de los lisados se cuantifico mediante ensayo colorimétrico usando el método
BCA (BCA Protein Assay Kit, Pierce) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La medida de la absorbancia se realiz6 en el espectofotometro
Pharmacia—Lkb Ultrospec III y los valores obtenidos se analizaron con el
programa informatico Prism 4.0 sofware (GraphPad).

La desnaturalizacién de las proteinas se realizd0 mediante la adicion de
tampon de carga Laemmli 1X y posterior calentamiento de las muestras a
98°C durante 5 minutos. Para la separacion de las proteinas se emplearon
entre 10-20 pg de las mismas que, junto a varios patrones de pesos
moleculares (BioRad o Amersham), se separaron mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) al 8%. La migracion se realiz6 a
110 mV, y se utilizO  tampdén Tris-glicina 1X como electrolito.
Seguidamente, se realizd la electro-transferencia de las proteinas a
membranas de nitrocelulosa (Amersham™ Hybond™-ECL, GE Healthcare)
usando tampén de transferencia y aplicando un voltaje constante de 100 V
durante 90-120 minutos en cubetas de BioRad. Con el fin de visualizar si la
carga de las proteinas era comparable, las membranas se incubaron con
solucién rojo Ponceau S 1X durante 5 minutos en agitacion y posteriormente
se lavaron con agua.

Para la inmunodeteccion, las membranas se mantuvieron en agitacion suave
con tampon de bloqueo 1X (Blocking Reagent, Roche) durante una hora a
temperatura ambiente que permitid bloquear los sitios de union
inespecificos. A continuacion, se incubaron a 4°C durante toda la noche con
el anticuerpo primario especifico preparado a la dilucion apropiada en el
tampon de bloqueo. Posteriormente, las membranas se sometieron a dos
lavados de 15 minutos a temperatura ambiente y en agitacion suave con
tampon tris salino (TBS)-Tween 20. Seguidamente, se incubaron con el
correspondiente anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa, cabra anti-
ratoén o cabra anti-conejo (ECL™ anti-mouse IgG o ECL™ anti-rabbit IgG,
GE Healthcare) diluidos en tampo6n de bloqueo (1:20000) durante una hora, a
temperatura ambiente y agitacion suave. Tras la incubacion, se realizaron de
nuevo dos lavados de 15 minutos con tampon tris salino (TBS)-Tween 20, y
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se les anadio la solucion ECL Prime (AmershamTM ECLTM Prime Western
blot t chemioluminescense detection system, GE Healthcare) de acuerdo con
el protocolo descrito por el fabricante. Para la deteccion de la sefial por
quimioluminiscencia se  utilizaron peliculas de autorradiografia
(AmershamTM HyperfilmTM — ECL, in Detection Reagent, GE Healthcare)
y las soluciones de revelado (Developer D-19, KODAK) y fijacion (Radip
Fixer, ILFORD). Por ultimo, las placas autorradiograficas se escanearon para
su cuantificacion.

Los experimentos se realizaron al menos tres veces y el andlisis
densitométrico se realizd6 con el programa informatico ImageJ (Imagel
software (http://imagej.nih.gov/ij/). Las unidades arbitrarias densitométricas
de las proteinas de interés se corrigieron utilizando B-actina como control de
carga. Para el andlisis estadistico se utilizo el programa informatico Prism
4.0 sofware (GraphPad). El andlisis de las diferencias entre dos condiciones
se realiz6 mediante el test ¢ de Student de muestras pareadas. Las diferencias
se consideraron estadisticamente significativo cuando p<0.005.

Anticuerpos utilizados para Western blot

La siguiente tabla (tabla 6) muestra los anticuperpos y las condiciones
usados para Western blot :
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Tabla 5. Anticuerpos utilizados para Western blot .

Materiales y métodos

. Casa Peso . L
Anticuerpo . Clonicidad Dilucién
comercial molecular
. Conejo
Anti-AURKA Novus 45kDa . 1:2000
policlonal
. . . Ratén
Anti-B-actina Sigma 46 kDa 1:20000
monoclonal
Conejo
Anti-BubR1 Bethyl 125 kDa onel 1:3000
policlonal
Anti-CASP-9 . . Conejo
. CellSignaling 35kDa . 1:500
activa policlonal
Anti-CASP-3 . . Conejo
. CellSignaling ~ 19-17 kDa . 1:500
activa policlonal
Conejo
Anti-CiclinaB1 Santa Cruz 60 kDa . ! 1:1000
policlonal
- Ratoén
Anti-CiclinaE Monosan 50 kDa 1:500
monoclonal
Anti-E- BD Ratoén
. L 120 kDa 1:5000
cadherina Bioscience monoclonal
Thermo .
S . Conejo
Anti-Edil3 Fisher 54 kDa . 1:1000
L policlonal
Scientific
Anti-HA Rat
. Roche 50muU/mL
peroxidasa monoclonal
. . Conejo
Anti c-Myc Sigma 65 kDa . 1:1000
policlonal
. Conejo
Anti-FBXW7 Novus 100 kDa . 1:500
policlonal
Conol
Ant-MCLL  SantaCruz 40kDa onejo 1:1000
policlonal
. BD Ratoén
Anti-PARP L. 116-85 kDa 1:500
Bioscience monoclonal
Anti-p- Conejo
. Santa Cruz 15kDa . 1:1000
HistonaH3ser10 policlonal
. s Ratoén
Anti-PLK1 Millipore 64 kDa 1:10000
monoclonal
. Ratén
Anti-PTTG1 SantaCruz 29 kDa 1:1000
monoclonal
. . . Conejo
Anti-Slug CellSignaling 30kDa . 1:1000
policlonal
. Santa Cruz Ratoén
Anti-Spock1 49 kDa 1:500
monoclonal
o . s Ratoén
Anti-vimentina Millipore 57 kDa 1:1000
monoclonal

Se detallan los anticuerpos usados, casa comercial, peso molecular de la proteina a la que va dirigido,
clonicidad y dilucién usada para Western blot .
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Analisis de ciclo celular mediante citometria de flujo

Después de someter a las células a diferentes tratamientos, se tripsinizaron y
se centrifugaron durante 10 minutos a 3000 rpm. A continuacion, las células
se resuspendieron en PBS y se fijaron en etanol al 70% durante una hora a
4°C. De nuevo se centrifugaron 10 minutos a 3000 rpm, se realizaron dos
lavados en PBS y se incubaron con una solucion de RNasa A 0.2 mg/mL
(Sigma) a 37°C durante 1 hora. Para el marcaje de células, se afiadié 5Sul de
yoduro de propidio 1mg/mL (Sigma) y finalmente se incubaron durante 15
minutos a 4°C en oscuridad.

En algunas ocasiones, principalmente en aquellos experimentos en los que se
realizd silenciamiento y transfeccion génica, se utilizo el kit CycleTest Plus
DNA reagent kit (BD Biosciences) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

Para analizar el contenido de DNA se utilizdo el citometro de flujo
(FACScan, BD Biosciences) y los programas informaticos CellQuestPro
(BD Biosciences) y ModFit LT2 (Verity Software) permitieron la
adquisicion de datos y la cuantificacion de los porcentajes de células,
respectivamente.

Hibridacién fluorescente in situ (FISH)

Tras el tratamiento con diferentes farmacos, las células se tripsinizaron y se
centrifugaron durante 10 minutos a 3000 rpm. Posteriormente, se
resuspendieron en PBS y se realizaron improntas celulares sobre
portaobjetos silanizados. A continuacion, se fijaron en metanol-acido acético
glacial (3:1) durante 10 minutos a -20°C y se secaron al aire. Los
portaobjetos se sumergieron durante 30 minutos en una solucion de citrato
sodico salino (SSC) 2x/NP40 0.3% a 37°C, se deshidrataron en una serie
gradada de alcoholes (70%, 80% y 96%) y se secaron nuevamente. Sobre las
improntas se afiadi6 la mezcla de sondas centroméricas para los cromosomas
1, 11 y/o 17 (Vysis y Kreatech) y tras sellar la zona de hibridacion con
cubreobjeto y adhesivo (Fixogum Rubber Cement, Marabu) se incubaron a
72°C durante 5 minutos para llevar a cabo la co-desnaturalizcion del ADN
celular y las sondas. La hibridacion se realizé en cdmara hiimeda a 37°C
durante toda la noche. Posteriormente, se retir6 el cubreobjetos y se realizd
un lavado post-hibridacion en SSC 2x/NP40 0.3% durante 5 minutos a 72°C.
A continuacion, los cristales se introdujeron en una solucion de PBD 1X
(Detergente en tampon fosfato, MP Biomedicals) durante 5 minutos a
temperatura ambiente y previo secado se realizO una contratincion con
DAPI/antifade. Finalmente, se procedid a la visualizacion de las sefiales de
la sonda mediante un microscopio de fluorescencia equipado con los filtros
adecuados y con una camara digital (Leica, Wetzlar, Germany).
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Se contabilizo el nimero de sefiales para los cromosomas en al menos 100
células de cada condicion. Por tltimo, se calcul6 el porcentaje de células con
plodia basal y el porcentaje de células con ploidia superior a la basal en cada
caso.

Muestras y datos de pacientes

Los estudios realizados con los datos y muestras de pacientes se aprobaron
por el Comité Etico del Hospital Universitario Virgen del Rocio.

Estudio 1. Se seleccionaron 296 muestras de pacientes con carcinoma de
mama invasivo obtenidos de pacientes diagnosticados entre Julio de 2004 y
Julio de 2007 en el Hospital Universitario Virgen del Rocio, Sevilla, Espafia.
Los pacientes se sometieron a diferentes tratamientos clinico. Se construyo
una matriz de estas muestras de tejidos fijados en formol e incluidos en
parafina.

Estudio 2. Se seleccionaron 85 pacientes con cancer de mama (estadio T1-
T3) sometidos a una cirugia paliativa y nodo negativos. Los pacientes se
trataron con 5-fluorouracilo, epirrubicina, ciclofosfamida (FEC) o FEC mas
paclitaxel (FECP). El tratamiento en el grupo FEC consistié en 6 ciclos de
21 dias con FEC (5-fluorouracilo a 600 mg/m2 de superficie corporal,
epirubicina a 90 mg/m2 y ciclofosfamida 600 mg/m2, administrado por via
intravenosa). El tratamiento del grupo FECP consistio en 4 ciclos de 21 dias
con FEC, y 3 semanas después se administraron 8 ciclos de 7 dias de
paclitaxel a 100 mg/m2 a través de una infusion intravenosa de 60 minutos.
Se realizo el seguimiento de estos pacientes para valorar el tiempo libre de
enfermedad, que se definid6 como el tiempo desde la aleatorizacion de los
datos hasta una recaida clinica, un segundo cancer o muerte, cualquiera de
los acontecimientos que ocurriera antes. Las muestras de los tejidos se
fijaron con 10% de formol en bloques de parafina.

