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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

Akt: “Ak” en Akt es el nombre de clasificacién de una cepa de ratones que desarrollaron
espontaneamente timomas. La “t” procede de timoma.

Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1): Factor activador de proteasas
apoptéticas-1

APC/C (Anaphase Promoting Complex/Cyclosome): Complejo promotor de la
anaphase/ciclosoma

Bad: Bcl-2 antagonist of cell death

Bak: Bcl-2 antagonist killer 1

Bax: Bcl-2-associated x protein

Bcl-x.: B-cell ymphoma extra large

Bcl-w: Bcl-2-like-2

bFGF (basic Fibroblast Growth Factor): Factor de crecimiento fibroblastico basico

Bfk: Bcl-2 family kin

Bfl-1/A1 o Bcl2A1:Bcl-2 related protein A1

Bcl-gLo Bcl2L14:Apoptosis facilitator Bcl-2-like protein 14

Bcl-2:B-cell lymphoma 2

Bid: Bcl-2 interacting domain death agonist

Bik: Bcl-2 interacting killer

Bim: Bcl-2 interacting mediator of cell death

Bmf: Bcl-2 modifying factor

BubR1: Budding uninhibited by benzimidazoles R1

Bub1: Budding uninhibited by benzimidazoles 1

Bub3: Budding uninhibited by benzimidazoles 3

CARD (Caspase Recruitment Domain): Dominio de reclutamiento de caspasas

Cdc20: Cell-division cycle 20

Cdk1 (Cyclin-dependent kinase 1): Quinasa dependiente de ciclina 1

Dapi (4',6-diamidino-2-phenylindole): 4',6-diamidino-2-fenilindol

D-box (Destruction box): Caja de destruccion

DD (Death Domain): Dominio de muerte

DED (Death Effector Domain): Dominio efector de muerte

DISC (Death-Inducing Signaling Complex): Complejo sefializador de induccién de
muerte

Dominio FERM (Four point one/Ezrin/Radixin/Moesin): Banda cuatro punto

uno/Ezrina/Radixina/Moesina



Dominio KIND (Kinase non-catalytic C-lobe): Dominio no catalitico homdélogo a los
dominios quinasa

Dominio PDZ (PSD-95/Drosophila discs large/Zonula occludens): Proteina de densidad
postsinptica-95/Drosophila disco grande/Zonula occludens

Dominio SH3(Src Homology 3): Dominio con homologia al dominio 3 de Src

ECM (Extracellular matrix): Matriz extracelular

EDTA(Ethylenediaminetetraacetic acid): Acido etilendiaminotetraacético

EGF (Epidermal Growth Factor): Factor de crecimiento epidérmico
ErbB2:Erythroblastic leukemia oncogene homolog 2

ESEFT (Ewing’s Sarcoma Family of Tumors): Familia de tumores del sarcoma de Ewing
FADD (Fas-Associated Death Domain): Dominio de muerte asociado a Fas

Fas (Apoptosis stimulating fragment): Fragmento estimulador de la apoptosis

FasL: Fas ligando

FITC (Fluorescein isothiocyanate): Isotiocianato de fluoresceina

FLICE (FADD-Like Interleukin-1B-Converting Enzyme): Enzima convertidora de
interlucina 1@ similar a FADD

FLIPs(FLICE Inhibitory Protein Longishort): Proteina inhibidora de FLICE Larga icorta
FOXO:Forkhead box O

Hrk: Harakiri

HPV16 (Human Papilloma Virus 16): Virus del papiloma humano 16

IAP (Inhibitor of APoptosis): Inhibidor de la apoptosis

IkBa (Inhibitor of kappa B alpha/nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer
in B-cells inhibitor, alpha): Inhibidor de kappa B alfa

IGF-IR (Insulin-like Growth Factor Receptor type 1): Receptor del factor de crecimiento
similar a insulina tipo 1

IRS-1 (Insulin Receptor Substrate-1): Sustrato 1 del receptor de insulina

KEN-box: Caja KEN (lisina, acido glutamico, asparagina)

LEF (Lymphoid enhancer factor): Factor potenciador linfoide

Mad1:Mitotic arrest deficient 1

Mad2:Mitotic arrest deficient 2

Mcl-1.:Myeloid cell leukemia sequence 1 large

MOMP (Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization): Permeabilizacion de la
membrana mitocondrial externa

NF-kB (Nuclear Factor kappa B/nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells): Factor nuclear kappa B

NGF (Nerve Growth Factor): Factor de crecimiento nervioso

Noxa: dafio en latin
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PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor type-1): Inhibidor del activador del plasminégeno
tipo 1

PARP (Poly (ADP-ribose) polymerase): Poli (ADP-ribosa) polimerasa

PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen):Antigeno nuclear de células proliferativas
PEITC (Phenyl-ethyl isothiocyanate): Fenil-etil isotiocianato

PET (Polyethylene terephtalate): Tereftalato de polietileno

PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinase): Fosfatidilinositol 3 quinasa

PIk-1 (Polo-like kinase-1): Quinasa similar a Polo

PTPL1 (Protein Tyrosine Phospahatase L1): Proteina tirosina fosfatasa L1

PTTG1 (Pituitary tumor transforming gene): Gen tranformante de tumores pituitarios
p75NR (p75 neurotrophin receptor): Receptor de neurotrofinas p75

PSA (Prostatic Specific Antigen): Antigeno prostatico especifico

Puma: p53 up-regulated modulator of apoptosis

RA: Receptor androgénico

RPL13A (Ribosomal Protein L13A): Proteina ribosémica L13A

RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction): Reaccion en cadena de
la polimerasa con transcripcion inversa

SAC (Spindle Assembly Checkpoint): Punto de control de ensamblaje del huso
Scc:Sister chromatid cohesion protein

SiRNA (Small interfering RNA): RNA de interferencia pequefio

Smac/DIABLO (Second Mitochondria-derived Activator of Caspases/Direct IAP Binding
Protein with Low PI): Segundo activador de caspasas derivado de la mitochondria /
Proteina de union directa a IAP con bajo PI

Smc:Structural Maintenance of Chromosomes

TCF (T-cell factor): Factor de células T

TNF (Tumoral Necrosis Factor): Factor de necrosis tumoral

tPA(tissue-type Plasminogen Activator): Activador del plasmindégeno tipo tejido
TRAMP (transgenic adenocarcinoma of the mouse prostate): Adenocarcinoma
transgénico de la prostata de raton

TRPM2 (Transient Receptor Potential M2): Receptor de potencial transitorio M2

uPA (urokinase-type Plasminogen Activator): Activador del plasmindgeno tipo
uroquinasa

UPAR (urokinase-type Plasminogen Activator Receptor): Receptor del activador del
plasmindgeno tipo uroquinasa

Wnt (Wingless-related integration site): Sitio de integracion relacionado con “Wingless”

XIAP:X-linked inhibitor of apoptosis
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Introduccién

1. GENERALIDADES SOBRE EL CANCER DE PROSTATA

El cancer de préstata es el segundo cancer diagnosticado con mayor frecuencia en
hombres y el cuarto cancer mas comun en general. Casi tres cuartas partes de los casos
registrados se dan en paises desarrollados, debido a que la deteccién del antigeno
prostatico especifico (PSA) y la biopsia posterior estdn ampliamente extendidas en estos
paises. El cancer de préstata es la quinta causa de muerte por cancer en hombres

(Ferlay et al., 2013).

El pronéstico y la eleccién de terapia para el cancer de prostata se basan
principalmente en tres parametros que se obtienen al diagnéstico: nivel de PSA en
sangre prequirdrgico, estadio clinico y puntuaciéon de Gleason. EI PSA es una proteasa
de serina, que se produce en las secreciones normales de la préstata, pero se libera a
la sangre como consecuencia de la disrupcion de la arquitectura normal de la prostata.
El estadio clinico se obtiene de parametros del tumor primario, que puede estar
confinado en el 6rgano o ser invasivo (T1-4), con o sin afectacién de los ganglios
linfaticos (N1 o 0), y por la presencia y el grado de metastasis a distancia (MO o 1 a-c)

(Shen & Abate-Shen, 2010).

El sistema de puntuacion de Gleason, basado en la arquitectura microscopica
del tumor, consiste en cinco patrones histoldgicos que sitlan a los canceres en distintas
categorias, segun exhiban caracteristicas que van desde bien diferenciados (patron 1)

a pobremente diferenciados (patron 5) (Gleason & Mellinger, 1974).
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Figura 1: Patrones histolégicos del sistema de puntuacion de Gleason. Adaptado de Gleason &
Mellinger, 1974.

Se asigna un numero del 1 al 5 al patrén mas prevalente y un segundo namero,
también del 1 al 5, al segundo patron mas prevalente. La puntuacion de Gleason, que
es la suma de estos dos numeros, tiene un valor entre 2 y 10 (True et al., 2006;
Delahuntet al., 2012).

El cancer de préstata es una enfermedad heterogénea con diferente evolucion y
curso clinico. En sus estadios iniciales, cuando esta confinado en la capsula prostéatica
(localizado), el carcinoma de préstata es esencialmente curable mediante intervencion
quirargica (prostatectomia radical) y/o radioterapia (externa o braquiterapia). De hecho,
la mayor parte de los casos de carcinoma de prostata son relativamente indolentes y la
mayoria de hombres diagnosticados con cancer de prostata morir4 por otras causas.
Sin embargo, si no se detecta pronto o en las formas mas agresivas de la enfermedad,
el cancer puede avanzar a estadios en los que se extiende fuera de los limites de la
capsula prostatica (localmente avanzado), hacia las vesiculas seminales, seguido de
metastasis a hueso predominantemente. Esta transicion a enfermedad metastasica esta

acompafnada generalmente por un cambio de andrégeno-sensibilidad a andrégeno-
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Introduccién

resistencia, a menudo provocado por la terapia de ablacién androgénica (Uzgare

&lsaacs, 2005).
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Figura 2: Ruta de progresion del cancer de prostata humano. Adaptado de Shen & Abate-Shen, 2010.

Los andrégenos circulantes, mediante su interaccion con el receptor androgénico
(RA), son esenciales para el desarrollo normal de la prostata, asi como en el inicio,
crecimiento y respuesta a la terapia de ablacién androgénica del cancer de prostata. La
dependencia hormonal del cancer de préstata fue demostrada por Huggins & Hodges
(1941), al observar que la retirada de androgenos mediante castracion quirdrgica o
guimica conduce a la regresién del cancer de préstata. Esta observacion sento las bases
para el tratamiento de los canceres de préstata localmente avanzados mediante
ablacion androgénica.

El androgeno méas abundante es la testosterona, que es sintetizada en los
testiculos y se convierte en el metabolito activo 5-dihidrotestosterona (DHT) en el tejido
prostatico, por la accion de la enzima 5a-reductasa. Ademas, las glandulas adrenales
sintetizan otros andrégenos minoritarios, como androstendiona y
dehidroepiandrosterona, que también pueden convertirse en testosterona. La unién de
DHT al RA activa al receptor, que junto a co-activadores y co-represores, regula la
transcripcién de genes con elementos de respuesta a andrégenos en sus promotores

(Isaacs & Isaacs, 2004).
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La terapia de ablacibn androgénica se puede realizar quirGrgicamente
(orquiectomia) o bien quimicamente, mediante la administracion de anélogos de la
hormona liberadora de gonadotrofinas, con el fin de reducir los niveles de testosterona
en sangre. Muy a menudo, esta terapia se combina con antiandrégenos esteroideos
(acetato de ciproterona) o no esteroideos (flutamida o bicalutamida), para evitar la
actividad transcripcional del RA; por ejemplo, en respuesta a androgenos adrenales que
no se eliminan mediante la castraciéon (Culig et al., 2002; Shen & Abate-Shen, 2010). El
fallo en la terapia de ablacién androgénica puede deberse a distintas causas. En relacién
con el RA, diversos estudios han demostrado que éste se expresa en tumores
resistentes a castracion y que la sefializacion mediada por el RA permanece intacta,
como demuestra la expresién de uno de sus genes diana, PSA. Se ha observado que
los canceres de prostata presentan una variedad de alteraciones en el RA que no se
encuentran en tumores no tratados mediante ablacion androgénica o que se encuentran
con una frecuencia menor. Estos cambios incluyen amplificacion o mutaciones
puntuales en el RA, asi como cambios en la expresion de proteinas correguladoras del
RA. Estos cambios producen un “super RA” que puede responder a concentraciones
bajas de andrégenos o a una variedad mas amplia de ligandos agonistas. También se
van acumulando evidencias que indican que el RA se puede activar de forma
independiente de ligando por compuestos como factores de crecimiento o citoquinas,
independientemente o en combinacion. Estos factores de crecimiento, a través de rutas
mediadas por receptores tirosina quinasa, pueden promover la activacion del RA y el
crecimiento en entornos con bajos niveles de andrégenos (Taplin & Balk, 2004; Shen &
Abate-Shen, 2010).

Otra causa del fallo de la terapia de ablacién androgénica la constituye el
desarrollo de mecanismos de resistencia a apoptosis. Algunas de las proteinas
implicadas en ellos son las siguientes:

NF-kB: NF-kB regula la susceptibilidad apoptética en varios tipos celulares mediante el

control que ejerce, a nivel transcripcional, sobre distintos genes antiapoptoticos,
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Introduccién

comoBcl-2, Bel-xL, Bfl-1/A1, XIAP, c-IAP1, c-IAP2, etc. La sobreexpresion de proteinas
antiapoptéticas controlada por los miembros de la familia NF-kB se considera un
elemento clave en la resistencia a drogas de una amplia variedad de tumores sélidos,
incluyendo el cancer de préstata. La activacion constitutiva de NF-kB en células de
cancer de prostata independientes de andrégenos puede explicar que estas células
sean marcadamente resistentes a agentes terapéuticos que inducen vias apoptéticas
(Uzzo et al., 2008).

Bcl-2 y Bcl-x.: Ambas proteinas son miembros antiapoptoticos de la familia Bcl-2. Bcl-2
se encuentra sobreexpresado en tumores hormonorrefractarios localmente avanzados
0 metastaticos (Colombel et al., 1993). Bcl-x, también se encuentra sobreexpresado en
tumores con alta puntuacion de Gleason y su expresion elevada se asocia, de manera
estadisticamente significativa, con un inicio mas temprano de la enfermedad
hormonorrefractaria (Castilla et al., 2006).

Caspasas: Las caspasas constituyen una familia de proteasas esenciales en el proceso
apoptético. En este sentido, se ha descrito que los niveles de expresion de las caspasas
1 y 3 se encuentran disminuidos en muestras de pacientes con cancer de prostata,

comparado con la préstata normal (Winter et al., 2001).

La terapia de ablacion androgénica continua siendo el tratamiento mas
ampliamente extendido para el cancer de préstata localmente avanzado, y aunque es
inicialmente efectivo ya que induce eficientemente la regresion tumoral (Santen, 1992),
este tratamiento no elimina el tumor completamente y después de un periodo variable
de tiempo (9-30 meses) la terapia fracasa, lo que conduce a un estado letal resistente a
drogas llamado enfermedad hormonorrefractaria (Uzgare & Isaacs, 2005). La ablacion
androgénica reduce el crecimiento tumoral por disminucion de la proliferacién celular y
la induccién de apoptosis. La progresion de canceres localizados hormonodependientes

a enfermedad metastasica hormonorrefractaria también estd asociada a la
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Introduccién

desregulacion del ciclo celular y de los mecanismos apoptéticos normales (Bruckheimer
& Kyprianou, 2000; Abate-Shen & Shen, 2000; Shen & Abate-Shen, 2010). En la
enfermedad hormonorrefractaria, otras estrategias antitumorales convencionales son
también pobremente efectivas, por lo que es necesario el desarrollo de regimenes
terapéuticos mas eficaces para la enfermedad avanzada. Ademas, los mecanismos
responsables de la resistencia a la apoptosis inducida por quimioterapia de las células
hormonorrefractarias no se conocen todavia completamente. Un mejor entendimiento
de los mecanismos moleculares de la muerte celular en respuesta a las estrategias
terapéuticas puede ayudar a evitar regimenes de tratamiento inefectivos y puede
proporcionar las bases moleculares para nuevas modalidades terapéuticas dirigidas a

las formas resistentes a apoptosis del cancer de préstata.

2. APOPTOSIS

Los organismos metazoos han desarrollado un mecanismo de suicidio celular llamado
apoptosis® para eliminar células redundantes, dafiadas o infectadas (Kerr et al., 1972).
Este programa genético es vital para el desarrollo normal y para el mantenimiento de la
homeostasis de los tejidos. Por tanto, su desregulacion esta implicada en numerosas
condiciones patolégicas, desde desérdenes degenerativos hasta autoinmunidad y
cancer (Adams, 2003).

El significado terapéutico de la apoptosis en el tratamiento del cancer de prostata
surge de evidencias que demuestran que, al igual que las células epiteliales de la
préstata normal, las células tumorales de canceres andrégeno-dependientes sufren
apoptosis en respuesta a la ablacién androgénica. Lasdrogas quimioterapéuticas o la

radiacion ionizante pueden activar una ruta apoptotica similar de destruccion celular en

!La palabra apoptosis (dnéntoocio) procede del griego y se usa para describir la caida de los pétalos de
las flores o de las hojas de los arboles (Kerr et al., 1972).
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células tumorales de prostata androgeno-independientes. Por tanto, el perfil apoptético
de las células tumorales prostaticas constituye una caracteristica importante de la
patologia del tumor, que puede influir en el pronéstico, la respuesta terapéutica y la

progresion de la enfermedad (Bruckheimer & Kyprianou, 2000).

Las ejecutoras principales del proceso apoptético, responsables de la
destruccién de la célula, son un grupo de cisteina proteasas, las caspasas. Todas las
caspasas conocidas tienen una cisteina en el sitio activo y cortan después de ciertos
residuos de aspartato. Se han identificado alrededor de una docena de caspasas en
humanos y varios cientos de sustratos. Considerando su funcion, las caspasas humanas
se pueden clasificar en dos grupos. Las caspasas 1, 4 y 5 pertenecen al grupo |
(caspasas inflamatorias) y estan implicadas en la maduracién de citoquinas. La
apoptosis esta regulada por las caspasas del grupo Il, que, a su vez, se dividen en dos
clases: las caspasas iniciadoras o apicales (caspasas 2, 8, 9 y 10) y las efectoras o
ejecutoras (caspasas 3, 6 y 7) (Olsson & Zhivotovsky, 2011). Se expresan en la mayoria

de tipos celulares y se sintetizan como zimégenos para evitar una activacion

inadecuada.
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Figura 3: Organizacion de las caspasas. (A) Un prodominio precede al dominio catalitico, formado por
dos subunidades unidas covalentemente. Se indican los sitios de (auto)proteolisis en residuos de aspartato
(Asp) (B) Mecanismos de activacion. Las caspasas iniciadoras son mondémeros que se activan por
dimerizacién mediada por el prodominio. Las caspasas ejecutoras son dimeros que se activan por la rotura
de las uniones intersubunidad. Después de la activacion, las caspasas maduran a formas mas estables
mediante eventos proteoliticos adicionales sujetos a regulacion. Adaptado de Pop & Salvesen, 2009.

En la mayoria de los casos, la accién de las caspasas produce la inactivacion de
la proteina diana, pero también pueden activar proteinas directamente, cortando un
dominio regulador negativo o indirectamente, inactivando una subunidad reguladora.
Antes de que las caspasas ejecutoras puedan cortar sus sustratos celulares, sus

zimégenos tienen que ser cortados proteoliticamente por caspasas iniciadoras (Adams,

2003; Hengartner, 2000).

Se han descrito dos vias principales de activacion de caspasas en células de

mamifero: la ruta de receptores de muerte y la ruta mitocondrial.

2.1. Ruta de receptores de muerte

Los receptores de muerte pertenecen a la superfamilia del receptor del factor de
necrosis tumoral (TNF), y se caracterizan por tener dominios extracelulares ricos en
cisteina similares. Los receptores de muerte contienen ademas un dominio citoplasmico
homélogo, rico en cisteina, de alrededor de 80 aminoacidos, llamado dominio de muerte
(DD). Tipicamente, los dominios de muerte median la transmision de la sefal entre los
receptores de muerte y la maquinaria apoptética de la célula. Algunas moléculas que
transmiten sefiales de los receptores de muerte también contienen dominios de muerte.
Se han identificado ocho receptores de muerte; se activan por la unién de sus ligandos
correspondientes o de anticuerpos agonistas. Los ligandos, con la excepcion de NGF,
son moléculas estructuralmente relacionadas que pertenecen también a la superfamilia

TNF (Ashkenazi & Dixit, 1998; Mahmood & Shukla, 2010).
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Figura 4: Receptores de muerte y sus ligandos. Los miembros de la superfamilia del receptor del factor
de necrosis tumoral poseen diversas estructuras primarias, pero todos contienen subdominios
extracelulares ricos en cisteina que constituyen una caracteristica estructural Gnica para cada miembro
individual, que les permite reconocer a sus ligandos con especificidad y exclusividad. Mahmood & Shukla,
2010.

Uno de los mejor caracterizados es Fas (también llamado CD95 o Apol). Se
identific6 en 1989 como diana para anticuerpos que inducen apoptosis en células
tumorales (Trauth et al., 1989). Fas es un receptor transmembrana de tipo | que se
expresa en linfocitos activados, en distintos tejidos de origen linfoide y no linfoide, asi
como en células tumorales. El ligando de Fas, FasL, es biolégicamente un homotrimero
y la unién de un trimero de FasL a tres moléculas de Fas de la superficie celular induce
apoptosis. La sefal iniciada por Fas/FasL se transmite mediante un complejo de
sefializacion denominado DISC (complejo sefializador de induccién de muerte) formado
por la proteina adaptadora FADD (dominio de muerte asociado a Fas), dos isoformas
de la procaspasa8 (procaspasa 8/a y 8/b), la procaspasalO y la proteina FLIPys
(proteina inhibidora de FLICE jargarcorta). Como los dominios de muerte tienen tendencia
a asociarse unos con otros, la ligacién de Fas conduce a la agrupacion de los dominios
de muerte de los receptores. La proteina FADD se une entonces, a través de su propio
dominio de muerte, a los dominios de muerte agrupados de los receptores. FADD
también contiene un dominio efector de muerte (DED) que se une a un domino analogo
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repetido en tandem en los zim6genos de las procaspasas 8/a y 8/b. EI dominio efector
de muerte es un ejemplo especifico de un dominio de interaccién homofilico mas global
denominado CARD (dominio de reclutamiento de caspasas), que se encuentra en varias
caspasas con prodominios grandes como las caspasas 2, 8, 9y 10. Se cree que la
activacion de la caspasa 8 sigue un modelo de proximidad inducida, en el que una alta
concentracion local de procaspasa 8 en el DISC conduce a su activacion
autoproteolitica, un proceso que resulta en la formacion de un heterotetramero de
caspasa 8 que es liberado al citosol para propagar la sefial apoptoética. La procaspasa
10 también puede activarse en el DISC, formandose un heterotetramero activo. Sin
embargo existe controversia sobre si la caspasa 10 puede disparar la muerte celular en

ausencia de la caspasa 8 (Ashkenazi & Dixit, 1998; Mahmood & Shukla, 2010).

FasL
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extracelular
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Fas

Membrana
plasmatica
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efectoras
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APOPTOSIS

Figura 5: Sefializacién de la apoptosis mediada por el receptor Fas. DISC, complejo sefializador de
induccion de muerte; DD, dominio de muerte; DED, dominio efector de muerte. Adaptado de Ashkenazi &
Dixit, 1998.
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2.2. Via mitocondrial

La via mitocondrial o via intrinseca se activa por distintos tipos de estrés, que incluyen
un aporte inadecuado de citoquinas y diversos tipos de dafios intracelulares. En una
fase temprana de la apoptosis inducida por estrés, la membrana mitocondrial se
permeabiliza, produciéndose la liberacion de citocromo c y otras proteinas promotoras
de muerte. Este proceso esta controlado por las proteinas de la familia de Bcl-2.

