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Resumen

DUSP1 es una fosfatasa que regula la actividad de las MAPK, JNK y p38, que ademas
tiene un papel significativo en la biologia tumoral y en la resistencia al cisplatino (CDDP). En este
trabajo se estudia la funcion de DUSP1 en cancer no microcitico de pulmén (CNMP). Para ello se
realizd un andlisis diferencial de la expresion genica global entre células de CNMP parentales
(H460v) y células con expresion de DUSP1 inhibida (H460cri). En este estudio se observé que la
inhibicion en la expresion de DUSPL induce cambios en las rutas biologicas involucradas en
angiogeénesis, actividad MAP quinasa, sefializacion célula-célula, la actividad del factores de
crecimiento y receptores tirosina-quinasa. Estas diferencias observadas en expresion génica se
complementaron con ensayos funcionales para estudiar la implicacion de DUSP1 en angiogénesis
y metéstasis. Se observd que en células H460, la inhibicion de la expresion DUSP1 disminuye la
capacidad migratoria e invasiva, el crecimiento de tumores en ratones inmunodeprimidos y la
metstasis inducida por estas celulas. También se observé que la inhibicion de DUSP1 reduce el
potencial angiogénico in vivo, dato que correlaciona con una disminucion de la produccion de
VEGFC. A raiz de estos resultados, se realizd una aproximacion translacional con muestras de
biopsias de tumores de pacientes con CNMP, observandose una estrecha correlacion entre la
expresion de VEGFC y DUSP1 en las zonas de mayor vascularizacion.

La expresion de DUSPL1 parece estar relacionada con la resistencia encontrada
frecuentemente en pacientes de CNMP al CDDP, quimioterapico de uso habitual en este tumor.
Por tanto, se quiso profundizar en el conocimiento del papel de DUSPL1 en respuesta al CDDP en
células de CNMP. Para ello, se trataron las células H460v y H460cri con CDDP a diferentes
tiempos y se estudiaron los cambios en la expresion genica mediante el uso de microarrays de
expresion. Los resultados obtenidos indican que las células H460cri son mas sensibles al CDDP,
con un aumento en el porcentaje en células apoptéticas tras su tratamiento con este agente. En
ambas lineas celulares la apoptosis esta mediada por la actividad de p38, aunque en células H460v
la activacion de la apoptosis es via p38-ATF2, mientras que en células H460cri parece ser
independiente de ATF2

Como conclusién los resultados indican que DUSP1 juega un papel importante en la
progresion tumoral en CNMP, probablemente debido a su participacion en los procesos de
angiogénesis y metéstasis; ademéds DUSP1 parece estar implicada en la aparicion de
resistencia al agente CDDP a través de una sutil regulacion de los procesos apoptdticos

mediados por la ruta p38.






Abs

DUSP1 is a phosphatase that regulates the activity of the MAPK, JNK and p38,
with an increasingly recognized implication in tumor biology and resistance to cisplatin
(CDDP). To understand more about the role of DUSP1 in non-small cell lung cancer
(NSCLC), gene expression analysis was performed comparing parental versus DUSP1-
defficient H460 NSCLC cancer cells. Results showed that inhibition in DUSP1
expression induces changes in specific biological pathways including angiogenesis,
MAP-kinase phosphatase activity, cell-cell signalling, growth factor and tyrosine-kinase
receptor activity. Then, complementary functional assays were performed focussed on
the implication of DUSP1 in angiogenesis and metastasis. In H460 cells, inhibition of
DUSP1 expression resulted in a diminished capacity to migrate, invade, generate tumors
in nude mice and to metastasize. Furthermore, H460cri cells have a reduced angiogenic
potential in vivo, which correlates with a decrease in VEGFC expression. Finally, we
studied the relevance of these findings in human NSCLC specimens. A significant
correlation was found between VEGFC and DUSP1 expression that localize next to
vascular structures.

CDDP-based chemotherapy is the first option treatment in NSCLC and the
expression of DUSP1 seems to be related to CDDP resistance in those patients. To gain
insight into the cellular signaling pathways involving DUSP1 actions and the response
to CDDP in NSCLC; H460v and H460cri cells were treated during different times with
CDDP and the gene expression analysis was studied using microarrays. Results
indicated the H460cri cells were more sensitive to CDDP and that the percentage of
apoptotic cells increased after treatment. In both cell lines the apoptosis is mediated by
p38 activity, although in H460v cells the activation of apoptosis occurs by p38-ATF2
pathway, while in H460cri cells seems to be independent of ATF2.

Overall, this work provides evidence on the role of DUSP1 in tumor progression
in NSCLC, which is probably related to its participation in angiogenesis and metastasis;
moreover DUSP1 seems to be involved in CDDP resistance through subtle changes in

apoptotic processes regulation mediated by p38 signalling pathway.
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1. CANCER DE PULMON

I céncer de pulmoén es un conjunto de enfermedades resultantes del
crecimiento maligno de células del tracto respiratorio, en particular del epitelio
de recubrimiento de las estructuras bronquiales y alveolares. Es uno de los tipos

de cancer mas frecuentes a nivel mundial y la primera causa de muerte por cancer en la
poblacion masculina en los paises industrializados. Ademds su incidencia se ha
incrementado también entre la poblacion femenina como consecuencia del aumento del
habito tabaquico, superando a la mortalidad por cancer de mama en algunos paises
desarrollados (Boyle and Levin, 2008). En Espafia se diagnostican cada afio 20.000
nuevos casos, que representan el 12% de todos los tipos de tumores y el 20% de las

muertes asociadas a esta patologia.

1.1. Tipos de cancer de pulmén.
Seglin la clasificacion histologica vigente, el cancer de pulmén puede dividirse

en cuatro subtipos principales que representan el 95% de los casos y son los siguientes

(Christopher G.Azzoli, 2010):

Cancer de pulmon de células pequefias o microcitico (CMP): Representa el 10-15%
de todos los casos. Esta compuesto por células con un escaso citoplasma, nucleolos
prominentes y con gran velocidad de proliferacion. Su incidencia se esta reduciendo sin

que por el momento se conozcan las causas.

Cancer de pulmon de células no pequefias 0 no microcitico (CNMP): Este tipo de
cancer representa el 80-85% de todos los diagnosticos de cancer de pulmon. Los tipos
principales de CNMP reciben su nombre dependiendo del tipo celular al que se

diferencian histologicamente:

a) carcinoma epidermoide, escamoso o escamocelular (20-30%): Compuesto por
células epiteliales con diferenciacion escamosa e identificable por la produccion de
islas de queratina. Fue el tumor mas frecuente hasta hace 10 afios, momento en el

que se observo un descenso en su incidencia.
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b) adenocarcinoma (30-40%): Conformado por células con diferenciacion
glandular o con produccién de mucina similares a las células caliciformes que
integran la mucosa de cualquier epitelio. Hoy dia es el tumor mas frecuente en los
paises occidentales y aunque el aumento en su incidencia se ha asociado a los
distintos modelos de tabaquismo no existe evidencia bioldgica que justifique los

hallazgos epidemiologicos.

c) carcinoma de células grandes (10%): Células grandes, anaplasicas y
poligonales, con nucleos vesiculares. La ausencia de diferenciacion evidente impide
su clasificacion como epidermoide o adenocarcinoma pero la mejoria en las técnicas
diagnosticas histoldgicas esta reduciendo su incidencia. En cualquier caso, los
cambios epidemiologicos en este subtipo histolégico van asociados a la tecnologia

empleada en cada centro hospitalario.

d) Existen otras variantes menos frecuentes que configuran el 5-8 % del resto de los
tumores primitivos del pulmén con histologias mixtas epiteliales, mesenquimales o

linfoides cuya descripcion carecen de interés para este trabajo de investigacion.

1.2. Estadiaje del CNMP: Sistema TNM.

La localizacion y el tamano del tumor inicial de pulmén, y la presencia o
ausencia de extension hacia los ganglios linfaticos o hacia lugares mas distantes del
cuerpo, determinan el estadio del cancer de pulmoén y con ello, las posibilidades de
supervivencia. El sistema utilizado internacionalmente para la clasificacion de
carcinomas no microciticos de pulmén es el TNM, donde T indica el grado de
infiltracion y extension local en la vecindad tisular del Tumor primario (describe la
extension del tumor primario), la N se refiere a la afectacion ganglionar de acuerdo con
su localizacion (es decir, la ausencia o presencia de metastasis en los ganglios linfaticos
cercanos), tamano y numero, finalmente, la M indica la presencia o ausencia de
metastasis a distancia. El sistema TNM fue propuesto inicialmente por Denoix en 1946
y es actualizado periddicamente. La nueva clasificacion es la primera basada en datos
internacionales de pacientes tratados de diferente manera y los cambios se han basado
en diferencias en la supervivencia. Se da mas importancia al tamafio tumoral, le concede

un pronostico real a los tumores que tienen nodulos adicionales y adapta la clasificacion
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de la extension a la pleura al prondstico y a la practica clinica habitual, que ya
contemplaba estos casos como diseminados (Rami Porta, 2009).

Utilizando el sistema TNM los tumores se clasifican en: Estadio 0 se define
como "carcinoma in situ", el tumor se encuentra localizado en la capa mucosa de la
estructura bronquial y no presenta crecimiento a través de la membrana basal que separa
la mucosa de la submucosa y no tienen metdstasis ganglionares ni a distancia
(TisNOMO). En el estadio | el tumor se encuentra tinicamente en el pulmon y esta
rodeado por tejido normal y no existe afectacion ganglionar ni a distancia. El estadio 11
el tumor se ha diseminado a los ganglios linfaticos regionales peribronquiales o hiliares
del mismo lado en el que se ha originado el tumor primario. En el estadio 111 el tumor
mide mas de 7cm. en ausencia de cualquier otro tipo de afectacion, o se ha extendido a
la pared toracica o al diafragma cerca del pulmon; o el cancer se ha diseminado a los
ganglios linfaticos mediastinicos, subcarinales o mas alld de estos. En este estadio es
importante diferenciar el estadio IIIA, potencialmente operable, del estadio IIIB sin
posibilidades reales de cirugia, pues la aproximacion terapéutica es totalmente distinta.
Por ultimo, en el estadio IV el tumor se ha diseminado a otros 6rganos (Christopher

G.Azzoli, 2010).

1.3. Tratamiento de CNMP segun los estadios.

El tratamiento del cancer no microcitico de pulmén exige la combinacion
racional de todas las modalidades existentes de terapias: cirugia, radioterapia y
quimioterapia. En funcion del estadio en el que se ha diagnosticado al paciente, las

técnicas terapéuticas y su orden de administracion son variables (ver Tabla 1).

El cancer de pulmoén no microcitico en estadios I y II se trata con cirugia y
diseccion de los ganglios mediastinicos. A pesar de que con la cirugia se pueden llegar a
curar un elevado porcentaje de los casos, se recomienda administrar quimioterapia
adyuvante basada en un doblete de platino a aquellos pacientes en estadio II y IITA. Por
el momento, los pacientes diagnosticados e intervenidos en estadio I no se benefician de
tratamiento adyuvante pues en varios ensayos clinicos se ha cuestionado su valor para
aumentar la supervivencia global. En pacientes con estadios Illa se recomienda
administrar quimioterapia inicialmente para en un segundo momento proceder a la
reseccion quirdrgica si fuera viable. En caso contrario se administra radioterapia

concurrente a dosis radicales. Algunos pacientes en estadios IIIB sin derrame pleural
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que contraindique la radioterapia se pueden beneficiar también de un esquema
concurrente de quimio-radioterapia pero la mayoria de ellos terminan recibiendo
exclusivamente quimioterapia. En cualquier caso, es importante separar los dos grupos
pronoéstico establecidos por los estadios IIIB y IV ya que su supervivencia sera

ligeramente distinta y puede sesgar resultados experimentales (ver Tabla 1).

Tabla 1. Tratamientos de CNMP segiin estadios.

Estadios Tratamiento usual Areas de investigacion
IA,IB Cirugia Quimioterapia adyuvante
IIA, IIB Cirugia + Quimioterapia
Quimioterapia adyuvante neoadyuvante

Necesidad de cirugia

Quimio-radioterapia
o _ ) o concurrente sin cirugia
Quimioterapia de induccion +

cirugia Radioterapia
IIA hiperfraccionada
Quimioterapia-radioterapia
secuencial

Nuevos farmacos

Tratamientos adyuvantes

Quimio-radioterapia
concurrente

Radioterapia
hiperfraccionada

11IB Quimio-radioterapia secuencial
Nuevos farmacos
Nuevas combinaciones
de farmacos
Nuevos farmacos
v Quimioterapia

Nuevas combinaciones
de farmacos

10
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Actualmente, la quimioterapia utilizada se basa en la combinaciéon de un agente
derivado del platino como el cisplatino o carboplatino y otros farmacos como:
docetaxel, gemcitabina, paclitaxel, pemetrexed o vinorelbina. Desde hace varios afios,
distintos estudios han sugerido dobletes de quimioterapia sin la inclusion de ningin
platino sin que por ello se observasen diferencias significativas en las supervivencias de
los pacientes. Mas recientemente, los inhibidores de la actividad tirosina quinasa
localizada en el dominio intracelular de la isoforma 1 de EGFR en pacientes con
mutaciones en el mismo receptor han permitido observar supervivencias inimaginables
hace 10 afios. Ademads, la descripcion de una proteina de fusion por la translocacion
entre los genes ALK y EML4 ha permitido la introduccion de un nuevo inhibidor de
esta proteina con tasas de respuestas superiores al 80%. Finalmente, la incorporacion de
bevacizumab (anticuerpo que se une a VEGF, bloqueando su funcioén correcta) a los
dobletes mas usados de platino también ha obtenido supervivencias superiores a los 12
meses en pacientes con histologia de adenocarcinoma. Aun asi, el paradigma de Shiller
sugiere que ningun esquema citotéxico es mejor que otro, este paradigma sigue siendo
totalmente vigente pues mas del 60% de los pacientes no son subsidiarios de tratamiento

con inhibidores o con terapias biologicas.

El cisplatino es un farmaco derivado del platino, descrito originalmente como la
sal de Peyroine y cuya actividad biologica implicada en la division celular fue
descubierta de forma accidental en 1965 por Barnett Rosenberg, al identificar un
complejo soluble procedente de la electrolisis de electrodos de platino que inhibia la
fision binaria en Escherechia coli (Rosenberg et al., 1965). Posteriormente, fue probado
como quimioterapico y en 1971 fue tratado el primer paciente con cancer. Hoy en dia,
se utiliza en el tratamiento de muchos tumores como los procedentes de ovario, cérvix,
linfomas en recurrencia, cabeza y cuello, testiculo, eséfago, vejiga y pulmén. El
cisplatino se une a la posicion N7 de las bases purinicas (principalmente guanina) del
ADN, formando aductos intracatenarios (la mayoria de ellos) o intercatenarios que
bloquean la replicacion y transcripcion en las células tratadas. Estos aductos causan
distorsiones en la curvatura del ADN que son reconocidos por una variedad de proteinas
involucradas en las rutas de reparacion del ADN, que controlan la muerte y la
proliferacion celular, diferenciacion y la respuesta a estrés. Sin embargo, el cisplatino
acta por igual en todas las células proliferantes, ya sean tumorales o no, y por tanto

tiene un elevado grado de toxicidad (Kelland, 2007).

11
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Los avances en el estudio de las bases moleculares del CNMP han permitido
llegar a un mejor conocimiento del comportamiento bioldgico de esta enfermedad. Esto
ha llevado al desarrollo de nuevos farmacos dirigidos contra la actividad de algunos de
los genes implicados en el mantenimiento del estado neopléasico. Los farmacos dirigidos
contra una diana molecular tienen en general una accion citostatica, en contraposicion
con la quimioterapia tradicional de accion citotoxica, y son entre otros: inhibidores de
EGFR, RAS, PI3K/AKT, RAF/MEK/ERK, proteina-quinasa C, RAC/RHO,
proteosoma, proteinas de ciclo celular y de la angiogénesis.

A pesar de los pequefios avances en la deteccion temprana y el tratamiento
adyuvante, el CNMP es diagnosticado en mas del 70% de los casos en estadios
avanzados en los que los tratamientos no son curativos, por lo que tiene un pobre
pronéstico (Herbst et al., 2008). Ademas, en la mayoria de los casos se produce
resistencia al tratamiento con cisplatino en estos pacientes, que se debe principalmente a
dos mecanismos: a) baja concentracion de cDDP dentro de la célula por problemas en la
entrada o salida del cisplatino que deriva en una disminucién en la unién al ADN y b) a
pesar de la formacion de aductos ADN-platino, se incrementa el mecanismo de
reparacion del ADN o disminuye la induccion de apoptosis. Por tanto, estos dos factores
(diagnostico tardio y resistencia al tratamiento) son responsables de una media de
supervivencia global inferior al afio, a pesar del méximo esfuerzo terapéutico (Herbst et

al., 2008).

2. PROGRESION TUMORAL

El cancer de pulmén como otros tumores, surge por un proceso acumulativo de
cambios genéticos y epigenéticos en oncogenes como KRAS, BRAF, EGFR, HER2,
PI3K y genes supresores de tumores como RB1, p53, STK11, p16, APC, ATM, DKK1,
PTEN, RASSF1A.

Estos cambios en un principio acontecen en células del epitelio bronquial, en los
pneumocitos que recubren el espacio alveolar o en las células caliciformes de los
conductos bronquiales permitiendo una progresion hacia hiperplasia, metaplasia,
displasia y finalmente la aparicion de un carcinoma in situ (Figura 1). Otras mutaciones
posteriores permiten que el carcinoma in Situ progrese mediante la invasion hacia el
tejido submucoso, la formacion de nuevos vasos sanguineos y la migracion de células

hacia 6rganos distantes.
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Figura 1. Progresion tumoral. Aspecto histologico de las etapas que sigue un epitelio pulmonar, desde unas condiciones normales

aun carcinoma in situ, pasando por las fases de hiperplasica, metaplasica y displasica.

2.1. Angiogénesis.

La angiogeénesis es un proceso fisioldgico que consiste en la formacion de vasos
sanguineos nuevos a partir de los vasos preexistentes y es necesario durante el
desarrollo embrionario, el crecimiento del organismo y en la cicatrizacion de las heridas
(Carmeliet, 2005). Sin embargo, segun J. Folkman (1971) también es un proceso
fundamental en la progresion tumoral, ya que los tumores requieren de la angiogénesis
para mantener la proliferacion ilimitada del tumor primario y permitir la colonizacién de
organos distantes.

La activacion del proceso angiogénico (Figura 2) se lleva a cabo conjuntamente
por células tumorales, células endoteliales, macrofagos infiltrados en el tumor,
fibroblastos y la matriz extracelular. Ademas, en la regulacion de este proceso hay un
equilibrio entre la cantidad de factores proangiogénicos y aquellos que inhiben la
angiogénesis (Herbst et al., 2005; Kerbel, 2008). Cuando la proporcion de los factores
proangiogénicos (FGF, miembros de la familia VEGF, PDGF) exceden la de los
factores inhibitorios (trombospondina, endostatina, angiostatina, tumstatina, etc) se
activa el proceso de angiogénesis y se produce una cascada de eventos que culminan en
la formacion de nuevos vasos sanguineos.

Los tumores sélidos con un volumen de 1-2 mm® (Folkman, 1992), por lo
general, aparecen y progresan en un ambiente de hipoxia (Bergers and Benjamin, 2003).
La subunidad alfa del factor de transcripcion inducible por hipoxia (HIF) media el
aumento de la angiogénesis en los tumores, mediante la activacion de la expresion en la
célula tumoral de un conjunto de genes, entre los que se encuentran los integrantes de la
familia del factor de crecimiento del endotelio vascular: VEGFa, VEGFb, VEGFc,
VEGFd (factores pro-angiogénicos). Los factores del crecimiento secretados por las
células tumorales se unen a los receptores de las células endoteliales (VEGFRI,

VEGFR2 y NRP), activandose funciones como la permeabilidad vascular, la
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proliferacion, la migracion y la movilizacion de las células endoteliales hacia la células
tumorales secretoras de factores pro-angiogénicos. Como consecuencia de todo este
proceso se forman nuevos capilares sanguineos en el tumor (fase vascular) (Herbst et

al., 2005; Jimenez and Volpert, 2001).

a. Latente b. Desprendimiento perivascular c. Comienzo del crecimiento
y dilatacién de los vasos angiogénico

d. Continuacién del crecimiento
vascular

Figura 2. Modelo clésico de induccion de angiogénesis. La activacion del fenomeno es un paso discreto en el desarrollo del tumor que puede ocurrir
en diferentes fases de la progresion tumoral, dependiendo de la naturaleza del tumor y su microambiente. a) La mayoria de tumores empiezan
creciendo como nddulos avasculares (latentes) alcanzando un estado estacionario entre células en proliferacion y apoptéticas. El inicio de la
angiogénesis garantiza el crecimiento exponencial del tumor. b) El encendido ocurre cuando las células perivasculares se desprenden de los vasos
sanguineos y se produce una dilatacion de éstos, ¢) seguido de un crecimiento angiogénico es decir, d) la formacién y maduracion de nuevos vasos
sanguineos y el reclutamiento de células perivasculares. €) La formacion de nuevos vasos sanguineos continuara conforme el tumor crezca, y los vasos

sanguineos proveeran de nutrientes y oxigeno a aquellas areas del tumor hipoxicas o necroticas. Adaptado de Bergers and Benjamin, 2003
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2.2. Metastasis.

La metastasis es un proceso secuencial en el que las células del tumor primario
se propagan a un 6rgano distinto de aquel en el que se iniciaron (Fidler et al., 2010). Los
tumores primarios estdn formados por poblaciones celulares heterogéneas que pueden
encontrarse en estadios muy tempranos de la progresion (Chiang and Massague, 2008;
Minn et al., 2007; Nguyen and Massague, 2007). Estas células presentan una
inestabilidad genética que es intrinseca a las células tumorales, facilitando el avance del
proceso hacia la metastasis. Alteraciones genéticas adicionales les permiten superar
uniones fisicas (uniones celulares, estructura del tejido, torrente circulatorio), quimicas
(falta de oxigeno, de nutrientes, aumento de especies reactivas de oxigeno) y biologicas
(evasion de la respuesta inflamatoria, inhibicion de citoquinas), permitiendo su
diseminacion y colonizacion a un 6rgano distante. La adquisicion de un fenotipo
metastdsico se inicia cuando las células tumorales invaden la region contigua dando
lugar al proceso denominado invasion. En este proceso se producen cambios en las
células metastasicas como la pérdida de su polaridad (Rho-GTPasa), la pérdida de la
adhesion celular (se reprime la expresion del gen cadherina-E), el reordenamiento del
citoesqueleto y el aumento de los marcadores mesenquimales (vimentina, fibronectina).
Estos cambios estan asociados a un proceso denominado transicion epitelio-
mesenquima (Moreno-Bueno et al., 2008). Ademas, las células tumorales aumentan su
capacidad migratoria (HGF) y son capaces de proteolizar mediante metaloproteasas
(MMP) la membrana basal y la matriz extracelular del tejido circundante para escapar
por el torrente circulatorio, lo que se denomina intravasacion. Posteriormente las
células tumorales han de ser capaces de sobrevivir en el torrente circulatorio o linfatico
evadiendo al sistema inmune (expresion de genes CXCR4, CXCL12 para unirse a
receptores que expresan los tejidos) e invadir el parénquima de un organo diferente y
distante al primero por mecanismos similares a los de la intravasacion, proceso que se
denomina extravasacion (MMP-1 y ANGPTL4). Se produce entonces una infiltracion
de las células tumorales a dicho 6rgano y su colonizacion (Figura 3) (Chiang and
Massague, 2008). En algunos tumores existe un espacio temporal denominado latencia
entre los procesos de extravasacion y colonizacion (Sahai, 2007). En el adenocarcinoma
de pulmon, la metastasis frecuentemente se producen en 6rganos como cerebro, higado,
hueso y pulmoén, existiendo una latencia de meses para su aparicion clinicamente

evidente (Chiang and Massague, 2008).
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a. Cancer in situ b. Invasion del tumor

/ |

C. Intravasacion al sistema circulatorio d. Propagacion por el sistema linfatico

Y ) Al

'\, €. Extravasacion

f. Micrometastasis ocultas g. Colonizacion

Figura 3. Inicio del tumor y metastasis. a) Cancer in situ, tumor primario originado en un 6rgano diferente al de metéstasis. b)
Invasion del tumor, las células tumorales invaden la region contigua. ¢ y d) Intravasacion al sistema circulatorio y propagacion por
el sistema linfatico, las células tumorales tendran la capacidad de escapar por el torrente circulatorio y linfatico. e) Extravasacion,
las células tumorales escapan del torrente sanguineo y circulatorio e invaden un 6rgano diferente y distante al primero. f) Las células
tumorales estan latentes en el organo receptor. g) Se produce un crecimiento de las células tumorales colonizando dicho 6rgano.

Adaptado de Steeg, 2003.
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3. RUTAS CELULARES ALTERADAS EN EL CNMP

El CNMP es un tumor heterogéneo en el que se han identificado cambios
genéticos que incluyen mutaciones en genes reguladores de rutas de gran importancia
bioldgica, involucradas en la de sefializacion intracelular, ciclo celular, reparacion del
ADN vy apoptosis (Herbst et al., 2008). En la bibliografia se han descrito unos 100 genes
conocidos que se asocian al desarrollo del cancer de pulmoén (Blanco et al., 2009).
Algunos de los mas frecuentes se describen a continuacion (Figura 4):

a) Receptores con actividad tirosina quinasa: El receptor del factor de
crecimiento epidermal (EGFR) regula importantes procesos como la proliferacion,
apoptosis, angiogénesis ¢ invasion. En el desarrollo y la progresion del cancer de
pulmén no microcitico se sobreexpresa frecuentemente EGFR; también se han
identificado mutaciones puntuales (ej. L858R) y delecciones en el exdn 19 que ocurren
en el adenocarcinoma de pulmoén y estan localizadas dentro del dominio catalitico, que
producen una activacion constitutiva de EGFR (Kobayashi et al., 2005). Estas
mutaciones estan relacionadas con un incremento de sensibilidad a inhibidores de la
actividad tirosina-quinasa del EGFR (erlotinib y gefitinib). En contraste, mutaciones en
el residuo T790M se asocian con resistencia adquirida a estos farmacos. Las mutaciones
de EGFR estan asociadas a un prondstico favorable en CNMP incluso en respuesta a
quimioterapia. También se han descrito mutaciones en otros receptores tales como
VEGFR2, PDGFR, FGFR, y otros.

b) La via de sefializacion intracelular Ras-Raf-Mek media la sefalizacion de
EGFR y otras vias que conducen al crecimiento celular y progresion tumoral. Cerca de
un tercio de los adenocarcinomas de pulmoén se asocian a mutaciones oncogénicas en K-
RAS y se asocian a resistencia a inhibidores de EGFR y quimioterapia (Pao and Girard,
2011). La mayoria de mutaciones en KRAS en el adenocarcinoma de pulmén son
transversiones de G/T relacionadas con pacientes fumadores y se encuentran en el exon
12 (90% pacientes) o el exon 13. Otra mutacion encontrada en KRAS es la transicion de
G/A detectada en pacientes no fumadores con adenocarcinoma de pulmon. Las
mutaciones en KRAS aparecen en estadios tempranos de adenocarcinomas de pacientes
fumadores y se relaciona con un pobre prondstico. Las mutaciones en BRAF también
son detectadas en CNMP como eventos tempranos de la tumorogénesis de pulmon.

¢) También se han encontrado mutaciones en las proteinas involucradas en la via

PI3K-Akt-mTOR (modulada por EGFR) que esta activada en la fase temprana de la
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carcinogénesis de pulmon. Akt esta también sobreexpresada en displasia bronquial y su
inhibicién puede inducir apoptosis de células premalignas y malignas en cancer de
pulmoén. Por otra parte, la sobreexpresion de PIK3R1 implica una pobre respuesta a
quimioterapia en cancer de pulmon (Herbst et al., 2008) .

d) En la via de sefalizacion Wnt también se han encontrado mutaciones en
genes como APC, CTNNB1, SMAD2, SMAD4, GSK3B y DKK1. Concretamente, DKK1
es un potente antagonista de la via de sefializacion de Wnt que se expresa a niveles altos
en carcinoma de pulmoén, carcinoma de esdfago y en hepatocarcinomas (Ding et al.,
2008).

e) En CNMP podemos encontrar la ruta ALK activada. Cuando se produce una
inversion dentro del cromosoma 2, como resultado se obtiene una fusién génica (EML4
y ALK) encontrandose en un pequefio porcentaje de pacientes de CNMP. Esta fusion
hace que la quinasa ALK se encuentre en un estado constitutivamente activo y que el
crecimiento celular dependa de las rutas activadas por esta quinasa (Ding et al., 2008).

f) También se han identificado otras vias involucradas en la progresion tumoral
del cancer de pulmoén, como son entre otras las reguladas por los factores de
transcripcion NF-kB (Cortes-Sempere et al., 2009) y c-myc (Iwakawa et al., 2011), el
gen supresor de tumores p5S3 (Pfeifer and Besaratinia, 2009), las deacetilasas de
histonas (HDAC) (Watanabe et al., 2008), el gen c-Met (Ding et al., 2008), genes
involucrados en angiogénesis como VEGF (Jackson et al., 2010) y finalmente proteinas

reguladoras del ciclo celular como CDKN2A, CDKs.
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Figura 4. Rutas de sefializacion alteradas en cancer de pulmoén. Las alteraciones genéticas y epigenéticas en el cancer de pulmon
ocurren frecuentemente en genes de la via de sefializacion MAPK, p53, Wnt, ciclo celular y mTOR. Las oncoproteinas estan
representadas con los colores de rosa a rojo y las proteinas supresoras de tumores se representan del azul claro al mas oscuro. La
oscuridad en el color representa una correlacion positiva con el porcentaje de tumores que presentan la alteracion en concreto.

Adaptado de Ding et al., 2008.

4. SENALIZACION DE LA FAMILIA DE PROTEINAS CON ACTIVIDAD
QUINASA ACTIVADAS POR MITOGENOS (MAPK3S)

La familia de proteinas MAPK est4 altamente conservada en todas las células
eucariotas y controlan una gran variedad de procesos intracelulares en respuesta a los
cambios que ocurren en el medio extracelular. Entre estos procesos encontramos
crecimiento, proliferacion, diferenciacion, migracion y apoptosis. (Chang and Karin,
2001; Davis, 2000; Johnson and Lapadat, 2002; Pearson et al., 2001; Wada and
Penninger, 2004). En mamiferos se han caracterizado seis grupos diferentes de MAPKs
que son: ERK1/2, ERK3/4, ERKS, ERK7/8, la quinasa del dominio N-terminal de c-Jun
(JNK1/2/3) y p38 (a/B/y/d). Estos dos tltimos grupos también se denominan proteinas

quinasas activadas por estrés (SAPK).
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Las MAPKSs se activan por fosforilacion en los residuos de treonina y tirosina de
una secuencia conservada T-X-Y en el dominio de activacion de la quinasa. La senal de
activacion se produce en cascada, es decir, una MAPK se activa por otra proteina de la
familia MAPK quinasa (MAPKK), la cual a su vez se fosforila y se activa por una
proteina perteneciente al grupo de MAPKK quinasa (MAPKKK) (Figura 5). Esta
cascada de sefializacion intracelular permite la amplificacion de la sefal iniciada por los
estimulos extracelulares. La sefalizacion de las MAPKs dependen de la magnitud y la
duracioén de la activacion de las quinasas (Marshall, 1995). Los factores que influyen en
la regulacion de la sefializacion de la familia MAPKSs son diversos y complejos, como
pueden ser la densidad y grado de internalizacion de los receptores de la superficie
celular, la asociacion de otras proteinas a las MAPKs tales como las proteinas
acopladoras, y el balance entre la activacion de la quinasa y su inactivacion por las
proteinas fosfatasas.

ERKI1 y ERK2 se activan por mitdgenos y esta via de sefializacion se encuentra
desregulada en aproximadamente un tercio de todos los canceres humanos, ya sea por
mutacion o amplificacién en los receptores para factores de crecimiento o por
mutaciones en la proteina Ras, pero no se han detectado mutaciones o amplificacion en
ERK1 o ERK2 en tumores humanos. Esto ha permitido el desarrollo de inhibidores para
MEKI1 y ERK1 (Dhillon et al., 2007) con el fin de inhibir la via de sefializaciéon y
actualmente estos inhibidores estdn en diferentes etapas de desarrollo clinico y

preclinico.
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Figura 5. Esquema de la via de sefializacion de las MAPK (ERK, JNK, p38). El grupo de MAPKK quinasa (MAPKKK) activa a
una proteina de la familia MAPK quinasa (MAPKK), la cual a su vez fosforila y activa a una MAPK y esta activa factores de

transcripcion (F.T.) induciendo una respuesta celular. Este Glltimo paso viene regulado por las proteinas fosfatasas duales (DUSPs)

4.1. Sefalizacion de las proteinas quinasas reguladas por estres: SAPKSs.

Las otras quinasas de la familia MAPK, JNK y p38 que participan en la
sefalizacion de estrés también juegan un papel relevante en cancer, ya que las células
tumorales estan expuestas a varias condiciones de estrés como hipoxia, inflamacion o
estrés metabodlico. Por otra parte la participacion de las mismas depende del sistema
celular ya que la activacion persistente de p38 y JNK induce apoptosis en muchos

sistemas celulares pero en otros aumenta la supervivencia (Wagner and Nebreda, 2009).