Inmunohistoquimica

Las secciones de 5 p de los bloques de parafina con los matrices de tejidos
de cancer de mama se desparafinaron en xilol, y posteriormente se
rehidrataron en una serie gradada de alcoholes. Se bloque6 la actividad de
peroxidasa enddgena introduciendo las secciones en una solucion acuosa de
H,0, al 3% durante 30 minutos y, después se bloquearon los sitios de union
inespecificos incubando con tampoén de bloqueo (reactivo de bloqueo al 1%,
Roche) en 0,05% de Tween 20-PBS durante una hora a temperatura
ambiente. Se realiz6 la recuperacion antigénica en microondas utilizando
tampon EDTA 1mM pH 9,0 (Dako). Las secciones se incubaron durante
toda la noche a 4°C con los anticuerpos primarios diluidos en tampén de
bloqueo (tabla 7). Tras varios lavados en tampon Tris 0.05M, se incubaron
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con el anticuerpo secundario marcado con peroxidasa (EnVisionTM
Preoxidase-labelled polymer-linked secondary antibodies, DakoCytomation).
La wvisualizacion de la inmunoreaccién se realizd usando 3,3’-
diaminobezidina (3,3’-DAB) como sustrato cromogénico de la peroxidasa
(DAB Buffered Substrate y EnVisionTM Flex DAB+Chromogen, Dako). El
siguiente paso fue la contratincion de las secciones de hematoxilina y el
montaje en DPX (BDH Laboratories). La evaluacion de la expresion de las
distintas proteinas en los tejidos se realiz6 por dos patdlogos de manera
independiente en al menos 10 campos de acuerdo con el grado de tincion de
las células cancerosas y clasificando su expresion en baja (si menos del 25%
de las células estaban tefiidas intensamente) o moderada/alta (si mas del 25%
de las células tumorales estaban tefiidas intensamente.

Tabla 6. Anticuerpos usados para inmunohistoquimica.

. Casa Localizacién L. .
Anticuerpo . Clonicidad Dilucion
comercial celular
. . Conejo
Anti-AURKA Novus Citoplasma . 1:700
policlonal
s Ratdén
Anti-Ciclina E Monosan Nucleo 1:100
monoclonal
. Conejo
Anti-FBXW7 Novus Nucleo . 1:2000
policlonal
. . Conejo
Anti-MCL1 Santa Cruz Citoplasma . 1:1250
policlonal
Nucleo Ratdén
Anti-PLK1 Millipore nuceoy 1:1000
citoplasma monoclonal

Se detallan los anticuerpos usados, casa comercial, localizacion celular, clonicidad y dilucion usada.

Analisis estadistico

Las correlaciones entre la expresion de las proteinas y las variables
clinicopatoldgicas se analizaron mediante el test x> usando el programa
informatico Prism 4.0 sofware (GraphPad). Las diferencias se consideraron
significativas cuando p<0.05. Las curvas de tiempo libre de enfermedad se
calcularon mediante el método de Kaplar-Meier y la comparacion de las
curvas de supervivencia se realizé mediante el log-rank de Mantel-Cox. Para
estos analisis estadisticos se utilizaron los programas informaticos Prism 4.0
(GraphPad) y el programa SPSS (IBM). En todos los casos las diferencias se
consideraron significativas cuando p<0.05.

Estudio comparativo de los perfiles de expresion

Para los estudios de expresion génica global se usoé el anélisis de microarray
s de DNA de alta densidad de la plataforma de Affymetrix. Un microarray
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consiste en un gran numero de secuencias cortas de ADN Illamadas
oligonucledtidos o sondas inmovilizadas sobre una superficie sélida. La
tecnologia desarrollada por Affymetrix utiliza microarray s de sintesis donde
las sondas son sintetizadas directamente sobre un soporte o matriz de cuarzo
de apenas 1.28 cm” que permite fijar hasta 5.5 millones de sondas diferentes.
Su superficie estd formada por miles de micro celdas, de modo que a cada
una de ellas se les denomina probe cell y contiene alrededor de 10 millones
de copias sintetizadas de una misma sonda. Al conjunto de todas las sondas
que pertenecen al mismo gen se le denomina probeset.

Las células MDA-MB-468 y MDA-MB-468R se trataron con DMSO o
0.025 puM de paclitaxel durante 48 h. Seguidamente las lineas celulares
MDA-MB-468 y MDA-MB-468R se tripsinizaron para la extraccion de
ARN con RNeasy Micro Kit (Qiagen) segun las instrucciones del fabricante.
Se utilizaron tres réplicas de ARN de cada condicién que procedian de tres
cultivos celulares diferentes llevados en paralelo para cada linea celular. La

cuantificacion de los ARNs realizd con un espectrofotdémetro (NanoDrop
2000).

A continuacion, el andlisis de la calidad de las muestras de ARN para el
microarray se realizd con 2100 Bioanalyzer de Agilent Technologies. Su
software incorpora un algoritmo denominado RIN (RNA Integrity Number)
que permite determinar la calidad de las muestras de ARN eucariotico total
en base a un rango numérico (de 1 a 10), siendo 1 el valor para una muestra
de ARN totalmente degradada y 10 el valor obtenido para una muestra
intacta. Para la realizaciéon de un chip de Affymetrix el RIN debe estar
comprendido entre los valores 8-10. Todas las muestras mostraron valores
dentro de este rango.

Se realizé un estudio comparativo de los perfiles de expresion mediante el
chip Gene 1.0 ST Human Array de Affymetrix en el centro Neocodex. En este
estudio se analizaron las células MDA-M-468 tratadas con DMSO vy
paclitaxel y la linea MDA-MB-468R tratada con DMSO. El analisis se
realizd sobre 3 réplicas de cada condicion experimental. El chip incluia
32.321 sondas diferentes que proporcionaban informacion de expresion
sobre 28.869 genes.

En el servicio de Genodmica y Secuenciacion del Instituto de Biomedicina de
Sevilla se realizé un segundo estudio de microarray empleando Primeview
de Affymetrix que contenia 49495 sondas para los genes anotados en la base
de datos RefSeq. En este estudio se analizaron las células MDA-MB-468 y
MDA-M-468R tratadas con DMSO.

Finalmente, la empresa CAEBI analizé los resultados obtenidos de ambos
microarray s. Los resultados se procesaron con los programa Transcriptome
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Analysis Console (TAC) y Expression Console de Affymetrix para el analisis
primario (control de calidad y normalizacién) de los chips de expresion. Las
matrices se procesaron a nivel génico con el algoritmo RMA (Robust
Multichip Analysis) que aplica una normalizacion por cuantiles, y una
correccion de fondo general, y somete las sefiales de intensidad de expresion
a transformacion logaritmica. Los valores normalizados y transformados de
sefal de expresion de cada uno de los genes y controles se basaron en la
version 19 del genoma humano.

En el andlisis de los resultados del microarray se valoraron dos parametros,
por un lado el fold change (FC), que representa la cantidad de cambio en la
expresion de los genes entre los casos estudiados y, por otro lado, el p-value,
con una correccion FDR (False Discovery Rate) para test multiple. Se
consideraron significativos los cambios de expresion que presentaron FC
> | 2 |y p-value < 0.05.

PCR cuantitativa (qPCR)

Se procedio a la extraccion de ARN mediante el kit de extraccion AllPrepR
DNA/RNA/miRNA (Quiagen), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. E1 RNA aislado se cuantifico con NanoDrop ND-1000 (Thermo
Fisher). A continuacion, la obtencion de cDNA se realizd mediante la
transcripcion reversa de 1 pg de ARN de las muestras con SuperScript® I1I
(Invitrogen) y primer oligo (dT) (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Esta mezcla se sometié a un termociclador a un programa de:

Para la realizacion de la qPCR a tiempo real de los genes candidatos se
utilizd6 Tagman Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems) y sondas
Tagman Gene Expression Assays probes (Applied Biosystems) (tabla 8):

Tabla 7. Sondas utilizadas para PCR cuantitativa a tiempo real.

®
ExprT:::\c/)I: r,‘Assi;/r:’erobe Hinezls

TBP Hs00427620_m1
EIF2B2 Hs00204540 m1
Tet2 Hs00325999_m1

Edil3 Hs00964112_m1
SDC2 Hs01081432_m1

Spock1 Hs00270274_m1
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La qPCR se realizaron por triplicado en el sistema StepOne Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) siguiendo el siguiente protocolo: 10 minutos a
95°C, seguidos por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C.

La expresiéon se calculd con el método de cuantificacion relativa 27T,

utilizando los genes TBP y EIF2B2 como controles endogenos. El andlisis
estadistico se realizé mediante el test t de Student de muestras pareadas. Las
diferencias se consideraron estadisticamente significativo cuando p<0.005.

Ensayo ELISA para EDIL3

Las células MDA-MB-468, MDA-MB-468R y MDA-MB-231 se cultivaron
en placas de 6 pocillos hasta un 90% y se incubaron con 3 mL de RPMI
suplementado libre de suero fetal bovino y de rojo fenol. Tras de tratamiento
de las células con 0.1%v/v DMSO o 10 uM de cilengitide durante 72 h se
tom6 de medio de cultivo de cada una de las condiciones para cuantificar el
EDIL3 secretado. Se utilizé un ensayo de ELISA para EDIL3 (ELISA Kit
for EGF Like Repeats And Discoidin I Like Domains Protein 3 (EDIL3),
Cloud-Clone Corp) (art CUSAbio) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Para cada ensayo de ELISA se utilizaron tres réplicas. La
absorbancia se midi6 a 450 nm y los valores obtenidos se analizaron con el
programa informatico Prism 4.0 sofware (GraphPad). El analisis estadistico
se realizd mediante el test t de Student de muestras pareadas y las diferencias
se consideraron estadisticamente significativo cuando p<0.005.
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RESULTADO II. Bloqueo farmacolégico de MCL1 como
estrategia terapéutica en la sensibilizacion a paclitaxel

1.1. La administracion de obatoclax revierte la resistencia a
paclitaxel

Dado que MCL1 parece tener un papel importante en la generacion de la
resistencia a paclitaxel, el siguiente paso en nuestra investigacion fue
estudiar si la combinacion de paclitaxel con farmacos que permiten inhibir
esta proteina podia ser efectiva como terapia de sensibilizacion a paclitaxel.
Utilizamos el modelo celular MDA-MB-231 ya que datos previos de nuestro
laboratorio mostraban que esta linea celular resultaba ser resistente a
paclitaxel y realizaba deslizamiento como mecanismo de supervivencia®®.

En primer lugar realizamos un ensayo de viabilidad para determinar la IC50
de obatoclax en la linea celular MDA-MB-231. Nuestros resultados
mostraron que las células MDA-MB-231 presentanban una IC50 para
obatoclax de 0.917 £ 0.03 uM (figura 36).
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Figura 17. Curva dosis-respuesta para obatoclax en la linea MDA-MB-231. Los datos se muestran
como la media + SEM.