La ruta intrinseca, tipicamente, activa a la caspasa 9 por medio de la proteina
adaptadora Apaf-1 (factor activador de proteasas apoptoticas). La permeabilizacion de
la membrana mitocondrial externa (MOMP) produce la liberaciéon de citocromo c del
espacio intermembrana mitocondrial al citosol. El citocromo ¢ se une a Apaf-1,
produciéndole un cambio conformacional que le permite reclutar a la procaspasa 9. El
complejo resultante, denominado apoptosoma, promueve la activacion de la caspasa 9,
gue activa a las caspasas ejecutoras 3y 7, que a su vez median la rotura de diversos
sustratos, como laminina o PARP (Adams, 2003; Chipuk et al., 2010). La rotura de estos

sustratos se usa habitualmente como marcador de apoptosis (Pop & Salvesen, 2009).

2.2.1. Familia Bcl-2

Las primeras evidencias del papel de la apoptosis en el desarrollo tumoral se obtuvieron
de analisis citogenéticos en los que se observd una fuerte correlacion entre la
traslocacion cromosémica t(14;18) y los linfomas de células B humanos (Tsujimoto et
al., 1984). Esta traslocacion coloca al gen bcl-2, bajo el control del potenciador del gen
de la cadena pesada de las inmunoglobulinas, Eu. ElI gen bcl-2 fue clonado
posteriormente, y se realizaron estudios funcionales en lineas celulares dependientes
de citoquinas, que mostraron que la expresion forzada de Bcl-2 inhibia la muerte
inducida por privaciéon de factores de crecimiento, pero no potenciaba su proliferacion
(Vaux et al., 1988). Estos resultados mostraron que los mecanismos moleculares que
controlan la supervivencia y la proliferacion celular en respuesta a la estimulacion

porcitoquinas debian ser distintos, y demostraron, por primera vez, que los defectos en
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el control de la muerte celular podian causar cancer. El descubrimiento de Bcl-2
establecid un nuevo paradigma en la biologia del cancer, que los defectos en apoptosis
proporcionan a las células una ventaja selectiva para la supervivencia, que después,
combinado con mutaciones que facilitan una proliferaciéon no restringida (como, por
ejemplo, una expresion desregulada de c-myc) pueden promover la transformacion

maligna (Kelly & Strasser, 2011).

La familia de proteinas Bcl-2 incluye miembros proapoptéticos y antiapoptéticos
y se clasifican en tres grupos que comparten al menos uno de cuatro dominios de
homologia con Bcl-2 (BH1-4). Las proteinas antiapoptéticas de la familia Bcl-2 (Bcl-2,
Bcl-x., Bel-w, A1y Mcl-1.) contienen los cuatro dominios BH y pueden estar en el citosol
o integradas en la membrana mitocondrial externa o en la membrana del reticulo
endoplasmico. Estas proteinas preservan la integridad de la membrana mitocondrial
externa inhibiendo directamente a las proteinas proapoptéticas de la familia Bcl-2. Las
proteinas proapoptoticas de la familia Bcl-2 se dividen en proteinas efectoras y proteinas
“s6lo BH3” (BH3 only). Las proteinas efectoras Bax y Bak también contienen cuatro
dominios BH. Cuando se activan, Bax y Bak homo-oligomerizan para formar poros
proteolipidicos en la membrana mitocondrial externa para promover su
permeabilizacién. Las proteinas “s6lo BH3” se subdividen en base a su capacidad de
interaccionar con proteinas antiapoptéticas o con proteinas antiapoptéticas y
proapoptéticas efectoras. Las proteinas“s6lo BH3” que Unicamente se unen a proteinas
antiapoptéticas se denominan sensibilizadoras o desrepresoras; a este grupo
pertenecen Bad y Noxa. Bid y Bim interaccionan con proteinas antiapoptoticas asi como
con proteinas proapoptéticas efectoras, y pueden inducir directamente la
oligomerizacion de Bax y Bak y la permeabilizacion de la membrana externa

mitocondrial. Estas proteinas se denominan activadores directos (Chipuk et al., 2010).
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Figura 6: Familia de proteinas Bcl-2 de mamiferos. Los miembros de la familia Bcl-2 comparten regiones
de homologia llamadas dominios de homologia con Bcl-2 (BH) y pueden presentar un dominio
transmembrana (TM) que media la inserciébn en la membrana mitocondrial externa o el reticulo
endoplasmico. Las proteinas antiapoptéticas comparten cuatro dominios BH y una regiéon TM. Las proteinas
proapoptéticas se pueden subdividir en dos grupos: las proteinas multidominio BH y las proteinas “sélo
BH3". Las proteinas multidominio BH contienen hasta cuatro dominios BH (y algunas también tienen una
region TM) e incluyen Bax, Bak, Bok, Bcl-xs, Bcl-g, y Bfk. Las proteinas “s6lo BH3” contienen sélo el dominio
BH3, como indica su nombre. Algunas también contienen una region TM. Adaptado de Kelly & Strasser,
2011.

Segun la sefializacién mediada por Fas, las células pueden clasificarse en tipo |
y tipo Il (Scaffidi et al., 1998). En células tipo I, la unién de Fas ligando o anticuerpos
agonistas al receptor Fas, induce unos altos niveles de formacién de DISC y una gran
cantidad de caspasa 8 activa, que conduce directamente a la activacion de caspasas
efectoras. La accidn de estas caspasas es suficiente para ejecutar la apoptosis inducida
por Fas, porque Bcl-2 no protege de la apoptosis inducida por Fas en este contexto. En
las células tipo Il, como las células de cancer de préstata PC3 (Guseva et al., 2002), hay
niveles mas bajos de formacién de DISC y, por tanto, de caspasa 8 activa. En este caso,
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la caspasa 8 activa corta a Bid para generar Bid truncado (tBid), con la subsiguiente
liberacién de citocromo ¢ de la mitocondria mediada por tBid. Esto conduce a la
formacion del apoptosoma, seguido de la activacion de la procaspasa 9, que a su vez
activa a caspasas efectoras. En las células tipo Il, la apoptosis inducida por Fas puede
bloguearse por miembros antiapoptoticos de la familia Bcl-2, como Bcl-2 y Bcl-Xo
(Mahmood & Shukla, 2010). Por tanto, dependiendo del tipo celular, la apoptosis

mediada por Fas puede ser dependiente o independiente de la via mitocondrial.
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Figura 7: Los mamiferos poseen dos rutas distintas de apoptosis que pueden converger. La
sefializacion via receptores de muerte se indica a la derecha. La ruta de los receptores de muerte se activa
mediante la estimulacién de receptores de muerte extracelulares (como Fas) por sus ligandos de muerte
(FaslL). La proteina adaptadora FADD promueve el reclutamiento y la activacion de la caspasa iniciadora,
caspasa 8. La caspasa 8, a su vez, activa proteoliticamente a las caspasas efectoras (caspasas 3, 6y 7).
La activacion proteolitica, mediada por la caspasa 8, de la proteina “sélo BH3” Bid, conecta la ruta de
receptores de muerte con la ruta regulada por proteinas de la familia Bcl-2 y sirve para amplificar la cascada
de apoptosis. Este mecanismo de amplificacion es esencial para la apoptosis inducida por Fas en células

-23-



Introduccién

tipo Il, pero es prescindible en células tipo I. La ruta intrinseca, regulada por proteinas de la familia Bcl-2,
se indica a la izquierda y se activa en respuesta a un amplio rango de dafios celulares, como la privacion
de factores de crecimiento o las drogas utilizadas en quimioterapia. Las proteinas proapoptéticas “s6lo BH3”
funcionan como sensores moleculares para iniciar la apoptosis en respuesta a estos dafios celulares. Su
capacidad para matar a las células depende de los miembros proapoptéticos multidominio BH de la familia
Bcl-2 parecidos a Bax y Bak. Las proteinas “sélo BH3" activan a Bax y Bak de forma directa, o
indirectamente liberandolas de los miembros antiapoptéticos de la familia Bcl-2. Independientemente del
modo de activacion, Bax/Bak activados producen la permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa,
con la consiguiente liberacion de factores apoptogénicos (como citocromo ¢ o Smac/DIABLO). Junto con la
proteina adaptadora Apaf-1, el citocromo ¢ promueve la activacion de la caspasa iniciadora, caspasa 9, lo
gue conduce a la activaciéon de las caspasas efectoras y a la “demolicion” celular. Adaptado de Kelly &
Strasser, 2011.

2.3. Feniletil isotiocianato, PEITC

El feniletil isotiocianato (PEITC) es una sustancia presente en plantas cruciferas (Fahey
et al., 2001). Existen varios estudios que indican que puede inhibir el crecimiento de
células tumorales de cancer de prostata, inducir apoptosis y retardar el crecimiento de
xenoinjertos de células tumorales de prostata in vivo (Xiao & Singh, 2002; Xiao et al.,
2004 y 2006). La induccién de apoptosis por PEITC se ha correlacionado con cambios
en los niveles de proteinas de la familia Bcl-2 en células PC3 y en lineas celulares
derivadas de ratones TRAMP (transgenic adenocarcinoma mouse prostate) (Xiao et al.,
2004, 2005 y 2006). Concretamente, se ha demostrado que la expresién ectdpica de
Bcl-xL en células PC3 confiere proteccién parcial contra la apoptosis inducida por PEITC
(Xiao et al., 2006). También se ha propuesto que el PEITC inhibe la fosforilacion de IkBa
y, por tanto, su degradacion y la translocacion al nucleo de la subunidad p65 de NF-kB
en células PC3 transfectadas establemente con una construccion NF-kB-luciferasa (Xu
et al., 2005). En células de cancer de vejiga T24, se ha demostrado que el PEITC

sensibiliza a la apoptosis inducida por anti-Fas (Pullar et al., 2004).

3. LA PROTEINA TIROSINA FOSFATASA PTPL1

La fosforilacion de proteinas es una de las modificaciones post-traduccionales mas

importantes para regular la actividad, la capacidad de interaccion y la localizacién
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subcelular de las proteinas y, concretamente, la fosforilacion de tirosinas se ha
identificado como un regulador central de la transduccion de sefiales en eucariotas
superiores. La familia de proteinas tirosina fosfatasas (PTPs) se divide principalmente
en dos subtipos: el subtipo “parecido” a receptor y el no receptor. La proteina tirosina
fosfatasa L1 (también conocida como PTPN13, FAP-1, PTP-BAS o hPTP1E) es una
proteina fosfatasa de tipo no receptor. PTPL1 contiene un dominio KIND (kinase non-
catalytic C-lobe) amino terminal, un dominio FERM (Four point one/ezrin/radixin/moesin)
importante en la conexion entre la membrana plasmatica y el citoesqueleto, cinco
dominios PDZ (PSD-95/Drosophila discs large/Zonula occludens) de interaccion
proteina-proteina y un dominio catalitico tirosina fosfatasa en su extremo carboxilo

terminal (Erdmann, 2003).

PDZ

Figura 8: Estructura modular de PTPL1. La fosfatasa PTPL1 esta formada por un dominio KIND amino
terminal, seguido de un dominio FERM. El nlcleo de la proteina comprende cinco dominios PDZ diferentes.
El dominio tirosina fosfatasa (FOSF) se localiza en el extremo carboxilo. Las principales regiones de
procesamiento alternativo se indican mediante lineas discontinuas y barras rojas. Adaptado de Erdmann,
2003.

Los datos disponibles indican que PTPL1 podria actuar como supresor o
promotor tumoral. No existen evidencias directas de que PTPL1 sea un oncogén per se,
pero podria estar implicado en la oncogénesis via modulacion del crecimiento celular y
de las respuestas al estrés. PTPL1 es una diana transcripcional directa del oncogén
ESEFT (familia de tumores del sarcoma de Ewing), EWS-FLI1. La interaccién de PTPL1

con p75N™R (receptor de neurotrofinas p75) o TRPM2 (receptor de potencial transitorio
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M2) también puede facilitar la supervivencia de las células tumorales bajo condiciones
de estrés (Erdmann, 2003; Abaan & Toretsky, 2008). En relacién a su funcién como
supresor tumoral, un estudio del fosfatoma de tirosinas en canceres colorrectales ha
identificado el gen PTPN13 como una de las fosfatasas de tirosina mutadas con mas
frecuencia (Wang et al., 2004). EI promotor de PTPL1 se encuentra hipermetilado, un
mecanismo comun de inactivacion de genes supresores tumorales clasicos, en distintas
lineas celulares de linfoma Hodgkin y no Hodgkin y carcinoma gastrico, mamario y
hepatocelular (Ying et al., 2006). Ademas, en tejidos de pacientes con carcinoma
hepatocelular se ha detectado una disminucién de la expresion de PTPL1, a nivel de
RNA mensajero, en aproximadamente un 50% de los casos, debido a hipermetilacion
del promotor o pérdida alélica (Yeh et al., 2006).

La funcion de PTPL1 en apoptosis también se debate actualmente en la literatura
(Abaan & Toretsky, 2008). Distintos grupos han documentado una funcion
antiapoptética de PTPL1, principalmente por inhibicién de la apoptosis mediada por Fas
(Sato et al., 1995; Li et al., 2000; Ungefroren et al., 2001; Yao et al., 2004), mientras que
otros han documentado una funcién proapoptoética. Entre estos ultimos, se han realizado
estudios con lineas tumorales de cancer de mama, células HelLa y células HEK293 que
muestran que PTPL1 desfosforila a IRS-1 e induce apoptosis al menos por inhibicion de
la via IGF-IR/IRS-1/PI3K/Akt (Bompard et al., 2002; Dromard et al., 2007). En células de
cancer de colon SW480, la sobreexpresion de PTPL1 aumenta la susceptibilidad a la
apoptosis mediada por Fas (Miyazaki et al., 2006).

La muerte en el cancer de prostata se debe principalmente a las metastasis en
sitios distales, predominantemente en hueso (Morrissey & Vessella, 2007). El proceso
metastasico consiste en la separacién de células tumorales del tumor primario, la
adhesion a la matriz extracelular y su degradacion para infiltrar el tejido circundante, la
invasion de vasos sanguineos y linfaticos, y finalmente, el establecimiento de metastasis
en sitios secundarios (Wittekind & Neid, 2005). Un prerrequisito para invadir el tejido

circundante es un cambio en la maquinaria celular que controla estos procesos, y la
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fosforilacion de residuos de tirosina es habitualmente un paso critico para regular las
actividades de ciertas proteinas y, por tanto, la activacion o desactivacion de sus rutas
de sefalizacion. Hay varios estudios que documentan la funcion de PTPL1 en este
proceso. En células de carcinoma de ovario SKOV3, el silenciamiento de PTPL1 induce
un aumento de la fosforilacion de ErbB2 inducida por EGF y del potencial invasivo.
PTPL1 inhibe la actividad de ErbB2 mediante la desfosforilacion de su dominio de
sefializacion y atenta la invasividad y el establecimiento de metéstasis de células
tumorales que sobreexpresan ErbB2 (Zhu et al., 2008). Otro estudio utilizando la misma
linea celular, ha mostrado que la sobreexpresion de PTPL1 reduce la migracion celular
inducida por el acido lisofosfatidico y que la supresion de la expresion endbégena de
PTPL1 potencia significativamente la migracién inducida por acido lisofosfatidico (Lai et
al., 2007). También se ha descrito que la pérdida de PTPL1 mediada por el virus del
papiloma humano VPH16 hace sinergia con la actividad de ErbB2 durante el crecimiento
invasivo en los canceres de cabezay cuello relacionados con VPH (Hoover et al., 2009).
Recientemente, se ha publicado otro articulo en el que se documenta la funciéon de
PTPL1 en invasion en células de cancer de mama MCF7. En este contexto, el
silenciamiento de PTPL1 aumenta el crecimiento tumoral en ratones atimicos y también
potencia varios parametros relacionados con la progresion tumoral, como la
proliferacion celular sobre componentes de la matriz extracelular y la invasion (Glondu-
Lassis etal., 2010). Los datos relativos a PTPL1 y el ciclo celular son escasos. Herrmann
et al. (2003), demostraron que PTPL1 es capaz de interaccionar con los microtibulos
de la zona media del huso, que su localizacién esta regulada de forma dependiente de
ciclo y que tiene una funcién en la regulacion de la citocinesis. También se ha
demostrado que PTPL1 esta implicado en la regulacion de la meiosis en oocitos de

Xenopus (Nedachi & Conti, 2004).
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4. PTTG1, LA SECURINA HUMANA

PTTG1 (Pituitary tumor-transforming gene 1)es el producto del gen humano homélogo
del gen Securina de Xenopus, y esta implicado en la separacién de cromatidas
hermanas durante la mitosis (Dominguez et al., 1998; Zou et al., 1999). Su nivel de
expresion es maximo en G,/M, momento en el que es fosforilado por Cdkl(Ramos-
Morales et al., 2000). La inyeccion subcutdnea de células transfectadas con PTTG1
induce la formacién de tumores en ratones atimicos y se ha documentado la
sobreexpresién de PTTG1 en distintos tipos de tumores, entre ellos, adenomas de
hipofisis, cancer de colon, eséfago, pulmén, tiroides,testiculo, ovario y mama, y
carcinoma hepatocelular (Viotides et al., 2007; Saez et al., 1999; Zhang et al., 1999;
Heaney et al., 2000; Puri et al., 2001; Saez et al., 2002; Boelaert et al., 2003; Solbach
et al., 2004; Séez et al., 2006). PTTG1 esta implicado en varios procesos celulares,
incluyendo division celular, reparacion de dafios en el DNA (Romero et al., 2001),
apoptosis y angiogenésis e interacciona con distintas proteinas tanto in vivo como in
vitro. También posee capacidad transactivadora e induce aumentos de expresion de
varios genes, especialmente del factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF) y c-

myc (Salehi et al., 2008).
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Figura 9: Representacion esquemaética de la proteina PTTG1 de mamiferos. La proteina comprende un
dominio amino terminal principalmente regulador y un dominio carboxilo terminal funcional. Se indican las
cajas KEN y D, ambas implicadas en la degradacion de PTTG1, asi como los sitios de union SH3. Adaptado
de Vlotides et al., 2007.
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Aqui nos centraremos en su funcion como regulador del ciclo celular. La
progresion del ciclo celular de mamiferos esta controlada por diversas actividades
enzimaticas, que incluyen proteina quinasas. Entre ellas, las quinasas dependientes de
ciclina (Cdks) son proteinas heterodiméricas compuestas por una subunidad catalitica,
llamada Cdk, y una subunidad reguladora, conocida como ciclina. Estos complejos se
activan secuencialmente para conducir a las células a través del ciclo celular (Manchado
et al., 2012). Las sefiales mitogénicas son sensadas por ciclinas de tipo D (D1, D2 y
D3), que se unen y activan preferentemente a Cdk4 y Cdk6 durante G4, la fase del ciclo
en la que las células se preparan para la sintesis de DNA. Después empiezan a
expresarse las ciclinas de tipo E (E1 y E2), que se unen y activan a Cdk2. La
disponibilidad de las ciclinas de tipo E durante el ciclo celular estd muy controlada y
restringida a las fases tempranas de la sintesis de DNA, por lo que el complejo Cdk2-
ciclina E es esencial para conducir la transicion G1/S. Cdk2 es activada posteriormente
por la ciclina A2 durante la fase tardia de replicacion del DNA, para conducir la transicion
de S a mitosis, un periodo conocido como fase G». Finalmente, Cdkl es activada por
ciclinas de tipo A al final de la interfase para facilitar la entrada en mitosis. Después de
la rotura de la envuelta nuclear, las ciclinas de tipo A son degradadas, facilitando la
formacion de los complejos Cdkl-ciclina B, responsables de conducir a las células a
través de mitosis (Malumbres& Barbacid, 2009).

Durante la mitosis, el material genético duplicado y los centrosomas se
distribuyen equitativamente entre las dos células hijas. Los cambios morfolégicos que
se producen en este proceso se han usado tradicionalmente para definir los diferentes
estadios de la mitosis. En profase, la cromatina se condensa para formar los
cromosomas Yy la envuelta nuclear se rompe. Durante la prometafase, una
reorganizaciéon masiva del citoesqueleto resulta en la generaciéon de un huso bipolar
donde se unen los cromosomas. Para organizar este huso bipolar, los centrosomas han
tenido que duplicarse previamente en “el ciclo de los centrosomas”, que ocurre en

paralelo al “ciclo de la cromatina”, e incluye la duplicacién (durante la fase S), la

-29.-



Introduccién

segregacion y la maduracion (durante la transicion G./M) de los centrosomas. Estos
centrosomas funcionan como un par de centros organizadores de microtubulos, que
migran hacia polos opuestos de la célula y son esenciales para una formacion apropiada
del huso mitético. En metafase, los cromosomas se unen al extremo “mas” de los
microtubulos a través de los cinetocoros y se alinean en la placa metafasica, en el centro
del huso mitético (Pérez de Castro et al., 2007). Durante la metafase, las cromatidas
hermanas se mantienen unidas por el complejo cohesina (formado por las subunidades
Smcl, Smc3, Sccl y Scc3), un proceso esencial para la biorientacion de los
cromosomas en el huso mitético y para evitar una separacion prematura de las
cromatidas (Wong, 2010). En células de mamifero, la disociacién de los complejos
cohesina de los cromosomas durante la mitosis requiere dos etapas. La primera etapa
comienza durante la profase y requiere la fosforilacion de las subunidades Scc3 por la
quinasa Plk1 (Polo-like kinase 1). La segunda etapa tiene lugar durante la transicion
metafase-anafase e implica la proteolisis de Sccl por una proteasa llamada Separasa.
Durante la mayor parte del ciclo celular, PTTG1 esta unida a la Separasa, inhibiendo
por tanto su actividad proteolitica. En vertebrados existe ademas otro mecanismo
adicional de inhibicion de la Separasa: su fosforilacién dependiente del complejo Cdk1-
ciclina B. En la transicion metafase-anafase, cuando los cromosomas estan orientados
correctamente, ciclina By PTTG1 son degradados por la ligasa de ubiquitina APC/CCdc20
(complejo promotor de anafase/ciclosoma). La destruccion de estas proteinas hace que
la Separasa pueda activarse y mediar la degradaciéon del complejo cohesina y la
separacion de las cromatidas hermanas (Vlotides et al., 2007). La segregacién de los
dos juegos de cromosomas se produce durante la anafase, después de la pérdida de
cohesion de las cromatidas hermanas. Finalmente, en telofase, los cromosomas se
descondensan y se forman los dos nucleos, después de la reconstruccion de las
envueltas nucleares. Una vez que los dos nlcleos estan separados, la célula sufre la

citocinesis para dividir el citoplasma y dar lugar a las dos células hijas.
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Figura 10: Esquemade las moléculas clave implicadas en la progresion mitética. En profase, la ciclina
A es ubiquitinada por APC/C-Cdc20 para su degradacion. En presencia de cromosomas no alineados,
PTTGL1y Cdkl-ciclina B mantienen inactiva a la separasa. Cuando todos los cromosomas estan alineados,
la degradacion dependiente de ubiquitinacion de PTTG1 y ciclina B conduce a la activacion de la separasa,
que, a su vez, rompe el complejo cohesina y libera a las cromatidas hermanas, facilitando la transicion
metafase-anafase. APC/C-Cdhl también ubiquitina a las ciclinas A y B después de la anafase para
mantener una actividad baja de Cdkl durante la salida de mitosis y la fase G; posterior. Las proteinas
activas estan representadas en rojo. Adaptado de Malumbres & Barbacid, 2009.