4.1.1. INK.

Las JNKs son proteinas codificadas por tres genes; MAPKS (el cual codifica
JNK1), MAPK9 (codifica JNK2), y MAPK10 (codifica JNK3) y mediante el
procesamiento alternativo de JNK1 y JNK2 se originan 10 isoformas. Estos dos genes
tienen una expresion ubicua, mientras que JNK3 se expresa principalmente en el

cerebro (Wagner and Nebreda, 2009).
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Durante el desarrollo, JNK1 y JNK2 controlan la migraciéon de las células
epiteliales en la formacion del parpado (Davis, 2000). En ratones adultos, JINK1 y JNK2
modulan la formacion de osteoclastos, regulan la diferenciacion de linfocitos T,
controlan la sefalizacion de la insulina, participan en funciones pro-apoptdticas y anti-
apoptoticas en el desarrollo del sistema nervioso en mamiferos y por ultimo juegan un
papel importante en el desarrollo de la progresion tumoral (Karin and Gallagher, 2005).
En respuesta a estrés la funcion que desempefia INK en la célula es pro-apoptdtica y en
fibroblastos transformados por RAS, JNK actuaria como supresor de tumores activando
la apoptosis (Kennedy and Davis, 2003).

La familia de proteinas JNK se activa por exposicion de las células a citoquinas
y estrés ambiental (UV, agentes alquilantes, dafio en el ADN, TNF-a). JNK es activada
por MKK4 y MKK?7, mediante fosforilacion en la Thr 183 y la Tyr 185. MKK4 y
MKK?7 son a su vez fosforiladas y activadas por varias MKKK, como son; MEKK1-4,
MLL2-3, YTpl-2, DLK, TAOI y 2, TAK1 y ASK1 y 2. Cuando JNK esta fosforilada,
se transloca del citoplasma al nucleo para fosforilar y activar sus diferentes sustratos; c-
jun, ATF-2, Elk-1. Los complejos jun/ATF2 y Jun/fos son miembros del factor de
transcripcion AP1 y controlan una variedad de genes diana relacionados con ciclo
celular, supervivencia, apoptosis, metaloproteinasas y receptores de hormonas

nucleares.

4.1.2. p38.

Cuatro genes codifican para las p38 MAPKs: MAPK14 (codifica p38a),
MAPK11 (codifica p38pB), MAPK12 (codifica p38y) y MAPK13 (codifica p389). p38a
fue la primera en ser identificada como una serina/treonina quinasa la cual se activa por
fosforilacion después del tratamiento con IL-1, lipopolisacaridos endotoxicos y choque
de calor. p38a se expresa de manera ubicua en la mayoria de células, mientras que los
niveles de expresion de p38 son mas bajos y se expresa sobre todo en el cerebro. p38y
se expresa en el musculo esquelético y p38d en testiculos, pancreas, rifion e intestino
delgado (Cuenda and Rousseau, 2007; Wagner and Nebreda, 2009). Los ratones nulos
para p38pB, p38y o p383 son viables y no tienen ningun fenotipo visible, demostrando la
existencia de una redundancia funcional debido al solapamiento de los sustratos
especificos en las diferentes p38 MAPK, en contraste los ratones nulos para p38a no

son viables.
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p38a participa en la miogénesis y otros procesos de diferenciacion,
angiogénesis, inflamacién y artritis reumatoide, hipertrofia cardiaca y desordenes
neurodegenerativos. En cancer, p38a esta involucrada en algunas de las alteraciones
que sufren las células transformadas, como son potencial ilimitado de replicacion,
proteccion contra la apoptosis, invasion del tejido y metastasis (Cuenda and Rousseau,
2007).

Su activacion se produce cuando se fosforilan los residuos Thr180 y Tyr182 y
esta activacion es llevada a cabo por las MKK3/6 quinasas. MKKG6 puede fosforilar los
cuatro miembros de la familia de p38 MAPK, mientras que MKKS activa p38a, p38y y
p389, pero no p38P. p38a también puede ser fosforilada por MKK4, un activador de la
via de JNK. Dependiendo del tipo de estimulo de estrés MKK3 y MKK6 contribuyen de
forma diferente a la activacion de los miembros de la familia de p38 MAPK (Cuadrado
and Nebreda, 2010). Estas MKKSs son activadas por varias MAPKKKSs; TAK1, ASK1/2,
DLK, MEKK4, TAO1/2/3, MLK2/3 y MTK1. A su vez, MTK1 (MAPKKK) 0 MEKK4
(MAPKK) se activan por GADD45. La familia de GADD45 esta formada por
GADD450, GADD45B y GADD45y, que son proteinas de bajo peso molecular (18kDa)
y estan conservadas a lo largo de la evolucion. GADD45 es un gen inducido de forma
temprana por estrés fisico y quimico o estrés oxidativo, hipoxia, rayos X, radiacion UV
y citoquinas (Takekawa and Saito, 1998, Shaulian and Karin, 1999).

Las proteinas que son reguladas por p38 mediante fosforilacion son los factores
de transcripcion p53, ATF2, ELK1, MEF2 y C/EBPJ y las proteinas quinasas MK2,
MSK1, MNK1 y MNK2.

4.1.3. Factor de transcripcion ATF2.

ATF2 es un miembro de la familia de los factores de transcripcion hélice-lazo-
hélice bZIP que contribuye a multiples funciones celulares. ATF2 es una proteina que
se expresa de manera ubicua y estd implicada en el control transcripcional,
remodelacion de la cromatina y la respuesta al dafio en el ADN. Como JUN y FOS,
ATF2 es también crucial para una homodimerizacion o heterodimerizacion del
complejo API1. En respuesta a estrés o citoquinas, ATF2 es fosforilada en la Thr69 y/o
Thr71 por JNK o p38a. La fosforilacion de estos residuos permite la activacion de

ATF2 y su uniodn a otros miembros del complejo AP1 como JUN, CREB, Fos y Fra. Los
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homodimeros de ATF2 regulan la expresion de varios genes como Gadd45a y B, ciclina
A y D involucrados en la progresion del ciclo celular.

Se ha descrito que ATF2 juega un papel como supresor tumoral u oncogen
dependiendo del contexto celular o tisular. La sobreexpresion y activacion
(fosforilacion) de ATF2 alteran la localizacion subcelular y aumentan la interaccion con
otras proteinas del complejo API1, en particular con el factor de transcripcion
oncogénico JUN. La sobreexpresion de ATF2 se ha detectado en céncer de mama,
melanoma, prostata y modelos animales de carcinogénesis de piel (Vlahopoulos et al.,
2008), ademas el incremento de ATF2 en el nucleo de las células de carcinoma
mamario estd asociado con un peor prondstico clinico. También se han detectado
mutaciones que inactivan ATF2 en distintos tipos tumorales como cancer de pulmon,

mama o neuroblastoma (Bhoumik and Ronai, 2008; Lopez-Bergami et al., 2010).

4.2. La familia de proteinas fosfatasas duales DUSP reguladoras de la

actividad MAPK.

Esta familia de fosfatasas tiene la capacidad de inactivar a las MAPK
defosforilando ambos residuos de Thr y Tyr, imprescindibles para su activacion. Por
tanto se les ha denominado “fosfatasas de las proteina-quinasas activadas por mitdgenos
(MKPs) o fosfatasas duales especificas (DUSPs)”.

En mamiferos se han descrito diez proteinas de la familia fosfatasas duales:
DUSP1 (MKP-1), DUSP4 (MKP-2), DUSP6 (MKP-3), DUSP9 (MKP-4), DUSP10
(MKP-5), DUSP16 (MKP-7), DUSP7 (MKP-X), DUSP2 (PAC1), DUSP5 (hVH3) y
DUSP8 (M3/6). Se caracterizan por tener un dominio catalitico conservado en el
extremo C-terminal, con actividad fosfatasa. En el extremo N-terminal contienen un
dominio no catalitico que contiene dos regiones cortas (CH2) con homologia a la
fosfatasa Cdc25, proteina que controla la entrada en mitosis (Bermudez et al., 2010).
Las 10 MKPs se dividen en tres clases. El primer grupo; DUSP1/MKP-1, DUSP2/PAC-
1, DUSP4/MKP-2 y DUSPS son proteinas que codifican por genes nucleares inducibles,
los cuales se sobreexpresan en respuesta a mitdgenos o estrés. El segundo grupo;
DUSP6/MKP-3, DUSP7/MKP-X y DUSP9/MKP-4 son fosfatasas citoplasmaticas que
inactivan ERK-1 y ERK-2. El tercer grupo DUSPS, DUSP10/MKP-5 y DUSP16/MKP-
7 son fosfatasas que se localizan en el nucleo y citoplasma tienen sustrato selectivo que
son las proteinas quinasas reguladas por estrés, SAPKs (JNK y p38) (Keyse, 2008,
Pulido and Hooft van Huijsduijnen, 2008, Bermudez et al., 2010).
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4.2.1. DUSPL.

DUSP1/MKP-1/CL100 fue el primer miembro de la familia DUSPs en ser
identificado como MAPK fosfatasa. Es un gen temprano que se expresa rapidamente en
respuesta a estrés oxidativo, calor y factores de crecimiento. Su localizacion subcelular
es estrictamente nuclear y se expresa a niveles bajos en todos los tejidos. DUSP1 es
capaz de inactivar las principales MAPKs (JNK, p38 y ERK). Concretamente, DUSP1
inactiva a JNK y p38 en respuesta a estimulos genotdxicos como la luz UV, agentes
alquilantes, MMS, etc (Boutros et al., 2008; Chattopadhyay et al., 2006; Keyse, 2008;
Sanchez-Perez et al., 2000; Sanchez-Perez et al., 1998; Wu, 2007)

Aunque los ratones nulos para este gen no presentan anormalidades en el
desarrollo, hay estudios que indican que la expresion de DUSP1 estd alterada en
muchos tipos de cancer como pulmoén (Chattopadhyay et al., 2006), mama (Rojo et al.,
2009), prostata (Magi-Galluzzi et al., 1997), péancreas (Liao et al., 2003), higado
(Tsujita et al., 2005) y adenocarcinoma géstrico (Bang et al., 1998). En el laboratorio de
la Dra. R. Perona se ha demostrado que DUSPI juega un papel importante en la
iniciacion tumoral en cancer de pulmon, ya que en biopsias de pacientes con CNMP se
encontraron altos niveles de expresion de DUSP1 en fases tempranas de la enfermedad
(Chattopadhyay et al., 2006). Ademas se ha descrito que, en ratones atimicos inoculados
con células CNMP, en las cuales se ha inhibido la expresion de DUSP1, los tumores son
mas sensibles al CDDP (Chattopadhyay et al., 2006). Finalmente, las células MEFs
derivadas de ratones nulos para DUSP1 son también mas sensibles al CDDP induciendo
la apoptosis via JNK, mientras que las células MEFs normales son mas resistentes

(Zhao et al., 2000).

4.2.2. DUSPG.

El gen que codifica para la proteina DUSP6/MKP-3/PYST1 se expresa
constitutivamente o es inducido por factores de crecimiento como FGF (Ekerot et al.,
2008). Su localizacion celular es citosolica y su sustrato especifico es ERK1/2. El
promotor de DUSP6 presenta posibles secuencias reguladoras para los factores de
transcripcion forkhead y los factores de transcripcion de la familia Ets, que son
conocidos como dianas de ERK. Ademas, la via de ERK aparece como el principal

regulador de la expresion de DUSP6, en un bucle negativo inducido por la sefial de FGF

(Bermudez et al., 2010; Keyse, 2008).
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DUSP6 es otro de los miembros de la familia de las fosfatasas DUSP que ha sido
implicado en el desarrollo de cancer. Su expresion se encuentra aumentada en cancer
de pancreas, mieloma, melanoma, glioma, queratinocitos y mama, e inhibida en cancer

de pulmo6n (Bermudez et al., 2010).

5. TECNICAS DE ESTUDIO EN CANCER: MICROARRAYS.

Los sistemas de andlisis genémico masivo (microarrays) permiten analizar el
nivel de expresion de miles de genes de manera simultanea en un solo experimento. Los
microarrays de expresion se han empleado en el estudio de la taxonomia molecular del
cancer y como herramienta de prondstico y prediccion de la respuesta a posibles
tratamientos (Cigudosa, 2004; Herbst et al., 2008).

Como ejemplo, se ha identificado el perfil de expresion génica que asocia
subtipos de CNMP con poca recurrencia o con la supervivencia de pacientes. En este
sentido, al menos tres estudios han ayudado a separar los adenocarcinomas de pulmoén
en tres subgrupos que expresan de forma diferencial un conjunto de genes. Esos
subgrupos tienen diferentes patrones de supervivencia, siendo los de peor pronéstico
aquellos adenocarcinomas que expresan de forma preferente genes de diferenciacion
neumocitica y tienen una alta expresion de genes implicados en procesos de
remodelacion tisular y actividad proliferativa (Virtanen et al., 2002). También se ha
identificado mediante microarrays un grupo de genes (MMP1, ANGPTL4, CXCL1,
CXCR4 y TNC) que median la metastasis a pulmén desde el cancer de mama, y que se
ha correlacionado clinicamente con el desarrollo de metastasis en pulmén cuando estos
genes se expresan en el tumor primario (Minn et al., 2005).

Por otro lado, la combinacion de éstas técnicas de analisis masivos y
metodologias mas recientes, como son la inhibicion de la expresion génica mediante el
uso de ARNi de un gen junto con técnicas tradicionales de cultivos celulares, ha
facilitado la interrelacion entre perfil génico y funcionalidad de determinados procesos
biologicos. Mediante la técnica de ARNi en células en cultivo se ha podido dilucidar el
potencial del gen cuya expresion se ha inhibido para el estudio del perfil genético en los

sistemas de mamiferos (Cigudosa, 2004; Herbst et al., 2008).
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Objetivos

Siguiendo la linea de investigacion orientada a definir el papel de DUSP1 en
cancer, el objetivo principal de esta tesis es profundizar en el estudio del papel que
juega la fosfatasa DUSP1, implicada en diferentes vias de sefializacion celular, en la
progresion tumoral en CNMP. Para este estudio se propusieron los siguientes objetivos
parciales:

1. Investigar la funcion de DUSP1 en células de CNMP.

2. Valorar la funcién de DUSP1 en respuesta al agente quimioterapico CDDP en
células de CNMP.,

El abordaje experimental combina la tecnologia de ARNi (en concreto la
inhibicién de DUSP1) y el estudio de los perfiles de expresidn génica por microarrays
de expresion. Esta estrategia revela un perfil de expresion diferencial de los genes
dependiendo de la expresion de DUSPL.
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1. Cultivos celulares.

Para el desarrollo de este trabajo hemos utilizado las siguientes lineas celulares
humanas: H460 y H23 carcinoma y adenocarcinoma de pulmén; MCEF7,
adenocarcinoma de cancer de mama; HEK293T,;, células epiteliales inmortalizadas
embrionarias de rindén; HT-1080, células de tejido conectivo de fibrosarcoma y HelLa,
adenocarcinoma de cérvix. Todas ellas se obtuvieron de la American Type Culture
Collection (ATCC). Las lineas celulares H460v (vector vacio) y H460cri que expresan
un vector de ARNi que inhibe la expresion de DUSP1 han sido generadas previamente
en el laboratorio (Chattopadhyay et al., 2006). Todas ellas se mantuvieron en cultivo en
las condiciones recomendadas por la ATCC. También se utilizaron cultivos primarios
de células endoteliales microvasculares humanas (HMVEC), cedidas por la Dra.
Benilde Jiménez, los cuales se cultivaron en medio MCDB131(Sigma) suplementado
con 10% de suero fetal bovino (Gibco) y 2mM de L-glutamina (Invitrogen), 10pg/mL
factor de crecimiento epidermal (Peprotech), 10ug/mL de hidrocortisona (Sigma) y
16,32 mg/mL extracto de pituitaria bovina (Invitrogen). Todas las células se
mantuvieron en condiciones estdindar de humedad (95%), presion de CO, (5%) y

temperatura (37°C).

2. Reactivos y tratamientos.

El cisplatino se obtuvo de FarmaFerrer y se utiliz6 a la dosis 10pug/mL. Los
inhibidores de p38 (SB203580) y de JNK II (SP600125) de Calbiochem se usaron a las
dosis indicadas en cada figura. Los antibioticos G418 (Sigma-Aldrich) y puromicina
(Invitrogene) se utilizaron a las dosis de 2,5 mg/ml y 2-2,5 pg/ml respectivamente. Las
células se sembraron en medio completo a una densidad de 1x10° células en placas de
20cm” y a las 16 horas se cambio el medio a 0.5% FBS durante 24 horas y se

sometieron a los tratamientos indicados en cada una de las figuras correspondientes.

3. Vectores y construcciones.

El vector pSuperRetro codifica para un ARNi de DUSPI1 (pSuperDUSPI)
(Chattopadhyay et al., 2006) y el vector pLXSNDUSP1 (Sanchez-Perez et al., 2000)
codifica para el gen DUSPI. Los vectores de expresion pCELp38a y pCDNA3JNK
fueron cedidos por los Dres.A.R. Nebreda y S. Gutkind respectivamente. El vector de
expresion eucariota pCTAP se obtuvo de Stratagene. Este vector contiene las proteinas

de unién estreptavidina y calmodulina en el extremo 5’ del correspondiente gen. La
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construccion pCTAPDUSPI se realizé por clonacion de la secuencia de DUSPI1 entre
los sitios EcoRI y BamHI. Ademas, el plasmido pGL3DUSP6 que contiene el promotor
de DUSP6 con el reportero de luciferasa fue cedido por el Doctor Jonathan D. Licht
(Morrison et al., 2008).

pGIPz-shRNA™-DUSP1 es un vector lentiviral de segunda generaciéon (pGIPz)
que expresa la secuencia de inhibicion shRNA™" V2LHS 160994 (Open Biosystems)
dirigida contra el ARN mensajero de DUSP1 humano. Como control se utiliz6 una

secuencia sShARN™-NS (non-silencing) que no presenta homologia con ningin gen

conocido de mamiferos, y procede del vector pGIPz-shARN™"-NS (Open Biosystems).

4. Transfecciones y ensayos de actividad luciferasa.

Se sembraron 5x10° células H460v, H460cri o HEK293T en placas de 20cm’
quedando a un 60-70% de confluencia. Transcurridas 24 horas las células se
transfectaron usando el reactivo lipidico Lipofectamina 2000 (Invitrogen) siguiendo las
indicaciones del fabricante. En todos los casos se utilizé 1 ug de ADN total por ensayo
con una relacion ADN: lipido de 1:3. Las células se recogieron a las 48 horas después
de la transfeccion.

Para las transfecciones estables se afiadio el antibidtico G418 para el que tienen
resistencia los plasmidos pLXSNDUSP1 y CTAPDUSPI, seleccionando las células que
expresan DUSP1 de manera estable.

También se utilizaron en transfecciones transitorias, los oligoribonucleotidos de
ARNi para ATF2 (HSS102266, Stealth Select ARNi) y el control negativo ARNi
(stealth RNAi Negative Control) que se obtuvieron de Invitrogene.

Por otra parte, se co-transfectaron las células con los plasmidos pGL3DUSP6
(250 ng 0 500 ng) y el gen reportero renilla (5 ng). A las 48 horas de la transfeccion, las
células se lisaron con el tampdon comercial Reporter Dual Lysis buffer (Promega). Los
lisados celulares se centrifugaron y con 10 ug de proteina del sobrenadante se cuantificd
la actividad luciferasa usando un Iluminéometro Glomax 96-microplate Reader
(Promega). Como control de transfeccion, las células se cotransfectaron con una
construccion del promotor de CMV seguido del gen renilla. La actividad luciferasa se
expresd por microgramo de proteina y se normalizo con la luminiscencia de la renilla en

el mismo extracto.
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5. Generacion de lineas celulares mediante el uso de lentivirus.

Para obtener células expresando de forma estable el ARNi de DUSPI se
generaron particulas lentivirales anfotropicas no replicativas, empleando los vectores
lentivirales de segunda generacion descritos en el apartado “Vectores y construcciones”.
Se sembraron 1x10° células de HEK293T en placas de 10 cm” y al dia siguiente se co-
transfectaron con los siguientes plasmidos; 8ug del Vector pGIPz-shAR mirNS
(control) 6 pGIPz-shRNA™-DUSP1, 8ug del plasmido empaquetador pCD-NL-BH y
8ug del plasmido de la envuelta pMD2-VSVg (envuelta glicoproteica del virus de la
estomatitis vesicular) usando lipofectamina 2000 (Invitrogen). Tras 6 horas se refresco
el cultivo en medio nuevo. Después de 24 horas se refrescd de nuevo el cultivo y a las
48 y 72 horas se recogieron los sobrenadantes que contenian particulas lentivirales, se
pasaron por un filtro de 0,45um y se congelaron a -80°C hasta su uso posterior.

Para la determinacion de la multiplicidad de infeccion (MOI) los sobrenadantes
que contenian particulas lentivirales (48 6 72 horas) se infectaron en células HeLa. Para
la titulacion a las 72 horas de la infeccion se determind el porcentaje de células GFP
positivas (GFP") por citometria de flujo (FACS).

Para inhibir la expresion de DUSPI en las lineas celulares se afiadieron los
sobrenadantes que contenian las particulas lentivirales correspondientes al medio de
cultivo a una MOI de 2,5, en presencia de 5pg/ml polibreno (Sigma) durante 16h. Para
seleccionar las células infectadas se afiadi6 puromicina (2pg/ml) al cultivo durante 10
dias. Posteriormente se extrajo el ARN de las células y se comprobé mediante qRT-

PCR los niveles de expresion de DUSPI.

6. Analisis del ciclo celular mediante citometria de flujo.

Las células se cultivaron en placas de 20cm’. Transcurridos los tiempos de
inhibicion o estimulacion a evaluar, las células, tanto control como tratadas, se lavaron
en solucion fosfato salina (PBS), se recogieron mediante tripsinizacion (tripsina/EDTA,
Gibco) y se centrifugaron (10min, 1000rpm). Posteriormente se resuspendieron en 1 mL
de PBS y se fijaron en etanol al 70% en frio toda la noche. Una vez fijadas, las células
se lavaron 2 veces con PBS, se permeabilizaron y tifieron en 1 mL de citrato sodico 2,5
mM (Merck) y Img de yoduro de propidio (Sigma-Aldrich) en PBS durante 30 minutos
a temperatura ambiente. La distribucion de las células en las distintas fases del ciclo
celular se determind mediante la adquisicion y andlisis de las muestras en un citdmetro

de flujo (FACscan, Becton-Dickinson). Se adquirieron 10000 eventos por muestra y
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esta poblacion se analizdé usando el programa de andlisis Cell Quest Pro (Becton-

Dickinson).

7. Andlisis de expresion de proteinas mediante “Western blotting”.

En cada caso, las células tratadas se lavaron dos veces con PBS y se lisaron con
el tampon que contiene: 1,5 mM MgCl,; 0,2 mM EDTA; 0,3 M NaCl; 25 mM HEPES;
20 mM B-GlicerolFosfato; 0,1% TritonX-100 y los inhibidores: 100 pg/ml PMSF;
2pg/ml Leupeptina; 1 pg/ml PeptatinaA; 2 pg/ml Aprotinina; 0,1mM Ortovanadato; 0,5
mM DTT. Los lisados se centrifugaron a 14.000 rpm, a 4°C y durante 30 minutos. Se
recogid el sobrenandante y se midio la cantidad de proteina por el método Bradford. Se
cargaron 20 ug de proteina en geles SDS-poliacrilamida (Biorad) y posteriormente se
transfirieron a membranas de Inmobilon-P (Millipore) mediante transferencia en
himedo. Tras comprobar la transferencia de las proteinas a la membrana con Rojo
Ponceau S (Sigma), las membranas se bloquearon con 5% leche desnatada 6 5% BSA
(Sigma) disueltos en TBS (20mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NacCl) y 0,1% Tween-20
(Sigma). Las membranas se incubaron durante toda la noche con los correspondientes
anticuerpos primarios (ver anticuerpos y condiciones en la Tabla 2). Los anticuerpos
secundarios utilizados fueron anti-ratén/conejo (Biorad), conjugados directamente con
peroxidasa. Mediante una reaccion de quimioluminiscencia con el reactivo ECL (Santa

Cruz Biotechnology) se detectaron las bandas por autorradiografia (Konica).

Tabla 2. Anticuerpos, especie, casa comercial y condiciones de incubacion.

Antigeno Especie Casa comercial D“;‘:g‘""
p-JNK (V7391) Conejo Promega 1:5000
JNK (C-17) Conegjo Santa Cruz Bio 1:1000
p-ATF2 (Thr71) Raton Cell Signaling 1:1000
ATF2 (sc-187) Conejo Santa Cruz Bio 1:1000
p-P38 (9211S) Conejo Cell Signaling 1:2000
p38 (C20) Conejo Santa Cruz Bio 1:1000
p-c-jun (sc-822) Ratén Santa Cruz Bio 1:1000
cjun (h16) Conejo Santa Cruz Bio 1:1000
GADD45 (sc-797) Conejo Santa Cruz Bio 1:1000
p-MKK3/6 (Ser189/207) Conejo Cell Signaling 1:1000
p-tubulina Ratén Sigma 1:1000
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8. Estudio de perfiles de expresion génica mediante el uso de microarrays.

Se extrajo el ARN de las lineas celulares H460v y H460cri sin tratamiento o
tratadas con 10 pg/mL de cisplatino durante 1, 3 y 6 horas. La extraccién se realiz6 al
80% de confluencia celular en todos los casos y por duplicado.

El ARN total se aisl6 utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen) y se purificé con
el kit Mini RNeasy (Qiagen). La calidad del ARN se confirmé por la relacion entre el
ARN ribosémico 28S y 18S mediante la técnica de electroforesis en un gel de agarosa y
posterior tefiido con Syber-Safe (Invitrogen).

La plataforma de arrays de expresion utilizada fue GeneChip Human Genome-
U133 plus 2.0, de la casa Affymetrix. Esta plataforma contiene 54.000 grupos de sondas
(probe set) para analizar los niveles de expresion de mas de 47.000 transcritos y
variantes, incluyendo mas de 38.500 genes humanos bien caracterizados. Las
hibridaciones y el procesamiento inicial de los datos obtenidos se llevaron a cabo en el
Laboratorio de Farmacogénomica, CIMA, Universidad de Navarra.

Se sintetiz6 ARNc biotinilado a partir de 2 ug de ARN total utilizando el
3’Amplification One-cycle Target labeling kit (Affymetrix) y a continuacion se
fragmento6 a 95° durante 35 min en fragmentos de 35-200 bases y se hibridaron 10 pg de
ARNC biotinilado y fragmentado sobre microarrays HG-U133 plus 2.0 (Affymetrix) a
45°C durante 16h en un horno de hibridaciéon a 60 rpm. Después los microarrays se
lavaron y tineron en una Affymetrix Fluidics Station 450 siguiendo los protocolos
estandar de Affymetrix, y se leyeron en un Affymetrix Gene Chip® Scanner 3000 7G
(Affymetrix).

Para la obtencion de los valores de expresion génica normalizados se utilizo el
algoritmo RMA (Robust Multi-array Average) (Irizarry et al., 2003). Los niveles de
intensidad de las sondas del probe set se corrigieron con la sefial del fondo teniendo en
cuenta la secuencia de cada sonda y se normalizaron para poder posteriormente
comparar y analizar varios microarrays a la vez y finalmente se unificaron, dando lugar
a una unica medida de expresion por probe set.

Dependiendo del estudio a realizar, se utilizaron diferentes comparaciones. En el
primer analisis para estudiar los cambios funcionales derivados de la inhibicion en la
expresion de DUSPI en células de CNMP, se seleccionaron aquellos genes cuya
expresion aumentaba o disminuia ocho veces o mds con respecto al control
correspondiente y en el segundo analisis, para el estudio de la influencia del tratamiento

con CDDP sobre la expresion génica asociada a cambios en DUSP1, se seleccionaron
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genes cuya expresion aumentaba o disminuia al menos tres veces con respecto a su
control. Los datos de expresion génica se depositaron en NCBI’s Gene Expression
Omnibus, GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) y son accesibles a través del GEO,
con numeros de acceso GSE19592 y GSE26704.

Para la clasificacion funcional de los genes obtenidos, se utilizo el programa
Gene Ontology Tree Machine (GOTM). Esta es una plataforma basada en la
informacion ontologica obtenida a partir de diferentes bases de datos que agrupa los
genes a estudiar dependiendo de su funcidon bioldgica, ubicacion celular y procesos
biologicos en los que participa. El programa ademas realiza un andlisis estadistico
identificando los grupos mas significativos. Tras este segundo filtro, se procedio a un
estudio bibliografico completo de los genes seleccionados a través de las bases de datos
de GeneCard y PubMed (http://bioinfo.weizman.ac.il/cards/index.html)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/).

9. Analisis de expresion génica por qRT-PCR.

La expresion de los genes seleccionados en el apartado anterior, se validd
mediante la técnica de PCR a tiempo real. La extraccion del ARN total de las células se
realiz6 usando el reactivo Trizol (Life Technologies) siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Para la obtencion del ADNc, se partié de 1 pg del ARN total que se retro-
transcribio a 37°C durante 2h usando el kit High-Capacity cDNA Archive (Applied
Biosystems). Cada ADNc se analizd por triplicado usando el ABI PRISM 7700
Sequence Detector (Applied Biosystems). La PCR se llevo a cabo utilizando la mezcla
de reaccion Tagman Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). Los cebadores y
sondas Tagman usadas para la deteccion de los genes diana proceden de Applied

Biosystems, con los cddigos para cada ensayo indicados en la Tabla 3.
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Tabla 3. Ensayos utilizados para la valoracion cuantitativa de la expresion génica

Gen Ensayo ID Gen Ensayo ID
ATF2 Hs 00153179_m1 GADD45 Hs 00169255 _m1
ATF3 Hs 00231069_m1 MAP2K6 Hs 00177150_m1
ATF5 Hs 00247172_m1 MLK1 Hs 00252979 _m1
BMP2 Hs 00154192_m1 MLK2 Hs 00539161_s1

DUSP1 Hs 00610256_g1 NRP1 Hs 00826128 _m1
DUSP6 Hs 00737962 _m1 SH2D2A Hs 00610216_ml
IL1A Hs 00174092 _m1 SRF Hs 00182371_m1
IL8 Hs 00174103 _m1 VEGFC Hs 00153458 m1

Los pardmetros utilizados para la amplificacion génica fueron los siguientes: 10
min a 95°C, 40 ciclos de 15 sec a 95°C y 1 min a 60°C. Los genes B-actina (ensayo ID:
Hs99999903 ml)y ARN ribosomal 18S (ensayo ID: Hs99999901 sl) se amplificaron
como controles internos.

La cuantificacion relativa de la expresion génica se realizé utilizando el método

222 (Giulietti et al., 2001). Este método consiste en normalizar la

comparativo
expresion de cada uno de los genes analizados respecto a la expresion de un gen
endogeno de referencia (B-actina ¢ 18S), y posteriormente en calcular la expresion
normalizada de cada gen en la muestra problema respecto a la expresion normalizada
del mismo gen en la muestra de referencia, presentandose los datos como el “cambio en
veces de expresion” (RQ). Las barras de error se calcularon en base al calculo maximo
(RQmax) y el calculo minimo (RQmin) de los niveles de expresion y representan la D.E
de la media del nivel de expresion (RQ).

También se valord el cambio en expresion a partir del ARN total en las lineas
celulares por RT-PCR semicuantitativa. El ADN complementario de cadena simple
(ADNCc) se sintetizd a partir de 5 pg de ARN total. Inicialmente se incubd el ARN
durante 5 minutos a 65° y posteriormente se afiadié una mezcla de reaccidon que contenia
100 unidades de la enzima Transcriptasa Reversa Superscript (Clontech), el tampon de
la enzima, mezcla de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP y dTTP 1mM cada uno) y 0,1 pg/ml
de oligo poli(dT) (cebador). El volumen de reaccion final se llevé a 50 pl con H20dd y
se incubo durante 2 horas a 37 °C, seguido de 5 minutos a 95°C. Los genes ATF2,
DUSP1 y GAPDH se amplificaron a partir de 0,2 pg del ADNc; en cada reaccion de
PCR se amplificé simultdneamente el gen problema y el gen de referencia GAPDH

como control de carga. Las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen
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total de 50 ul que contenia: 0,5 unidades de Taq polimerasa (Dynazime), el tampon de
la enzima, la mezcla de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP y dTTP 1mM cada uno) y 0,1
png/ml de los oligonucledtidos sentido y antisentido especificos para cada gen, cuyas

secuencias estan listadas en la Tabla 4:

Tabla 4. Secuencias de los cebadores utilizados para la amplificacion por
PCR de los genes ATF2, DUSP1 y GAPDH.

Nombre Oligos
ATF2 sentido 5’CTGGAAGCAGAGTAAATAAAG3’
ATF?2 antisentido 5’TTAAACAAACCCACTTCTTCA3’
DUSPI sentido 5’CATGGAAGTGGGCACCCTGGACG3’
DUSPI antisentido 5’GCGCTCGTCCAGGAACACCACGGECE
GAPDH sentido 5’"GAGAGACCCTCACTGCTG3’
GAPDH antisentido 5’ GATGGTACATGACAAGGTGC3’

Las condiciones de amplificacion fueron: a) 1 ciclo de 95°C durante 5 min, b)
27-36 ciclos de: 95°C durante 1 min, 54°-60°C durante 1 min y 72C durante 1 minuto c¢)
8 min a 72°C. Los productos se analizaron en un gel de agarosa al 1% tefiiddo con Syber

safe.