Las células se trataron con 1 pM de obatoclax, 1 pM de paclitaxel o
combinaciones de ambos farmacos y se utiliz6 DMSO como control. Las
combinaciones utilizadas fueron: obatoclax seguido de paclitaxel; paclitaxel
seguido de obatoclax; en las que se administrdé el segundo farmaco 8 h
después de haber afiadido el primero; y paclitaxel mas obatoclax afiadidos a
la vez. Los experimentos se recogieron tras 48 h de tiempo final en todas las
condiciones.
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Figura 18. La adicién de obatoclax revierte la resistencia a paclitaxel en la linea celular MDA-
MB-231. Las células MDA-MB-231 se trataron con 0.1% de DMSO, 1 uM de obatoclax, 1 uM de
paclitaxel, 1 pM de obatoclax durante 8 h seguido 1 uM paclitaxel (OBT— PTX), 1 uM de paclitaxel
durante 8 h seguido de 1 pM obatoclax (PTX->OBT) y 1 uM paclitaxel mas 1 uM obatoclax afladidos
ala vez (OBT + PTX), durante 48 h como tiempo final en todas las condiciones. Las proteinas PARP
caspasa-3 activa (CASP-3 activa), MCL1, p62 y LC-3 se detectaron mediante Western blot. Se utilizd
B-actina como control de carga. Se muestra como histogramas el analisis densitométrico de las
proteinas indicadas. LC3 se calcula como la relacion entre LC3II (16 kDa) y LC3I (18 kDa). Los datos
de los experimentos triplicados se muestran como media + SEM de cada una de las condiciones
comparada con el tratamiento con DMSO. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 del test ¢ de Student.

El andlisis de las proteinas mediante Western blot demostrd diferencias
dependientes del orden de administracion de los farmacos. Observamos
mayor ruptura de PARP y activacion caspasa-3 en las condiciones: paclitaxel
seguido de obatoclax y paclitaxel mas obatoclax administrados a la vez.
Tanto la banda de 85 kDa de PARP como la caspasa-3 activa aparecian
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también, aunque con menor intensidad, cuando se administraba obatoclax
solo o en la combinacion obatoclax seguido de paclitaxel. Los niveles de la
proteina MCL1 no disminuian con el tratamiento de paclitaxel, lo que podria
explicar la resistencia a paclitaxel en esta linea celular, mientras que si lo
hacia en el resto de condiciones. Observamos que el mayor descenso se
obtenia, de nuevo, en las combinaciones de paclitaxel seguido de obatoclax y
paclitaxel mas obatoclax administrados a la vez (figura 37).

Dado que se desconoce el mecanismo de accidon de obatoclax y que en esta
linea celular tanto la banda de 85 kDa de PARP como la caspasa-3 activa
aparecen tras el tratamiento de este agente en monoterapia, se analizo
también la presencia de marcadores de autofagia como LC3-B fragmentado
0 p62. Observamos que la banda de 16 kDa de la proteina LC3-B aparecia en
todas las condiciones en las que se administraba obatoclax, y que ademas, la
proteina p62 presentaba los mayores niveles de expresion tanto en la
combinacion paclitaxel seguido de obatoclax como en la condicion en la que
ambos farmacos se administran a la vez (figura 37).

Estos resultados parecen poner de manifiesto que obatoclax podria estar
bloqueando la autofagia en la linea celular MDA-MB-231.

1.2. Analisis de ciclo celular

Con objeto de profundizar en el mecanismo mediante el cual obatoclax
revierte la resistencia a paclitaxel en la linea celular MDA-MB-231,
analizamos el comportamiento del ciclo celular. Las células se sometieron a
los mismos tratamientos que analizamos previamente mediante Western blot
y el comportamiento del ciclo celular se analizé a las 24 y a las 48 h de
tiempo final de cada condicion.
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Figura 19. Anailisis de ciclo celular de la linea MDA-MB-231. Analisis de ciclo celular mediante
citometria de flujo de las células MDA-MB-231 tratadas con DMSO, 1 uM de paclitaxel, 1 pM de
obatoclax, 1 pM de obatoclax durante 8 h seguido de 1 uM paclitaxel (OBT->PTX), 1 uM de
paclitaxel durante 8 h seguido de 1 uM de obatoclax (OBT->PTX) y 1 pM paclitaxel méas 1 uM de
obatoclax afiadidos a la vez (OBT+PTX), durante 24 h y 48 h como tiempo final en todas las
condiciones. Las células se marcaron con ioduro de propidio. La cuantificaciéon de cada fase y de la
fraccion celular sub-G1 se muestran en histograma como media + SEM

Como muestra la figura 38, en la linea celular MDA-MB-231 el tratamiento
con obatoclax mantuvo el ciclo celular en G1/S mientras que el tratamiento
con paclitaxel provocoé una parada en G2/M. Se observaron resultados
similares a 24 como a 48 h. Sin embargo, las combinaciones de ambos
farmacos tuvieron efectos diferentes dependientes de orden de tratamiento.
Asi, la combinacion obatoclax seguido de paclitaxel provocéd una parada en
fase G1/S a las 24 h mientras que a las 48 h se producia un incremento del
porcentaje de células en fase S. En la administracion de paclitaxel seguido de
obatoclax y de ambos a la vez, se observd un comportamiento similar que
muestra una parada en G2/M. La fraccion apoptdtica sub-GO/G1 también
parecia incrementarse en todas las combinaciones de farmacos,
especialmente tras 48 h de tratamiento.
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1.3. Analisis de ploidia

Finalmente, el andlisis de FISH (figura 39) mostr6 que la ploidia de la linea
MDA-MB-231 permanecia sin cambios tras el tratamiento con obatoclax. El
78 £ 2 % de las células tratadas con paclitaxel aumentaban su ploidia, lo que
indicaba de estas células realizaban deslizamiento como mecanismo de
resistencia a paclitaxel. Sin embargo, en todas las combinaciones de
obatoclax y paclitaxel se reflejaba una disminucion del porcentaje de células
con alta ploidia. De tal manera que se observo un aumento de ploidia en el
25+2%,38+1 %y 39+2 % de las células tratadas con obatoclax seguido
de paclitaxel, paclitaxel seguido de obatoclax y paclitaxel mas obatoclax,
respectivamente, lo que sugiere que obatoclax podria estar impidiendo el
deslizamiento.

DMSO Obatoclax Paclitaxel

OBT->PTX PTX->OBT OBT+PTX
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[ Ploidia alta
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Figura 20. Analisis de la ploidia mediante FISH. El nimero de sefiales por célula se determind con
el cromosoma 17 (verde) en al menos 100 células por experimento. Las células se trataron con DMSO,
1 uM de paclitaxel, 1 pM de obatoclax, 1 pM de obatoclax durante 8 h seguido de 1 uM paclitaxel
(OBT->PTX), 1 uM de paclitaxel durante 8 h seguido de 1 pM obatoclax (PTX->OBT) y 1 uM
paclitaxel mas 1 pM obatoclax afiadidos a la vez (OBT+PTX), durante 48 h como tiempo final en
todas las condiciones. Se muestran imagenes representativas de cada condicion. Los histogramas
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representan la media = SEM del porcentaje de células con ploidia normal o alta en cada condicion,
tomando como control la ploidia de la linea MDA-MB-231 tratada con DMSO.

Todos estos resultados sugieren que la administracion de obatoclax podria
impedir el deslizamiento en las células MDA-MB-231, lo que provoca una
parada en mitosis mas eficiente en las combinaciones paclitaxel seguido de
obatoclax y ambos a la vez. Este evento junto con la disminucion de MCL1
aumenta la muerte celular por bloqueo de la autofagia causando
sensibilizacion al tratamiento con paclitaxel, especialmente en las
condiciones mencionadas.
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RESULTADO III. Influencia de EDIL3 en la EMT y en la
resistencia a paclitaxel

2.1. Analisis de expresion diferencial con microarray  de
Affymetrix

Con objeto de profundizar en la caracterizaciéon de células sensibles y
resistentes a paclitaxel analizamos el perfil de expresion génica de las lineas
tumorales de mama MDA-MB-468 y MDA-MB-468R.  Tanto para
determinar la expresion diferencial de genes entre ambas lineas celulares
como para identificar las modificaciones génicas inducidas por paclitaxel,
realizamos un microarray que compard simultineamente el perfil de
expresion de las células MDA-MB-468 en ausencia y en presencia de
paclitaxel y MDA-MB-468R en ausencia de paclitaxel.

Analisis I. MDA-MB-468R versus MDA-MB-468 (Gene 1.0 ST array)

En primer lugar, a partir de los resultados obtenidos mediante el chip Gene
1.0 ST array se compard el perfil génico de las células MDA-MB-468R
resistentes a paclitaxel frente a las células parentales MDA-MB-468, ambas
tratadas con DMSO. Este andlisis permiti6 la identificacion de 745 genes con
cambios de expresion significativos entre ambas lineas celulares (figura 40).
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Figura 21. Representacion en mapa de color (heat-map log2) basado en la expresiéon de los genes
mas representativos expresados en la linea MDA-MB-468R (PA4-DMSO) respecto a la linea
MDA-MB-468 (MDA-DMSO). El mapa de color muestra los genes con un p-valor < 0.05 cuya
expresion estd inducida (rojo) o reprimida (verde) en un valor >2 en la linea MDA-MB-468R con
respecto a MDA-MB-468 obtenidos a partir de los datos de Affymetrix.

La tabla 9 muestra una seleccion de genes que se encuentran modificados en
la linea resistente a paclitaxel MDA-MB-468R respecto a la linea parental.
Hemos considerado estos genes de mayor interés ya que su implicacién en
procesos de migracion, EMT vy resistencia a farmacos se encuentra
ampliamente descrita.

De los 405 genes con incremento de expresion, EDIL3 muestra el mayor
nivel de expresion en las células resistentes frente a las sensibles (FC=155).
El segundo gen es SNAI2, también denominado SLUG, que reprime la
expresion de E-cadherina en cancer de mama.
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Tabla 8. Resultados de las genes mas relevantes obtenidos del analisis por Affymetrix.