En relacion a los efectos de PTTGL1 sobre el ciclo celular, existe controversia en
la literatura. De hecho, todavia no estéa claro si la sobreexpresién de PTTG1 aumenta o
disminuye la proliferacién celular, ya que existen estudios que aportan datos en los dos
sentidos (revisado en Vlotides et al., 2007). Por ejemplo, se ha publicado que la
sobreexpresion de PTTG1 bloquea la progresion de la mitosis a anafase, pero no
aumenta la sintesis de DNA (Yu et al., 2003). Por otra parte, también se ha publicado
gue la sobreexpresion de PTTG1 aumenta la acumulacion de células en fase S, por

aumento de expresion de la ciclina D3, regulando en este contexto la transicién Gi/S.
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Por el contrario, el silenciamiento de PTTG1 produce un aumento de células en G y
una disminucién de células en fase S (Tong et al., 2007).

La funcion de PTTGL1 en apoptosis, también se debate actualmente, ya que se
ha publicado que la sobreexpresion de PTTG1l promueve o inhibe la apoptosis
respectivamente (Vlotides et al., 2007). Concretamente, hay datos que indican que la
sobreexpresion de PTTG1 induce apoptosis de forma dependiente e independiente de
p53, en células de cancer de mama MCF7 (p53 tipo silvestre) y células de osteosarcoma
MG63 (deficientes en p53) (Yu et al., 2000). También se ha publicado que PTTG1 induce
la activacion del promotor de p53, a través de c-myc, en células MCF7 y que la
sobreexpresion de PTTG1 estimula la expresion del miembro proapoptoético de la familia
Bcl-2, Bax, una diana de p53 (Hamid & Kakar, 2004). Por el contrario, se ha descrito
qgue PTTGL1 interacciona con p53 in vitro e in vivo y que esta interaccion bloquea la union
especifica de p53 al DNA e inhibe su actividad transcripcional. En este contexto, la
actividad del promotor de Bax disminuye debido a la interaccion PTTG1-p53,
conduciendo a una disminucion de la apoptosis (Bernal et al., 2002). También se ha
observado en lineas celulares de hepatoma que la sobreexpresion de PTTG1 atenua la

apoptosis inducida por p53 (Cho-Rok et al., 2006).

4.1. SACy paclitaxel

El paclitaxel es una droga utilizada en quimioterapia perteneciente al grupo de los
taxanos. Interacciona con la B-tubulina, interfiriendo en la dinamica de los microtubulos,
y dispara la parada del ciclo celular en mitosis, bloqueando el ensamblaje normal del

huso mitético y la division celular (Gascoigne & Taylor, 2009).
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Figura 11: Efecto del paclitaxel sobre los microtibulos. La inmunofluorescencia de la izquierda muestra
un huso mitético normal en una célula PC3. La de la derecha muestra un huso mitético aberrante, multipolar,
en una célula PC3 tratada con paclitaxel. Verde: B-tubulina; azul: cromatina.

La interrupciéon de la formacién normal del huso mitético dispara el punto de
control de ensamblaje del huso (Spindle Assembly Checkpoint, SAC) (Bhalla, 2003;
Gascoigne & Taylor, 2008). EI SAC actla para retrasar la segregacion cromosémica
hasta que todas las cromatidas hermanas duplicadas estén unidas y orientadas en el
huso mitético. Este punto de control se encarga de generar una sefial inhibidora de la
anafase; concretamente, la principal diana del SAC es Cdc20, uno de los cofactores del
APC/C. ElI SAC regula negativamente la capacidad de Cdc20 para activar la
poliubiquitinacion mediada por el APC/C de dos sustratos clave, ciclina B y PTTG1,
evitando por tanto su degradacion por el proteasoma 26S. Se han identificado distintos
componentes del SAC, entre los que se incluyen Cdc20, Madl, Mad2, BubR1/Mad3,
Bubl, Bub3 y Aurora-B (Ciliberto & Shah, 2009; Musacchio & Salmon, 2007).

Durante una mitosis normal, la salida de mitosis se dispara por la rapida
degradacion de la ciclina B1. La degradacién de la ciclina B1 se evita por la actividad
del SAC, hasta que todos los cromosomas estan alineados correctamente. Pero, existen
evidencias que indican que, en células de mamifero expuestas a drogas antimitéticas,
la ciclina B1 todavia es capaz de degradarse a pesar de la activacion crénica del SAC
(Brito & Rieder, 2006; Gascoigne & Taylor, 2008). Eventualmente, la cantidad de ciclina

B1 cae por debajo del umbral requerido para mantener el estado mitético y la célula sale
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de mitosis, un proceso conocido como “deslizamiento mitotico” (mitotic slippage). Se ha
propuesto un modelo en el que el destino celular esta determinado por dos redes que
compiten; una que implica la activacion de las rutas de muerte y otra que controla la
degradacion de la ciclina B1y, por tanto, la salida de mitosis (Gascoigne & Taylor, 2009).
Estas dos redes trabajan en direcciones opuestas durante una parada en mitosis:
mientras las sefiales de muerte se van haciendo mas fuertes, los niveles de ciclina B1
caen. Ambas redes tienen umbrales, por tanto, si los niveles de ciclina B1 caen por
debajo del umbral de salida de mitosis primero, se produce el deslizamiento. Si el umbral

de muerte se alcanza primero, la célula muere en mitosis.
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Figura 12: Relacion entre el SACy la maquinaria de ciclo. En prometafase, la presencia de cinetocoros
no unidos a microtUbulos, produce la activacion del SAC (representado por algunas de las proteinas del
SAC como BubR1, Mad2 y Bub3), que inhibe la capacidad de Cdc20 para activar al APC/C. La unio6n de los
microtUbulos cinetocoéricos a todos los cinetocoros y la biorientacion de las cromatidas hermanas, regula
negativamente la sefial del SAC. Esto produce la liberacién de Cdc20, que ahora puede activar al APC/C.
Esta activacién conduce a la poliubiquitinacién de sustratos de anafase como ciclina By PTTG1 y a su
destruccidn proteolitica por el proteasoma. La activacion de la Separasa y la inactivaciéon de Cdk1 inician la
separacion de las cromatidas hermanas, la citocinesis y la salida de mitosis. En condiciones ideales, el SAC
permenece activo hasta que todos los cromosomas estan biorientados, la Gnica condicion que asegura una
segregacion correcta en anafase. La adicion de drogas que interfieren con los microtdbulos durante este
proceso, detiene inmediatamente la proteolisis de ciclina By PTTG1 y bloquea el inicio de la anafase de
forma dependiente del SAC. Adaptado de Musacchio & Salmon, 2007.
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En resumen, después de una parada en mitosis prolongada, las células
tumorales mueren durante la mitosis, o salen de mitosis por deslizamiento hacia un
estado G; tetraploide, desde el que pueden morir, parar en G; 0 iniciar una nueva ronda

de ciclo celular (Bhalla, 2003; Gascoignhe & Taylor, 2008; Gascoigne & Taylor, 2009).

0

Division desigual

Progresion del

ciclo celular
Parada en
mitosis
Parada en
interfase
Salida sin
division
Muerte en
interfase

Muerte en
mitosis

Figura 13: Posibles destinos de las células en respuesta al tratamiento con drogas antimitéticas.
Cuando las células son expuestas a agentes antimitéticos como el paclitaxel, se paran en mitosis debido a
la activacion crénica del SAC. Después pueden seguir distintos destinos. Las células pueden morir
directamente en mitosis o dividirse asimétricamente para producir células hijas aneuploides.
Alternativamente, las células pueden salir de la mitosis sin dividirse. En este caso, las células pueden morir
en interfase, parar en interfase indefinidamente o entrar en ciclos celulares adicionales en ausencia de
division. Adaptado de Gascoigne & Taylor, 2009.

Estas diferentes posibilidades indican que el bloqueo de la division celular evita
la proliferacion, pero no mata necesariamente a las células. La relacién entre la parada
en mitosis inducida por paclitaxel y la muerte o supervivencia de las células todavia no
se entiende completamente. Cuando tiene lugar, la muerte se produce principalmente
por la via intrinseca de apoptosis (Bhalla, 2003).

En este sentido, se ha publicado que el bloqueo mitético inducido por el paclitaxel

esta asociado a la fosforilacion de las proteinas antiapoptéticas Bcl-2 y Bel-x. (Haldar et
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al., 1996; Poruchynsky et al., 1998). Ademas, varios estudios han demostrado que el
paclitaxel produce apoptosis en células tumorales de mama y ovario induciendo la
localizacion nuclear de los factores de transcripcion FOXO y el aumento de expresion
de su gen diana Bim (Sunters et al., 2006; Goto et al., 2008). También se ha publicado
gue el paclitaxel y su analogo semisintético, el docetaxel, producen un efecto inhibidor

sobre el receptor androgénico mediado por FOXO1 (Gan et al., 2009).

El paclitaxel y el docetaxel se usan actualmente para inducir regresién en el
cancer de préstata hormonorrefractario después del fallo de la terapia de ablacion
androgénica (Gan et al., 2009), es decir, el tratamiento en primera linea del cancer de
préstata hormonorrefractario es principalmente la quimioterapia basada en taxanos
(Gan et al., 2009; Smith et al., 2011). Aunque este tratamiento mejora la supervivencia
de los pacientes, la mayoria de ellos desarrolla resistencia a las drogas (Berry &
Eisenberger, 2005; Jeske et al., 2011), por lo que el estudio de nuevas drogas o de
nuevas combinaciones, asi como la investigacion de los mecanismos que conducen a
la adquisicion de resistencia y la forma de evitarla, constituyen elementos importantes

gue pueden contribuir a la mejora de las opciones terapéuticas.
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OBJETIVOS

1. Estudio del papel de PTPL1 en la induccion de apoptosis en lineas celulares de cancer
de prostata, en respuesta al tratamiento con PEITC, anti-Fas (por separado o en

combinacion) y paclitaxel, y las rutas de sefializacion implicadas en el proceso.

2. Estudio del efecto del silenciamiento de PTPL1 sobre la invasién y el ciclo celular en
lineas celulares de cancer de préstata, asi como la identificacion de dianas relacionadas

con invasioén inducidas tras el silenciamiento de PTPL1.

3. Estudio de la influencia de PTTG1 sobre la eficacia del paclitaxel en la induccion de

la parada del ciclo celular y la apoptosis en células de cancer de prostata tratadas con

la droga.
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1. BACTERIAS

Para producir DNA plasmidico se utilizé la estirpe DH5a de Escherichia Coli. Las bacterias
se cultivaron en medio rico no definido LB2. La seleccién de bacterias transformadas con
cada plasmido se realizé suplementando el medio con el antibiético correspondiente a la
resistencia aportada por el plasmido. El genotipo de la estirpe DH5a de Escherichia Coli es

sup E44 AlacU169(®P 80 lacZAM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl.

2. CULTIVO DE LINEAS CELULARES

Las lineas celulares humanas de cancer de prostata adherentes PC3, LNCaP y DU145 se
obtuvieron de la “Interlab Cell Line Collection” (Genova, Italia) También se generd una
linea PC3 resistente a paclitaxel (PC3PTXR) en el laboratorio. Las células PC3 parentales
se trataron con paclitaxel 1 uM durante 3 dias; posteriormente, la droga se retiré del medio
y se permiti6 que las células supervivientes crecieran. Estas células se sometieron de
nuevo al mismo tratamiento, y las células resultantes, resistentes a paclitaxel, se utilizaron
en los experimentos. Las lineas celulares se cultivaron de forma rutinaria en medio RPMI
1640 suplementado con suero fetal bovino al 10%, tampon HEPES 10 mM, glutamina 1
mM, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml, en un incubador humidificado a 37°C
y CO; al 5%. Los cultivos se diluyeron periédicamente, para evitar que estuvieran
confluentes, mediante tripsinizacién. Para ello, las células se lavaron con PBS y se les
afadié una solucién de tripsina-EDTA al 0,05% vy se dejaron durante 2-3 minutos en el
incubador. Una vez despegadas, se neutralizo la tripsina afiadiendo 4 veces el volumen de
tripsina de medio completo, se centrifugaron, se diluyeron y se sembraron de nuevo. Las

células procedentes de los experimentos también se recogieron mediante tripsinizacion.

2 LB son las siglas de “Lisogeny Broth” (Bertani, 2004), pero el acronimo se ha interpretado incorrectamente
como Luria Bertani, Luria Broth o Lennox Broth.
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3. CONGELACION Y DESCONGELACION DE CELULAS

Para la congelacion de un cultivo de células, se utilizaron 5x10°8 células por criotubo. Las
células se alimentaron como méximo 24 horas antes de la congelacion, se tripsinizaron y
se resuspendieron en 1,5 ml de medio de congelacién por criotubo. Los criotubos se
mantuvieron durante 30 minutos a 4°C, de 24 a 48 horas a -80°C y finalmente se guardaron
en nitrégeno liquido. Para la descongelacion, los criotubos se incubaron en un bafio a 37°C
hasta la total descongelacion de las células. Seguidamente, las células se resuspendieron

en medio de cultivo y se sembraron.

Medio de congelacion: Medio completo con suero fetal bovino al 40% y DMSO al 10%. Alicuotado y
guardado a -20°C.

4. RNA DE INTERFERENCIA PEQUENO (siRNA)

Los silenciamientos con RNAs de interferencia pequefios (siRNAS) se realizaron utilizando
el reactivo DharmaFect (Thermo Fisher Dharmacon), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El siRNA especifico para PTPL1 y el siRNA control negativo son de Qiagen.
Algunos experimentos se comprobaron con otro siRNA PTPL1 adicional de Dharmacon.
Los siRNAs especificos para PKCd y PTTG1, asi como el siRNA control negativo son de
Dharmacon. Todos los siRNAs se usaron a una concentracion de 100 nM. Los diferentes
tratamientos se aplicaron a las células 24 6 48 horas después del silenciamiento. La
eficiencia de transfeccion se midié utilizando un siRNA especifico para PTPL1 marcado
con Alexa Fluor 488 (Qiagen). Después de 24 y 72 horas de silenciamiento, el porcentaje

de células transfectadas fue 61,7% y 26,7%, respectivamente.
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5. PLASMIDOS Y TRANSFECCIONES

Plasmidos utilizados:

- pPCDNAZ3 (Invitrogen)

- pEF/hSec-KAA-DM: El DNAc de PTTG1/Securina se mutod en las cajas de destruccion
KEN y D y se clon6 en el plasmido pEF. Este plasmido fue cedido por el Dr. Michael
Brandeis, del Departamento de Genética del Instituto Silberman de Ciencias de la Vida de

la Universidad hebrea de Jerusalén, Israel (Zur & Brandeis, 2001).
- pPCMV6-XL4-PTPL1 (Origene)
- pPCMV6-XL5-PKCd (Origene)

Las transfecciones transitorias se realizaron utilizando el reactivo FUGENE
(Promega), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células se sometieron a

los distintos tratamientos 24 6 48 horas después de la transfeccion.

6. ANTICUERPOS UTILIZADOS EN WESTERN BLOT

Anti-PARP Monoclonal Raton 1:250 BD Biosciences
Caspasa 3 activa | Policlonal Conejo 1:200 Abcam
azsppigg) 7 activa Policlonal Conejo 1:1000 Calbiochem
azsppgig) 9 activa Policlonal Conejo 1:500 Calbiochem
&Zsppgig) 9 activa Policlonal Conejo 1:500 Cell Signaling
Anti-B-actina Monoclonal Raton 1:20000 Sigma
Anti-Bax Policlonal Conejo 1:1000 BD Biosciences
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Anti-Bak Policlonal Conejo 1:2000 BD Biosciences

Anti- Bcl-x, Monoclonal Raton 1:200 Santa Cruz Biotechnology
Anti-PTPL1 Policlonal Conejo 1:500 Santa Cruz Biotechnology
Anti-ciclina B1 Policlonal Conejo 1:1000 Santa Cruz Biotechnology
Anti-Mcl-1 Policlonal Conejo 1:1000 Santa Cruz Biotechnology
Anti-uPA Policlonal Conejo 1:500 Santa Cruz Biotechnology
Anti-integrina a6 | Policlonal Conejo 1:500 Cell Signaling
Anti-fosfohistona . : ] :

H3 (S10) Policlonal Conejo 1:800 Santa Cruz Biotechnology
Anti-PKCd Policlonal Conejo 1:200 Cell Signaling
Anti-fosfo-PKCd . : ] : .

(T505) Policlonal Conejo 1:150 Cell Signaling
Anti-fosfo-Akt . : ) . .

(S473) Policlonal Conejo 1:400 Cell Signaling
Anti-fosfo-IkBa . , ]

(S32/36) Policlonal Conejo 1:300 Abcam

Anti-fosfo-IkBa . , ]

(Y42) Policlonal Conejo 1:200 Abcam

Anti- IKBa Policlonal Conejo 1:500 Santa Cruz Biotechnology
Anti-fosfo- . . )

NFKBp65 (S276) Policlonal Conejo 1:500 Abcam

Anti-NFkBp65 Policlonal Conejo 1:500 Santa Cruz Biotechnology
Anti-ciclina E Monoclonal Raton 1:100 Monosan

Anti-B-catenina

activa (clon 8E7) | Monoclonal Raton 1:300 Millipore

desfosforilada

Anti-PCNA Monoclonal Raton 1:10000 Dako

Anti-PTTG1 Policlonal Conejo 1:1000 (Dominguez et al., 1998)
Anti-BubR1 Policlonal Conejo 1:3000 Bethyl Laboratories
Anti-osteopontina | Policlonal Conejo 1:100 Neomarkers
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7. WESTERN BLOT

Las células se lisaron en buffer de lisis Nonidet-P40 (NP-40), suplementado con inhibidores
de proteasas (Sigma) y fosfatasas (Roche), utilizando homogenizadores de plastico
Eppendorf. Los lisados se incubaron durante una hora a 4°C y se centrifugaron a 12.000
rpm, 30 minutos, a 4°C. La concentracion de proteinas se determiné utilizando el método
BCA (Pierce). Posteriormente, las proteinas se desnaturalizaron afiadiéndoles tampén de

carga de Laemmli 1x y calentando durante 2 minutos a 98°C.

Se separaron cantidades iguales de proteina total mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE), con gradiente del 4 al 20% (Invitrogen), utilizando
como electrolito tampoén Tris-glicina 1x. Las proteinas del gel se electro transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (GE Healthcare), utilizando tampén de transferencia y
aplicando un voltaje constante de 100 V durante 1,5-2 horas. Las
membranas de nitrocelulosa se tifieron con Ponceau S, para comprobar que las cantidades
de proteina eran comparables, y se destifieron con agua. Para la inmunodeteccion, las
membranas se incubaron en tampon de bloqueo durante, al menos, 30 minutos a
temperatura ambiente en agitacion suave, para bloquear sitios de unién inespecificos.
Después se incubaron con el anticuerpo primario preparado a la dilucion apropiada en
tampodn de bloqueo durante toda la noche, a 4°C, en un rotor (Miltenyi). A continuacion, las
membranas se lavaron durante 30 minutos con tampon TBS-Tween 20 (3 lavados de 10
minutos cada uno) y se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa
(cabra anti-raton, 1:20,000 6 cabra anti-conejo, 1:20,000 (GE Healthcare)) en tampdn de
blogueo durante una hora, a temperatura ambiente y en agitacion suave. Tras la
incubacion, las membranas se lavaron durante 30 minutos con TBS-Tween 20 (3 lavados
de 10 minutos cada uno) y se les aplic6 ECL" (Enhanced ChemolLuminescent,GE
Healthcare), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las densitometrias se

realizaron con el programa QuantiScan (Biosoft). Se utiliz6 B-actina como control de carga.
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Tampén NP-40: Tris-HCI 10 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, glicerol al 10% (v/v) y NP40 al 1% (v/v).
Conservado a 4°C.

Tampon de carga de Laemmli 5x; Tris-HCI 60 mM pH 6,8, glicerol al 26% (v/v), SDS al 2%, (-
mercaptoetanol 14,4 mM y azul de bromofenol al 0,1% (p/v).Conservado a -20°C.

Tampén Tris-glicina 1x: Trizma base 25 mM, glicina 192 mM y SDS al 0,1%. Conservado a

temperatura ambiente.

Tampén de transferencia: Trizma base 25 mM, glicina 192 mM, metanol al 20% (v/v). Conservado
a 4°C.

Solucién Ponceau S 1x: Ponceau S al 0,2% (p/v) y acido acético al 10% (p/v). Conservado a
temperatura ambiente.

Tampén de blogueo: Bloqueante (Roche) al 1%, Tween 20 al 0,05% en tampén Tris 0,05M.
Conservado a 4°C.

Tampén Tris 0,05 M: Trizma-HCI 132 g, Trizma base 19,4 g, agua bidestilada hasta 20l. Conservado
a temperatura ambiente.

Tampén TBS-Tween 20 1x: Tris-HCI 50 mM pH 7,6, NaCl 150 mM y Tween 20 al 0,05% (v/v).
Comprobar el pH (7,5). Conservado a 4°C.

8. INMUNOHISTOQUIMICA

La matriz de tejidos de cancer de préstata comprende 76 tumores primarios de préstata,
fijados en formol e incluidos en parafina, seleccionados de prostatectomias radicales
diagndsticas de pacientes del Hospital Virgen del Rocio, con la aprobacion del comité ético.
Dos patologos independientes evaluaron la puntuacién de Gleason de acuerdo con los
criterios convencionales (Lopez-Beltran et al., 2006). Secciones de 5 ym del bloque de
parafina se desparafinaron y rehidrataron. Las secciones se sumergieron en una solucion
acuosa de H;O. (peroxido de hidrogeno) al 3% para agotar la actividad peroxidasa
enddgena y luego se cubrieron con tampoén de bloqueo, para bloquear los sitios de union
inespecificos. La recuperacion antigénica para el anticuerpo anti-PTPL1 (policlonal, conejo,
Santa Cruz) se realizé en microondas utilizando EDTA 1 mM pH 9,0 y para el anticuerpo
anti-PKC® (policlonal, conejo, Abcam), con tripsina 1 mg/ml, 15 minutos a 37°C. Las
secciones se incubaron con los anticuerpos indicados diluidos en tamp6n de bloqueo
durante toda la noche, a 4°C, en camara humeda. Después de lavar con tampon Tris

0,05M, se aplicaron los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa y el sustrato
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cromogénico 3,3’-diaminobenzidina para desarrollar la inmunoreactividad, de acuerdo con
las instrucciones del fabricante (EnVision, Dako). Las secciones se contratifieron
ligeramente con hematoxilina y se montaron en DPX (BDH Laboratories). Como controles
negativos se utilizaron secciones incubadas con suero normal de conejo en lugar de
anticuerpo primario. La inmunotincién fue evaluada independientemente por dos
observadores en, al menos, 10 campos a una magnificacion 200x, y se puntud

positivamente si mas del 25% de las células tumorales estaban tefiidas intensamente.

9. INMUNOFLUORESCENCIA

Las células se fijaron con paraformaldehido al 4% (en el caso de la inmunofluorescencia
anti-B-catenina) o metanol (en el caso de la inmunofluorescencia anti-NFkB), se
permeabilizaron con Tritébn X-100 al 0,05% en tampo6n Tris durante 5 minutos y se
bloquearon con tampdn de bloqueo sin Tween 20 durante 30 minutos. Posteriormente se
incubaron con anti-B-catenina (conejo, policlonal, Neomarkers) a una diluciéon 1/800 o con
anti-NFkB (conejo, policlonal, Sta. Cruz Biotechnology) a una dilucion 1/500 en tampon de
blogueo sin Tween 20, durante toda la noche, a 4°C. Después de lavar con tampén Tris,
se incubaron con un anticuerpo secundario marcado con FITC, durante 1 hora, en
oscuridad, a temperatura ambiente. Tras lavar con tampén Tris, los nucleos se
contratifieron con Dapi (Vysis) en el caso de la inmunofluorescencia anti-B-catenina y se
visualizaron en un microscopio de fluorescencia equipado con los filtros apropiados y una

camara digital (Leica).