10. Curvas de crecimiento celular.

Se sembraron 4x10* células en cada pocillo de una placa de 24 pocillos y se
dejaron crecer con medio RPMI (Gibco) suplementado con 10% FBS. Cada dia se fijo
una columna de la placa de 24 pocillos (1,9cm?) (4 pocillos) con 1% glutaraldehido y se
lavo posteriormente con PBS. La placa se mantuvo en el incubador a 37°C de
temperatura, en 95% de humedad y 5% de presion de CO,, hasta fijar todos los pocillos
a lo largo de los 6 dias de ensayo. Después las células se tifieron con una disolucion al
0,1% del colorante cristal violeta en agua destilada. EI nimero de células se estimo
midiendo la absorbancia a 595nm después de solubilizar el colorante de las células con
acido acético (10%). Se realizaron dos experimentos independientes por cuadruplicado.
Las graficas muestran el porcentaje de crecimiento con respecto a las células fijadas el

dia 0, representandose la media con sus correspondientes desviaciones.
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11. Preparacion de medios condicionados a partir de cultivos celulares.

Para la realizacion de los ensayos de angiogénesis tanto in vitro como in vivo se
prepararon medios condicionados de células H460v y H460cri. Para ello se sembraron
varias placas de 10cm® con cada linea celular y cuando alcanzaron el 80% de
confluencia, se lavaron tres veces con PBS y se afiadieron 10 ml de medio sin suero. A
las 24h se recogieron los medios condicionados (MC), se centrifugaron a 1.500 rpm
para eliminar los restos celulares, se afiadio ImM PMSF (inhibidor de proteasas de tipo
serina) y se concentraron por centrifugacion (2.500 rpm) a 4°C con centricones Amicon
Ultra (Millipore), con un tamafio de exclusion molecular de 10kDa. Se lavo el
concentrado tres veces con PBS. En este proceso, cada fraccion de 10ml de MC inicial
se concentrd unas sesenta veces hasta un volumen final aproximado de 150ul.
Posteriormente se midio la cantidad de proteina mediante el reactivo Bradford (Bio-

Rad), se alicuot6 y almaceno a -80°C.

12. Ensayo de migracion e invasion celular.

Para el ensayo de migracion se sembraron 1,5x10° células en placas de 56 cm?,
dejandolas posteriormente 48 horas a 0,5% FBS hasta que llegaron a confluencia. A
continuacion, se realizd una ‘“herida” o incision a modo de linea recta de manera
transversal en la placa con una punta de pipeta. Seguidamente, se lavd la placa dos
veces con PBS para descartar los restos celulares generados y se afiadieron 10 ml de
medio RPMI al 10% FBS. Las placas se mantuvieron en un incubador a 37°C de
temperatura, con 95% de humedad y 5% de presion de CO,. Se tomaron fotos en el
momento de hacer la herida y 24 horas después con un microscopio Nikon Eclipse
TS100. La distancia relativa entre ambos extremos de la herida se calcul6 utilizando el
software DS-L1. Se analizaron 10 campos y en cada campo se realizaron tres medidas.
En cada linea celular se repitio tres veces el ensayo con muestras independientes.

Para el ensayo de invasion celular se utilizaron cdmaras de invasion BD Biocoat
Matrigel™ con factores de crecimiento reducido (BD Biosciences), en el cual se
sembraron 2,5 x10° células incubadas en ausencia de suero durante las 16 horas en la
parte superior del filtro, mientras que en la parte inferior se puso medio con FBS al 10-
20% como quimioatrayente. Tras la incubacion entre 18-24h, las células que no habian
migrado/invadido se retiraron con un bastocillo de algodon y los filtros se fijaron y

tifieron con Diff Quik (Dade Behring). Se contdé el numero de células que habia
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migrado/invadido en un microscopio con luz visible a 40x aumentos, en 10-20 areas

diferentes.

13. Ensayos de angiogénesis in vitro e in vivo.

Para evaluar la capacidad migratoria de las células HMVEC se utilizaron
también camaras de Boyden modificadas pero con filtros de policarbonato (6,5mm de
didmetro y 8um de tamafio de poro) (Costar) se cubrieron durante 16h con 0.5% de
gelatina (Gibco) en PBS. Se sembraron 5 x10° células endoteliales en la parte superior
del filtro en medio sin suero, mientras que en la parte inferior se afiadieron 700uL de
medio basal suplementado con 10% FBS (control positivo), medio con 0% FBS (control
negativo) 6 30 pg/mL del medio condicionado correspondiente. El procesamiento de los
filtros se realiz6 como se explica en el apartado anterior.

Para estudiar la angiogénesis in vivo, se utilizaron ratones Athymic nude-Fox 1
nu/nu que se inyectaron subcutaneamente cerca del abdomen en un volumen de 300uL
de Matrigel (BD biosciences) mezclado con 30ug de proteinas de medio condicionado
de las lineas celulares o PBS, en caso del control negativo. Cada grupo experimental
comprendia dos ratones inyectados en ambos flancos. Los ratones fueron sacrificados a
los 10 dias, se extrajeron las muestras y se procesaron mediante el protocolo de
congelacion siguiente: los tumores se trataron con concentraciones crecientes de
sacarosa 15-30% en PBS, una vez los tumores caen al fondo de la solucion de sacarosa,
se embeben en una dilucion 1:1 de 30% sacarosa en PBS: OCT (Qiagen) (30 minutos a
T.A), por ultimo se embebe en OCT puro (15 min) y se congelan los tumores con
nitrogeno liquido. Se cortaron secciones de 10um de matrigel congelado y se guardaron
en portaobjetos para su posterior tincion por inmunofluorescencia a -80° C.

Los ratones utilizados en los experimentos, se mantuvieron en un ambiente
estéril con viruta, agua y comida esterilizada por rayos y ad libitum. Los experimentos
se llevaron a cabo seglin la normativa europea del uso de animales de experimentacion

(Real Decreto 1201/2005, del 10 de octubre).

14. Inmunofluorescencia.

14.1. En implantes subcutaneos de matrigel.

Los portaobjetos obtenidos al cortar las secciones del matrigel se fijaron
siguiendo los siguientes pasos: acetona, acetona-cloroformo (1:1) y acetona. Todos

estos pasos se realizaron a -20°C. Posteriormente las secciones se bloquearon en PBS
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con suero bovino (BSA) al 3%, incubandose posteriormente con el anticuerpo
policlonal de conejo anti-Von Willebrand (Dako) diluido (1:1000) en BSA (3% en PBS)
durante toda la noche a 4°C. Tras los correspondientes lavados con PBS, las secciones
se incubaron con el anticuerpo secundario (cabra anti-conejo IgG, conjugado con Alexa
546) (Molecular Probes) diluido (1:350) en BSA (3% en PBS) durante 45 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente las secciones se tifieron 5 minutos con 1pug/mL de 4°,
6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Sigma) para la deteccion de los nucleos y se lavaron y
montaron con Reactivo Prolong (Molecular Probes). Las preparaciones se analizaron en
un microscopio de fluorescencia invertido Axiovert 35 TV. En cada seccion se analizo
la densidad microvascular en 20 campos elegidos al azar. La medida de la densidad
microvascular se determind como eventos por area y para la cuantificacion se utilizo el
software ImageJ (National Institutes of Health (NIH), USA). También se obtuvieron
imagenes con un microscopio confocal espectral TCS SP5 DMI600 (software de
confocal LAS AF 1.8.1, Leica). Cada canal fue grabado independientemente y las

imagenes se generaron por superposicion.

14.2. En muestras humanas de CNMP.

La expresion de DUSP1, VEGFC y CD31 se valord por inmunofluorescencia en
25 muestras de tumores primarios procedentes de pacientes de CNMP. Las muestras
humanas se fijaron en formalina y se embebieron en parafina. Se realiz6 una doble
inmunotincién para analizar: CD31 y DUSPI o; VEGFC y DUSPI. Se utilizaron
secciones de 3 um de tejido tumoral. Después de la desparafinacion, se realizd el
desenmascaramiento antigénico con la incubacion de una solucion EDTA (pH 9.0)
(Dako). Las secciones se bloquearon en 5% de suero bovino (BSA) en TBS durante 10
minutos para quitar las uniones no especificas y posteriormente se incubaron con los
anticuerpos primarios DUSP1 (Santa Cruz Biotech, dilucion 1:100), VEGFC (DAKO,
dilucion 1:100) y CD31 (DAKO, diluciéon 1:100). A continuaciéon se usaron los
siguientes anticuerpos secundarios: para DUSP1 cabra anti-raton IgG conjugado con
Alexa Fluor 655, (Molecular Probes) diluido (1:700), para VEGFC y CD31 cabra anti-
conejo IgG conjugado con Alexa Fluor 488, (Molecular Probes) diluido (1:700).
Finalmente las secciones se tifieron con lpg/mL 4°, 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI,
Vysis) para la deteccion de los nucleos. Todas las incubaciones se realizaron a
temperatura ambiente. Las tinciones de inmunofluorescencia se realizaron en una

plataforma de Dako Autostainer. Las imagenes y el andlisis de la tincion se evalud
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utilizando un microscopio de luz (Leica DM2000, Leica Application Suite v2.8.1). La

composicion de cada imagen se realizo en el software ImageJ (NIH).

15. Ensayos de tumorogenesis in vivo.

Se utilizaron 6 ratones Athymic nude-Fox 1 nu/nu para cada linea celular. Las
células tumorales se resuspendieron en solucion salina (1x10° células/0,1ml) y se
inocularon de forma subcutanea en los dos flancos traseros de los ratones. El volumen
tumoral fue medido 3 veces por semana desde su aparicion visible (volumen inicial 0,2
mm’) calculandose segun la ecuacion V = (1*w**0.52), donde | es el diametro mayor del
tumor y w el didmetro menor. Cuando el volumen del tumor en el flanco del raton
alcanz6 0,5mm’ se sacrificaron y extrajeron los tumores. Una parte fue procesada para
realizar los ensayos de inmunofluorescencia segun se ha descrito en el apartado anterior.

En este caso se utilizo el anticuerpo primario anti-CD31 (1:100) y el anticuerpo
secundario (anti-rata IgG conjugado con Alexa 546) (Molecular Probes) diluido (1:850).
En cada caso, la parte del tumor restante se fijo en formalina y se embebi6 en parafina

para la realizacion de ensayos de inmunohistoquimica.

16. Inmunohistoquimica.

Se realiz6 una doble inmunotincion de CD31 y de VEGFC en secciones en
parafina de 3 um de tejido tumoral obtenidas de los tumores embebidos en parafina
descritos en el apartado anterior. Las muestras se desparafinaron y la actividad
peroxidasa endogena se bloque6 mediante incubaciéon con H,O, al 3% en metanol
durante 5 min a temperatura ambiente. El desenmascaramiento antigénico se realizd
mediante incubacion con una solucion EDTA (pH 9) (Dako) utilizando DakoLink
facility.

Los portas se lavaron en una solucion salina tamponadora con tampén Tris que
contenia Tween 20 a pH 7,6 y después se incubaron con los anticuerpos policlonales
primarios anti-VEGFC y anti-CD31 (DAKO) diluidos 1:100 en BSA (1% en TBS) y se
incubaron durante 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente se incubd con el
anticuerpo secundario IgG conjugado con peroxidasa (Flex+, Dako). Como sustrato
cromogénico se afadid diaminobenzidina (DAB) (Dako Cytomation) durante 5 minutos
a temperatura ambiente. Las secciones se contrastaron utilizando hematoxilina-eosina,
se deshidrataron progresivamente por inmersion en soluciones de alcohol de diferente

grado y se secaron en xileno.
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Todas las tinciones inmunohistoquimicas se realizaron en una plataforma de
Dako Autostainer. Como controles negativos se utilizaron secciones seriadas de las
mismas muestras incubadas con suero no inmunizado y como control positivo se tifieron
secciones de tumor colorectal humano.

La expresion de CD31 y VEGFC se valor6 utilizando un microscopio Leica
(DM2000) y mediante un andlisis doble ciego por dos patologos. Para cuantificar la
expresion de VEGFC se utilizd la puntuacion histologica (H-score) descrita
previamente (Rojo et al., 2007). La densidad microvascular se calculo utilizando la
tincion de CD31 con el software Image] (NIH) que reconoce estructuras vasculares
(Costa and Vendeira, 2008; Zhang et al., 2006). Las areas de inflamacion, necrosis,
tumor esclerdtico y tejido benigno adyacente se excluyeron para el célculo de la
densidad microvascular.

Los tumores obtenidos a partir de los ensayos de metéstasis descritos en el
siguiente apartado, se caracterizaron teniendo en cuenta el indice mitético, el grado de
necrosis y la presencia de estructuras glandulares (Hamilton et al., 2000). En algunas
secciones de estos bloques que contenian tumor se tifieron con los siguientes
anticuerpos: anti-AE1/AE3 (mezcla de dos anti-citoqueratinas) (Progne), anti-vimentina
(Enzo Life Sciences), anti-Ki67 (Chemicon) y anti-Antigeno carcinoembrionario
(Novocastra). Posteriormente las secciones se examinaron microscopicamente
(microscopio Leica DM LS2 unido a camara digital Leica EC3) para caracterizar el
tumor y detectar su presencia en aquellos oOrganos en los que no se observd
macroscopicamente.

Ademas, solo en los pulmones del ensayo de metastasis, también se utilizd el
anticuerpo primario anti-CD31 para visualizar estructuras vasculares. La expresion de
CD31 se valor6 utilizando un microscopio Leica (DM2000) y la puntuacién histologica

(H-score) descrita.

17. Ensayo de metéstasis.

Se utilizaron 22 ratones Athymic nude-Fox 1 nu/nu, de seis semanas de vida
distribuidos en dos grupos de 11 animales. Antes de la inoculacién de las células
tumorales, se indujo la vasodilatacion de la vena de la cola para facilitar su inyeccion.
A cada grupo se le inoculd por via intravenosa lateral de la cola una cepa diferente de

células tumorales. La cantidad inoculada fue de 1x10° células en 100puL de solucion
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salina. Posteriormente se registrd a diario cualquier anomalia externa y el peso de cada

animal.

18. Necropsias y analisis histopatologico.

Tras la muerte de cada animal se llevd a cabo la necropsia completa. Los
organos cervicales, toracicos, abdominales y pélvicos se extrajeron en un solo bloque y
la presencia de tumor se analiz6 macroscopicamente en cada 6rgano. Cada foco de
tumor se midi6 y quedd registrada la presencia de cualquier otra anomalia
macroscopica.

Los pulmones se perfundieron y el bloque completo de o6rganos se fijo en
formaldehido (4% en solucion de tampon fosfato) durante 24 horas. El cerebro también
se extrajo y se fijo en la misma solucion. Tras la fijacion, los drganos se diseccionaron
del bloque y se tomaron las fotografias apropiadas de cada tumor y de las anomalias
presentes con una camara digital Nikon Coolpix 5700. El tumor y cada 6rgano en su
totalidad se procesaron y embebieron en parafina. Se obtuvieron secciones de 4 um de
grosor de cada bloque de parafina y, o bien se tifieron con hematoxilina-eosina o se

utilizaron para el andlisis inmunohistoquimico descrito en el apartado anterior.

19. Analisis estadistico.

T-student

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo por el soporte informatico SPSS
(version 17.0) y Microsoft Excel. Con estos programas se calculé: el valor medio, la
desviacion estandar (D.E) y la significacion estadistica, que se obtuvo utilizando el test
t-Student para distribuciones normales no parecados de dos colas. Todas las p-value
iguales o inferiores a 0,05 fueron consideradas como estadisticamente significativas.

H-score

La H-score se determind por la estimacion del porcentaje de células positivas
tefiidas en el citoplasma con una intensidad baja, media o alta. La puntuacion final se
estim6 utilizando la siguiente formula: H-score= (expresion baja %)*1+ (expresion

media%)*2+ (expresion alta%)*3.
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Kaplan y Meier

La estimacion del tiempo de supervivencia se realizé de acuerdo al Método de
Kaplan y Meier (Kaplan and Meier, 1958), que se usa también para variables no
paramétricas. En las curvas de supervivencia acumulada se consideraron casos nulos
aquellos animales que no habian muerto a causa del tumor a los 7 meses. La
distribucién de la supervivencia entre los grupos se compar6 con el Test de Log-Rank
(Mantel, 1963), que se utiliza igualmente para variables no paramétricas. En todos los
casos, consideramos como diferencias estadisticamente significativas los valores de

p< 0,05.
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1. PATRONES DE EXPRESION GENICA ASOCIADOS A
LA EXPRESION DE DUSPI1

1.1. Perfil de expresion génica diferencial derivado de la inhibicion de
la expresion de DUSPI1.
La linea celular deficiente en DUSP1 (H460cri) se generd previamente en el

laboratorio (Chattopadhyay et al., 2006). Las propiedades de esta linea celular se
corroboraron en el inicio de este trabajo a través del tratamiento de las células H460cri
y H460v con CDDP, analizdndose la fosforilacion de JNK. Puesto que en respuesta a
cisplatino se activa JNK, al inhibir la expresion de DUSP1 (H460cri) se observo que la
activacion por fosforilacion de JNK se adelanta en el tiempo respecto a la linea celular
H460v (datos no mostrados). A lo largo de este trabajo también se verifico la inhibicion
de la expresion de DUSP1 en células H460cri mediante qRT-PCR.

Mediante la hibridacion de microarrays de ADN se analizaron los cambios
globales en expresion génica en la linea celular H460cri respecto de las células H460v.
Se encontraron 136 genes con cambios en la expresion (inducida o reprimida) de al
menos ocho veces en la linea H460cri respecto de la H460v. Estos 136 genes se
analizaron con el programa Gene Ontology Tree Machine (GOTM) y se obtuvieron 45
grupos funcionales con un valor estadistico p<0,01. Entre estos grupos, se identificaron
varios involucrados en progresion tumoral, como son; actividad fosfatasa de MAPK
quinasa, angiogénesis, sefializacion celular, factores de crecimiento y receptores de

transmembrana (Tabla 5).
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Tabla 5. Genes seleccionados tras comparar los perfiles de expresion de células H460cri vs. H460v.

Identificacion de genes diferencialmente expresados

Funcién GO y Simbolo génico N° de acceso Sonda ID Camhic! te
expresion*
Actividad MAPK quinasas fosfatasas DUSP1 NM_004417 201044 _x_at -3.31
DUSP6& NM_001946 208891_at -3.04
Angiogénesis NRP1 NM_003873 212298 _at 3.28
SH2D2A NM_003975 207351_s_at -11.1
VEGFC NM_005429 209946 _at -3.06
Senalizacion celular BMP2 NM_001200 205289 _at -5.53
GJB2 NM_004004 223278 _at -3.77
WISP2 NM_003881 205792_at 3.15
Actividad del factor de crecimiento DKK1 NM_012242 204602_at -3.36
EGFR NM_005228 232541 _at -3.29
GDF15 NM_004864 221577 _x_at 4.27
Actividad del receptor transmembrana ACVR1C NM_145259 1552519_at -3.41
MERTK NM_006343 206028_s_at -3.92
PTPRK NM_002844 203038 _at 3.27
THBD NM_000361 203887 _s_at -6.14
PIK3R1 NM_181504 212239 _at -4.26
Actividad activadora del plasminégeno PLAT NM_000930 201860_s_at -4.94
SERPINB2 NM_002575 204614 _at 5.02
Constituyentes de la matriz extracelular COL3A1 NM_000090 215076_s_at 7.23
LUM NM_002345 201744 _s_at -34.00

*Cambios de expresion comparando H460cri vs. H460v (representado como fold change 2")

1.2. Validacion de los cambios identificados en expresion génica.

De entre los 136 genes obtenidos, se seleccionaron seis por su implicacion en
funciones bioldgicas relacionadas con progresion tumoral, metéstasis y/o angiogénesis
(Tabla 5), que se validaron mediante qRT-PCR, verificando en todos los casos los
resultados obtenidos con los microarrays de expresion (Figura 6). Por un lado, se
observa que DUSP1 y DUSP6 tienen una expresion reprimida en las células H460cri
con respecto a células H460v. Este dato valida no solo el resultado del microarray, sino
la técnica de la inhibicion de la expresion del gen de interés (DUSP1) utilizada en el
estudio. También se valid6 la expresion de los siguientes genes implicados en
angiogénesis: Neuropilina 1 (NRP1), proteina 2 A con dominio SH2 (SH2D2A) y el
factor de crecimiento del endotelio vascular tipo C (VEGFC). El gen NRP1 muestra
sobreexpresion en las células H460cri, mientras que en las mismas células los genes
VEGFC y SH2D2A estan reprimidos. Finalmente, se validé también la expresion de la
proteina morfogénetica osea tipo 2 (BMP2) por estar involucrada en las categorias
“sefializacion celular” y “actividad de factores de crecimiento”. Al igual que en los
datos obtenidos con los microarrays de expresion, los obtenidos por qRT-PCR

muestran una menor expresion de BMP2 en las células H460cri.
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Figura 6. Validacion de los cambios en expresion de los genes DUSP1, DUSP6, BMP2, SH2D2A, VEGFC y NRP1. Analisis
por gRT-PCR de los genes seleccionados en células H460v y H460cri en condicion basal. Se muestran los niveles relativos de
ARNm normalizados a los de la linea celular H460v. El gen utilizado como control interno fue el que codifica /8S y se representa

la media £ D.E. de 3 experimentos independientes.

1.3. Implicacion de la proteina DUSP1 en los cambios de expresion de

los genes validados.

Para confirmar que los cambios observados se deben a la disminucién en la
expresion de DUSP1, se sobreexpreso esta fosfatasa de forma transitoria en la linea
celular H460cri (H460cripLXSNDUSP1) y se estudio el efecto sobre la expresion de los
seis genes seleccionados. Los datos de la Figura 7 muestran la recuperacion parcial del
nivel de expresion de los genes DUSPI, DUSP6, SH2D2A, y VEGFC en la linea celular
H460v. Sin embargo, la expresion de BMP2 no aumenta y la de NRPI no disminuye.
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Figura 7. Regulacion de la expresién de los genes DUSP1, DUSP6, BMP2, SH2D2A, VEGFC y NRP1 cuando se sobreexpresa
DUSP1 en la linea celular H460cri. Analisis por qRT-PCR de los niveles de ARNm de los genes seleccionados en las linea celular
H460cri que expresa transitoriamente pLXSN (vector vacio) o pLSXNDUSPI (expresa DUSP1). La grafica representa los valores
relativos de ARNm de los genes seleccionados respecto a la linea celular H460cripLXSN, normalizados frente a los valores de /-

actina. Las barras muestran la media de los valores + D.E. de 3 experimentos independientes.
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Puesto que las quinasas JNK y p38 son sustratos de la fosfatasa DUSPI1, era
razonable pensar que los cambios observados se debiesen a cambios en la actividad de
estas quinasas. Por tanto, estudiamos los cambios de expresion observados tras la
sobreexpresion de forma transitoria de JNK1 y p38a en las células parentales H460v.
Mediante la técnica de qRT-PCR se analizo el nivel de expresion de los genes DUSP6,
BMP2, SH2D2A, VEGFC'y NRPI, observandose una disminucion de todos ellos en las
células H460v (Figura 8). Estos resultados indican que todos los genes excepto NRP]
siguen un patron similar al observado en las células H460cri.
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Figura 8. Regulacion de la expresion de los genes DUSP6, BMP2, SH2D2A, VEGFC y NRP1 cuando se sobreexpresan las
quinasas JNK o p38a en células H460v. Analisis por qRT-PCR de los genes seleccionados en la linea celular H460v transfectadas
de forma transitoria con los vectores vacios pLXSN (H460v) o pCEL (H460v) o pLXSN expresando JNK (H460vJNK) o pCEL
expresando p38a (H460vp38). La grafica corresponde a los niveles relativos de ARNm respecto a los niveles de expresion de la
linea celular H460v con los vectores vacios, normalizados frente a los valores de f-actina. Las barras muestran la media de los

valores + D.E de tres experimentos independientes.

Ademas, para verificar que los resultados obtenidos se reproducen en otras
lineas celulares de CNMP, se inhibi6 la expresion de DUSPI mediante infeccion con
lentivirus expresando un ARNi de DUSP1 en la linea celular H23 de CNMP (H23cr1i).
El gen DUSPI disminuye su expresion en las células H23cri en un 50% con respecto a
las células H23v. También disminuyen los genes seleccionados DUSP6, VEGFC vy
BMP?2 (Figura 9). A diferencia de las células H460cri, en H23cri el gen NRPI esta

reprimido, como en las células que sobreexpresan JNK1 o p38a.
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Figura 9. Expresion de los genes DUSP1, DUSP6, BMP2, VEGFC y NRP1 en la linea celular H23. Analisis por qRT-PCR de
los genes seleccionados en células H23v y H23cri. Se muestran los niveles relativos de ARNm respecto a los de la linea celular
H23v, normalizados frente a los valores de f-actina. Las barras muestran la media de los valores £ D.E. de 3 experimentos

independientes.

2. CAMBIOS FUNCIONALES DERIVADOS DE LA INHIBICION EN LA
EXPRESION DE DUSP1 EN CELULAS DE CNMP.

2.1. Estudio de la relacion entre las fosfatasas DUSP1 y DUSP6.

Puesto que en los datos del microarray se observd que la inhibicion de la
expresion de DUSPI resulta a su vez en la inhibicion de la expresion de DUSPO, se
investigd si DUSP1 afecta a la actividad del promotor de DUSP6. Para ello se co-
transfectaron de forma transitoria, las células HEK293T y H460v con el vector de
expresion constitutivo pCTAP expresando DUSP1 (CTAPDUSP1) y el vector reportero
con el gen luciferasa precedido del promotor de DUSP6 (Prom DUSP6). A las 48 horas
se observo una induccion de la actividad luciferasa de 3 veces en las células HEK293T
y 1 vez y media en las células H460v comparando con las células co-transfectadas con
pCTAP (Figura 10).

Se utilizé el mismo abordaje en células H460cri. La figura 10 muestra que, al
igual que se observa en células H460v, la sobreexpresion del vector CTAPDUSPI
también aumenta la actividad luciferasa en células H460cri. Ademas, estos resultados se
completaron con el estudio de la actividad del promotor de DUSP6 en células H460cri
que sobreexpresan la fosfatasa DUSP1 de forma estable (H460cri s.e. DUSPI) y se
obtuvieron resultados similares a los obtenidos con células H460v. Por tanto, en todos
los casos en los que se sobreexpres6 DUSP1 de forma transitoria, se increment6 la

actividad del promotor DUSP6.
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El efecto inverso se obtuvo cuando se co-transfectd6 de forma transitoria en
células H460v el vector psuperretro expresando el ARNi de DUSP1 (psuperDUSP1) y
el vector reportero (Prom DUSP6). En este caso, se observé un descenso en los niveles
de luciferasa con respecto a la co-transfeccion control (pSuperRetro) (Figura 10).
Ademas, los niveles observados fueron similares a los obtenidos en células H460cri

control (pCTAP y prom DUSP6), que tienen inhibida la expresion de DUSP1 de forma

estable.
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Figura 10. Regulacién de la actividad del promotor de DUSP6 por la fosfatasa DUSP1 en diferentes lineas celulares. Las lineas celulares
HEK293T, H460v, H460cri y H460cri s.e DUSP1 se cotransfectaron con el plasmido del promotor DUSP6 unido al reportero del gen luciferasa
(250 0 500 ng) y con un plasmido de expresion vacio (@ CTAP) (500ng) o un plasmido de expresion del gen DUSP1 (CTAPDUSP1) (500ng).
La linea celular H460v se transfect6 con el vector vacio de ARNi (pSuperRetro) (500ng) o con el vector ARNi para DUSP1 (DUSP1pSuper)
(500ng). Tras 48 horas después de la transfeccion se lisaron las células y se cuantificé la actividad luciferasa de 10pg de proteina total. Todos los
datos son representativos de tres experimentos independientes realizados por triplicado, corregidos por la actividad renilla (se cotransfectaron 5
ng) y normalizados por la concentracion de proteina. En las graficas se muestra la actividad relativa de luciferasa, considerandose 1 los niveles de

actividad luciferasa detectados con la transfeccion del vector que contiene solo el gen reportero luciferasa y el vector vacio CTAP o pSuperRetro.

2.2. Estudio del efecto de la inhibicion en la expresion de DUSP1 sobre

la migracion e invasion celular

Puesto que la inhibicion de la expresion de DUSPI1 produjo alteraciones en el
perfil de expresion de genes involucrados en la formacion de la matriz extracelular e
invasion celular; estudiamos la capacidad migratoria de las lineas celulares H460v y
H460cri, mediante el ensayo de cicatrizacién de herida en placa. En la figura 11a se
observa que a las 24 horas, las células H460v cierran casi por completo la herida,
mientras que las células H460cri no son capaces de ocupar el espacio vacio. La

diferencia observada entre ambas lineas celulares fue estadisticamente significativa

(p<0,001).
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Para verificar si la diferencia observada se debia a cambios en la capacidad
migratoria o proliferativa entre células H460v y H460cri, se estudié la velocidad de
crecimiento de ambas lineas celulares. La figura 11b muestra la cinética de crecimiento
de células H460v y H460cri en medio completo observandose su similaridad y
descartando por tanto el que las diferencias observadas se debieran a cambios en la
cinética de crecimiento en ambas lineas celulares.

Al igual que en el apartado anterior, también se realizo6 el ensayo de la herida en
células H460v que expresaban de forma transitoria las quinasas JNK y p38a, para
investigar si los cambios en expresion génica afectaban a su motilidad celular de forma
similar a lo observado en las células H460cri. Se observo que las células transfectadas
con el vector vacio migraban mas, quedando un 66% de éarea por cerrar (Figura 11c).
Mientras, las células transfectadas con JNK o p38a migraban mas despacio, quedando

un 77%-75% del area por cerrar (p<0,006; p<0,001).
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Figura 11. DUSP1 promueve la migracion en células de CNMP H460. a) El efecto de DUSP1 en la migracion celular se estudio6 en las
células H460v y H460cri mediante la técnica de la herida en placa y se tomaron fotomicrografias a 0 y 24 horas. La tabla representa la
distancia que queda entre ambos extremos de la herida en cada linea celular (10 medidas de campo al azar/en cada linea celular) para tres
experimentos independientes, a las Oh (p=0,3) y a las 24h p<0,001 (T-student). b) Curvas de crecimiento. Se sembraron las lineas celulares
H460v y H460cri (40.000células/pocillo) en condiciones normales (10% FBS), posteriormente se detuvo el crecimiento a los dias indicados.
El crecimiento celular fue una estimacion relativa sobre la densidad celular de cada grupo experimental en el mismo periodo de tiempo (24
horas) a lo largo de 6 dias. Cada punto representa la media de los valores obtenidos de dos experimentos por cuadruplicado y las barras de
error D.E. ¢) Se estudio el efecto de la sobreexpresion transitoria de las quinasas JNK y P38a en la migracion celular en células H460v
mediante la técnica de la herida en placa como en a). La tabla se representa con la desviacion estandar para tres experimentos independientes,

p<0,006 y p<0,001 (T-student). Los p-valor en los apartados a y ¢ estan referidos a la distancia migrada a las 24h respecto las Oh, (Oh-24h).
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También se realizaron los mismos ensayos de migracion en las lineas celulares
de CNMP, H23v y H23cri. Se observé que las células H23v cerraban la herida, mientras
que las células H23cri no eran capaces de hacerlo en el mismo tiempo (p<0,005) (Figura
12a). En paralelo se realizo una curva de viabilidad, donde se observé que las dos lineas

celulares H23v y H23cri proliferaban con una cinética similar (Figura 12b).
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Figura 12. DUSP1 promueve la migracién en células de CNMP H23. a) El efecto de DUSPI en la migracién celular se estudio
en las células H23v y H23cri mediante la técnica de la herida en placa y se tomaron fotomicrografias a 0 y 24 horas. La tabla
representa la distancia que queda entre ambos extremos de la herida en cada linea celular (10 medidas de campo al azar/en cada
linea celular) para tres experimentos independientes, p<0,005 (T-student), el p-valor esta referido a la distancia migrada a las 24h
respecto las Oh, (Oh-24h).b) Curvas de crecimiento. Se sembraron las lineas celulares H23v y H23cri (4x10* células/pocillo) en
condiciones normales (10% FBS) posteriormente se detuvo el crecimiento a los dias indicados. El crecimiento celular fue una
estimacion relativa sobre la densidad celular de cada grupo experimental en el mismo periodo de tiempo (24 horas) a lo largo de 6

dias. Cada punto representa la media de los valores obtenidos de dos experimentos por cuadruplicado y las barras de error D.E.
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A continuacién se estudiaron las posibles diferencias en la capacidad invasiva
entre las células H460v y H460cri, mediante el ensayo de invasion en Matrigel in vitro
utilizando las lineas celulares HT-1080 y MCF7 como control positivo y negativo
respectivamente. Se observo que la linea celular H460v tenia mayor capacidad invasiva
a través del matrigel comparada con la linea celular H460cri (6744 vs. 15+1) (Figura
13a y b) indicando que DUSPI esta involucrado en el mantenimiento de la capacidad

invasiva de las células H460.
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Figura 13. DUSP1 promueve la invasién celular en células H460. La capacidad de invasion de las lineas celulares H460v y
H460cri se valoré mediante el uso de las camaras de invasion de Biocoat Matrigel y las lineas celulares HT-1080 y MCF7 se usaron
como control positivo y negativo respectivamente. Los datos representan el numero de células que atraviesan el Matrigel tras 24
horas para cada linea celular. Se contaron diez campos fotografiados (20x aumento) por membrana y los valores medios +
desviacion estandar (D.E.) se muestran en las figuras. Se realizaron al menos tres experimentos independientes en cada caso. b)

Fotomicrografias representativas tomadas de células H460v y H460cri.

2.3. Estudio del efecto de la inhibicion en la expresion de DUSP1 en la

angiogénesis in vitro e in vivo.