GENE FC P value Descripcion
EDIL3 155.0 2.98e-08 EGF Like Repeats And Discoidin Domains 3
SNAI2 85.8 3.12e-05 Snail Family Transcriptional Repressor 2
SPANXC 59.8 8.34e-06 SPANX family member C
CDH2 41.7 1.71e-06 Cadherina 2, N-Cadherina
VIM 17.1 9.72e-06 Vimentina
SPOCK1 13.2 1.85e-04 SPARC/Osteonectin, Cwcv And Kazal Like Domains
Proteoglycan 1
L1CAM 12.6 2.16e-05 L1 cell adhesion molecule
TGFBI 11.7 2.69e-05 Transforming Growth Factor Beta Induced
SDC2 3.5 5.86e-04 Syndecan 2
COL4A1 33 2.43e-05 Collagen type IV alpha 1 chain
MMP2 3.8 0.00228 Matrix metallopeptidase 2
ATP13A5 -26.6 3.59e-06 ATPase 13A5
CYP4z1 -25.9 4.03e-05 Cytochrome P450, family 4, subfamily Z, polypeptide 1
TET2 2.4 6.93e-04 Tet Methylcytosine Dioxygenase 2
SMAD1 -2.3 5.65e-04 SMAD Family Member 1

Analisis II. MDA-MB-468 tratadas con paclitaxel versus MDA-MB-
468 tratadas con DMSO (Gene 1.0 ST array)

En segundo lugar, se compard los perfiles de expresion de las células
parentales MDA-MB-468 en ausencia y en presencia de paclitaxel a partir de
los resultados obtenidos mediante el chip Gene 1.0 ST array. En este
experimento se identificaron 385 genes con cambios de expresion
significativos, de los cuales 353 genes incrementaban su expresion cuando
paclitaxel estaba presente en el medio de cultivo. Los dos genes con mayores
incrementos de expresion en presencia de paclitaxel fueron /L6 (interleucina-
6) e ILS (interleucina-8). Asimismo, se identificaron otras interleucinas con
expresion diferencial en estas células, entre ellas /L8, ILIRLI, IL20RA,
IL6R e IL7R. Los genes que se identificaron con cambios de expresion
significativa fueron en su mayoria genes involucrados en la respuesta a
lipidos y la angiogénesis. Las vias de sefializacion TGF-f, TNF-a y receptor
Toll-like y numerosas vias de integrinas se muestran alteradas en las células
MDA-MB-468 expuestas a paclitaxel. Entre los genes que mostraron
mayores descensos de expresion en células expuestas a paclitaxel se
encontrd6 CYP4ZI que codifica un miembro de la familia de enzimas del
citocromo P450 que catalizan el metabolismo de fArmacos.
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Analisis III. Combinacion analisis I y II

Los resultados obtenidos de los dos analisis anteriores, MDA-M-468R
versus MDA-MB-468 y MDA-MB-468 tratada con paclitaxel versus MDA-
MB-468 tratada con DMSO, se combinaron para determinar aquellos genes
que mostraran cambios de expresion comunes en ambas comparaciones
(figura 41). Asi, en total se detectaron 1010 genes con cambio de expresion,
de los que 120 resultaron ser comunes en ambos andlisis (Anexo II. A).
Entre estos genes no se encontraron EDIL3, SNAI2, SPOCKI, SDC2 ni
TET?2. Estos datos sugieren que la diferencia de expresion de EDIL3, SNAI2,
SPOCKI, SDC2 y TET?2 observada solamente al comparar la linea resistente
a paclitaxel MDA-MB-468R respecto a la parental podria estar relacionada
con la adquisicién de resistencia a paclitaxel, y no con las modificaciones
génicas inducidas por el farmaco.

'S

DA-MB-468 DMSO MDA-MB-468 DMSO

625

Figura 22. Diagrama de Venn que representa los genes con diferencias de expresion. Se muestra
de manera grafica el nimero de genes con diferencias de expresion en la comparacion MDA-MB-468
tratada con paclitaxel versus MDA-MB-468 tratada con DMSO (circulo azul) y en la comparacion
comparar MDA-MB-468R tratada con DMSO versus MDA-MB-468 tratada con DMSO (circulo
verde). El area comiin en ambos circulos representa el nimero de genes comunes con diferencias de
expresion en las dos comparativas.

Analisis I'V. Combinacion con datos obtenidos de Primeview
Affymetrix array (COMBAT)

Ademas, en nuestro laboratorio disponiamos de resultados de microarray s
con los que se habia genotipado las lineas MDA-MB-468 y MDA-MB-468R
en condiciones basales utilizando Primeview Affymetrix array. Debido a que
solo disponiamos de una réplica para cada tipo celular, los valores de
intensidad no pudieron ser comparados estadisticamente. Con el objetivo de
integrar esta informacion con las de las lineas celulares genotipadas con el
chip Genes 1.0 ST array, recopilamos los datos de los niveles de genes
tomando la media de los valores de intensidad de las sondas de cada gen.

Como resultado 17403 genes pudieron ser comparados. Las Raw intensity
values de ambos experimentos se combinaron usando SVA (Surogate
Variable Analysis) Bioconductor package y el algoritmo COMBAT*"®. A
pesar de que los resultados del analisis deben ser interpretados con
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precaucion, 836 genes mostraron cambios de expresion en las células MDA-
MB-468R comparada con las células MDA-MB-468 en condiciones basales.
EDIL3 y SNAI2 mostraron mayor incremento de expresion en la linea
resistente a paclitaxel MDA-MB-468R, de manera similar a como sucedia en
el experimento realizado con el chip Gene 1.0 ST array (figura 42).
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Figura 23. Representacion en mapa de color (heat-map log2) basado en la expresion de los genes
mas representativos expresados en la linea MDA-MB-468R respecto a la linea MDA-MB-468. El
mapa de color muestra los genes con un p-valor < 0.05 cuya expresion esta inducida (rojo) o reprimida
(verde) en un valor >2 en la linea MDA-MB-468R con respecto a MDA-MB-468 obtenidos a partir de
del algoritmo COMBAT.

Tras comparar estos datos con los obtenidos en el andlisis del chip Gene 1.0
ST array, 655 genes que mostraron cambios de expresion fueron comunes en

ambas comparaciones (figura 43) entre los que se encontraban los genes
EDIL3, SDC2 y SPOCK1 (Anexo 1. B).
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Figura 24. Diagrama de Venn que representa los genes con diferencias de expresion. Se muestra
de manera grafica el nimero de genes con diferencias de expresion en la comparacion MDA-MB-
468R tratada con DMSO versus MDA-MB-468 tratada con DMSO mediante Gene 1.0 ST array
(circulo azul) y al comparar MDA-MB-468R tratada con DMSO versus MDA-MB-468 tratada con
DMSO tras aplicar el algoritmo COMBAT (circulo verde). El area comun en ambos circulos
representa el numero de genes comunes con diferencias de expresion en las dos comparativas.

2.2. Confirmacioén de microarrays mediante qPCR

Para confirmar la diferencia de expresion de algunos de los genes que se
desprende de los resultados de los analisis de los microarrays comprobamos
la expresion de EDIL3, SDC2, SPOCKI y TET2 mediante qPCR. Para ello,
utilizamos las lineas celulares MDA-MB-468, MDA-MB468R e incluimos
ademas la linea MDA-MB-231 ya que de acuerdo a nuestros resultados
previos estas células mostraba la mayor resistencia a paclitaxel.

Para realizar la qPCR se emplearon triplicados de tres muestras
independientes de cada linea celular, se utilizaron los genes 7BP y EIF2B2

como genes constitutivos y los resultados se analizaron aplicando la formula
-ACt
de 2.

Los resultados que se desprenden de estos experimentos muestran
sobreexpresion de los genes EDIL3, SDC2 y SPOCK] en la linea resistente a
paclitaxel MDA-MB-468R y la linea MDA-MB-231 con respecto a la linea
parental MDA-MB-468, confirmando asi los datos de los microarrays.
Ademas se observan mayores niveles de EDIL3 y SDC2 en la linea MDA-
MB-231 y valores similares de SPOCK]I en las células MDA-MB-468R y
MDA-MB-231. Por el contrario, TET2 se encuentra sobreexpresado en la
linea MDA-MB-468 mientras que los menores niveles se observan en las
cé¢lulas MDA-MB-231 (figura 44).
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Figura 25. Analisis de expresion de los genes EDIL3, SDC2, SPOCK1 y TET2 mediante PCR en
las lineas MDA-MB-468, MDA-MB-468R Y MDA-MB-231. Se muestran como histogramas los
resultados obtenidos de la aplicacion de 27" para los valores de Ct de obtenidos mediante gPCR para
EDIL3, SDC2 (Sindecano-2), SPOCKI y TET2. Se utilizaron TBP y EIF2B2 como genes
constitutivos. Los datos de los experimentos triplicados se muestran como media = SEM.

3.3. Analisis de la expresion de EDIL3 y estudio del fenotipo
epitelio-mesénquima de células de cincer de mama

3.3.1. Expresiéon de EDIL3 en diversas lineas celulares de mama

Tanto los resultados del microarray como de los obtenidos mediante qPCR
sugieren que EDIL3 podria estar directamente relacionado con la resistencia
a paclitaxel y con el fendmeno de transicion epitelio-mesénquima en cancer
de mama. Debido a que existen regulaciones no sélo a nivel transcripcional
sino también a nivel de proteinas decidimos analizar mediante Western blot
los niveles de la proteina de EDIL3 y ampliar ademas las lineas celulares
analizadas. Utilizamos las lineas MDA-MB-468, MDA-MB-468R, SKBR3,
BT474 Y MDA-MB-231 que de acuerdo con la literatura muestran
diferencias respecto a su sensibilidad a paclitaxel y en cuanto a los niveles de
expresion de componentes mesenquimales y epiteliales.

Nuestros resultados demostraron que a pesar de que las lineas presentaban
diferentes niveles de expresion de EDIL3, las lineas MDA-MB-468R y
MDA-MB-231 resultaron ser las unicas que mostraron incrementos
estadisticamente significativos de la expresion de EDIL3 con respecto a las
cé¢lulas MDA-MB-468 (figura 45).
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Figura 26. Expresion de EDIL3 en lineas de cancer de mama. Analisis mediante Western blot de
EDIL3, usando B-actina como control de carga, en las lineas celulares MDA-MB-468, MDA-MB-
468R, BT474, SKBR3 y MDA-MB-231 en condiciones basales. El analisis densitométrico de los
datos de los experimentos triplicados se muestran en histogramas como media + SEM de cada una de
las lineas celulares comparadas con MDA-MB-468. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 del test ¢ de
Student.

3.3.2. Analisis de expresion de marcadores mesenquimales y
epiteliales

A continuacién, analizamos mediante Western blot los niveles de expresion

de marcadores epiteliales como E-cadherina y de marcadores mesenquimales

como las proteinas vimentina y Slug en las lineas celulares MDA-MB-468,
MDA-MB-468R y MDA-MB-231.

El alto nivel de expresion de E-cadherina junto con la pérdida de expresion
de vimentina y Slug indica un fenotipo epitelial en las células MDA-MB-
468. En contraposicion, la linea MDA-MB-231 muestra los menores niveles
de E-cadherina y mayores niveles de vimentina y Slug, lo que indica que
estas células presentan un fenotipo mesénquimal. Por su parte, las células
MDA-MB-468R muestra un fenotipo intermedio entre ambas lineas. Estos
datos sugieren la posible relacion entre la EMT y la adquisicion de
resistencia a paclitaxel (figura 46).
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Figura 27. Expresion de marcadores epiteliales y mesenquimales en las células MDA-MB-468,
MDA-MB-468R y MDA-M-231. Analisis mediante Western blot de las proteinas E-cadherina,
Vimentina y Slug en las lineas celulares mencionada en condiciones basales. Se utilizé B-actina como
control de carga. Se muestra como histogramas el analisis densitométrico de las proteinas indicadas.
Los datos de los experimentos triplicados se muestran como media + SEM de cada linea celular con la
linea parental MDA-MB-468. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 del test ¢ de Student.

3.4. Silenciamiento de EDIL3 en la linea MDA-MB-231

Para adentrarnos en el conocimiento de la implicacion de EDIL3 en la
resistencia a paclitaxel y en el fendomeno EMT, decidimos investigar si la
disminucion de EDIL3 podria influir en ambos fendmenos. Dado que la linea
celular MDA-MB-231 mostr6 los mayores niveles de expresion de EDIL3 y
de marcadores mesenquimales y ademads resultaron ser las mas resistentes a
paclitaxel de las células analizadas, realizamos en ellas un silenciamiento
transitorio con siRNA EDIL3 o siRNA control y a continuacién se trataron
con 1 uM de paclitaxel 0 0.1% de DMSO durante 48 h.