10. ENSAYOS DE INDUCCION DE APOPTOSIS

Las soluciones de PEITC (Sigma) y paclitaxel (Calbiochem) se prepararon a 10mM en
DMSO (dimetil sulféxido) y se guardaron a -20°C. El anticuerpo monoclonal anti-Fas, clon
CH11, es de Beckman Coulter. La induccion de apoptosis se midi6 mediante un ensayo de

union de anexina V, que detecta uno de los eventos mas tempranos en la apoptosis: la
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externalizacion del fosfolipido fosfatidilserina. Se resuspendié un millon de células en 100
ul de tampdn de unidn de anexina-V (R&D Systems), y se afiadié yoduro de propidio (PI)
5 ug/ml y anexina-V-FITC 0,5 pg/ml. Las células se incubaron durante 15 minutos, a
temperatura ambiente, en oscuridad y se diluyeron en 400 pl de tampo6n de unién de
anexina-V. La fluorescencia se midié con un citobmetro de flujo FACScan (BD Biosciences),
en menos de una hora.

Se identificaron cuatro poblaciones celulares (células viables: anexina V y PI
negativas, cuadrante inferior izquierdo; células en apoptosis temprana: anexina V positivas
y Pl negativas, cuadrante inferior derecho; células en apoptosis tardia o necréticas: anexina
V positivas y Pl positivas, cuadrante superior derecho; células muertas: anexina V
negativas y Pl positivas, cuadrante superior izquierdo), midiendo la fluorescencia en los

canales FL1y FL2.

11. TRANSCRIPCION INVERSA Y PCR CUANTITATIVA

El RNA total se extrajo utilizando el kit Purescript® (Gentra), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. 0,5 ug de RNA total se sometieron a digestion con DNasa |
(Invitrogen) y fueron procesados a cDNA mediante transcripcion inversa con el kit First
Strand cDNA Synthesis (Roche), de acuerdo con el protocolo del fabricante. Las reacciones
de PCR se realizaron en un volumen de 25 pl, en un aparato de PCR a tiempo real
SmartCycler Il (Cepheid), utilizando el kit QuantiMix Easy SyG (Biotools) y los
oligonucledtidos cebadores especificos a 500 nM. Los niveles de los genes diana y del gen
de mantenimiento en cada muestra se cuantificaron midiendo los valores Ct (threshold
cycle) por duplicado. Estos valores Ct medios se transformaron en cantidades utilizando el
método delta-Ct (Pfaffl, 2001). A la muestra con la cantidad mas baja se le asigno el valor
1. La cantidad de transcrito del gen diana se dividi6 entre la cantidad del gen de

mantenimiento para obtener un valor normalizado.
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Oligonucleétidos cebadores utilizados en las PCRs:

RPL13A F 5’-CCTGGAGGAGAAGAGGAAAGAGA-3’
RPL13AR S-TTGAGGACCTCTGTGTATTTGTCAA-3’
PTPL1 F 5’-CCCAACATCCTAGGCAAAAC-3
PTPL1R 5-AAATATGGCGCACCTCTCTG-3

uPA F 5-TGTGAGATCACTGGCTTTGG-3
uPAR 5-GCCTTACCGAGGTTGTGTGT-3’
uPAR F 5’-CATCCAGGCACTGTTCTTCA-3
uPARR S-TGTTGCAGCATTTCAGGAAG-3’
tPAF 5-GAGATCCCGCCTCTTCTTCT-3
tPAR 5-TGCACTCTTCCCTCTCCTGT-3

PAI-1 F 5-CCCTTTGCAGGATGGAACTA-3
PAI-1 R 5-TGGCAGGCAGTACAAGAGTG-3
ITGAG F S-TCATGGATCTGCAAATGGAA-3’
ITGAG6 R 5’-AGGGAACCAACAGCAACATC-3’
OPN F 5-CGTGGGAAGGACAGTTATGAA-3’
OPNR 5’-ATCAATCACATCGGAATGCTC-3’

12. ANALISIS DEL CICLO CELULAR MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

Esta técnica se basa en la tincion de una muestra de células con un reactivo fluorescente
(yoduro de propidio) que se intercala estequiométricamente en el DNA. La suspensién
celular se pasa entonces por el citbmetro de flujo y la fluorescencia emitida es proporcional
al contenido en DNA de cada célula. Las células que se encuentran en fase G, tienen una
copia de DNA y una intensidad de fluorescencia 1x. Las células en fases G, y M (G2/M)
tienen dos copias de DNA y por tanto, una intensidad 2x. Las células que estan sintetizando
DNA (fase S) tendran valores de fluorescencia comprendidos entre 1x y 2x. Asi, el
histograma resultante consiste en dos picos, las poblaciones G; y G2/M, con la poblacién
en fase S comprendida entre ambos.

En la practica, las células se recogieron mediante tripsinizacion tras los distintos
tratamientos y se fijaron con etanol al 70% a-20°C (aproximadamente 10° células/ml).

Posteriormente se permeabilizaron y se trataron con RNAasa y yoduro de propidio segun
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las instrucciones del kit CycleTest Plus (BD Biosciences). El contenido en DNA se midi6
con un citometro de flujo FACScan (BD Biosciences). La adquisicion de datos se realizé
con el programa CellQuest Pro (BD Biosciences) y el analisis con el programa ModFit LT2

(Verity Software).

13. ENSAYO DE PROLIFERACION

Las células se sembraron en placas de 24 pocillos y se silenciaron con siRNA control o
siRNA PTPL1. Después de los tiempos indicados, las células se tripsinizaron y contaron

utilizando un hemocitdmetro.

14. ENSAYO DE INCORPORACION DE BrdU

La poblacion de células en fase S se analiz6 mediante un método inmunofluorométrico
(BrdU labeling and detection kit I, Roche). Las células se cultivaron durante 2 horas en
presencia de un analogo de la timidina, 5-bromo-2’-desoxiuridina (BrdU) 10uM. Este
analogo se incorpora al DNA de las células que estan replicando su DNA (proliferativas).
Después del tiempo de incubacion, las células se tripsinizaron y se fijaron en glicina:etanol
(3:7), a 4°C. Posteriormente, se desnaturalizé el DNA con é&cido clorhidrico y la BrdU se
marc6 con un anticuerpo monoclonal conjugado con fluoresceina, segun las instrucciones
del fabricante. La fluorescencia se midi6 por citometria de flujo. La adquisicion y el analisis

de los datos se realizé con el programa CellQuest Pro.

15. ENSAYO DE CIERRE DE LA HERIDA

Las células se sembraron, cercanas a la confluencia, en una placa de 24 pocillos. Después
de silenciar durante 24h, se hizo una herida en la monocapa celular utilizando una punta
de pipeta de 200 pl estéril. La monocapa se lavé dos veces y se incub6 durante 36 horas

mas. Las células se fotografiaron a 0 horas y 36 horas, utilizando un microscopio invertido
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Zeiss con Optica Nomarski y un objetivo 16x. Las areas de las heridas se midieron con el
programa ImageJ (Rasband, W.S., U.S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,

USA, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2011).

16. ENSAYO DE INVASION

La camara de invasion consiste en una placa de 24 pocillos, con insertos control que
contienen una membrana de tereftalato de polietileno (PET) con poros de 8 um e insertos
Matrigel (BD Biosciences) que contienen una membrana de PET con poros de 8 um
cubierta por un fina capa de matriz extracelular (ECM). Las células se resuspendieron en
medio RPMI 1640 libre de suero y se afiadieron a la camara superior (2 x 104 cells/inserto).
La camara inferior se llend con medio con suero al 5% como quimioatrayente. Después de
48 horas de cultivo, la parte superior de los insertos se limpi6é con algodén y los insertos se
tifieron con pandptico rapido (QCA). Las células que migraron a través del Matrigel y de la
membrana de PET hacia la parte inferior del inserto se microfotografiaron y contaron
utilizando el programa Image J. El porcentaje de invasion se calculé6 como el nimero de
células que migra a través de la matriz de Matrigel en relacion al namero de células que

migra a través de la membrana de PET.

17. MATRIZ DE cDNA

El RNA total de células PC3 siRNA control y sSiRNA PTPL1 se extrajo con el kit RNeasy®
Mini (Qiagen). Tres microgramos de RNA total se marcaron con biotina utilizando el kit
GEArray AmpoLabeling LPR (SABiosciences) y se usaron para hibridar una matriz de
cDNA sobre membrana de nitrocelulosa de 96 genes (Human extracellular & adhesion
molecules GEArrays, SABiosciences), siguiendo las instrucciones del fabricante. La sefal
guimioluminiscente se detectd en peliculas BioMax light (Kodak, Rochester, NY), a
diferentes tiempos de exposicidn. Las peliculas se escanearon para hacer el analisis

densitométrico con el programa QuantiScan. Los valores densitométricos crudos se
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corrigieron sustrayendo el fondo medio de los controles negativos. La normalizacién se
completé dividiendo entre la media de las sefiales no saturadas de cuatro genes de

mantenimiento diferentes.

18. HIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE (FISH)

Se realizaron improntas de células cultivadas en portaobjetos silanizados, se fijaron en
metanol/acido acético glacial (3:1), a -20°C durante 10 minutos y se dejaron secar al aire.
Posteriormente, los portaobjetos se sumergieron en una solucion SSC 2x/NP40 0,3%, a
37°C durante 30 minutos, se deshidrataron en etanoles de concentraciones crecientes y se
dejaron secar al aire. El DNA celular y las sondas centroméricas para los cromosomas 8
(Spectrum red) y 17 (Spectrum aqua) de Vysis, se co-desnaturalizaron a 72°C durante 5
minutos y se hibridaron a 37°C durante toda la noche en una camara humeda. Después de
la hibridacion, los portaobjetos se lavaron en una solucion SSC 2x/NP40 0,3%a 72°C
durante 5 minutos, se contratifieron con Dapiy se visualizaron en un microscopio de

fluorescencia equipado con los filtros apropiados y una camara digital.

SSC 20x: NaCl 3M, citrato trisédico 300 mM. Ajustar a pH 7 con HCI. Autoclavar. Conservado a

temperatura ambiente. La concentracion final del SSC 2x es NaCl 300 mM, citrato trisédico 30 mM.

19. ESTADISTICA

La asociacion entre PKCd o PTPL1 y el grado de Gleason se analiz6 mediante el test
exacto de Fisher. Las diferencias entre dos condiciones se analizaron mediante el test t de
Student pareado. Se considero significativa una P <0,05. Los calculos se realizaron con los
programas SPSS 16.0 y GraphPad Prism 4. Todos los experimentos se realizaron al menos

tres veces.
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1. PAPEL DE PTPL1 EN APOPTOSIS

1.1. ElI PEITC sensibiliza a las células PC3 a la apoptosis inducida por anti-Fas

De acuerdo con los datos publicados previamente (Xiao & Singh, 2002), las células PC3
son sensibles a la apoptosis inducida por PEITC (Figura 14). Los datos relativos a la
sensibilidad a anti-Fas de las células PC3 son mas controvertidos (Rokhlin et al., 1997;
Uslu et al., 1997; Hedlund et al., 1998), pero nuestros experimentos indican que son
relativamente sensibles a la apoptosis mediada por anti-Fas, es decir, el tratamiento con
anti-Fas 0,5 pg/ml produce una ligera induccion de apoptosis, medida por la aparicion,
mediada por caspasas, del producto de rotura de la proteina PARP. Sin embargo, cuando
las células se tratan con PEITC 10 uM durante 1 hora y después se afiade anti-Fas 0,5
Mg/ml se observa una apoptosis mucho mayor que la observada con PEITC o anti-Fas por
separado. La activacion de la caspasa 7, medida por la aparicion de su producto de rotura
de 20 kDa, es también claramente mas pronunciada en células PC3 tratadas con la
combinacion de PEITC y anti-Fas, seguida de las células tratadas con PEITC y finalmente
de las células tratadas con anti-Fas, de acuerdo con los resultados obtenidos con PARP

(Figura 14).
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Figura 14: El PEITC sensibiliza a las células PC3 a la apoptosis inducida con anti-Fas. Las células PC3
subconfluentes se trataron con PEITC 10 uM o anti-Fas 0,5 ug/ml durante 48 h y con PEITC 10 uM durante 1
h mas anti-Fas 0,5 pg/ml durante 16 h. La induccién de apoptosis se midio por la apariciéon de los productos de
rotura de 85y 20 kDa de las proteinas PARP y caspasa 7, respectivamente. -actina se muestra como control
de carga.
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1.2. El silenciamiento de PTPL1 produce una disminucién de la sensibilidad
apoptotica en células PC3

La figura 15 A muestra la disminucién de la expresion de PTPL1 end6geno mediante RNA
de interferencia pequefio (siRNA), tanto a nivel de RNA mensajero (MRNA) como de
proteina. El porcentaje de células transfectadas, después de 24 y 72 h de silenciamiento

fue 61,7% y 26,7%, respectivamente (figura 15 B).

Se observa, por la rotura de PARP, que las células PC3 silenciadas para PTPL1
muestran una menor sensibilidad a la apoptosis que las células siRNA control. Este efecto
se ve tanto con PEITC o anti-Fas como con ambas drogas, pero es mucho mas llamativo
cuando se usan las dos drogas en combinacion (Figura 15 C). También se examiné el nivel
de expresion de varias proteinas implicadas en apoptosis (Figura 15 D). En células siRNA
control tratadas con PEITC y anti-Fas se produce una mayor activacion de las caspasas 3,
7 y 9 que en células siRNA PTPL1 tratadas de la misma forma. Las proteinas
proapoptéticas multidominio Bax y Bak permanecen sin cambios en presencia o en
ausencia de PTPL1; sin embargo, Bcl-x. aumenta en células PC3 silenciadas para PTPL1
(P < 0,05, del test t de Student). También se observa un aumento de la forma corta
proapoptética de Mcl-1 (Mcl-1s) en células siRNA control tratadas con PEITC y anti-Fas, y
la aparicion del producto proapoptético de rotura de Mcl-1., de 24 kDa, también es mas
evidente en esta condicién. Todos estos datos concuerdan con la mayor sensibilidad

apoptética de las células PC3 con expresién enddégena de PTPL1.
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Figura 15: El silenciamiento de PTPL1 en células PC3 produce resistencia a la apoptosis inducida con
PEITC y anti-Fas. (A) Silenciamiento de PTPL1 mediante siRNA. Después de 72 h de silenciamiento, la
disminucion de la expresién de PTPL1 se comprobd mediante western blot y RT-PCR. La cantidad de transcrito
de PTPL1 se dividi6 entre la cantidad de RPL13A para obtener un valor normalizado. El histograma
representala media de tres experimentos + S.E.M. (B) Las células PC3 se silenciaron con un siRNA PTPL1
marcado con Alexa Fluor 488 durante 24 hy 72 h, se fijaron, se contratifieron con Dapi y se examinaron en un
microscopio de fluorescencia para analizar la eficiencia de transfeccion. (C) Las células PC3 se silenciaron
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para PTPL1 o con un siRNA control y se trataron con DMSO, PEITC 10 uM o anti-Fas 0,5 pyg/ml durante 48 h
y con PEITC 10 yM durante 1 h mas anti-Fas 0,5 pg/ml durante 16 h. La induccion de apoptosis se detecto
mediante western blot de PARP. (D) Las células PC3 se silenciaron para PTPL1 o con un siRNA control y se
trataron con DMSO o PEITC 10 uM durante 1 h mas anti-Fas 0,5 ug/ml durante 16 h. Se muestran los analisis,
mediante western blot, de PARP, caspasas activas 3, 7y 9, Bcl-x., Bak, Bax y Mcl-1. Tanto en (A) como en (C)
y (D), B-actina se muestra como control de carga. El histograma muestra el andlisis densitométrico de PARP
(85 kDa) y las caspasas activas 3, 7 y 9 en células PC3 silenciadas para PTPL1 o con un siRNA control y
tratadas con PEITC 10 uM durante 1 h mas anti-Fas 0,5 ug/ml durante 16 h. Los datos estan presentados como
la media + S.E.M. (n = 3). * P< 0,05 y ** P< 0,01 del test t de Student, comparando células siRNA control
tratadas versus células siRNA PTPL1 tratadas.

Como el uso del PEITC solo tiene posibles implicaciones terapéuticas, se evalué el
efecto de esta droga en la induccion de apoptosis en presencia o ausencia de PTPL1. Las
células PC3 silenciadas para PTPL1 son mas resistentes a la apoptosis inducida por PEITC
gue las células siRNA control, y la activacion de las caspasas 3, 7 y 9 también es mas
evidente en esta Ultima condicion (Figura 16 A). Estos datos también se confirmaron
mediante ensayos de anexina-V (Figura 16 B). Ademas, para determinar si la pérdida de
sensibilidad apoptoética asociada a la ausencia de PTPL1 esta restringida a la apoptosis en
presencia de PEITC, se realizd6 el mismo experimento con una droga diferente como el
paclitaxel. De nuevo, las células PC3 silenciadas para PTPL1 son mas resistentes a la
apoptosis inducida por paclitaxel y las formas activas de las caspasas 3, 7 y 9 son mas
evidentes en las células siRNA control tratadas con paclitaxel (Figura 16 C). Finalmente,
los ensayos de union de anexina-V (Figura 16 D) mostraron que el porcentaje de células
apoptoticas es més alto en células siRNA control tratadas con paclitaxel que en células
silenciadas para PTPL1 tratadas con paclitaxel. Todos estos datos indican una funcién
proapoptética de PTPL1 en células PC3, aunque la extension de su efecto sobre la
apoptosis depende del estimulo utilizado.
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Figura 16: El silenciamiento de PTPL1 en células PC3 también produce resistencia a la apoptosis
inducida con PEITC o paclitaxel. (A y B) Las células PC3 se silenciaron para PTPL1 o con un siRNA control
y se trataron con PEITC 10 uM durante 48 h. La induccién de apoptosis se detecté mediante western blot de
PARP y caspasas activas 3, 7y 9 (A) y mediante citometria de flujo de células marcadas con anexina V y
yoduro de propidio (B). (C y D) Las células PC3 se silenciaron para PTPL1 o con un siRNA control y se trataron
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con paclitaxel 2,5 uM durante 48 h. La induccion de apoptosis se detectdé mediante western blot de PARP y
caspasas activas 3, 7 y 9 (C) y mediante citometria de flujo de células marcadas con anexina V y yoduro de
propidio (D). Los histogramas en (A) y (C) muestran el andlisis densitométrico de PARP (85 kDa) y caspasas
activas 3, 7y 9 en células PC3 silenciadas para PTPL1 o con un siRNA control y tratadas con PEITC 10 yM
(A) o paclitaxel 2,5 uM (C) durante 48 h. Los datos se presentan como la media + S.E.M. (h=3). * P< 0,05y **
P< 0,01 del test t de Student, comparando células siRNA control tratadas versus células siRNA PTPL1 tratadas.

1.3. PKC3 esta implicada en la ruta de transduccion de sefiales mediada por PTPL1

Posteriormente, se examiné si la pérdida de sensibilidad apoptética observada durante el
silenciamiento de PTPL1 esta relacionada con cambios en rutas de transduccion de
sefiales. Después de examinar varias quinasas clasicas, se observé una disminucioén de la
fosforilacion de PKCS en la treonina 505 (T505, localizada en el sitio de activacion de la
quinasa) en células PC3 con expresion endégena de PTPL1, tratadas con PEITC y anti-
Fas, que estaban sufriendo apoptosis. Por el contrario, las células silenciadas para PTPL1,
tratadas de la misma forma, con la apoptosis reducida, mantienen el nivel basal de
fosforilacion de PKCd T505. La disminucion de la fosforilacion se produce en células con
expresion endégena de PTPL1, tratadas con PEITC y anti-Fas, PEITC o paclitaxel y no se

debe a una disminucion de la expresion de PKCS (Figura 17 Ay B).
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Figura 17: PTPL1 regula la fosforilacion dePKC®d en la treonina 505. (A) Las células PC3 se silenciaron
para PTPL1 o con un siRNA control y se trataron con DMSO o PEITC 10 uM durante 1 h mas anti-Fas 0.5
pg/ml durante 16 h. Los niveles de expresion de PKCS total y PKCS fosforilada en T505 se estudiaron mediante
western blot. (B)Las células PC3 se silenciaron para PTPL1 o con un siRNA control y se trataron con PEITC
10 uM o paclitaxel 2,5 uM durante 48 h. Los niveles de expresién de PKC? total y PKC®S fosforilada en T505 se
estudiaron mediante western blot. Los histogramas en (A) y (B) muestran el andlisis mediante densitometria
de PKCS? total y PKCd fosforilada en T505 en células PC3 silenciadas para PTPL1 o con un siRNA control y
tratadas como se indica en cada caso. Los datos representan la media £ S.E.M. (n = 3). * P< 0,05 del testt de
Student, comparando PKC®& fosforilada en T505 en células siRNA control y PTPL1 tratadas versus no tratadas.

Se ha publicado que PKCd es una quinasa funcional incluso en ausencia de la
fosforilacion en T505 (Steinberg, 2004; Liuet al., 2006) y para estudiar en mas profundidad
la implicacién de la regulacién de PKCd dependiente de PTPL1 en apoptosis, se realizé
una aproximacion utilizando el silenciamiento simultaneo de PTPL1 y PKCS&.

En primer lugar se realizaron experimentos de citometria de flujo con células marcadas con
anexina V y yoduro de propidio. Como se observa en la figura 18, el porcentaje de células
apoptéticas es mas elevado en las células siRNA control tratadas con PEITC y anti-Fas
gue en el resto de condiciones (45,2% en células siRNA control tratadas versus 26,7% en
células siRNA PKCS? tratadas, 17,5% en células siRNA PTPL1 tratadas y 10,5% en células

siRNA PKCd y PTPL1 tratadas).

- 58 -



Resultados

siRNA control siRNA PKCS siRNA PTPL1 siRNA PTPL1/PKCd&
*M2% 35% 18% 3.0%
= o)
[%2)
it 3
= ~[91.1% 4.2% 58% 52% O
o i
]
[=3 o A
g- A oE 103 10 10 Y
g 215.2% 11.4% 4.2% ©
o : &
3 k=
@
>O- T +
2 63% O
=
w
o

Anexina V-FITC

Figura 18: El silenciamiento de PTPL1, PKC3 o ambos disminuye la apoptosis inducida por PEITC y
anti-Fas Deteccién de apoptosis mediante citometria de flujo de células marcadas con anexina V y yoduro de
propidio. Las células PC3 se silenciaron con siRNA control, PTPL1, PKC3 y PTPL1/ PKC3. Para asegurar la
misma cantidad de siRNA en todas las condiciones, se afiadié el siRNA control a una concentracién de 100nM
a los siRNAs control, PTPL1 y PKC3 individuales. Las células se trataron con DMSO o PEITC 10 yM durante
1 h mas anti-Fas 0,5 ug/ml durante 16 h.

Estos datos también se confirmaron por la disminucién de la rotura de PARP y de
las caspasas 3, 7 y 9 (Figura 20). Por tanto, el silenciamiento de PKC9, al igual que el de
PTPL1, induce resistencia a la apoptosis tras tratamiento con PEITC y anti-Fas; ademas,
el silenciamiento simultdneo de PTPL1 y PKCd produce una mayor resistencia a la
apoptosis que cualquiera de los dos por separado, como se observa por la rotura de PARP
(P < 0,05) y en los ensayos de anexina V.

Para confirmar la resistencia a apoptosis obtenida en las células siRNA PKCd
tratadas con PEITC y anti-Fas, las células PC3 se silenciaron para PKC?d y se trataron con
PEITC solo o con paclitaxel. Los ensayos de union de anexina V mostraron una disminucién
de la apoptosis en las células siRNA PKC? tras el tratamiento con ambas drogas (Figura

19).
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Figura 19: El silenciamiento de PKC& disminuye la apoptosis inducida por PEITC o paclitaxel. Deteccion
de apoptosis mediante citometria de flujo de células marcadas con anexina V y yoduro de propidio. Las células
PC3 se silenciaron con siRNA control o siRNA PKC? y se trataron con PEITC 10 uM (A) o paclitaxel 2,5 yM
(B) durante 48 h.