Al igual que en el apartado anterior, uno de los grupos de genes estadisticamente
significativos identificado a partir de los datos obtenidos de los microarrays de
expresion, fue el que se encuadra en la categoria ontoldgica de angiogénesis. Por tanto
decidimos valorar los cambios en esta funcioén biologica tanto in vitro como in vivo. En
el primer caso se utilizd una camara Boyden (transwell) donde las células endoteliales
microvasculares humanas (HMVEC) se depositaron en la camara superior y el medio
condicionado (MC) de células H460v o H460cri en la camara inferior. A las 16 horas
(Figura 14 a y b) se observo que las células endoteliales migraban mas abundantemente
(4 veces) hacia el medio condicionado de las células H460v que hacia el de las células
H460cri sugiriendo que el medio de las células H460cri contiene menos factores
proangiogénicos que el MC de las células parentales. Para los experimentos realizados

in vivo se implantaron subcutdneamente en los flancos de ratones matrigel embebido en
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el medio condicionado de células H460, H460v o H460cri. En la Figura 14 ¢ y d se
observa que, transcurridos 15 dias, al tefiir los cortes de los implantes subcutaneos de
matrigel con anticuerpo anti-Von Willebrand que marca vasos, se detectan menos
intensidad de vasos sanguineos, en los implantes subcutaneos de matrigel embebidos
con el medio condicionado de células H460cri (1,5%10°+0,3*10°) que con los implantes
subcutaneos de matrigel embebidos con el medio condicionado de células H460

(3,2%¥10°+1,1*%10°) 0 H460v (3,8%10°+1,25%10°).
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Figura 14. La inhibicién en la expresion de DUSP1 reduce la angiogénesis in vitro e in vivo. a) Se sembraron 1,6 x 10° células

H460cri MC

HMVEC en el pocillo con filtro cubierto de gelatina al 0,5% (ensayo de transwell), las células migraron hacia medio sin suero
(control -) o medio con 10% FBS (control +) o hacia los medios condicionados de las lineas celulares H460v o H460cri (30pg/ml)
durante 16h. En la grafica, las barras representan la media del nimero de células que migran por campo y la D.E (10 medidas al
azar/filtro). b) Fotomicrografias representativas tomadas de células HMVEC que migran en cada condicion a estudiar tras 16 horas.
c) Para los ensayos de angiogénesis in vivo se utilizaron implantes subcutaneos de matrigel embebidos con PBS (control -) o medio
con 10% FBS (control +) o 30pug/ml de los medios condicionados de las lineas celulares H460, H460v o H460cri y se inocularon en
los flancos de los ratones (4 flancos/ linea celular). A los 15 dias se extrajeron los implantes subcutaneos de matrigel, las secciones
de matrigel se tifieron con el anticuerpo anti-Von Willebrand y DAPI y se cuantifico el nimero de vasos sanguineos
(intensidad/area). En la grafica se representa las barras como la media de eventos positivos para tincion con el anticuerpo anti-Von
Willebrand, siendo el 100% H460 y calculando el porcentaje del resto de lineas celulares respecto a H460 (n=10; t test, p<0,005). d)
Fotomicrografias representativas de los implantes subcutaneos de matrigel embebidos con el MC de H460v o el MC de H460cri y

tefiidos con el anticuerpo anti-Von Willebrand y DAPI (200X aumento).
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2.4. Estudio del efecto de la inhibicion de la expresion de DUSP1 sobre la capacidad

tumorogénica y metastasica.

El siguiente objetivo fue analizar la capacidad tumorogénica en ambas lineas
celulares H460v y H460cri. Se inyectaron en los flancos de los ratones atimicos ambas
lineas celulares y se realizé un seguimiento del volumen tumoral. Se observo que el
volumen de los tumores generados por las células H460cri estaba reducido en un 50%
respecto de los tumores generados por las células H460v (Figura 15a). Asimismo, el
numero de tumores inducido por las células H460cri fue un 30% menor. Los datos por
tanto indican que la inhibicion en la expresion de DUSP1 afecta la capacidad de formar
tumores de las células H460.

Para estudiar la capacidad angiogénica de los tumores inducidos por las
diferentes lineas celulares se inyectaron en los flancos de los ratones las células H460,
H460v y H460cri. Cuando los tumores alcanzaron un volumen de 0,5mm’, se analizo la
densidad microvascular de los tumores por inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-
CD31 que detecta vasos sanguineos. Como se puede observar en la figura 15 (b y c) los
tumores derivados de células H460cri tienen un menor niimero de vasos sanguineos que
los tumores derivados de células H460 y H460v, en concordancia con los datos
obtenidos en los implantes subcutaneos de matrigel embebidos con el medio
condicionado (Figura 14 ¢ y d). En estos mismos tumores se estudio mediante
inmunohistoquimica la expresion de VEGFC cuyo gen, segin los datos de los
microarrays, esta regulado cuando cambia la expresion de DUSP1 y esta relacionado
con el proceso de angiogénesis. Los tumores generados por las células H460cri
presentaron menor nivel de expresion de VEGFC que los tumores de células H460 y
H460v (Figura 15 d y e). Esto sugiere que el crecimiento de los tumores inducidos por
c¢lulas H460cri puede estar inhibido en parte porque hay una inhibicién del proceso
angiogénico mediado por una menor expresion de VEGFC y por tanto menor

crecimiento de vasos sanguineos.
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Figura 15. DUSP1 regula el crecimiento y la angiogénesis tumoral. Se inocularon subcutaneamente en el flanco de ratones
inmunodeprimidos 1x10° células de cada linea celular H460, H460v o H460cri. a) El volumen del tumor fue medido cuando se hizo
visible en dias alternos y se representa una curva de crecimiento donde cada punto representa un unico tumor. La tabla indica el
porcentaje de tumores en cada grupo y el tiempo de aparicion (latencia). b y ¢) Se extrajeron los tumores originados por las células
H460, H460v o H460cri. La mitad del tumor se criofijo y se analizaron por inmunofluorescencia las secciones tefiidas con anti-
CD31 y DAPI. Se muestran imagenes representativas obtenidas mediante microscopia confocal de la localizacion de las células
endoteliales (CD31, rojo) y nucleos celulares (DAPI, azul) (200X aumento). d y e) La expresion de VEGFC se analiz6 mediante
inmunohistoquimica en la otra parte extraida del tumor. Se muestran imagenes representativas. b y d) Las gréaficas representan en los

tumores de cada linea celular la cuantificacion de los eventos positivos en porcentaje para CD31 y la expresion de VEGFC.
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Ya que tanto la capacidad migratoria como angiogénica estaba reducida en las
células H460cri, se evalud si habia diferencias en la capacidad de inducir metastasis.
Para ello se inyectaron en la vena de la cola del raton las lineas celulares H460v y
H460cri. Se valor6 tanto la presencia de tumores en diferentes 6rganos como la
supervivencia media de los ratones inyectados con ambas lineas celulares. Se observo
que los ratones inyectados con las células H460cri sobrevivian durante mas tiempo que
los ratones inyectados con células H460v (Figura 16), resultados que estdn de acuerdo

con los obtenidos en los ensayos de migracion, invasion y angiogénesis.
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Figura 16. Curva de supervivencia acumulada de los ratones inoculados con las lineas celulares H460v y H460cri. Las células
H460v y H460cri se inyectaron en la vena de la cola de ratones inmunodeprimidos Fox1 nu/mu (1x10° células en 100 pl suero

salino). Se estimo6 la curva de supervivencia acumulada usando el método Kaplan y Meier.

Cuando se realizaron los estudios de anatomia patologica en ambos grupos de
animales se observo que a nivel macroscopico, en ambas lineas celulares se inducia una

infiltracion en 6rganos viscerales por nodulos irregulares blanquecinos (Figura 17).

Figura 17. Andlisis macroscopico de ratones inoculados en la vena de la cola con las lineas celulares H460v o H460cri.
Imagen macroscopica de los 6rganos toracicos y abdominales en bloque. En este caso, el tumor se localizaba en el pulmoén (masa

blanquecina que obstruye parte del pulmoén) sefializado con asterisco.
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A nivel microscopico, tifiendo las muestras con hematoxilina y eosina, se encontrdé que
los ratones inyectados con células H460v presentaban tumores en pulmén, mediastino,
rifidén, corazén y menos frecuentemente en cerebro, pancreas, diafragma y glandula
suprarrenal. Por otra parte, los ratones inyectados con células H460cri mostraban
tumores preferentemente en el pulmén y solo en un caso en el corazén y en la glandula

suprarrenal (Figura 18).

Tumor H460v Tumor  pue0cri
Glandula suprarenal =3 Glandula suprarenal =3
Diafragma = Diafragma
Pancreas = Pancreas
Cerebro =3 Cerebro
Rifon ——— Rifion
Corazén —— Corazén =3
Mediastino —/——— Mediastino
Pulmon ————————1 Pulmén ——————
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Numero de ratones Numero de ratones

Figura 18. La expresion de DUSP1 regula la metastasis en células de CNMP. Las células H460v y H460cri se inyectaron en la
vena de la cola del raton inmunodeprimidos Nu/Nu. Todos los 6rganos de los ratones de ambos grupos se tifieron con hematoxilina
y eosina y se representd en un diagrama los organos en los que se encontrd tumor y el numero de ratones que tenian tumores en

dicho organo.

Se encontr6 también a nivel microscopico, que la morfologia de los tumores
primarios y las metastasis generadas por ambas lineas celulares eran similares en todos
los ratones tanto los inducidos por las células H460v como H460cri (Figura 19a). Los
nodulos estaban constituidos por una proliferacion atipica de células epiteliales, que se
ordenaban en capas solidas con un lumen glandular pequefio y disperso, con areas de
necrosis. El inmunofenotipo de las células tumorales fue epitelial (positivo para las
citoqueratinas AE1/AE3) (Figura 19b) y con diferenciacion mesenquimal (positivo para
la vimentina) en ambas lineas celulares (Figura 19c). Cuando se estudio el indice
mitdtico mediante el marcador Ki67 se observd que era alrededor de un 90% (Figura
19d). Las muestras fueron negativas para citoqueratina 7, citoqueratina 20, el factor de
transcripcion tiroideo 1 (TTF-1), el antigeno carcinoembrionario, el antigeno epitelial de
membrana, cromogranina A 'y sinaptofisina, descartando otros origenes de
diferenciacion tisular. Finalmente, en ambos casos solo el 1% del nucleo de las células
tumorales se tid con el anticuerpo anti-p53. Todos estos resultados microscopicos e
inmunohistoquimicos corresponden a un fenotipo de adenocarcinoma de pulmén

pobremente diferenciado.
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Figura 19: Caracterizacion microscopica de los tumores generados en los ratones inoculados en la vena de la cola con la
linea celular H460v o H460cri. Se analizaron mediante inmunohistoquimica diferentes marcadores en las preparaciones de parafina
de los o6rganos para conocer el inmunofenotipo (adenocarcinoma pobremente diferenciado) del tumor generado por ambas lineas
celulares. a) Hematoxilina y eosina b, ¢ y d) secciones seleccionadas de los bloques de drganos que contienen tumor y se tifieron con

AE1/AE3, Vimentina y Ki67.

En todos los pulmones se observé formacion de tumor, por lo que se considerd
este organo como el primer sitio de anidacion de las células inyectadas. Ademas los
pulmones de los ratones inyectados con células H460v tenian mayor masa nodular que
los pulmones de los ratones inyectados con células H460cri (Figura 20a). Por tanto, se
estudio la formacion de vasos sanguineos en los tumores desarrollados en los pulmones
mediante la técnica de inmunohistoquimica con el anticuerpo anti-CD31. Se observo
que (Figura 20b) en los tumores derivados de células H460cri el nimero de vasos
sanguineos era menor que en los tumores inducidos por células H460v y por tanto esto
podria estar relacionado con la disminucion del potencial metastdsico observado en

células H460cri.

66



Resultados

a
H460v H460cri
=)
s}
£
3
a
b
w
o
T
> ns
- [ - ek
™
]
Q
N,
-

Figura 20. Analisis de los tumores en pulmén generados por células H460v y H460cri. a) Imagen representativa a nivel
macroscopico de los tumores generados en el pulmén por ambas lineas celulares. b) Se muestran secciones de pulmones tefiidos con

hematoxilina y eosina (H&E) y se analiza por inmunohistoquimica la expresion de CD31 para valorar vasos sanguineos.

3. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE VEGFC, DUSP1 Y CD31 EN
BIOPSIAS DE PACIENTES CON CNMP

Los resultados obtenidos hasta este punto sugerian que la expresion de VEGFC
en células H460 era dependiente de la actividlad DUSP1 y que su expresion
correlacionaba con una mayor tumorogenicidad, angiogénesis y metastasis utilizando
modelos in vivo. Para valorar la relevancia translacional de los resultados observados
con lineas celulares, se analizé por inmunofluorescencia la expresion y distribucion de
DUSP1 en biopsias de pacientes con CNMP, en las cuales se encontré que la mayoria
de las células tumorales que expresaban altos niveles de DUSP1 se localizaban en las
proximidades de las estructuras vasculares tefiidas con el marcador CD31 (Figura 21a).
Ademas se observé que DUSP1 y VEGFC colocalizan en muestras de tejido tumoral de
CNMP, con una correlacion estadisticamente significativa de p=0,002 (Figura 21b). Se
detectd la expresion de VEGFC solo en un 17% de células neoplasicas de muestras que
expresaban bajos niveles de DUSP1, mientras que un 62% de las muestras positivas
para DUSPI lo fueron también para VEGFC (Figura 21c¢). Estos resultados apoyan una
correlacion directa entre la expresion de DUSP1 y la angiogénesis en pacientes con

CNMP.
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Figura 21. Colocalizacién por inmunofluorescencia de DUSP1 y VEGFC en pacientes con CNMP. Se analizaron una serie de
secciones de tejido mediante inmunofluorescencia. a) Las secciones se tifieron con DAPI e hibridaron con anticuerpos anti-DUSP1
y anti-CD31. DAPI nuclear (azul); células positivas para DUSP1 (rojo); células endoteliales CD31 (verde) b) Las secciones se
tiferon con DAPI e hibridaron con anticuerpos anti-DUSP1 y anti-VEGFC. DAPI (azul); células positivas para DUSP1 (rojo);
células positivas para VEGFC (verde). c¢) Grafica que representa en tejido de tumores humanos, el porcentaje de células que
expresan VEGFC y a su vez también DUSP1. Las columnas representan la media de los valores obtenidos y las barras la D.E (p<

0,002).
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4. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO CON CDDP

SOBRE LA EXPRESION GENICA ASOCIADA A CAMBIOS EN DUSP1

4.1 Perfil de expresion génica diferencial derivado de combinar la inhibicion

de la expresion de DUSP1 y el tratamiento con CDDP.

Para conocer las diferentes vias de sefalizacion dependientes de los niveles de
expresion de DUSP1 en las células de CNMP tratadas con CDDP, se analiz6 la expresion
génica diferencial entre las células H460cri y H460v después de su exposicion al CDDP a
tiempos de 0, 1, 3 y 6 horas. Aunque también se obtuvieron datos a 9 horas de tratamiento,
se descartd este tiempo ya que se observé una fuerte activacion de la maquinaria de
apoptosis, tanto en H460cri como en H460v, que enmascaraba el objeto de estudio.

Se identificaron 1010 genes con expresion modificada al menos tres veces a lo largo
del tratamiento con CDDP en las células H460v y 918 genes en las células H460cri. En
funcion de la comparacion realizada, se obtuvieron los siguientes grupos: a) Un primer
grupo de 524 genes, dependientes del tratamiento de CDDP a lo largo del tiempo y que son
genes comunes que cambian en ambas lineas celulares. b) Un segundo grupo de 396 genes,
dependientes del tratamiento de CDDP que cambian solo en células H460cri, pero no
modifican su expresion en las células H460v en los mismos tiempos de tratamiento ¢) Un
tercer grupo de 488 genes, dependientes del tratamiento de CDDP que cambian solo en
células H460v, sin modificaciones en su expresion en las células H460cri en los mismos

tiempos de tratamiento (Figura 22).

H460v 3¢ grupo 488 genes
. T0-1h T0-3h T0-6h

H460cri 2° grupo 396 genes

H460v y H460cri 1 grupo 524 genes

Figura 22. Estrategia de analisis utilizada para identificar los genes involucrados en cada comparacién. Diagrama con los
tres analisis estadisticos realizados: 1* grupo) genes comunes que aumentan o disminuyen en respuesta al tratamiento con CDDP en
ambas lineas celulares, independientemente de la expresion de DUSP1. 2° grupo) genes que aumentan o disminuyen en respuesta al
tratamiento con CDDP cuando la expresién de DUSP1 esta inhibida. 3 grupo) genes que aumentan o disminuyen en respuesta al

tratamiento con CDDP cuando se expresa DUSP1.
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A continuacidn, los grupos descritos se estudiaron mediante GOTM para agrupar
y jerarquizar los genes identificados (Tabla 6). En el primer grupo (a, 524 genes) se
identificaron 30 categorias (p<0,05) de las cuales destacan la regulacion de la apoptosis
y regulacion de la actividad MAP quinasa. En el segundo grupo (b, 396 genes), se
identificaron 25 categorias (p<0,05) de las cuales destacan actividad oxidoreductasa,
regulacion del crecimiento celular y biosintesis de membrana. En el tercer grupo (c, 488
genes), se identificaron 17 categorias GO (p<0,05) involucradas en actividad MAPK
fosfatasa y ciclo celular. En la tabla 6 se muestran ejemplos de genes agrupados en cada

una de las categorias mencionadas.

Tabla 6. Seleccion génica segiin actividad biolégica y estrategia de andlisis

H460v/H460cri H460cri H460v
a) b) c)
Regulacion actividad MAPK Actividad oxidoreductasa Actividad fosfatasa MAPK
DUSP2t SCD| DUSP1t
JUN?T FADS1| DUSP61
Regulacion de la apotosis SQLEt DUSP51
EGFR| Regulacion del crecimiento celular Regulacién negativa de procesos biolégicos
IGF1R| IGFBP3t IL1At
PHLDA1t IGFBP71 IL8 1
TGFB2| Biosintesis de membrana Ciclo celular
TNFAIP3t MVD?t MAP2K6|
MVK?t GADD451
HMGCR? ATF51
EBP?t

La tabla representa los genes seleccionados estadisticamente significativos de cada grupo. La flecha que se adjunta al lado de cada gen representa la
sobreexpresion (flecha hacia armba) o represion (flecha hacia abajo) a lo largo del tiempo.

De los tres grupos descritos, seleccionamos el tercer grupo de comparacion (c,
488 genes), ya que este grupo de genes varia su expresion después del tratamiento con
CDDP solo cuando DUSP1 se expresa. Por tanto, probablemente sean genes cuya

expresion depende de DUSPI.
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4.2. Validacion de los cambios identificados en expresion génica regulados

de forma dependiente de los niveles de DUSP1.

Seleccionamos para validar por qRT-PCR, los 8 genes correspondientes al tercer
grupo de comparacion mostrado en el apartado anterior, (genes del grupo c, tabla 6).
Como se puede observar en la figura 23, en las células H460v los niveles de ARN
mensajero (ARNm) de DUSP1 Y DUSPS aumentan 6 horas después del tratamiento con
CDDP, mientras que DUSP6 aumenta su expresion a la hora y después desciende
rapidamente su expresion entre las 3 y 6 horas después del tratamiento con CDDP.
Respecto a los genes involucrados en ciclo celular, se observd que la expresion de
GADDA45 aumentaba a las 6 horas en las células H460v y en menor medida, en células
H460cri. Cuando se estudio la expresion de MAP2K6, se observo que en células H460v
disminuia en todos los tiempos de tratamiento con CDDP, mientras que en células
H460cri no se hallaron cambios en la expresion en los mismos periodos de tiempo.
También se analizé la expresion del factor de transcripcion ATFS, el cual estaba
aumentado en la linea celular H460v, alcanzando la maxima expresion a las seis horas
(Figura 23). También se analizaron los genes IL1a e IL8, que son dos citoquinas pro-
inflamatorias. Para ambos genes, los niveles de ARN mensajero en la linea H460v
alcanzaban su maximo a las 6 horas después del tratamiento con CDDP. Estos
resultados indican que la expresion de los genes analizados dependia en parte del
mantenimiento de los niveles de DUSP1.

Todos los cambios observados en qRT-PCR en células H460cri, al igual que en
los datos obtenidos a partir de los microarrays de expresion, no fueron en ningin caso
cambios significativos. Por ello este grupo de genes se seleccion6 al mostrar cambios en

la expresion significativos sélo en la linea celular H460v (Figura 23).

71



Resultados

DUSP1 DUSP6
e 12 A e 84
S S
o 8 6
g3 °] £3
g & o 47
2 41 =
2 27
= =
o = - ol
DUSP5
ATF5
c 30 c 157
S S
w o w
g,- 20 g,- 10
3¢ X0
& &
3~ 10 S~ 51
° °
2 2
= 0- z )
GADD45 MAP2K6

150 4 2,0

40

20

Nivel de expresion
(RQ)
o
Nivel de expresion
(RQ)
_o .-.
o (4] o

60 4 IL1o 04 - IL8

40 4

20 A

Nivel de expresion
(RQ)
(=]
Nivel de expresion
(RQ)
o 4 =
o [+2] r (=]

Ch 1h 3h 6h Oh 1h 3h 6h

= H460v = H460cri

Figura 23. Validacién de los cambios en expresion de los genes DUSP1, DUSP6, DUSP5, ATF5, GADD45, MAP2K6, IL1a e
IL8. Analisis por qRT-PCR de los genes seleccionados en células H460v y H460cri a 0, 1, 3 y 6 horas de tratamiento con CDDP. Se
muestran los niveles relativos de ARNm normalizados frente a los de la linea celular H460v a Oh. El gen utilizado como control

interno fue el que codifica f-actina, representandose la media + D.E.
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5. CAMBIOS FUNCIONALES DERIVADOS DE LA DISMINUCION EN
LOS NIVELES DE DUSP1 EN CELULAS TRATADAS CON CDDP.

5.1. Cambios en el porcentaje de células apoptoticas.

Para investigar el papel de DUSP1 en la regulacion de apoptosis mediada por
CDDP en células de CNMP se utilizo la técnica de citometria de flujo que cuantifica las
distintas fases del ciclo celular. Se observo que, a las 24 horas de tratamiento, habia
mayor apoptosis en las células H460cri que en las células H460v (p<0,05) (Figura 24a),
lo que implica mayor sensibilidad de las células H460cri al CDDP, lo cual estaba de
acuerdo con resultados anteriores del grupo (Chattopadhyay et al., 2006).

Para estudiar la implicacion de JNK y p38 en este incremento observado en la
apoptosis, se trataron las células H460v y H460cri con inhibidores quimicos de p38
(SB203580) y JNK (SP600125). Previamente habiamos descrito que en células H460cri
tratadas con CDDP, la activacion de JNK y p38 se producia antes en el tiempo que en
células H460v. En este caso se observo que en células H460v el tratamiento combinado
con el inhibidor de p38 (SB203580) y CDDP disminuia en nimero de células en
apoptosis con respecto al tratamiento de CDDP (Figura 24b). Este efecto fue aun mayor
en las células H460cri (p<0,05). En células tratadas con el inhibidor de JNK
(SP600125) y CDDP se observdé que la inhibicion de JNK no inducia cambios
significativos en el contenido de células en apoptosis en células H460v o H460cri
respecto de ambas lineas celulares cuando se tratan solo con CDDP (Figura 24c). Estos
resultados sugerian que en el mecanismo de induccion de apoptosis en células H460v y

H460cr1 participa la quinasa p38.
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Figura 24. Anilisis de la apoptosis mediante citometria de flujo en células H460v y H460cri. a) Las células H460v y H460cri
fueron tratadas con CDDP (10 pg/ml) cuantificandose el contenido apoptético por citometria de flujo mediante tincién con ioduro
de propidio a Oh y 24h. b) Células pre-tratadas 30 minutos con SB203580 (20puM) y después estimuladas con CDDP (10 pg/ml), a
las 24 h se analizaron como en el apartado a. ¢) Células pre-tratadas 20 minutos con SP600125 (10uM) y después estimuladas con
CDDP (10 pg/ml) a las 24 h se analizaron como en el apartado a. Todas las graficas representan el porcentaje de células en

apoptosis, las columnas representan la media de los valores obtenidos y las barras la DE.
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5.2. Estudio de los factores de transcripcion SRF, c-Jun y ATF2 en células

tratadas con CDDP.

Se estudiaron mediante qRT-PCR los niveles de expresion de algunos factores
de transcripcion involucrados en rutas de supervivencia y relacionados con las vias de
MAPKSs, en respuesta a condiciones de estrés o dano al ADN; concretamente, el factor
de transcripcion que responde al suero (SRF) y sus coactivadores MLK1 y MLK2. Se
observo que en ausencia de tratamiento con CDDP, la linea celular H460cri tenia menor
nivel de expresion de estos factores de transcripcion implicados en supervivencia con
respecto a células H460v (figura 25). Por tanto, esta reduccion en la expresion de genes
implicados en supervivencia celular podria también contribuir a la menor supervivencia

de las células H460cri en respuesta al tratamiento con CDDP.
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Figura 25. Estudio de los niveles de expresion de los factores de transcripcién de supervivencia SRF, MLK1 Y MLK2 en las
células H460v y H460cri. Valoracion de la expresion por qRT-PCR de los genes seleccionados en células H460v y H460cri. Se
muestran los niveles relativos de ARNm normalizados frente a los de la linea celular H460v. El gen utilizado como control interno

fue B-actina. Los resultados se representan con la media de los valores obtenidos + D.E.

También se estudid la implicacion de los principales sustratos de p38 y JNK
como son ATF2 y c-Jun, involucrados en las rutas de apoptosis en respuesta a dafio
citotoxico. Inicialmente, se analizd la expresion mediante qRT-PCR del factor de
transcripcion ATF2 (sustrato implicado en la via de p38), pero no se observaron
cambios en su expresion ni en células H460v ni en H460cri (Figura 26a). El siguiente
paso fue valorar la activacion, a través de fosforilacion, de los factores de transcripcion
ATF2 y c-Jun en respuesta al CDDP. En la Figura 26b se muestra que la activacion de
c-Jun en células H460cri se produce antes que en células H460v (desde las 9 horas vs 12
horas), mientras que se observé una mayor activacion por la fosforilacion de ATF2 a las

6 horas en células H460cri tratadas con CDDP.
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Figura 26. Estudio de los factores de transcripcion ATF2 y c-Jun en células H460v y H460cri después del tratamiento con
CDDP. a) Valoracion de la expresion por qRT-PCR de ATF2 en células H460v y H460cri. Se muestran los niveles relativos de
ARNm normalizados frente a los valores de la linea celular H460v. El gen utilizado como control interno fue el que codifica /-
actina. Los resultados se representan con la media de los valores obtenidos + D.E. b) Las células H460v y H460cri se sembraron y
tras incubacion en medio bajo en suero (0,5% FBS) durante 16h, fueron tratadas con CDDP (10 pg/ml) 0, 1, 3, 6, 9, 12 y 24 horas.
Los extractos protéicos celulares obtenidos en cada punto se analizaron mediante Western Blot. Se cargaron 20 pg de proteina total
por cada pocillo y posteriormente la membrana se hibridé con los anticuerpos especificos para las formas activas de las proteinas: p-

ATF2 y p-c-Jun y como controles de carga ATF2 y c-Jun.
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5.3. Estudio de la via de sefializacion de p38 en células tratadas con CDDP.

Con el fin de profundizar en el papel de p38 sobre la sensibilidad al cisplatino,
valoramos la activacion de c-Jun y ATF2 en presencia del compuesto inhibidor de P38,
SB203580. La inhibicion de p38 disminuy6 dramaticamente la fosforilacion de ATF2
en las células H460v, mientras que no se observo ningun cambio en las células H460cri
(Figura 27). Ademas, en la misma figura se puede observar que no habia diferencias en
los niveles de proteina de ATF2 en ambas lineas celulares. Por otra parte, la inhibicion
de p38 inhibia la fosforilacion de c-Jun y de la proteina en ambos casos.

Igualmente, se analizd la fosforilacion de MKK®6 y los niveles de proteina de
GADDA45, ambas involucradas en la via de sefializacion de p38 y con expresion génica
alterada en células H460v (Figura 27) (Figura 5 de la Introduccion). La inhibicion de
p38 en las células H460v, indujo un retraso en la activacion de MKK3/6 (6h vs 1h),
mientras, en células H460cri la activacion de MKK3/6 se observo con un retraso mucho
menor en presencia del inhibidor de p38. En lo que respecta a GADDA45, en las células
H460v tratadas con el inhibidor de p38 se observo un retraso en la induccidon de
GADDA45 (12h vs 6h), mientras que en las células H460cri no se observaron diferencias

en la inducciéon de GADDA45 en ninglin caso.
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Figura 27. Estudio de la cinética de activacién de las proteinas involucradas en la via de sefializacién de p38 en células
CNMP después del tratamiento con CDDP. Las células H460v y H460cri se sembraron y crecieron en medio bajo en suero (0,5%
FBS) durante 16h, posteriormente fueron pre-tratadas con SB203580 (20uM) 30 minutos y después estimuladas con CDDP (10
pg/ml) durante 0, 1, 3, 6, 9, 12 y 24 horas. Los extractos proteicos celulares obtenidos en cada tiempo se analizaron mediante
Western Blot, cargando 20 pg de proteina total en cada pocillo. La membrana se hibrid6 con los anticuerpos especificos nombrados

en la figura. Para el control de carga del total de proteina se utilizo el anticuerpo B-tubulina.
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5.4. Estudio de la via de sefializacion de JNK en células tratadas con CDDP.

Para investigar el papel de JNK en la ruta de sefializacion activada por CDDP, se
utilizo6 el compuesto SP600125, inhibidor de JNKI1, 2, 3 selectivamente frente a otras
quinasas. En células H460v, la presencia del inhibidor de JNK y CDDP retras¢ y atenu6
la activacion de c-Jun y ATF2 (Figura 28). En células H460cri tratadas con el inhibidor
de JNK y CDDP se observé el mismo retraso en el factor de transcripcion c-Jun, pero
no se encontraron diferencias en la fosforilacion de ATF2.

Finalmente, para comprobar que el compuesto SP600125 era un inhibidor
especifico de JNK se estudio la activacion de p38 en ambas lineas celulares y no se

observo modificacion alguna.
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Figura 28. Estudio de la cinética de activacion de las proteinas involucradas en la via de seiializacion de JNK en células
CNMP después del tratamiento con CDDP. Las células H460v y H460cri se sembraron y se crecieron en medio bajo en suero
(0,5% FBS) durante 16h, posteriormente fueron pre-tratadas 20 minutos con SP600125 (10pM) y después estimuladas con CDDP
(10 pg/ml) durante 0, 1, 3, 6, 9, 12 y 24 horas. Los extractos proteicos celulares obtenidos en cada tiempo se analizaron mediante
Western Blot, con 20 pg de proteina total en cada pocillo y la membrana se hibridé con los anticuerpos especificos nombrados en la

figura. Para el control de carga del total de proteina se utiliz6 el anticuerpo B-tubulina.

5.5. Estudio del ciclo celular en células tratadas con CDDP cuando se inhibe

la expresion de ATF2.

Puesto que la inhibicion de p38 en las células H460v resulté en un llamativo
descenso en los niveles de la proteina ATF2 fosforilada, pasamos a inhibir la expresion
de ATF?2 para valorar el papel que jugaba este factor de transcripcion en la respuesta
pro-apoptdtica mediada por DUSP1 tras el tratamiento con CDDP. Mediante PCR semi-
cuantitativa se selecciond la concentracion mas efectiva del ARNi de ATF2, capaz de
inhibir la expresion del ARNm a las 48 horas después de la transfeccion (Figura 29a).
La concentracion elegida fue 300 nM, donde la expresion del gen descendio un 60%.
Esta concentracion de ARNi y tiempo de estudio fueron las condiciones seleccionadas

para experimentos posteriores.
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Tras la transfeccion del ARNi de ATF?2 y el posterior tratamiento con CDDP, se
observo que se indujo menos eficientemente la apoptosis en células H460v, mientras
que no se observaron cambios en células H460cri (Figura 29b). Ademas la transfeccion
del ARNi control no tuvo ningun efecto en ambas lineas celulares (dato no mostrado).
Si valoramos que el ARNi de ATF2 solo inhibié en un 60% la expresion de ATF2
(Figura 29a), la inhibicidon observada en la apoptosis en células H460v es significativa,
y aun lo es mas el hecho que la inhibicion de la expresion de ATF2 no afecte al

porcentaje de apoptosis en células H460cri.
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Figura 29. Estudio de la apoptosis en células de CNMP con menores niveles de ATF2 (ATF2i) y tratadas con CDDP. a)
Anaélisis de los niveles de ARNm de A7F2 mediante PCR semi-cuantitativa en células H460v transfectadas con el ARNi de ATF2 o
ARNIC- (scrambled oligos) a las 48h después de la transfeccion. Como control interno se utilizo el gen GAPDH. b) Analisis de la
incidencia de apoptosis por citometria de flujo en células H460v y H460cri con menores niveles de ATF2 (300nM ARNi),

estimuladas con CDDP a las 24 horas, tras 16h desde su transfeccion.

5.6. Estudio de los cambios en las vias de sefializacion de P38 y JNK en

células tratadas con CDDP cuando la expresion de ATF2 esta inhibida.