En la figura 47 observamos que la apoptosis se inducia de manera mas
eficiente en las células MDA-MB-231 silenciadas con EDIL3 y tratadas con
paclitaxel tal y como demostraba la mayor ruptura de PARP y caspasa-3.
Ademas, los niveles de vimentina descendieron tras silenciamiento de
EDIL3.

Estos datos parecen poner de manifiesto que la pérdida de EDIL3 provoca la
sensibilizacion al tratamiento con paclitaxel y estd relacionado con la pérdida
de componentes mesenquimales en la linea celular MDA-MB-231. .
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Figura 28. El silenciamiento de EDIL3 sensibiliza al tratamiento con paclitaxel y disminuye la
expresion de marcadores mesenquimales en la linea celular MDA-MB-231. Las células MDA-
MB-231 se silenciaron con siRNA control o siRNA EDIL3 y se trataron con DMSO o 1 uM de
paclitaxel durante 48 h. Los niveles de expresion de EDIL3, PARP, caspasa-3 activa (CASP-3 activa)
y vimentina se evaluaron mediante Western blot, utilizando B-actina como control de carga. El analisis
densitométrico de las proteinas indicadas se muestran como histogramas. Los datos de los triplicados
se muestran como la media + SEM de la comparacion de siRNA control tratado con DMSO versus
siRNA control tratado con paclitaxel, siRNA EDIL3 tratado con DMSO versus siRNA EDIL3 tratado
con paclitaxel, siRNA tratado con DMSO versus siRNA EDIL3 tratado con DMSO y, siRNA control
tratado con paclitaxel versus siRNA EDIL3 tratado con paclitaxel. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001
del test ¢ de Student.

3.5. Analisis de los niveles de EDIL3 secretado

EDIL3 posee un dominio RGD que permite la interaccion con la integrina
avf3, por lo que nos planteamos si, como sucede con otros ligados de esta
integrina, EDIL3 podria tener un mecanismo de regulacion autocrina.

Las células MDA-MB-468, MDA-MB-468R y MDA-M-231 se trataron con
DMSO o cilengitide, un péptido sintético antagonista de la integrinas avp3 y
avB5 que contiene la secuencia RGD. A continuacidn, analizamos la
concentracion de EDIL3 secretado al medio de cultivo mediante un ensayo
ELISA. En la linea celular MDA-MB-468 tratada con DMSO se observo una
concentracion de EDIL3 de 1.469 + 0.120 ng/mL que aumentd a un valor de
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2.760 + 0.227 ng/mL tras la administracion de cilengitide. La linea celular
MDA-MB-231 mostr6 una concentracion de 15.733 + 1.670 ng/mL de
EDIL3 que, tras la administracion de cilengitide, se increment6 hasta 20.737
+ 2.120 ng/mL. Las células MDA-MB-468R presentaron valores intermedio
de EDIL3, desde 4.135 + 0.637 ng/mL hasta 6.036 + 0.938 ng/mL tras el
tratamiento con cilengitide (figura 48).

Estos datos evidencian que la concentracion de EDIL3 secretado al medio
fue menor en la linea sensible a paclitaxel MDA-MB-468, mientras que los
valores mas elevados se observaron en la linea MDA-MB-231, de manera
similar a como sucedia con los niveles de EDIL3 enddgeno en los modelos
celulares analizados. Ademas se observo que en las tres lineas celulares la
concentracion de EDIL3 en el medio de cultivo aumentd de manera
estadisticamente significativa tras el tratamiento con cilengitide, lo que
apunta a que EDIL3 podria presentar una regulacion autocrina o paracrina de
sus niveles a nivel celular.

Concentracion de Edil3
(ng/mL)

Figura 29. Analisis de la concentracién de EDIL3 secretado al medio tras tratamiento con
cilengitide. Analisis mediante ELISA para EDIL3 de la concentracion de EDIL3 secretado tras el
tratamiento con DMSO o 10 pM de cilengitide durante 72 h en las lineas celulares MDA-MB-468,
MDA-MB-468R y MDA-MB-231. Los datos de los experimentos triplicados se muestran en
histogramas como media + SEM de la comparacion MDA-MB-468 tratada con DMSO versus MDA-
MB-468 tratada con cilengitide, MDA-M-468R tratada con DMSO versus MDA-MB-468R tratada
con cilengitide, MDA-MB-231 tratada con DMSO versus MDA-MB-231 tratada con cilengitide,
MDA-MB-468 tratada con DMSO versus MDA-MB-468R tratada con DMSO, MDA-MB-468 tratada
con DMSO versus MDA-MB-231 tratada con DMSO, MDA-MB-468R tratada con DMSO versus
MDA-MB-231 tratada con DMSO. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 del test ¢ de Student.
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3.6.Sensibilizacion de la linea MDA.MB-231 mediante tratamiento
con cilengitide

Dado que la union de EDIL3 a la integrina avB3 parece ser importante para
que EDIL3 ejerza su funciéon a nivel celular, decidimos comprobar si el
bloqueo de la union de EDIL3 a la integrina podria restablecer la
sensibilidad a paclitaxel en la linea MDA-MB-231.

Realizamos un ensayo de viabilidad para determinar la IC50 de cilengitide
en la linea MDA-MB-231. Nuestros resultados mostraron que las células
MDA-MB-231 presentaban una IC50 de 1.258 + 0.04 para cilengitide (figura
49).
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Figura 30. Curva dosis-respuesta de cilengitide en la linea MDA-MB-231. Los datos se
representan como la media + SEM.

A continuacién, las células se trataron con 0.1% de DMSO, 1 uM de
cilengitide, 1 pM de paclitaxel o la combinacién de 1 pM cilengitide y 1
uM paclitaxel durante 48 h. La figura 50 muestra que a pesar de que la
administracion de cilengitide provocara ruptura de PAPR y activacion de
caspasa-3, la mayor de induccion de muerte celular se produjo tras el
tratamiento combinado de paclitaxel con cilengitide.
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Figura 31. El tratamiento con cilengitide consigue la sensibilizaciéon a paclitaxel en la linea
celular MDA-MB-231. Las células MDA-MB-231 se trataron con 0.1% de DMSO, 1 puM de
cilengitide, 1 uM de paclitaxel y la combinacion de 1 pM de cilengitide con 1 uM paclitaxel durante
48 h. Las proteinas PARP y caspasa-3 activa (CASP-3 activa) se detectaron mediante Western blot .
Se utilizé B-actina como control de carga. Se muestra como histogramas el analisis densitométrico de
las proteinas indicadas. Los datos de los experimentos triplicados se muestran como media + SEM de
cada una de las condiciones comparada con DMSO. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 del test ¢ de
Student.

Estos resultados indican que la administracion combinada de cilengitide y
paclitaxel logra sensibilizar a paclitaxel a la linea celular MDA-MB-231.
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REULTADO 1I. Bloqueo farmacologico de MCL1 como estrategia
terapéutica en la sensibilizacion a paclitaxel

Diversos estudios han mostrado una fuerte correlacion entre los niveles de
MCL1 y la ausencia de muerte por apoptosis como mecanismo de
adquisicién de resistencia a paclitaxel”, por lo que esta proteina
antiapoptdtica se presenta como potencial diana terapéutica. En este sentido,
obatoclax aparece como un buen complemento a los tratamientos
antimitdticos. Obatoclax pertenece a un grupo de moléculas mimética BH3
que inhibe con gran afinidad a MCLI, lo que da lugar a la activacion de
proteinas pro-apoptoticas que provocan la liberacion de citocromo ¢ de la
mitocondria y la entrada en apoptosis'®. En la actualidad este farmaco se
encuentra en ensayo clinico para pacientes con leucemia mieloide croénica.
Sin embargo, a pesar de que se ha descrito que este inhibidor provoca una
parada en G1/S en células hematopoyéticas, el conocimiento sobre sus
efectos en tumores solidos es aun muy limitado.

Con objeto de profundizar en el estudio de obatoclax como posible agente
sensibilizador a taxanos, utilizamos la linea MDA-MB-231 como modelo
celular resistente al tratamiento con paclitaxel. En este sentido, estudios
previos realizados en nuestro laboratorio demostraron que tras 48 h de
tratamiento con paclitaxel un alto porcentaje de las células MDA-MB-231
sufrian deslizamiento y presentaban una muerte celular apoptotica
practicamente imperceptible’®. A pesar de que en la literatura existen datos
controvertidos®” %, algunos autores han demostrado que esta linea celular
sufre deslizamiento tras tratamiento con paclitaxel”. Otros investigadores
han observado que las células MDA-MB-231 tratadas con paclitaxel mueren
mediante un mecanismo no apoptotico tras sufrir un proceso de

. .y 4
multinucleacion®**,

En nuestra investigacion observamos que en las células MDA-MB-231 la
adicion de obatoclax provoca un aumento de apoptosis muy claro con
respecto al tratamiento s6lo con paclitaxel. Parece que las adaptaciones de
esta linea celular para tolerar este taxano, la hacen mas vulnerable a la
presencia de otros inhibidores, resultado que parece interesante a la hora de
emplear farmacos de segunda linea. Sin embargo, atin no hemos clarificados
los mecanismos moleculares que actian sobre el efecto observado.

Como hemos mencionado anteriormente paclitaxel ejerce su efecto
estabilizando a los microtubulos y provocando una parada en G2/M. Por su
parte, obatoclax en administracion Unica disminuye los niveles de proteinas
antiapoptdticas, en especial a MCLI, y provoca una parada del ciclo celular
en GI/S tanto a 24 como a 48 h en las células MDA-MB-231. Nos
planteamos si la combinacion de ambos fairmacos permitiria favorecer que
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paclitaxel provoque el estimulo pro-apoptotico que conduzca a la muerte
celular. Sin embargo, los mecanismos moleculares observados en la
administracion de ambos farmacos no son obvios. En nuestro estudio hemos
observado que la inducciéon de muerte celular se incrementa en las
combinaciones donde se administra paclitaxel seguido de obatoclax o bien,
ambos a la vez. Por otra parte hemos comprobado que se produce también
disminucion del deslizamiento en las combinaciones de paclitaxel con
obatoclax.

Se propone que en el caso en el que obatoclax se administre antes que
paclitaxel, obatoclax es capaz de bloquear a MCL1 y provocar una parada de
ciclo celular en G1/S. La célula bloqueada no consigue llegar a mitosis y no
responde entonces a la adicion de paclitaxel, que no puede ejercer su efecto
en los microtibulos. Por otro lado, el mecanismo que subyace cuando
paclitaxel es administrado en primer lugar o al mismo tiempo que obatoclax
no responde a este modelo. En este estudio, se propone que tras la parada en
G2/M que provoca el tratamiento con paclitaxel, la linea celular MDA-MB-
231 logra salir de mitosis mediante deslizamiento, en este momento el
tratamiento con obatoclax conseguiria bloquear la salida de mitosis de las
células e inhibir el deslizamiento como mecanismo de supervivencia a
taxanos. En este sentido, se estaria produciendo una parada eficiente en
G2/M, que junto con la disminucion de de MCL1 conduciria a la muerte
celular. Asi pues, considerando todos los experimentos analizados de manera
global, se puede concluir que la mayor induccion de muerte celular se
consigue mediante el tratamiento con paclitaxel y obatoclax, donde la
proteina MCL1 queda inhibida y se produce un arresto eficiente en G2/M.