Se ha demostrado que un mutante de PKCd incapaz de fosforilarse en el sitio de
activacion, carece de la capacidad de inducir la activacién de NFkB en un ensayo reportero
(Liuet al., 2006), por lo que estudiamos el estado de activacion de NFkB, medido por la
fosforilacion de la serina 276 de la subunidad p65, una fosforilacion importante para una
actividad transactivadora 6ptima de NFkB (Joo & Jetten, 2008). Las células PC3
silenciadas para PKC® o para PTPL1 y PKC mantienen aproximadamente el mismo nivel
de fosforilacion de NFkB en S276, tanto en células tratadas con PEITC y anti-Fas como en
células no tratadas, mientras que la fosforilacion muestra una ligera disminucion en células
tratadas silenciadas para PTPL1 y una disminucion mucho mas pronunciada en células
tratadas que expresan PTPTL1 y PKCd end6genos (Figura 20). El nivel total de la proteina
NFkB permanece similar. Para comprobar si estos cambios en el estado de activacion de
NFkB después del tratamiento con PEITC y anti-Fas estaban acompafiados por cambios
en la distribucién subcelular de la proteina, se realizé una inmunofluorescencia (Figura 21).
Las células siRNA control tratadas con PEITC y anti-Fas muestran un marcaje citosdlico,

mientras que las células siRNA PTPL1 y siRNA PKC® tratadas de la misma forma muestran
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una redistribucion de la proteina del citosol al nicleo, de acuerdo con la mayor activacién
de NFkB detectada en esas condiciones en relacion a las células siRNA control.

Después nos centramos en otro regulador de NFkB, IkBa. La fosforilacion de IkBa
en las serinas 32 y 36 produce su degradacion protelitica y la activacion de NF-kB (Fan et
al., 2002). La Figura 20 muestra que la fosforilacién de IkBa en S32 y 36 presenta la mayor
disminucion en células PC3 que expresan PTPL1 y PKCd enddgenos tratadas con PEITC
y anti-Fas, en comparacién con las células tratadas silenciadas para PTPL1, PKCd o
ambas. La fosforilacion delkBa en la tirosina 42 también conduce a su disociacion de NFkB,
pero sin degradacién proteolitica (Fan et al., 2002), por lo que también se evalu6 su nivel
de fosforilacion en las condiciones anteriores. De nuevo, la fosforilacion de IkBa en Y42
muestra la mayor disminucion en células tratadas que expresan PTPL1 y PKCd que en
cualquier otra condicion. Finalmente, el estado de fosforilacion de Akt en la serina 473
(fosforilacion activadora) también fue evaluado en este contexto. El silenciamiento de
PTPL1 produce una disminucion de la fosforilacion de Akt, pero el tratamiento con PEITC
y anti-Fas induce una disminucion ain mayor en todas las condiciones,

independientemente de la presencia o ausencia de PTPL1 y PKC® (Figura 20).
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Figura 20: Ruta de transduccion de sefiales regulada por PTPL1. Las células PC3 se silenciaron con siRNA
control, PTPL1, PKC3 y PTPL1/ PKCd, como se explica en la figura 19. Las células se trataron con DMSO o
PEITC 10 uM durante 1 h mas anti-Fas 0,5 ug/ml durante 16 h. La deteccion de las proteinas indicadas se
realizé mediante western blot. B-actina se muestra como control de carga. Los histogramas muestran el andlisis
densitométrico para cada proteina. Los datos representan la media + S.E.M. (n = 3). * P< 0,05 y ** P< 0,01 del
test t de Student, comparando, en el caso de PARP (85 kDa) y de las caspasas activas, células tratadas para
cada siRNA versus células siRNA control tratadas y, para el resto de proteinas, células tratadas versus no
tratadas para cada condicion de siRNA.
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Figura 21: Inluencia del silenciamiento de PTPL1 y PKC®d sobre la distribucion subcelular de NFkB. Las
células PC3 se silenciaron con siRNA control, PTPL1, y PKC9, y se trataron con DMSO o PEITC 10 yM durante
1 h més anti-Fas 0,5 pg/ml durante 16 h. Posteriormente se fijaron con metanol y se realiz6 una
inmunofluorescencia para NFkB.

1.4. La sobreexpresion PTPL1 o PKC® potencia la induccion de apoptosis en células
PC3

Para confirmar la funcién en apoptosis de PTPL1 y PKCS9, las células PC3 se transfectaron
transitoriamente con plasmidos que contenian PTPL1 o PKCSd y se trataron posteriormente
con PEITC y anti-Fas. Los ensayos de unién de anexina V mostraron un aumento de las
células apoptéticas tanto en células transfectadas con PTPL1 como con PKC? (46,4% en
células tratadas transfectadas con el vector vacio versus 54,9% en células tratadas

transfectadas con PTPL1 y 65,6% en células tratadas transfectadas con PKCd) (Figura 22).
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Figura 22: La sobreexpresién dePTPL1 y PKC3 aumenta la apoptois inducida por PEITC y anti-Fas en
células PC3. Deteccion de apoptosis, mediante citometria de flujo, de células marcadas con anexina V y yoduro
de propidio. Las células PC3 se transfectaron transitoriamente con vector vacio, PTPL1 o PKC59, y se trataron
con DMSO o PEITC 10 uM durante 1 h mas anti-Fas 0,5 ug/ml durante 16 h.

De acuerdo con los resultados anteriores, el aumento en la expresion de PTPL1
aumenta la rotura de PARP tras tratamiento (Figura 23 A), de forma estadisticamente
significativa (P < 0,05). Las células PC3 transfectadas con PKC® y tratadas de la misma
forma, también muestran mas rotura de PARP que las células transfectadas con el vector
vacio, de manera estadisticamente significativa (P < 0,05) (Figura 23 B). También se
examind la activacion de NFkB en estas condiciones; NFkB fosforilado fue casi indetectable
en células tratadas transfectadas con PTPL1 o PKC?d (Figura 23 Ay B), de acuerdo con los

resultados obtenidos en los silenciamientos.
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Figura 23: La sobreexpresién de PTPL1 o PKC® sensibiliza a las células PC3 a la apoptosis inducida
por PEITC mas anti-Fas. Las células PC3 se transfectaron transitoriamente con vector vacio, PTPL1 (A) o
PKC3 (B) y se trataron con DMSO o PEITC 10 uM durante 1 h més anti-Fas 0,5 ug/ml durante 16 h. La deteccion
de las proteinas indicadas se realiz6 mediante western blot. B-actina se muestra como control de carga. El
histograma muestra el andlisis densitométrico de la banda de 85 kDa de la proteina PARP. Los datos
representan la media + S.E.M. (n = 3). * P < 0,05 del test t de Student.

Después, las células PC3 se tranfectaron con PTPL1 y se silenciaron para PKCd
simultdneamente, y se trataron con PEITC y anti-Fas, para comprobar si el aumento en la
apoptosis obtenido tras transfectar con PTPL1 revierte al silenciar PKC. Como se observa
en la Figura 24, la rotura de PARP disminuye en células tratadas transfectadas con PTPL1
y silenciadas para PKC®, comparado con las células transfectadas con PTPL1, ilustrando
de nuevo la relevancia de PKCd en la sefalizacion mediada por PTPL1 en esta linea

celular.
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Figura24: La sobreexpresion de PTPL1 y el silenciamiento simultaneo de PKC®& revierten parcialmente
el aumento de apoptosis obtenido con la sobreexpresion de PTPL1. Las células PC3 se co-transfectaron
transitoriamente con vector vacio y siRNA control, vector PTPL1 y siRNA control o vector PTPL1 y siRNA PKC9,
y se trataron con DMSO o PEITC 10 uM durante 1 h mas anti-Fas 0,5 ug/ml durante 16 h. La deteccion de las
proteinas indicadas se realiz6 mediante western blot. B-actina se muestra como control de carga. El
experimento se realizo tres veces.

Finalmente, para comprobar que el aumento en la inducciébn de apoptosis

observado en células transfectadas con PTPL1 o PKCd tratadas con PEITC y anti-Fas
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también tiene lugar con otros estimulos, las células transfectadas se trataron con paclitaxel.
Tanto las células transfectadas con PTPL1 como con PKCd mostraron un aumento en la
rotura de PARP después del tratamiento con la droga, de forma estadisticamente

significativa (P< 0,05) (Figura 25 Ay B).
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Figura 25: La sobreexpresién de PTPL1 o PKC® sensibiliza a las células PC3 a la apoptosis inducida
por paclitaxel. Las células PC3 se transfectaron transitoriamente con vector vacio, PTPL1 (A) o PKCd (B) y
se trataron con DMSO o paclitaxel 2,5 yM durante 48 h. La deteccion de las proteinas indicadas se realizd
mediante western blot. f-actina se muestra como control de carga. Los histogramas muestran el andlisis
densitométrico de la banda de 85 kDa de la proteina PARP. Los datos representan la media = S.E.M. (n = 3).
*P <0,05y* P<0,01del test t de Student.

1.5. El silenciamiento de PTPL1 y PKC® induce resistencia a apoptosis en células

LNCaP

Para estudiar si la funcion en apoptosis de PTPL1 y PKCd observada en células PC3 se
puede extender a otra linea celular de cancer de préstata, PTPL1 y PKCS se silenciaron
mediante siRNA en células LNCaP. Las células silenciadas se trataron con PEITC y anti-

Fas y se midi6 la induccion de apoptosis mediante la rotura de PARP (Figura 26). Tanto
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las células LNCaP silenciadas para PTPL1, como para PKC®, son mas resistentes a la
apoptosis inducida con el tratamiento que las células siRNA control, con diferencias en la
rotura de PARP estadisticamente significativas (P<0,05) (Figura 26). Después examinamos
el estado de activacion de NFkB en este contexto, para comprobar si PTPL1 y PKC®
influyen en la sefializacion sobre NFkB, como en el caso de las células PC3. La fosforilacion
de NFkB disminuye tanto en células siRNA PTPL1 como en células siRNA PKCS tratadas,
de forma similar a lo que ocurre en células siRNA control tratadas (Figura 26); por tanto,

PTPL1 y PKCb no parecen influir sobre la fosforilacion de NFkB en esta linea celular.

A SiRNA  siRNA
PEITC  control ~ PTPL1
e PARP
anti-Fas: - + -+ (85 kDa)
PTPL1 | | 260 kDa a00-
3
PARP o e 116 kDa g 300 *
— W | 85kDa £
g 2004
p-NFxB |+ = .- ‘ 60 kDa g
! g 100
B-actina h.-{ 46 kDa 5
SiRNA  siRNA

control PTPL1

siRNA siRNA
PELTC control PKC&

. PARP
anti-Fas: - + - + (85 kDa)
PK 77 kD
cs [ | 77kDa g wo| =
116 kDa T 0 *
PARP ' . g %0
- B | 85 kDa =
© 200
3 B T SRR 1]
p-NFxB |8 ot } 60 kDa g
- g 100+
B-actina ‘-—--) 46 kDa €
" SIRNA  siRNA

control  PKC8&
Figura 26: El silenciamiento de PTPL1 y/o PKC® promueve resistencia a la apoptosis inducida por PEITC
mas anti-Fas en células LNCaP. Las células LNCaPse silenciaron con siRNA control, PTPL1 (A) o PKC5? (B)
y se trataron con DMSO o PEITC 10 uM durante 1 h mas anti-Fas 0,5 ug/ml durante 16 h. La deteccion de las
proteinas indicadas se realiz6 mediante western blot. B-actina se muestra como control de carga. Los
histogramas muestran el andlisis densitométrico de la banda de 85 kDa de la proteina PARP. Los datos
representan la media + S.E.M. (n = 3). * P< 0,05 del test t de Student.

Posteriormente, se realiz6 la misma aproximacion experimental indicada arriba pero
utilizando paclitaxel como inductor de apoptosis. Tanto las células silenciadas para PTPL1

como para PKC5? tratadas con paclitaxel, mostraron una disminucion en la rotura de PARP,
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comparadas con las células siRNA control tratadas, pero las diferencias solo fueron

estadisticamente significativas en el caso de las células siRNA PKC® (P< 0,05) (Figura 27).
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Figura 27: El silenciamiento de PTPL1 y/o PKC3 promueve resistencia a la apoptosis inducida por
paclitaxel en células LNCaP. Las células LNCaPse silenciaron con siRNA control, PTPL1 (A) o PKC3 (B) y
se trataron con DMSO o paclitaxel 2,5 yM durante 48h. La deteccion de las proteinas indicadas se realizd
mediante western blot. B-actina se muestra como control de carga. Los histogramas muestran el analisis
densitométrico de la banda de 85 kDa de la proteina PARP. Los datos representan la media = S.E.M. (n = 3).
* P< 0,05 del test t de Student.

1.6. Expresiéon de PTPL1 y PKC& en canceres de préstata humanos

Finalmente, se realizé un analisis mediante inmunohistoquimica en 76 biopsias de cancer
de prostata agrupadas en una matriz de tejidos (Figura 28). El marcaje de PTPL1 es
principalmente citoplasmatico. Las glandulas neopléasicas muestran diferentes grados de
inmunotincion positiva para PTPL1. Concretamente, los tumores bien diferenciados, con
bajo grado de Gleason, presentan una fuerte positividad para PTPL1, mientras que los
tumores pobremente diferenciados, de alto grado de Gleason, presentan un marcaje débil

o nulo. Para verificar que estas diferencias son estadisticamente significativas, se realiz6
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un analisis estadistico que mostré una asociacion significativa (P < 0,05) entre la expresion
inmunohistoquimica de PTPL1 y el grado de Gleason. La inmunotincién de PKC® también
es citoplasmica. Se aprecia un patrén de expresion similar al observado para PTPL1; los
tumores bien diferenciados, con bajo grado de Gleason muestran un mayor nivel de
expresion de PKC® que los tumores pobremente diferenciados, de alto grado de Gleason,

también de forma estadisticamente significativa (P < 0,01).

N°de  Expresion de PTPL1, n (%) pa

Grado de Gleason

pacientes  Negativa/Baja Alta
3-6 26 8 (30,8) 18 (69,2) <0,026
7-10 45 27 (60,0) 18 (40,0)

N°de  Expresion de PKC §, n (%) pa

Grado de Gleason

pacientes  Negativa/Baja Alta
3-6 27 8 (29,6) 19 (70,4) <0,0001
7-10 46 44 (95,7) 2 (4,3)

ap del test exacto de Fisher.
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Figura 28: Expresién inmuhistoquimica de PTPL1 y PKC® en canceres de prostata humanos.
Microfotografias representativas de la inmunotincion de PTPL1 y PKC3 en carcinomas prostéaticos bien
diferenciados, con bajo grado de Gleason (paneles superiores) y pobremente diferenciados, con alto grado de
Gleason (paneles inferiores). Barras, 50 um. Los histogramas muestran los porcentajes de tumores positivos
para PTPL1 y PKCd con grado de Gleason 3-6 (bien diferenciados) y 7-10 (pobremente diferenciados). La
asociacion entre PTPL1 o PKC3 y el grado de Gleason se analiz6 mediante el test exacto de Fisher. * P< 0,05
y * P<0,01.

2. PAPEL DE PTPL1 EN INVASION Y CICLO CELULAR

2.1. El silenciamiento de PTPL1 induce un fenotipo mas invasivo en células PC3

Primero, se realizé un ensayo de cierre de herida para probar el efecto del silenciamiento
de PTPL1 sobre la migracion celular. Como se observa en la Figura29 A, las células
silenciadas para PTPL1 muestran una disminucion de la migracion comparadas con las

células siRNA control, aunque la diferencia no es estadisticamente significativa.
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Posteriormente, para evaluar la capacidad invasiva de las células PC3 silenciadas para
PTPL1, se realiz6 un ensayo con Matrigel. Se dejé migrar a células PC3 siRNA control y
siRNA PTPL1 a través de insertos cubiertos con Matrigel e insertos control. Las células
gue migraron hacia la superficie inferior de cada tipo de inserto se fotografiaron y contaron.
El porcentaje de invasién se calcul6 como el nimero de células que migro a traves del
inserto cubierto con Matrigel (+ECM) relativo a la migracion a través del inserto control (—
ECM). Se observa que el silenciamiento de PTPL1 aumenta el porcentaje de invasion un
13,7% (23,6% * 6,1 en células siRNA control versus 37,3% + 4,2 en células sSiRNA PTPL1),
de forma estadisticamente significativa (P < 0,05) (Figura 29 B). Por tanto, el silenciamiento

de PTPL1 endégeno aumenta el potencial invasivo de las células PC3.
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Figura 29:El silenciamiento de PTPL1 aumenta la capacidad invasiva de las células PC3in vitro. (A) Se
realizé un ensayo de cierre de la herida para determinar la motilidad de las células PC3 siRNA control y siRNA
PTPL1. La cuantificacion se realizé midiendo el area de la herida a Oy 36 h, y calculando el porcentaje de cierre
de la herida para cada condicién. El experimento se realiz6 tres veces. (B) Ensayo de invasion. Las células
PC3 se silenciaron con un siRNA control o con siRNA PTPL1 durante 24 h, se tripsinizaron, se resuspendieron
en medio libre de suero y se afiadieron a los insertos PET no cubiertos (-ECM) o cubiertos con Matrigel (+ECM).
Se dejo invadir a las células durante 48h y los insertos se procesaron como se describe en Materiales y
Métodos. El experimento se realizé cinco veces con cada muestra por duplicado. Los datos representan la
media + S.E.M. * P < 0,05 del test t de Student, comparando células siRNA control versus células silenciadas
para PTPL1. Se muestran fotografias representativas.

2.2. El silenciamiento de PTPL1 en células PC3 y DU145 induce un aumento de
expresion de genes y proteinas relacionados con la invasion

Para confirmar los resultados obtenidos con los ensayos de Matrigel, se realiz6 una matriz
de cDNA de genes relacionados con la invasion. El patron de expresion génica de las
células PC3 silenciadas para PTPL1 comparado con el de las células siRNA control
muestra un patrén de genes expresados diferencialmente. Los genes que presentaron un
aumento de expresion fueron los siguientes (incremento entre paréntesis): Osteopontina
(2,21), integrina a6 (2,16), PAI-1 (2,01), integrina 5 (1,95), uPA (1,74), tPA (1,73), uPAR
(1,54) y laminina y1 (1,51). Algunos de estos genes inducidos se validaron mediante PCR
cuantitativa a tiempo real (QPCR). La figura 30 A muestra el silenciamiento de PTPL1 a
nivel de mMRNA en células PC3. Los resultados de qPCR concuerdan completamente con
los del array de cDNA. En células PC3 silenciadas para PTPL1, comparado con células
siRNA control, se observa una induccion de uPA, uPAR, tPA, PAI-1, integrina a6 y
osteopontina(Figura 30 B). Este aumento de expresion fue estadisticamente significativo
en el caso de los genes uPA, uPAR, tPA, PAI-1 e integrina a6. Para examinar si los
resultados obtenidos en células PC3 pueden extenderse a otra linea tumoral de cancer de
préstata, se estudio la expresion de los mismos genes en células DU145 siRNA control y
siRNA PTPL1. El silenciamiento de PTPL1 a nivel de mMRNA en células DU145 se muestra
en la Figura30 A.UuPA, uPAR, integrina a6 y osteopontina también se encuentran inducidos
en células DU145 silenciadas para PTPL1, de forma estadisticamente significativa en el

caso de uPA, uPAR e integrina a6. Sin embargo, se observa una disminucion de la
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expresion de tPA y PAI-1 en esa misma condicién, aunque la diferencia no es

estadisticamente significativa (Figura 30 B).

[JsiRNA control
’5 Bl SiRNA PTPL1

mRNA PTPL1
expresion relativa (%)
a

PC3 DU145

PC3 DU145

expresion normalizada

expresion nomalizada

uPA uPAR tPA PAI-1 ITGA6 OPN " UPA UPAR tPA PAI-1 ITGA6 OPN

Figura 30: Analisis mediante PCR cuantitativa a tiempo real de PTPL1 y genes relacionados con
invasion en células PC3 y DU145 silenciadas con siRNA control o PTPL1 durante 72h. (A) Disminucién
de la expresion de PTPL1 en células PC3 y DU145. (B) Analisis de la expresion de uPA, uPAR, tPA, PAI-1,
integrina a6 (ITGAB) y osteopontina (OPN) en células PC3 y DU145 siRNA control y PTPL1. (A 'y B) La cantidad
de cada transcrito se dividio entre la cantidad de HPRT1 para obtener un valor normalizado. Los histogramas
representan la media de tres experimentos + S.E.M. * P < 0,05 y ** P < 0,01 del test t de Student, comparando
células siRNA control versus células silenciadas para PTPL1.

Finalmente, para verificar los resultados obtenidos con la matriz de cDNA y la
gPCR, se realiz6 un analisis mediante Western blot de las proteinas uPA, integrina a6 y
osteopontina en células PC3 y DU145 siRNA control y silenciadas para PTPL1. También
se examind el nivel de expresion de B-catenina activa, otra proteina implicada en invasion
y un regulador transcripcional de uPA y uPAR en el carcinoma colorrectal (Hiendlmeyeret

al., 2004; Wanget al., 2010).

Se observa un aumento de las proteinas uPA e integrina a6 tanto en células PC3
como en células DU145 silenciadas para PTPL1 durante 72 y 96 h, confirmando los

resultados previos. La activacion de [B-catenina también es mayor en ambas lineas
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celulares silenciadas para PTPL1 a los dos tiempos (Figura 31). La expresion de

osteopontina también se eleva en ambas lineas tras 96 h de silenciamiento (Figura 31).
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Figura 31:Analisis mediante western blot de PTPL1, B-catenina activa, uPA, integrina a6 y osteopontina
en células PC3 (A) y DU145 (B) silenciadas con un siRNA control o PTPL1 durante 72 h y 96 h. El nivel
de expresién de B-actina se utilizé para asegurar una carga similar. Los andlisis densitométricos de las
proteinas se muestran como histogramas. Las barras representan la media + S.E.M. (n = 3). * P< 0,05y ** P <
0,01 del test t de Student.

Todos estos datos apuntan hacia un papel de PTPL1 en la regulacion de la expresion de

proteinas relacionadas con la invasion como uPA, integrina a6, osteopontinao -catenina.

B-catenina es una proteina dual que puede regular la adhesion célula-célula y la
activacion génica. Cuando se activa la ruta candénica Wnt/ p-catenina, se bloquea la
fosforilacion de B-catenina por la casein quinasa la y la glucégeno sintetasa 38 (GSK3p).
Esta inhibicién impide su degradacion y facilita la traslocacion de B-catenina al ndcleo,
donde actlia como un coactivador transcripcional (Yokoyama et al., 2014). Nos planteamos
estudiar si la regulaciéon que ejerce PTPL1 sobre B-catenina tiene efecto sobre su
localizacion (adhesion celular) y/o sobre la expresion génica. Para ello, estudiamos la
expresion de una de las quinasas que fosforila a B-catenina y promueve su degradacion,
GSK3B, y de una de sus dianas transcripcionales conocidas, la ciclina D1. La figura 32 A
muestra la disminucion de la expresion de la ciclina D1 tras el silenciamiento de PTPL1 en
células PC3, mientras que los niveles de GSK3B fosforilada (inactiva) permanecen
practicamente sin cambios. El estudio de la localizacion de B-catenina se realiz6 mediante
inmunofluorescencia en células PC3 siRNA control y PTPL1. En células siRNA control se
observa marcaje en la membrana plasmatica de la mayoria de células, sin embargo, este
marcaje disminuye en membrana y aparece en citosol en células silenciadas para PTPL1

(Figura 32 B).

siRNA
control PTPL1

p-GSK3p  wse | 46 kDa
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B siRNA control siRNA PTPLA

Figura 32:PTPL1 influye sobre la localizacion de B-catenina. Las células PC3 se silenciaron con un siRNA
control o PTPL1 durante 72h. (A) Analisis mediante western blot de p-GSK3 (inactiva) y ciclina D1. (B)
Inmunofluorescencia para B-catenina. Los nlicleos se contratifieron con Dapi.