En primer lugar, se comprobd la eficacia de la inhibicion de la expresion de
ATF2, ya que hay un descenso de los niveles proteicos de ATF2 a tiempos largos de
tratamiento con CDDP, asi como un retraso en su activacion (Figura 30). Cuando se
analiz¢ la activacion de c-Jun, se observo que la inhibicion en la expresion de ATF2 no
modificaba el patron de activacion en células H460v. Sin embargo, en células H460cri
que expresan niveles bajos de ATF2 se observo un retraso en su activacion con respecto
a cé¢lulas H460cri control (9h vs 6h). Por otra parte, en células H460v que expresan
niveles bajos de ATF2 no se observaron alteraciones en GADD45 ni de MKK6
comparado con sus células control. Mientras, en células H460cri que expresan niveles
bajos de ATF2 se observdé que la proteina GADDA45 retrasaba su incremento al
compararlas con las células H460cri (6h vs 3h) y también se retasaba la fosforilacion de

la proteina MKK6 (9h vs 6h). Por ultimo, se estudi6 la fosforilacion de p38,
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observandose que en células H460v que expresan niveles reducidos de ATF2, no habia
cambios en la fosforilacion comparandolo con células control, mientras que en las
células H460cri, se observd una disminucion en la fosforilacion de p38 respecto a las
células H460cri control. Estos resultados nos indicaron que ATF2 como factor de
transcripcion juega un papel relevante en el retraso que existe en la expresion de la
proteina GADDA45 y en la activacion de MKK6 y p38 en células H460cri; y esto no

influye en la regulacion de la apoptosis en esta linea celular.
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Figura 30. Efecto de la inhibicion en la expresion de ATF2 (ATF2i) en células de CNMP tratadas con CDDP. Las células
H460v y H460cri se transfectaron con ARNIiATF2 (300nM) y ARNiC-, se mantuvieron a 0,5%FBS y 24 horas después de la
transfeccion se estimularon con CDDP (10 pg/ml ). Los extractos proteicos celulares obtenidos en cada tiempo se analizaron
mediante Western Blot utilizando 20 pg de proteina total por cada pocillo. La membrana se hibridd con los anticuerpos especificos

nombrados en la figura. Para el control de carga del total de proteina se utilizo el anticuerpo B-tubulina.
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La familia MAPKs esta implicada en importantes funciones celulares como son
la proliferacion celular, la supervivencia y la migracion celular. Estas funciones pueden
encontrarse alteradas en determinados tumores, bien por cambios a nivel molecular que
ocurren en las MAPKs o en las proteinas reguladoras de su actividad. La familia DUSP
es una familia de fosfatasas reguladoras de la intensidad y duracion de la actividad de
las MAPKs, y tienen un papel relevante en la induccion y progresion de tumores
(Bermudez et al., 2010). En concreto, DUSP1 se sobreexpresa en algunos tipos de
tumores como mama, prostata y CNMP (Chattopadhyay et al., 2006; Denkert et al.,
2002; Loda et al., 1996). En nuestro laboratorio se ha demostrado previamente un
incremento en la expresion de DUSP1 nuclear en el 80% de las biopsias tumorales de
pacientes con CNMP (Chattopadhyay et al., 2006). Por otra parte también habiamos
descrito que al disminuir la expresion de DUSP1 en células de CNMP estas son mas
sensibles al quimioterdpico CDDP. Estos datos tan relevantes nos han dirigido al
desarrollo del presente trabajo, centrado en el papel de DUSPI en la progresion del
cancer de pulmon, el cual es la mayor causa de mortalidad de cancer en todo el mundo,
asi como su papel en la respuesta celular a CDDP, quimioterapico de referencia en este

tipo de cancer.

1. PAPEL DE DUSP1 EN LA PROGRESION TUMORAL EN CELULAS
DE CNMP

1.1. Perfiles de expresion génica tras inhibir la expresion de DUSP1.

Los perfiles de expresion génica diferencial obtenidos tras inhibir la expresion
de DUSPI1 en células de CNMP, sugieren la participacion de esta proteina en los
procesos de angiogénesis y progresion tumoral lo cual se valord en este trabajo a través
de ensayos funcionales tanto in vitro como in vivo.

En primer lugar, se validaron los datos obtenidos de los ensayos realizados con
microarrays de expresion mediante qRT-PCR, seleccionandose varios genes
involucrados en progresion tumoral y la validacion del descenso en expresion del gen
DUSPL1 verifico la efectividad de la inhibicion obtenida con el retrovirus DUSP1-ARNi
en la linea celular H460cri. También se estudi6 DUSP6, ya que otros autores habian
descrito su sobreexpresion en el CNMP (Zhang et al., 2010). Por otra parte se
seleccionaron VEGFC, NRP1 y SH2D2A, ya que son relacionados con la sefializacion

de VEGF y angiogénesis (Olsson et al., 2006; Wu et al., 2000). Finalmente también se
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seleccion6 BMP2 relacionado con progresion e invasion tumoral (Langenfeld et al.,
2005).

La neuropilina NRP1 es un receptor sin dominio intracelular quinasa, que
forma complejos con los receptores VEGFR1 y VEGFR2 y cuyos niveles de expresion
hemos encontrado aumentados en las células con expresion inhibida de DUSPI. Uno de
los ligandos especificos que se une a VEGFR2 es VEGFC, que se sobreexpresa en
células de cancer de mama aumentando la linfangiogénesis intratumoral y la metastasis
hacia los nédulos linfaticos y pulmones (Skobe et al., 2001). Precisamente la expresion
del gen VEGFC esta inhibida significativamente en la linea celular H460cri, podria
implicar que estas células tuviesen una menor capacidad angiogénica que las parentales.
El dominio intracelular quinasa (KDR) del receptor VEGFR?2 participa en el inicio de la
cascada intracelular tras la activacion del receptor. Este dominio KDR fosforila
proteinas como SH2D2A, que participa en la cascada de sefializacion intracelular que
tiene como producto final la transcripcion de genes relacionados con proliferacion
celular, angiogénesis, migracion y supervivencia como FGF, VEGFA, VEGFB,
VEGFC y VEGFD incrementando asi el proceso angiogénico (Bergers and Benjamin,
2003). Por otra parte, en células H460cri se encontrd una expresion menor de BMP2
que en células H460v. BMP2 es un factor de crecimiento y se ha descrito que se
encuentra sobreexpresado en CNMP, aumentando la migracion celular y la invasioén en
el tumor (Langenfeld et al., 2005). También se ha descrito que la inhibicion de BMP2
reduce el crecimiento tumoral (Langenfeld et al., 2005). Por tanto en células H460cri
esperariamos encontrar un menor crecimiento tumoral y menor capacidad invasiva que
en células H460v.

Aunque no se procedid a su validacion por qRT-PCR, cabe destacar también
otros genes con menor nivel de expresion en células H460cri, identificados a partir del
estudio realizado con los microarrays de expresion: PIK3R1 regula la via de
sefnalizacion AKT/PKB. Se ha descrito que PIK3R1 regula supervivencia celular y esta
implicada en una menor respuesta a quimioterapia en cancer de pulmén (Cortes-
Sempere et al., 2009; Downward, 2008; Marinov et al., 2009; Sos et al., 2009). Por otro
lado también se encontré DKK1 (homologo 1 dickkopf) que es un potente antagonista
de la via de sefializacion de Wnt, y estd expresado en niveles altos en carcinoma de
pulmoén, de esdfago (Yamabuki et al., 2007) y hepatocarcinomas (Yu et al., 2009).
PLAT (el activador plasmindgeno tisular) es otro de los genes inhibidos en H460cri.

Este gen se encuentra menos expresado en tumores no angiogénicos que en tumores
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angiogénicos de CNMP (Offersen et al., 2007). Finalmente, la expresion de EGFR (el
receptor del factor de crecimiento epidérmico) también se encontrd disminuida en los
microarrays de expresion. Este receptor es de gran interés, no so6lo por su potencial
oncogénico, sino también como diana terapéutica (Hynes and MacDonald, 2009). De
hecho, el tratamiento con inhibidores de la actividad quinasa del receptor en pacientes
con CNMP que presentan el gen mutado, induce un descenso en el crecimiento tumoral.
En su conjunto los resultados que hemos obtenido indican que en células H460cri hay
una inhibicidn en la expresion de genes relevantes para la proliferacion celular como
PIK3R1, DKK y EGFR y para el proceso de angiogénesis como PLAT, por tanto el
mantenimiento elevado de los niveles de expresion de estos genes en células de CNMP

representaria una ventaja para la proliferacion celular.

1.2. Implicacion de DUSP1 en los cambios de expresion de los genes validados.

Con la finalidad de confirmar el posible papel de DUSP1 en la regulacion de los
genes validados por qRT-PCR, se sobreexpres6 DUSP1 en las células H460cri,
analizdndose el cambio en la expresion de dichos genes. DUSP6, SH2D24 y VEGFC
recuperaron su expresion a valores similares a la linea celular H460v. Esto indica que la
expresion de estos tres genes debe estar bajo el control directo de DUSPI
probablemente a través de las quinasas JNK y p38. Al mismo tiempo, no se encontré el
cambio de expresion esperado en NRPI y BMP2, lo que sugiere que; o estos genes no
estan directamente regulados por DUSPI1, o bien los niveles de sobreexpresion
obtenidos para DUSP1 no fueron lo suficientemente eficaces como para modificar la
expresion de estos genes. Inicialmente, la expresion de todos estos genes (excepto
NRPI), parece estar regulada en parte por las quinasas JNK y p38a, segtn los resultados
obtenidos tras su sobreexpresion transitoria en las células H460v. Ademas, la inhibicion
de la expresion de DUSPI en otra linea celular de CNMP como es H23, mostro
resultados similares en cuanto a la inhibiciéon de los genes descritos anteriormente,
sugiriendo que el papel de DUSP1 en el mantenimiento del nivel de expresion de estos
genes es un proceso general en CNMP.

Otro proceso en el que nos centramos en nuestro estudio fue en la posible
interaccion funcional de las fosfatasas DUSP1 y DUSP6. Se encontr6é que en todas las
situaciones estudiadas en las que sobreexpresamos DUSPI, tanto en células 293T,
H460v, H460cri y H460cri s.e. DUSP1, se incrementa la activacion del promotor de
DUSP6. Ademas, la inhibicion de la expresion de DUSP1 en células H460v también
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inhibe la actividad del promotor de DUSP6. Por tanto, el conjunto de estos datos
sugieren que DUSP1 estaria participando en la regulacion de la expresion de DUSP6.
La sobreexpresion de DUSP6 esta relacionada con cancer y se ha descrito su
sobreexpresion en algunos tumores especificos como el CNMP que sobreexpresan
EGFR y Ras/Raf (Sato et al., 2006), en las células H460cri esta expresion es inhibida
respecto de las células parentales. Ademas, el promotor de DUSP6 contiene 4 sitios de
union para el factor de transcripcion EGR-1 (Morrison et al., 2008) que es una diana
transcripcional de la sefializacion de EGFR (Nutt et al., 2007), gen cuya expresion,
como se ha mencionado anteriormente, esta inhibida en las células H460cri. Por tanto,
en las células H460cri la inhibicion de la expresion de EGFR, podria jugar un papel en

la regulacion de la expresion de DUSP6.

1.3. Implicacion de la expresion de DUSP1 en la progresion tumoral, angiogénesis y

metastasis en el CNMP.

Los datos obtenidos en el analisis de la capacidad migratoria de las células H460
y H23 indican que tanto las células H460cri como H23cri tienen disminuida la
capacidad celular migratoria debido a la disminucién en los niveles de DUSP1 respecto
de sus controles. Ademas, la sobreexpresion transitoria de las proteinas JNK y p38a en
células H460v indujo un fenotipo similar al encontrado en las células H460cri. Esto
indica que puesto que la actividad fosfatasa de DUSP1 defosforila y por tanto inactiva a
las proteinas JNK y p38a, altos niveles de DUSP1 equivaldrian a una inhibicién de
estas quinasas. Por tanto, inhibir la expresion de DUSP1 con ARNi 6 sobreexpresar
estas quinasas deriva en un mismo resultado, indicando que el papel de DUSPI1 en
migracion esta relacionado con su capacidad de regulacion sobre las quinasas JNK y
p38.

Los cambios observados en los niveles de expresion de genes relacionados con
angiogénesis sugirieron que habia diferencias en la capacidad angiogénica de las células
H460v y H460cri. Se ha descrito que la angiogénesis es un proceso esencial para el
crecimiento de drganos y su reparacion, sin embargo, el desequilibrio en este proceso
contribuye a numerosos desordenes patologicos y al cancer entre otros. También es
conocido que un aumento de la angiogénesis no inicia la malignidad pero si promueve
la progresion tumoral y metastasis (Carmeliet, 2005). Por estos motivos estudiamos si
los cambios observados en los niveles de expresion de genes relacionados con el

proceso de angiogénesis resultaban en diferencias en la capacidad angiogénica entre las
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lineas celulares H460v y H460cri, tanto en ensayos in vitro como in vivo. Nuestros
resultados indican que las células H460 con menores niveles de DUSP1, secretan menos
factores pro-angiogénicos al medio y por consiguiente su medio condicionado
promueven en menor medida la formacion de vasos sanguineos nuevos. Cuando se
analizé por inmunohistoquimica la expresion de VEGFC en los tumores generados por
las células H460cri su expresion era menor, lo que justificaria el menor reclutamiento de
vasos sanguineos observado (He et al., 2005). Este resultado concuerda con los
obtenidos tras los andlisis realizados con los datos obtenidos por los arrays de
expresion, ya que la expresion del gen VEGFC esta disminuida en células H460cri al
igual que la expresion de la proteina en el tumor inducido por esta linea celular.
Ademas, cuando se realizan los ensayos de tumorigenicidad se observa la aparicion de
tumores con menor frecuencia en los flancos inoculados con células H460cri, el tiempo
que tarda en aparecer el tumor es mayor y los tumores son de menor tamafio que los
generados por las células H460v. La disminucion en la capacidad angiogénica
observada en las células H460cri puede por tanto inducir una disminucién del numero
de vasos sanguineos que rodean el tumor, reducir el aporte de oxigeno y nutrientes,
afectando asi negativamente al crecimiento tumoral.

En cuanto al efecto de la disminucion de los niveles de DUSP1 en la capacidad
metastasica y progresion tumoral, nuestros datos sugieren que la disminucién en los
niveles de DUSP1 en las células H460 reduce severamente la angiogénesis y como
resultado reduce también el potencial metastatico. Es decir que la disminucion del
nimero de vasos sanguineos que rodean el tumor derivado de células H460cri resulta en
una reduccion el aporte de oxigeno y nutrientes al tumor, y como consecuencia en la
capacidad de diseminacion tumoral. Cuando inyectamos ambas lineas celulares H460v
y H460cri, en la vena de la cola del raton, el primer sitio de anidacion de las células
parece ser el pulmdn y su potencial metastatico podria depender de la eficiencia con la
que el tumor primario fuese capaz de inducir neoangiogénesis, para permitir que las
células intravasen y escapen por el torrente circulatorio y extravasen a otros drganos
distantes al primer sitio de anidacion. Efectivamente, encontramos que ambas lineas
celulares H460v y H460cri eran capaces de llegar al pulmén del raton tras su
inoculacién, ya que el nimero de animales con tumores en pulmon era similar, pero
solo en el caso de los ratones inoculados con las células H460v se encontr6 migracion a
otros 6rganos distantes. Cuando se estudio el nivel de vascularizacion de los tumores se

observé que los tumores de pulmén que derivaban de las células H460cri estaban menos
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vascularizados que los derivados de las células H460v, lo que incidia en una menor
capacidad metastasica. En resumen nuestros resultados indican que en el CNMP, la
expresion de DUSPI1 contribuye al crecimiento, a la invasividad del tumor, y a la
angiogénesis.

DUSP1 se conoce como uno de los 11 genes que determinan el perfil de
expresion a metastasis a hueso en células de cancer de mama (Kang et al., 2003) y su
expresion en aquellas células con tropismo a hueso hacen que la metastasis sea mas
agresiva. Cuando se inhibe la expresion de DUSP1 en células de cancer de mama, se
observa que en aquellos ratones inyectados con estas células disminuia la metastasis a
hueso. Por tanto estos datos apoyan un papel relevante de DUSP1 en metastasis (Kang
et al., 2003). Nuestros datos muestran ademas una correlacion directa entre la expresion
de DUSPI y una mayor angiogénesis en tumores de pacientes con CNMP, ya que
hemos observado que en muestras histologicas de estos pacientes, DUSP1 se localiza
cerca de los vasos sanguineos, observandose ademas una fuerte correlacion entre la
expresion de DUSP1 y de VEGFC.

Globalmente, estos resultados sugieren que DUSP1 participa en los procesos de
migracion, invasion, angiogénesis y metastasis en CNMP, puesto que la inhibicion de la
expresion de DUSP1 atenta estos procesos. Ademas, los resultados obtenidos en
muestras de pacientes sugieren que la expresion de DUSP1 podria considerarse como
un buen marcador tumoral de mal prondstico e incluso como biomarcador para la
posterior combinaciéon de quimioterdpicos y farmacos de angiogénesis en CNMP.
Finalmente, la inhibicion de la actividad de DUSP1 podria ser una buena estrategia para
inhibir la angiogénesis, invasion tumoral y metastasis sefialandola como una posible

nueva diana terapéutica de la que pudieran beneficiarse pacientes con CNMP.

2. PAPEL DE DUSP1 EN RESPUESTA A CDDP EN CELULAS DE CNMP

El1 CDDP es uno de los farmacos que se utiliza habitualmente para el tratamiento
con quimioterapia combinada, en pacientes con CNMP avanzado. Estudios previos,
algunos realizados en el laboratorio, utilizando dominantes negativos o ARNi revelaron
que la expresion de DUSP1 aumenta la resistencia a cisplatino, doxorubicina y
paclitaxel en cancer de mama, osteosarcoma y CNMP, debido a la inhibicion de la
actividad de JNK (Chattopadhyay et al., 2006; Rojo et al., 2009; Sanchez-Perez et al.,

2000; Small et al., 2007). En estos estudios se encontrd que en tejido normal de pulmon,
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DUSP1 se localizaba en el citoplasma de la célula, mientras que en tejido tumoral de
pacientes con CNMP, DUSP1 se localiza mayoritariamente en el nucleo celular
(Chattopadhyay et al., 2006), donde regula la magnitud y duracion de la activacion de
JNK, P38 y ERK y su senalizaciéon (Owens and Keyse, 2007) y la inhibiciéon en la
expresion de DUSP1 aumentaba la sensibilidad a cisplatino. Apoyando estos resultados
se ha descrito que hay una correlacion entre la sobreexpresion de DUSP1 en carcinoma
de mama infiltrante considerdandose su expresion como factor independiente de mal

prondstico que predice recidivas en pacientes (Rojo et al., 2009).

2.1. Significado biol6gico de las agrupaciones génicas observadas segun la
respuesta al tratamiento con CDDP y la expresion de DUSP1.

Apoyandonos por tanto en el posible efecto de DUSP1 mediando la accion
quimioterapica del CDDP, se estudio el efecto global de la expresion de DUSP1 en las
funciones celulares de lineas de CNMP durante la respuesta al tratamiento con este
agente. Para ello en el abordaje experimental se trataron las células H460v y H460cri
con cisplatino a diferentes tiempos y se estudiaron los cambios en la funcion génica
mediante microarrays de expresion. Los resultados obtenidos se combinaron segun tres
analisis diferenciales para conocer la respuesta celular a los diferentes tratamientos con
CDDP vy la funcion de DUSPI en estos tratamientos. Como resultado se obtuvieron tres
agrupaciones génicas.

El primer grupo corresponde a 596 genes que cambian a lo largo del tiempo en
ambas lineas celulares en repuesta a CDDP. En este grupo se identificaron genes
relacionados con las MAPK (Jun, DUSP2) y con la regulacién de la apoptosis (EGFR,
IGFIRI, PHLDAI, TNFAIP3). En lo que se refiere a MAPK, los datos bibliograficos
indican que c-Jun (sobreexpresado en este caso), esta regulado por la activacion de INK
en repuesta a cisplatino (Brozovic and Osmak, 2007; Sanchez-Perez et al., 2000).
También se ha descrito que DUSP2/PAC-1 (sobreexpresado) regula negativamente
ERK1/2. En modelos de tumores murinos se ha descrito un incremento de la expresion
de DUSP2 después de radiacion (Mitra and Krishna, 2007), y posiblemente en el
modelo descrito en esta tesis, el tratamiento con CDDP podria inhibir las actividades de
las MAPKs a través de la regulacion de esta fosfatasa. La expresion de EGFR la
encontramos inhibida a lo largo del tiempo en respuesta al tratamiento con CDDP y de

acuerdo con esto, se ha descrito que la expresion de EGFR se inhibe en respuesta a este
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agente en cancer de eso6fago (Schneider et al., 2005). También se encontrd inhibicion de
la expresion de IGFIRI (el receptor-1 del factor de crecimiento de la insulina) a lo largo
del tratamiento. Se ha descrito que /GFIRI media en la supervivencia celular a
diferentes tipos de estrés (O'Connor, 2003); segiin nuestros resultados, la disminucion
de su expresion esté relacionada con la induccion de muerte celular por el cisplatino. La
sobreexpresion que observamos en PHLDAI (el miembro A de la familia del dominio
como homologia a la pleckstrina), concuerda con lo descrito para una variedad de
estimulos externos donde juega un papel como mediador de la apoptosis (Nagai et al.,
2007). Finalmente TNFAIP3 (la proteina 3 inducida por el factor de necrosis del tumor),
se encontrd sobreexpresada y se ha descrito que esta proteina inhibe la activacion de
NF-kappa B, que es un factor de transcripcion involucrado en la carcinogénesis de
pulmoén y resistencia a quimioterapia. Por tanto la sobreexpresion de TNFAIP3
redundaria en una mayor induccion de muerte celular bloqueando la actividad del factor
de transcripcion NF-kB (Bednarski et al., 2009; Cortes-Sempere et al., 2009; Chen et
al., 2008; Meylan et al., 2009).

La segunda agrupacioén génica corresponde a 396 genes que se modulan a lo
largo del tiempo en respuesta a CDDP en células H460cri, mientras que los cambios que
acontecen en la linea H460v no son significativos, lo que indica que son genes que
responden a CDDP en ausencia de DUSPI. SCD (desaturasa delta 9), FADSI
(homologo dinucleotido sintetasa de la flavina adenina) y SOLE (escualeno epoxidasa)
juegan un papel importante en el mantenimiento del estado de redox de la célula en
respuesta a estrés. En este grupo también aparecen genes sobreexpresados que
pertenecen a la via del mevalonato, como MVD (difosfo mevalonato decarboxilasa) (Wu
et al., 2010), MVK (mevalonato quinasa) y HMCGR (CoA 3-hidroxi-3-metilglutaril
reductasa) (Clendening et al., 2010). Todos estos enzimas podrian jugar un papel
importante en la biosintesis de la membrana celular, en un intento de restaurar el
equilibrio celular en respuesta a la apoptosis inducida por CDDP. También /IGFBP3 e
IGFBP7 (proteinas de union al factor de crecimiento de la insulina de los tipos 3 'y 7) se
encontraron sobreexpresadas en este grupo y ambos se unen al factor de crecimiento
similar a la insulina (IGF) I o II. Se ha descrito que la uniéon de IGFBP3 a IGFI inhibe
las senales de supervivencia mediadas por este Ultimo y la pérdida de expresion de
IGBP3 reduce la sensibilidad a CDDP en células de CNMP (Ibanez de Caceres et al.,
2010). Ademés se ha descrito que IGFBP7 se requiere para inducir senescencia o

apoptosis en lineas celulares de cancer humano que tienen activados los oncogenes
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BRAF y RAS (Wajapeyee et al., 2009), asi mismo, actiia como un oncosupresor génico
en carcinogénesis de tiroides (Vizioli et al., 2010). Por otra parte, el tratamiento con
IGBP7 como agente antitumoral reduce el crecimiento en células de cancer de colon y
la metastasis en cé¢lulas de melanoma en ratones (Wajapeyee et al., 2009). Por tanto este
grupo génico parece regularse de manera independiente a DUSP1 y promueven
mecanismos inhibitorios de la supervivencia celular

El tercer grupo comprende 488 genes cuya expresion esta alterada
significativamente por el tratamiento de CDDP solo cuando DUSP1 se expresa en las
células (H460v). Entre estos se incluyen algunas MAPK fosfatasas duales, tales como
DUSPI, DUSP6 y DUSPS5, cuyos niveles de expresion se incrementan. La
sobreexpresion de DUSPI era esperable, puesto que esta fosfatasa se expresa en
respuesta a diferentes tipos de estrés como radiacion UV vy cisplatino (Sanchez-Perez et
al., 1998; Staples et al., 2010) y la induccién de su expresion es dependiente de la
sefalizacion de p38a (Staples et al., 2010). Por otra parte tanto la expresion de DUSPS
como de DUSP6 se induce en otros sistemas celulares por estrés (Liovic et al., 2008),
pudiendo en nuestro caso responder de la misma forma ante el agente quimioterapico
CDDP. De hecho, en el primer apartado de esta tesis se describe que los cambios en las
actividades de JNK y/o p38 son debidos a la regulacion por DUSPI1, alterando estas
quinasas a su vez los niveles de expresion de DUSP6. Otro grupo de genes
sobreexpresado son las interleuquinas /L/a e IL8, ambas citoquinas proinflamatorias,
cuya expresion estd inducida probablemente debido a los efectos secundarios
inflamatorios del cisplatino (Kuhad et al., 2007). Ademdas se encontraron genes
involucrados en la regulacién del ciclo celular y la actividad MAPK tales como
GADD45 (gen de parada del crecimiento e inducible por dafio al ADN 45) y MAP2K6
(MKKS®6). GADD45 es miembro de un grupo de genes cuyos niveles de expresion se
incrementan por estrés y por el tratamiento con agentes del dafio al ADN. Su expresion
esta mediada por p38 y la via MTK1/MKK4 quinasa. A su vez, la via GADDA45-
MKK4-MKK6 modula la actividad de p38 y JNK, que estdn involucradas en la
induccién de apoptosis en respuesta a CDDP y otros tipos de estrés (Chattopadhyay et
al., 2006; Staples et al., 2010)
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2.2. Regulacién diferencial de p38 y ATF2 en relacion con la expresion de DUSP1.

Las rutas de senalizacion de p38 y JNK, son claves en la regulacion de la
apoptosis celular en respuesta a estrés, estas rutas estan ademds moduladas por
GADD45 y MKK6 (Mita et al., 2002); cuya expresion hemos encontrado alterada en
respuesta a CDDP en células que expresan DUSP1. Por este motivo, se ha valorado el
estado de estas rutas y la regulacion de la apoptosis en las lineas celulares H460v y
H460cri.

Nuestro grupo fue el primero en describir una mayor sensibilidad al CDDP en
células de CNMP en las cuales la expresion de DUSP1 se habia inhibido
(Chattopadhyay et al., 2006) y en el presente trabajo, se muestra que esta sensibilidad al
agente quimioterapico estd relacionada con un aumento en la apoptosis. Por otro lado,
ensayos previos similares a los aqui descritos y realizados con la linea celular no
tumoral HEK293T cuando se expresa un gen dominante negativo para DUSP1
(Sanchez-Perez et al., 2000; Sanchez-Perez et al., 1998), describen a JNK como
principal activador de apoptosis. En este sentido, nuestros resultados demuestran que el
inhibidor de p38 (SB203580) protege de la apoptosis inducida por CDDP, con mayor
eficacia en células de CNMP H460cri mientras que el inhibidor de JNK (SP600125) no
influye significativamente en la induccion de apoptosis en estas células. Estos datos
indican un cambio en la funcion entre p38a y JNK en células de CNMP con respecto a
células no tumorales. Recientemente se ha descrito que p38a juega un papel importante
en la tumorogénesis de cancer de pulmén en el modelo de ratones nulos para p38a
(Ventura et al., 2007) y que ademas regula negativamente la proliferacion en células de
cancer de pulmon e higado inhibiendo la via de JNK (Cuadrado and Nebreda, 2010;
Wagner and Nebreda, 2009). Por tanto es factible pensar que en CNMP sea p38 y no
JNK la que juega un papel relevante tanto en la carcinogénesis como en la regulacion de
apoptosis en respuesta a quimioterapia.

La apoptosis también se regula en respuesta a determinados estimulos con un
balance entre los factores de transcripcidon que activan la supervivencia y la apoptosis;
entre estos factores de transcripcion se han estudiado ampliamente los relacionados con
la ruta de las MAPK (Cuenda and Rousseau, 2007) activados en respuesta a estrés o
dafio al ADN. Se ha observado una disminucioén en la expresion de los factores de
transcripcion involucrados en supervivencia (SRF, MLKI y MLK?2) en las células
carentes de DUSP1. Por otra parte, también se han estudiado los factores de

transcripcion relacionados con apoptosis: ATF2 y c-Jun, sustratos de p38 y JNK, en
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respuesta a CDDP. Ambos factores de transcripcién se activaban antes en células
H460cri que en H460v en respuesta a CDDP, efecto posiblemente relacionado con la
mayor apoptosis observada en estas células.

El papel que juega p38 en la regulacion de apoptosis parece ser relevante en
ambas lineas celulares. Cuando se inhibi6 la actividad de p38, se encontré que en
células H460cri, p38 no mediaba la fosforilacion de ATF2 en respuesta a CDDP, pero si
de c-Jun. Estos resultados indicaban que en células H460cri, la fosforilacion de ATF2
no era dependiente de p38, por lo que otra quinasa como JNK podria estar involucrada
en su fosforilacion. Sin embargo, cuando se utilizo el inhibidor de JNK en células
H460cri1, no se observaron cambios en la fosforilacion de ATF2 y que por tanto podia
ser la actividad de otra quinasa la inductora de supervivencia al inhibir las células con
p38. La actividad de esta quinasa deberia estar también modulada por DUSP1. El factor
de transcripcion ATF2 esta implicado en el control transcripcional, remodelacion de la
cromatina y la respuesta al dafio en el ADN y en nuestro caso, en células H460v parece
estar regulado mediante la fosforilacion por p38. Ademas, cuando se expresa DUSP1
(células H460v), p38 podria ser la responsable de la apoptosis inducida a través de la
activacion de ATF2, ya que se observo que la apoptosis disminuia cuando se inhibia la
expresion de ATF2 en estas células, mientras que en células H460cri, este efecto sobre
la muerte celular no se observa. Asi pues, ATF2 no estaria involucrado en la induccion
de apoptosis cuando la expresion de DUSP1 esta inhibida en las células. Por tanto estos
datos apoyarian la actividad dual descrita para el factor de transcripcion de ATF2,
oncogénica o supresora de tumores (Bhoumik and Ronai, 2008; Lopez-Bergami et al.,
2010).

En células H460v tratadas con CDDP, la actividad de p38 parece modular la
expresion de GADD45 y la fosforilacion de MKK3/6 y ATF2. Estos resultados
concuerdan con lo que se ha descrito sobre el papel regulatorio de GADD45 en la
fosforilacion de MKK3/6 (Mita et al., 2002). Por otra parte, cuando en células H460cr1
se inhibe la actividad de p38, no se modifica ni la expresion de GADDA45, ni MKK3/6 o
la fosforilacion de ATF2, probablemente esto sea debido a la independencia observada
en nuestros experimentos de p38 en la accion de ATF2 y sugiriendo que estas
interacciones requieren de la actividad de DUSP1.

De acuerdo con los datos previos que describen el papel de ATF2 regulando la
transcripcion de GADD45 (Maekawa et al., 2008), nosotros hemos observado que la

inhibicion de la expresion de ATF2 en respuesta a cisplatino induce un descenso en los
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niveles proteicos de GADDA45, pero también en la fosforilacion de MKK3/6 en células
H460cr1 y no en células H460v donde encontrabamos diferencias en la apoptosis.

Todos estos resultados sugieren que el mecanismo por el cual se obtiene mayor
sensibilidad al CDDP cuando se inhibe la expresion de DUSP1 en células H460, se debe
a la participacion de la via p38 que media muerte celular, independientemente de ATF2
(Figura 31).

Desde el punto de vista translacional, se ha descrito recientemente a DUSP1
como diana para la terapia contra el cdncer de mama y como biomarcador para
metastasis a hueso en este tumor (Minn et al., 2005; Rojo et al., 2009). Los resultados
demuestran que la expresion de DUSP1 promueve la angiogénesis y metéstasis en
CNMP y que los pacientes con esta patologia que presenten niveles bajos de DUSPI
serian los que mas se beneficiarian de una terapia con CDDP, siendo la actividad de
p38, de manera independiente a la activacion del factor de transcripcion ATF2, el

responsable en parte del aumento en la eficacia del tratamiento.

H460v H460cri
MKK3/6 MKK3/6
p3s JNK p3s8 JNK
DUSP1 i
() () ? ()
SRF... ATF-2 c-jun SRF... ATF-2 c-jun
GADD45
c-jun
? ? ?
SUPERVIVENCIA APOPTOSIS APOPTOSIS SUPERVIVENCIA APOPTOSIS APOPTOSIS

Figura 31. Papel de p38 y ATF2 en la respuesta a CDDP en células H460v y H460cri. En células H460v la apoptosis inducida
por CDDP esta mediada por p38 y ATF2 y en células H460cri se observa que solo depende de p38.
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Los perfiles de expresion génica diferencial en células de CNMP sugieren la
participacion de DUSP1 en la regulacion de diferentes procesos bioldgicos
relacionados con la progresion tumoral, regulacién de actividad MAP quinasa y
proliferacion celular a través de la sefializacion por factores de crecimiento y
receptores tirosina-quinasa.

Los cambios en expresion génica dependientes de la expresion de DUSP1, se
regulan como consecuencia de la actividad de los sustratos de DUSP1, las quinasas
INK y p38.

Los ensayos funcionales demuestran que una de las funciones de DUSP1 en
células de CNMP seria el mantenimiento de la capacidad migratoria e invasiva y
el crecimiento tumoral en ratones inmunodeprimidos

La expresion de DUSP1 en células de CNMP contribuye a mantener la capacidad
angiogénica probablemente a través de la regulacion en la expresion y produccion
de VEGFC. Esta funcién pro-angiogénica podria facilitar el aumento en metastasis
que se observa en las células que expresan DUSP1.