En cuanto al posible mecanismo de muerte celular que induce obatoclax,
existe mucha controversia. Se ha postulado que en lineas celulares de
rabdomiosarcoma, obatoclax induce muerte via autofagia estimulando un
evento clave como es la formacién del necrosoma para conducir a
necroptosis. Estos resultados se han demostrado recientemente en un estudio
donde se observa que este fArmaco es capaz de provocar la acumulacion de
vesiculas de autofagosomas interaccionando con proteinas como Atg5, RIP1
o RIP3, sin que haya caracteristicas bioquimicas de muerte por apoptosis
como ruptura de PARP o activacion de caspasas™*. Sin embargo, en sus
investigaciones Liang et al demostraron que la autofagia inducida por

obatoclax puede ser citoprotectora dependiendo de la linea celular®*’,

Durante la formacion de autofagosomas en mamiferos, se requieren dos
modificaciones principales como son la conjugacion de Atg-12 y la
lipidacion de LC3. Esta tultima forma lipidada de LC3, LC3-II, ha
demostrado ser un marcador autofagosomal bastante consolidado, por lo que
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se utiliza para estudiar la autofagia en tumorigénesis o en enfermedades

: 248
neurodegenerativas y neuromusculares” .

Nuestros resultados apuntan que en la linea celular MDA-MB-231 obatoclax
en administracion Unica es capaz de inducir autofagia, ya que el marcador
principal LC3-B aparece fragmentado tanto en esta condicion como en las
tres combinaciones con paclitaxel. A pesar de que debemos seguir indagando
en este mecanismo, podriamos estar ante un caso de muerte por necroptosis,
apoptosis o ambas. En este caso para profundizar en el estudio de este
modelo de muerte celular seria necesario analizar la expresion de otros
marcadores de autofagia como proteinas de la familia ATG, beclina,
marcadores de necroptosis, etc asi como realizar estudios de citometria con
Anexina V que permitan discernir si se trata de un tipo de muerte celular u
otra.

Si bien en cierto que nuestra investigacion no profundiza en este aspecto,
resulta evidente que la combinacion de ambos farmacos logra sensibilizar a
las células resistentes al tratamiento con farmacos antimitdticos. Este
hallazgo podria ser vital en la busqueda de nuevos farmacos de segunda linea
que frenen la resistencia al tratamiento con taxanos en pacientes con cancer
de mama.
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RESULTADO III. Influencia de EDIL3 en la EMT y en la resistencia a
paclitaxel

El andlisis de mecanismos de resistencia a taxanos y busqueda de nuevos
marcadores moleculares diagndsticos en canceres tan prevalentes como el de
mama, es sin duda una estrategia de gran importancia para el establecimiento
de tratamientos mas seguros y eficaces. Tanto la gran heterogeneidad de este
tipo de neoplasias como el microambiente tumoral tan diverso fomentan la
existencia de una gran diversidad de mecanismos de resistencia a taxanos.

El estudio de expresion génica diferencial dirigido a comparar los perfiles de
expresion de la linea celular MDA-MB-468 y de la linea resistente a
paclitaxel MDA-MB-468R, nos ha ayudando a dilucidar algunos
mecanismos de adquisicion de resistencia a taxanos, que sin duda seran de
gran importancia para el disefio de alternativas terapéuticas. Asimismo, nos
ha permitido obtener genes expresados diferencialmente que abren futuras
lineas de investigacion para la busqueda de nuevos marcadores de progresion
y prediccion de respuesta al tratamiento en pacientes con cdncer de mama.

Nuestros datos muestran que genes relacionados con el desarrollo, respuesta
a sustancias externas, procesos de adhesion celular y de localizacion en la
membrana y matriz extracelular se encuentran alterados en las células
resistentes a paclitaxel. Como resultado de estos analisis una aproximacion
al problema de la resistencia tumoral que aparece tras tratamiento
prolongado con agentes quimioterdpicos podria ser la resistencia mediada
por senales extracelulares e interacciones celulares. En este sentido hemos
podido identificar genes con cambio de expresion significativa entre los que
se encuentran algunos con funciones conocidas relacionados con la EMT.
EMT es un proceso que otorga caracteristicas mesenquimales a las células
tumorales epiteliales como por ejemplo una disminucion de la adhesion y un
incremento de la motilidad. Se considera un paso critico en las primeras
fases de la metastasis tumoral. En la Gltima década, un cimulo de evidencias
ha mostrado que las células de tumores epiteliales pueden experimentar un
cambio drastico que las convierten en células mesenquimales migratorias.
Algunos investigadores sostienen que a esta conversion se le puede atribuir a
la salida de células de tumores epiteliales de su residencia primaria en la
mama, para diseminarse hacia el higado, los pulmones o la médula dsea.
Dado que los tumores de mama presentan una alta capacidad para producir
metastasis en ganglios linfaticos regionales y diseminarse a distancia, aunado
a que diversos estudios clinicos sugieren que genes relacionados con EMT
juegan un papel importante en la progresion del cancer de mama’®, las
moléculas que interviene en este fendmeno pueden ser una diana novedosa y
efectiva en el tratamiento de estos tumores.
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Recientemente diversas evidencias han demostrado que existe un nexo
cercano entre la EMT y la falta de sensibilidad a numerosos factores de
crecimiento o agentes quimioterapicos. Sin embargo, es indispensable
profundizar en la relacion entre EMT y la resistencia a tratamientos. Asi,
cada vez se hace mas necesario determinar si la EMT aumenta el desarrollo
de la resistencia a fdrmacos mediante la alteracion del crecimiento y/o la
invasion potencial de las células o si las células resistentes muestran un
determinado patron de expresion génica. En este contexto, un cierto nimero
de investigaciones han demostrado que el fendémeno de EMT esta
involucrado en la adquisicion a resistencia a taxanos™"*'. Asi pues, se ha
publicado que la quimioresistencia a paclitaxel induce EMT, debido en parte
a la sobreexpresion de la PI3K™', y aumenta el potencial de metastasis en
células de carcinoma de ovario™’. Recientemente también se ha publicado
que docetaxel induce quimioresistencia a través del aumento de la liberacion
de citoquinas e induccion del fenotipo de EMT mediante el aumento de la

expresion de Snail y N-cadherina®’.

En nuestra investigacion hemos estudiado la influencia de EDIL3 en el
desarrollo de la resistencia a taxanos y en su implicacion en la adquisicion
del fendmeno de EMT en el cancer de mama. Hemos comprobado mediante
dos estudios con microarray que EDIL3 se encuentra sobreexpresado en la
linea resistente a paclitaxel MDA-MB-468R al ser comparadas con las
células parentales MDA-MB-468.

EDIL3 es una glicoproteina de matriz extracelular que contiene tres
dominios EGF, entre los que se encuentra un motivo RGD, y dos dominios
discontinuos. Esta proteina se expresa en células endoteliales durante el
desarrollo embrionico vascular y promueve la adhesion de las células
endoteliales a través de la interaccion con los receptores de las integrinas™”.
Recientemente se ha demostrado que EDIL3 se expresa en varios tipos de
cancer, entre ellos cancer de mama®''*'%. A pesar de que EDIL3 posee un
papel importante en la angiogénesis y desarrollo vascular, su funcion
también est4 relacionada con la promocion de la migracion y el fendémeno
EMT principalmente a través de la interaccion de su dominio RGD con la
integrina avp3>>.

Asimismo, nuestros datos muestran que algunos genes relacionados con el
fendmeno de adhesion celular como SPOCKI, SDC2 se encuentran
sobreexpresados en la linea resistente MDA-MB-468R cuando se comparaba
con las células MDA-MB-468. La evidencia acumulada ha confirmado que
la amplificacion de SPOCKI, tanto del mRNA como de la proteina, estan
involucradas en el control de la regulacion del ciclo celular, apoptosis, y
metastasis en carcinomas de prostata, vesicula biliar, pulmén, pancreas,
hepatocarcinomas y de tumores neuroendocrinos géstricos'**>* %, Sin
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embargo la funcidn biologica de SPOCK1 no se ha explorado ampliamente
en cancer de mama. Asimismo, se ha demostrado que la induccion de
SPOCK1 mediada por la sefializacion EMT confiere resistencia a
lapatinib®’. Se ha descrito que la variabilidad entre los niveles de las
proteinas antiapoptoticas y pro-apoptoticas de la familia BCL-2 contribuyen
al efecto anti-apoptdtico de SPOCKI1 para promover el crecimiento tumoral
a través de la participacion de la via de senalizacion PI3/AKT en cancer
colorectal®®. Estudios recientes en hepatocarcinomas han demostrado que
aquellas células que sobreexpresan SPOCKI1 poseen altos niveles de
metaloproteasa 9, lo que favorece que sean mas invasivas, y que su inoculo
en ratones inmunodeprimidos favorezca el desarrollo de nddulos

metastéasicos'™.

Por su parte, SDC2 es gen que codifica una proteina transmembrana capaz
de regular la sefializacion a través de TGF-P, ya que es capaz de controlar los
niveles de receptores de TGF-f de la superficie celular. Esto afiade un nuevo
nivel de complejidad a la accion del TGF-B, que regula la proliferacion
celular, diferenciacion, adhesion, desarrollo, reparacion de tejidos,
inmunosupresion y supresion de tumores. Sin embargo, su regulacion y
sefializacion aguas abajo ain no esta consensuada'””. En lineas de cancer
pulmonar este sindecano participa junto con el sindecano 4 en la
organizacion del citoesqueleto de actina®®'?%*. Recientemente se ha
demostrado la capacidad del sindecano-2 de inducir muerte celular por
apoptosis a través de su dominio intracelular mediante la sefalizacion de
JNK, en células de osteosarcoma®® y su participacion en la transformacion
oncogénica via activacion de ras*®. Cabe destacar su papel como un co-
receptor para el EVGF*® en procesos de angiogénesis, y su participacion
directa en la transicion epitelio-mesénquima al modificar las propiedades
morfoldgica, adhesivas e invasivas en células epiteliales principalmente
mediante la inhibicion de la activacion de metaloproteinasas de matriz. Asi,
los cambios en la expresion de sindecano-2 se encuentran asociados da a la
disminucion de la expresion de E-cadherina. Este evento podria indicar un
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valor pronostico de sindecano-2 en la progresion de algunos carcinomas™".

En sentido contrario, hemos observado que la expresion de TET2 se
encuentra disminuida en las células resistentes a paclitaxel. Este gen
pertenece a la familia de de proteinas TET (TET1, TET2 y TET3) que
catalizan la cadena de reacciones por las que la 5-metil-citosina (5mC) se
transforma en 5-hidroximetil-citosina (5ShmC) en el proceso de desmetilacion
activa del ADN. Dado que el nivel de 5-hmC en céncer se encuentra
reducido significativamente o alterado en diferentes tipos de tumor, se piensa
que 5-hmC podria jugar un papel en los procesos de desarrollo y

tumorigénesis”®*"***. Diferentes malignidades tienen un miembro de la
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familia TET diferente que se asocia con una funcion de supresor tumoral™".
Ademas, estudios recientes sugieren que hay una correlacion significativa
entre la progresion tumoral y metéstasis, sugiriendo que las proteinas de la
familia TET pueden servir como supresores tumorales en ciertos tipos de

269
cancer .