2.3. Las células PC3 silenciadas para PTPL1 muestran cambios en el perfil de ciclo

celular

Posteriormente, se estudio si el silenciamiento de PTPL1 podia modificar la distribucién del
ciclo celular en células PC3. Por tanto, se analizd el contenido en DNA de células PC3
siRNA control y PTPL1 marcadas con yoduro de propidio mediante citometria de flujo a
dos tiempos y se cuantifico el porcentaje de células en las distintas fases del ciclo celular.
Las células silenciadas para PTPL1 durante 72horas(Figura 33 A) mostraron un aumento
del 10,1% de las células en fase Go/G: y una disminucion del 7,0% y del 3,1% de las
células en fases S y G./M respectivamente, en relacion a las células siRNA control (Figura
33 B). Ademas, la diferencia en el porcentaje de células en fase Go/Gi entre las células
siRNA control y las células siRNA PTPL1 es estadisticamente significativa (Figura 33 B).
De forma similar, las células silenciadas para PTPL1 durante 96 horas (Figura 33 A)
muestran un aumento del 8,9% de las células en fase Go/G; respecto a las células siRNA

control (P< 0,05) y una disminucion del

A
- 6,6% vy del 2,3% de las células en fases
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Figura 33: La disminucion de la expresion de PTPL1 induce cambios en el ciclo celular. Las células PC3
se silenciaron con un siRNA control o PTPL1 durante 72 y 96 h. (A) La disminucién de la expresion de PTPL1
se monitorizd6 mediante RT-PCR. La cantidad de transcrito de PTPL1 se dividié entre la cantidad de HPRT1
para obtener un valor normalizado. (B) Andlisis del ciclo celular mediante citometria de flujo. El porcentaje de
células en las distintas fases del ciclo se cuantific6 con el programa ModFit. Los histogramas representan la
media = S.E.M. (n = 3). * P< 0,05 del test t de Student.

Para confirmar estos resultados, se realizd6 un ensayo de proliferacion contando el
namero de células después de 24, 48, 72 y 96 horas de silenciamiento. En todos los
tiempos, el nimero de células silenciadas para PTPL1 es menor que el nimero de células
siRNA control y el tiempo de duplicacion de 0 a 96 horas fue de 30,4 horas para las células
siRNA control y de 38,2 horas para las células siRNA PTPL1. Ademas, la diferencia entre
las células siRNA controly PTPL1 a 72 y 96 horas fue estadisticamente significativa (Figura
34 A). También se realizé otro ensayo de proliferacién midiendo la incorporacién de BrdU
en células que estan sintetizando DNA por citometria de flujo. De acuerdo con los
resultados de ciclo, las células PC3 silenciadas para PTPL1 muestran una disminucion del
8,3% en las células proliferativas, comparado con las células siRNA control (20,5% + 3,3

versus 28,8% + 4,0) de forma estadisticamente significativa (P< 0,05) (Figura 34 B).
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Figura 34:La disminucion de la expresion de PTPL1 induce cambios en la proliferacion. (A) Las células
PC3 silenciadas con un siRNA control o PTPL1 se contaron después de 24 h, 48 h, 72 h y 96 h de
silenciamiento. (B) Andlisis mediante citometria de flujo de la incorporacion de BrdU después de 72 h de
silenciamiento. Los datos se representan como la media + S.E.M. (n = 3). * P< 0,05 del test t de Student.

Finalmente, estos resultados también se confirmaron mediante Western blot de
varias proteinas relacionadas con el ciclo celular. Como se observa en la figura 35, las
células PC3 silenciadas para PTPL1 durante 72 y 96 horas muestran una disminucion de
los niveles de expresion de las ciclinas E y B1, PTTG1, histona H3 fosforilada y PCNA, de

forma concordante con la disminucién de la proliferacion encontrada en esa condicion.
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Figura 35:Andlisis mediante western blot de las proteinas PTPL1, ciclina E, PCNA, ciclinaB, PTTGly
fosfo-histona H3 (p-histona H3). Los andlisis densitométricos de los niveles de expresion de las proteinas
estudiadas se muestran como histogramas. Las barras representan la media £ S.E.M. (h =3). *P< 0,05y ** P
< 0,01 del test t de Student.

2.4. El silenciamiento de PTPL1 produce una disminucién de la apoptosis y del
deslizamiento tras tratamiento con paclitaxel, en células PC3

Para estudiar con mayor profundidad los efectos del silenciamiento de PTPL1 sobre el ciclo
celular y la apoptosis, las células PC3 siRNA control y siRNA PTPL1 se trataron con
paclitaxel durante 24 y 48 horas. Se midi6 la apoptosis por rotura de PARP y se estudiaron
varias proteinas implicadas en ciclo celular. A las 24 horas del tratamiento con paclitaxel,
no de detecta apoptosis y, tanto las células siRNA control como las células siRNA PTPL1,
muestran un aumento de los niveles de fosfo-histona H3, PTTGL1 y ciclina B, indicativos de
parada en mitosis. Sin embargo, a las 48 horas del tratamiento con paclitaxel, las células

siRNA control muestran una disminucion de los niveles de fosfo-histona H3, PTTG1 y
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ciclina B, mientras que las células siRNA PTPL1 mantienen unos niveles de esas proteinas

mas elevados que las células siRNA control (Figura 36).
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Figura 36: Efecto de PTPL1 sobre la mitosis y el deslizamiento. Las células PC3 se silenciaron para PTPL1
o con un siRNA control y se trataron con paclitaxel 2,5 uM durante 24 y 48 h. La induccién de apoptosis se
detectd mediante western blot de PARP y la mitosis o el deslizamiento, mediante western blot de PTTG1, ciclina
B y fosfo-histona H3. El experimento se realiz6 al menos tres veces.

Estos datos sugieren que el tratamiento con paclitaxel durante 48 horas induce un
proceso de deslizamiento en las células siRNA control (asociado a la mayor induccién de
apoptosis) y mantiene la parada en mitosis en las células siRNA PTPL1 (asociado a una
disminucion de la apoptosis). Para confirmar estos resultados, se realizoé una FISH (Figura
37). El porcentaje de células siRNA control tratadas con paclitaxel, con ploidia superior a
la normal fue de un 77,6%; sin embargo el porcentaje de células siRNA PTPL1 tratadas
con la droga, con ploidia superior a la normal fue de un 62,6%, de acuerdo con los

resultados obtenidos mediante western blot.
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Figura 37: El silenciamiento de PTPL1 induce una inhibicidon del deslizamiento tras tratamiento con
paclitaxel en células PC3. La figura muestra un andlisis de ploidia mediante FISH. Las células PC3 se
silenciaron para PTPL1 o con un siRNA control y se trataron con paclitaxel 2,5 uM durante 24 y 48 h. Se
determiné el nimero de sefiales por célula para los cromosomas 8y 17, en al menos 100 células. Se muestran
fotografias representativas. Los histogramas representan el porcentaje de células con ploidia normal o superior
para cada condicién. El experimento se realizé al menos tres veces.

En conjunto, estos datos indican que el silenciamiento de PTPL1 induce resistencia
a la apoptosis, asociada a una inhibicion del deslizamiento tras tratamiento con paclitaxel.
La identificacion de estas dos situaciones en esta linea celular (deslizamiento asociado a
apoptosis y bloqueo en mitosis asociado a resistencia a apoptosis) hizo que quisiéramos
profundizar en la relacion entre ciclo y resistencia o sensibilidad a la apoptosis. Para ello,
estudiamos una proteina implicada en el SAC, PTTGL1, en dos lineas de cancer de prostata

(PC3 y LNCaP) con distinta sensibilidad a la apoptosis inducida por paclitaxel.

3. PAPEL DE PTTG1 EN LA APOPTOSIS INDUCIDA POR PACLITAXEL Y SU

RELACION CON LA PARADA O DESLIZAMIENTO DE MITOSIS

3.1 Las células LNCaP tratadas con paclitaxel sufren apoptosis durante la mitosis,
pero las células PC3, menos sensibles, mueren principalmente después de sufrir
deslizamiento

Primero, se examiné la sensibilidad de las células PC3 y LNCaP a la apoptosis inducida
por paclitaxel 2.5 uM durante 24 y 48 horas. La apoptosis se midié por la aparicién de la
banda de 85 kDa de la proteina PARP y por la activacion de la caspasa 9. Tanto la banda
de 85 kDa de PARP como la caspasa 9 activa son claramente mas evidentes en las células
LNCaP que en las células PC3 tratadas con paclitaxel a ambos tiempos. Se observa un
retraso entre las dos lineas celulares; a las 24 horas del tratamiento con la droga, hay una
clara induccion de apoptosis en las células LNCaP, mientras que apenas es detectable en
las células PC3. La apoptosis aumenta en las dos lineas después de 48 horas, pero

continda siendo mas alta en células LNCaP que en PC3 (Figura 38). Posteriormente se
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examinaron diversas proteinas relacionadas con el ciclo celular para determinar si las
diferencias en la induccion de apoptosis estaban relacionadas con cambios en el ciclo. El
comportamiento de estas proteinas fue similar en ambas lineas tras 24 horas de
tratamiento con paclitaxel, pero es marcadamente diferente a 48 horas. La ciclina B1,
PTTG1 y la histona H3 fosforilada aumentan en ambas lineas celulares tras 24 horas de
tratamiento con paclitaxel. La proteina BubR1, indicadora de la activacion del SAC, también
aumenta en células LNCaP y permanece similar en células PC3 a ese tiempo. Tras 48
horas de tratamiento con paclitaxel, todas estas proteinas disminuyen en PC3 y
permanecen similares (o incluso mas altas en el caso de la histona H3 fosforilada) en
células LNCaP. Se ha descrito que PTTGL1 se fosforila en mitosis (Ramos-Morales et al.,
2000) y curiosamente, el tratamiento con paclitaxel induce la fosforilacion de PTTG1 en
ambas lineas celulares, pero la proteina disminuye en células PC3 y se acumula en células
LNCaP (Figura 38). Estos datos sugieren que las células PC3 estan llegando a mitosis y
sufriendo deslizamiento posteriormente, mientras que las células LNCaP también llegan a
mitosis pero permanecen completamente bloqueadas en esta fase del ciclo.

También se examinaron varias proteinas pertenecientes a la familia Bcl-2. Como se
ha descrito previamente (Bhalla, 2003), la proteina antiapoptética Bcl-xL se fosforila en
ambas lineas tratadas con paclitaxel, mas marcadamente en células PC3. En el caso de
estas células tratadas con paclitaxel durante 24 horas, Bcl-xL se encuentra
predominantemente fosforilado, como se observa por la disminuciéon de la banda no
fosforilada de 30 kDa. Sin embargo, 48 horas después del tratamiento, hay una mezcla de
Bcl-xL fosforilado y no fosforilado (Figura 38). En células LNCaP, Bcl-xL disminuye tras 48
horas de tratamiento con paclitaxel. El nivel de expresion de la proteina antiapoptética Mcl-
1, disminuye en ambas lineas y a los dos tiempos después del tratamiento con paclitaxel,
pero en células PC3, el nivel de Mcl-1. permanece alto tras 24 horas de tratamiento
comparado con la gran disminucién observada a 48 h. Por el contrario, la expresion de Mcl-

1, después del tratamiento con paclitaxel es baja y similar a ambos tiempos en células
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LNCaP. Las proteinas proapoptoticas Bax y Bak permanecen practicamente sin cambios

después del tratamiento con paclitaxel en ambas lineas celulares (Figura 38).

PC3 LNCaP
24h 48h 24h 48h
paclitaxel: -+ -+ -+ - ¥

- 116 kDa
PARP --‘ghﬂ -
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casasa | - o
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Figura 38: Efecto diferencial del paclitaxel sobre la apoptosis y el ciclo celular en células PC3 y LNCaP.
Las células se trataron con paclitaxel 2,5 yM durante 24 y 48 h. Las proteinas PARP (intacta y rota), caspasa
9 activa, PTTG1, ciclina B1, fosfo-histona H3 (p-His-H3), BubR1, Bcl-xL, Mcl-1,, Bax y Bak se detectaron
mediante western blot. B-actina se muestra como control de carga. El experimento se realizd al menos tres
veces.

3.2 El silenciamiento de PTTG1 disminuye la apoptosis inducida por paclitaxel por
inhibicion del deslizamiento en células PC3

Para investigar el papel de PTTGL1 en la respuesta al paclitaxel de las células PC3, PTTG1
endégeno se silencid mediante siRNA y las células se trataron con paclitaxel 2,5 uM
durante 24 y 48 horas. Como se observa por la banda de 85 kDa de la proteina PARP y
por la activacién de la caspasa 9, el silenciamiento de PTTG1 disminuye la sensibilidad
apoptética de las células PC3 al tratamiento con paclitaxel. Tanto las células siRNA control
como las células silenciadas para PTTG1 muestran un aumento en los niveles de histona
H3 fosforilada y ciclina B1 después de 24 horas del tratamiento con paclitaxel, mientras
gue los niveles de BubR1 permanecen similares a los de las células siRNA control y siRNA
PTTG1 tratadas con DMSO. Comparado con las 24 horas, el tratamiento con paclitaxel

durante 48 horas induce una disminucion en los niveles de histona H3 fosforilada, BubR1
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y ciclina B1 en las células siRNA control, que es mucho menos evidente en las células
silenciadas para PTTG1 (Figura 39 A). Los niveles deMcl-1, disminuyen tras el tratamiento
con paclitaxel en todas las condiciones, pero de forma mas marcada a 48 horas. Los niveles
de Bcl-xL permanecen mas altos en células silenciadas para PTTG1 y tratadas con
paclitaxel durante 24 horas que en las células siRNA control tratadas de la misma forma.
No se detectan cambios apreciables en las proteinas Bax y Bak (Figura 39 A). También se
examind el ciclo celular para estudiar con mas profundidad el efecto del silenciamiento de
PTTG1 en esta linea celular. Las células silenciadas para PTTGL1 y tratadas con DMSO
muestran un aumento en fase G1y una disminucion en fase S, comparadas con las células
siRNA control tratadas con DMSO (Figura 39 B). Los perfiles de ciclo son esencialmente
similares en células siRNA control y siRNA PTTGL1 tratadas con paclitaxel durante 24 y 48
horas, aunque el porcentaje de células siRNA PTTG1 tratadas con paclitaxel en fase Gies
ligeramente mas alto que en células siRNA control tratadas con paclitaxel (Figura 39 B).
Puesto que, tanto las células siRNA control como las células silenciadas para PTTG1
tratadas con paclitaxel tienen un contenido en DNA correspondiente a las fases G2/M v,
dado que las células mitéticas y las que han sufrido deslizamiento son indistinguibles
mediante esta técnica, se realiz6 una hibridacién in situ fluorescente (FISH). Las células
control tratadas con paclitaxel durante 48 horas mostraron un 72,3% de células con una
ploidia mayor que la normal, mientras que las células siRNA PTTGL1 tratadas con paclitaxel
mostraron una reduccion del 28,0% en ese porcentaje (Figura 39 C). Todos estos datos

apuntan hacia una inhibicién del deslizamiento tras el silenciamiento de PTTG1.

-84 -



Resultados

A
siRNA siRNA siRNA siRNA
control PTTG1 control PTTG1
paclitaxel 24h; — + — T
paclitaxel 48h: -+ - +
116 kDa
PARP --“-”- 60 KDu
caspasa 9 2
activa | 35 kDa
PTTGT |- - T —— | 29k0a
ciclina B1 | = gy e qu» www s = | 60 kDa
p-HisH3 | e — — | 15KDa
BubR1 | - - — - F— |125 kDa
BCI-XLl- T e D — — -I 30 kDa
MC1| |- —— — — | 40kDa
Bax | — e — o —— ] 21kDa
Bakl — —--‘---‘l 24 kDa
B-ECHING | e | 46 D2
B
PC3 siRNA control PC3siRNAPTTG1
DMSO paclitaxel DMSO paclitaxel
I S S S
A G0/G1: 49.4% o G0/G1: 3.2% ~ G0/G1: 57.0% o Go0/G1: 6.6%
3 S: 28.0% 3 S: 74% 3 S: 19.0% 3 S: 8.3%
N G2/M: 22.6% N G2/M: 89.4% N G2/M: 24.0% N G2/M: 85.1%
28 28 28 28
2 L L L
S S S S
o o o o
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
FL2-A FL2-A FL2-A FL2-A
3 8 8 S
N G0/G1: 59.9% N Go0/G1: 5.8% A G0/G1: 69.9% D Go/G1: 8.7%
3 S: 21.8% 3 S:14.7% 3 S: 13.6% 23 S:12.5%
- G2/M: 18.3% - G2/M: 79.5% - G2/M: 16.5% - G2/M: 78.8%
28] 28 28] 28
c c c c T
o g Sg s s
e < e S

(=} =} (=} =}
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
FL2-A FL2-A FL2-A FL2-A

-85-



Resultados

C DMSO paclitaxel ploidia normal
Il ploidia superior

= 100-95.3 95.0
c
8 3
< S 75- 72.3
E 8 55.7
‘» O 50 44.3

©

= 27.7

D 257
= O
E 47 5.0
= ol m ]

> N

< @4-"90 & \@O &
= 3 & Q S
= < R

siRNA control siRNA PTTG1

Figura 39: El silenciamiento de PTTG1 disminuye la apoptosis inducida por paclitaxel en células PC3.
Las células se silenciaron con siRNA control o siRNA PTTGL1 y se trataron con paclitaxel 2,5 uM durante 24 y
48 h. (A) Las proteinas indicadas se detectaron mediante western blot. B-actina se muestra como control de
carga. (B) Andlisis de ciclo celular, mediante citometria de flujo, de células marcadas con yoduro de propidio.
El porcentaje de células en cada fase del ciclo se determiné con el programa ModFit. (C) Analisis de ploidia
mediante FISH. Se determiné el nimero de sefiales por célula para los cromosomas 8 y 17, en al menos 100
células. Se muestran fotografias representativas. Los histogramas representan el porcentaje de células con
ploidia normal o superior para cada condicion. El experimento se realiz6 al menos tres veces.

3.3 El silenciamiento de PTTGL dificulta la progresion de las células LNCaP a través
del ciclo celular y disminuye su sensibilidad a la apoptosis inducida por paclitaxel

Se utilizé la misma aproximacién experimental que en el resultado anterior pero con células
LNCaP. Primero, se examin6 la induccion de apoptosis en este contexto. Las células
silenciadas para PTTG1 mostraron una clara disminucién de la rotura de PARP y de la
activacion de la caspasa 9 tras tratamiento con paclitaxel, comparadas con las células
siRNA control, tanto a 24 como a 48 horas (Figura 40 A). De nuevo es evidente la diferencia
en los tiempos de induccién de apoptosis y la aparicion de resistencia tras el silenciamiento
de PTTG1 comparando ambas lineas celulares. Sin embargo, los cambios en las proteinas
relacionadas con el ciclo celular delinean un escenario distinto en células LNCaP. La
disminucion en los niveles de histona H3 fosforilada, BubR1 y ciclina B1 en células
silenciadas para PTTG1 y tratadas con paclitaxel en relaciéon a las células siRNA control
tratadas de la misma forma, tanto a 24 como a 48 horas, revelan una gran disminucién de

la mitosis cuando las células LNCaP carecen de PTTGL1 (Figura 40 A). Los niveles de Bax
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y Bak permanecen sin cambios, pero la disminucion de los niveles de Mcl-1, observada en
las células siRNA control tratadas con paclitaxel en ambos tiempos desaparece en las
células silenciadas para PTTGL tratadas con la droga. De forma similar, la disminucion de
los niveles de Bcl-xL observada en las células siRNA control tratadas con paclitaxel durante
48 horas también desaparece tras el silenciamiento de PTTGL1 (Figura 40 A). También se
realiz6 un analisis del ciclo celular para estudiar si la disminucion de la mitosis en las células
silenciadas para PTTG1 tratadas con paclitaxel se debe a la aparicién de deslizamiento o
a que la transicion hacia G»/M se encuentra dificultada. Las células LNCaP silenciadas para
PTTGL1 y tratadas con DMSO exhiben un aumento en fase Giy una disminucion en fases
S y G2/M respectivamente, comparadas con las células siRNA control tratadas con DMSO.
El cambio en la distribucion del ciclo es todavia mas acusado tras el tratamiento con
paclitaxel. Las células siRNA control se acumulan en S y G2/M tras la exposicién a
paclitaxel, aunque el efecto es mas marcado a 48 horas (Figura 40 B). Por el contrario, la
proporcion de células silenciadas para PTTGL1 y tratadas con paclitaxel que se acumula en
S y G2/M es dramaticamente mas baja en ambos puntos de tiempo (Figura 40 B).
Finalmente, para comprobar que no hay cambios en la ploidia, dado que las células estan
en mitosis o no llegando a mitosis, se realiz6 una FISH. Como se observa en la figura 40
C, el porcentaje de células con ploidia mayor de la normal es bajo y similar en células
siRNA control y siRNA PTTGL1 tratadas con paclitaxel, apoyando los resultados obtenidos
mediante western blot y analisis de ciclo. Juntos, estos datos indican que la progresion del

ciclo celular se dificulta en ausencia de PTTG1.
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Figura 40: El silenciamiento de PTTG1 disminuye la apoptosis inducida por paclitaxel en células LNCaP.
Las células se silenciaron con siRNA control o siRNA PTTGL1 y se trataron con paclitaxel 2,5 uM durante 24 y
48 h. (A) Las proteinas indicadas se detectaron mediante western blot. B-actina se muestra como control de
carga. (B) Andlisis de ciclo celular, mediante citometria de flujo, de células marcadas con yoduro de propidio.
El porcentaje de células en cada fase del ciclo se determiné con el programa ModFit. (C) Analisis de ploidia
mediante FISH. Se determiné el nimero de sefiales por célula para los cromosomas 8 y 17, en al menos 100
células. Se muestran fotografias representativas. Los histogramas representan el porcentaje de células con
ploidia normal o superior para cada condicion. El experimento se realiz6 al menos tres veces.

3.4 La sobreexpresion de PTTG1l aumenta la parada en mitosis inducida por
paclitaxel en células PC3 y LNCaP, con efectos opuestos sobre la apoptosis

Para seguir investigando el papel de PTTGL1 en la respuesta a paclitaxel, las células PC3
y LNCaP se transfectaron transitoriamente con un mutante no degradable de PTTG1 y se
trataron con paclitaxel 2,5 uM durante 48 horas. Las células PC3 transfectadas con PTTG1
y tratadas con paclitaxel mostraron un mayor bloqueo en mitosis que las células
transfectadas con el vector vacio y tratadas de la misma forma, como puede observarse
por los niveles de histona H3 fosforilada, BubR1 y ciclina B1, pero, al igual que en caso del
silenciamiento de PTTG1, este evento se asocia con una menor rotura de PARP y una
menor activacion de la caspasa 9, es decir, con una menor induccién de apoptosis (Figura
41 A). Los niveles de Bcl-xL, Bax y Bak se mantienen esencialmente sin cambios, mientras
gue la expresion de Mcl-1. es mas elevada en células PC3 transfectadas con PTTG1 y
tratadas con paclitaxel que en células transfectadas con el vector vacio tratadas de la
misma forma. Posteriormente se realiz6 una FISH para estudiar los cambios en la

proporcion de células en mitosis o que han sufrido deslizamiento bajo estas condiciones.
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Las células PC3 transfectadas con el vector vacio y tratadas con paclitaxel mostraron un
68,3% de células con mayor ploidia de la normal, mientras que las células transfectadas
con PTTG1 tratadas con paclitaxel mostraron una disminucién del 28,1% en ese
porcentaje, indicando una inhibicién del deslizamiento en la dltima condicion (Figura 41 B).