La correlacion existente en biopsias de tumores humanos de CNMP entre la
expresion de VEGFC y DUSP1 en las zonas de mayor vascularizacion apoya
fuertemente la implicacion de DUSP1 en la angiogénesis y progresion tumoral
en este tumor.

En respuesta a CDDP se regula, de forma dependiente de DUSPL, la expresion de
genes de MAPK fosfatasas duales, interleuquinas, proteinas de regulacion del
ciclo celular y reguladores de la actividad MAPK.

La inhibicion en la expresion de DUSP1 aumenta la sensibilidad al CDDP a
través de un incremento en la apoptosis tras el tratamiento con este agente. Esta
diferencia se debe en parte a que en ausencia de DUSP1 hay una disminucion en la
expresion de los factores de transcripcion relacionados con supervivencia (SRF,
MLK1 y MLK2) y por la activacion mas temprana de proteinas relacionadas con
apoptosis (ATF2 y cJUN).
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8. En células de CNMP que expresan DUSP1 la apoptosis en respuesta a CDDP esta
mediada por la actividad de la via p38-ATF2. En ausencia de esta fosfatasa la
induccion de apoptosis depende solo de la actividad p38.

9. Como conclusidn final, DUSP1 parece jugar un papel importante en la progresion
tumoral en CNMP, probablemente debido a su participacion en los procesos de
angiogenesis y metastasis. Ademas DUSP1 parece estar implicada en la respuesta
al agente CDDP, a través de la regulacién de los procesos apoptototicos mediados
por la via de sefializacion de p38.
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DUSP1/MKP1 is a dual-specific phosphatase that
regulates MAPKSs activity, with an increasingly recog-
nized role in tumor biology. To understand more about the
involvement of DUSP1 in lung cancer, we performed gene
expression analyses of parental and DUSP1-interfered
H460 non-small-cell lung cancer (NSCLC) cells. Down-
regulation of DUSP1 induced changes in the expression
levels of genes involved in specific biological pathways,
including angiogenesis, MAP kinase phosphatase activity,
cellcell signaling, growth factor and tyrosine-kinase
receptor activity. Changes in the expression of some of
these genes were due to modulation of c-Jun-N-terminal
kinase and/or p38 activity by DUSP1. Complementary
functional assays were performed to focus on the
implication of DUSP1 in angiogenesis and metastasis.
In H460 cells, interference of DUSP1 resulted in a
diminished capacity to invade through Matrigel, to grow
tumors in nude mice and also to induce metastasis through
tail-vein injection. Furthermore, the angiogenic potential
of H460 cells was also impaired, correlating with a
decrease in VEGFC production and indicating that
DUSP1 could be required to induce angiogenesis. Finally,
we studied whether a similar relationship occurred in
patients. In human NSCLC specimens, DUSP1 was
mainly expressed in those tumor cells close to CD31
vascular structures and a statistically significant correla-
tion was found between VEGFC and DUSP1 expression.
Opverall, these results provide evidence for a role of
DUSP1 in angiogenesis, invasion and metastasis in
NSCLC.
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Introduction

Mitogen-activated protein kinases (MAPK) constitute a
family of proteins transducing extracellular signals to
effectors that control different cellular processes such as
proliferation, differentiation, migration and apoptosis
(Davis, 2000; Chang and Karin, 2001; Pearson et al.,
2001; Johnson and Lapadat, 2002; Wada and Penninger,
2004). The mechanisms of MAPK activation include
phosphorylation on tyrosine and threonine residues of a
conserved motif T-X-Y within the activation loop of the
kinase. This process is mediated by a dual-specific
MAPK kinase (MKK or MEK) that is regulated by a
MAPK kinase-kinase. Three families of MAPK have
been characterized in mammalian cells, which are
differentially regulated in response to specific stimuli
and present different substrate specificity. The three
families are: ERK1 and ERK2, the c-Jun-N-terminal
kinases (JNKs) 1, 2 and 3 and the p38 family of kinases
(o, B, 6 and vy). The intensity and long-lasting effect of
MAPK signaling is regulated by a family of dual-specific
MAP kinase phosphatases. This family of proteins
constitutes a separate group within the cystein-depen-
dent dual specificity protein phosphatases. On the basis
of sequence similarity, gene structure, substrate specifi-
city and subcellular location; this family can be
subdivided into three different groups. The first group
contains DUSP1/MKPI1, DUSP2/Pacl, DUSP4/MKP2
and DUSP5/hVH3. The second group consists of
DUSP6/MKP3, DUSP7/MKPX and DUSP9/MKP4.
The final group comprises DUSP8/hVHS5, DUSP10/
MKP5 and DUSP16/MKP7 (Keyse, 2008).

The biochemical properties and the catalytical activi-
ties of most of these enzymes are well known, but their
physiological function in normal cells and their role in
pathologies such as cancer still remain unclear. DUSP1
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is a nuclear mitogen and stress-inducible MAP kinase
phosphatase highly expressed in different types of
human tumors, including non-small-cell lung cancer
(NSCLC), breast, ovarian, bladder, osteosarcoma and
in prostate cancer in early stages of disease (Loda et al.,
1996; Denkert et al., 2002; Chattopadhyay et al., 2006).
We have previously demonstrated that DUSP1 has an
essential function in NSCLC biology (Chattopadhyay
et al., 2006), both in tumor growth and in response to
cisplatin treatment. NSCLC cells expressing a small-
interfering RNA (siRNA) specific for DUSP1 were
more sensitive to cisplatin and grew more slowly when
injected into nude mice. Chemical compounds
that inhibit DUSP1 expression also induce higher
sensitivity to cisplatin (Chattopadhyay et al., 2006).
These results suggested that DUSP1 is an important
target for tumor regression and understanding its
function might lead to improvements in cell-death
promoting chemotherapy.

One of the most important problems in the clinical
outcome of NSCLC, which accounts for 80% of lung
cancer, is the high percentage of patients that recur.
Although new therapies have appeared in the treatment
of locally advanced disease, the outcome of these
treatments in the patients is very poor. The capacity of
tumor cells to induce angiogenesis and lymphangiogen-
esis may increase the probability of haematogenous or
lymphatic metastasis (He et al., 2002). In lung cancer
models, high levels of VEGFC directly promotes both
tumor lymphangiogenesis and tumor dissemination to
the regional lymph nodes (He et al., 2005) that can be
blocked by inhibiting VEGFR3 signaling (He et al.,
2002). In addition, in NSCLC patients, increased
expression of VEGFC, VEGFD and VEGFR3 are
associated with a lower survival rate (Renyi-Vamos
et al., 2005). Furthermore, NSCLC metastasis correlates
with angiogenesis and lymphangiogenesis. In the ab-
sence of vascular angiogenesis, NSCLC cells invade host
lymphatics during tumor development (Renyi-Vamos
et al., 2005).

To gain insight into the cellular pathways involving
DUSPI1 actions in tumor progression we have used a
double strategy that combines microarray and siRNA
technology. This strategy provided a differential expres-
sion profile of genes functionally related to DUSPI.
Here, we report that downregulation of DUSP1 expres-
sion in the NSCLC cell line H460 induces changes in the
expression levels of other DUSPs and in other genes
involved in tumor progression and angiogenesis maybe
as a result of modulation of JNK/p38 activity. Cells
expressing DUSP1-siRNA presented a reduction in their
migratory, invasive and angiogenic potential, which
translated into a reduced capacity of forming tumors in
nude mice and metastatic dissemination. Moreover, in
patients with NSCLC tumors expressing high levels
of DUSPI, increase in VEGFC levels was also
detected. These results suggest that blockage of DUSP1
expression in NSCLC would be a good strategy to
inhibit both tumor vascularization and metastasis, and
therefore would be a suitable strategy to block tumor
progression.
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Results

Identification of genes differentially expressed in parental
control versus DUSP-deficient H460 lung cancer cells

We have previously reported that expressing DUSPI1-
siRNA in H460 cells (H460cri) (Chattopadhyay et al.,
2006) resulted in earlier phosphorylation of JNK and
p38 in response to CDDP and differences in tumor
growth. Thus, changes in gene expression controlled by
both kinases could underlie this observation. Therefore,
we analyzed the changes in expression of 47 000 genes in
H460cri cells compared with the H460v cell line
(H460pSuperRetro vector). We found 136 genes with
altered expression by at least threefold comparing both
cell lines. Posterior gene ontology (GO) analysis
identified, 45 GO categories with significantly enriched
(P<0.01) gene numbers in the selected 136 genes
compared with a reference gene set. These GO
categories included cancer-relevant biological pathways,
such as angiogenesis, MAP kinase phosphatase activity,
cell—cell signaling, growth factor activity and tyrosine-

kinase receptor activity, among other pathways
(Table 1).
Table 1 Subset of genes selected from the array assay
GO function Accession Probe Fold
and gene symbol no. 1D change*
M AP kinases phosphatases activity
DUSP1 NM_004417 201044_x_at —3.31
DUSP6 NM_001946 208891 _at -3.04
Angiogenesis
NRP1 NM_003873 212298 at 3.28
SH2D2A NM_003975 207351_s_at  —11.11
VEGFC NM_005429 209946 _at —3.06
Cell signaling
BMP2 NM_001200 205289 _at —5.53
GJB2 NM_004004 223278 at -3.77
WISP2 NM_003881 205792_at 3.15
Growth factor activity
DKK1 NM_012242 204602_at -3.36
EGFR NM_005228 232541 _at -3.29
GDF15 NM_004864 221577_x_at 4.27
Transmembrane receptor activity
ACVRIC NM_ 145259 1552519 _at —3.41
MERTK NM_006343 206028 _s_at -3.92
PTPRK NM_002844 203038 _at 3.27
THBD NM_000361 203887_s_at —6.14
Cytokine activity
PIK3R1 NM_181504 212239 at —4.26
Plasminogen activator activity
PLAT NM_000930 201860 _s_at —4.94
SERPINB2 NM_002575 204614 _at 5.02
Extracellular matrix structural constituent
COL3Al NM_000090 215076_s_at 7.23
LUM NM_002345 201744_s_at  —34.00

Abbreviation: GO, gene ontology.
*Fold change is shown in terms of H460cri versus H460v
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Validation of genes differentially expressed in parental
control versus DUSP1-deficient H460 cells

A group of six genes were selected for further validation
using real-time PCR (Figure 1la), because of their
implication in biological functions related to tumor
progression, metastasis and angiogenesis (Table 1) very
relevant in lung cancer biology. First, DUSPI and
DUSP6 genes were downregulated by more than
threefold in H460cri cells, confirming the decrease in
DUSPI expression (Table 1). Our results showed that
expression of NRP1 was upregulated in H460cri cells,
whereas VEGFC and SH2D2A were downregulated.
Finally, BMP2, a protein involved in growth factor
activity and cell-cell signaling, was also validated,

showing a downregulation in H460cri compared with
H460v in agreement with the results obtained in the
microarray analysis. We have used 18S rRNA as an
internal control but similar results were obtained with
B-actin (Figure 1a; Supplementary Figure 1).

To confirm that changes in gene expression in H460cri
cells were indeed due to a decrease in DUSP1 expres-
sion, we reexpressed DUSP1 in H460cri cells
(H460cripLXSNDUSP1) by using the retroviral vector
pLXSNDUSPI! and estimated the expression levels of
the above selected genes (Figure 1b). The results showed
a significant recovery of DUSP6, SH2D2A and VEGFC
levels, suggesting that their expression is modified
in response to DUSP1. However, NRP1 and BMP2
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Figure 1 Expression profile of genes differentially regulated by high levels of DUSPI. (a, b) gQRT-PCR validation of indicated genes.
Data were normalized to 18S rRNA or B-actin levels and are shown as mean +s.d. of three independent experiments. (a) Data
corresponding to H460v and H460cri cells at basal conditions. Relative mRNA levels were normalized to H460v cell line expression.
(b) Graphic corresponds to H460cri cells stably transfected with pLXSN (H460cripLXSN) or pLXSN-DUSP1 (H460cripLXSN-
DUSPI). Relative mRNA levels were normalized to H460cripLXSN cell line mRNA expression. (¢) H460v cell were transfected either
with 1 pug of empty pCELS or pCDNAIII empty vectors (H460v), pCELSp38a or with pPCDNAIII-JNK 1 and after 24h qRT-PCR was
performed for the indicated genes. Relative mRNA levels were normalized to H460v cell line transfected with the corresponding empty
vector. Data were normalized to B-actin levels and are shown as mean + s.d. of three independent experiments. (d) 293T and H460v cell
lines were cotransfected with the DUSP6 promoter-luciferase reporter gene plasmid and with an empty expression plasmid (¢ CTAP)
or a DUSP1 expression plasmid (CTAPDUSP1), in addition H460 cell line was transfected with an empty siRNA vector (pSuperRetro)
or siRNA vector interfering DUSP1 (DUSP1pSuper). () H460v, H460cri and H460cri overexpressing DUSP1 stable cell lines (b) were
cotransfected with the DUSP6 promoter-luciferase reporter gene plasmid plus an empty expression plasmid (¢ CTAP) or a DUSPI
expression plasmid (CTAPDUSPI). All data are representative of three independent experiments performed by triplicate and
normalized to protein concentrations. RLU, relative luminescence units.
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expression were not significantly reduced after DUSPI
overexpression, and consequently we interpreted that it
might be implicated in cancer progression, although not
directly regulated by DUSP1. As DUSPI targets JNK
and p38, we overexpressed both kinases in H460v cells
to check if changes in expression of the above indicated
genes may be reproduced by expression of these kinases.
We transiently expressed, JNK 1 and p38a in H460v cells
and levels of DUSP6, BMP2, SH2D2A2, VEGFC and
NRPI expression were measured by q-PCR. The results
showed (Figure lc) that expression levels of the genes
were inhibited, and with small differences the results
were equivalent for both kinases. These changes were
similar to those observed in H460cri cells, indicating
that one or both kinases could be responsible for the
observed changes.

As the sequence of DUSP6 promoter has recently
been reported (Ekerot et al., 2008; Morrison et al.,
2008), we investigated if DUSP1 was able to modulate
DUSP6 expression by stimulating the promoter activity.
Co-transfection of a DUSP6 promoter reporter vector
(Prom DUSP6) and CTAPDUSPI, a strong and
transient DUSP1 expression vector in 293T and H460
cells, induced the activation of DUSP6 by threefold and
1.5-fold, respectively (Figure 1d). Furthermore, we co-
transfected a DUSPI1siRNA (Chattopadhyay et al.,
2006) (DUSPIlpSuper) construct able to target the
CTAPDUSPI expressed gene in H460v, and observed
that it induced a decrease in the DUSP6 promoter
activity at same levels as in H460cri cells, indicating that
DUSPI1 was indeed involved in the DUSP6 expression
regulation (Figure 1d; Supplementary Figure 2).
Further, we transiently overexpressed DUSP1 in
H460v and H460cri cells with the CTAPDUSPI
expression vector and found a higher basal activation
of DUSP6 promoter in H460v-transfected cells when
compared with the basal activation observed in H460cri-
transfected cells (Figure le). In addition, H460cri cells
stably reexpressing DUSP1 (Figure 1b, H460cripLXSN-
DUSP1) (Figure le, H460cri o.e. DUSP1) showed a
higher activation of DUSP6 promoter when compared
with H460cri cells (Figure le) indicating that although
the DUSP1 coding sequence of this expression vector is
sensitive to siRNA, it can still overcome the effects of
DUSPIsiRNA when overexpressed. Therefore, in all
situations, transfection of the DUSP1 expression vector
was able to increase activation of DUSP6 promoter.

Inhibition of DUSPI expression limits cell motility

and invasion of NSCLC cells

As our GO analysis selected genes involved in extra-
cellular matrix formation and cell invasion, we pro-
ceeded to evaluate cell-migratory capacity of H460v and
H460cri cells by the wound-healing assay. In 24h,
parental H460v cells healed the wounded area (9%
distance left), whereas H460cri cells were unable to do so
in the same time period (46% distance left) and these
results were statistically significant (P <0.001)
(Figure 2a). The growth capacity of both cells lines,
measured by a standard growth assay in complete

DUSP1 participates in tumor progression in NSCLC
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medium, was similar (Figure 2b); hence, the differences
were due to motility and not to growth. As we observed
above that expression of JNK or p38a could induce
changes in gene expression in H460v cells similar to
those in H460cri cells (Figure 1lc), we investigated if
these were also related to changes in cell motility. H460v
cells were transfected with JNKI1 or p38ax, and the
results showed (Figure 2c) that H460v cells transfected
with empty vector healed the wounded area with 66%
distance left, whereas cells transfected with either JNK
or p38a, were slower in the same period of time (77 and
75% distance left, respectively), and these results were
statistically significant.

To investigate possible differences in invasiveness, an
in vitro Matrigel invasion assay was performed using
H460v and H460cri cells. H460v displayed larger
invasive capacity than H460cri cells (674 versus
151 number of invading cells) (Figures 2d and e).
These results suggest that DUSP1 is involved in
maintaining migratory and invasive capacity of H460
cells.

DUSPI modulates angiogenesis in H460 cells

During tumor progression, tumor cells acquire
the ability to activate the expansion of surrounding
blood vessels by not fully a characterized mechanisms
(Carmeliet, 2005). As H460cri cells showed an important
decrease in VEGFC and SH2D2A mRNA expression,
we compared the angiogenic potential of conditioned
media (CM) obtained from H460v and H460cri cells on
migration of human microvascular endothelial cells.
CM prepared from H460v cells was fourfold more
potent than H460cri CM in the induction of human
microvascular endothelial cells migration (Figure 3a).
These results indicated that DUSPI1 interference gener-
ated signals that significantly impaired the secretion of
proangiogenic factors, leading to a reduced migration of
human microvascular endothelial cells. We then eval-
uated the angiogenic potential of H460v and H460cri
cells CM using an in vivo angiogenesis assay. CM from
either cell line was included in Matrigel plugs and
implanted subcutaneously into the flanks of nude mice.
Vascularization of the plugs was evaluated by immuno-
histochemistry using a specific antibody for endothelial
cells: anti-Von Willebrand factor (Figure 3b, lower
panel). Fewer vessels were detected in the plugs contain-
ing H460cri-CM (1.5 x 10° £ 0.3 x 10°) (Figure 3b, upper
panel), when compared with plugs including CM from
either parental H460 (3.2 x 10°+1.1 x 10°) or H460v
cells (3.8 x 10°£1.25 x 10°). These results demonstrate
that DUSP1 silencing significantly impairs the capacity
of H460 cells to promote new vessel formation, and
therefore interference of DUSPI expression acts as
angiogenic inhibitor.

DUSPI controls tumorigenicity and metastasis in H460
cells

As expression of some genes involved in growth factor
activity and cell signaling (Table 1) was lower in H460cri
cells, we studied the efficiency of these cells to induce
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Figure 2 Expression of DUSP1 promotes cell migration and invasion. (a) The effect of expression of DUSP1 on cell migration was
examined in H460v and H460cri cells by wound-healing assays. Photomicrographs were taken at 0 and 24 h. The table represents the
distance between both edges of the wound in each cell line (10 random measures/each cell line) for three independent experiments,
P<0.001 was considered a significant change in cell migration (Student’s #-test). (b) Growth curves of H460v and H460cri. Cell growth
was estimated relative to the density recorded over the same experimental group at same period of time (24 h) after 7 days. Data
represent the means of two experiments performed in quadruplicate and error bars denote s.d. (¢) The effect of expression of JNK 1 and
p38a on cell migration was examined in H460v cells by wound-healing assays. H460v cells were transfected like in Figure 1 and 24 h
later assayed for wound-healing assays. The table represents the distance between both edges of the wound in each transfected cell line
(10 random measures/each cell line) for three independent experiments, P<0.001 was considered a significant change in cell migration
(Student’s t-test). (d) HT-1080, MCF7, H460v and H460cri cells were used to test the cell invasiveness using Biocoat Matrigel invasion
chambers. HT-1080 and MCF7 were used as positive and negative control, respectively. Data represents number of cells invading the
lower chamber after 24 h for each cell line. A total of 10 random fields for each membrane were pictured ( x 20 magnification) and
quantified for three independent experiments. (e) Representative micrographs of H460v and H460cri invading cells, taken at the
bottom surface of the filter.

tumors in nude mice. The tumorigenic capacity and
tumors volume were reduced in 30 and 50%, respec-
tively using H460cri compared with H460v cells
(Figure 4a).

As we described above that H460cri cells have a
reduced angiogenic potential compared with H460v
cells, we aimed to investigate its impact on tumor
growth. We studied the microvascular density in H460-,
H460v- and H460cri-induced tumors (Figures 4b and d;
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Supplementary Figure 3) and found that H460cri
tumors presented a significant reduction in anti-CD31
positive vessels in agreement with previous results,
suggesting that tumor growth may be impaired in
H460cri cell-derived tumors due, at least in part, to
impaired angiogenesis. We finally estimated if, in
agreement with the data obtained in the array studies,
tumors derived from H460, H460v and H460cri cells
presented significant differences in VEGFC and found
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Figure 3 Inhibition of DUSPI expression impairs angiogenesis in vitro and in vivo (a) Effects of modulation of DUSP1 expression on
human microvascular endothelial cells migration. Conditioned medium from H460v or H460cri cells was used in a transwell migration
assay of human microvascular endothelial cells. In the upper panel, bars show average number of migrated cells per field and s.d.
values representative of three independent experiments. (b) Effect of modulation of DUSP1 expression on angiogenesis in vivo in
Matrigel plug assay. CM of H460, H460v or H460cri were checked in the Matrigel plug assay. After immunostaining of the sections
with anti-Von Willebrand antibody, the number of blood vessels was quantified as positive events per field (upper panel section; n = 10;
t-test, P<0.005) in three independent experiments. Negative control (C—) corresponded to Matrigel containing PBS. Lower panel
corresponds to representative micrographs of H460v CM and H460cri CM containing plugs ( x 200 magnification) immunostained

with anti-Von Willebrand antibody and DAPI.

that expression levels of VEGFC in H460cri tumors
were significantly lower than that observed in H460v
tumors (Figures 4c and e) and this may contribute to
observed variations in the vascularization degree of
tumors generated from these cell lines.

As both tumor cell migration and angiogenic poten-
tial were reduced in H460cri cells, we investigated the
capacity of these cells to metastasize using the tail-vein
injection model. The anatomical examination showed
that animals injected with H460v cells presented
macroscopic tumors in lung, mediastinum, kidney and
heart, and less frequently in brain, pancreas, diaphragm
and suprarenal gland (Figure Sa, left panel). In contrast,
animals injected with H460cri cells showed tumors only
in lung, and just in one case, in heart and suprarenal
gland (Figure 5a, right panel). In addition, the median
survival time after injection was shorter for those
animals injected with H460v than those injected with
H460cri cells (P =0.006; hazard ratio 4.59) (Figure 4b),
correlating with the cells invasion capacity. The
morphology of the primary tumors and the metastases
generated both by H460v and H460cri cells were similar
in all animals, showing an infiltration of visceral organs
by whitish irregular nodules (Supplementary Figure 4a)

constituted by a proliferation of atypical epithelial cells,
arranged in solid sheets with scattered small glandular
lumens and extensive necrosis (Supplementary Figure
4b). The immunophenotype of tumor cells showed both
epithelial (expression of AE1/AE3 cytokeratins) (Sup-
plementary Figure 4c) and mesenchymal differentiation
(expression of vimentin) (Suplementary Figure 4d) and
the mitotic index was over 90% using the Ki67 marker
(Supplementary Figure 4e). The CD31 immunohisto-
chemical analysis in the metastasized lungs of both cell
lines revealed an important decrease in angiogenesis in
metastasized lung by H460cri cells (Figure 5b), further
supporting the fact that lack of DUSP1 severely impairs
angiogenesis and results in diminished metastatic
potential.

Expression of VEGFC is increased in human NSCLC
tumors with high level of DUSPI expression

Our previous results strongly suggested that expression
of VEGFC in NSCLC H460 cells was dependent on
DUSPI1 activity. Further, expression of DUSPI also
correlated with angiogenesis and metastasis using in vivo
animal models. To investigate the relevance in NSCLC

Oncogene



DUSP1 participates in tumor progression in NSCLC
V Moncho-Amor et al

674

a 161
~ 141 .
L]
g 129 a
-E' 1.01
B‘ o
: 0.8 5 . 5
o 061 = o -
E o041 a o
= ~ =
0.2 g o .
04——8 ' i 1 :
0 10 12 14 16 18
Days
% of emergent tumors  Latency (days)
H460v 9710 (90%) 9
H480cri 6/10 (60%) 1
b CD31 Merge C

H460 V

- \‘-
N
£ 3
Py
o
H460 V

5
o)
8 K
ik K T
I
°
d E 150 Eeg 250
25 2 2 20
= £ 100 28
oo &E 150
e o @ g
gg 50 EB 100 -
o2 @ E 50
- h &
;3 0+ . - D'_'
N 5 & ) A i~
X @Q‘} R }@f}
G A

Figure 4 Expression of DUSPIl promotes tumor growth and
angiogenesis in vivo. H460v or H460cri cells were injected
subcutaneously into Nu/Nu mice (a) Tumor volume was measured
during the assay (each point represented a single tumor); table
indicates the percentage of emergent tumors in each group and the
latency. (b) Immunodetection of CD31 and DAPI staining in
sections of H460v and H460cri xenograft tumor models. A
representative section ( x 200 magnification) is shown. Fluorescent
red, CD31-positive endothelial cells; fluorescent blue DAPI-stained
nuclei. (¢) Immunohistochemical analysis of VEGFC expression in
H460v and H460cri xenografts. (d, e) Graphs represent the
quantification of CD31-positive events and VEGFC expression in
tumors of each cell line.

patients, we first investigated the distribution of DUSP1
in tumors followed by the colocalization of the
phosphatase and endothelial cells. The majority of
tumor cells expressing high levels of DUSP1 were
detected in the proximity of CD31-positive vascular
structures (Figure 6a). We then assessed the expression
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Figure 5 Expression of DUSPI regulates metastasis in H460 cells.
(a) Graphs represent the different organs affected in tumour-
bearing mice after the injection of H460v (left panel) or H460cri
(right panel) cells into the tail vein. (b) Estimation of survival time
between H460v and H460cri cells by the method of Kaplan and
Meier. (¢) Hematoxylin and eosin stained sections (left panel) and
immunohistochemical analysis of CD31 expression (right panel)
from those lungs with metastasis.

of DUSP1 and VEGFC in a series of NSCLC tumor
samples. Colocalization by immunofluorescence and
analysis of expression of both DUSP1 and VEGFC in
NSCLC specimens indicated a significant correlation
between both proteins (Figure 6b). VEGFC was
detected in only 17% of the neoplastic cells with
undetected or low expression of DUSPI1, whereas
VEGFC was present up to 62% of cells expressing
DUSP1 (P=0.002) (Figure 6c¢). Collectively, these
results support a direct correlation between DUSPI
expression and angiogenesis in human NSCLC.

Discussion

The physiological roles of many of the DUSPs are
largely unknown in vivo. Many have shown differential
expression in multiple types of human cancer. Over-
expression of the ubiquitous DUSP1 has been found in
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Figure 6 Colocalization by immunofluorescence of DUSP1 and VEGFC expression in NSCLC specimens. (a) Immunofluorescence of
serial tissue sections stained with DAPI/DUSP1 and CD31 are shown. Fluorescent blue, DAPI nuclear; fluorescent red, DUSPI-
positive cells; fluorescent green, CD31-positive endothelial cells; merge (b) Immunofluorescence of serial tissue sections stained with
DAPI/DUSP1 and VEGFC are shown. Fluorescent blue, DAPI nuclear cells; fluorescent red, DUSP1-positive cells; fluorescent green,
VEGFC-positive cells; merge. (¢) Percentage of tumor cells with VEGFC expression regarding positive or negative DUSP1 expression

in human tumors. Columns, mean; bars, s.d. (P<0.002).

several malignancies, including breast, prostate and
NSCLC (Loda et al, 1996; Denkert et al., 2002;
Chattopadhyay et al., 2006). Lung cancer is a major
cause of cancer mortality and accounts for about 20%
of all cancer deaths worldwide. The complete map of
mutations in lung cancer has been recently published
(Ding et al., 2008) and some of them may trigger
DUSPI1 expression, as we have found an increase in
DUSPI1 expression in nearly 80% of NSCLC patient
samples (Chattopadhyay et al., 2006).

Here, we described differences in gene expression
profile in NSCLC cells, which have been depleted of
DUSPI, including groups of genes related to cell
growth, migration or angiogenesis. These genes were
downregulated in the vast majority of cases, in cells
lacking DUSP1. Although in this manuscript we have
focused in the study of genes involved in angiogenesis
and migration, the regulation of other genes nicely
correlates with the phenotype of the NSCLC cell line
H460cri when compared with H460v cells. Among these
genes are: phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit
1-o (PIK3RI) (—4.26 fold), which is a regulator of AKT/
PKB signaling pathway, is involved in cell survival and
has been implicated in poor responses to chemotherapy
in lung cancer (Downward, 2008; Marinov et al., 2009;

Sos et al., 2009); dickkopf homolog-1 (DKKI) (—3.36
fold) , a potent antagonist of Wnt signaling, is expressed
at high levels in lung and esophageal carcinomas
(Yamabuki et al., 2007) and hepathocarcinomas (Yu
et al., 2009); tissue-type plasminogen activator (PLAT)
(—4.949 fold) has been previously found significantly
downregulated in nonangiogenic NSCLC tumors as
compared with angiogenic tumors (Offersen et al.,
2007), and therefore its downregulation in H460cri cells
agrees with its reduced angiogenic potential; epidermal
growth factor receptor (EGFR) (—3.29 fold) has been
intensely studied, not only to understand the mechan-
isms underlying its oncogenic potential, but also to
exploit as a therapeutic target (Hynes and MacDonald,
2009) as inhibition of its activity decreases lung cancer
cell growth in tumors, which show mutated versions of
this receptor. Finally, BMP2 has been found over-
expressed in human NSCLC, with little or no expression
in normal lung tissue or benign lung tumors, (Langen-
feld et al., 2003) suggesting that BMP2 may enhance
tumor progression. We found that BM P2 expression is
downregulated after interfering DUSPI1, supporting
those results. In addition, inhibition of BMP2 results
in a significant reduction of tumor growth (Langenfeld
et al., 2003). Our group described similar results
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regarding DUSP1 actions (Chattopadhyay et al., 2006)
and tumor growth, suggesting a possible interaction
between DUSP1 and BMP2.

JNK and p38 are major targets for DUSP1 (Keyse,
2000, 2008; Sanchez-Perez et al., 2000) and therefore
inhibition of the activity of such kinases may mediate
the observed changes in gene expression and cell
behavior found in H460v cells as demonstrated when
we expressed either JNK or p38a in H460v cells. As yet,
p38 has been involved in repressing expression of EGFR
in a p38a knockout model (Ventura et al., 2007), in
agreement with our results that demonstrated that
inhibition of DUSP1 expression leads to a reduced
EGFR mRNA levels.

Among the genes selected in our study, expression of
DUSP6 increases when reexpresing DUSP1 in H460cri
cells. Although it has been reported that ERK activity
modulates DUSP6 expression in response to fibroblast
growth factor (Ekerot et al., 2008), in H460 cells
expression of DUSP1 increases both DUSP6 promoter
activation and expression, thus maybe other kinases,
such as p38a and/or JNK, should control DUSP6
expression by repressing its promoter. DUSP6 can be
upregulated in specific cancers exhibiting aberrant RTK
and ras/raf signaling such as NSCLC (Sato et al., 2006).
In this context, DUSP6 promoter comprises two regions
relevant for controlling its expression, which contains 4-
Egrl binding sites (Morrison et al., 2008). EGR-1 is a
transcriptional target of the EGFR signaling pathway
(Nutt et al., 2007) and EGFR expression is down-
regulated by threefold in H460cri cells, which again
indicated a high correlation between expression levels of
DUSP6, activation of DUSP6 promoter and levels of
DUSPI.

Our results indicate that upregulation of DUSPI
expression and consequently changes in JNK and p38
activities are involved in tumorigenesis and the control
of invasion and metastasis in NSCLC cells. There is a
relevant difference in tumor size between the tumors
induced by H460v cells and those induced by H460cri
cells, which might be related to the decreased levels of
EGFR, PIK3R1 and MERTK (Ling and Kung, 1995).
Activation of MERTK in NIH3T3 fibroblasts led to
cellular transformation (Ling and Kung, 1995) and
activation of the RAS/PI3K pathway (Linger et al.,
2008).

The inhibition of VEGFC and SH2D2A expression
by the inhibition of DUSPI1 expression points up a
possible role of this phosphatase-controlling tumor
angiogenesis. In fact, in vivo and in vitro assays
confirmed that the angiogenic potential of H460cri cells
was significantly reduced compared with H460v cells.
Moreover, we were able to demonstrate that tumors
induced by H460cri cells showed reduced tumor size and
lower levels of VEGFC, correlating with a decrease in
tumor vascularization. Altogether the data indicate that
DUSP1 profoundly affects the tumor capacity to
properly vascularize.