Asimismo, no hemos encontrado diferencias en la expresion de ninguno de
estos genes en la comparacion entre las células MDA-MB-468 en ausencia y
presencia de paclitaxel Estos datos parecen indicar que la sobreexpresion de
EDIL3, SPOCKI1, SDC2 y la disminucién de TET?2 en las células resistentes
a paclitaxel MDA-MB-468R puede ser debido a la resistencia per sé y no a
la induccidn o represion de estos genes por el tratamiento con el farmaco.

En nuestra investigacion hemos confirmado mediante qPCR los resultados
obtenidos en los microarrays. Asimismo, hemos incluido el estudio de la
expresion de SDC2, SPOCKI y TET2 en la linea celular MDA-MB-231.
Nuestros resultados muestran que esta linea celular presenta mayores niveles
de EDIL3, SDC2 y SPOCKI y los menores niveles de TET2. Por el
contrario, la linea celular MDA-MB-468 muestra los mayores niveles de
TET2 y los menores niveles de los otros tres genes estudiados. Nos
‘planteamos entonces si la disminucion de EDIL3 observada en las células
sensibles a paclitaxel podria estar relacionada con el fenomeno de EMT o
con alteraciones epigenéticas. Se ha propuesto un mecanismo epigenético
responsable de la desregulacion de EDIL3 en hepatocarcinomas en el que se
ha identificado miR-137 como un regulador negativo de EDIL3*”. En
nuestro laboratorio tenemos indicios que demuestran que tras la
administracion de 0.1 pM de azacitida, un agente de desmetilacion, se
produce un aumento de la expresion génica de EDIL3 en la linea celular
MDA-MB-468 (datos no mostrados). A pesar de continuar con los esfuerzos
que permitan abordar esta perspectiva, nuestros resultados han demostrado
que la mayor expresion de EDIL3 se relaciona con el incremento de
expresion de marcadores mesenquimales y con la mayor resistencia a
paclitaxel. Asimismo, el silenciamiento de EDIL3 en la linea tumoral MDA-
MB-231 consigui6 revertir la resistencia a paclitaxel, como lo demuestra la
mayor induccion de PARP y activacion de caspasa-3, asi como disminuir la
expresion marcadores mesenquimales como vimentina.

Xia et al demostraron que la sobreexpresion de EDIL3 induce la
fosforilacion de SCR, ERK y SMAD?2, sugiriendo la activacion de la
sefializacion de ERK y TGF-f. Estas importantes observaciones indican la
existencia de un sistema de regulacion circular para la EMT. En este circuito,
la proteina EDIL3 interacciona con la integrina que son glucoproteinas
integrales de la membrana plasmatica que intervienen en la adhesion con las
células de la matriz extracelular, en su migracion, en la organizacioén del
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citoesqueleto y en la transduccion de sefiales, induciendo asi la activacion de
las cascadas TGF-B y RAS/ERK. Una vez activadas, las vias TGF-f y
RAS/ERK desencadenan la sobreregulacion de marcadores mesenquimales e
integrinas, mientras promueven la desregulacion de los marcadores
epiteliales. Estos eventos moleculares se asociaron con un descenso de
muerte celular y adquisicion de cambios moleculares y morfoldgicos
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caracteristicos de la EMT en células cancerosas™".

Asimismo, en nuestro estudio hemos utilizado cilengitide, el primer farmaco
aprobado por la FDA que bloquea la union de los ligando a las integrinas
a3PBv. Hemos observado que tras la administracion de cilengitide se produce
un aumento del EDIL3 secretado al medio en las tres lineas celulares
analizadas MDA-MB-468, MDA-MB-468R y MDA-MB-31. Este evento
pone de manifiesto que EDIL3 podria secretarse al medio e interaccionar con
la integrina a3Pv para ejercer su funcion. En este sentido, varios estudios han
sugerido que la regulacion autocrina de EDIL3 podria contribuir a un
microambiente receptivo para la separacion de la células en
hepatocarcinomas y promover asi la resistencia a anoikis, apoptosis inducida
por la pérdida de anclaje de la célula a la matriz extracelular o porque las
interacciones célula matriz son insuficientes o inapropiadas’’’.

Varios estudios han demostrado que cilengitide inhibe el crecimiento de las
células de gliomas mediante el desprendimiento celular y la induccién de
apoptosis en los modelos in vitro®''. Este inhibidor también ha demostrado
inhibir la metéstasis Osea en células MDA-MB-231%72. Asimismo, la
administracion de cilengitide resultd en una reduccion significativa de la
densidad de vasos funcionales y retraso el crecimiento del tumor y las
metéstasis in vivo’ . Se ha demostrado que en tratamiento combinado con
radioterapia o quimioterapia®’* ha aumentado la eficiencia terapéutica en
lineas celulares de cancer de pulmén’” y la terapia combinada con
radioinmunoterapia®’® incrementa la eficiencia y apoptosis en modelos
animales con tumores de mama.

Partiendo de todos estos supuesto nos planteamos si en combinacion con
paclitaxel y cilengitide podria revertir la resistencia a paclitaxel en la linea
celular MDA-MB-231. Nuestros datos demuestran que en la linea celular
MDA-MB-231 si bien, cilengitide en administracion unica induce muerte
apoptotica, ésta se incrementa cuando se administran paclitaxel combinado
con cilengitide como se demuestra con la mayor ruptura de PAPR y
activacion de caspasa-3.

En resumen, los datos obtenidos en esta investigacion apuntan que niveles
elevados de EDIL3, tanto de su expresion endogena como de su secrecion al
medio extracelular, correlacionan con la adquisicion de caracteristicas
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mesenquimales y resistencia a paclitaxel en lineas tumorales de mama.
Asimismo, hemos observado que el bloqueo de la interacciéon de esta
glicoproteina con la integrina avB3, mediante la administraciéon con
cilengitide, consigue revertir la resistencia a paclitaxel, por lo que la
combinacion de cilengitide y paclitaxel podria constituir una nueva
estrategia terapéutica que permita revertir la resistencia a este taxano.
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Conclusions/conclusiones

CONCLUSIONS

1. The administration of obatoclax enables to restore the sensitivity to
paclitaxel treatment by arresting in G1/S phase that allows inhibition of
slippage as a survival mechanism in MDA-MB-231 cells. Combinating
obatoclax and paclitaxel appear as a new therapeutic strategy for the
treatment of paclitaxel resistant breast cancer cells.

2. EDIL3 and genes related with extracellular matrix, focal adhesion and

integrin family are the most relevant altered genes in paclitaxel-resistant
MDA-MB-468R breast cancer cells.

3. EDIL3 plays an important role in regulating EMT and response to
paclitaxel. The administration of cilengitide increased paclitaxel-induced
apoptosis in MDA-MB-231 cells.
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Conclusions/conclusiones

CONCLUSIONES

1. La administracion de obatoclax logra restablecer la sensibilidad al
tratamiento con paclitaxel mediante la parada en fase G1/S que permite
inhibir el deslizamiento como mecanismo de supervivencia en las células
MDA-MB-231. La combinacién de obatoclax y paclitaxel supone una
nueva estrategia terapéutica en el tratamiento de células de céncer de
mama resistentes a paclitaxel.

2. EDIL3 y genes relacionados con matriz extracelular, adhesion focal y
familia de integrinas son los genes mas relevantes alterados en las células
de cancer de mama MDA-MB-468R resistentes a paclitaxel.

3. EDIL3 juega un papel importante en la regulacion de EMT y la respuesta
a paclitaxel. La administracion de cilengitide incrementa la apoptosis
inducida por paclitaxel en las células MDA-MB-231.
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ANEXO I. RECETAS

Medio RPMI 1640
suplementado:

Medio RPMI 1640

10% suero fetal bovino

1 mM L-Glutamina 200mM
10mM Hepes 1M

50U/mL solucién penicilina
5000U

50 pg/mL solucion
Estreptomicina Smg/mL

Medio de congelacion:
Medio RPMI 1640

30% suero fetal bovino

1 mM L-Glutamina 200mM
10mM Hepes 1M

50U/mL solucién penicilina
5000U

50 pg/mL solucion
Estreptomicina Smg/mL
10% DMSO

Tampon NP-40:

1% NonidetP-40 (NP-40)
10 mM Tris-Cl pH7.5
150 mM NacCl

10% glicerol

Tampon Laemmli 1X:
62.5 mM Tris-HCI pH 6.8
10% glicerol

2% SDS

5% B-mercaptoetanol

Anexos

0.05% (p/v) azul de
bromofenol

Tampon Tris-Glicina (5X):
125 nM trizma base

IM glicina

0.5% SDS 10% pH 7.2

Tampon de transferencia :
25nM trizma base

192 nM glicina

20% metanol

Agua bidestilada c.s.p. 1L

Solucion rojo Poncceau 1X:
0.2% Solucion rojo Ponceau S
10X (Sigma)

10% acido acético

Agua bidestiladad c.s.p.

Tampon de bloqueo (10%):
10% Blocking Reagent
100 mL tampdn maleico

Tampon bloqueo 1%:

1% Tampdn bloqueo 10%
0.05% solucion Tween 20
10%

0.045M Tampoén Tris 0.05M

Tampon maleico:
100mM é&cido maleico
150 mM NacCll
Ajustar pH 7.5
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c.s.p. 2L

Tampon Tris 0.05M

0.042 M Trizma clorhidrico
0.008 M Trizma base

c.s.p. 20L

Tampon TBS-Tween 20
(10X):

1.5 M NaCl

200 mM Tris-HC1 1M pH 7.6
0.5% Tween 20

Ajustar pH 7.5 c.s.p. 1L

Anexos

Tampon Tris-HCI 1M:
121.4g/L Trizma base
Ajustar pH 7.6 c.s.p. 1L

Solucion SSC pH: 7.0 (20X):
3 M NaCl

0.3 M citrato trisodico
Ajustar pH: 7.0 c.s.p. 1L

Solucion (2X)/NP-40
(0.3%):