En el caso de las células LNCaP, la rotura de PARP y la activacion de la caspasa 9
son superiores en las células transfectadas con PTTG1 tratadas con paclitaxel,
comparadas con las transfectadas con el vector vacio tratadas de la misma forma. Los
niveles de histona H3 fosforilada, BubR1 y ciclina B1 se elevan en células LNCaP
transfectadas con PTTG1 después del tratamiento con paclitaxel, lo que indica una parada
en mitosis mas eficiente. La expresion de Bcl-xL, Mcl-1., Bax y Bak permanece similar tanto
en células transfectadas con el vector vacio como en las transfectadas con PTTG1 (Figura
41 C). Los resultados de la FISH también confirman que las células no se estan deslizando

de la parada en mitosis inducida por paclitaxel (Figura 41 D).
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Figura 41: La parada en mitosis inducida por el paclitaxel aumenta en células PC3 y LNCaP
transfectadas con PTTG1, con efectos opuestos en apoptosis. Las células PC3 (Ay B) y LNCaP (Cy D)
se transfectaron transitoriamente con un mutante no degradable de PTTG1 (pEF/SecurinK AA-DM) o con el
vector vacio, y se trataron con paclitaxel 2,5 yM durante 24 y 48 h. (A y C) Las proteinas indicadas se detectaron
mediante western blot. B-actina se muestra como control de carga. (B y D) Andlisis mediante FISH de los
cromosomas 8 y 17 en al menos 100 células. Se muestran fotografias representativas. Los histogramas
representan el porcentaje de células con ploidia normal o superior para cada condicion. El experimento se
realizé al menos tres veces.

3.5 El silenciamiento simultaneo de PTTG1 y Mcl-1 tiene un efecto proapoptético
sobre las células PC3 durante la mitosis

Como los resultados obtenidos en células PC3 indican que el aumento de células mitéticas
obtenido tras tratamiento con paclitaxel tanto en células silenciadas como transfectadas
con PTTGL1 no s6lo no aumenta la apoptosis sino que la disminuye, razonamos que la
apoptosis s6lo puede inducirse tras deslizamiento 0 que pueden existir bloqueos durante
la mitosis que evitan la apoptosis en esa fase del ciclo. Para dilucidar estas hip6tesis nos
centramos en Mcl-1, debido a su elevado nivel de expresion cuando la mayoria de las
células PC3 estan en mitosis, es decir, tras 24 horas de tratamiento con paclitaxel. Las
células PC3 silenciadas para Mcl-1 y tratadas con paclitaxel durante 48 horas, mostraron
un aumento en los niveles de histona H3 fosforilada y ciclina B1 en relacion a las células
siRNA control tratadas con paclitaxel. Curiosamente, los aumentos de expresion de estas
dos proteinas s6lo son ligeramente superiores a los observados en células silenciadas para

PTTGL1 y tratadas con paclitaxel, pero la rotura de PARP y la activacion de la caspasa 9
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son claramente mas altas en las células silenciadas para Mcl-1 tratadas con la droga
(Figura 42). Las células silenciadas simultdneamente para PTTG1 y Mcl-1 y tratadas con
paclitaxel durante 48 horas, muestran un aumento en la rotura de PARP y en la activacion
de la caspasa 9, asociado a un aumento de mitosis, como indican los niveles de histona
H3 fosforilada y ciclina B1, comparadas con células siRNA control, sSiRNA PTTG1 y siRNA
Mcl-1 tratadas con la droga (Figura 42). Estos datos indican que la resistencia a apoptosis
gue se produce cuando se silencia PTTG1 puede evitarse, superando incluso la induccion

apoptética obtenida en las células siRNA control, silenciando simultdneamente Mcl-1.
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Figura 42: El silenciamiento simultaneo de PTTG1 y Mcl-1 incrementa la apoptosis inducida por
paclitaxel durante la mitosis en células PC3. Las células PC3 se silenciaron con siRNA control, siRNA
PTTG1, siRNA Mcl-1 o ambos simultaneamente. Para asegurar la misma cantidad de siRNA en todas las
condiciones, se afiadié siRNA control a una concentracion de 100 nM en todos los silenciamientos simples. Las
células se trataron posteriormente con paclitaxel 2,5 yM durante 48 h. El experimento se realizé al menos tres
veces.

3.6 Lalinea celular PC3 resistente a paclitaxel (PC3 PTXR) muestra una disminucion
de la apoptosis asociada a un incremento de mitosis y niveles elevados de Mcl-1,
después del tratamiento con paclitaxel

Finalmente, se examind la apoptosis, el ciclo celular y algunas proteinas de la familia Bcl-
2 en una linea celular PC3 resistente a paclitaxel generada en nuestro laboratorio. Como

se puede observar en la figura 43 A, la rotura de PARP y la activacion de la caspasa 9

estan claramente disminuidas en las células PC3 PTXR después del tratamiento con
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paclitaxel, comparadas con las células PC3 parentales tratadas de la misma forma. Esta
reduccion en la apoptosis esta asociada con niveles mas altos de histona H3 fosforilada,
BubR1, ciclinaBly PTTG1 en la linea celular resistente, ilustrando de nuevo la asociacion
entre la inhibicién del deslizamiento y la disminucion de la apoptosis. En relacion a las
proteinas de la familia Bcl-2, los niveles de expresion de Bak y Bcl-xL permanecen
inalterados, pero se observa una disminucion en el nivel de expresion de Bax en la linea
celular resistente a paclitaxel tras el tratamiento con la droga. Curiosamente, la disminucion
de Mcl-1, observada en las células parentales tras tratamiento con paclitaxel es claramente
menos marcada en la linea celular resistente en la misma condicion (Figura 43 A),
apoyando la funcién de Mcl-1, en la inhibicién de la apoptosis durante mitosis. Como los
datos de western sugieren una mayor parada en mitosis inducida por paclitaxel en las
células resistentes que en las parentales, se estudié el ciclo celular y la ploidia en este
contexto. Los perfiles de ciclo resultaron ser similares en las dos lineas celulares (Figura
43 B), sin embargo, los resultados de la FISH mostraron un 69,8 % de células PC3 tratadas
con paclitaxel con ploidia mas alta de la normal, mientras que en células PC3 PTXR
tratadas con la droga ese porcentaje fue del 55,9%, corroborando la disminucién del

deslizamiento en las células PC3 PTXR tras tratamiento con paclitaxel (Figura 43 C).
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Figura 43: Las células PC3 resistentes a paclitaxel (PC3 PTXR) muestran un aumento de la mitosis y
niveles elevados de Mcl-1. tras tratamiento con paclitaxel, asociado a una disminucién de la apoptosis.
Las células PC3 y PC3 PTXR se trataron con paclitaxel 2,5 uM durante 48 h. (A) Las proteinas indicadas se
detectaron mediante western blot, utilizando B-actina como control de carga. (B) Andlisis de ciclo celular,
mediante citometria de flujo. Se muestra el porcentaje de células en cada fase del ciclo. (C) Andlisis de ploidia
mediante FISH. Se determiné el nimero de sefiales por célula para los cromosomas 8 y 17, en al menos 100
células. Se muestran fotografias representativas. Los histogramas representan el porcentaje de células con
ploidia normal o superior para cada condicion. El experimento se realiz6 al menos tres veces.
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1. PTPL1 Y APOPTOSIS

La potenciacion de la proliferacion celular y una apoptosis defectuosa son dos eventos
centrales implicados en el desarrollo neoplasico y la progresion tumoral. Por tanto,
desentrafiar los mecanismos que controlan estos procesos puede proporcionar mejoras
terapéuticas. En este estudio, hemos comparado la sensibilidad de las células PC3 a la
apoptosis inducida por PEITC, anti-Fas o ambas drogas en combinacién. Aunque hay
controversia en la literatura respecto a la sensibilidad de las células PC3 al tratamiento con
anti-Fas (Rokhlin et al., 1997; Uslu et al., 1997; Hedlund et al., 1998), en nuestras manos
son relativamente sensibles a la apoptosis inducida por anti-Fas. Como se ha publicado
previamente (Xiao & Singh, 2002; Xiao et al., 2005; Xiaoet al., 2006), también son sensibles
a la apoptosis inducida por PEITC, y hemos observado que el PEITC produce una mayor
induccion de apoptosis que el tratamiento con anti-Fas. En varios estudios, se ha
demostrado que distintos compuestos como la adriamicina, el etopdsido, la camptotecina,
el resveratrol o la tricostatina A, pueden sensibilizar a las células tumorales de préstata a
la apoptosis inducida por anti-Fas (Uslu et al., 1997; Costa-Pereira & Cotter, 1999; Gillet
al., 2007; Taghiyev et al., 2005). En el caso del PEITC, se ha observado un efecto
sensibilizador sobre la apoptosis inducida por anti-Fas en células de cancer de vejiga T24
y en células Jurkat con Bcl-2 sobreexpresado (Pullar et al., 2004). En este estudio, hemos
mostrado que el tratamiento con PEITC también sensibiliza a las células PC3 a la apoptosis
inducida por anti-Fas y que la extension de la apoptosis causada por este tratamiento es

mayor gue la que se consigue con cualquiera de los dos compuestos por separado.

La fosforilacion de tirosinas es un importante proceso regulador de la transduccién
de sefiales en eucariotas superiores (Abaan & Toretsky, 2008). PTPL1 es la proteina
tirosina fosfatasa de tipo no receptor mas grande y su funcién en la regulacion de la
apoptosis se debate actualmente. Algunas evidencias sugieren que PTPL1 puede actuar
como un regulador negativo de la apoptosis y como promotor tumoral, mientras que otros
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estudios apuntan hacia una funcién de PTPL1 como regulador positivo de la apoptosis y
como supresor tumoral (Abaan & Toretsky, 2008). Concretamente en cancer de préstata,
hay dos estudios relativos a la sensibilidad a la apoptosis inducida por Fas en lineas
celulares de cancer de préstata, que no encuentran correlacién entre resistencia a la
apoptosis mediada por Fas y aumento de expresion de PTPL1 a nivel de RNA mensajero
(Usluet al., 1997; Hedlundet al., 1998), pero no hay estudios funcionales en cancer de
prostata que documenten la funcién de PTPL1 en apoptosis. En este estudio, hemos
determinado una funcién proapoptética para PTPL1 en células PC3, dado que un aumento
de su expresion promueve la apoptosis en células tratadas con PEITC y anti-Fas o
paclitaxel y que la disminucion de su expresion induce resistencia a apoptosis tras
tratamiento con estas drogas. Hemos observado que la funcién proapoptoética de PTPL1
no solo esta restringida a la via Fas de apoptosis, porque la disminucién de su expresion
tiene también un efecto protector sobre la apoptosis inducida por otros estimulos como
PEITC o paclitaxel. El silenciamiento de PTPL1 también induce resistencia a apoptosis en
células PC3 tratadas con la combinacién de PEITC y anti-Fas, comparado con células que
expresan PTPL1 enddgeno tratadas de la misma forma. Esta diferencia en la induccién de
apoptosis se pone de manifiesto en un porcentaje mas bajo de apoptosis temprana, una
menor rotura de la proteina PARP y un menor grado de activacion de las caspasas 3, 7 y
9 en células tratadas, silenciadas para PTPL1. En relacion a las proteinas de la familia Bcl-
2, los cambios mas llamativos son una ligera, aunque significativa, induccion de Bcl-xL en
las células silenciadas para PTPL1 y un aumento de la proteina proapoptética Mcl-1sy del
fragmento de 24 kDa de la proteina Mcl-1. en células siRNA control tratadas. Se ha
sugerido que los fragmentos rotos por caspasas de Mcl-1 pierden potencial antiapoptotico
y se convierten en proapoptéticos, o alternativamente, que la rotura de Mcl-1 puede
interrumpir la funcién protectora de la proteina (Zhuang & Brady, 2006). En conjunto, estos
resultados sugieren que la via de sefializacion mediada por PTPL1 puede influir en los

niveles de expresion de las proteinas Bcl-xL y Mcl-1s, asi como en eventos finales del
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proceso apoptético como la activacién de caspasas y, por tanto, de la rotura mediada por
caspasas de proteinas como Mcl-1 o PARP.

La familia proteina quinasa C (PKC), de serina/treonina quinasas, es activada por
diversos estimulos y participa en procesos celulares como crecimiento, diferenciacion y
apoptosis. Las isoformas de la familia PKC se pueden subdividir en PKCs clasicas, nuevas
y atipicas, dependiendo de sus caracteristicas estructurales y de sus requerimientos para
la activacion. Las PKCs clasicas (a, B1, B2 y y) son activadas por diacilglicerol y calcio, las
PKCs nuevas (0, €, ny 8), se activan por diacilglicerol y las PKCs atipicas (¢ and M) no
responden ni a diacilglicerol ni a calcio (Brodie& Blumberg, 2003).

La mayoria de estudios indican que la isoforma PKCd esté implicada en la supresion
de la proliferacion celular y en la induccién de apoptosis, pero hay unos pocos estudios que
apuntan a una funcién de PKC® en la supervivencia celular y en respuestas antiapoptoticas
(Jackson & Foster, 2004). En relacion al cancer de prostata, algunos estudios indican una
funcién de PKC® en migracion e invasion (Villaret al., 2007; Kharaitet al., 2006; Chenet al.,
2014), mientras que otros han documentado que la expresion de PKCd se requiere en la
apoptosis inducida por receptores de muerte, drogas antitumorales y otros compuestos
(Sumitomo et al., 2004; Sumitomo et al., 2002; Gonzalez-Guerrico & Kazanietz, 2005; Lu
etal., 2011; Gurbuz et al., 2015). En este sentido, hemos observado que la sobreexpresion
de PKC® aumenta la induccion de apoptosis mediada por PEITC y anti-Fas o paclitaxel en
células PC3. En células LNCaP, se ha establecido que PKC media la apoptosis inducida
por paclitaxel, etopésido (Sumitomo et al., 2002) o ésteres de forbol (Gonzalez-Guerrico &
Kazanietz, 2005); de acuerdo con estos datos, hemos observado que el silenciamiento de
PKCb induce resistencia a la apoptosis inducida por PEITC y anti-Fas o paclitaxel en esta
linea celular. Todos estos datos indican que PTPL1 y PKC® ejercen una funcién
proapoptética tanto en células sensibles a andrégenos (LNCaP), como en células
resistentes a andrégenos (PC3).

La actividad de PKCd esta regulada por la unién de cofactores a su regién
reguladora y por la fosforilacion de su dominio quinasa, especialmente de su bucle de
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activacion; aunque la dependencia de la actividad de PKCd de la fosforilacion del bucle de
activacion todavia es tema de controversia (Steinberg, 2004). Un estudio ha mostrado que
PKCd so6lo tiene una actividad minima cuando no estd fosforilada (Le Good et al.,
1998).0tro, sin embargo, ha encontrado que un mutante de PKC®, desfosforilado en el
bucle de activacion, era totalmente activo en un ensayo quinasa in vitro (Stempka et al.,
1997). En este sentido, otro estudio ha mostrado que una PKC& mutante, no fosforilable
en el bucle de activacion, es activa cataliticamente en las células, pero su funcién y su
patron de fosforilacion de sustratos estan marcadamente cambiados. Notablemente, esta
PKCd mutante es tan activa como la tipo salvaje en la induccion de apoptosis (Liu et al.,
2006). Nosotros hemos observado que, en células PC3 que expresan PTPL1 endbgeno, la
fosforilacion de PKCd en la treonina 505 (T505), localizada en el bucle de activacion,
disminuye claramente tras tratamiento con PEITC y anti-Fas, mientras que las células
silenciadas para PTPL1 tratadas mantienen el nivel basal de fosforilacion de PKCS. Esta
pérdida de la fosforilaciéon de PKCd en T505 en presencia de PTPL1 ocurre también cuando
se usan PEITC o paclitaxel para inducir apoptosis. Es interesante notar que la pérdida de
fosforilacion de PKCd en T505 solo ocurre en células que estan sufriendo apoptosis, por lo
gue nos preguntamos si la pérdida de fosforilacion significa una pérdida de actividad de la
quinasa y es similar a una pérdida de la proteina o si la presencia de PKCd desfosforilada
en T505 via PTPL1 es relevante para la induccién de apoptosis. Se confirmé la ultima
hipétesis, ya que el silenciamiento de PKC® mediante siRNA induce resistencia a apoptosis
en células PC3. Ademas, el silenciamiento simultdneo de PTPL1 y PKC® causa una mayor
resistencia a la apoptosis que cualquiera de ellos por separado, apoyando la idea de que
la presencia de ambas proteinas es necesaria para una mejor eficiencia del proceso
apoptético. En resumen, hemos mostrado que las células PC3 son mas sensibles a la
induccion de apoptosis por PEITC y anti-Fas cuando estan presentes tanto PTPL1 como
PKC®, que PKCd se desfosforila en T505 en células que sufren apoptosis disparada por
distintos estimulos y que la pérdida de la fosforilacion en T505 de PKCd puede estar
mediada, probablemente de forma indirecta, por PTPL1. El efecto de PTPL1 sobre PKC®
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también se pone de manifiesto porque la sobreexpresion de PTPL1 y el silenciamiento
simultdneo de PKC® producen una reversion parcial de la apoptosis obtenida tras la
sobreexpresion de PTPL1 y el tratamiento con PEITC y anti-Fas

Como se menciona anteriormente, una PKCd mutante, no fosforilable en el bucle
de activacion, es tan activa como la tipo salvaje en la induccién de apoptosis, pero muestra
defectos en la fosforilacion de sustratos en las células y es defectiva en ensayos reporteros
con AP-1 y NFkB que requieren actividad quinasa (Liu et al., 2006). NF-kB media
principalmente sefiales antiapoptoticas en el cancer de préstata (Suh & Rabson, 2004) y
no se ha establecido todavia una relacion entre NFKB y PKCd en células tumorales de
préostata, por lo que investigamos su estado de activacion en este contexto. NFkB
permanece fosforilado tras tratamiento con PEITC y anti-Fas cuando PKC o tanto PTPL1
como PKC® estan silenciadas. Sin embargo, en células tratadas, con expresion endégena
de PTPL1 y PKC?, en las que PKCS esta desfosforilada en T505, el nivel de NFkB
fosforilado (activo) es mas bajo que en células tratadas con expresion endégena de PKCd
pero silenciadas para PTPL1, en las que PKC? esta fosforilada en T505. De acuerdo con
estos datos, la desfosforilacion de NFkB es mas efectiva en presencia de PKC®
desfosforilada en T505, via PTPL1, que cuando PKC?d esta fosforilada en T505. También
se examind el estado de fosforilacion de IkBa, un regulador negativo de la actividad de
NFkB. La fosforilacion de IkBa en las serinas 32 y 36 conduce a su ubiquitinacion y
degradacion, lo que a su vez promueve la translocacion de NFkB desde el citoplasma al
nucleo, donde se convierte en un factor de transcripcion activo (Suh &Rabson, 2004). La
fosforilacion de IkBa en la tirosina 42 también induce su disociacién de NFkB pero sin
degradacion proteolitica (Fan et al.,2002) y, ademas se ha demostrado que IkBa fosforilado
en Y42 es un sustrato de PTPL1 in vitro (Nakai et al., 2000). Hemos observado que, en
células que expresan PTPL1 y PKCd endbdgenos, tratadas con PEITC y anti-Fas, IkBa se
desfosforila extensamente en S32, S36 e Y42. Sin embargo, cuando se silencian PKC39,
PTPL1 o ambos, la desfosforilacién en los tres sitios se ve disminuida tras el tratamiento
con las drogas. Estos datos indican que tanto PTPL1 como PKC® pueden influir, de forma
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independiente, sobre la fosforilacion de IkBa; sin embargo, el hecho de que la fosforilacién
de los tres sitios estudiados se inhiba casi completamente tras tratamiento cuando ambas
proteinas estan silenciadas simultaneamente, indica una posible accién cooperativa entre

PTPL1 y PKCd sobre la desfosforilacion de IkBa.

Se ha publicado que el PEITC inhibe la fosforilacion de IkBa (Xu et al., 2005), por tanto,
basandonos en trabajos anteriores y en nuestros resultados, proponemos que la inhibicion
de la degradacion de IkBa y la supresion de la actividad de NFkB (tanto por asociacion con
IkBa como por desfosforilacion) podrian estar mediadas, al menos en parte, por PTPL1 y
PKCS9, y que la sefializacion mediada por estas dos proteinas contribuye a la apoptosis en
células de cancer de préstata.

Akt es una serina/treonina quinasa que promueve la supervivencia de las células
tumorales y media principalmente rutas de sefializaciéon antiapoptéticas (Li et al., 2005).
Sin embargo, la relevancia de estas rutas puede variar dependiendo del contexto celular;
por ejemplo, en células PC3, Bcl-x. media una ruta de supervivencia independiente de la
sefializacion de Akt (Yang et al., 2003). Algunos autores han mostrado que PTPL1 inhibe
la fosforilacion de Akt (Dromard et al., 2007), mientras que otros no encuentran esa
correlacion (Miyazaki et al., 2006). Sorprendentemente, hemos detectado una disminucion
de la fosforilacion de Akt en células PC3 silenciadas para PTPL1; sin embargo, los niveles
de fosforilacion de Akt disminuyen tras tratamiento tanto en presencia como en ausencia
de PTPL1 y PKCd. La capacidad del tratamiento con PEITC y anti-Fas para disminuir la
fosforilacion de Akt en todas las condiciones probadas podria indicar que PTPL1 y PKCd
no se requieren para desfosforilar a Akt. Ademas, la desfosforilacién de Akt no parece
controlar la apoptosis, al menos en este contexto, dado que tiene lugar tanto en células
que estan sufriendo una apoptosis extensiva como en células con una apoptosis
disminuida.

La expresion inmunohistoquimica de PKCd en el cancer de prostata también es
motivo de controversia. En un estudio con 23 biopsias de cancer de préstata se observé
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gue PKCd se expresaba sélo en el estroma y no en el epitelio (Cornford et al., 1999). Sin
embargo, otros autores han encontrado una alta expresion de PKCd en el componente
epitelial de los canceres de prostata (Villaret al.,, 2007; Kharaitet al., 2006),
independientemente del grado de Gleason (Villaret al., 2007). La expresion
inmunohistoquimica de PTPL1 no se ha evaluado hasta el momento en los canceres de
prostata. Nosotros hemos observado mediante inmunohistoquimica en tejidos de pacientes
con cancer de prostata, que la expresion de PTPL1 y PKC® es mas alta en tumores bien
diferenciados, con grado de Gleason bajo que en tumores mal diferenciados con alto grado
de Gleason, de una forma estadisticamente significativa. En este sentido, la expresion de
PTPL1 a nivel de RNAm es un indicador pronéstico independiente favorable de la
supervivencia global en pacientes con cancer de mama (Révillion et al., 2009).La pérdida
de estas proteinas en tumores de préstata mas agresivos y de peor pronéstico indica que

su ausencia podria estar relacionada con la resistencia a apoptosis y la progresion tumoral.