In agreement with our results, DUSP1 has been
reported as one of the 11 genes that cluster as a bone
metastasis gene expression signature in breast cancer
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cells (Kang et al., 2003). Using shRNA-mediated gene
silencing in this cell system to knock down DUSP1
expression, a significant decrease in bone colonization
was observed. The importance of DUSP1 in bone
metastasis was clinically analyzed and found higher
levels of DUSPI in primary tumors of patients with
bone metastasis (Lu et al., 2010). Also in breast cancer,
DUSPI has been reported to be overexpressed in 50%
of infiltrating breast carcinomas and to be an adverse
prognostic factor for relapse by univariate and multi-
variate analyses in patients (Rojo et al., 2009). We have
observed a marked decrease in the metastatic potential
of H460cri cells, correlating with a decrease in angio-
genesis in the lung primary tumors, indicating that the
diminished angiogenic potential of H460cri cells impairs
tumor metastasis in this cell model. In summary, our
results indicate that the overexpression of DUSPI in
NSCLC cells contributes to tumor growth, tumor
invasion and angiogenesis. This control in the invasive
phenotype seems to be mediated by expression changes
of different genes probably due to changes in the
activities of JNK and/or p38. Finally, in NSCLC
specimens, we have found colocalization of DUSPI
expression and endothelial cells and also a strong
correlation of DUSPI expression and increased VEGFC
expression, reinforcing the relevance of our findings for
human cancer. Therefore, expression of DUSPI in
NSCLC should trigger angiogenesis as a result of
increased expression of VEGFC. As a final point, our
results suggest that inhibition of DUSPI activity should
be a good strategy to inhibit both tumor invasion and
angiogenesis and also should represent a good candidate
marker for combined treatment with chemotherapeutic
drugs and angiogenic inhibitors in NSCLC.

Materials and methods

Cell lines, vector constructions and luciferase assay

The human NSCLC H460, human epithelial 293T/17, human
fibrosarcoma connective tissue HT-1080 and human breast
cancer adenocarcinoma MCF7 cell lines were purchased from
the American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA)
and cultured as recommended. Primary human microvascular
endothelial cells were cultured as described in Supplementary
Material and Methods. The DUSP6 promoter luciferase,
CTAPDUSP1, DUSPI1pSuper vectors and control Renilla
reporter were transfected into 293T, H460v and H460cri cells.
The relative luciferase activity was determined using the Dual-
Luciferase Reporter Assay System (Promega, Madrid, Spain).
For more procedure details and vector constructions see
Supplementary Material and Methods.

Microarray hybridization and gene selection

Transcriptional profiling of H460v and H460cri was per-
formed using Affymetrix HG-U133 plus 2.0 array (Affymetrix,
Santa Clara, CA, USA) according to the Gene Chip
Expression Analysis Technical Manual. Raw data were
normalized with robust multichip average (RMA) and fold
change between H460v and H460cri cells calculated. Data have
been deposited in the NCBI’s Gene Expression Omnibus,
GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) and are accessible
through GEO series accession GSE19592.



We selected a subset of genes for validation with at least
threefold up- or downregulation in H460cri versus H460v
cell lines, followed by the use of a Gene Ontology database as
deeply described in Supplementary Material and Methods. As
additional criteria, we chose those genes implicated in tumor
progression, metastasis and angiogenesis within enriched GO
categories that could be involved in biological pathways mediated
by the DUSP1 and with a strong bibliographic support.

Validation of mRNA changes by gRT-PCR

For qRT-PCR validation, 1pug of total RNA was retro-
transcribed by High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied
Biosystems, Madrid, Spain) and carried out by triplicate using
TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems).
Primers, probes, PCR settings and normalization of expression
values are listed in Supplementary Material and Methods.

Growth kinetic, wound-healing and in vitro invasion assays
H460v and H460cri cells were grown in 24-well plates for the
growth kinetic assay determination or in petri dish followed by
a scratch to create the wound for the wound-healing assay. The
relative distance traveled by the leading edge for 24h was
assessed using DS-L1 software (Nikon, New York, NY, USA).
For the in vitro invasion assay, HT1080, MCF7, H460v and
H460cri cell lines were seeded in serum-free medium in the
upper chamber of the Biocoat Matrigel invasion chamber
inserts (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Cells were
allowed to invade through the Matrigel for 24 h using medium
containing fetal bovine serum in the lower chamber as a
chemoattractant. Following migration, cells were fixed and
stained with Diff-Quick method (Medion Diagnostics, Miami,
FL, USA) as recommended. Procedures are acutely described
in Supplementary Material and Methods.

Tumorogenicity in xenograft mouse model

H460v and H460cri cells were injected in both flanks from six
nude mice. Tumor measurements were recorded as visible
tumor appeared in 17 days after injection; and volume was
calculated as / x w?x0.52, where / is the length and w the
width of the tumors. In a parallel experiment, mice were killed
when tumor volume reached 50mm?’. Then, tumors were
removed; one part was processed to measure microvascular
density by CD31 inmunostaining as described above in the
measurement of microvessels and the remaining tumor was
formalin fixed and paraffin embedded to double check the
CD31 immunostaining and to perform VEGFC expression
analyses (H-score), which are deeply described in Supplemen-
tary Material and Methods.

Metastasis and survival assays

Nude mice of 6 weeks were injected in the tail with H460v or
H460cri cell suspension to compare their dissemination pattern
and survival time. Animals were kept until death. Next, a
complete necropsy examination of each animal was performed
as already described (Espina et al., 2008). Every visceral organ
was formalin fixed and paraffin embedded in foto. Sections
from each paraffin block were stained with hematoxylin and
eosin to detect the presence of tumor metastatic foci in all the
visceral organs. Representative sections were immunostained
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as described in Suplementary Material and methods. Statistical
significance in survival time between H460v and H460cri cells
in a total of 21 nude mice was also estimated according to the
method of Kaplan—Meier; survival distributions were deter-
mined using the log-rank test. P<0.05 was considered to have
statistical significance.

Colocalization by immunofluorescence assay
Immunofluorescence analysis of DUSP1, VEGFC and CD31
expression was performed on formalin-fixed and paraffin-
embedded tissue sections from human NSCLC specimens, and
is exhaustively described in Supplementary Material and
Methods. Two sets of sections were incubated with anti-
DUSPI1 and anti-CD31 antibodies or with anti-DUSP1 and
anti-VEGFC antibodies. Sections were counterstained with
4’ 6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (Vysis, Abbott
Laboratories, Abbott Park, 1L, USA) to visualize cell nuclei.
Fluorescence in tumor cells was scored as percentage of the
expression of VEGFC and DUSPI.
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Dual-specificity protein phosphatases participate in signal transduction pathways inactivating mito-
gen-activated protein kinases (MAP kinases). These signaling pathways are of critical importance in the
regulation of numerous biological processes, including cell proliferation, differentiation and develop-
ment. The social ameba Dictyostelium discoideum harbors 14 genes coding for proteins containing
regions very similar to the dual-specificity protein phosphatase domain. One of these genes, mkpB,
additionally codes for a region similar to the Rhodanase domain, characteristic of animal MAP kinase-
phosphatases, in its N-terminal region. Cells that over-express this gene show increased protein
phosphatase activity. mkpB is expressed in D. discoideum ameba at growth but it is greatly induced at
12 h of multicellular development. Although it is expressed in all the cells of developmental structures,
mkpB mRNA is enriched in cells with a distribution typical of anterior-like cells. Cells that express a
catalytically inactive mutant of MkpB grow and aggregate like wild-type cells but show a greatly
impaired post-aggregative development. In addition, the expression of cell-type specific genes is very
delayed, indicating that this protein plays an important role in cell differentiation and development.
Cells expressing the MKpB catalytically inactive mutant show increased sensitivity to cisplatin, while
cells over-expressing wild type MKkpB, or MKpA, proteins or mutated in the MAP kinase erkB gene are

more resistant to this chemotherapeutic drug, as also shown in human tumor cells.
© 2010 International Society of Differentiation. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Mitogen-activated protein kinases (MAPK) are important
intracellular signal transducer proteins involved in the regulation
of cell proliferation, differentiation, migration and apoptosis
(reviewed in Johnson and Lapadat, 2002; Pearson et al., 2001).
These proteins are activated by phosphorylation on both the
threonine and tyrosine residues of the consensus T-X-Y domain
in response to extracellular signals (reviewed in Qi and Elion,
2005). MAP kinases activation is a reversible process and the
period of time that the proteins remain activated is an important
determinant of the biological response (Marshall, 1995). Inactiva-
tion is produced by dephosphorylation of either the threonine or
the tyrosine residues. Therefore, this reaction can be catalyzed by
threonine- or tyrosine-protein phosphatases but an important
group of enzymes that mediate this reaction are the dual-

“Join the International Society for Differentiation (www.isdifferentiation.org).
* Corresponding author at: Instituto de Investigaciones Biomédicas, CSIC/UAM,
C/ Arturo Duperie, 4, 28029 Madrid, Spain. Fax: 34 91 5854401.
E-mail address: 1sastre@iib.uam.es (L. Sastre).

specificity phosphatases (DUSP) that dephosphorylate both resi-
dues (reviewed in Dickinson and Keyse, 2006; Patterson et al.,
2009).

Dual-specificity protein phosphatases constitute themselves a
large family of proteins in mammals, characterized by the pre-
sence of a highly conserved C-terminal catalytic domain.
Although all the enzymes of the family can inactivate MAP
kinases, the largest group of mammalian phosphatases involved
in MAPK signaling regulation belongs to the subgroup of the
MAPK phosphatases (MKP) (Keyse, 2008). This group of 11 human
proteins share an N-terminal domain characterized by the pre-
sence of two regions of similarity to the cdc25 protein phospha-
tase catalytic domain (Keyse and Ginsburg, 1993). This domain,
that is important for MAPK recognition and binding, is also
present in the Rhodanase family of sulphotransferases and has
been named Rhodanase domain.

One of the organisms where the MAPK regulatory pathway has
been shown to be important is the social ameba Dictyostelium
discoideum, that constitutes one of the simplest models for the
study of cell motility, differentiation and multicellular develop-
ment (for a recent review see Annesley and Fisher, 2009)

0301-4681/$ - see front matter © 2010 International Society of Differentiation. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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This organism lives in forestall soils as individual ameba, feeding
on bacteria. However, when food is exhausted ameba aggregate
together and initiate a multicellular developmental process lead-
ing to the formation of a fruiting body. This structure is composed
of a basal disk, a stalk and, on top of it, a sorus where most of the
ameba differentiate into spores. This is an adaptive response since
spores are resistant to adverse conditions for several weeks but
germinate to give rise to new ameba in a favorable environment.

Analysis of the nucleotide sequence of the D. discoideum
genome (Eichinger et al., 2005) has shown that this organism
harbor two MAPK-encoding genes, erkA and erkB. erkA codes for a
protein (Erk1) more similar to the ubiquitous ERK subfamily. Cells
where this gene has been interrupted form small aggregates most
of which get stalled at this developmental stage (Sobko et al.,
2002).

The erkB gene codes for a protein (Erk2) that is more similar to
the ERK7 subfamily of MAP kinases. Mutagenesis studies have
shown that this gene is required for cAMP synthesis in response
to extracellular cAMP. In D. discoideum aggregation is produced
by chemotaxis towards extracellular cAMP. This molecule is
initially secreted at discrete aggregation centers and diffuses
towards neighboring cells. Later on, each cell of the aggrega-
tion field that detects an increase in cCAMP concentration responds
by migrating towards increasing cAMP concentrations. In addi-
tion, each cell secretes cCAMP so that the signals gets amplified
and moves through the field of cells as cAMP waves (van Haastert
and Devreotes, 2004). Cells moving towards the aggregation
centers also adhere to each other, forming cell streams. Therefore,
erkB mutant cells, that are defective in cAMP secretion, show
greatly impaired cell aggregation (Segall et al., 1995). Actually,
Erk2 has been proposed to be a component of an oscillatory
circuit that regulates cAMP synthesis during aggregation (Maeda
et al., 2004).

A protein phosphatase with a DUSP phosphatase domain and
the capacity to dephosphorylate Erk2 has been described
(Rodriguez et al., 2008). This enzyme, named MPL1, is induced
at 5 h of development, at the initiation of the aggregation process.
The mpl1 gene was ablated by homologous recombination and the
mutant cells showed persistent Erk2 phosphorylation, aberrant
patterns of cAMP production, defective aggregation and stream-
ing (Rodriguez et al., 2008). A second gene coding for a DUSP-
domain containing protein, mkpA, has been interrupted by inser-
tional mutagenesis and the mutant cells were defective in cAMP
wave formation and aggregation (Sawai et al., 2007). These data,
and those described above for Erk2, highlight the importance of
MAPK signaling during the aggregation of D. discoideum cells.

However, the picture is not complete because the analysis of
the D. discoideum genome indicates the existence of 14 genes
coding for proteins that contain DUSP phosphatase domains,
including MkpA and MPL1. It will be of interest to determine
the possible function of all these genes and their possible
interactions. This article approaches the study of one of these
genes, named mkpB. The encoded protein is unique among
D. discoideum DUSP-domain containing proteins because in its
N-terminal region contains a Rhodanase domain similar to that of
the mammalian MKP subfamily of dual-specificity phosphatases.
The phosphatase domain of MkpB is also more similar to those
of the mammalian MKP1 and MKP4 proteins than most of the
other D. discoideum proteins, suggesting that this protein could
play a relevant role in Erkl or/and Erk2 activity regulation.
Unexpectedly, mkpB expression is induced by 12 h of multi-
cellular development, after aggregation is completed. In addition,
over-expression of a catalytically inactive mutant protein did not
affect cell aggregation but impaired post-aggregative develop-
ment. These data suggest that MkpB plays an important role
during D. discoideum development regulation, acting at later

stages than MkpA and MPL1. Additionally, analyses of cisplatin
sensitivity of cells that express MkpB, the catalytically inactive
mutant of MkpB, MkpA and ErkB mutant cells indicated that these
signaling pathways are involved in the response to this anti-
carcinogenic drug.

2. Methods
2.1. Cell culture, transformation and development

D. discoideum AX4 cells were cultured axenically in HL-5
media. Transformation by electroporation was performed as
described by Pang et al. (1999). Transformed cells were selected
by treatment with neomycin (G418) or blasticidine. For develop-
ment on plastic plates 10° cells were collected by centrifugation,
resuspended in 1 ml of phosphate-based PDF buffer and loaded
on 6-well culture dishes (Multiwell, 6 well, FALCON, Becton
Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ, USA). For development
on filters, 2 x 10”7 cells were centrifuged, resuspended on PDF
buffer and deposited on Nitrocellulose filters (Millipore) over
PDF soaked absorbant pads (Millipore). Cells transformed with
promoter reporter vectors were developed on Nitrocellulose
filters and the p-galactosidase activity determined by X-Gal
(5-Bromo-4-chloro-3-indolyl B-D-galactopyranoside) hydrolysis
as previously described (Escalante and Sastre, 2006).

2.2. Generation of expression and reporter vectors

The coding region of the mkpA and mpkB (DDB0238328)
genes was amplified by PCR using the oligonucleotides
GGGGATCCACTCCACCATCAACTCCTAGAGG and GGGAATTCAC-
CAACACCACCTTCACCACC for mkpA and GGGGATCCCAAGATATAG-
GATCTAGTAAG and GGGAATTCGGATTGAGGTAATT CAATTGGTG
for mkpB. The fragments generated were cloned in the pGEMT-
Easy plasmid vector (Promega), sequenced in both strands and
transferred to the pDV-CTAP-CGFP expression vector (Meima
et al., 2007) using the BamHI and EcoRI restriction sites. A
catalytically inactive form of MkpB was generated by in vitro
mutagenesis according to Zheng et al. (2004). The oligonucleo-
tides GAGTTTTAATACACGCTGCAATGGGTATTAGTAGATC and
CCCATTGCAGCGTGTATTAAAACTCTACCACCTTG were used for
mutagenesis. mkpB promoter region, covering from the closest
upstream gene (alyD-2)(nucleotide-1253 from the mkpB initiation
codon) to nucleotide 45 of the mkpB coding region, was amplified
by PCR using the primers GGTCTAGACCATAGCATGGGTTACTA-
CAAC and GGACATCTTGGTAGTTCTTCTGGTTGTATATTAAC. The
amplified fragments were cloned in the pGEMT-Easy vector,
sequenced in both strands and transferred to the pDDGal-17
vector (Harwood and Drury, 1990), using the Xbal and Bglil
restriction sites.

2.3. Northern blot analysis

RNA was obtained from 2 x 107 cells collected from axenic
cultures or from structures at different developmental stages on
Nitrocellulose filters using the Trizol reagent (GIBCO-BRL). RNA
electrophoresis, transfer to filter and hybridization were carried
out as previously described (Sambrook et al., 1989). DNA probes
were obtained by PCR from D. discoideum DNA using oligonucleo-
tides designed from nucleotide sequences obtained at the Dicty
Base (http://www.dictybase.org) and labeled using the Ready-to-
Go DNA labeling Beads (-dCTP)(GE Healthcare).
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2.4. DNA nucleotide sequence analysis

D. discoideum genes coding for proteins containing a DUSP
phosphatase homology domain were identified at the Dicty Base
using the amino acid sequence of the human MKP1 phosphatase
domain as query and the on line BLASTP program. Amino acid
sequences were aligned using the Clustal W algorithm of the
MacVector program (MacVector Inc., Cary, NC, USA). Phylogenetic
trees were generated using the neighbor-joining method (Saitou
and Nei, 1987) and the MacVector and ClustalX (Thompson et al.,
1997) programs. A random generator seed of 111 was used and
1000 bootstrap trials were generated. Trees were drawn using the
MacVector and njplot programs.

2.5. Cisplatin viability curves

Cell viability was studied using the tetrazolium compound
MTS (Promega) method. Briefly cells were seeded at 40,000 cells/
well in a 24-well plate, 20-30 min later 0-200 pg/ml of cisplatin
(CDDP) were added to the cultures. After 72 h, MTS was added to
the cultures and the amount of degradation product determined
by measuring optical absorption to 490 nm after three hours of
incubation.

2.6. Folic acid induction and Western blot analysis

Folic acid induction of Erk2 phosphorylation was determined
as previously described (Nguyen and Hadwiger, 2009). Cells were
suspended in phosphate buffer (12 mM NaH2PO4, pH 6.1) at a
concentration of 2 x 108 cells/ml, shaken for 1 h and stimulated
with 50 uM folic acid. Cells were collected by centrifugation at the
indicated times and suspended in SDS-PAGE sample buffer.
Twenty pl of each extract were analyzed in 10% polyacrylamide
gels. After electrophoresis, proteins were transferred to Immobi-
lon P membranes (Millipore) and incubated with anti-phospho
ERK antibodies (Thr202/Tyr204; Cell Signaling Technology). After
ECL (Amersham) developing, blots were washed and incubated
with anti-actin antibodies (Sigma, MI, USA) to normalize protein
load. The phospho-ERK signal obtained for each sample was
quantified by densitometry using the Image] program and divided
by the signal obtained for the anti-actin antibody.

2.7. In vitro phosphatase activity assays

Phosphatase activity was determined using 3-O-methylfluor-
escein phosphate (OMFP) as a substrate. 2 x 107 cells were
harvested and lysed in 1 mL NP-40 lysis buffer as described
by Rice et al. (1997). The assay was performed in the buffer
previously described, containing 45 pM OMFP, using 20 pg of
total AX4, MKPB OE or MKPA OE protein, or 0.35 pg of purified
human MKP1 protein (positive control) in the absence or pre-
sence of orthovanadate. Fluorescence emission was measured
every 10 min of incubation at 30 °C using a multiwell plate reader
(excitation/emission: 485 nm/530 nm). Fluorescence values were
processed using SoftMax Pro v5 software. The reaction was linear
over 2 h of incubation (V,,x=0.071).

3. Results

3.1. Analysis of D. discoideum dual-specificity protein phosphatase
coding genes

The phosphatase domain of the human dual-specificity protein
phosphatase MKP1 (DUSP1) was used for a search of the proteins

encoded in the D. discoideum genome. Fourteen proteins were
found that presented significant similarity, with E values smaller
than 6e~%7 (Fig. 1). Some of these proteins had been described
previously, like MkpA (Sawai et al., 2007) or MPL1 (Rodriguez
et al, 2008). D. discoideum proteins were between 30% and
40% identical to the human MKP1 phosphatase domain. The
percentage increased to 50-60% if conservative changes were
admitted. Thirteen of the fourteen proteins contained the
highly conserved catalytic domain HCXXXXXR. Only the protein
encoded by the gene DDB0231326 presented changes in this
region (CSDKGVSR) and might encode an inactive protein
phosphatase.

The amino acid sequences of the putative phosphatase
domains of these proteins were compared to those of the human
dual-specificity protein phosphatases MKP1, MKP4 and slingshot3
domains and the multiple alighments used to construct the
phylogenetic tree shown in Fig. 1a. The two D. discoideum proteins
more similar to human MKP1 and MKP4 were encoded by
DDB0202886 and DDB0238327/28(mkpB) genes. The two last
genes (DDB0238327/28) are located in a chromosome-2 region
that is duplicated in the AX4 strain used to determine the
nucleotide sequence and code for identical proteins. The analysis
of the domains present in the protein encoded by these two genes
indicated the presence of a N-terminal Rhodanase domain that is
characteristic of the mammalian MKP subfamily of DUSP phos-
phatases (Keyse and Ginsburg, 1993). This domain was only
present in this protein among the 14 D. discoideum DUSP proteins.
A search of the D. discoideum genome encoded proteins showed
that only the cdc25 homologous protein contained this domain, in
addition to the DDB0238327/28(mkpB) encoded protein. Fig. 1b
shows the location of the two regions of the Rhodanase domain,
as well as the phoshatase domain, on the DDB0238327/28(mkpB)
encoded protein. The alignment of the two regions of the
Rhodanase domain to those of human MKP1 and MKP4 and of
the D. discoideum cdc25 proteins is shown in Fig. 1C. The presence
of this N-terminal domain, and the similarity of the phosphatase
domain, indicate that the protein encoded by the DDB0238327/28
genes is the D. discoideum protein more similar to mammalian
MKP protein phosphatases so that the gene will be named mkpB
and the protein MkpB in this article.

3.2. Determination of MkpB protein phosphatase activity

Functional characterization of MkpB was approached in AX4
cell populations over-expressing MkpB under control of the
constitutive Actin 15 promoter. The same vector was used to
over-express the previously characterized mkpA gene, used as a
positive control. Cell populations derived from a large number of
independent transformants were collected and used to determine
phosphatase activity in vitro using the 3-O-methylfluorescein
phosphate (OMFP) substrate and the results are shown in
Fig. 2a. Two independent populations of cells over-expressing
MkpB (MkpB OE1 and MkpB OE2) showed significantly more
phosphatase activity than non-transformed AX4 cells. Cells over-
expressing MkpA also showed more phosphatase activity.

The in vivo effects of MkpB over-expression on Erk2 phos-
phorylation was studied activating the cells with folic acid, that
had been previously shown to induce Erk2 phosphorylation
(Nguyen and Hadwiger, 2009). Concordantly, folic acid quickly
induced Erk2 phosphorylation in AX4 cells reaching maximal
levels by one minute to decrease thereafter (Fig. 2b). The cells that
over-express MkpB showed lower Erk2 phosphorylation levels
(Fig. 2b). These results indicate that MkpB over-expression result
in a decrease in phosphorylated Erk2, in agreement with its
expected function as a protein phosphatase.
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Fig. 1. D. discoideum genes coding for dual-specificity protein phosphatase homologous proteins. A search of the D. discoideum genome using the protein phosphatase
domain of human MKP1 dual-specificity protein phosphatase detected the existence of 14 genes coding proteins with significant similarity. Panel A shows a phylogenetic
tree indicative of the functional domain similarities among the D. discoideum proteins and with human MKP1, MKP4 and slingshot 3 dual-specificity protein phosphatases.
Evolutionary distances, calculated as the fraction of nucleotide changes, are indicated over each branch and the scale is shown in the lower left corner. Bootstrap values
over 850 were obtained for the Hs-mkp1/mkp4, DdmkpA/DDB0238478 and Ddmpl1/mpl2 associations. Panels B and C show the results obtained in a more detailed study
of the D. discoideum gene DDB0238328, named mkpB in this article. Panel B shows the domain structure of the encoded protein, including the two regions of the Rhodanase
domain (A, B) and the phosphatase domain. Domain limits are indicated underneath the scheme. Panel C indicates the alignment of the amino acid sequences of the A (left
panel) and B (right panel) Rhodanase subdomains of D. discoideum MpkB and cdc25 and human Mkp1 and Mkp4 proteins.

3.3. Developmental expression of the mkpB gene

Expression of the mkpB gene in cells at growth and during
multicellular development was analyzed by Northern blot
(Fig. 3a). Low levels of expression were detected in growing cells
and during the first hours of development but expression was
strongly induced by 12 h of development and maintained at later
developmental stages.

The possible cell-type specificity of mkpB expression was
analyzed by cloning the complete intergenic region upstream of
mkpB (1298 nt) in a lacZ reporter vector. D. discoideum AX4 cells
were transfected with this reporter vector and lacZ expression
analyzed at several developmental stages, as shown in Fig. 3b.
mkpB promoter activity was detected in aggregates, being more
intense in the upper, central part of the structures (Fig. 3b1). Later
on during development promoter activity was detected in the

whole structures although it was more intense in cells with a
distribution typical of anterior-like cells. These cells were scat-
tered in tight mounds, although they were more abundant in the
basal region (Fig. 3b2). In finger and slug structures the more
intensely stained cells were detected at the tip and scattered in
the posterior prespore region (Fig. 3b3 and b4). In culminant
structures the more intensive staining was observed in the basal
disk, stalk, upper and lower cup regions (Fig. 3b5), as also
described for anterior-like cells.

3.4. Analysis of mkpB function during development

The generation of mutant strains by homologous recombina-
tion was attempted to study MkpB function. However, this
approach was not possible in AX4 cells, where this gene is
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Fig. 2. Determination of MkpB phosphatase activity. Panel A: the phosphatase
activity of extracts from AX4 cells or AX4 cells expressing MkpB (MkpB OE1, MkpB
OE2) or MkpA (MkpA OE) was determined using 3-O-methylfluorescein phosphate
(OMFP) as a substrate. Panel B: AX4 cells, either non-transfected or expressing
MkpB (MkpB OE) or a catalytically inactive form of the enzyme (MkpB DN) were
stimulated with folic acid and collected 1, 3 or 6 min thereafter. The presence of
phosphorylated ErkB was analyzed by Western blots using anti-phospho Erk
antibodies, as shown in the upper panel. The amount of phospho-ErkB was
quantified by densitometry and normalized to the amount of actin present in
each sample, as determined by Western blot. The results of the quantification are
shown in the lower part of the panel. All data are representative of three
independent experiments performed by triplicate.

duplicated, and was unsuccessful in AX2 cells, that contain a
single copy of the gene. This circumstance forced the use of
alternative approaches. Dual-specificity protein phoshatases
require the presence of a conserved Cystein residue in their active
center (Denu and Dixon, 1995; Zhou et al., 1994). In mammals,
mutation of this residue originates catalytically inactive mutants
that work as dominant-negative forms of the protein (Sanchez-
Perez et al., 2000). Therefore, the codon corresponding to MkpB
Cystein 294 (TGC) was changed to the Valine codon GCT. The
inactive form of the protein (MkpB-DN) was expressed in AX4
cells under the control of the constitutive Actin 15 promoter. The
possible consequences of the expression of this cataytically

inactive form on Erk activity was analyzed in vivo in response
to folic acid. The cells that expressed the catalytically inactive
form showed a larger increase in Erk phosphorylation in response
to folic acid than AX4 cells (Fig. 2b) in agreement with the
proposed inactivating effect of the expression of this mutated
MkpB form. Therefore, these cells have been named MkpB-DN
(dominant negative) in the rest of the article.

Cells expressing MkpB-DN did not show any differences with
the original cells in their growth, either in axenic media or feeding
on bacteria (data not shown). Multicellular development was
studied laying starved cells on plastic dishes (Fig. 4a) or over
Nitrocellulose filters (Fig. 4b). Two different pools of cells expres-
sing MkpB-DN, derived from independent transformations, were
used in these studies (MkpB-DN1 and MKpB-DN2). These cells
polarized during aggregation on plastic dishes and associated into
streams (Fig. 4a) although they were less tightly packed than non-
transformed cells (compare lower panels in Fig. 4a). In agreement
with these data, MkpB-DN cells aggregated by 12 h of develop-
ment on Nitrocellulose filters (Fig. 4b). However, post-aggregative
development was greatly impaired in MkpB-DN expressing cells.
Most of the aggregates did not continue development and those
that progressed further formed very small slug (Fig. 4b, 20 h) and
small culminant structures with thickened stalks, even after 48 h
of development (Fig. 4b, 24 and 48 h). This phenotype was not
due phosphatase activity-independent effects of MkpB over-
expression because expression of non-mutated MkpB using the
same vector did not produce any alteration in development
(Fig. 4b).

Postaggregation development is a coordinated process that
involves differentiation of prespore and prestalk cells, morpho-
genetic movements and, later on, the terminal differentiation of
stalk cells and spores. To determine which of these processed was
altered by MkpB-DN the expression of several developmental
markers was studied. The expression of gene coding for the cAMP
receptor 1 (carA) is induced at aggregation in AX4 cells to
decrease at later developmental stages (Fig. 5a, AX4). The cells
that express MkpB-DN showed carA induction at aggregation with
a small delay of two to four hours in relation to AX4 cells (Fig. 5a,
MkpB-DN1 and MkpB-DN2). carA mRNA levels also decreased
from 16 h of development in MkpB-DN expressing cells although
significant expression was maintained in MkpB-DN1 cells up to
24 h of development. The prestalk gene ecmB (coding for an
extracellular matrix protein) and the prespore gene cotD (coding
for a protein of the spore coat) are induced in AX4 cells after
aggregation (10-12h of development) while mRNA levels
decrease at culmination (24 h), as shown in Fig. 5b and c. The
cells that express MkpB-DN showed an important delay in the
expression of both markers (Fig. 5b and c). These data indicate
that MkpB-DN expression originated a marked delay in the
differentiation of both prespore and prestalk cells that might
explain the blockage observed in post-aggregative development.

3.5. MkpB involvement in D. discoideum response to cisplatin

Cisplatin (CDDP) is one of the antitumoral drugs more relevant
in clinical treatments and the human MKP1 protein is involved in
the mechanism of resistance to this compound. For example,
MKP1 is expressed in non-small-cell lung cancer and decreasing
its expression significantly increases the sensitivity of these
cells to CDDP (Chattopadhyay et al, 2006; Cortes-Sempere
et al., 2009). To know if D. discoideum MKPs could play a similar
role both MkpA and MKkpB proteins were overexpressed in AX4
cells. Cells over-expressing D. discoideum MkpA or MkpB showed
increased resistance to CDDP, in comparison to AX4 cells (Fig. 6a).
On the contrary, expression of MkpB-DN protein produced
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Fig. 3. Expression of the mkpB gene. Panel A: temporal mkpB mRNA expression in growing cells (0) and at different times of multicellular development (2-24 h) was
analyzed by Northern blot. The upper panel shows the hybridization signals and the lower panel the Ethidium Bromide staining of the RNA gel. Panel B: the promoter
region of the mkpB gene was cloned in a lacZ reporter vector. Developmental structures obtained from cells transformed with this vector were stained to detect lacZ activity
and counterstained with eosine. The structures shown correspond to the early aggregate (panel B1), tight aggregate (B2), finger (B3), slug (B4) and culminant (B5) stages of

development.

increased sensitivity to CDDP, as shown in Fig. 6b. These data
indicated that MAP kinase activity is involved in CDDP sensitivity.
To further test this possibility, cells mutated in one of the two
genes coding for D. discoideum MAP kinases, erkB, were analyzed
and showed to be significantly more resistant to CDDP than wild
type AX4 cells (Fig. 6b). These results indicated that the mechan-
isms of response to CDDP involving MAP kinases and MKP
proteins are conserved between humans and D. discoideum and
that this ameba could be a good model system to study the
implication of these proteins in CDDP resistance.

4. Discussion

The gene mkpB codes for the D. discoideum protein more
similar to animal MAP kinase phosphatases (MKPs), among the
14 genes that code for dual-specificity protein phosphatase
domain containing proteins in this organism. This conclusion is
based on the similarity of the MkpB protein phosphatase domain
with those of mammalian MKP1 and MKP4 proteins that makes
them group together in the phylogenetic tree shown in Fig. 1, in
addition to the DDB020286-encoded protein. The second argu-
ment is the presence of a region with similarity to the Rhodanase
domain, characteristic of animal MKPs (Keyse and Ginsburg,
1993), in the N-terminal region of MkpB. This domain was only

found in MkpB among the 14 D. discoideum dual-specificity
protein phosphatases. In addition, only MkpB and Cdc25 pre-
sented a Rhodanase domain among D. discoideum proteins. Cells
over-expressing MkpB showed increased phosphatase activity in
in vitro assays. Besides, Erk2 phosphorylation in response to folic
acid stimulation was reduced in MkpB-over-expressing cells,
indicating that the mkpB gene codes for a functional MAP kinase
phosphatase protein.

This gene is expressed in replicating ameba and at all stages of
the developmental process induced by starvation. However, its
expression is strongly induced at 12 h of development, after the
aggregation process is completed. Analysis of reporter vectors
containing the promoter region indicated that mkpB is expressed
at all the regions of the structure although the highest levels of
expression are found in cells with the same distribution as
anterior-like cells. This cell population show a scattered distribu-
tion in slug and finger structures and form part of the basal disk,
stalk, lower and upper cup and tip regions in culminant
structures.