300 mM NacCl

30 mM citrato trisodico
0.3% NP40

c.s.p. 100 mL
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Anexos

ANEXO II. GENES

MDA-MB-468 paclitaxel vs MDA-MB-468 DMSO y MDA-MB-468R vs MDA-MB-468

ABCC2 ACTBL2 ADM AKR1C2 ALDH2 ALDH3B2 APCDD1 ARHGEF6 ATP13A5 ATP6VOA4
ATP6V1B1 CA2 CAB39L CALB2 CASP14 CHN1 CHST9 CLDN1 CLIP4 CLYBL COL12A1 CST6
CTNNAL1 CYP4B1 CYP4X1 CYP4Z1 CYYR1 DAB2 DEPTOR DKK1 DUSP10 ELL2 ETS1 EVI2B
FAM185A FAP FLRT3 FRMD6 FSCN1 GDAP1 GFPT2 GLIPR1 GPD1L HDAC9 HMOX1 IL20RA
IL7R INA INHBA IRF1 ITGAS JAG1 KIAA1324 KLRF1 KMO KRTAP2-4 L1CAM LAMB3 LAMC2
LEPREL1 LYNX1 MAB21L3 MAGI3 METTL7A MITF MSMB MUC1 MUCL1 NABP1 NCALD
NDRG2 NEXN NNT NOV NPY1R NPY5R NUAK1l OLR1 OTUD1 PALMD PBX1 PC PCDHB3
PDE8B PLCH1 POU2F3 PPFIBP2 PRODH PTRF RAB3B RASGRP3 RERG ROS1 S100A7A SCEL
SCHIP1 SERPINE1 SERPINE2 SESN3 SLC46A3 SLURP1 SPDEF SPTSSB SRPX2 SRR ST8SIA1
STAC2 SULT1E1 SYBU SYT16 TCHHL1 TFPI2 TGFBI TMPRSS4 TRIL TRIM22 TSPAN5 VIM
ZBTB7C ZNF462
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Anexos

MDA-MB-468R DMSO vs MDA-MB-468 DMSO (Gene 1.0 ST array) y MDA-MB-468R DMSO
vs MDA-MB-468 DMSO (COMBAT)

AARD ABAT ABCB1 ABCC2 ABHD3 ABLIM3 ACE2 ACPP ACSL4 ACSL5 ACSS2 ACSS3 ACTBL2
ACYP2 ADAMTS12 ADCY1 ADD2 ADM ADORA2B ADRA1B AGMO AGPAT4 AGR2 AIM2 AK3
AKR1C2 AKT3 ALDH2 ALDH3B2 ALS2CR8 AMIGO2 AMOT ANAPC16 ANKRD6 AP1M2 APCDD1
APOL2 AQP3 ARHGAP31 ARHGAP42 ARHGEF37 ARHGEF38 ARHGEF6 ARL15 ARNTL2 ARRB1
ATG4D ATP10D ATP13A5 ATP6VOA4 ATP6V1B1 AXL AZGP1 BARX2 BASP1 BCAT1 BCL11B BEX1
BICC1 BLNK BMP5 BOC BRWD1 BVES C10orfll C10orf118 C10orfl2 Cllorf53 Cllorf63
C120rf75 C190rf33 C190rf66 Clorfll5 C1QTNF6 C21orf33 C21lorf91 C3orf67 Cdorfl9
C6orf130 Céorf223 C9orfl52 C9orf84 CAB39L CACNA2D1 CALB2 CAMK2D CAMK4 CASP1
CASP14 CASZ1 CATSPERB CAV1 CBLB CCDC80 CCL22 CCND1 CD14 CD68 CD82 CDH13 CDH2
CDR1 CFH CFI CHN1 CHODL CHRDL1 CHST15 CHST9 CITED4 CKB CLDN1 CLDN10 CLDN8 CLIC5
CLIP4 CLMP CLSTN2 CMYAS5 CNKSR2 COG3 COL12A1 COL4A1 COL4A2 COTL1 CPAMDS CPED1
CPPED1 CPQ CRABP1 CRABP2 CREB3L2 CRYAB CSGALNACT1 CST6 CTNNAL1 CTSL1 CTSL2
CXorf26 CXorf57 CYP27A1 CYP2R1 CYP39A1 CYP4B1 CYP4X1 CYP4Z1 CYP7B1 CYYR1 DAB2
DCBLD2 DCDC2 DDX58 DEPTOR DHRS7 DIO2 DIRAS2 DKK1 DNAH11 DNASE2 DNER DNM3
DNMT1 DOCK4 DPYSL5 DSE DTX4 DUSP10 DYNLT3 E2F2 EDIL3 EDNRB EFEMP1 EHF EIF3G
ELAVL2 ELF5 ELL2 ELOVL2 ELOVL6 ELOVL7 EML5 EMR2 ENPP1 ENPP4 EPDR1 EPHB1 EPS8
ESYT3 ETFDH ETS1 ETV1 EVI2B EXPHS5 EXT1 EYA2 FADS2 FADS3 FAM126B FAM160A1
FAM171A1 FAM173B FAM178A FAM19A2 FAM49A FAM84A FAP FAR2 FBLN5 FBXL12 FDX1L
FGF2 FLG FLRT3 FOXI1 FRMD5 FRMD6 FRY FSCN1 FSD1 FTL FUCA1l FUT8 FYB GAB2 GATM
GBP1 GBP3 GCNT1 GDA GDAP1 GFPT2 GLB1L2 GLIPR1 GLRB GLRX GNAI1 GNAL GNAZ GNE
GPD1L GPNMB GPR39 GPR63 GPRC5A GPRC5B GRHL3 GRIK2 GRK5 GSTM4 GSTP1 GUCY1A3
GUCY1B3 GULP1 HBE1 HDAC9 HDGFRP3 HDX HECW2 HERC3 HERCS5 HIST3H2A HLA-F HMGA2
HMGN5 HMOX1 HNMT HRASLS2 HRCT1 HS6ST2 HSD17B11 HSD17B2 HSPA13 HTR1D ICOSLG
IFI16 IFI35 IFI44 IFI6 IL12A IL20RA IL7R IMPA1 INA INHBA INPP4B INSR IQCK IRF1 ITGA3 ITGB4
JAG1 JAG2 JAZF1 JPH1 KAL1 KCNB1 KCNC4 KCNK1 KCNS3 KEAP1 KIAA0240 KIAA1324
KIAA1324L KIF16B KITLG KLRF1 KMO KRI1 KRT4 L1CAM LAMA3 LAMA4 LAMB3 LAMC1 LAMC2
LDOC1 LEPREL1 LGALS1 LHPP LIMA1l LINGO2 LMBRD2 LMO4 LONRF3 LOXL2 LRBA LRIG1
LRRC1 LURAPIL LY75 LYN LYNX1 LYPD1 LYPD5 MAB21L3 MAGEA1 MAGEC1 MAGED1 MAGI3
MAP7D2 MAPK13 MAPRE2 MARCH3 MBD5 MBNL3 MCAM MCM3AP MCTP1 MCTP2 MECOM
MED12L MEF2C METTL15 METTL7A MICAL2 MKI67 MLF1 MMAA MMP13 MMP2 MPC1
MRPL4 MSMB MUC1 MUCL1 MUM1L1 MVP MYADM MYBL1 MYEF2 MYLK MYLK4 MYO1E
MYOS5A NABP1 NBEAL1 NCALD NDRG2 NEK3 NELL2 NEXN NFKBIZ NHLRC2 NLRP1 NME7 NMT2
NNMT NNT NOTCH3 NOV NPNT NPR3 NPY1R NPY5R NR2F1 NR2F2 NR3C2 NRIP3 NRK NRP1
NSUN7 NTS5E NUAK1 NXF3 ODZ1 ODZ2 OLFM2 OLFM4 OLFML3 OLR1 OPHN1 OPN3 OSBP2
OTUB2 OTUD1 P4HA1 P4HA2 PADI3 PALMD PAM PAPPA PARM1 PARP8 PAX7 PBX1 PC PDE8B
PDESA PDGFD PDLIM7 PDZD2 PDZK1IP1 PELI2 PFKP PGAP1 PHYH PI3 PIGO PIN1 PKIB PLA2G16
PLA2G4A PLA2R1 PLAT PLCB1 PLCH1 PLD1 PLEKHAS PMEPA1 PMP22 POU2F3 PPAP2A PPFIBP2
PPM1E PPP1R3C PPP2R2C PRAME PRKACA PRKCA PRKG1 PRODH PRR5L PRSS23 PRTFDC1
PTCHD1 PTH2R PTPRG PTPRM PTRF PTTG1IP PVRL3 PYGL RAB38 RAB39A RAB3B RAB3D RAI14
RASGRP3 RAVER1 RCAN2 RCBTB1 RERG RGP1 RHBDL2 RHOBTB3 RHOF RNF128 RNF152 RNF38
RORA ROS1 RPL7L1 RRAGD RRAS S100A4 S100A7 S100A7A S100A8 S100A9 SACS SAMD9
SAMDSL SAMHD1 SATB2 SCEL SDC2 SDCBP SELENBP1 SEMA3A SEMA3B SERPINA1 SERPINB5
SERPINB8 SERPINE1 SERPINE2 SESN3 SFMBT2 SGCD SGTB SHC3 SLC12A2 SLC15A1 SLC16A1
SLC16A10 SLC1A6 SLC24A3 SLC27A6 SLC28A3 SLC2A12 SLC2A13 SLC34A2 SLC35F1 SLC37A2
SLC39A10 SLC44A2 SLCA6A3 SLC4A11 SLC6A14 SLC6A9 SLC7A8 SLCOAC1 SLPI SLURP1 SMAD1
SMYD3 SNAI2 SNTB1 SOCS3 SP100 SPATA6 SPATS2L SPDEF SPG20 SPNS2 SPOCK1 SPRY1
SPTSSB SRPX SRPX2 SRR SSBP2 ST8SIA1 STAC2 STARD3NL STK10 STK39 STON2 SULT1E1 SVEP1
SYBU SYCP2 SYT1 SYT16 SYTL2 TAPBPL TBCK TC2N TCEA3 TCEAL8 TCHHL1 TCN1 TCP11L2
TESK1 TET2 TFCP2L1 TFPI2 TGFB1 TGFBI TGFBR3 THBS1 THRB TIGD2 TLR1 TLR4 TLR6 TMC5
TMEM108 TMEM133 TMEM205 TMEM45B TMEM47 TMEM55A TMOD1 TMPRSS2 TMPRSS4
TNS3 TRIB2 TRIB3 TRIL TRIM22 TRMT10B TRPC1 TSC22D3 TSPAN5 TSPANS TTC28 TTC39A
TUBB6 TYK2 UBE2E2 UBL5 UGCG UGT1A1 UHRF1BP1 UNC13B UNC5A UNC5B UST VGLL3 VIM
VIPR1 WASF3 WBP5 WNT6 YBX2 ZBTB5 ZBTB7C ZC3H12C ZC4H2 ZCCHC7 ZDHHC2 ZNF117
ZNF267 ZNF318 ZNF323 ZNF440 ZNF462 ZNF506 ZNF518A ZNF618 ZNF69 ZNF713 ZNF791
ZSWIM6 ZYX
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Anexos

ANEXO III. PUBLICACIONES

Gasca J, Flores ML, Giraldez S, Ruiz-Borrego M, Tortolero M, Romero F,
Japon MA, Séez C. Loss of FBXW7 and accumulation of MCL1 and PLK1
promote paclitaxel resistance in breast cancer.Oncotarget. 2016 Aug
16;7(33):52751-52765. doi: 10.18632/oncotarget.10481.

Flores ML, Castilla C, Gasca J, Medina R, Pérez-Valderrama B, Romero F,
Japon MA, Sdez C. Loss of PKCo Induces Prostate Cancer Resistance to
Paclitaxel through Activation of Wnt/B-Catenin Pathway and Mcl-1
Accumulation. Mol Cancer Ther. 2016 Jul;15(7):1713-25. doi:
10.1158/1535-7163.MCT-15-0951. Epub 2016 Apr 13.
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