2. PTPL1 E INVASION

La carcinogénesis de la préstata implica una progresion de varios pasos desde células
precancerosas a células que proliferan localmente y luego metastatizan. Se ha demostrado
gue PTPL1 inhibe la invasividad de las células de cancer de ovario SKOV3 (Zhuet al., 2008;
Laiet al., 2009) y de las células de cancer de mama MCF7 (Glondu-Lassis et al., 2010). De
acuerdo con estos datos, el silenciamiento de PTPL1 en células PC3 induce un aumento
del porcentaje de invasion (13,7%), lo que apoya la funcién de PTPL1 como inhibidor de la
invasion. Los resultados de la matriz de cDNA y de la PCR cuantitativa también confirman
esta funcidn. Entre los genes inducidos diferencialmente en la matriz realizada con células
PC3 siRNA control y siRNA PTPL1, se encuentran varios componentes del sistema uPA
(activador del plasminégeno de tipo uroquinasa), osteopontina e integrina a6. El sistema
uPA esta formado por el activador del plasminégeno de tipo uroquinasa (uPA), su receptor
(UPAR), el activador del plasminégeno tisular (tPA), el plasmindgeno y los inhibidores de
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los activadores del plasmindgeno (PAIs). El uPA se secreta como un zimégeno (pro-uPA)
y su activacion se acelera por su unién a uPAR (Andreasen et al., 2000). uPA activo cataliza
la conversioén del plasmindgeno en plasmina, que a su vez degrada distintos componentes
de la matriz extracelular. Por tanto, uPA y su receptor se consideran reguladores del
proceso metastasico en distintos estadios y representan una importante diana terapéutica.
La actividad y el recambio de uPA estan regulados por otro miembro del sistema, PAI-1,
qgue es el principal inhibidor endégeno de uPA. De acuerdo con su funcién inhibidora,
originalmente se predijo que suprimiria la proliferacion y las metastasis de las células
tumorales. Sin embargo, unos altos niveles de PAI-1 indican un peor prondstico para la
supervivencia en algunos canceres humanos (Duffy, 2002; Werleet al., 2004).
Adicionalmente, se ha demostrado que tanto la proteina uPA derivada del tumor como la
proteina PAI-1 derivada del tumor y del estroma juegan papeles importantes en el
crecimiento intradseo del cancer de prostata metastasico mediante la regulacion del eje
uPA-uPAR-PAI-1 por mecanismos autocrinos/paracrinos (Dong et al., 2008). Por tanto, el
sistema uPA esta particularmente asociado con el proceso de metastasis. En el cancer de
prostata, la sobreexpresion de uPA y PAI-1 esta asociada con caracteristicas patoldgicas
adversas y con un riesgo mas alto de recurrencia en hombres con cancer clinicamente
localizado tratados mediante prostatectomia radical (Gupta et al., 2009). Ademas, se ha
demostrado en células PC3 que el silenciamiento de uPA y uPAR mediante RNA de
interferencia inhibe la invasion, la supervivencia y la tumorigenicidad in vivo (Pulukuri et al.,
2005). La sobrexpresion de la integrina a6, un receptor de laminina, también est4 asociada
con un aumento del potencial invasivo de las células de cancer de préstata humano in vitro
y con la progresion del carcinoma de prostata en biopsias humanas (Rabinovitzet al., 1995;
Schmelz et al., 2002). La integrina a6 existe en la forma clasica (140 kDa) y en una forma
mas pequefia (70 kDa) llamada a6p. Esta variante, presente en el cancer de préstata pero
ausente en la préstata normal, se produce por la rotura proteolitica de la integrina a6
mediada por uPA, de forma independiente de plasmina, y potencia la migraciéon y la
invasion celular sobre laminina (Pawaret al., 2007). La rotura de la integrina a6 también
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permite la extravasacion de las células tumorales de préstata desde el sistema circulatorio
al hueso (Portset al., 2009).

La osteopontina esta sobreexpresada en diferentes canceres y esta implicada en
invasion y metastasis (Rangaswamiet al., 2006). En pacientes con cancer de prostata, el
aumento de expresion de osteopontina correlaciona con el grado de Gleason y con la
disminucién de la supervivencia (Forootanet al., 2006). En piezas de prostatectomia, la
expresion de osteopontina estd asociada independientemente con la recurrencia
bioguimica (Caruso et al., 2008). Ademas, la osteopontina estimula la secrecion de uPA en
células tumorales de mama (Das et al., 2004).

B-catenina forma parte, junto con E-cadherina y a-catenina, de un complejo proteico
gue media la adhesion celular. En células no estimuladas, la mayor parte de B-cateninase
encuentra en las uniones adherentes entre células epiteliales. Para asegurar su rapido
recambio, el exceso de -catenina citoplasmica sintetizada de novo es fosforilada por un
complejo de destruccién del que forman parte la quinasa GSK3p y el supresor tumoral APC
(Adenomatous Polyposis Coli). Una serie de fosforilaciones secuenciales la marcan para
su ubiquitinacién y posterior degradacién por el proteasoma. B-catenina no fosforilada no
se degrada y entra en el nlcleo, donde actia como coactivador transcripcional e
interacciona con factores de transcripcién como TCF y LEF, y conduce al aumento de
transcripcién de genes diana como MMP7, c-Myc, ciclina D1, c-jun, Fra y otros miembros
de la familia c-fos (Willert & Jones, 2006, Yokoyama et al., 2014). Se ha descrito que B-
catenina fosforilada en tirosina puede ser desfosforilada in vitro por PTP-BL, el homdblogo
en ratén de PTPL1 (Erdmann, 2000) y que PTPL1 interacciona con APC (Erdmann et al.,
2000).También se ha descrito que GSK3p fosforilada no puede fosforilar a B-catenina,
permitiendo su acumulacién (Willert & Jones, 2006). De acuerdo con los resultados
obtenidos, relativos a la disminucion de la proliferacion tras el silenciamiento de PTPL1,
hemos observado una disminucion de los niveles de ciclina D1, mientras que los niveles
deGSK3p fosforilada permanecen practicamente sin cambios. Por tanto, B-catenina no
parece activar la transcripcion de la ciclina D1 ni de probablemente otras dianas
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relacionadas con proliferacién, al menos en este contexto. Ademas, la inmunofluorescencia
de B-catenina muestra una relocalizacion de la membrana al citosol en células PC3
silenciadas para PTPL1, por lo que el mayor impacto de (-catenina puede darse sobre la
adhesion celular y sobre dianas transcripcionales relacionadas con invasion, como uPA 'y
uPAR (Hiendlmeyer et al., 2004; Wang et al., 2010), aunque la aclaraciéon de este punto

requeriria mas experimentos.

En resumen, la supresion de la expresion endégena de PTPL1 produce un fenotipo
mas invasivo en células de cancer de préstata. Este aumento del potencial invasivo puede
explicarse, al menos en parte, por la induccion de mediadores de la invasion bien conocidos
como el sistema uPA, osteopontina, integrina a6 y p-catenina. La influencia de PTPL1
sobre estas proteinas sugiere que actia como un supresor tumoral, cuya disminucion o

ausencia de expresion podria estar relacionada con la progresién tumoral.

3. PTPL1Y CICLO CELULAR

La influencia de PTPL1 sobre ciclo celular y proliferacion no esta muy estudiada. Los datos
disponibles apuntan hacia una funcién en el control del ciclo celular meiético en oocitos de
Xenopus (Nedachi & Conti, 2004) y en la citocinesis en células HeLa (Herrmann et al.,
2003). En este ultimo estudio se observo que tanto el aumento del nivel de expresién de
PTPL1 como la expresién de PTPL1 con un dominio tirosina fosfatasa inactivo conduce a
defectos en la citocinesis y a la generacién de células multinucleadas. Nosotros hemos
mostrado que la disminucion de la expresion de PTPL1 endégeno mediante siRNA produce
una disminucion de la proliferacion y cambios en el perfil de ciclo celular en células PC3.
Los niveles de expresién de varios reguladores del ciclo celular también apoyan este
resultado. La ciclina E es esencial en la transicion G1/S (Malumbres & Barbacid, 2009) y
PCNA tiene una funcion critica en la replicacién del DNA (Maga & Hubscher, 2003), por lo
que, de acuerdo con la disminucién de fase S observada, los niveles de expresion de ciclina
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E y PCNA también son menores en células PC3 silenciadas para PTPL1. Los niveles de
ciclina B1y PTTG1 aumentan en mitosis (Malumbres & Barbacid, 2009; Ramos-Morales et
al., 2000) y la histona H3 se fosforila en la serina 10 al final de la profase (Hayashi-
Takanakaet al., 2009). También de acuerdo con la disminucion de células en G2/M, los
niveles de ciclina B1, PTTGL1 y fosfo-histona H3 son menores en células PC3 silenciadas
para PTPL1. Estos datos pueden indicar una funcién de PTPL1 en la regulacién del ciclo
celular, dado que el silenciamiento de PTPL1 dificulta la progresion a través de las fases S
y G2/M en un cultivo asincronico.Para estudiar este tema con mayor profundidad, las
células PC3 silenciadas para PTPL1 se trataron con paclitaxel. El tratamiento con esta
droga durante 24 h es igualmente eficiente llevando a las células siRNA control y siRNA
PTPL1 a mitosis, a pesar del retraso en el ciclo celular observado en células PC3
asincroénicas silenciadas para PTPL1. Sin embargo, a 48 h, una gran proporcion de células
siRNA control ha salido de mitosis por deslizamiento mientras que las células sSiRNA PTPL1

permanecen mas bloqueadas en mitosis.

Los datos indican una asociacion, un tanto paradojica, entre mantenimiento de la
mitosis e inhibicién de la apoptosis en células PC3. Debido a las posibles implicaciones de
este fendbmeno en la adquisicion de resistencia a paclitaxel, nos propusimos examinar si
esa observacién (aumento de mitosis e inhibicién de apoptosis) se repetia en otra linea
celular de cancer de préstata (LNCaP), con mayor sensibilidad a la apoptosis inducida por
paclitaxel. Ademas, el efecto de la ausencia de PTPL1 sobre la inhibicion deldeslizamiento
nos hizo preguntarnos qué influencia podria tener PTTG1 sobre este proceso, dada la

funcién central de esta proteina en el ciclo celular.

4. PTTG1, APOPTOSIS Y CICLO CELULAR

Los defectos en las maquinarias de ciclo celular y apoptosis influencian las respuestas
celulares a las drogas utilizadas en quimioterapia; por tanto, una mejor comprensién de los
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mecanismos que subyacen a las respuestas malas o incompletas puede ayudar a mejorar
los regimenes terapéuticos.

Se ha publicado (Perez-Stable, 2006), que las células PC3 y LNCaP muestran una
respuesta apoptotica diferente después del tratamiento con paclitaxel. También se ha
descrito que las células PC3 tratadas con 50 ng/ml de paclitaxel durante 24 h antes de
retirarlo, salen de mitosis sin hacer citocinesis, lo que conduce a la aparicién de células
poliploides. En este contexto, la muerte celular es un proceso lento y retrasado (aparece
una poblacion sub-G: después de 72 h de tratamiento), que ocurre después de la
endoreplicacion del DNA (Lanzi et al., 2001). También se ha demostrado que las células
PC3 salen de mitosis después de una parada prolongada inducida por paclitaxel a 150
nmol/L, y permanecen en un estado anormal parecido a G; durante un extenso periodo de
tiempo (Shi et al., 2008).

En nuestras condiciones experimentales, hemos observado que la mayoria de
células PC3 han llegado a mitosis, pero no estan en apoptosis, después de 24 h de
tratamiento con paclitaxel 2.5 uM. Las células LNCaP tratadas de forma similar también
estan llegando a mitosis e iniciando la apoptosis. Después de 48 h de tratamiento con la
droga, la mayoria de células PC3 han salido de mitosis por deslizamiento, con un aumento
paralelo de la apoptosis. Las células LNCaP en apoptosis también aumentan a ese tiempo,
pero asociado con un aumento de las células mitéticas. La induccion de apoptosis por el
paclitaxel esta relacionada con su capacidad de parar a las células en mitosis (Shi et al.,
2008); nuestros datos también sugieren que la linea celular capaz de mantener la parada
en mitosis mas eficientemente es la mas sensible al efecto apoptético del paclitaxel.

Existen distintos estudios que documentan las funciones de PTTG1 en apoptosis.
Concretamente, se ha publicado que la sobreexpresién de PTTG1 puede causar apoptosis
dependiente e independiente de p53, en células de cancer de mama MCF7 (p53 tipo
salvaje) y células de osteosarcoma MG63 (deficientes en p53) (Yu et al., 2000). También
se ha publicado que PTTGL1 induce la activacion del promotor de p53 a través de c-myc y

gue la sobreexpresion de PTTGL1 estimula la expresion de Bax, una diana conocida de p53
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(Hamid & Kakar, 2004). Por el contrario, también se ha descrito que PTTGL1 interacciona
con p53 in vitro e in vivo, y que esta interaccién bloquea la union especifica de p53 al DNA,
inhibiendo su actividad transcripcional. En este contexto, la actividad del promotor de Bax
disminuye, debido a la interaccién PTTG1-p53, lo que conduce a una disminucion de la
apoptosis (Bernal et al., 2002). También se ha observado en lineas celulares de hepatoma
gue la sobreexpresion de PTTG1 atenda la apoptosis inducida por p53 (Cho-Rok et al.,
2006). Especificamente en cancer de prostata, se ha observado que las células LNCaP
transfectadas establemente con una construccion de PTTG1, mostraron unos porcentajes
en las fases S y Go/M mas altos que las células transfectadas con el vector vacio.
Reciprocamente, las células LNCaP transfectadas de forma estable con una construccién
antisentido de PTTG1, mostraron un aumento de las células en fase G;, comparadas con
las células control (Zhu et al., 2006), un hallazgo en consonancia con los efectos del siRNA
PTTGL1 observados en células JEG-3 (Tong et al., 2007).

En el contexto de la apoptosis inducida por una droga antimitética como el
paclitaxel, hemos identificado dos situaciones en las que PTTG1 influye sobre el destino
celular diferencialmente. El silenciamiento de PTTG1 en células PC3 no afecta a su
capacidad de alcanzar mitosis en respuesta al tratamiento con paclitaxel, ademas el
mantenimiento del estado mitético se encuentra reforzado. De forma similar, las células
PC3 que sobreexpresan PTTG1 también mantienen el estado mitético de forma
incrementada. Tanto la sobreexpresion de PTTG1 como el silenciamiento conducen a un
aumento de la activacion del SAC tras el tratamiento con paclitaxel, como indican los
niveles mas elevados de BubR1; esto podria explicar el aumento en las células mitéticas
obtenido tras el tratamiento con paclitaxel en estas dos situaciones. El efecto mas curioso
y paraddjico observado en las situaciones mencionadas es que el aumento de células
mitéticas, es decir, la inhibicién del deslizamiento, esta asociado con una disminucion de
la apoptosis. El efecto del silenciamiento de PTTGL1 en células LNCaP es marcadamente
diferente. Las células LNCaP silenciadas para PTTGL1 y tratadas con paclitaxel pierden su
capacidad para llegar a mitosis y, por tanto, de morir por apoptosis. Por el contrario, las
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células LNCaP que sobreexpresan PTTGL1 tratadas con la droga, llegan a mitosis mas
eficientemente y muestran un aumento de la apoptosis. Estos datos estan de acuerdo con
el comportamiento clasico de las células sensibles al paclitaxel: llegan a mitosis y mueren
por apoptosis durante la mitosis. Cuando se potencia la parada en mitosis, como ocurre en
el caso de la sobreexpresion de PTTGL, la inducciéon de apoptosis también se potencia.

Como se comenta anteriormente, varios datos indican que la induccién del
mantenimiento de la parada en mitosis en células PC3 no es suficiente para disparar la
apoptosis. Primero, las células PC3 alcanzan mitosis rapidamente después del tratamiento
con paclitaxel en las primeras 24 h; sin embargo, a ese tiempo, la apoptosis es apenas
detectable. En segundo lugar, tanto el aumento de expresion de PTTG1 como su
disminucién elevan la proporcion células mitéticas por inhibicién del deslizamiento tras
tratamiento con paclitaxel, pero ninguna de estas dos situaciones va unida a un aumento
de apoptosis. Por tanto, la “comunicacién” entre la maquinaria mitética y la apoptética
parece estar desacoplada, dado que la parada en mitosis, independientemente de su
duracion, no facilita la apoptosis. De hecho, en este contexto, la apoptosis sélo tiene lugar
después de que las células PC3 hayan sufrido deslizamiento. La relevancia de Mcl-1
durante la parada en mitosis y la apoptosis subsiguiente se ha ilustrado en varios estudios
(Harley et al., 2010; Wertz et al., 2011). Estos estudios sugieren que la estabilizacion de
Mcl-1 durante una parada en mitosis induce resistencia a apoptosis. Como hemos
observado niveles altos de Mcl-1. en células PC3 tratadas con paclitaxel durante 24 h,
cuando la mayoria de las células estan en mitosis, silenciamos PTTG1 y Mcl-1 y afiadimos
paclitaxel durante 48 h, para observar el efecto de la disminucién de la expresion de Mcl-1
solo o en el contexto de una parada en mitosis mas eficiente inducida por el silenciamiento
de PTTG1. En ambas situaciones, las células PC3 mostraron un aumento de la mitosis
unido a un aumento de la apoptosis, mas marcado en el caso de las células silenciadas
simultaneamente.

Finalmente, los resultados obtenidos con las células PC3 PTXR también apoyan los
resultados previos. Concretamente, el efecto del tratamiento con paclitaxel en estas células
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es similar a la situacion obtenida con la sobreexpresion de PTTG1, ya que también
muestran un aumento del mantenimiento de la mitosis y una disminucion de la apoptosis
después del tratamiento con paclitaxel. Sin embargo, en el caso de las células resistentes
a paclitaxel, la disminucion del deslizamiento no explica completamente la fuerte reduccion
de la apoptosis; la disminucién de la proteina Bax y la incapacidad para disminuir los niveles
de Mcl-1, tras el tratamiento también podrian estar influyendo en el fenotipo resistente,
ilustrando de nuevo la implicacion de Mcl-1, en el desarrollo de la resistencia a la apoptosis
inducida por paclitaxel.

En resumen, en este modelo, la induccién de apoptosis mas extensa tras
tratamiento con paclitaxel se consigue cuando las células se paran en mitosis
eficientemente, los niveles de la proteina PTTGL1 son altos y los niveles de la proteina Mcl-
1, disminuyen rapidamente durante la mitosis. En el caso de células con propensién al
deslizamiento, el mantenimiento de la parada en mitosis que ocurre tras el silenciamiento
de PTTG1 no facilita la apoptosis, a menos que la disminucién de expresién de Mcl-1,
tenga lugar al mismo tiempo. Estas diferentes posibilidades podrian ayudar a entender las

bases moleculares que subyacen a las malas respuestas a la terapia con paclitaxel.

-111 -



Conclusiones

CONCLUSIONES

-112 -



Conclusiones

1. Las células PC3 son mas sensibles a la induccién de apoptosis mediada por la

combinacion de PEITC y anti-Fas que a cualquiera de las dos drogas por separado.

2. El silenciamiento de PTPL1 produce resistencia a la apoptosis inducida por PEITC
y anti-Fas, PEITC solo y paclitaxel en células PC3. En el caso del tratamiento con
PEITC y anti-Fas, la disminuciéon de apoptosis esta asociada a un aumento de la
proteina antiapoptotica Bcl-xL tras el silenciamiento de PTPL1 y a una disminucion
de la rotura de Mcl-1. en células silenciadas y tratadas con la combinacion de
drogas. En células LNCaP, el silenciamiento de PTPL1 también produce resistencia

a la apoptosis inducida por PEITC y anti-Fas.

3. En células PC3 con expresion de PTPL1 enddgeno se produce una disminucion de
la fosforilacion de PKCd en la treonina 505 tras tratamiento con PEITC y anti-Fas,
PEITC solo o paclitaxel, asociada a apoptosis, que no se produce en células
silenciadas para PTPL1 tratadas. La disminucion de la fosforilacion no es
equivalente a la pérdida de expresion de la quinasa, dado que el silenciamiento de
PKCb produce resistencia a la apoptosis inducida por PEITC y anti-Fas, PEITC solo
y paclitaxel. En células LNCaP, el silenciamiento de PKCd también produce

resistencia a la apoptosis inducida con PEITC y anti-Fas y paclitaxel.

4. La ruta de transduccién de sefiales mediada por PTPL1 y PKC?d influye sobre la
fosforilacion de NFkB e IkBa; cuando PTPL1 y PKC3d son silenciadas
simultdneamente, se produce el mayor aumento de la fosforilacion de NFkB (lo que
indicaria una mayor activacion), asi como el mayor aumento de la fosforilacion de
IkBa (lo que indicaria una mayor disociacion de NFkB). En este mismo sentido, la
sobreexpresion de PTPL1 y PKC® en células PC3 produce un aumento de la
apoptosis tras tratamiento con PEITC y anti-Fas, asociado a una disminucion de la
fosforilacion de NFkB.
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10.

La sefalizacion apoptética inducida por PTPL1 estd mediada, al menos en parte,
por PKCd, ya que el aumento de apoptosis que se obtiene tras la sobrexpresion de

PTPL1 revierte parcialmente cuando se silencia PKCd simultdneamente.

La expresion de PTPL1 y PKC® es menor en canceres de prostata pobremente

diferenciados, de alto grado de Gleason, de forma estadisticamente significativa.

El silenciamiento de PTPL1 induce un fenotipo mas invasivo en células PC3 en
ensayos con matrigel. Este aumento del potencial invasivo esta mediado, al menos
en parte, por mediadoresconocidos de la invasion como uPA, uPAR, integrina a6,

osteopontina y p-catenina.

Las células PC3 silenciadas para PTPL1 muestran una disminucion de la
proliferacion y un aumento de la fase Go/G: comparadas con las células siRNA
control. Tras tratamiento con paclitaxel, estas células sufren una disminucion de la
apoptosis, asociada a una parada en mitosis mas robusta y una inhibicion del
deslizamiento, comparadas con las células siRNA control tratadas de la misma

forma.

En células LNCaP, el tratamiento con paclitaxel induce apoptosis, asociada a una
parada robusta en mitosis; sin embargo, en células PC3, el tratamiento con
paclitaxel induce menos apoptosis que en células LNCaP y la que se produce, esta

asociada al deslizamiento de mitosis.

En células LNCaP, el silenciamiento de PTTG1 y el tratamiento con paclitaxel

producen una disminucién de apoptosis asociada a una menor llegada a mitosis;
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11.

por el contrario, la sobreexpresion de PTTG1 y el tratamiento con la droga producen

un aumento de apoptosis asociada a una mayor parada en mitosis.

En células PC3 en cambio, tanto el silenciamiento como la sobreexpresion de
PTTGL1 producen una disminucién de la apoptosis, asociada en ambos casos a la
inhibicién del deslizamiento y a un aumento de la parada en mitosis. Sin embargo,
el silenciamiento simultdneo de PTTGL1 y Mcl-1 produce un aumento de apoptosis
tras tratamiento con paclitaxel, asociado a un aumento de la parada en mitosis (0
inhibiciéon del deslizamiento), lo que indica que un incremento de la parada en
mitosis por si solo no es suficiente para inducir apoptosis y que existen mecanismos
de bloqueo que dificultan la apoptosis durante la parada en mitosis. La combinacién
de un aumento de la parada en mitosis y la eliminacién de uno de esos bloqueos,
como Mcl-1, puede constituir una estrategia eficaz para conseguir una induccion de
apoptosis eficiente en células propensas a sufrir deslizamiento, y por tanto, menos

sensibles a los antimitéticos.
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ANEXO

Con los resultados expuestos en esta tesis doctoral, se han publicado los siguientes

articulos:

Castilla C, Flores ML, Conde JM, Medina R, Torrubia FJ, Japon MA, Séez C (2012).
Downregulation of protein tyrosine phosphatase PTPL1 alters cell cycle and upregulates

invasion-related genes in prostate cancer cells. Clin Exp Metastasis 29(4):349-358

Castilla C, Chinchon D, Medina R, Torrubia FJ, Japon MA, Séez C (2013). PTPL1 and

PKCd contribute to proapoptotic signalling in prostate cancer cells. Cell Death Dis 4:€576
Castilla C, Flores ML, Medina R, Pérez-Valderrama B, Romero F, Tortolero M, Japén MA,

Saez C (2014). Prostate cancer cell response to paclitaxel is affected by abnormally
expressed securin PTTG1. Mol Cancer Ther 13(10):2372-2
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