The study of mkpB function was initially approached through
the generation of mutant strains by homologous recombination.
However, this approach was not possible in AX4 cells, because the
gene is duplicated in this strain, and was unsuccessful in AX2
cells. The alternative strategy of expressing an inactive form of
the protein (MkpB-DN) previously described for mammalian
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Fig. 4. Multicellular development of cells expressing a catalytically inactive form of MkpB. D. discoideum AX4 cells were transformed with a vector expressing MkpB (MkpB
OE) or a catalytically inactive form of MkpB (MkpB-DN) under the control of the constitutive Actin 15 promoter. AX4 cells or two populations of transformed cells (MkpB
DN1, MkpB DN2) were harvested and laid on plastic dishes (panel A) or Nitrocellulose filters (panel B) to observe multicellular development. AX4 cells transformed with
MkpB (MkpB OE) were also laid on Nitrocellulose filters (panel B). The images of panel A were obtained at 12 h of development while those of panels B were taken at the

times indicated in the upper part of the panels.

MKPs (Denu and Dixon, 1995) was, therefore, chosen. Cells
expressing the MkpB inactive form of the protein grew similarly
to AX4 cells both in axenic media and feeding on bacteria, which
would indicate that MkpB is not required for cell proliferation.
Multicellular development was, however, greatly impaired. Cells
expressing MKpB-DN initiated aggregation at about the same
time as AX4 cells, polarized and formed streams timely, although
they were not as tightly packed in the streams as AX4 cells.
Most of the aggregates formed by MkpB-DN-expressing cells
did not progress any further in the developmental process, even
after 48 h from starvation. The few aggregates that proceeded
further formed very defective structures. The morphological
alterations were reflected in the pattern of expression of differ-
entiation marker genes. Cells expressing MkpB-DN expressed the
carA aggregation-specific gene with a temporal pattern similar to
that of AX4 cells, except for a small delay of about two to four
hours. However, one prestalk (ecmB) and one prespore (cotD)
gene, whose expression is induced after aggregation, showed a
marked delay with respect to AX4 cells. Besides, the expression
of these genes remained at high levels at 24 h of development
while their expression decreased in AX4 cells after culmination

was completed. This result is in agreement with the morpholo-
gical observation that MkpB-DN expressing cells remained at
the mound stage of development. These data also indicate
that the developmental delay observed was not limited to
specific defects in prestalk or prespore cell differentiation but
to a very general blockage of differentiation and morphogenesis.
However, the phenotype could be initially due to impairment
of prestalk or prespore cell differentiation since a block in one
cell type often interferes with the development of another
cell type.

Dual-specificity protein phosphatases regulate the activity of
MAP kinases, inactivating them. The defects observed in MKkpB-
DN expressing cells are expected to be due to interference with
the MAP kinase regulatory pathways that regulate development.
The existence of 14 D. discoideum genes coding for MAP kinase
phosphatase homologous proteins makes possible that the phe-
notype observed could be due to interference with other phos-
phatases, in addition to or instead MkpB. However, the temporal
coincidence of mkpB expression and the defects observed is
consistent with the phenotype being due to interference with
MkpB-dependent regulatory pathways.



206 V. Moncho-Amor et al. / Differentiation 81 (2011) 199-207

a
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 24
e
MkpB DN2 - - -
carAd
b
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 24
AX4 e -
MkpB DN2 -
ecmB
C

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 24

MkpB DN1

MkpB DN2

cotD
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 24

[ '1‘15-‘|ol~
AX4
EO e e S e
MkpB DN1
MkpB DN2

Fig. 5. Analysis of gene expression during development of cells expressing a MkpB
catalytically inactive form. RNA was extracted from AX4 cells or two populations
of AX4 cells expressing a MkpB catalytically inactive form (MkpB DN1, MkpB DN2)
during growth (0) or after 2-24 h of development (2-24). The expression of the
aggregation-specific gene carA, coding cAMP receptor 1 (panel A), the prestalk
ecmB gene, coding for the extracellular matrix protein EcmB (panel B) or the
prespore-specific cotD gene, coding for the spore coat protein CotD (panel C) was
analyzed by Northern blot. The lower panel shows the Ethidium Bromide staining
of the gels.

As mentioned in the Introduction section, only two genes
coding for MAP kinases have been identified in D. discoideum, erkA
and erkB, and both genes are required for regulation of develop-
ment. ErkA is expressed at growth but its expression is also
induced from 8 h of development under the control of a devel-
opment-specific promoter (Gaskins et al., 1994). This promoter
drives erkA expression in cells with a distribution similar to that
of anterior-like cells and also very similar to the one observed for
cells with maximal mkpB expression, as mentioned above. Cells
where the erkA genes has been mutated form small aggregates
that, in the most part, do not continue development (Nguyen
et al., 2010; Sobko et al., 2002), as also observed for cells
expressing MkpB-DN.
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Fig. 6. Cisplatin sensitivity of D. discoideum cells expressing wild type or
catalytically inactive Mkp proteins. Panel A: AX4 cells non-transfected (AX4), or
transformed with vectors where the expression of MkpA (MkpA OE) or MkpB
(MkpB OE) was regulated by the constitutive Actin 15 promoter. Cells were
incubated in the presence of 0-200 pg/ml of cisplatin (CDDP) for 48 h. The number
of viable cells was estimated by MTS hydrolysis after 48 h of treatment and
represented as the percentage of untreated cells. Panel B: AX4 cells (AX4),
a population of AX4 cells expressing a catalytically inactive form of MkpB
(MkpB DN) or erkB-mutant cells (Erk B-) were incubated in the presence of
0-200 pg/ml of cisplatin (CDDP) for 48 h and the MTS assay performed. The
percentage of viable cells was calculated as indicated in panel A. All data are
representative of three independent experiments performed by triplicate.

Cells mutated in the erkB gene do not aggregate because Erk2
is required for establishment of the cAMP oscillatory waves that
regulate this process (Maeda et al., 2004). In addition, Erk2 is also
required for prespore cells differentiation at the mound stage of
development, in a process that is independent of cAMP signaling
(Gaskins et al., 1996).

Two dual-specificity protein phosphatases with the capacity to
regulate Erk1l and Erk2 activity have been characterized in
D. discoideum, MPL1 and MkpA. Mpl1 expression is induced by
5 h of development and mutant cells show defective streaming
and aggregation (Rodriguez et al., 2008). Similarly, mkpA mutant
cells show impaired aggregation (Sawai et al., 2007), suggesting
that these two protein phosphatases regulate the aggregation
process that is dependent on Erk2 activity. On the contrary, mkpB
expression is induced after aggregation and expression of MkpB-
DN does not significantly alter the aggregation process, indicating
that this protein phosphatase rather regulates cell differentiation
and morphogenesis. We would like to suggest that MkpB might
be responsible for Erkl inactivation, given that both proteins
show similar expression patterns and Erk1 has been related to cell
differentiation and tip formation, as mentioned above. Expression
of the catalytically inactive mutant is expected to result in
sustained Erk1 activation and the functional consequences could
be the opposite of erkA mutation. However, long-lasting



V. Moncho-Amor et al. / Differentiation 81 (2011) 199-207 207

stimulation of MAP kinases can also negatively affect the involved
signaling pathways and the consequences on Erk1-overstimula-
tion have not been described. In addition, MkpB could also
regulate Erk2 activity during spore differentiation since MKkpB-
DN expressing cells show a strong delay in the expression of the
cotD prespore gene. Obviously, further experiments will be
necessary to confirm or reject these hypotheses.

The last part of the article approaches the study of a different
function that has been described for mammalian MKP proteins. A
strong correlation between MKP1 activity and cisplatin resistance
has been shown in human cancer cells. Cells with decreased
Mkp1 expression or over-expressing a dominant-negative form
of the enzyme are more sensitive to cisplatin while cells that
over-express this protein are more resistant to the drug
(Chattopadhyay et al., 2006; Sanchez-Perez et al., 2000). The
same effect was observed for two D. discoideumn MAP kinase
phosphatases, MkpA and MkpB. Cells over-expressing any of
these phosphatases are more resistant to cisplatin. On the con-
trary, cells that express a MkpB catalytically inactive form are
more sensitive. Furthermore, cells mutated in the MAP kinase-
coding gene erkB are more resistant to cisplatin than wild type
cells. In agreement with these data, ErkB regulates the activity of
the cAMP phosphodiesterase RegA (Maeda et al., 2004), that has
also been involved in cisplatin resistance in D. discoideum (Li et al.,
2000; Niedner et al., 2001). These observations indicate that MAP
kinase- and MKP-dependent cisplatin resistance mechanisms
have been conserved through evolution and makes of D. discoi-
deum a good model system for their study.
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Abstract DNA repair pathways enable tumour cells to sur-
vive DNA damage induced by external agents such as ther-
apeutic treatments. Signalling cascades involved in these
pathways comprise the DNA-dependent protein kinase
(DNA-PK), Ataxia-telangiectasia mutated (ATM), ATM
and Rad3 related (ATR) and checkpoint kinases I and 2
(Chk1/Chk2), among others. ATM and ATR phosphorylate,
respectively, Chk2 and Chkl, leading to activation of
checkpoints. Chk2 acts as a signal distributor, dispersing
checkpoint signal to downstream targets such as p53,
Cdc25A, Cdc25C, BRCA1 and E2F1. A role of Chk2 as a
candidate tumour suppressor has been suggested based on
both mouse genetics and somatic tumour studies. We will
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discuss here the possible role of this kinase in human car-
cinogenesis and the possibility to use it as a target to incre-
ment DNA damage in cancer cells in response to DNA-
damaging therapies.

Keywords CHK?2 - ATM - ATR - DNA damage -
Checkpoints - Chemotherapy

Introduction

Mammalian cells are at permanent risk of damage to their
DNA [1], inflicted by environmental factors including ul-
traviolet (UV) light, ionising radiation and oxidative stress.
These lesions (1x10%day) are mainly single- and double-
strand breaks. If these lesions are not repaired, the cells ac-
quire genomic instability. The maintenance of genomic sta-
bility is essential for normal functioning and survival of
mammalian cells and is pivotal to avoid cancer. Cells have
developed sophisticated mechanisms to maintain the geno-
me’s integrity, which relies on a coordinated network that
activates check-point controls in the cell cycle, activated in
response to DNA damage and break advance of the cell cy-
cle, allowing the DNA to be repaired before advancing;
otherwise a senescence or death cell programme is activat-
ed. Indeed many individuals with syndromes with a genetic
predisposition to cancer harbour mutations on the DNA re-
pair systems.

Cell cycle checkpoint maintenance is therefore a key is-
sue for preventing cancer. Therefore, a lot of effort has
been invested in the study of the proteins that accomplish
these processes and how their activity is modified in can-
cer. Another important aspect to study is their role in the
responses to DNA damage induced as a result of chemo-
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DNA DAMAGE
IR Single strand-brake
Chemotherapeutics Chemotherapeutics
DSB Replicative stress

Fig. 1 DNA-damage response signaling pathway. DNA damage is induced either by exogenously (ioniz-
ing radiation-IR, chemotherapeutics, double strand-break-DSB, single-strand brake) or endogenously
(Replicative stress), Different proteins are recruited to the damaged DNA forming complexes. MRN
complex (Mrell, Nbsl and rad 50) is involved in activation of ATM in response to DBS. ATR is activat-
ed in response to single strand brakes by interacting with the ATRIP complex (Rad17, RFC, ATRIP,
RPA, Husl and Rad9). Depending on the type of stress either Chk2 or Chkl are activated by ATM and
ATR respectively. Chkl and Chk2 can phosphorylate a number of substrates that results in activation of

DNA repair, apoptosis, G1 arrest, G2/M arrest and S-phase arrest

therapy and radiotherapy treatments. Among the proteins
involved in these processes, the checkpoint kinase 2
(CHK2) has been the subject of many molecular and bio-
chemical studies and it has been revealed as an interesting
therapeutic target for the treatment of cancer.

DNA damage checkpoints and CHK?2

The mechanisms that are activated after damage of DNA
are relatively lesion specific, as are the signalling pathways
that are activated in response to the damage (Fig. 1). DNA
lesions are recognised by sensor damage proteins such as
Mrel1-Rad50-Nbsl (MRN complex) and BASC complex
[2, 3]. These proteins recruit and activate the ataxia-telang-
iectasia mutated (ATM) protein, a member of the family of
phosphoinositide-3-kinase-related kinases (PIKKs) [2, 3].
Two other PIKKs, DNA-dependent protein-kinase (DNA-
PK) and ATR (ATM and Rad3 related), are also activated.
These three proteins phosphorylate other targets that con-
tribute to the DNA-damage response, minutes after damage
formation. One of these proteins is histone H2AX, which,
after being phosphorylated (YH2AX), recruits other pro-
teins with chromatin remodelling activity, a step essential

to the repair of DNA. Among the proteins that are recruit-
ed, we can find MDCI1, 53BP1 and BRCAI1, which are
ATM substrates and mediators of the DNA-damage re-
sponse.

Participation of ATM and ATR is necessary for the
function of three DNA-damage checkpoints, G1/S, Intra S-
phase and G2/M. These three checkpoints are necessary to
maintain genomic stability since defects in ATM or ATR
are associated with cancer-prone syndromes. Mutations in
ATM are responsible for the disease ataxia telangiectasia
(AT), an autosomal recessive disease that, besides predis-
posing patients to cancer, induces cerebral ataxia, mental
retardation, defective immune functions and neurological
problems [4]. ATR mutations predispose to Seckel syn-
drome, a rare autosomal recessive disease that shows
growth and mental retardation and microcephalia [4]. Both
AT and Seckel syndrome patients show hypersensitivity to
ionising radiation, which also induces genomic instability
in Seckel patients [4].

The cascade of activation of the DNA damage signal
continues with phosphorylation and activation of Chk1l and
Chk2 by the PIKKs ATR and ATM, respectively. Chkl and
Chk2 phosphorylate cdc25A at Ser 76 and Ser 124, which
causes it to bind B-transducin repeat-containing protein (j3-
TrCP), a component of the SCF-ubiquitin ligase complex

@ Springer
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and Cdc25A degradation that results in arrest in G1/S [4,
5]. Additionally, ATR, ATM, DNA-PK, Chk2 and Chkl
phosphorylate and activate p53. pS3 activates transcription
of p21, which activates G1/S checkpoint by inhibiting two
G1/S cyclin-dependent kinases (CDK), CDK2 and CDK2,
thereby allowing DNA repair to occur. During the S phase
of the cell cycle, phosphorylation of Cdc24A by Chkl1 and
Chk2 induces the intra-S-phase checkpoint, allowing repair
of the DNA of the cell in this phase of the cell cycle. The
delay in the cell cycle is due to the degradation of the S-
phase cyclin E/CDK2 complex. Other proteins such as BR-
CA1, 53BP1 and MDC1 also contribute to activate this
checkpoint. During the G2-phase of the cell cycle, DNA
damage, a G2/M checkpoint is activated, preventing the
damaged cell from entering mitosis. Chk2 or Chkl phos-
phorylated CDC25C is a dual specific phosphatase which
binds to 14-3-3 sequestering CDC25C away from its sub-
strate CDC2. p53, once activated by the different kinases,
also contributes to inhibit G2/M transition by activating
transcription of p21 and 14-3-3. p21 activity effectively
blocks phosphorylation of CDC2 and the sequestering of
CDC25C in the cytoplasm promotes the activation of
Weel, a tyrosine kinase that negatively regulates CDC2,
therefore blocking entry into mitosis.

Cxhk?2 is also involved in DNA repair. Following Chk2
phosphorylation on S988, BRCALI is released from the nu-
clear foci and functions in a homologous recombination
pathway and inhibits non-homologous end joining (NHEJ),
favouring the error-free mechanism of double strand repair
[6-9]. Chk2 can also phosphorylate and stabilise the tran-
scription factor FOXM1, which activates the expression of
BRCAI1 and base excision repair factor X-ray cross-com-
plementing group 1 (XRCC1), which operates in homolo-
gous recombination repair and the base excision repair
pathway [10].

Role of Chk2 in cancer

CHEK?2, the human gene coding for Chk2, was discovered
in 1998. Many reports in the literature suggest that CHEK?2
is not a tumour suppressor gene but is involved in cancer
susceptibility.

Germline mutations of CHK?2 have been found in fami-
lies with Li-Fraumeni Syndrome (LFS) 11, a rare familial
cancer disease [11, 12]. This disease is characterised at the
molecular level by heterozygous germline mutation in the
gene encoding p53, TP53 [13]. The risk of developing can-
cer among these individuals is 85% over the lifetime and
42% between birth and the age of 16. Loss of heterozygos-
ity (LOH) on CHEK?2 is associated with tumour initiation
in some these families, which results in total loss of func-
tion of TP53. A subset of LFS families do not harbour
TP53 mutations. In these families a study looking for mu-
tations in CHEK?2 detected three different mutations,
1157T, 1100delC and 1422delT, in one or more individuals
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from each of these families. These findings led to the con-
clusion that CHEK 2 was another gene involved in LFS
[11]. Other studies demonstrated later that one of these
mutations (1422delT) was a polymorphism and the other
two were founder mutations present in healthy individuals
in healthy populations. Other studies have demonstrated
with statistical significance that 1100delT and 1157T are
moderate penetrant cancer susceptibility mutations increas-
ing the risk of developing breast and prostate cancers [14,
15]. On the other hand, 1157T has also been reported to in-
crease the risk of developing thyroid, bladder, kidney, ovar-
ian and colorectal cancers, and leukaemias [16—18]. Another
interesting observation was that carriers of the 1100delC,
who have an increased risk of bilateral breast cancer, de-
veloped contralateral cancer in a high percentage after hav-
ing received radiation therapy for the first breast cancer
[19]. These findings support the hypothesis that CHK?2 is a
cancer susceptibility gene that can synergise with other
genes or factors to induce cancer.

Recently, the relationship between Mrell complex and
chk2 in the DNA damage response was approached geneti-
cally [20]. This group generated Nbs12B/AB Chk2~/~ and
Mrel ] ATLDVATLDL mjce Tn these animals Chk2 deficiency
did not modify the checkpoint defects or chromosomal in-
stability of Mrell complex mutants. However, the double
mutant mice exhibited synergistic defects in DNA damage
induced p53 regulation and apoptosis. The triple mutant
mice were also predisposed to tumours. By contrast, DNA-
PK-deficient mice in which G1-specific chromosome
breaks are present did not exhibit synergy with Chk2~~
mutants. These data supported a global role of Chk2 as a
tumour suppressor although Chk2 deficiency alone does
not appreciably increase spontaneous tumour risk.

Finally, analysis of CHEK2 mutations has been per-
formed in different types of tumours but these are rare and
infrequent. Loss of the arm of chromosome 22q13 where
CHEK?2 is located has been reported in an important pro-
portion of breast, colorectal, ovarian and brain tumours
[21-24].

Decreased expression of chk2 has been found in almost
50% of studied cases of colon cancer. Quantitative studies
revealed a decrease in pChk2, especially in early stages of
colon carcinomas [25].

Targeting checkpoints in cancer treatment

Results obtained from different studies in tumours do not
clearly define the role of Chk2 in cancer, although it ap-
pears to act in some cases as a cancer susceptibility gene.
As previously shown, Chk2 has a clear and important role
in DNA damage responses. DNA-damaging therapies are
still one of the most common cancer treatments, particular-
ly in combination with drugs with different mechanisms of
action. Even though induction of DNA damage is an effec-
tive approach for tumour control, side effects induced by
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the doses used in the clinic involving toxicities to the hae-
matological, gastrointestinal and other organs usually limit
the used of chemotherapy in the clinical practice. Modula-
tion of checkpoint regulating responses to these types of
drugs can appear as a potential strategy to sensitise cells to
the DNA-damaging agents.

One of the first modulators of checkpoint pathways was
caffeine, an inhibitor of ATM and ATR, and after this the
staurosporine derivative UCN-01. By using these agents, it
was shown that both could abrogate DNA damage induced
Gy arrest and selectively sensitise p53 mutant cells to radi-
ation, since radiation induces G, arrest [26-29]. Later,
Chk1 was recognised as one of the targets of UCN-01, sup-
porting the fact that targeting checkpoint proteins would be
a useful strategy to enhance cytotoxicity of tumour cells to
therapy [30, 31]. UCN-01 is also a potential inhibitor of
other kinases including Chk2, cyclin-dependent kinases,
therefore the potential mechanisms would not be compared
with those obtained with more specific inhibitors. A num-
ber of clinical trials are still ongoing with UCN-01 in com-
bination with different DNA-damaging therapies.

The basis of tumour sensitisation to DNA-damaging
agents relies on the observation that most tumours are defi-
cient in the DNA damage G1 checkpoint or other compo-
nents of the general checkpoint signalling response. This is
the case of tumours with high rates of p53 mutations,
which results in the availability restricted to the S and G2
phase checkpoints, to repair DNA damage and guarantee
cell survival. Thus abrogation of these intact checkpoints
should lead to tumour death in contrast with the normal tis-
sue.

Different agents that inhibit CHK1 and less potent in-
hibitors of CHk2 such as AZD7762, PF447736 and XL844
are being evaluated in phase I studies acting in combina-
tion with gemcitabine [32, 33]. IC83, a Lilly/ICOS agent,
has been recently approved to enter a phase I study in com-
bination with pemetrexed [33]. AZD7762, PF447736 and
XL.844 are also inhibitors of Chk2, activating the G1
checkpoint and apoptotic pathways. Therefore it has been
hypothesised that CHK2 inhibition should lead also to en-
hance the effect in p53-null cancer cells [34]. Supporting

this, other authors have described that an ATP-competitive
inhibitor of CHK?2 protected human CD4(+) and CD8 (+)
T cells from apoptosis following ionising radiation [35].
Also in agreement with this, the CHK2-specific inhibitor
VRX0466617 attenuated IR-induced apoptosis in short-
term assays, while does not have an effect on the cytotoxic-
ity of doxorubicin, taxol or cisplatin [36].

Other preclinical data has also evidenced that inhibiting
CHK?2 expression is found to show activity in two cellular
models of mitotic catastrophe, indicating a potential role
for chemosensitisation to doxorubicin.

Targeting of chk2 with SiRNA prevents survivin release
from the mitochondria and enhanced apoptosis following
induction of DNA damage by IR or doxorubicin and in-
hibits the growth of resistant in vivo tumours [37]. There-
fore, activated chk2 circumvents its own tumour-suppres-
sor functions by promoting tumour and cell survival. In
agreement with this, expression of a dominant negative of
chk2 potentiates cytoxicity in HCT116 colon carcinoma
cells to doxorubicin.

As described above, Chk2 clearly may represent a
brake for oncogenesis in the absence of activation of DNA
damage. In this situation, activation of Chk2 may force
cells to enter senescence or apoptosis. Evidence comes
from a recent study demonstrating stable transfection of
pS53-deficient DLDI1 colon cancer and HeLa carcinoma cell
lines [38]. Inducible expression of Chk2 in the absence of
DNA damage was detected by phosphorylation on T68. In
this situation increased levels of phosphorylated Chk2 in-
duced a decrease in cell proliferation, G2 arrest and apop-
tosis. Therefore manipulating the phosphorylation stage of
Chk2 by inhibition of the phosphatase PPM1D/WIP
(which targets T68) should have a therapeutic effect [39].

More work is necessary to clarify the precise role of
Chk2 in tumorigenesis and how general and prevalent the
role of CHEK?2 is as a multiorgan tumour susceptibility
gene. On the other hand, in cancer patients resistant to
DNA-damaging therapies, a strategy inhibiting the function
of Chk2 may be useful to sensitise tumours, once the par-
tial overlap and redundancy of the Chkl protein is clari-
fied.

References

. Jackson SP (2001) Detecting, signalling and re-

pairing DNA double-strand breaks. Biochem Soc
Trans 29:655-661. Review

. SuTT (2006) Cellular responses to DNA damage:

one signal, multiple choices. Annu Rev Genet
40:187-208. Review

. Sanchez-Pérez I (2006) DNA repair inhibitors in

cancer treatment. Clin Transl Oncol 8:642-646.
Review

. O'Driscoll M, Jeggo PA (2006) The role of dou-

ble-strand break repair-insights from human ge-
netics. Nat Rev Genet 7:45-54

. Karlsson-Rosenthal C, Millar JB (2006) Cdc25:

mechanisms of checkpoint inhibition and recov-
ery. Trends Cell Biol 16:285-292

. Lee JS, Collins KM, Brown AL et al (2000)

hCds1-mediated phosphorylation of BRCAI1 reg-

~

oo

hel

ulates the DNA damage response. Nature 404:
201-204

. Zhang J, Willers H, Feng Z et al (2004) Chk2

phosphorylation of BRCA1 regulates DNA dou-
ble-strand break repair. Mol Cell Biol 24:708-718

. Wang HC, Chou WC, Shieh SY, Shen CY (2006)

Ataxia telangiectasia mutated and checkpoint ki-
nase 2 regulate BRCALI to promote the fidelity of
DNA end-joining. Cancer Res 66:1391-1400

. Zhuang J, Zhang J, Willers H et al (2006) Check-

point kinase 2-mediated phosphorylation of BR-
CA1 regulates the fidelity of nonhomologous end-
joining. Cancer Res 66:1401-1408

. Tan Y, Raychaudhuri P, Costa RH (2007) Chk2

mediates stabilization of the FoxM1 transcription
factor to stimulate expression of DNA repair
genes. Mol Cell Biol 27:1007-1016

. Bell DW, Varley JM, Szydlo TE et al (1999) Het-

erozygous germ line hCHK2 mutations in Li-
Fraumeni syndrome. Science 286:2528-2531

12.

13.

14.

15.

17.

Li FP, Fraumeni JF Jr, Mulvihill JJ et al (1988) A
cancer family syndrome in twenty-four kindreds.
Cancer Res 48:5358-5362

Malkin D, Li FP, Strong LC et al (1990) Germ
line p53 mutations in a familial syndrome of
breast cancer, sarcomas, and other neoplasms.
Science 250:1233-1238

Meijers-Heijboer H, van den Ouweland A, Klijn J
et al; CHEK2-Breast Cancer Consortium (2002)
Low-penetrance susceptibility to breast cancer
due to CHEK2(*)1100delC in noncarriers of BR-
CA1 or BRCA2 mutations. Nat Genet 31:55-59
Seppild EH, Ikonen T, Autio V et al (2003) Germ-
line alterations in MSR1 gene and prostate cancer
risk. Clin Cancer Res 9:5252-5256

. Cybulski C, Gérski B, Huzarski T et al (2004)

CHEK?2 is a multiorgan cancer susceptibility
gene. Am J Hum Genet 75:1131-1135

Szymanska-Pasternak J, Szymanska A, Medrek K
et al (2006) CHEK?2 variants predispose to be-

@ Springer



542

Clin Transl Oncol (2008) 10:538-542

20.

21.

22.

23.

24.

25.

nign, borderline and low-grade invasive ovarian
tumors. Gynecol Oncol 102:429-431

. Kilpivaara O, Alhopuro P, Vahteristo P et al

(2006) CHEK?2 I157T associates with familial and
sporadic colorectal cancer. J Med Genet 43:e34

. Broeks A, de Witte L, Nooijen A et al (2004) Ex-

cess risk for contralateral breast cancer in
CHEK2#1100delC germline mutation carriers.
Breast Cancer Res Treat 83:91-93

Stracker TH, Couto SS, Cordon-Cardo C et al
(2008) Chk2 suppresses the oncogenic potential
of DNA replication-associated DNA damage. Mol
Cell 31:21-32

Oldenburg RA, Kroeze-Jansema K, Kraan J et al
(2003) The CHEK2*1100delC variant acts as a
breast cancer risk modifier in non-BRCA1/BRCA2
multiple-case families. Cancer Res 63:8153-8157
Ingvarsson S, Sigbjornsdottir BI, Huiping C et al
(2002) Mutation analysis of the CHK2 gene in
breast carcinoma and other cancers. Breast Can-
cer Res 4:R4

Sallinen SL, Ikonen T, Haapasalo H, Schleutker J
(2005) CHEK2 mutations in primary glioblas-
tomas. J Neurooncol 74:93-95

Williams LH, Choong D, Johnson SA, Campbell
IG (2006) Genetic and epigenetic analysis of
CHEK?2 in sporadic breast, colon, and ovarian
cancers. Clin Cancer Res 12:6967-6972
Stawinska M, Cygankiewicz A, Trzcinski R et al
(2008) Alterations of Chkl and Chk2 expression

@ Springer

26.

217.

28.

29.

30.

31

32.

in colon cancer. Int J Colorectal Dis [Epub ahead
of print]

Zhou BB, Chaturvedi P, Spring K et al (2000)
Caffeine abolishes the mammalian G(2)/M DNA
damage checkpoint by inhibiting ataxia-telangiec-
tasia-mutated kinase activity. J Biol Chem 275:
10342-10348

Graves PR, Yu L, Schwarz JK et al (2000) The
Chk1 protein kinase and the Cdc25C regulatory
pathways are targets of the anticancer agent UCN-
01. J Biol Chem 275:5600-5605

Busby EC, Leistritz DF, Abraham RT et al (2000)
The radiosensitizing agent 7-hydroxystau-
rosporine (UCN-01) inhibits the DNA damage
checkpoint kinase hChk1. Cancer Res 60:2108—
2112

Wang Q, Fan S, Eastman A et al (1996) UCN-01:
a potent abrogator of G2 checkpoint function in
cancer cells with disrupted pS3. J Natl Cancer Inst
88:956-965

Tibbetts RS, Brumbaugh KM, Williams JM et al
(1999) A role for ATR in the DNA damage-in-
duced phosphorylation of p53. Genes Dev 13:
152-157

Koniaras K, Cuddihy AR, Christopoulos H et al
(2001) Inhibition of Chkl-dependent G2 DNA
damage checkpoint radiosensitizes p53 mutant
human cells. Oncogene 20:7453-7463

Janetka JW, Ashwell S, Zabludoff S, Lyne P
(2007) Inhibitors of checkpoint kinases: from dis-

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

covery to the clinic. Curr Opin Drug Discov Dev
10:473-486. Review

O'Connor MJ, Martin NM, Smith GC (2007) Tar-
geted cancer therapies based on the inhibition of
DNA strand break repair. Oncogene 26:7816—
7824

Kawabe T (2004) G2 checkpoint abrogators as
anticancer drugs. Mol Cancer Ther 3:513-519.
Review

Arienti KL, Brunmark A, Axe FU et al (2005)
Checkpoint kinase inhibitors: SAR and radiopro-
tective properties of a series of 2-arylbenzimida-
zoles. J Med Chem 48:1873-1885

Carlessi L, Buscemi G, Larson G et al (2007)
Biochemical and cellular characterization of
VRX0466617, a novel and selective inhibitor for
the checkpoint kinase Chk2. Mol Cancer Ther
6:935-944

Ghosh JC, Dohi T, Raskett CM et al (2006) Acti-
vated checkpoint kinase 2 provides a survival sig-
nal for tumor cells. Cancer Res 66:11576-11579
Chen CR, Wang W, Rogoff HA et al (2005) Dual
induction of apoptosis and senescence in cancer
cells by Chk2 activation: checkpoint activation as
a strategy against cancer. Cancer Res 65:6017—
6021

Antoni L, Sodha N, Collins I, Garrett MD (2007)
CHK?2 kinase: cancer susceptibility and cancer
therapy-two sides of the same coin? Nat Rev Can-
cer 7:925-936



	UAM.pdf
	Universidad.pdf
	Firma tesis
	blanco

	Dedicación
	Agradecimientos
	RESUMEN
	INDICE
	Abreviaturas
	Introducción
	Objetivos
	Materiales y métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía
	Anexo 1
	Anexo2
	Anexo2.pdf
	blanco
	Paper 1
	DUSP1solMKP1 promotes angiogenesis, invasion and metastasis in non-small-cell lung cancer
	Introduction
	Results
	Identification of genes differentially expressed in parental control versus DUSP1-deficient H460 lung cancer cells

	Table 1 Subset of genes selected from the array assay
	Validation of genes differentially expressed in parental control versus DUSP1-deficient H460 cells

	Figure 1 Expression profile of genes differentially regulated by high levels of DUSP1.
	Inhibition of DUSP1 expression limits cell motility and invasion of NSCLC cells
	DUSP1 modulates angiogenesis in H460 cells
	DUSP1 controls tumorigenicity and metastasis in H460 cells

	Figure 2 Expression of DUSP1 promotes cell migration and invasion.
	Expression of VEGFC is increased in human NSCLC tumors with high level of DUSP1 expression

	Figure 3 Inhibition of DUSP1 expression impairs angiogenesis in™vitro and in™vivo (a) Effects of modulation of DUSP1 expression on human microvascular endothelial cells migration.
	Discussion
	Figure 4 Expression of DUSP1 promotes tumor growth and angiogenesis in™vivo.
	Figure 5 Expression of DUSP1 regulates metastasis in H460 cells.
	Figure 6 Colocalization by immunofluorescence of DUSP1 and VEGFC expression in NSCLC specimens.
	Materials and methods
	Cell lines, vector constructions and luciferase assay
	Microarray hybridization and gene selection
	Validation of mRNA changes by qRT-PCR
	Growth kinetic, wound-healing and in™vitro invasion assays
	Tumorogenicity in xenograft mouse model
	Metastasis and survival assays
	Colocalization by immunofluorescence assay

	Conflict of interest
	Acknowledgements
	References


	blanco
	Paper2
	blanco
	Paper 3



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (ISO Coated v2 300% \050ECI\051)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Perceptual
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /sRGB
  /DoThumbnails true
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 150
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 150
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 600
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 600
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e55464e1a65876863768467e5770b548c62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc666e901a554652d965874ef6768467e5770b548c52175370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA (Utilizzare queste impostazioni per creare documenti Adobe PDF adatti per visualizzare e stampare documenti aziendali in modo affidabile. I documenti PDF creati possono essere aperti con Acrobat e Adobe Reader 5.0 e versioni successive.)
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020be44c988b2c8c2a40020bb38c11cb97c0020c548c815c801c73cb85c0020bcf4ace00020c778c1c4d558b2940020b3700020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken waarmee zakelijke documenten betrouwbaar kunnen worden weergegeven en afgedrukt. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice




