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<< Science is wonderfully equipped to answer the question “How?” but it gets terribly
confused when you ask the question “Why?” >>

Erwin Chargaff (1905 - 2002). Quimico
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Introduccién

1. EL CANCER

El cuerpo humano estd compuesto por distintos tipos celulares que se reproducen por
divisién celular y se organizan en tejidos. En condiciones normales, las células mantienen un
fino equilibrio entre las sefiales de proliferaciéon y contencidn, de modo que la proliferacién
celular se da cuando es necesaria y se detiene cuando ya no es requerida. En las células
tumorales este equilibrio se ve alterado, se produce un crecimiento celular descontrolado y se

da una pérdida de diferenciacion. Es en este caso cuando hablamos de cancer.

En el dltimo cuarto de siglo, se ha asociado el cancer a cambios sucesivos en el genoma
humano. Actualmente, son muchas las evidencias que sefialan el proceso tumoral como un
proceso con multiples etapas, donde cada una refleja las alteraciones genéticas que conducen
a la transformacion progresiva de las células normales a malignas y que implica una gran
complejidad debido a los distintos sistemas moleculares que estdn involucrados. Todo este
conjunto de etapas es necesario para desregular los sistemas de proteccién que mantienen la

homeostasis celular y previene la aparicién del cancer.
1.1. Situacién actual.

Los distintos tipos de cancer se clasifican en tres grandes categorias: los carcinomas,
que son de origen epitelial; los sarcomas, que se originan en el tejido conjuntivo; y las
leucemias, que provienen de células hematopoyéticas. El 90 % de los canceres humanos son
carcinomas. Este porcentaje tan elevado es debido al hecho que la mayor parte de la
proliferacién que tiene lugar en el cuerpo se produce a nivel de epitelios y, ademas, estos son

los que estan sometidos a las lesiones fisicas y quimicas que favorecen el cancer.

Aparte del componente genético, el ambiente es un factor muy importante para
determinar la probabilidad de padecer un determinado tipo de cancer. Durante muchos afios
se han realizado estudios epidemioldgicos que han puesto de manifiesto distintos indices de
incidencia segun la situacién geografica. Por ejemplo, el cancer de préstata y de colon son mas
comunes en los paises desarrollados que en los paises en desarrollo, probablemente por los
habitos alimenticios y la contaminacién industrial. En cambio, otros canceres intestinales estan
mas arraigados en los paises en desarrollo probablemente por el tipo de coccidn de los
alimentos. Respecto al cancer de pulmdn y de mama se ha observado que la incidencia es

similar en todo el mundo. El primero por la globalizacidn del consumo de tabaco; y el segundo
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por cambios en los patrones reproductivos, la obesidad y la inactividad fisica. En general, la
incidencia y la mortalidad estdn incrementando, aun a pesar de los recientes avances en su

tratamiento (Society, 2008).

El cancer es un problema mundial significativo tanto a nivel de salud publica como
socioecondmico. Uno de cada ocho muertos en el mundo se debe al cancer y, mundialmente
es la primera causa de muerte en los paises desarrollados y la segunda (después de las
enfermedades del corazdn) en los paises en desarrollo. Cada afio se diagnostican en el mundo
12’7 millones de casos nuevos, de los cuales 7'6 millones mueren como respuesta a la
enfermedad. Los casos nuevos de cdncer y la mortalidad aumentan por el crecimiento y
envejecimiento de la poblacién, asi como por la reduccién de la mortalidad infantil y de las

muertes por enfermedades infecciosas en los paises en desarrollo (Society, 2008).

Las principales modalidades de tratamiento para el cancer son la cirugia, la
radioterapia y la quimioterapia. Contra neoplasias no diseminadas, la cirugia es el tratamiento
de eleccién siempre y cuando el crecimiento locoregional no sea excesivo. La radioterapia se
administra sola o en combinacion con la cirugia y/o quimioterapia (www.cancer.org). En los
Ultimos afios, se ha impulsado el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos dirigidos
especificamente contra moléculas implicadas en el crecimiento alterado de las células

tumorales.

1.2. Bases celulares y moleculares del cancer.

Una sola mutacidn no provoca la transformaciéon maligna sind que aproximadamente
son necesarios entre 3 y 7 sucesos independientes, al azar y de baja probabilidad, para que
una célula normal se transforme en cancerigena. Estas mutaciones pueden ser espontdneas,
heredadas o promovidas por agentes externos como virus, radiaciones o agentes quimicos, los
cuales aumentan la frecuencia natural de las mutaciones. El cancer tiene un origen monoclonal

porque proviene de una anomalia que se produce, inicialmente, en una sola célula.

Durante la ultima década, se han propuesto dos hipdtesis complementarias para

responder al proceso de transformacion maligna:

Hanahan y Weinberg (Hanahan and Weinberg, 2000; Hanahan and Weinberg, 2011)
sugirieron que la mayoria de los canceres son la manifestaciéon de 10 alteraciones esenciales

de la fisiologia celular que, conjuntamente, determinan el crecimiento maligno:
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v' Autosuficiencia en sefiales de crecimiento. Para que una célula normal pase de estar en
quiescencia a un estado proliferativo son necesarias las sefales de crecimiento. Estas
se transmiten al interior de la célula mediante receptores de membrana a los que se
unen moléculas sefializadoras (ligandos) entre las que se encuentran factores de

crecimiento, componentes de la matriz extracelular y moléculas de adhesién.

v Insensibilidad a las sefiales inhibidoras del crecimiento. En un tejido normal, existen
multiples sefiales antiproliferativas que mantienen la quiescencia y la homeostasis del
tejido. Estas sefiales también se transmiten mediante receptores de membrana
acoplados a circuitos de sefializacion intracelulares. Las células tumorales evaden estas

sefales para poder proliferar.

v' Evasidn de la apoptosis. La resistencia a la apoptosis o muerte celular programada
(que deberia darse ante células anormales) es una caracteristica del cancer. La
resistencia puede ser adquirida a través de diversas estrategias pero la mas comun es

a través de la inactivacién de las proteinas TP53 y retinoblastoma.

v Potencial replicativo ilimitado. Cuando las células llegan a un nimero determinado de
divisiones, detienen su crecimiento para entrar en senescencia, proceso que depende
del acortamiento de los extremos de los cromosomas o teldmeros. Los teldmeros
estan formados por centenares de repeticidon de 6 pares de bases (pb) (TTAGGG) que
durante cada ciclo celular pierden entre 50 y 100 pb en la replicacién del ADN
telomérico. El acortamiento de los teldmeros tiene un limite y desemboca
inevitablemente en la muerte celular. Sin embargo, practicamente todos los tumores
adquieren la capacidad de mantener constante el tamafio de sus telémeros mediante

la sobreexpresion de telomerasas, consiguiendo de este modo la inmortalizacion.

v" Neo-angiogénesis asociada al cdncer. La formacién de nuevos vasos sanguineos se da
tanto en situaciones normales como durante el desarrollo embrionario, cicatrizacion
de heridas o durante el ciclo reproductor de la mujer. El oxigeno y los nutrientes
proporcionados por la vasculatura son cruciales para la funcién celular y supervivencia
de los tumores por lo que promueven la angiogénesis alterando la transcripcién de
genes, siendo paradigmatica la sobreexpresidon de la via del factor de crecimiento

vascular endotelial (VEGF).
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v Invasidn de tejidos y metdstasis. Tarde o temprano en la progresiéon tumoral, algunas
células escapan del tumor primario, entran en el torrente sanguineo o linfatico e
invaden nuevos tejidos adyacentes o distantes. La funcién de proteinas relacionadas
con la adhesion célula-célula o célula-matriz extracelular se pierde en la mayoria de
células epiteliales en el frente de invasidn y en el proceso de metastatizacion. Genes
que codifican para la sintesis de proteasas se sobreexpresan, los inhibidores de
proteasas se infraexpresan y las formas inactivas de proteasas se activan en las células
tumorales, todo ello para poder colonizar los tejidos. Los asentamientos de células a
distancia es lo que se conoce como metastasis, y es la causa del 90 % de las muertes

por cancer cuando el tumor primario ha sido controlado.

v' Desregulacién de la energia celular. La mayoria de las células tumorales usan vias
metabdlicas anormales para generar energia, hecho que se postuld a principios del
siglo XX por Warburg. A pesar de la presencia de oxigeno, las células cancerigenas
pueden reprogramar el metabolismo energético potenciado la produccién de lactato a

partir del consumo (exagerado) de glucosa.

v Inestabilidad genética y mutacional. En las células cancerosas estd aumentada la tasa
de mutacién génica, lo que las lleva a adquirir multiples mutaciones necesarias para
orquestar la tumorigénesis e inducir una malignizacidn progresiva, especialmente
cuando se afectan genes involucrados en la reparacién del ADN. Ciertas mutaciones
confieren una ventaja selectiva en subclones de células, permitiendo su expansion vy,
finalmente, su dominancia en un tejido. Asi, las multiples etapas de la progresion
tumoral puede ser descritas como una sucesion de expansiones clonales, cada una de
las cuales es desencadenada por la posible adquisicion de un genotipo mutante

oncogénico.

v Inflamacién. Histéricamente, se atribuyd la presencia de células inmunitarias en los
tumores a un mecanismo antitumoral. Sin embargo, se ha observado que la respuesta
inflamatoria asociada a tumor tiene un efecto pro-tumoral, a través del suministro de
moléculas bioactivas que se liberan desde las células inflamatorias al microambiente
tumoral (factores de crecimiento, factores de supervivencia, enzimas que modifican la

matriz extracelular y seiales de induccidn, etc.).

v' Evasidn y destruccidn del sistema inmune. La vigilancia inmune es un proceso celular

esencial que de forma proactiva evita la formacion de tumores mediante el
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reconocimiento y eliminacion de las células tumorales. Sin embargo, los tumores que
aparecen han podido eludir la deteccidn o reducir el impacto del sistema inmune
sobre ellos. Por ejemplo, la células cancerigenas podrian paralizar la infiltracién de
linfocitos T citotoxicos y de células natural killers, a través de la secrecion de factores
inmunosupresores como el TGF-B. Otros mecanismos operan a través del
reclutamiento de células inflamatorias que son inmunosupresoras, incluyendo células
T reguladoras y células supresoras derivadas de células mieloides, las cuales pueden

suprimir las acciones de los linfocitos citotdxicos.

Vogelstein y Kinzler (Vogelstein and Kinzler, 2004) sugirieron que el cdncer no se podia
atribuir al defecto de un solo gen sind que su desarrollo se debia a la alteracidn de multiples

genes. Propusieron 3 grandes grupos de genes responsables del proceso tumoral:

v" Oncogenes. La funcidn de estos genes se asocia con la regulacién de la proliferacién
celular ordenada, pero también regulan otras funciones clave de la célula como la
supervivencia, el grado de apoptosis o el metabolismo. Las mutaciones en oncogenes
confieren una activacién constitutiva que dara lugar a un crecimiento descontrolado,
invasividad y malignidad de las células. Pueden ser oncogenes aquellos genes que
codifican por receptores de membrana con actividad tirosina quinasa, miembros de las
vias de transduccién de sefiales, factores de transcripcidon o proteinas implicadas en el

control del ciclo celular. Ejemplos de oncogenes son RAS, MYC, SRCy EGFR.

v' Genes supresores de tumor (GST). La funcidn principal de estos genes es la de controlar
la proliferacion celular. A diferencia de los oncogenes, las mutaciones en estos genes
reducen la actividad o cantidad de su producto. La mayoria de estos genes codifican
por proteinas de reparacion del ADN y del control del ciclo celular. Ejemplos de GST
son el gen RB cuya inactivacion conduce a la aparicion de retinoblastoma (RB) y el gen

de la proteina p53 (TP53).

v' Genes estabilizadores. Su funcién normal no estd relacionada con funciones de
regulacién de la proliferacion siné con el mantenimiento de la integridad del genoma.
Su mutacién implica un incremento de la acumulacidn de mutaciones en la célula.

Ejemplo de genes estabilizadores es BRCA1.

Las mutaciones de oncogenes y genes supresores de tumores operan de forma similar

a nivel fisioldgico: contribuyen al proceso tumoral incrementando el nimero de células
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tumorales a través de la estimulacion de la divisién celular, la inhibiciéon de la apoptosis o la
evasién de los puntos de control del ciclo celular (Vogelstein and Kinzler, 2004). Para acumular
todos estos defectos y capacidades pro-tumorales se necesita tiempo, durante el cual los
tumores evolucionan a formas mas malignas y agresivas. La secuencia concreta en la que las
capacidades son adquiridas puede variar mucho, tanto entre tumores de un mismo tipo como
de origenes distintos (Figura 1). En cualquier caso, independientemente de cémo se adquieran
estos cambios, las consecuencias bioldgicas finales son compartidas por todos los tipos de

canceres (Hanahan and Weinberg, 2000).
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Figura 1. Diversidad en la carcinogénesis. Ejemplos de (A) mecanismos moleculares implicados en el
desarrollo del cancer, y (B) de distintas vias de progresion en funcién del orden de adquisicidn. Extraido
de (Hanahan and Weinberg, 2000).
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2. LA FAMILIA DE LOS RECEPTORES ErbB. EGFR

Las células tumorales pueden adquirir la capacidad de proliferar de forma auténomay
desregulada a través de la produccion descontrolada de moléculas especificas que promueven
el crecimiento celular (factores de crecimiento) o través del aumento de la expresién anormal
de proteinas especificas en la membrana celular (receptores de factores de crecimiento) que
se unen selectivamente a factores de crecimiento. Ambos procesos desencadenan un conjunto
de sefiales intracelulares que conducen, en ultima instancia, a la proliferacién de las células, la
induccidon de la angiogénesis y la formacién de metastasis. La mayoria de los canceres
epiteliales se caracterizan por la activacion funcional de los factores de crecimiento y de los
receptores de la familia del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) o ErbB (Ciardiello and

Tortora, 2008).

La familia de los ErbB, compuesta por EGFR/ErbB-1/HER1, ErbB-2/HER2/neu, ErbB-
3/HER3 y ErbB-4/HER4, es un conjunto de receptores tirosina quinasa directamente
involucrados en el crecimiento neopldsico de las células, la proliferacién y la supervivencia
(Contessa et al., 2006) (Figura2). De entre estos receptores, cabe destacar HER2 al cual, no se
le conoce ningun ligando pero es la pareja preferida por los otros miembros de la familia para
formar dimeros, y HER3 que no tiene actividad tirosina quinasa (Bowers et al., 2001;
Normanno et al., 2006). En general, la desregulacion de los receptores HER inicia las cascadas
de sefalizacién que promueven la tumorigénesis a través de la proliferacién celular, la

supervivencia, la migracién, la adhesidn y la diferenciacién (Mass, 2004).
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2.1. El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR).

El receptor del factor de crecimiento epidérmico o EGFR es una glicoproteina

transmembrana de 170 KDa que contiene una sola cadena polipeptidica de 1.186 aminoacidos.
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Se sintetiza en forma de precursor de 1.210 aminoacidos el cual en el proceso de insercién en
la membrana plasmatica sufre una glicosilacion y un acortamiento en el extremo N-terminal. El

gen esta localizado en el brazo corto del cromosoma 7, concretamente en la posicion p11.2.

Estructuralmente estd formado, como todos los miembros de la familia, por 3
dominios principales: un dominio extracelular de unién al ligando, un dominio transmembrana
hidrofébico y un dominio intracelular con actividad tirosina quinasa (Harari, 2004). El dominio
extracelular esta dividido en 4 regiones designadas |, II, lll y IV. Las regiones | y Il corresponden
al lugar de unidn al ligando, mientras que las regiones Il y IV participan en la dimerizacion
(Marmor et al., 2004; Normanno et al., 2006). La regidn citoplasmatica contiene un dominio
tirosina quinasa, formado por un Iébulo N y un Iébulo C donde se encuentra el bucle de
activacion y centro catalitico de la enzima. Este dominio esta seguido por una cola C-terminal

con lugares de autofosforilacién.

En condiciones fisioldgicas, una variedad de ligandos de la familia del EGFR induce la
formacién de complejos homo- o heterodiméricos entre los 4 receptores ErbB, que promueve
una diversificacion y amplificacién de las sefiales. En las células tumorales, estos receptores
pueden ser activados por distintas formas de patologia molecular entre las que destaca la
sobreexpresion del receptor por amplificaciéon génica, las mutaciones del dominio tirosina

quinasa y la produccién autocrina de ligandos (Mendelsohn and Baselga, 2003).

2.1.1. Ligandos.

Los ligandos de receptores ErbB son generados tras la escisiéon de los precursores
transmembrana (Marmor et al., 2004). En relacién a la unién a los receptores ErbB, existen
tres grupos (Figura 2). El primer grupo incluye el EGF (factor epidérmico del crecimiento), el
TGF-a (factor de crecimiento transformante alfa) y la AR (amfiregulina), que se unen
especificamente al EGFR. El segundo grupo incluye la BTC (betacelulina), la HB-EGF (factor de
crecimiento epidérmico ligado a heparina) y la EP (epiregulina), que muestran una
especificidad dual por EGFR y ErbB-4. El tercer grupo se compone de las NRG (neuregulina) que
puede ser dividido en dos subgrupos segln su capacidad de unirse a ErbB-3 y ErbB-4 (NRG-1y
2) o solo a ErbB-4 (NRG-3 y 4). Ningun péptido de la familia del EGF se une a ErbB-2

(Normanno et al., 2006).
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2.1.2. Dimerizacion.

En ausencia de ligando, el receptor es monomérico pero cuando se une provoca un
cambio conformacional que promueve la dimerizacidén con otro EGFR (homodimerizacién) o
con otro miembro de la familia (heterodimerizacién). Este ultimo caso, permite diversificar y
expandir el tipo de sefial generada por un receptor (Figura 3). Cuando un receptor esta
inactivo (no unido al ligando) se caracteriza por adoptar una conformacion “cerrada”, en la que
el brazo de dimerizacién de la regidn Il esta bloqueado por interacciones intramoleculares con
el dominio IV. Cuando se une al ligando tiene lugar una reorganizacién de las regiones dando
lugar a una conformacién “abierta”, donde las regiones | y Ill son accesibles para el ligando.
Ademads, el brazo de dimerizacidn (presente en la regién Il) queda expuesto y puede
interaccionar con el de otro receptor, promoviendo la unién directa de receptor-receptor. En
este dimero formado por dos complejos de receptor-ligando 1:1, los dos ligandos estan
distanciados el uno del otro y solo interaccionan con el receptor, hecho que indica que los
ligandos no estan involucrados en la dimerizacién (Marmor et al., 2004; Normanno et al.,

2006).

2.1.3. Fosforilacion.

Los subdominios | y Il del receptor tienen un pliegue beta helicoidal el cual es
importante para la unidn al ligando. Ademas, la horquilla beta o “bucle de dimerizaciéon” que
sobresale del subdominio Il de cada mondmero unido al ligando, promueve la interaccion
directa de receptor-receptor y conduce a la formacién de un dimero mediante la penetraciény
estabilizacion por uniones complementarias entre el bucle de dimerizacién y el monémero
pareja. Aunque las estructuras cristalinas sugieren que el bucle de dimerizacién es el principal
contribuyente, otras regiones de los ErbB, incluyendo el dominio IV, el dominio
transmembrana y el dominio quinasa, estarian implicadas en la dimerizacidn y estabilizacién
de los dimeros (Marmor et al., 2004; Normanno et al., 2006). Este proceso de dimerizacion
induciria la autofosforilacién/activacion del dominio tirosina quinasa del receptor, que a su vez
determinaria la fosforilacion de aminodcidos tirosina en este dominio y en regiones
adyacentes, que actuarian como primera estacidén emisora de sefiales bioquimicas especificas
enlazadas con una compleja red de seializacidn corriente abajo —downstream— hacia el

nucleo celular (Figura 3) (Mass, 2004).
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Figura 3. Mecanismos de activacion del receptor. El EGFR y los miembros de la familia de los ErbB
(HER2/3/4) se activan por dimerizacion entre receptores homdlogos o por heterodimerizacién. Después
de la dimerizacidn, se produce una activacion espontdnea del dominio tirosina quinasa que resulta en
una fosforilacion de aminoacidos tirosina. Esto da lugar a un reclutamiento (anclaje) y fosforilacion de
multiples sustratos intracelulares, Extraido de (Mendelsohn and Baselga, 2003).

\

2.1.4. Vias de seiializacion.

Los residuos tirosina quinasa fosforilados sirven como lugar de anclaje para numerosas
proteinas adaptadoras que inician las vias de transduccion intracelulares. Estas proteinas se
unen a través de los dominios de homologia a Src-2 (SH2) o de unidn a fosfotirosinas (PTB),
mientras que la especificidad del reclutamiento esta determinada por los aminoacidos que
envuelven los lugares de fosforilacion del receptor, como por ejemplo, la secuencia amino
acidica ARDPQRYLVIQG la cual es un lugar de union de la PLCy al EGFR (Y978) (Marmor et al.,
2004; Mendelsohn and Baselga, 2003; Normanno et al., 2006; Songyang et al., 1993).

La regulacién de las sefiales intracelulares activadas es muy compleja ya que participan
diversos factores como la identidad del ligando, los receptores presentes en la célula, la
disponibilidad de moléculas intracelulares o los efectores que inhiben las sefiales. Ademas, un
ligando especifico desencadena preferentemente la activacidon de una via de sefializacién. Las
principales vias de transduccién de seiales activadas por el EGFR son (Lurje and Lenz, 2009;

Mendelsohn and Baselga, 2003) (Figura 4):

v' Via de la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK). La via de Ras-Raf-MAPK es
una importante via de sefializacion downstream de la familia de los receptores ErbB.
La activacion de las MAPK fosforila y regula factores de transcripcion especificos que

inducen la migracién y la proliferacion celular.

v' Via de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K). Los lugares de anclaje de PI3K estdn

ausentes en el EGFR pero son altamente prevalentes en ErbB-3. Esta implicada en el
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crecimiento celular, la resistencia a la apoptosis inducida por la quimioterapia, la

invasién celular y la migracion.

v' Via de la quinasa Janus y activadores de la transcripcién (JAK/STAT). La dimerizacidn de
STAT induce su traslocacién al nicleo donde promueve la transcripcién de genes que

estan implicados en la oncogénesis y la progresién tumoral.

v' Via de la proteina quinasa C (PKC). Su activacion estd implicada en la progresién del

ciclo celular, la motilidad celular y la invasion.

v' Via de la SRC quinasa. Tiene un papel fundamental en la proliferacion, la migracién, la
adhesién y la angiogénesis tumoral. A pesar de que su activacidn es independiente de
la sefializacién de los RTK pueden interaccionar con el EGFR con el que se ha visto que
puede cooperar para amplificar las sefiales asociadas a la familia de los receptores

ErbB o que podria inducir la resistencia asociada a los inhibidores de EGFR.

Membrana celular

Supervivencia || Angiogénesis Motilidad Transformacién

Proliferacidn Tumeregénesis Expresién génica biferenciacién

Oncogénesis Sensibilidad al estrés Progresién del ciclo Apoptosis
Inhibicién de la celular

Niicleo

Transcripcién de BCL-X, MYC, CCND1, CDKN1A

Diferenciacién, proliferacién, supervivencia, oncogénesis y angiogénesis

Figura 4. Principales vias de sefializacidn reguladas por EGFR. Extraido de (Nyati et al., 2006).

2.1.5. Activacion del EGFR independiente de ligando.

Se han descrito otros mecanismos capaces de inducir la fosforilacién del EGFR de

modo independiente al ligando. Estos pueden ser:

v' Transactivacién. Existen proteinas que son capaces de fosforilar residuos de tirosina

de la regidén intracelular de receptor. Por ejemplo, la hormona del crecimiento y la
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prolactina activan indirectamente el receptor EGFR a través de la tirosina quinasa
Janus 2 (JAK2) (Normanno et al., 2006), y SRC es capaz de fosforilar los residuos de las
tirosinas 845 y 1101 del receptor EGFR (Biscardi et al., 1999). Uno de los mecanismos
mas estudiados es el inducido por las proteinas G asociadas a receptor (GPCRs), que
estimulan las métaloproteasas encargadas del procesamiento de los precursores de

ligandos de la familia de EGF (Liebmann, 2011).

v' Como respuesta a una situacion de estrés. El receptor puede ser activado como
respuesta a agentes citotdxicos (Khan et al., 2006; Lee et al., 2009) y a la radiacidn
ionizante (Dittmann et al., 2005; Schmidt-Ullrich et al., 1997). En el dltimo caso, se ha
demostrado que la radiacion ionizante estimula la fosforilacién de tirosinas del EGFR
en las células MCF-7, A431 y A549, provocando como respuesta adaptativa un
crecimiento acelerado (Dittmann et al., 2005; Dittmann et al., 2009a; Schmidt-Ullrich
et al., 2003; Schmidt-Ullrich et al., 1997). Hasta el momento, el mecanismo intimo por
el cual se activa el EGFR en respuesta al estrés oxidativo no se conoce completamente,
pero se conoce que en respuesta a la radiacion se activa la éxido nitrico sintasa (NOS)
cuya activacidn genera 6xido nitrico (NO) que induce la autofosforilacidon del EGFR en
la Y1173 y la activacidn de las vias de sefializacion downstream del EGFR (Lee et al.,

2008).

2.1.6. Internalizacién y degradacidn. Traslocacidn al nticleo.

La estimulacién por factores de crecimiento resulta en una rapida endocitosis y
degradacion del complejo EGFR-ligando. La unidn del ligando induce la agrupacidon del receptor
y su recubrimiento en invaginaciones de la superficie celular, seguido de la endocitosis,
transporte en vesiculas y ocasionalmente la degradacidn por enzimas lisosdmicas. Se ha
demostrado que la degradacién del EGFR depende de la funcidn tirosina quinasa del receptor.
Las mutaciones que inactivan la quinasa del receptor se asocian a un aumento de receptores
libres en la superficie celular debido a un incremento del reciclaje y a una disminucién de la
degradacion del EGFR. La rapida endocitosis y degradacién del EGFR activado atenua las
sefales generadas en respuesta a ligandos. Diversos estudios sugieren que la proteina
oncogénica Cbl (Casitas B-lineage) juega un papel en la degradacion del EGFR y del PDGFR. La
unién del EGFR o del PDGFR a Cbl conduce a la ubiquitinacidn del receptor y una subsiguiente
degradacién por el proteosoma. Por otro lado, la formacién de complejos con receptores

activados causa la fosforilacion de Cbl seguida por el reclutamiento de proteinas como la PI3K,



Introduccién

sugiriendo que la Cbl podria también estar funcionando como lugar de anclaje para el

reclutamiento de efectores (Schlessinger, 2000).

Aunque la via mas conocida de transduccién de sefales situa el EGFR en la membrana
plasmatica, diversos estudios indican que el EGFR se trasloca directamente desde la membrana
al nucleo. Se ha observado la localizacidn del EGFR en el nicleo tanto en lineas celulares
establecidas como en distintos tumores primarios de cancer de mama. Esta localizacion
también se encuentra en una amplia variedad de tejidos no tumorales bajo condiciones
fisiolégicas diversas. La importacion nuclear de receptores de la superficie celular tiene lugar
de forma dependiente e independiente al ligando. Para los receptores transmembrana en los
que la importacidn nuclear tiene lugar de modo dependiente al ligando se especula que la
internalizacion del receptor puede servir como un paso inicial para su transporte desde la
superficie celular al ndcleo ya que la activacion del ligando se acopla con la internalizacién del
receptor (Lo and Hung, 2006). En los ultimos afios, se ha demostrado que esta traslocacion
también se puede dar de forma independiente al ligando como respuesta a la radiacién

ionizante (Dittmann et al., 2005; Dittmann et al., 2009a).

Aunque las dianas transcripcionales del EGFR estan relacionadas con proliferacion,
tumorigénesis y progresion tumoral, el papel de la via nuclear del EGFR estd pendiente de una
mayor investigacién, aun asi al EGFR se le atribuyen 3 papeles principales en el nucleo

(Dittmann et al., 2009b; Wang et al., 2006):

v' Cofactor de transcripcion. El EGFR se asocia a través de interacciones fisicas a STAT3 y
E2F1 usando el lugar de unién de estos al ADN para favorecer, mediante su actividad
transactivadora (puesto que el EGFR conserva su actividad quinasa), la transcripcién de

la ciclina D1, iNOS y B-Myb.

v Fosforilacién del antigeno de proliferacion nuclear (PCNA). La proteina PCNA se
encuentra en el nldcleo y es un cofactor de la ADN polimerasa 6. La proteina codificada
actia como homotrimero y ayuda a aumentar la capacidad de procesamiento de la
sintesis de la cadena primaria durante la replicaciéon del ADN. Ademads, en respuesta al
dano al ADN, la PCNA se ubiquitiniza y participa en la via de reparacién del ADN que
depende de la proteina RAD6 (Radiation sensitivity 6). El EGFR fosforila una tirosina
especifica del PCNA (Y211), estabilizando asi su unién con la cromatina. Este proceso
relaciona la actividad tirosina quinasa del EGFR nuclear con la proliferacién celular y la

reparacion del ADN a través de la regulacién de la funcidn del PCNA.
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v' Regulacién de la reparacién del ADN inducida por agentes genotdxicos. El EGFR nuclear
fosforila el residuo T2609 de la proteina quinasa dependiente del ADN (DNA-PK)
sugiriendo que su actividad tiene un papel durante la reparacién no homdloga del
ADN. Asimismo, la inhibicion del EGFR nuclear inducido por la radiacion reduce la
actividad de la DNA-PK, incrementa el dafio residual del ADN y disminuye la

supervivencia en las células A549.
2.2. EGFR y cancer.

La sobreexpresién del EGFR en carcinomas humanos es frecuente (Tabla 1). En general,
la sobreexpresion estd asociada a mal prondstico y resistencia a agentes citotodxicos,
incluyendo la radiacion ionizante. Niveles elevados de EGFR se han correlacionado con un
descenso de la supervivencia en canceres como los de cabeza y cuello, vesicula, ovario, Utero y
esofago (Harari, 2004; Mendelsohn and Baselga, 2003). Los niveles de ARNm para EGFR vy del
receptor en si mismo se encuentran elevados en los tumores, mientras que en la mucosa o en
lesiones displasicas adyacentes no, hecho que sugiere que la hiperactividad del EGFR juega un

papel importante en la carcinogénesis (Ang et al., 2004; Harari, 2004).

Tabla 1. Expresion de EGFR en cancer. Extraido de (Harari, 2004)

Tipo de tumor Porcentaje de tumores
Vesicula 31-48
Mama 14-91
Utero 90
Colon 25-77
Eséfago 43-89
Estomago 4-33
Glioma 40-63
Cabeza y cuello 80-100
Ovario 35-70
Pancreas 30-89
Prostata 40-80
Renal 50-90
Pulmén de célula pequeiia 40-80

Los principales mecanismos por los que el receptor estd constitutivamente activado en
muchos tipos de cancer son la produccién autocrina de ligandos, la sobreexpresion del

receptor y la mutacion (Thariat et al., 2007).

v'Incremento de la produccién de ligandos. TGF-a y EGF se encuentran habitualmente
coexpresados con el EGFR en distintos tipos de cancer, y se considera que actian de
manera autocrina y paracrina, conduciendo la activacidn constitutiva del receptor y a

un crecimiento tumoral incontrolado (Schmidt-Ullrich et al., 1997). Los ligandos
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pueden ser secretados por macréfagos, células Ty queratinocitos en respuesta al dafio

tisular, pero también por las mismas células tumorales.

Incremento de los niveles de EGFR. El aumento de la expresion del EGFR se ha
correlacionado con un mal prondstico en numerosos tipos de tumores malignos
(Mendelsohn and Baselga, 2003). La habilidad de transformacion de las células puede
darse por una activacion constitutiva del receptor causada por la dimerizacién
espontdnea debido a: (1) proximidad fisica de los receptores, (2) amplificacion del
EGFR o (3) potenciacidn de la transcripcién. Se realizdé una revisién de 200 estudios (en
los que estaban involucrados al menos 20.000 pacientes) para determinar el valor
prondstico del aumento de expresion del EGFR respecto a la reduccidn de las tasas de
supervivencia libre de recidivas o global. De los diez tipos de cancer para los que habia
datos suficientes para el analisis, el valor prondstico era fuerte (70 %) para los tumores
de cabeza y cuello, ovario, cérvix, vejiga y eséfago; moderado (52 %) para los tumores
gastricos, de mama, endometriales y colorrectal; y débil (30 %) para los tumores de
pulmén de célula no pequena (NSCLC) (Nicholson et al., 2001). Sin embargo, algunos
de los pacientes con elevados niveles de expresion del EGFR son refractarios al
tratamiento con inhibidores del EGFR, lo que sugiere que la simple expresion del EGFR

no es un predictor robusto de la respuesta a la terapia (Harari, 2004).

Mutaciones. La mutacion mas frecuente y mejor caracterizada del EGFR es la que
produce la variante EGFRvIIl del EGFR. Es el resultado de una delecién de los
aminodcidos 6 a 273 que produce una truncacién del dominio extracelular. El receptor
mutado esta constitutivamente activo independientemente de los niveles de ligando.
Esta alteracién se da principalmente en gliomas (38 %) y en cancer de pulmén de
célula no pequefia (NSCLC) (5 %) (Laurent-Puig et al., 2009). Recientemente, se han
descrito varias mutaciones somaticas en el gen EGFR que estan estrechamente ligadas
a una respuesta favorable de los inhibidores tirosina quinasa del EGFR (TKI) gefitinib y
erlotinib en pacientes con NSCLC. Las mutaciones tiene lugar en 4 exones del dominio
quinasa del receptor: (1) la mutacién puntual de G719 en el exén 18, (2) la delecion de
los aminodcidos 747 a 750 en el exdn 19, (3) inserciones en el exon 20 y (4) las
mutaciones puntuales L858 y L861 en el exdn 21. Ademads, también se ha observado
que los pacientes que inicialmente responden a gefitinib y erlotinib pueden adquirir
nuevas mutaciones en el EGFR como la mutaciéon T790M que confieren resistencia a

erlotinib y/o gefitinib (Scaltriti and Baselga, 2006).
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2.3. Estrategias anti-EGFR.

El receptor del factor de crecimiento epidérmico fue el primer receptor que
histéricamente se asocid a cancer. Las neoplasias normalmente estan vinculadas a la
desregulacion de este receptor incluyen las de cabeza y cuello, pulmén, colon y mama. Dada la
correlacién entre la sobreexpresion del EGFR y la progresién tumoral, la inhibicién de este

receptor se ha convertido en una estrategia importante en la lucha contra el cancer.

2.3.1. Anticuerpos monoclonales.

Los anticuerpos monoclonales contra EGFR, como el cetuximab, se unen al dominio
extracelular del EGFR cuando se encuentra en configuracidon inactiva, compiten con los
ligandos por la unidn al receptor mediante la oclusién de la regidn de unién ligando-receptor, y
de ese modo bloquean la activacién inducida por la unién del ligando al receptor. Los
anticuerpos reconocen exclusivamente al EGFR de modo que son altamente selectivos
(Ciardiello and Tortora, 2008). Los mecanismos de accién de los anticuerpos monoclonales
dirigidos contra EGFR son: (1) unidén extracelular, (2) internalizacion de los complejos
anticuerpo-receptor, (3) inhibicién de las vias de sefializacién del EGFR, y (4) potenciacion de la

respuesta inmunoldgica (Harari, 2004).

2.3.1.1. Cetuximab.

Cetuximab (C225, Erbitux, IMC-C225) es un anticuerpo monoclonal quimérico de 152
KDa obtenido a partir de la regién variable del anticuerpo murino y la regién constante IgG1
humana. Se une al dominio extracelular del EGFR con una afinidad superior a la de los ligandos
naturales del receptor, el EGF y el TGF-a. La unidn inhibe la activaciéon del receptor y la
sefializacion downstream asociada que incluye las vias MAPK, PI3K y JAK/STAT (Harari, 2004;
Vincenzi et al., 2008). Los mecanismos a través de los que el C225 induce la actividad
antitumoral son numerosos. Entre ellos, se incluyen la inhibicién de la actividad tirosina
quinasa del EGFR, la inhibicién de la progresion del ciclo celular, la angiogénesis, la invasién y
metastatizacidn, el incremento y activacién de moléculas proapoptdticas, y la potenciacién de
los efectos antitumorales de la radioterapia y la quimioterapia. Ademds, el cetuximab también
es capaz de inducir la citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC) (Mendelsohn,

2001; Vincenzi et al., 2008).
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2.3.1.2. Resistencia a cetuximab.

La existencia de inhibidores de EGFR ha convertido al EGFR en la diana molecular mas
estudiada en la oncologia. Sin embargo, el potencial terapéutico de los tratamientos bioldgicos
contra la diana especifica EGFR se ha visto ensombrecido por las resistencias en algunos tipos
celulares. Algunos de los mecanismos moleculares asociados a la resistencia a los inhibidores
de EGFR, revisados por Wheeler y colaboradores (Wheeler et al, 2010), son: (1)
Sobreexpresion del ligando de EGFR TGF-a, (2) Sobreexpresion del receptor EGFR, (3) Falta de
ubiquitinacién, (4) Modulacién del EGFR a través de la familia de las SRC quinasas (SFKs) y
aumento de la actividad de las SFKs, (5) La unidn y activacién del EGFR o HER2 con HER3
promoviendo sefiales a través de la via de la PI3K, (6) Traslocacidon del EGFR al nucleo, (7)
Alteracion de la angiogénesis por medio del incremento de produccion de VEGF, (8)
Produccion de VEGFR1, (9) Mutaciones en PTEN o Ras, (10) Mutaciones en KRAS que mantiene
en un estado constantemente activo el GTP unido generando senales downstream
independientemente de la activacion de los RTK, (11) La forma truncada EGFRvIII, y (12) La
alteracién del trafico de EGFR por medio del inhibidor del crecimiento derivado mamario

(MGDI).

2.3.2. Inhibidores tirosina quinasa.

Los inhibidores tirosina quinasa del EGFR (TKls), como gefitinib y erlotinib, son
moléculas de bajo peso molecular que compiten reversiblemente con el ATP para unirse al
dominio catalitico intracelular de la tirosina quinasa del EGFR y, por tanto, inhiben la auto-
transfosforilacion del EGFR y la sefalizacion downstream (Harari, 2004). Ademas, estos
inhibidores pueden bloquear diferentes receptores tirosina quinasa, incluyendo otros
miembros de la familia del EGFR o la produccion del receptor del factor de crecimiento

endotelial vascular (VEGFR) (Ciardiello and Tortora, 2008).

2.4. EGFR y Radioterapia.

La radioterapia desempeia un papel fundamental en el tratamiento de cancer de
cabeza y cuello. Sin embargo, la tasa de supervivencia libre de recidivas a 5 afios para
pacientes con cancer de cabeza y cuello localmente avanzado es tan solo de 30-40 %, ya que la
mayoria de los pacientes mueren por la progresién de la enfermedad locorregional a pesar del

tratamiento con radioterapia. La repoblaciéon tumoral, la hipoxia, la radioresistencia y las
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toxicidades que limitan la dosis de radiacién estan entre las causas principales que explican la

falta de control locorregional (Thariat et al., 2007).

2.4.1. Dianas bioldgicas en radioterapia.

La investigacion de las bases moleculares de la resistencia a la radiacién ha conducido
al desarrollo de sustancias dirigidas especificamente contra dianas biolégicas responsables de
esta resistencia. En general, las dianas de estas sustancias deberian estar: (1) sobreexpresadas
en una elevada proporcion de tumores frecuentemente tratados con radiacién, (2) no
expresados en los tejidos normales que rodean el tumor, (3) relacionadas con un bajo control
locoregional tumoral tras radioterapia y (4) asociadas a mecanismos de radioresistencia
conocidos. Estas substancias dirigidas contra dianas bioldgicas pueden actuar directamente
sobre las células tumorales, el estroma (como por ejemplo los anti-angiogénicos) o interferir
con las interacciones célula-célula (Rodemann and Wouters, 2011). También deben interferir
con los mecanismos radiobioldgicos de la radioresistencia (Toulany et al., 2005; Toulany et al.,

2006; Toulany et al., 2008).

Un buen ejemplo de diana biolégica implicada en radioresistencia es el EGFR. En
diversos estudios se ha correlacionado la elevada expresién de EGFR con una peor respuesta a
la radioterapia (revisado en (Ang et al., 2004)). Asimismo, se han realizado distintos estudios
con otras dianas potenciales para la combinacién con radioterapia como HER2/neu
(involucrado en el crecimiento y la diferenciacidn celular), P53 (gen supresor de tumores
implicado en la transicion del ciclo celular, reparacion del ADN y apoptosis), BCL-2/BAX (genes
pro-apoptoéticos y anti-apoptdticos), ciclina D (quinasa reguladora que modula la expresion de
la fase G1 a S del ciclo celular) o factores angiogénicos (Haffty and Glazer, 2003; Huang et al.,

2011; Toulany et al., 2010).

2.4.2. Radioterapia y EGFR.

Se han sugerido diversos mecanismos por los que el EGFR estaria implicado en la

resistencia a radioterapia.

2.4.2.1. Efecto del EGFR sobre la radiosensibilidad. Via candnica.

La hiperactividad del EGFR se asocia con un crecimiento agresivo, resistencia a los
tratamientos oncoldgicos y a un mal prondstico del cancer (Milas et al., 2003). Los estudios

realizados en ratones con carcinomas implantados indican la existencia de una correlacion
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negativa entre el nivel de expresion de EGFR y la radiocurabilidad del tumor (Akimoto et al.,
1999). Del mismo modo, los pacientes con cancer de cabeza y cuello con sobreexpresidon de
EGFR tienen una baja respuesta antitumoral a la radioterapia (Ang et al, 2004). La
administracién, mediante la transfeccion del gen, de EGFR in vitro a células tumorales las
protege de la accién citotéxica de la radiacién mientras que la inhibicion del EGFR con
anticuerpos anti-EGFR potencia su radiosensibilidad. La radiacién activa el EGFR y la
transduccion de sefales downstream en tumores radioresistentes, pero no lo hace en los
radiosensibles. La hiperactividad del EGFR se asocia con una mayor repoblacién de los tumores
irradiados. El EGFR puede ser usado como marcador de la respuesta de los tumores a la
radioterapia y como diana terapéutica para mejorar la eficacia de la radioterapia (Milas et al.,

2003).

2.4.2.2. Traslocacion del EGFR al ntcleo.

Estudios dirigidos por Dittmann y colaboradores (Dittmann et al., 2005) han mostrado
gue la radiacién provoca una traslocacién del EGFR al ndcleo. Este proceso estd acompafiado
de un influjo de las proteinas Ku70/80 y fosfatasa 1. Como consecuencia, se da un incremento
de la actividad de la DNA-PK y de la formacién de complejos proteicos esenciales para la
reparacion de roturas de doble cadena de ADN (DSB) inducidas por la radiacién. El bloqueo del
EGFR con C225 inhibe, por un lado, el transporte de EGFR al nucleo, la re-activacion de la DNA-

PK 'y la reparacion de DSB vy, por otro lado, potencia el efecto de la radiacidn ionizante.

2.4.3. Radiosensibilizacion por el bloqueo del EGFR. Estudios clinicos.

Son diversos los estudios en los que se ha evaluado la eficacia del C225 en
combinacién con la quimioterapia en cancer de pulmén de célula no pequefia, colon vy
pancreas (revisados en (Ciardiello and Tortora, 2008)). La combinacidn de C225 y radioterapia
se ha estudiado principalmente en pacientes con cdncer de cabeza y cuello locamente
avanzado (HNSCC). Tras diversos estudios preclinicos y un ensayo piloto, se llevé a cabo un
ensayo clinico fase Ill en pacientes con cancer localmente avanzado de HNSCC en el que se
demostré que la administracién simultdnea de 8 dosis de C225 con radioterapia mejoré
significativamente el control locoregional (ratio a 3 afios: 47 % vs. 37 %, p = 0°005) sin
aumentar los efectos secundarios de la radiacidn. También, aumentd significativamente el
promedio del tiempo de supervivencia (de 29 a 49 meses) y la ratio de supervivencia a 3 afios
(de 45 % a 55 %). Consecuentemente, esta combinacién se aprobd por la FDA para el cancer de

HNSCC (2006; Bonner et al., 2006; Thariat et al., 2007).
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3. LA IMPORTANCIA DE SRC EN LA VIiA DE EGFR.

La familia de las SRC quinasas (SFKs) esta formada por enzimas de sefializacion que
regulan procesos celulares como la proliferacion, la supervivencia, la migracion, la apoptosis, la
adhesién, la angiogénesis y la metastasis. La familia de SFKs consta de 9 moléculas
estructuralmente relacionadas (Src, Blk, Fyn, Yes, Lck, Hck, Fgr y Yrk) con dominios peptidicos
conservados, llamados dominios SRC homdlogos (SH). Se han definido 4 dominios SH
conservados en toda las SFKs. El dominio SH1 es un dominio enzimatico de la molécula que
posee actividad tirosina quinasa intrinseca. Los dominios SH2 y SH3 facilitan las interacciones
intermoleculares entre SRC y proteinas con las que forma complejos. Mas especificamente, el
dominio SH2 permite interacciones con los residuos fosfotirosina de las proteinas, mientras
gue el dominio SH3 reconoce los motivos pro-x-x-pro presentes en una amplia variedad de
moléculas estructurales y de sefializacién. Estos dominios permiten la participacion de las SFKs
en numerosos complejos de sefializacién y la regulacién de la actividad quinasa de las SFKs a
través de interacciones moleculares. Por ultimo, el dominio NH,-terminal o dominio SH4 el
cual es miristoilado y es responsable de la asociacion de las SFKs a las membranas (Kim et al.,

2009b).
3.1. SRC.

SRC fue el primer oncogén descubierto como la proteina transformante del retrovirus
del pollo, el virus del sarcoma de Rous. En las células normales, SRC esta implicado en el
control de la divisién celular, en la produccién autocrina de factores de crecimiento y en la
motilidad celular (Courtneidge, 2002). El dominio quinasa de SRC tiene una arquitectura de
una proteina quinasa bilobulada. Los residuos 267-337 constituyen el |6bulo pequefio (NH2-
terminal) y los residuos 341-520 constituyen el I6bulo grande (C-terminal). El I6bulo pequefio
participa en el anclaje y la orientacion del ATP; contiene un Joop rico en glicinas (G) que forma
parte del lugar de unidn de nucledtidos fosfato. El I6bulo grande es el responsable de la unién
al sustrato proteico aunque también se encuentra parte del lugar de unién del ATP. Este |6bulo
se estructura en forma helicoidal. El lugar catalitico de SRC se encuentra en una hendidura
entre los dos Iébulos, los cuales pueden moverse para poder abrir o cerrar la hendidura. La
forma abierta es necesaria para permitir el acceso del ATP al sitio catalitico y para liberar el
ADP, mientras que la forma cerrada es necesaria para que los residuos entren en un estado
cataliticamente activo. La SRC quinasa y los otros miembros de la familia tienen dos lugares de

auto-fosforilacién principales: la fosforilacidén de la tirosina 418, la cual activa SRC, y la tirosina
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529, la cual es inhibitoria. La forma inactiva de SRC es desestabilizada por la desfosforilacidn de
la tirosina 529 y por la fosforilacion de la tirosina 418 en el loop de activacion. En el estado
inactivo, la Y418 se encuentra secuestrada y no puede ser usada como sustrato para la
fosforilacién de otra quinasa. Cuando la Y529 se disocia o se desplaza desde el lugar de unidn
al dominio SH2, la proteina se desbloquea y el amarre ya no bloquea el dominio catalitico
como en la forma inactiva. Por otra parte con la disociacién de la Y529, los loops hélice-aCy de
activacion pueden asumir sus conformaciones activas (intercambio). La Y418 puede
experimentar a través de otra quinasa de SRC su autofosforilacién induciendo de este modo a

la estabilizacién del estado activo de la proteina (Figura 5) (Roskoski, 2004).
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Figura 5. Activacion de SRC por desbloqueo, desamarre e intercambio. Extraido de (Harrison, 2003).

3.2. SRCy cancer.

Las acciones de SRC son pleiotrépicas e incluyen efectos en la morfologia celular, la
adhesidn, la migracidn, la invasién, la proliferacion, la diferenciacion y en la supervivencia. La
hiperactividad de SRC conduce a una malignizacion progresiva muy comun en cancer humano
(colon, mama, ORL, pulmdn). La activacién de SRC se produce generalmente por alteraciones
estructurales mediadas por quinasas o fosfatasas upstream (Courtneidge, 2002).
Recientemente, se ha descrito la cooperacidn entre SRC y STAT3 en cdncer HNSCC y NSCLC
(Sen and Johnson, 2011). La aparicién de mutaciones activadoras o las amplificaciones del gen

son muy raras.
3.3. Estrategias anti-SRC.

Debido a que las SFKs son componentes criticos en muchos procesos intracelulares

que promueven la progresion tumoral, se han desarrollado diversas estrategias terapéuticas
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para inhibir las SFKs (Kim et al., 2009a). La inhibicidn de SRC reduce la progresion tumoral en
diversos tipos de células tumorales lo que sugiere que SRC es una diana potencial en la
terapéutica clinica. Existen diversos inhibidores de SRC en fase de investigacion clinica, como
dasatinib (BMS-354825, Sprycel), bosutinib (SKI-606), saracatinib (AZD530), ponatinib
(AP24534), bafetinib (INNO-406) y el inhibidor del sustrato del lugar de unién Kxo-I (KX2-391).
Los datos preliminares sugieren que estos agentes se toleran bien a las dosis en las que se
obtiene una concentraciéon del farmaco en el plasma clinicamente significativa (Sen and

Johnson, 2011).

3.3.1. Dasatinib (DST).

Dasatinib (Sprycel, Bristol-Myers Squibb, Princeton, NJ) es un inhibidor competitivo del
ATP de muiltiples tirosina quinasas incluyendo la Bcr-Abl, c-KIT, PDGFR, Btk, EphA, EphB, y las
SFKs. Actualmente esta aprobado por la FDA para el tratamiento de adultos con leucemia
mieloide crénica (CML) en fase blastica crdnica, acelerada, mieloide o linfoide que presentan
resistencia o intolerancia al tratamiento previo, incluido el tratamiento con imatinib, y para el
tratamiento de adultos con leucemia linfoblastica aguda cromosoma Filadelfia positivo (Ph*
ALL) que presentan resistencia o intolerancia al tratamiento previo (Kim et al., 2010; Luo et al.,
2006). En general, los estudios preclinicos demuestran que DST tiene efectos variables en la
proliferacién celular y que con poca frecuencia induce la apoptosis, pero que inhibe
consistentemente la adhesién celular, la migracidn y la invasidn. Ademas, los efectos
adicionales del DST podrian resultar beneficiosos para la prevenciéon de metastasis (Araujo and
Logothetis, 2010). Como tal, los efectos de DST pueden ser descritos como citostaticos en vez
de citotoxicos. Es importante tener en cuenta que los agentes citostaticos inhiben el

crecimiento tumoral pero no inducen una reduccion del tumor.

La tirosina reguladora 418 de SRC puede servir como biomarcador de la inhibicién
farmacoldgica de SRC (Luo et al., 2008). La disminucion de la fosforilacién de Y418 se ha

empleado en estudios clinicos para determinar el efecto de DST sobre SRC (Kim et al., 2010).

3.4. La oncoproteina SRC y su relacion con EGFR.

La co-expresion de SRC y de la familia de los receptores ErbB se ha observado en
diferentes tipos de tumores. Este hecho ha fomentado el estudio de posibles sinergismos entre
estas oncoproteinas. Un ejemplo es la cooperaciéon entre EGFR y SRC en distintos tipos

tumorales, la cual explicaria alguna de las causas de la resistencia a C225 (Camp et al., 2005;
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Dittmann et al., 2008; Kruser and Wheeler, 2010; Li et al., 2009; Lu et al., 2007; Wheeler et al.,
2010; Wheeler et al., 2009). Asimismo, también se ha descrito el sinergismo de HER2 y SRC
donde las tirosina quinasas de ambas oncoproteinas protegen a las células de cancer de mama

del dafio en el ADN (Seoane et al., 2010).
3.4.1. Via de cooperacion clasica.

Una de las vias de cooperacidon entre EGFR y SRC es la transfosforilacién de los
aminodcidos tirosina en la posicidon 845 y 1101 del EGFR por la quinasa de SRC. Las tirosinas
845 y 1101 son puertos de anclaje de proteinas de sefializacién que activan downstream a
ERK1/2, AKT y STAT3/5 (Figura 6) (Biscardi et al., 1999; Camp et al., 2005; Kruser and Wheeler,
2010; Lu et al., 2007; Song et al., 2006; Tice et al., 1999; Wheeler et al., 2010).
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3.4.2. Via de cooperacion nuclear.

Otra via de cooperacion entre EGFR y SRC tiene lugar con el transporte del EGFR al
nucleo donde SRC juega un papel importante al activar proteinas como la Caveolina-1 que
participan en la migracion (Figura 7) (Dittmann et al., 2008; Dittmann et al., 2009b; Li et al.,
2009).
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3.4.3. Combinacion de anti-EGFR y DST. Estudios clinicos.

Song y colaboradores establecieron en el 2006 que el destino celular (la muerte vs. la
detencion del crecimiento) en las células de cancer pulmdn expuestas a DST era dependiente
del estado del EGFR y que una determinacion previa de los canceres de pulmdn que dependen
del EGFR para el crecimiento y/o supervivencia puede ayudar a identificar pacientes que
podrian obtener un mayor beneficio de DST y de su combinacién con inhibidores de EGFR
(Song et al., 2006). Ademas de este estudio preclinico, existen otros estudios que avalan la
combinacidon concomitante de inhibidores de EGFR y SRC en cancer colorrectal con KRAS
mutado (Dunn et al., 2010), en células cancerigenas de mama (Nautiyal et al., 2010),

glioblastoma (Lu et al., 2009) y en CML (Shah et al., 2008).

Existen diversos ensayos clinicos en marcha para evaluar la combinacion de farmacos
anti-EGFR y anti-SRC. En un estudio fase Il de pacientes con adenocarcinoma de pulmén con
EGFR mutante y resistentes a erlotinib y gefitinib, DST no modificé la progresiéon tumoral
(Johnson et al., 2011). Por el contrario en pacientes con NSCLC avanzado, la combinacién de

erlotinib y DST mostro actividad antitumoral (Haura et al., 2010).
3.5. Radioterapia, SRC y EGFR. Estudios clinicos.

En el 2009, Dittmann y colaboradores describieron un mecanismo molecular que
relacionaba radiacion, SRC y EGFR. Los ROS/RNS inducidos por la radiacién pueden generar
productos de peroxidacién fosfolipidica que, a su vez, provocan un cambio conformacional en
la proteina SRC que resulta activada. Segln este mecanismo de accién, la radiacion puede

activar SRC y de forma indirecta activar EGFR via SRC (Dittmann et al., 2009a; Dittmann et al.,



Introduccién

2009b; Li et al., 2006). En HNSCC, DST inhibe el proceso por el cual el C225 y la radioterapia
pueden promover la translocacién del EGFR al nicleo sugiriendo que DST limitaria este
mecanismo potenciando los efectos de la radioterapia y C225 (Li et al., 2010). Recientemente,
también se ha demostrado que DST induce la apoptosis y bloquea la reparaciéon del ADN en
células de HNSCC que expresan EGFR mejorando asi el efecto resultante de la radioterapia

(Raju et al., 2012).
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4. LA IMPORTANCIA DE LA VIA JAK-STAT EN ONCOLOGIA.

La interaccidon de la proteina Janus Activated Kinase (JAK) con las proteinas de la
familia Signal Transducer and Activator of Transcription (STATs) es esencial en la fisiologia
celular. Interviene en la regulacién de la respuesta a las citoquinas y hormonas clasicas, entre

ellas la hormona del crecimiento y la prolactina (Lai and Johnson, 2010).

Los primeros estudios en la mosca de la fruta indicaron que la via JAK-STAT es
importante en la leucemia humana. La hiperactividad de JAK da lugar a defectos
hematopoyéticos similares a los de la leucemia. La via JAK-STAT también esta sobreactivada en
tumores en carcinomas escamosos de cabeza y cuello (HNSCC), cancer de pulmén de célula no

pequefia (NSCLC) y cancer de pulmdn de célula pequefia (SCLC) (Lai and Johnson, 2010).

CIS, SOCS, Mcl-1, APPs, TIMP-1,
Pim-1, c-Myc, cytokines, TFs, etc.

Figura 8. Via de sefializaciéon JAK-STAT. Extraido de Cell Signaling Technology.

4.1. La proteina JAK como mediadores de la sefializacion de los receptores de citoquinas.

En humanos, la familia de las JAKs esta formada por 4 miembros: JAK1, JAK2, JAK3 y

tirosina quinasa 2 (TYK2). Las JAKs tienen un peso entre 110 y 140 KDa y su activada enzimatica
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corresponde a la de una fosfolirasa de aminodacidos tirosina de otros dominios proteicos. Las
JAK se encuentran practicamente expresadas en todas partes, con la excepcion de la JAK3,
cuya presencia se da sélo en células hematopoyéticas, endoteliales y de musculo liso vascular.
Las proteinas JAK contienen dos dominios quinasa. El dominio JH1 es una proteina tirosina
quinasa clasica. El JH2 es un dominio pseudoquinasa que no tiene actividad quinasa funcional
pero que regula la actividad del dominio JH1. Los dominios JH3-7 regulan la actividad quinasa y
la unién de proteinas. Ademas, las JAKs contienen dos lugares de fosforilacién conservados
adyacentes al lugar de activacion (Y1007/1008 en JAK2) que regulan su actividad quinasa (Lai
and Johnson, 2010; O'Sullivan et al., 2007). Las JAKs son activadas y se unen constitutivamente
a los receptores citoquina en respuesta a sefiales externas. Tras la unidn del ligando, los
receptores citoquina se dimerizan o se oligodimerizan, induciendo cambios conformacionales
que provocan la yuxtaposicién de las proteinas JAK, permitiendo su activacién por la
transfosforilacion de multiples residuos. Las moléculas de JAK activadas fosforilan multiples
residuos de los receptores citoquina que permiten la unién de proteinas que contienen
dominios SH2 como las STATs. Una vez unidas a los receptores citoquina fosforilados, las STATs
se convierten en sustratos de JAK que una vez fosforiladas (STATs) dimerizan y se traslocan al
nucleo. Otros eventos que tiene lugar downstream de JAK incluyen la activacién de las vias de
MAPK y PI3K, y la creacidn de lugares de unién para c-SRC, PI3K, fosfatasas y proteinas
adaptadoras (Grb2, Shc y Cbl) (Figura 8). Ademas de los receptores de citoquinas, las JAKs
también pueden ser activadas por los receptores de factores de crecimiento y por los

receptores acoplados a proteinas G (GCPRs) (Lai and Johnson, 2010).

4.2. Las STATs como factores de transcripcion.

En humanos, la familia de las STATs estd formada por siete proteinas (STAT1-STAT4,
STATSA, STAT5B y STAT6) codificadas por genes separados. Funcionan en la fisiologia humana
normal y en el desarrollo pero también regulan la seializacién oncogénica en diferentes tipos
de tumor. De las siete proteinas de la familia, la STAT3 y 5 son las que estan mas
frecuentemente implicadas en la progresién del cancer humano ya que conducen a una mayor
expresidon de genes diana que inducen una mayor proliferacidén, supervivencia, angiogénesis y
evasion del sistema inmune. Las proteinas STAT tienen un tamafio de entre 90 y 155 KDa y
comparten unas caracteristicas estructurales comunes que incluyen 6 dominios conservados:
un dominio de oligodimerizacién, un dominio de super hélice, un dominio de unién al ADN que
determina la especificidad de la unién al ADN, un dominio de enlace, un dominio SH2 que

permite la unién y dimerizacion del receptor, y un dominio de activacién de la transcripciéon
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gue contiene un residuo serina conservado (Lai and Johnson, 2010; O'Sullivan et al., 2007). La
activacion de las STAT3 es inducida por la fosforilacién de la tirosina 705 del dominio SH2,
resultando en la dimerizacidn, traslocacién nuclear y activacion de la transcripcion de genes
diana. Adicionalmente, la fosforilacién de la serina 727, situada el dominio de transactivacion
C-terminal, da lugar a una mayor activaciéon de la transcripciéon y en una mayor capacidad de
unién al ADN (Lai and Johnson, 2010; Plaza-Menacho et al., 2007). Las STATs también pueden
ser activadas de manera independiente a JAK por otras proteinas con actividad tirosina
quinasa, bien sean de localizacién citosélica, (SRC y ABL) bien sean receptores transmembrana
(receptores de factores de crecimiento, EGFR, PDFGR, etc.) (Lai and Johnson, 2010; Silva, 2004;
Xi et al., 2003).

4.3. Estrategias terapéuticas anti-JAK-STAT.

La implicacion de la via JAK-STAT en distintos tipos de canceres y en distintos procesos
de la progresion tumoral, ha promovido el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos contra
JAK o STAT. Ademas, el estado funcional de la via de transduccion JAK/STAT tiene un gran

potencial como biomarcador predictivo de la respuesta a los tratamientos bioldgicos.

4.3.1. Inhibidores de JAK.

La mayoria de los inhibidores de JAK que son evaluados en ensayos clinicos estdn
disponibles por via oral y pertenecen al grupo de moléculas pequefias inhibidoras de las
quinasa por competicion con el ATP. Los inhibidores que inhiben JAK2 son clasificados como
especificos (clase 1) y aquellos que inhiben cualquier otro miembro de la familia de JAK son
clasificados como no especificos (clase Il). Algunos de los inhibidores de JAK que estdn en

desarrollo clinico son (Lai and Johnson, 2010):

v' INCB018424, XL019, TG101348 y Lestaurtinib (CEP-701). Son inhibidores de JAK2

selectivos que se encuentra en ensayos clinicos de fase | o Il.

v' CYT387, L5104, AT9283, MK-0457, SB1518, VX-509 y AZD1480. Son otros inhibidores
de JAK que se encuentran en las primeras fases de ensayo clinico y que aun no se

tienen datos clinicos sobre ellos.

v’ AZ960, WP1066, Go6976 y CP-690,550. Son otros candidatos a ser usados en clinica en

el futuro.
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4.3.2. Inhibidores de STAT.

La activacién constitutiva de STAT3 y su implicacidén en la tumorigénesis ha hecho de
STAT3 uno de los focos principales de la investigacién de dianas terapéuticas en tumores
solidos. Aunque varios agentes especificos de STAT3 son prometedores, ninguno esta en
desarrollo clinico sobre todo por problemas con la administracion y estabilidad de los
farmacos. Alguna de las estrategias para usadas para la inhibicion de STAT son (Lai and

Johnson, 2010):

v’ Inhibidores de STAT que bloquean el dominio SH2. El motivo SH2 facilita la dimerizacién
de STAT3 y la interaccion con receptores especificos a través de sus motivos
fosfotirosina. Esto es critico para la funcién de STAT3. Aunque se han identificado
numerosos agentes con resultados preliminares prometedores, requieren de trabajo
quimico adicional para obtener andlogos con una mayor actividad, selectividad y

especificidad para facilitar su desarrollo clinico.

v Inhibidores de STAT que bloquean el dominio de unién al ADN. Estos agentes estdn

dirigidos a interrumpir la interaccién entre STAT3 y el ADN.

v Inhibidores de oligonucleétidos de STAT3. Su estrategia estd disefiada para inhibir la
expresion génica diana usando tecnologia de oligonucledtidos como los ARN anti-
sentido, siARN y oligodeoxinucledtidos sefiuelo. Estos ultimos usando STAT3 de

sefiuelo esta siendo examinado en un ensayo clinico en fase 0.

v Inhibidores de STAT que bloquean el dominio N-terminal. El dominio N-terminal es
responsable de las interacciones proteina-proteina entre los dimeros de STAT3 y del

ensamblaje de la maquinaria transcripcional cuando el STAT3 estd unido al ADN.

4.4. JAK-STAT y su relacién con EGFR y/o SRC.

La colaboracion entre STAT, EGFR y/o SRC se ha establecido a partir de distintos
estudios (Figura 9) (Silva, 2004; Xi et al., 2003). Jaganathan y colaboradores presentaron
evidencias que la multiple inhibicion de EGFR y STAT3 o SRC y STAT3 induce fuertes respuestas
antitumorales en cancer pancreatico que sugieren un complejo cross-talk y una cooperacion
funcional entre estas vias de sefializacion (Jaganathan et al., 2010). De forma similar, Nagaraj y
colaboradores demostraron in vitro e in vivo que la fosforilacién de STAT3 en presencia de

erlotinib estaba asociada con la resistencia a DST en un modelo de cdncer pancreatico (Nagaraj
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et al., 2011). La aparicién de estudios en los que se describid que la inhibicidn sostenida de SRC
produce la fosforilacidn reactiva de STAT3 a través de las JAK quinasas (Byers et al., 2009;
Johnson et al., 2007; Sen et al., 2009), demostro la existencia de una via de activacion de STATs

independiente de EGFR y SFKs (Figura 9).
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Figura 9. Vias alternativas de activacion de STAT3 en presencia de inhibidores de EGFR y SRC. Las
flechas continuas indican la activacion de componentes o vias de sefalizacidn. Las flechas discontinuas
indican la fosforilacion independiente de la activacion. Extraido de (Egloff and Grandis, 2011).
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5. LA IMPORTANCIA DE cMET EN ONCOLOGIA.

El factor de crecimiento de los hepatocitos (HGF) y su receptor, cMET, promueven la
proliferacién celular, la supervivencia, la motilidad y la invasidn, asi como también los cambios
morfogénicos que estimulan la reparacidn de un tejido y la regeneracién en células normales
pero que también pueden ser cooptados durante el crecimiento tumoral (Blumenschein et al.,

2012; Martin and Jiang, 2010).
5.1. cMET.

El receptor cMET es un heterodimero unido por disulfuros compuesto de una cadena a
extracelular y una cadena 3 transmembrana. La cadena a contiene un dominio extracelular, un
dominio transmembrana y una porcion citoplasmatica. La porcidn citoplasmatica contiene un
dominio yuxtamembrana, un dominio tirosina quinasa y una cola C-terminal esencial para el
acoplamiento de los sustratos y la sefalizacidon downstream. La unidn del HGF activo al cMET
funcional conduce a la dimerizacion/multidimerizaciéon del receptor, la fosforilacion de
multiples residuos tirosina en la regidn intracelular, la activacidn catalitica, y la sefalizacion
downstream por el acoplamiento de sustratos, transduciendo multiples actividades biolégicas
como motilidad, proliferacién, supervivencia y morfogénesis (Blumenschein et al., 2012). La
unién de HGF induce la autofosforilacion de cMET en los residuos Y1234 y Y1235 del dominio
tirosina quinasa el cual regula la actividad quinasa. La fosforilacion en los residuos Y1349 y
Y1356 cerca de la region C-terminal forma un lugar de acoplamiento multifuncional que
recluta adaptadores intracelulares a través del dominio SH2, u otros motivos, activando la
sefializacion downstream. Los principales sustratos son STAT3, Grb2, Gab 1, PI3K, Shc, Src,
Shp2 y Ship1 (Figura 10). La via HGF-cMET estd modulada por otras proteinas, incluyendo la
a6B4-integrina, la plexina B1 y el receptor Fas. Ademas, la activacion de otros RTK puede
potenciar los efectos de HGF-cMET. El EGFR juega un papel importante potenciando la
proliferacién y la invasién mediada por HGF-cMET en células epiteliales, y cMET puede
sinergizar con HER2 para promover el fenotipo maligno. Otros posibles reguladores son la
proteina RAS (un feedback loop positivo) y la hipoxia (regula la actividad de cMET a través de la

angiogénesis tumoral) (Blumenschein et al., 2012).
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Figura 10. La via de sefializacion del factor de crecimiento de los hepatocito (HGF)-cMET vy las
estrategias terapéuticas dirigidas en marcha. Extraido de (Blumenschein et al., 2012).

5.2. cMET y cancer.

El receptor de HGF, cMET, se encuentra principalmente expresado en células de
tumores epiteliales. También se encuentra sobreexpresado en las células estromales e
intersticiales derivadas de tumores como el fibrosarcoma y otros tipos de sarcomas. La
sobreexpresion de cMET, con o sin amplificacidon del gen, se ha observado en una amplia
variedad de tumores humanos entre ellos en cancer de mama, pulmdn y de aparato digestivo.
Asimismo, los niveles elevados de HGF y/o cMET se correlacionan con mal prondstico en

muchos tipos de cancer (mama, ovario, cérvix, gastrico, HNSCC y NSCLC).

La amplificacién génica y la sobreexpresion proteica de cMET confiere resistencia a los
inhibidores de EGFR en modelos preclinicos y en pacientes (Blumenschein et al., 2012; Martin
and Jiang, 2010). Aunque la sobreexpresién del receptor cMET puede inducir un activacién de
la quinasa de forma independiente al ligando, su activacidén en cancer ocurre principalmente a
través de un mecanismo dependiente del ligando. El propio HGF puede activar la transcripcion
de cMET. HGF es particularmente activo en el estroma reactivo de los tumores y se expresa en
todo el cuerpo, sugiriendo que permite un feedback loop paracrino positivo apoyando la

diseminacién de las células cancerigenas (Blumenschein et al., 2012).

5.3. Estrategias anti-cMET.

La prevalencia de la activacion de la via HGF-cMET en cdnceres humanos ha promovido
el desarrollo de farmacos dirigidos contra esta diana. Estas terapias dirigidas consisten en

(Blumenschein et al., 2012):
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v'Antagonistas bioldgicos. Estas moléculas previenen la interaccion entre el ligando vy el
receptor o eventos relacionados con la superficie celular como la agrupacién de
receptores, pero que son incapaces de activar la sefalizacion downstream. Algunos de
estos agentes que se encuentran en desarrollo clinico son: (1) analogos de HGF
competitivos, (2) variantes competitivas de cMET, (3) anticuerpos contra HGF y (4)

anticuerpos contra cMET.

v' Moléculas pequefias inhibidoras o compuestos sintéticos de bajo peso molecular
dirigidas contra la union del ligando o la activacion del receptor. La mayoria de ellos
compiten por el lugar de unién de ATP en el dominio tirosina quinasa (TK) de cMET,
para prevenir la transactivacién del receptor y el reclutamiento de efectores
downstream. Otros pueden unirse en una regién de cMET fuera del lugar de unién de
ATP afectando a la activacién quinasa alostérica. Algunos de estos agentes que se
encuentran en desarrollo clinico son: (1) inhibidores TK cMET no selectivos y (2)

inhibidores TK cMET selectivos.

5.4. cMET y su relacién con EGFR y/o SRC.

La activacién de cMET puede ser modulada por otras proteinas, entre ellas EGFR y/o
SRC. Mueller y colaboradores evidenciaron que cMET y c-SRC cooperan para compensar la
pérdida de la actividad quinasa del EGFR por los inhibidores TK en cdncer de mama (Mueller et
al., 2008). Mas tarde, se describié que la asociacion de EGFR/MET regula la resistencia a
inhibidores TK del EGFR en algunos casos de cdncer de mama, de NSCLC (donde SRC forma
parte del complejo EGFR/MET) y en casos de NSCLC con EGFR mutado (Mueller et al., 2010;
Turke et al., 2010; Yoshida et al., 2009). Por otro lado, la colaboracion entre SRC y MET se ha
observado en lineas celulares gastricas con activacion constitutiva de MET y que presentan
resistencia a DST. Estas se resensibilizaron a DST con la deplecién de MET lo que sugiere que la
activacion de MET contribuye a la resistencia frente DST (Okamoto et al., 2010). El conjunto de
estos estudios sugieren que la inhibicion de MET en combinacidn con inhibidores de SRC y/o

EGFR puede ser un mecanismo muy efectivo para inhibir el crecimiento tumoral.
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6. LA IMPORTANCIA DEL METABOLISMO EN ONCOLOGIA.

En presencia de oxigeno, la mayoria de las células diferenciadas metabolizan la glucosa
a didxido de carbono a través de la oxidacién de piruvato glucolitico en el ciclo tricarboxilico
(TCA). Esta reaccion produce NADH, el cual estimula la fosforilacién oxidativa para maximizar
la produccion de ATP, con una produccién minima de lactato (Figura 11). Es tan solo bajo
condiciones anaerdbicas cuando las células diferenciadas producen elevadas cantidades de

lactato (Vander Heiden et al., 2009).
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Figura 11. Representacion esquematica de las diferencias entre fosforilacion oxidativa, glucdlisis
anaerdbica, y glucdlisis aerdbica (efecto Warburg). Extraido de (Vander Heiden et al., 2009).

6.1. Efecto Warburg.

En 1956, Otto Warburg observé que las células tumorales metabolizaban la glucosa
hacia produccion preferencial de acido lactico incluso en condiciones no hipdxicas (Figura 12).
La glucosa es un sustrato metabdlico muy importante para todas las células (normales o
tumorales) que se utiliza en mayor o menor medida en numerosas funciones metabdlicas. En
las células tumorales el destino de la glucosa varia durante los distintos estadios del desarrollo

del tumor (Herling et al., 2011).

Los supresores de tumor y oncogenes mds importantes tienen conexiones estrechas
con las vias metabdlicas. Alguna de las primeras evidencias de vinculos entre los oncogenes y
la glucdlisis aerdbica es la estimulacidn de la captacion de glucosa por la activacion de RAS y la
habilidad de SRC para fosforilar numerosas enzimas glucoliticas. Ademas, segun el tipo celular,
SRC activa HIF1a, la cual induce la glucdlisis. El primer mecanismo descrito entre un oncogén

activado y el metabolismo de glucosa alterado fue la activacion transcripcional del lactato
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deshidrogenasa A (LDHA) por MYC, el cual a posterior se demostrd que activaba la mayoria de
los genes de enzimas glucoliticas y de los transportadores de glucosa. Asimismo, MYC induce
los factores de splicing que producen piruvato quinasa M2 (PKM2). PKM2, que convierte el
fosfoenolpiruvato en piruvato, favorece la glucélisis aerébica durante la transformacion celular

(Koppenol et al., 2011).

El oncogén AKT, activado por la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K), potencia la glucdlisis a
través de la activacidon de la hexoquinasa 2, la fosfofructoquinasa 1 (PFK1), la PFK2 y el
reclutamiento de transportadores de glucosa a la superficie celular. A pesar de que las
funciones de AKT son independientes de HIF1, también puede incrementar la actividad HIF1,
para potenciar mas la induccion de la glucélisis. La expresién ectdpica de AKT o MYC induce la
glucdlisis aerdbica pero, a diferencia de MYC, AKT no incrementa la funcién mitocondrial
asociada a la produccion de energia acoplada a la fosforilacién oxidativo (Koppenol et al.,

2011).

La activacién de RAS se vinculé inicialmente con el incremento de transporte celular de
glucosa, pero se ha descrito que el papel de RAS en el metabolismo es mas complejo: (1) la
activacion de RAS facilita el importe de glucosa a través de la induccidon de GLUT1, (2) las
células transformadas con KRAS activado exhiben el efecto Warburg a través de una elevada
conversidn de glucosa a lactato, y (3) la activacion de RAS puede inducir la actividad de MYCy
potenciar los niveles de HIF1 en ausencia de hipoxia y por lo tanto, mediar los efectos del

metabolismo a través de HIF1 o MYC (Koppenol et al., 2011).

Existen diversos genes y proteinas de supresores de tumor que estan implicados como
moduladores de HIF1a y que contribuyen al efecto Warburg; por ejemplo, PTEN (la pérdida de
este supresor facilita la expresion de HIF1) o p53 (la asociacion de ambos inhibe la
transcripcidén estimulada por HIF1). De modo que la estabilizacion constitutiva de las HIFs

contribuye al efecto Warburg y a la tumorigénesis (Koppenol et al., 2011).

A pesar de que la p53 se ha descrito como “el guardian del genoma”, su funcién se
extiende también a la regulacién del metabolismo a través de la regulacién transcripcional. La
p53 wild-type estimula la respiracion mitocondrial y suprime la glucdlisis. TIGAR es una
proteina reguladora de la glucélisis y de la apoptosis inducida por la proteina tumoral TP53.
TIGAR tiene actividad fructosa 2,6-bifosfato y reduce la PFK1, suprime la glucdlisis y favorece el

aumento de produccion de NADPH por la via de la pentosa fosfato. Por consiguiente, la
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pérdida de funcidn de la p53 se relaciona con la induccién de la glucdlisis aerdbica (Koppenol

etal., 2011).

Aunque la alteracién oncogénica del metabolismo generalmente implica el efecto
Warburg, la potenciacién del flujo de glucosa a lactato es insuficiente para promover la
replicacion celular y otras vias metabdlicas deben ser estimuladas para la replicacién celular

(Koppenol et al., 2011):

v"  La glutamina contribuye con carbonos anabdlicos y con otras piezas para las células en
crecimiento. Los intermediarios del ciclo del 4cido citrico de células en proliferacién
son moléculas hibridas de carbonos de glucosa y glutamina, donde esta ultima entra
en el ciclo del acido citrico con la conversién, por las glutaminasas (GLS), a glutamato y
después, por la glutamato deshidrogenasa o las aminotransferasas, a a-ketoglutarato.
MYC induce genes involucrados en la biogénesis mitocondrial y en el metabolismo de
la glutamina, especificamente los que expresan transportadores de glutamina que
incrementan el flujo de carbonos de glutamina. La induccién de la glucdlisis aerdbica y
del metabolismo de la glutamina por MYC proporciona a las células ATP, esqueletos
carbonados y nitrégeno para la sintesis de acidos nucleicos. Otro oncogén que induce
la funcién mitocondrial para la transformacidn celular a través del metabolismo de la

glutamina, es el RAS activado.

v" La GLS2 es transactivada por la p53. El incremento de la conversion de glutamina a
glutamato por la GLS2 promueve un incremento de la produccidn de glutatién, que
atenua los subproductos metabdlicos como el perdxido de hidrogeno. De modo que, la
p53 ademas de su funcion en el efecto Warburg, también tiene un papel en la
homeostasis redox a través de la estimulacién de la produccién de NADPH por la via de

las pentosa fosfato y de la sintesis de glutation por el incremento de GLS2.

v' Otras alteraciones que favorecen la oncogénesis incluye la activacidn de los receptores
tirosina quinasa; como el ErbB2, el cual estimula el importe de glucosa, la produccién
de NADPH por la via de la pentosa fosfato y de la oxidacién de los acidos grasos, y

consecuentemente elimina el estrés oxidativo.
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Figura 12. Vias de sefalizacion y metabdlicas asociadas al efecto Warburg. Extraido de Cell Signaling
Technology.

Las células tumorales mezclan caracteristicas de la gluconeogénesis y la glucélisis para
dar lugar a un metabolismo especial que les confiere una ventaja selectiva sobre las células
normales (Israel and Schwartz, 2011). A diferencia de las células normales, la mayoria de las
células tumorales producen elevadas cantidades de lactato sin tener en cuenta la
disponibilidad de oxigeno y por ello su metabolismo se suele referir como “glucélisis aerébica”
(Vander Heiden et al., 2009) (Figura 11). Algunas de las hipdtesis por las que los tumores

adquieren o trabajan con la “glucélisis aerébica” son (Herling et al., 2011):

v' Metabolismo energético dividido en zonas en los tumores masivos. En tumores masivos
con vascularizacidn baja o inexistente, la concentracion de oxigeno decrece desde la
periferia hacia el centro del tumor. Ademas, las células localizadas mas cerca de los

vasos sanguineos exhiben fosforilacion oxidativa, mientras las que estan alejadas
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generan principalmente su ATP a través de la glucélisis anaerdbica. De modo que el

conjunto del tumor depende de la glucdlisis aerdbica para la produccién de energia.

v' Produccién agresiva de lactato. La acumulacion de lactato en el microambiente del
tumor estd acompafiado por una acidosis local que facilita la invasidon del tumor a
través de la destruccion de la poblacion de células normales adyacentes o de la
degradacion inducida por el 4cido de la matriz extracelular y la promocion de la
angiogénesis. De modo que la produccién de lactato aerdbico es usado por los

tumores para ganar una ventaja selectiva sobre las células normales.

v' Atenuacién de la produccion de radicales citotoxicos. La reduccién de la produccién de
ATP mitocondrial puede disminuir la ratio de produccidn de ROS ya que la cadena

respiratoria es el mayor productor de ROS.

v' Produccién reforzada de piruvato. El incremento de los niveles de piruvato podria
contribuir a la disminucién de los niveles de ROS, estando la produccién de piruvato

estd enzimdaticamente acoplada a la de lactato.
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Hipotesis

La hiperactividad del EGFR confiere mal prondstico. EI EGFR se encuentra
sobreexpresado en distintos tipos de tumores, entre ellos el cancer de colon, pulmén,
pancreas y cabeza y cuello (HNSCC) Ademas la cooperacidn con otros miembros de la familia

del EGFR, podria ampliar esta lista a otras neoplasias.

La radioterapia consigue, en un elevado porcentaje de casos, una buena respuesta. Sin
embargo, la existencia de células resistentes a la radiacién reduce el control tumoral. Una de

las causas de la radioresistencia es la hiperactividad del EGFR.

En cdncer de cabeza y cuello (HNSCC), el bloqueo del EGFR con el anticuerpo
monoclonal anti-EGFR cetuximab aumenta el control local y la supervivencia en pacientes

tratados simultdaneamente con radioterapia.

Estos hechos hacen que la inhibicidn del EGFR se perciba como una de las vias de
progreso en el tratamiento del cdncer. Sin embargo, no todos los pacientes tratados con
cetuximab y radiacién se benefician del tratamiento, lo que sugiere que, independientemente
de la expresién del EGFR, existen mecanismos de resistencia a la combinacién. Se han descrito
distintas posibilidades de by-pass al bloqueo del EGFR. La complejidad de la via de sefializacién
sugiere que la topografia de la resistencia puede ser variada y multiple. No obstante, cuanto
mas arriba de la via de transmisidn de senales se situe el by-pass mayor deberia ser la

resistencia debido a que un mayor numero de funciones citoprotectoras se verian liberadas.

Una de las oncoproteinas que podria actuar de este modo es SRC, cuya actividad se
relaciona con la progresion tumoral tanto en fases avanzadas como en lesiones premalignas.
Ademads, SRC y EGFR comparten vias de sefializacion que promueven la progresién de la célula
tumoral. En conjunto estos hechos sugieren que la inhibicion de SRC podria aumentar la

potencia antitumoral de la combinacién de radioterapia y cetuximab.

La hipdtesis de esta Tesis Doctoral es que el uso de inhibidores de SRC podria
potenciar el efecto antitumoral de la combinacidon de radioterapia y cetuximab en tumores

dependientes del EGFR, sobretodo en células resistentes a cetuximab.
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Objetivos

Objetivo principal

Evaluar los efectos del tratamiento concomitante con radioterapia, cetuximab vy

dasatinib, y mejorar el conocimiento de los mecanismos biolégicos involucrados.

Objetivos especificos

1.

Desarrollar y caracterizar un modelo resistente a cetuximab.

Evaluar si el tratamiento combinado de cetuximab y dasatinib aumenta la eficacia
antitumoral de la radioterapia en:
a. Xenotumores dependientes del EGFR

b.  Xenotumores resistentes a cetuximab

Explorar si el efecto antitumoral de los tratamientos se asocia a cambios (o

mecanismos) en la ruta de sefializacién del receptor EGFR.

Determinar si los tratamientos modifican la proliferaciéon celular, la angiogénesis

tumoral y la sintesis del ADN.

Evaluar si el tratamiento con dasatinib modifica el proteoma.
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1. CULTIVOS CELULARES

1.1. Células A431.

En este trabajo hemos usado la linea celular A431, obtenida del banco de células ATCC
(American Type Cell Culture, n? CRL-1555), que se establecié a partir de un carcinoma
escamoso humano de vulva. Numerosos estudios focalizados en el bloqueo del EGFR se han
realizado con esta linea celular debido a que sobreexpresa el EGFR, convirtiéndose en un buen
modelo para el estudio de las terapias anti-EGFR (Janmaat et al., 2003; Riesterer et al., 2009;

Schmidt-Ullrich et al., 1997).

1.2. Células FaDu.

En este proyecto también hemos usado la linea celular FaDu, obtenida de la ATCC
(American Type Cell Culture, n® HTB-43), la cual se establecié a partir de un carcinoma
escamoso humano de la hipofaringe. Esta linea celular también se ha usado en muchos
estudios centrados en el bloqueo del EGFR debido a que sobreexpresa el receptor de EGF,
aunque en menor medida que las células A431 (Chen et al., 2010; Santiago et al., 2010;

Skvortsov et al., 2011).

1.3. Condiciones de cultivo.

Ambas lineas celulares, A431 y FaDu, crecieron adheridas sobre plastico formando una
monocapa de morfologia epitelial. Las células se mantuvieron de forma rutinaria en medio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, BioWhittaker) suplementado con un 10 % de FBS
(Suero fetal bovino, PAA Laboratories GmbH), 100 U/mL de penicilina (Gibco BRL Life
Technologies), 100 U/mL de estreptomicina (Gibco BRL Life Technologies) y 15 mM de HEPES
(Invitrogen) en un incubador a 372C y en una atmoésfera saturada de vapor con una
concentracion de CO, del 5 %. Ambas lineas, se dejaron crecer, renovando el medio cada3 04

dias, hasta llegar a una confluencia del 90 %.

1.4. Disgregacion de la monocapa.

Tras alcanzar la confluencia, los cultivos se disgregaron segin el siguiente
procedimiento. Las células de la monocapa se lavaron con PBS (Phosphate buffered saline, PAA
Laboratories GMBH) y se incubaron con una solucién de tripsina/EDTA con 500 mg/L de

tripsina 1:250 y 200 mg/L EDTA (BioWhittaker) a 372C durante 15-20 minutos en las células
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A431 y durante 10 minutos en las células FaDu. Tras la disgregacion, la reaccion de la tripsina
se detuvo afiadiendo medio de cultivo completo a los discos, con una relacién de volumen
respecto la tripsina de 1:3. Con la ayuda de pipetas Pasteur de plastico, transferimos la
suspension celular a un tubo cénico estéril, guardando una pequena alicuota a partir de la cual
se realizé el recuento celular. A continuacidn, se centrifugd a 1.000 g durante 5 minutos, se
elimind el sobrenadante y se resuspendio el pellet en medio de cultivo completo para sembrar

los nuevos subcultivos.
1.5. Recuento celular.

En este trabajo, el recuento de células se realizd de manera rutinaria mediante un
hemocitometro o cdmara de Neubauer estandar con el objetivo de sembrar un nimero de

células concreto, tanto en el mantenimiento del cultivo celular como en los distintos ensayos.

A partir de la alicuota obtenida en el proceso de disgregacién de la monocapa, se
realizé una dilucién en PBS de modo que, se pudieran contar entre 50 — 100 células por
cuadrante de la cdmara de Neubauer. Las células vivas se observaron como esferas
refringentes y claras en un microscopio invertido. EIl nimero de células por mL se calculd

usando la siguiente féormula:
Numero de células/mL = promedio de células por cuadrante x 10* x factor de dilucién
Donde 10 es el factor de correccién de la cdmara de Neubauer.

Células totales = (Nimero de células/mL) x volumen total de la preparacion celular de

donde se obtuvo la alicuota de recuento (tubo cénico).
1.6. Congelacion y descongelacion de células.

Para disponer de un stock de células con un nimero equivalente de pases se procedid
a la técnica de la criopreservacion. Las células se tripsinizaron siguiendo la metodologia
descrita en el punto 1.4 y, después de obtener un pellet, se resuspendieron en medio de
congelacion formado por un 90 % de FBS y un 10 % del agente crioprotector DMSO (Dimethyl
sulfoxide, Sigma). Esta suspensidn se dispuso en criotubos y se congeld en un arcén congelador
hasta -80°C. El descenso de temperatura se realizé lentamente gracias a que los criotubos se
alojaron en un recipiente con alcohol isoamilico. Pasadas 4 horas, las células se almacenaron

en un tanque de nitrégeno liquido conectado a un sistema de seguridad electrénico de alarma.
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Para descongelar los stocks, los criotubos con las células se sumergieron directamente
en un bafio a 372C para inducir una descongelacidon celular rdpida. A continuacién, la
suspension celular se transfirié con la ayuda de una pipeta Pasteur a un disco de cultivo con
medio completo preincubado a 379C. Transcurridas 16 horas, cuando la gran mayoria de
células se habian adherido, se realizé un cambio completo del medio del disco para eliminar la

fraccidn de células muertas y el DMSO que se encontraban en el medio de congelacion.

1.7. Deteccion de especies del género micoplasma en el cultivo celular.

La contaminacién por micoplasma sp pasa visualmente inadvertida y puede afectar a
los resultados experimentales. Para evitar esta fuente de confusidon, realizamos de forma
rutinaria la deteccién de micoplasma. Este test consiste en la deteccion del ADN de la bacteria
en los sobrenadantes de cultivos confluentes en ausencia de antibiéticos mediante la técnica

de PCR usando los primers o cebadores Mico-1 y Mico-2 (Tabla 2).

Tabla 2. Secuencias de los cebadores usados para la
deteccidon de micoplasma.

Cebadores Secuencia (5'— 3’)

Mico-1 GGCGAATGGGTGAGTAACACG
Mico-2 CGGATAACGCTTGCGACTATG
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2. TRATAMIENTOS. AGENTES USADOS

2.1. Radiacion ionizante.

Las células fueron irradiadas (in vitro o in vivo) con fotones de 6 MV procedentes de un
acelerador lineal usado para el tratamiento de pacientes (Varian Clinac 600, Varian Medical
Systems, Palo Alto, CA, US) a una tasa de dosis de 2’7 Gy/min en el isocentro (Figura 13). El
control de calidad de la dosimetria y subsiguiente irradiacién de las muestras fue realizada y
validada por el Servei de Fisica Medica y el Servei d’Oncologia Radioterapica del Institut Catala

d’Oncologia del Hospital Duran i Reynals (L'Hospitalet de Llobregat).

Figura 13. Acelerador lineal utilizado para
irradiar células.

2.2. Ligando EGF.

El ligando EGF (EGF, Urogastrone; Sigma Aldrich) se adquirié en forma de polvo blanco.
Dos miligramos del polipéptido se resuspendieron en acido acético 10 mM para obtener una
concentracién del ligando de 10 mg/mL (stock). A partir de esta solucion, se prepard una
solucién de trabajo, disuelta en PBS con 0’1 % de BSA (albiumina sérica bovina), a una
concentracién de 10 pg/mL a partir de la que se prepararon las concentraciones necesarias
para cada experimento. Ambos, el stock y la soluciéon de trabajo, fueron almacenados vy

conservados a -202C hasta el momento de su uso.

2.3. Los inhibidores anti-EGFR, cetuximab y AG1478.

Cetuximab (Erbitux®, Merck KGaA) se obtuvo de la Farmacia del Hospital Duran i
Reynals. El farmaco a una concentracion de 5 mg/mL (33’33 uM) fue disuelto en medio, con o
sin FBS, para obtener una solucién de trabajo intermedia a una concentracion de 6’6 uM a

partir de la cual se prepararon las concentraciones necesarias para cada experimento. Ambos,
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el farmaco y la soluciéon de trabajo intermedia, fueron almacenados y conservados a 42C hasta

el momento de su uso.

El inhibidor AG1478 (Tryphostin, 4-(3-Chloroanilino)-6,7-dimethoxyquinazoline; Sigma
Aldrich) fue comprado en forma de polvo blanco. El farmaco se resuspendié en DMSO:metanol
(1:1) a una concentracidn de 3’2 mM (stock). A partir de esta solucién, se prepard una solucion
de trabajo disuelta en medio sin FBS, a una concentracion de 3’2 uM a partir de la cual se
prepararon las concentraciones necesarias para cada experimento. El stock del inhibidor y la
solucidn de trabajo fueron almacenados y conservados en alicuotas, preservandolas de la luz, a

-202C hasta el momento de su uso.
2.4. El inhibidor anti-HER2, AG825.

El  inhibidor AG825 (Benzylidenecyanoacetamide, 4-Hydroxy-3-methoxy-5-
(benzothiazolylthiomethyl); Calbiochem®, Merck KGaA) fue comprado en forma de polvo
amarillo. Dos miligramos del producto se resuspendieron en DMSO a una concentracién de 40
mM (stock). A partir de esta solucidn, se preparé una solucidn de trabajo disuelta en un medio
sin FBS, a una concentracién de 40 uM, a partir de la cual se prepararon las concentraciones
necesarias para cada experimento. El stock y la solucidon de trabajo fueron almacenados y

conservados en alicuotas, preservandolas de la luz, a -202C hasta el momento de su uso.
2.5. Los inhibidores de la tirosina quinasa de SRC, dasatinib y PP2.

Dasatinib (SPRYCEL®, BMS-354825, N-(2-chloro-6-methylphenyl)-2-[[6-[4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-2-methyl-4-pyrimidinylJamino]-5-thiazolecarboxamide,
monohydrate, Bristol-Myers Squibb Australia Pty Ltd) se compré en forma de polvo blanco en
LC Laboratories (Woburn, MA, USA). El farmaco se resuspendiéo en DMSO a una concentracion
de 10° nM, a partir de la cual fue diluido en medio, en presencia o ausencia de FBS, para dos
concentraciones de trabajo intermedias, una de 10° nM y otra de 10" nM, a partir de las cuales
se prepararon las concentraciones necesarias para cada experimento. La sustancia diluida o en
polvo se almacend y conservo, preservandola de la luz, a -202C, mientras que las soluciones de
trabajo intermedias fueron almacenadas y conservadas, protegidas de la luz, a 42C hasta el

momento de su uso.

El inhibidor P2 (AG1879, 4-amino-5-(4-chlorophenyl)-7-(t-butyl)pyrazolo|3,4-

d]pyrimidine; EMD chemicals, Calbiochem®, Merck KGaA) fue comprado en forma de polvo



Materiales y métodos

blanco y diluido en DMSO para obtener una concentracién de 1655 UM (stock) a partir de la
cual se prepararon las concentraciones necesarias para cada experimento. El fdrmaco diluido

(stock) fue almacenado y conservado en alicuotas a -202C hasta el momento de su uso.

2.6. El inhibidor anti-JAK, pyridone 6.

Pyridone 6 (P6, DBI, 2-(1,1-Dimethylethyl)-9-fluoro-3,6-dihydro-7H-benz[h]-imidaz[4,5-
flisoquinolin-7-one; EMD chemicals, Calbiochem®, Merck KGaA) fue comprado diluido en
DMSO a una concentracion de 10 mM. El farmaco se diluyé en medio sin FBS para obtener una
concentracién de 10 uM (solucion de trabajo intermedia) a partir de la cual preparamos las
concentraciones necesarias para cada experimento. El farmaco y la solucién de trabajo fueron

almacenados y conservados, preservandolos de la luz, a 42C hasta el momento de su uso.

2.7. El inhibidor anti-cMet, PHA665752.

El  inhibidor PHA-665752 ((32)-5-[[(2,6-Dichlorophenyl)methyl]sulfonyl]-3-[[3,5-
dimethyl-4-[[(2R)-2-(1-pyrrolidinylmethyl)1—pyrrolidinyl]carbonyl]-1H-pyrrol-2-ylmethylene]-
1,3-dihydro-2H-indol-2-one hydra; Sigma Aldrich) fue comprado en forma de polvo amarillo.
Cinco miligramos del farmaco se diluyeron en DMSO a una concentracion de 5 mM (stock). Se
prepard una solucién de trabajo intermedia en medio sin FBS a una concentraciéon de 5 uM a
partir de la cual se prepararon las concentraciones necesarias para cada experimento. Ambos,
el farmaco y la solucion de trabajo intermedia, fueron almacenados y conservados,

preservandolos de la luz, a 42C hasta el momento de su uso.

Tabla 3. Resumen de los farmacos usados en el estudio.

Agente diana formato Disltl:,c:in diluyente in?::‘r;i::ia
Ligando EGF EGFR Polvo 10 mg/mL acido acético 10 mM 10 pg/mL
C225 EGFR Diluido  5mg/mL  Excipientes comerciales 6’6 UM
AG1478 EGFR Polvo 3’2 mM DMSO:Metanol (1:1) 3’2 uM
AG825 HER2 Polvo 40 mM DMSO 40 uM
DST SRC Polvo 10° nM DMSO 10:/'\204
PP2 SRC Polvo 1655 uM DMSO -
Pyridone 6 JAK Diluido 10 mM DMSO 10 uM
PHA665752 cMET Polvo 5mM DMSO 5uM

(1) Cloruro de sodio, glicina, poli sorbato 80, acido citrico monohidrato, hidréxido de sodio y agua para
preparaciones inyectables.
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3. EXPERIMENTOS IN VITRO

3.1. Generacion de una poblacidn celular resistente a cetuximab (R).

Al inicio de este trabajo, quisimos disponer de una poblacidn celular resistente a
cetuximab. El motivo de este interés es la existencia de un elevado desconocimiento de los
mecanismos de resistencia a los anticuerpos monoclonales anti-EGFR (Kruser and Wheeler,
2010) (a diferencia de los inhibidores de la TK). Disponer de modelos resistentes a estos
anticuerpos nos permitiria desenmascarar nuevos mecanismos causantes de las resistencias, a
la vez que nos ayudarian a encontrar nuevas dianas terapéuticas que sensibilicen (resistencia

intrinseca) o re-sensibilicen (resistencia adquirida).

Como se verd mas adelante, los hallazgos referentes a la combinacion de cetuximab y
dasatinib propiciaron un cambio en el curso de la investigacién, que relegd nuestro interés por

la poblacidn celular resistente a cetuximab.

Para generar células A431 y FaDu resistentes a C225, expusimos ambas lineas
parentales (wild-type, WT) a dosis crecientes del anticuerpo durante 3 meses y medio. A partir
de 30 nM, fuimos doblando las dosis cada 10 — 14 dias hasta llegar a una dosis de 1.280 nM.
Las células fueron expuestas a concentraciones de 30, 60, 120, 240, 480, 960 y 1.280 nM

(Figura 14). En paralelo en todo el proceso se cultivaron células WT sin administrarles C225.

DOSIS: 30 nM C225 DOSIS: 60 nM C225 DOSIS: 120 nM C225

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5 Semana 6

DOsIs: 240 nM C225 DOSIS: 480 nM C225 DOsIs: 960 nM C225

Semana 7 Semana 8 Semana 9 Semana 10 Semana 11 Semana 12

DOS5IS: 1280 nM C225

Semana 13 Semana 14
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Figura 14. Esquema de la generacion de células resistentes a C225. Cada cuadrante corresponde a 7
dias, donde cada guién corresponde a un dia. Los asteriscos marcan el momento en el que se
disgregaron las células siguiendo el punto 1.4. Este esquema se aplicd con y sin cetuximab en paralelo.

Después de exponerlas a la ultima dosis, las lineas celulares con los fenotipos WT y

resistente fueron criopreservadas. Las de fenotipo resistente las lamamos A431-R y FaDu-R.
3.2. Determinacion in vitro del efecto citotoxico de los tratamientos.

La evaluacion de la citotoxicidad se realizé mediante ensayos clonogénicos, de

proliferacién y de MTT.
3.2.1. Ensayo clonogénico.

Esta metodologia evalla la capacidad que tienen algunas células tumorales de originar
una amplia familia de descendientes o colonia (> 50 células hijas) a partir de una sola célula
madre. Aquellas células que forman colonias son consideradas supervivientes y la habilidad de
una linea celular para formarlas nos da una idea de su potencial tumorigénico, en condiciones

basales o tras recibir un tratamiento.

El método empleado fue el siguiente. Sembramos entre 1.000 y 2.000 células por disco
de 21 cm” seguin los objetivos de cada experimento en particular. En este punto, consideramos
que era importante realizar una buena tripsinizacién para evitar la formacién de agregados y
porque queriamos sembrar el mismo nimero de células en cada disco, independientemente
de cual fuera el tratamiento, linea celular, etc. Durante 24 horas, se dejé que las células se
adhirieran completamente antes de cambiar el medio completo por medio completo en
ausencia o presencia de los tratamientos correspondientes. Tras la administracién del
tratamiento, se devolvieron los cultivos al incubador donde permanecerian durante 13 dias
mas sin cambiarles el medio o moverlos del lugar donde se colocaron. Después de este
periodo, las colonias fueron tefiidas con el colorante cristal violeta (25 % de acido acético
glacial, en etanol y 1 % de cristal violeta) durante 10 minutos. El exceso de colorante fue
lavado con agua del grifo. Tras identificar a simple vista las colonias, se contaron manualmente

para determinar la eficiencia de clonacién (CE) y supervivencia (SF) tras el tratamiento.

CE = nimero de colonias contadas* / nimero de células sembradas*

*(Sin tratamiento alguno)

SF = CE de las células tratadas / CE de las células control
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3.2.2. Ensayo de proliferacion.

Este ensayo evalla la capacidad de proliferar de las células tumorales en ausencia o
presencia de un tratamiento y mide en qué grado estos tratamientos inhiben o inducen la

proliferacién celular.

El método empleado se describe a continuacién. Se sembraron 250.000 células, bien
disgregadas, en discos de 21 cm? por duplicado. Durante 5 dias se dejaron crecer. Tras lavar
(PBS 1x) la monocapa, las células se cultivaron durante 0, 24, 48 y 72 horas en medio sin FBS al
que se le afiadieron los farmacos correspondientes. Se utilizaron medios sin FBS para eliminar
los factores de crecimiento procedentes del medio de cultivo completo y para que las
sustancias secretadas dependieran directamente de los farmacos administrados y de la
duracion del tratamiento. Después de este periodo, las células se tripsinizaron otra vez y se

contaron segun se ha mencionado en los puntos 1.4 y 1.5.
3.2.3. Ensayo de MTT.

El objetivo principal de esta técnica es determinar la actividad metabdlica de las células
en cultivo. EIl MTT (Methylthiazoletetrazolium; Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide; Sigma
Aldrich) es un compuesto que al ser reducido por las células produce formazan, un producto
visible por un cambio de color en el sobrenadante. El cambio de color permite deducir la

cantidad de células y por tanto el efecto sobre la viabilidad celular de un agente en concreto.

Procedimos del siguiente modo. Las células fueron sembradas en medio de
crecimiento en placas de 6 pocillos a una densidad de 800 células por pocillo y por duplicado.
Se cultivaron durante 5 dias. Se lavaron (PBS) y se incubaron durante 48 horas en medio sin
FBS al que se le afadieron los farmacos. Terminado el tratamiento, el sobrenadante de los
pocillos se ajustd a un volumen de 1 mL por pocillo. Se afiadieron 360 pL de la solucion MTT (5
mg/mL) por pocillo y por mL de medio y se incubd a 372C, preservandolo de la luz, durante 2
horas. Después de eliminar con precaucion el medio, cada pocillo se resuspendié en 800 uL de
DMSO para disolver los cristales de formazan. De cada pocillo, transferimos 100 pL por
triplicado a una placa de 96 pocillos de la cual se midié la absorbancia usando el programa

KCjunior en el espectrofotdmetro PowerWave XS (BioTek) a una longitud de onda de 540 nm.
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El porcentaje de citdstasis (equivalente a la muerte celular inducida por un

tratamiento) se calculd con la ecuacidn formulada por Singh (Singh et al., 1995):
Citostasis (%) = [1-(A/B)] x 100

Donde A es la absorbancia de células tratadas y B es la absorbancia de las células

control.
3.3. Determinacidn de los niveles de EGFR en la superficie celular por citometria de flujo.

Dado que a lo largo de este trabajo surgid la necesidad de evaluar los niveles de EGFR
en la membrana plasmatica, utilizamos la citometria de flujo como instrumento (UB-Bellvitge,
Servicio técnico-cientifico). Determinamos los niveles de EGFR en las lineas celulares A431.
Ademas usamos la linea celular JURKAT (ATCC, TIB-152™: procedente de una leucemia aguda
de células T) como control negativo del estudio debido a que no expresan EGFR. Para detectar
el receptor, usamos C225 conjugado con FITC el cual fue generado por MERCK (Dr. Moyano,

Barcelona) a una concentracion de 1’8 mg/mL (stock).

En primer lugar, titulamos el anticuerpo conjugado para determinar la concentracion
que produce la mejor discriminacién entre las células positivas y negativas. El anticuerpo a la
concentracién de partida (C225-FITC, stock) se centrifugd a 15.000 g y a 42C durante 10
minutos, descartamos el sobrenadante. Se prepard el anticuerpo a una concentracion de 300
ug/mL (pellet) y una serie de diluciones de éste (1’8, 0’675, 0'253, 0°094, 0’0356 y 0’013 pg/uL)
en PBS. Preparamos suspensiones celulares de 5 millones para las células A431 y de 1’5
millones para las células JURKAT, las cuales fueron distribuidas en distintos tubos donde se
prepararon 250.000 células A431 por tubo y 75.000 células JURKAT por tubo y se les anadié el
mismo volumen de anticuerpo conjugado. Lo incubamos durante 15 minutos a 42C. A
continuacioén, a cada tubo se le afiadié 3 mL de tampdn ACK (1’5 M NH,CI, 100 mM NaHCOs;, 10
mM EDTA Na,:2H,0; pH 7’4), para evitar autofluorescencia debido a la fijacién con formol y se
centrifugd durante 3 minutos a 1.500 g y a 42C. Se resuspendieron las células (pellet) en
solucién residual, se afiadieron 200 pL de formol 2 % en PBS y se adquirieron 2.000 células
diana usando el citémetro de flujo BD FACSCalibur cell sorter [software utilizado: BD Cellquest
Pro plus (BD Biosciences Pharmingen) y ModFit LT3.2 (Verity Software House, Topsham ME,
US]. El titulo adecuado de C225-FTIC fue 1’8 pg/ulL.
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4. EXPERIMENTOS IN VIVO

4.1. Estabulario y animales.

Se emplearon ratones atimicos Swiss nu/nu hembra de 6-8 semanas de edad y de un
peso entre los 18 y 22 gramos (Harlan, Gannat, Francia). El estado microbiolégico de los
animales basado en las recomendaciones de la Federation for Laboratory Science Associations
(FELASA), fueron certificados por la firma comercial. Los animales se estabularon a una
temperatura de 20-229C, en condiciones libres de patdgenos en el estabulario del IDIBELL-
Hospital Duran i Reynals (acreditacion AAALAC #1155). Se les administré comida y bebida
estéril ad limitum. Los criterios de punto final fueron: a) tumor mayor a un tamafio de 1’5 cm?,
b) pérdida de peso superior a un 20 % o signos de enfermedad o c) que al haber llegado al
resultado esperado en el experimento, proseguirlo no aportaria ningun beneficio. En este
punto, los animales fueron sacrificados por sobredosis de barbiturico (inyeccion
intraperitoneal de 100 pL de pentobarbital sédico equivalente a 4’5 mL/kg procedente de una
solucién de pentobarbital a 200 mg/mL). Los xenoimplantes se procesaron cuando fue
necesario para estudios bioquimicos e histolégicos. Todos los procedimientos experimentales
fueron aprobados de acuerdo con las guias para el cuidado animal y ética IDIBELL, y

sancionados por el Departament de Medi Ambient de la Generalitat de Catalunya.
4.2. Generacion de tumores en ratones atimicos.

En condiciones de asepsia, se inyectaron 1 x 10° millones de células resuspendidas en
100 pL medio DMEM completo en el tejido subcutdaneo. Cuando fue preciso irradiar los
tumores, se inyectaron en la pata derecha posterior, si no se prefirid la region periescapular.
En algunos experimentos, se transplantaron fragmentos tisulares procedentes de

xenoimplantes en el tejido subcutaneo como se muestra en la Figura 15.

La inyeccidon de células en el tejido subcutdneo se realizd con precision, tanto en
cuanto al volumen inyectado como al drea dénde se inyectaron las células con el fin de
asegurar un crecimiento homogéneo de los tumores. Para ello los ratones fueron
anestesiados. Se les administré intraperitonealmente (i.p.) 1 mL/kg de las siguientes
sustancias: ketamina (solucion de 50 mg/mL) y medetomidina (soluciéon de 1 mg/mL), y 5

mg/mL de atipamezol para revertir los efectos de la anestesia.
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Figura 15. Trasplante de fragmentos tumorales en ratones atimicos. Se realizd una pequefia incision en
la piel de los ratones (A) en la cual se introdujo el fragmento tumoral de 1-2 mm’ (B'y C). Aproximamos
la piel de cada lado de la incisién (D) y le colocamos una grapa para suturar la incisidn y asegurar su
implante (E y F). En la fotografia de la derecha, fragmentos tumorales antes de ser trasplantados.

4.3. Método para la irradiacién de tumores xenoimplantados en ratones.

Para llevar a cabo esta parte de nuestro estudio fue necesario poner a punto y validar
un método de irradiacién (Baro et al., 2012). El procedimiento que implementamos cumplié
los siguientes criterios, que consideremos esenciales: primero, minimizar la irradiaciéon de
tejidos sanos por lo que se implantaron los tumores en la pata posterior derecha de los
animales (irradiacidon focalizada); segundo, cumplir los principios estandares de irradiacidn
para el tratamiento de humanos, entre ellos aplicar la radiacion con un fraccionamiento
equivalente al empleado en clinica; tercero, reducir el tiempo en que los animales estan fuera
del estabulario, minimizar el riesgo de infeccién, incrementar la eficiencia irradiando diversos

ratones al mismo tiempo y, finalmente, generar un método facil de reproducir diariamente.

La metodologia que se llevé a cabo para irradiar los ratones y la evaluacién de la

eficiencia de este método se describe en los resultados (punto 2.2.2.).

4.4. Monitorizacion del crecimiento tumoral.

El crecimiento de los tumores se determind dos veces por semana. El volumen tumoral

se calculd a través de la siguiente férmula:

V = [(didmetro largo) x (didmetro pequefio)?] x /6

62
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Para cuantificar con mas precision las variaciones en el crecimiento tumoral inducidas
por el tratamiento, representamos cada curva de crecimiento por separado en un eje de
coordenadas cartesianas. Esto nos permitié conocer para cada tumor el momento en que se

lograba un determinado volumen para, finalmente, realizar la estadistica correspondiente.

4.5. Procesado de las muestras tumorales.

Cuando fue necesario obtener muestras de xenoimplantes se procedié a sacrificar los
ratones. Los tumores fueron extirpados y destinados para muestras de histologia, bioquimica y
molecular. Para estudios histoldgicos, una parte del tumor se fijé durante 24 horas en
formaldehido al 4 % para después incluirla en parafina, la otra parte se congelé en medio OCT
(<11% de alcohol polivinilico, <5 % de cera carbdnica y <85 % de ingredientes no reactivos) a
-809C. La fraccion restante del tumor se almacend directamente en criotubos a -802C para la

extraccién de acidos nucleicos o proteinas.
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5. ESTUDIOS HISTOLOGICOS

5.1. In vitro.

Los estudios se realizaron en las lineas celulares, A431 y FaDu. Las células se
sembraron sobre cubreobjetos, previamente flameados, y colocados en el interior de discos 21
cm”. Cuando fue necesario los cubreobjetos se almacenaron a 42C con PBS en azida sédica al 1

% (maximo 4 dias).
5.1.1. Inmunofluorescencia para la cuantificacién de BrdU: sintesis de ADN.

La Bromodesoxiuridina (BrdU) es un nucleétido sintético andlogo de la timidina, de
férmula molecular CgH1;BrN,Os. Se trata de un nucledtido con un dtomo de bromuro en el
quinto carbono de la base pirimidinica cuya analogia con la timidina permite una substitucion

casi total de los nucleétidos de timidina en las células en fase de sintesis de ADN.

Se procedid a la inmunodeteccién de células BrdU (+) tratadas en cultivo con 10 uM de
BrdU durante 10 minutos. Tras esta incubacién, las células se fijaron con formol tamponado al
4 % durante 10 minutos, fueron lavadas con agua destilada y con PBS. Las membranas
celulares se permeabilizaron con 0’1 % triton X-100 en PBS durante 10 minutos. Se
desnaturalizdé el ADN mediante la incubacién de las muestras con 2N HCl a 372C durante 1
hora. A continuacion, se neutralizé el acido con dos lavados de 5 minutos cada uno con borato
0’1M (pH 8’5). Se efectio un bloqueo antigénico con suero de caballo al 5 % y con suero de
cabra al 5 % en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de la incubacién con el
anticuerpo primario anti BrdU (Tabla 4) durante 1 hora a temperatura ambiente, las muestras
se lavaron con 0’1 % tritdn X-100 en PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario
correspondientes (Tabla 4) durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, montamos
los cubres sobre portaobjetos en un medio anti-fading Vectashield (Vector Laboratorios Inc.).

Para visualizar el nucleo celular empleamos DAPI o TOPRO3 (dilucion 1:1000).

Se evaluaron las preparaciones con un objetivo de bajo aumento (10x) y se
seleccionaron las 6 areas con un mayor niumero de células BrdU (+). Se procedid a capturar las
imagenes con un microscopio NIKON Eclipse 80i de florescencia equipado con una camara
acoplada y con el software Nis Element BR 3.2. La cuantificacién del marcaje se realizd
mediante el software Image J, que se puede encontrar en la web www.rsb.info.nih.gov/ij/. Se

contaron los nucleos de las células positivas respecto el total de nucleos en cada campo. El
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recuento se llevd a cabo sin conocer el tratamiento previo que habian recibido las células. El
indice BrdU (o porcentaje de BrdU positivas) se determiné a partir de la proporcion de células

BrdU positivas respecto el nimero total de ndcleos.

Tabla 4. Anticuerpos primarios y secundarios usados para la inmunofluorescencia.

Anticuerpo Tipo Casa Comercial Origen Diluciéon de trabajo
BrdU Primario AbD Serotec Rata 1:500 0 1:1000
Alexa fluor 488 anti-rat Secundario Molecular Probes Conejo 1:1000

5.2. In vivo.

Los estudios histoldgicos in vivo fueron realizados a partir de tumores congelados en
OCT o incluidos en parafina. Se obtuvieron secciones de 3 um que fueron colocados en
portaobjetos tratados previamente con poli-L-lisina al 10 %. Los portaobjetos con muestras de
OCT se expusieron durante 10 minutos a temperatura ambiente para secarlos y finalmente
almacenarlos a -802C hasta el momento de su uso. Los portaobjetos con muestras de parafina
se incubaron a 37°C para que se pegaran bien y finalmente almacenarlos a temperatura

ambiente hasta el momento de su uso.

5.2.1. Tincion hematoxilina-eosina.

La hematoxilina de Harris es un colorante catiénico mientras que la eosina es un
colorante anidnico perteneciente a los xantenos. Con esta técnica histoldgica, se tifien los
nucleos de azul, los citoplasmas en rosa, el musculo en tonos rojizos a rosados fucsia, los

glébulos rojos en naranja o rojo y la fibrina en rosa intenso.

Se realizé un desparafinado de los cortes con xilol durante 40 minutos y una posterior
hidratacion mediante bafios sucesivos en alcoholes de concentracion decreciente (alcohol
absoluto, de 962, de 702 y de 502). Después del ultimo alcohol, se lavaron los cortes durante 5
minutos con agua destilada y se incubaron con hematoxilina durante 10 minutos. Se lavaron
con agua del grifo. Se sumergieron en HCl al 1 % hasta que la hematoxilina vird de color a una
tonalidad mas rojiza. A continuacién, se sumergieron en agua amoniacal (agua con un pequefio
volumen de amoniaco al 30 %) hasta que los cortes viraron a una tonalidad azul. Después de
un lavado con agua del grifo, se inicid la tincién con eosina durante 1 minuto seguida de una
deshidratacién en una bateria de etanoles de menor a mayor graduacién (50, 70, 962 y

absoluto) y una posterior incubacién en xilol de 40 minutos. El montaje se realizd con un
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medio de resina sintética DPX (ftalato de dibutilo, BDH). La evaluacion histolégica y el
diagnostico de las muestras fue realizada por el Dr. August Vidal del Departament de Patologia

del Hospital de Bellvitge.

5.2.2. Inmunofluorescencia para la cuantificacion de BrdU: sintesis de ADN.

Se inyectd a los ratones una dosis de 50 mg/kg BrdU via i.p. 1 hora antes de la
obtencién de la muestra tumoral y su congelacién en OCT. Se procedié a fijar y al bloqueo
antigénico seguin el método descrito en el punto 5.1.1., excepto que la desnaturalizacion del
ADN con 4cido fue tan solo de 20 min. Después se incubd el tejido tumoral con el anticuerpo
primario (Tabla 4) durante toda la noche a 42C. A continuacién, se procedid a la incubacidn con
los anticuerpos secundarios (Tabla 4), el montaje de las preparaciones y la cuantificacion de las

células segln el método sefialado en el punto 5.1.1.

5.2.3. Inmunohistoquimica para la cuantificaciéon de CD31/PECAM: angiogénesis.

El antigeno CD31/PECAM-1 es una proteina de membrana integral de 130 kDa que
participa en la adhesién célula-célula y es un marcador especifico para células endoteliales

maduras, las cuales cubren las paredes de los vasos sanguineos.

Se procedié a la deteccién de CD31 con la fijacién de los cortes de OCT segun se ha
descrito en el punto 5.1.1. A continuacién, se inhibieron las peroxidasas enddgenas incubando
las muestras durante 10 minutos con agua oxigenada al 3 % (67 % de PBS 1x, 30 % de metanol
y 3 % de agua oxigenada). Posteriormente, se lavaron con agua destilada y con 0’1 % tritén X-
100 en PBS, se bloquearon segun se ha descrito en el punto 5.1.1 y se incubaron con el
anticuerpo primario (Tabla 5) y el anticuerpo secundario biotilinado (Tabla 5), ambos durante

30 minutos a temperatura ambiente.

Tabla 5. Anticuerpos primarios y secundarios usados para la inmunohistoquimica.

Anticuerpo Tipo Casa Comercial Origen Diluciéon de trabajo
CD31/PECAM-1 Primario BDPharmigen Rata 1:50
Anti-rat biotilinado Secundario Dako Conejo 1:200

Tras el marcaje, las preparaciones fueron incubadas con estreptoavidina y peroxidasa
biotilinada usando el kit StreptABComplex/HRP (DaKo) durante 30 minutos a temperatura

ambiente. El revelado se realizé a través de un sistema con cromdgeno, diaminobenzamidina
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(DAB) y agua oxigenada, el cual cuando es oxidado forma un producto final de color marrén en
la zona diana del antigeno. A continuacion, realizamos una tincion de hematoxilina para
contrastar los marcajes celulares de las tinciones y una deshidratacidon de los cortes en una
bateria de etanoles de menor a mayor graduacién y acabando con los xiloles. El montaje se

realizd con un medio de resina sintética DPX (ftalato de dibutilo, BDH).

La cuantificacién se realizé6 mediante el método descrito por Weidner y colaboradores
(Weidner et al., 1991) usando un microscopio dptico en las regiones tumorales que muestran
un mayor numero de capilares. Después de examinar la muestra con un objetivo de bajo
aumento (10x), seleccionamos las 5 dreas con un mayor nimero de vasos sanguineos tefiidos.
En cada una de estas areas y usando un objetivo de mayor aumento (40x), se procedi6 a
capturar las imagenes con un microscopio NIKON Eclipse 80i de florescencia equipado con una
camara acoplada y con el software Nis Element BR 3.2. Consideramos vasos sanguineos
aquellas estructuras con luz en su interior, con una Unica célula tefiida y con un conjunto de
células teiidas. La cuantificacidon de la densidad vascular se llevd a cabo sin saber en ningin
momento el tratamiento previo que habian recibido los tumores mediante la inspeccion

directa des del microscopio.
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6. ESTUDIOS SOBRE PROTEINAS

6.1. Western blot.

Para explorar los cambios inducidos por los tratamientos en las proteinas implicadas

en las vias de sefializacidn utilizamos la técnica del Western blot.
6.1.1. Extraccion de proteinas in vitro e in vivo.

Se obtuvieron proteinas procedentes de cultivos celulares o de tumores. En el caso de
los cultivos celulares, se sembraron entre 250.000 y 500.000 células por disco de 21 cm® en
medio completo. En el de los tumores, las proteinas se obtuvieron directamente de
fragmentos tumorales, siendo la proporcion para A431 de 9’5 £ 0’5 mg/mL y para FaDu de 61

+ 0’3 mg/mL.

Toda la extraccién proteica se llevé a cabo en hielo. Antes de lisar las células en cultivo,
éstas se lavaron dos veces con PBS, luego las incubamos durante 10 minutos con 0’5 mL/disco
de 21 cm?® de tampdn RIPA (0’5 % sodio deoxicolate, 1 % NP40, 0’1 % SDS y 98 mL PBS) al que
se le afiadio, antes de su uso, los inhibidores de las fosfatasas (PMSF 1 nM, aprotinina 0’002
ug/mL, leupetina 0’005 pg/ul, benzamidina 0’1 pg/puL y pepstatina 0°001 pg/ul) y de las
proteasas (NaF 0’001 M, B-glicerol fosfato 0’04 M y ortovanadato 0’1 M). Para la extraccion
proteica en los tumores se prepard 1 mL de la solucién RIPA con los inhibidores de fosfatasas y
proteasas, la mitad del volumen de RIPA preparado se afiadid al politrdn donde se habia
colocado, previamente, la pieza de tumor que queriamos lisar, homogeneizamos el tejido y
transferimos todo el volumen a un eppendorf. Este proceso lo repetimos otra vez con la otra
mitad de volumen de RIPA preparado para recuperar la maxima cantidad posible de proteina
del tejido. En uno u otro caso, el disgregado obtenido se centrifugd a 13.000 rpm durante 10

minutos, dos veces, y el sobrenadante se utilizé para la técnica de Western blot.
6.1.2. Cuantificacion proteica.

La cuantificacidn de la concentracidn de proteinas en el sobrenadante de los lisados
celulares y de las muestras in vivo se realizd, siguiendo las instrucciones del fabricante, con el

kit BCA protein assay kit (Pierce Biotechnology), el cual consiste en un detergente basado en el

acido bicinconinico (BCA) para la deteccidn colorimétrica y cuantitativa de proteina total. Este

método combina la reduccién por proteina de Cu®* a Cu™ en un medio alcalino (reaccién de



Materiales y métodos

Biuret) con la deteccidn selectiva del catién de cobre Cu™* usando un Unico reactivo que
contiene el BCA. En una placa de 96 pocillos, afiadimos 200 uL por pocillo de la solucién de
trabajo del kit (La solucidn B se diluye 1:50 en la solucién A; Tabla 6), 7 pL (para las muestras o
recta patron) o 10 uL (para el blanco) del buffer de lisis 0 agua estéril y 3 pL de muestra o recta
patron. Incubamos la placa durante 30 minutos a 372C y, inmediatamente, leimos la placa
usando el programa KCjunior en el espectrofotometro PowerWave XS (BioTek) a una longitud

de onda de 540 nm.

Tabla 6. Descripcion de los reactivos del BCA Protein Assay Kit.

Reactivos Contenido

Carbonato de sodio, bicarbonato de sodio, acido bicinconinico
y tartrato de sodio en hidréxido de sodio 0’1 M (500 mL)

Solucion B sulfato cuprico al 4 % (25 mL)

Solucion A

Todas las muestras fueron analizadas por triplicado y en todas las cuantificaciones
incluimos, también por triplicado, una recta patrén con concentraciones conocidas de
albumina sérica bovina (BSA) para extrapolar la concentracién de proteinas de todas las
muestras. Las concentraciones conocidas de BSA que usamos, fueron 0 o blanco, 0'0625,
0’125, 0°250, 0’5, 1 y 2 mg/mL y fueron preparadas a partir de un stock de BSA (a 2 mg/mL) el
cual fue diluido en solucién de lisis o agua estéril. Mantuvimos la misma solucidén que las

muestras, para reducir la variabilidad de las muestras en la cuantificacién.

Las proteinas celulares se distribuyeron en alicuotas y se almacenaron a -802C para

largo plazo o a -202C en caso de que fueran a usarse en las préximas semanas.

6.1.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Las muestras (cada una procedente de una condicién experimental determinada) se
disolvieron en tampén de carga 4x (0’25 M Tris HCl pH 6,8, 0’3 M SDS, 40 % glicerol, 0°'01 % de
azul de bromofenol y 5 % B-mercaptoetanol en agua destilada). Se desnaturalizaron las
proteinas a 952C durante 5 minutos. En cada carril (condicion experimental) del gel de

electroforesis se cargd la misma cantidad de proteinas (45-50 pug por muestra).

La electroforesis se realizd sobre un soporte de acrilamida SDS-PAGE que separa
proteinas segun su movilidad electroforética, que viene dada principalmente por su peso
molecular. El detergente anidnico SDS desnaturaliza las proteinas y les confiere una carga

negativa en una proporciéon de carga/masa uniforme. De esta forma la distancia de migracién
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depende del tamafio de la proteina. Utilizamos dos tipos de geles de acrilamida/bisacrilamida
(29:1), el gel preparador o superior y el gel separador o inferior. El gel preparador lo usamos
para concentrar todas las proteinas en una estrecha banda para que entren en el gel separador
al mismo tiempo, lo que incrementa la resolucidn de la separacién electroforética de las
proteinas. En primer lugar, preparamos el gel separador (el % de acrilamida de este gel puede
variar en funcién del peso molecular de las proteinas de interés, concretamente, en este
estudio se usé un gel al 9 % ya que se buscé trabajar en un rango de peso molecular de 20 a
200 KDa). Para activar la polimerizacién, afiadimos 1 % APS y 0’1 % TEMED. Después de
polimerizar, afiadimos el gel preparador al 4 % de acrilamida, 1 % APS y 0’1 % TEMED.
Finalmente, los geles se sumergieron en cubetas BioRad con tampdn de electroforesis (25mM
Tris pH 8’6, 0’1 M glicina i 0’1 % SDS), se cargaron las muestras en los pocillos del gel y se dejé
correr la electroforesis a 100 — 150 V. Cuando el frente de migracion alcanzé la parte inferior

del gel se detuvo la alimentacién y se procedid, rapidamente, al montaje de la transferencia.

6.1.4. Transferencia de proteinas.

Las proteinas fueron transferidas desde el gel de acrilamida a una membrana de
nitrocelulosa (GE Healthcare, Amersham Hybond ECL Nitrocellulose Membrane) mediante un
campo eléctrico. Los montajes de la transferencia o “sandwich” se realizaron en soportes de
plastico BioRad donde, siguiendo este orden, se colocd una esponja scotch brite, 2 papeles
whattman, el gel de acrilamida en contacto con la membrana de nitrocelulosa, otros 2 papeles
whattman y una ultima esponja. La transferencia se realizé a 100 V durante 90 minutos en frio

y en tampdn de transferencia (25mM Tris pH 8’6, 0’1 M glicina y 10 % metanol).

6.1.5. El bloqueo de epitopos inespecificos.

Terminada la transferencia, las proteinas ya fijadas en las membranas de nitrocelulosa
se bloquearon con leche desnatada al 5 % diluida en TBS 1x (1 M Tris, 0’3 M cloruro sddico)
durante 1 hora en agitacion y a temperatura ambiente para evitar uniones antigeno-
anticuerpo inespecificas. Finalmente las membranas, se lavaron durante 6 minutos con TBS 1x

en 0’1 % tritén X-100 (3 veces).

6.1.6. Deteccion inmunoldgica con anticuerpos especificos.

Este paso se realizé con la incubacién de un anticuerpo primario, un anticuerpo

secundario y la deteccién de la seiial.



6.1.6.1. Anticuerpo primario.

Materiales y métodos

Los anticuerpos primario fueron preparados en BSA 1 % - TBS o leche 1 % — TBS. En

€aso necesario, para preservar los anticuerpos primarios se afiadié azida sddica al 1 %. Las

membranas fueron incubadas toda la noche en agitacidn y a 42C con los anticuerpos primarios

(Tabla 7). Al dia siguiente, los anticuerpos se recuperaron y las membrana se lavaron durante 6

minutos, tres veces, con 0’1 % tritdon X-100 en TBS.

Tabla 7. Anticuerpos primarios para el Western blot.

Dilucién

Anticuerpo mo':zzzlar Casa Comercial Origen Solvente de . I:::::Z::i' Revelado
trabajo

pPEGFR Y845 170 KDa Sigma Aldrich  Conejo BSA 1:1000 1:1000 ECL plus
pEGFR Y1101 180 KDa Bioigi':a/lnce Ratdn BSA 1:1000 1:1000 ECL plus
pPEGFR Y1068 170 KDa Sigma Aldrich  Conejo BSA 1:1000 1:1000 ECL plus
pEGFR Y1086 ~185KDa  Sigma Aldrich  Conejo BSA 1:1000 1:1000 ECL plus
pEGFR Y992 ~185KDa  Sigma Aldrich  Conejo BSA 1:1000 1:1000 ECL plus
pEGFR Y1173 170 KDa Sigma Aldrich  Conejo BSA 1:1000 1:1000 ECL plus
pPEGFR Y1148 170 KDa Sigma Aldrich  Conejo BSA 1:1000 1:1000 ECL plus
EGFR total 170 KDa Sigma Aldrich ~ Ratén LECHE 1:1000 1:1000 ECL
pSRC Y418 60 KDa Sigma Aldrich  Conejo BSA 1:1000 1:1000 ECL plus
pSRC Y529 60 KDa Sigma Aldrich  Conejo BSA 1:5000 1:5000 ECL
SRC total 60 KDa Cell signaling  Conejo  LECHE 1:1000 1:1000 ECL
$§§6RTACT'NA 80, 85 KDa Biotsg'df:jogy Conejo  BSA 1:200 1:1000  ECL plus
tCCiSITACTINA 75,85 KDa  Sigma Aldrich  Conejo  LECHE 1:1000 1:1000 ECL
pERK 1/2 42,44 KDa  Sigma Aldrich Ratén LECHE 1:5000 1:1000 ECL
ERK 1/2 total 42, 44 KDa (Vi”f;g; 9 Conejo LECHE  1:1000  1:1000 ECL
pAKT S473 60 KDa Cell signaling  Conejo BSA 1151%%8 1:1000 ECL plus
AKT total 60 KDa Cell signaling  Conejo BSA 1:1000 1:1000 ECL
pSTAT3 Y705 79,86 KDa  Cell signaling  Conejo BSA 1.1000 1:1000 ECL plus
pSTAT3 S727 86 KDa Cell signaling  Conejo BSA 1:1000 1:1000 ECL plus
STAT3 total 79,86 KDa  Cell signaling  Conejo BSA 1:1000 1:1000 ECL
$§Z\VEOL|NA 24 KDa BD Biosciences  Ratodn BSA 1:500 1:1000 ECL plus
CAVEOLINA 22 KDa BD Biosciences Conejo  LECHE 1:1000 1:1000 ECL

total
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GLUT1 55 KDa Abcam Conejo  LECHE 1:1000 1:1000 ECL plus
p- p70 S6 T389 70,85 KDa  Cell signaling  Conejo  LECHE 1:1000 1:1000 ECL
p70 S6 total 70,85 KDa  Cell signaling  Conejo  LECHE 1:1000 1:1000 ECL
c-MYC 62,64 KDa  Sigma Aldrich  Ratén BSA 1:500 1:1000 ECL Plus

(Brondello et

HIF 1a 115 KDa al., 1997)

Conejo  LECHE 1:1000 1:1000 ECL

6.1.6.2. Anticuerpo secundario.

Después de los lavados, las membranas fueron incubadas durante 1 hora en agitacion
y a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios (Tabla 8). Los anticuerpos

secundarios fueron preparados en leche 1 % —TBS y no se reutilizaron.

Tabla 8. Anticuerpos secundarios usados para el Western blot.

Anticuerpo Casa Comercial Origen  Solvente
Anti-Rabbit HRP Amersham, GE Healthcare Asno Leche
Anti-mouse HRP Amersham, GE Healthcare Oveja Leche

Finalmente, las membranas fueron lavadas durante 6 minutos, 3 veces, con 0’1 %

tritdn X-100 en TBS.

6.1.6.3. Deteccidn de la sefial.

A continuacidn, se detectd la presencia de las proteinas especificas en la membrana de
nitrocelulosa con un método de revelado quimioluminiscente no radioactivo basado en la
oxidacion del luminol contenido en el liquido revelador por la actividad peroxidasa del
anticuerpo secundario. Para uniones proteina-anticuerpo con sefial fuerte usamos el revelador
ECL Western blotting detection reagents and analysis systems (Amersham Biosciences) y para
la proteinas con baja sefal usamos ECL plus Western blotting detection reagents (Amersham
Biosciences). La emision de luz fue detectada con una exposicidon de entre 0 y 5 minutos con
peliculas de autorradiografia sensibles a la luz azul (Hyperfilm ECL, high performance

chemoluminiscence film, Amersham Biosciences).

6.1.7. Controles de carga.

Para determinar si cada pocillo fue cargado con la misma cantidad de proteina se

usaron anticuerpos especificos contra proteinas estructurales cuya presencia no se modifica
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por cambios en la sefializacién celular (Tabla 9). Usamos la tubulina (in vitro) o la vinculina (in

vivo) como control de carga de las proteinas totales de la electroforesis.

Tabla 9. Anticuerpos primarios para el control de carga o de separacion de fracciones.

Peso Dilucion de L5
Anticuerpo Casa Comercial Origen Solvente . del Revelado
molecular trabajo .
secundario
o —tubulina 55 KDa Sigma Aldrich Raton Leche 1:5000 1:5000 ECL
Vinculina 116 KDa Sigma Aldrich Raton Leche 1:1000 1:1000 ECL

6.1.8. Analisis y cuantificacion de las imagenes.

Las peliculas fueron escaneadas con un escaner EPSON Perfection 1250 y editadas con
el software Adobe photoshop CS4 (Adobe Systems Inc.). Se cuantificd el nivel de
oscurecimiento de las peliculas (bandas), que guarda linealidad con los niveles de proteina, con

el programa informatico Quantity One (Bio-rad Laboratories, Hercules, CA).
6.2. Secrecion del VEGF.

Se determinaron los niveles de VEGF para evaluar la secrecién de VEGF.
6.2.1. Tratamientos de los cultivos y generacion de las muestras.

Sembramos un millén de células A431 o FaDu por condicién en discos de 21 cm” en
medio completo y se incubaron durante 24 horas. Después de dos lavados con PBS,
sustituimos el medio completo por medio sin FBS e incubamos los cultivos durante 24 horas
mas. A continuacién, se administraron los tratamientos y los cultivos se incubaron durante 0,
24 o 48 horas hasta obtener el sobrenadante (1 mL), en el que las células habian secretado
VEGF. Se realizd un recuento del nimero total de células por condicién experimental para
normalizar los valores de VEGF en funcién del nimero de células. Los sobrenadantes se

almacenaron a -802C.

6.2.2. ELISA.

Se cuantificé el VEGF secretado en el medio con el kit Quantikine Human VEGF
ELISA kit (R&D Systems). El sobrenadante se diluyé en medio de cultivo, en una dilucién 1:20
para las muestras de células A431 y en una dilucidn 1:10 para las muestras de células FaDu, a

un volumen final de 200 pL.
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Usamos las placas de 96 pocillos del kit cubiertas con un anticuerpo monoclonal
especifico para VEGF-A humano. Incubamos la placas durante 2 horas a temperatura ambiente
para permitir que el VEGF-A se uniera al anticuerpo inmovilizado en los pocillos. Después de
lavar 3 veces, afiadimos 200 pL de anticuerpo anti-VEGF conjugado con peroxidasa y lo
incubamos durante 2 horas a temperatura ambiente. A continuacién, lavamos las placas 3
veces y la incubamos durante 20 minutos a temperatura ambiente con 200 upL de
tetrametilbenzamidina. Esta sustancia reacciona colorimétricamente con la peroxidasa, por
eso es necesario incubarla en la oscuridad. Finalmente, se detuvo la reaccién afiadiendo 50 pL
de la solucidn Stop y se procedid a la lectura de la densidad dptica a una longitud de onda de

450 nm.

En cada experimento de ELISA, establecimos una curva patréon siguiendo las
instrucciones del fabricante, que fue desde 0 hasta 2000 pg de VEGF-A/mL, para extrapolar los
valores absolutos de las muestras. Todas las muestras y los distintos puntos de la curva patrén

fueron cuantificados por duplicado y se calculé el promedio de todas las réplicas.
6.3. Determinacion de la actividad GTPasa de RAS.

Las proteinas de la familia RAS, existen en dos formas intercambiables: la forma
inactiva asociada al dinucledtido guanosin difosfato (GDP) y la forma activa asociada a
guanosin trifosfato (GTP). Una sefial upstream estimula la disociacién del GDP de la forma
inactiva que es seguida por la unién a GTP, que a su vez inducird un cambio conformacional y
funcional de los efectores unidos a RAS (v.gr. B-RAF). La forma de unién GTP se convierte por la
accion intrinseca de la actividad GTPasa en la forma unida GDP, la cual libera los efectores
downstream, logrando asi, un ciclo de activaciéon e inactivacién donde RAS actia como un
interruptor molecular que transduce la sefial upstream a los efectores downstream. El
intercambio de GDP/GTP es una reaccion lenta, que se convierte en rapida al ser estimulada
por el factor intercambiador de nucledtidos guanosin (GEP), la actividad del cual se regula en
una posicion upstream. El GEP interacciona con la forma unida GDP, libera el GDP unido en
forma de complejo binario (GEP+RAS) vy, a continuacién, el GEP se sustituye por el GTP para

obtener la forma activa RAS-GTP (Takai et al., 2001).
6.3.1. Tratamiento de los cultivos y generacion de las muestras.

Se sembraron 250.000 células por disco de 21 cm” en medio de crecimiento. Las células

se cultivaron durante 5 dias, se lavaron (PBS) y se sustituyé el medio de crecimiento por medio
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sin FBS. A continuacidn, las células se sometieron a los tratamientos para evaluar la actividad

de la proteina RAS.

6.3.2. Ensayo de RAS-GTP y Western blot de RAS total.

El kit Ras activation assay (lote #32019, Upstate Millipore, Temecula, CA) se usé
siguiendo las instrucciones del fabricante. El ensayo utiliza la precipitacidon por afinidad para
aislar de los extractos celulares las moléculas de RAS unidas a GTP, equivalente a la proteina

RAS activada.

El primer paso realizado fue seguir el método de extraccidn proteica mencionado en la
seccion 6.1.1., con algunas modificaciones. Para lisar las células se usé la solucién MLB 1x (1
mL de la solucién comercial MLB 5x diluida en 4 mL de agua destilada con 10 % de glicerol) con
los inhibidores de fosfatasas y proteasas (50 ul de PMSF, 250 ul de NaF, 50 ul de ortovanadato;
aprotinina, leupetina, benzamidina, B-glicerol fosfato y pepstatina se afadieron a la misma
concentraciéon que con la solucién de lisis RIPA). Inmediatamente después de anadir la solucion
de lisis, se levantd la monocapa celular de los discos con scrappers y la suspensidn se transfirié
a tubos eppendorf. Todos los eppendorfs se centrifugaron a 14.000 rpm durante 10 minutos a
4°C y los sobrenadantes se recogieron y transfirieron a nuevos eppendorfs a partir de los
cuales se prepararon las muestras del lisado celular (45 pg de proteina total) para la técnica de

Western blot.

Para obtener las muestras de pull-down, se usaron 400 ug de proteina total de cada
muestra y linea celular. En este paso, consideramos importante que todas las muestras no solo
tuvieran la misma cantidad de proteina sind que también tuvieran el mismo volumen. Los
lisados se incubaron con 10 uL de Ras Assay Reagent, el cual contiene beads de agarosa unidas
a la proteina de fusién GST Raf-1 RBD (Raf-1 interacciona directamente con la proteina RAS-
GTP (Takai et al., 2001). El dominio de unién de RAS o RBD de esta proteina de fusidn se une
especificamente in vitro, con una afinidad 3 veces mayor a la forma activa RAS-GTP que a la
forma inactiva de RAS-GDP (de Rooij and Bos, 1997)), en agitacién durante 1 hora a 49C. Las
beads de agarosa se recogieron con un pulso de microcentrifuga (10 segundos a 14.000 rpm y
a 49C), se lavaron 3 veces con 200 pL de solucién de lisis (MLB) y se resuspendieron en

Laemmli sample buffer 2x.
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Las muestras del ensayo RAS-GTP (400 pg) y del analisis de Ras total (45 pg) se
calentaron a 952C durante 5 minutos y se cargaron en geles de poliacrilamida del 15 % (SDS-
PAGE). A continuacidén, las muestras se resolvieron por electroforesis y se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa siguiendo el método de las secciones 6.1.3 y 6.1.4. Las
membranas fueron bloqueadas con leche desnatada al 5 % en agitacién durante 1 hora y se

incubaron toda la noche con los anticuerpos primarios (Tabla 10).

Tabla 10. Anticuerpos primarios y secundarios usados para el ensayo de pull-down.

Anticuerpo Peso Tipo Casa. Origen  Solvente DI|UCIOI’.I = Revelado
molecular Comercial trabajo
RAS cl , ECL/ECL
COoN€  >1kpa  Primario Millipore ~ Raton  Leche  1:1000 /
10 Plus
GST 43,55 Primario GE Cabra Leche 1:1000 ECL
KDa Healthcare
o —tubulina 55 KDa Primario Sigma Aldrich  Ratén Leche 1:5000 ECL
Anti-mouse - Secundario AmeCriSEhaml Oveja Leche 1:1000 0 -
HRP ! 1:5000
Healthcare
Anti-goat Secundario Dako Conejo Leche 1:5000 -
IgG / HRP J '

Posteriormente, se procedié a la incubacion con los anticuerpos secundarios (Tabla 10)
durante 1 hora a temperatura ambiente. Las membranas se revelaron usando ECL Western
blotting system reagent para el andlisis de RAS total, el GST y la tubulina, y ECL Plus Western
blotting system para el ensayo RAS-GTP. Las imagenes se analizaron siguiendo el método de la

seccion 6.1.8.

Se usé el anticuerpo anti-GST como control de carga del ensayo pull-down debido a
que su natura policlonal permite reconocer mas de un epitopo de GST aumentado asi su
capacidad para reconocer proteinas de fusion GST (como la usada en este estudio Raf-1 RBD)
aunque algunos de esos lugares de unidn estén enmascarados por el plegamiento de la
proteina recombinante. También se realizé el andlisis de Ras total en los lisados celulares para
verificar que los niveles de RAS de los que partimos para generar las muestras de pull-down no

presentaban variaciones que pudieran inducir los cambios que se observaran en RAS-GTP.

6.4. Determinacion de la Lactato deshidrogenasa (LDH).

La enzima lactato deshidrogenada (LDH) se encuentra ampliamente distribuida en los
distintos tejidos de la economia. Esta enzima cataliza la conversidn de L-lactato a piruvato y, en

este proceso, NAD se reduce a NADH:
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L-lactato + NAD" LDH 5 Piruvato + NADH + H*

La actividad catalitica de LDH se determina midiendo el incremento de absorbancia

mediante la espectrofotometria.

6.4.1. Tratamientos del cultivo y generacion de las muestras.

Se sembraron 150.000 células en placas de 6 pocillos con medio completo. Las células
se cultivaron durante 5 dias tras los cuales se trataron con distintos farmacos en medio sin FBS.
Tras el tratamiento se colecciond 1 mL de sobrenadante del cultivo de cada muestra para

determinar los niveles de LDH. Los sobrenadantes se almacenaron a -809C.

6.4.2. Ensayo del lactato deshidrogenasa (LDH).

El ensayo LDH fue realizado en el Servei de Bioquimica del Hospital de Bellvitge
siguiendo el método recomendado por la Federacio Internacional de Quimica Clinica (IFCC) el
cual consiste en un espectrometria molecular de absorcién a 340 y 700 nm usando el
analizador Cobas c¢711 (Roche Diagnostics) con un calibrador c.f.a.s (Roche Diagnostics, ref.
759350). El reactivo usado para este estudio y para determinar estos niveles fue el LDH 1
GEN.2 (Roche Diagnostics, ref. 496456022). La trazabilidad de este método fue estandarizada
por la IFCC.

Los analizadores calcularon automaticamente para cada muestra la concentracion del
analito en unidades de pkat/L, las cuales para obtener unas unidades de U/L es necesario
multiplicarlo por el factor de conversion (0°0167). Estos analizadores tienen un intervalo de

medida que se encuentra entre 10 — 1000 U/L (0’17-16’7 pkat/L).
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7. ESTUDIO DEL PROTEOMA DE LAS MUESTRAS TUMORALES

El estudio del proteoma nos permite obtener una vision integrada de las proteinas en
un proceso bioldgico concreto y una comparacién de la expresién proteica en dos situaciones
fisioldgicas distintas. En nuestros experimentos se examinaron dos condiciones dadas por la

administracion o no de dasatinib.

Esta evaluacidn fue realizada en colaboracidn con la Dra. Ira Skvortsova en la Innsbruck

Medical University (Innsbruck, Austria) con los tumores procedentes de la linea celular FaDu.

7.1. Homogeneizacion del tumor y extraccion de las proteinas.

El tejido tumoral, que se encontraba criopreservado, se homogeneizé en 1 mL del
tampon de homogeneizacién (HB) (250 mM de sacarosa, 3 mM de imidazol [Sigma—Aldrich
Handels GmbH, Vienna, Austria] en agua bidestilada) con los inhibidores de proteasas (1 mM
EDTA, 1 mM PMSF, 1 pg/mL leupeptina, 5 pg/mL aprotinina). Después de homogeneizarlo, la
solucidn se centrifugd a 1.700 g y a 42C durante 10 minutos, se recogieron los sobrenadantes y
se transfirieron a tubos eppendorfs. Las proteinas se precipitaron usando el método de
metanol/cloroformo descrito por Wessel y Fligge (Wessel and Flugge, 1984). El precipitado se
resuspendié en tampdn de lisis (7 M de urea, 2 M de tiourea, 40 mM de tris base, 1 % C7BZO
[Sigma—Aldrich Handels GmbH, Vienna, Austria]). La concentracién proteica se determiné con

un ensayo proteico comercial (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).

7.2. Preparacion y marcaje de las muestras.

Treinta pg de proteina en un volumen de 20 pL de tampdn de lisis por tumor se
incubaron con 180 pmol de CyDye DIGE Fluor minimal dyes (Amersham Bioscience, Vienna,
Austria) durante 30 min. Con el fin de reducir las variaciones biolégicas, a las muestras se les
realizd un marcaje cruzado con Cy3 o Cy5 (primero el grupo XRT+C225 se marco con Cy3 y el
grupo XRT+C225+DST con Cy5, y después se marco el grupo XRT+C225 con Cy5 y el grupo
XRT+C225+DST con Cy3). El Cy2 se usé como control interno de la técnica. Se resuspendieron
en 280 plL de tampdn de rehidratacidn (7 M de urea, 2 M de tiourea, 1 % C7BZ0, 0’5 % tampdn
IPG, 60 mM de DTT) y se cargaron en tiras de 18 cm de gradiente no lineal (NL), de pH

inmovilizado (rango 3 —10).
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7.3. Electroforesis bidimensional (2D DIGE).

Para la primera dimensidn, se realizé una rehidratacidon activa a 50 V y a 202C
durante 12 h. El enfoque isoeléctrico se ajustd a 250 V durante 30 min., 500 V durante 1 h,
2.000 V durante 1 h y finalmente a 8.000 V hasta que se alcanzaron los 35.000 V/h usando el
sistema PROTEAN IEF Cell (Bio-Rad Laboratories, Vienna, Austria). Para la segunda dimension,
las muestras se separaron en geles de poliacrilamida del 12’5 % con PROTEAN Il xi Cell System
siguiendo el método estandar recomendado por el fabricante (Bio-Rad Laboratories, Vienna,

Austria).

Después de la electroforesis, los geles fueron escaneados usando el Typhoon™ 94100
Imager a una resolucién de 100 dpi (GE Healthcare, Vienna, Austria). El andlisis estadistico de
los spots con proteinas modificadas entre muestras se realizé usando el programa DeCyder DIA
(Difference Ingel Analysis) y el programa DeCyder Biological Variation Analysis (BVA) (GE

Healthcare, Vienna, Austria), fijando la t-Student del test en < 0’05.
7.4. Digestidn enzimatica e identificacion de las proteinas mediante MALDI-TOF/TOF.

Los spots fueron extirpados con el Ettan Spot Picker (GE Healthcare, Vienna, Austria)
y digeridos en el gel usando el kit In-gel Tryptic Digestion (Pierce, Rockford, IL, USA) que
contiene una tripsina modificada. Esta digestién en gel fue realizada siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los péptidos tripticos se agruparon, se desalinizaron usando una
microZipTipC18 (Millipore, Billerica, MA, USA) y se extrajeron en una diana MALDI con una
solucion matrix (6’2 mg/uL de acido a-ciano-4-hidroxicindmico; Agilent Technologies,
Amstelveen, Nertherlands). El espectro de masas fue adquirido usando un instrumento MALDI-
TOF/TOF 4800 (Applied Biosystems, Nieuwerkerk a/d IJssel, Netherlands). La combinacién de
los espectros de MS y MS/MS, se buscaron con el Explorer GPS basado en el programa
MASCOT (Applied Biosystems) contra las entradas de la especie humana de la base de datos

SwissProt con un rango de tolerancia de peso de 20 ppm para MS y de -1 Da para MS/MS.

7.5. Identificacion de la funcion, posibles vias de senalizacion e interacciones entre las

proteinas.

Para estudiar las funciones de las proteinas identificadas y poder construir las
posibles redes entre las proteinas, se uso el programa PathwayStudio 8.0 (Adriane Genomics,

Rockville MD, USA). PathwayStudio 8.0 es un programa que ayuda a interpretar el sentido
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bioldgico de la expresion proteica, para construir y analizar vias de sefalizacion, y encontrar
relaciones entre los genes, proteinas, procesos celulares y enfermedades. PathwayStudio 8.0
estd incluido en ResNet, una base de datos de interacciones moleculares y de vias, que
contiene unas 715.000 relaciones para mas de 100.000 proteinas y 2.175 procesos celulares,
extraidos de los abstracts y articulos completos del MEDLINE (Abril 2011). Usando el

PathwayStudio 8.0, todas las proteinas fueron analizadas para sus dianas mas comunes.
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8. ESTUDIOS SOBRE ACIDOS NUCLEICOS

Dado que el mecanismo de accién de cetuximab descansa en buena medida sobre la
inhibicidn indirecta de la proteina RAS y que se ha descrito que DST puede promover la
activacion paraddjica de BRAF y CRAF, induciendo una activacion de RAS (Packer et al., 2011),
decidimos determinar si nuestras lineas celulares presentaban mutaciones en el gen RAS, al

menos en el codén 12 y 13 de KRAS, los codones mds frecuentemente alterados.
8.1. Extraccion del ADN a partir de pellets celulares.

Se realizd una extraccidon de ADN a partir de pellets de células A431 o FaDu. Se lavé
dos veces con PBS el pellet procedente de la disgregaciéon de una monocapa celular confluente
(discos de 56 cm?), se transfirié el volumen a tubos eppendorfy se centrifugd durante 5 min a
12.000 rpm y a temperatura ambiente. Se homogeneizaron los nuevos pellets con el vértex en
250 pL de la solucién 10-10-0'15 TEN (10 mM Tris pH 7’5, 10 mM EDTA, 0’15 M NaCl) y se
trataron con 6 uL de proteinasa K (concentraciéon 20 mg/mL), y con 15 uL de SDS 10 %. Se
incubaron durante 3 h a 659C y en agitacion. A continuacidon, se inactivd la proteinasa K
incubando las muestras durante 15 min a 752C y el ARN con 2 pL de RNAsa durante 1 h a 379C.
Se afiadié 300 pL de la solucién 10-10-0°65 TEN (10 mM Tris pH 7’5, 10 mM EDTA, 0’65 M NacCl)
y 300 pL de Fenol/Sevag. Se agitd por inversidn y se centrifugé durante 10 min a 12.000 rpm.
Se recuperd la fase acuosa y se le afiadié un 10 % de acetato sddico 3 M (pH 52) y 2
volumenes de etanol absoluto con los cuales se incubd toda la noche a -209C. Posteriormente,
se centrifugd durante 10 min a 12.000 rpm y se elimind el sobrenadante. Se lavé el ADN con 1
mL de etanol de 702C, se volvid a centrifugar durante 10 min a 12.000 rpm y se eliminé el
sobrenadante (este proceso se repitié una vez mas). Eliminados los restos de etanol, se

resuspendio en 50 uL de agua estéril (Braun). Se almacend a 42C hasta el momento de su uso.
8.2. Cuantificacion del ADN.

Una vez extraido, el ADN se cuantificé mediante espectrofotometria a 260 nm en un
espectrofotémetro NanoDrop y su pureza se determind mediante el cociente de la
absorbancia a 260 nm y a 280 nm. En una aproximacidn a la pureza, se considera que la
relacion A,q/A,so debe ser superior a 2. Para realizar este tipo de analisis necesitamos que la

concentracion del ADN se sitle entre los 50 — 100 pg/pL.
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8.3. Amplificacion del ADN mediante PCR.

Para el analisis mutacional del exdon 2 del gen KRAS, se amplificé dicho exdn
mediante PCR (Polymerase Chain Reaction), usando cebadores y bajo unas condiciones de
amplificacion especificas (ver mas adelante). Se usé 1’5 pl de ADN gendmico procedente del
pellet de las células a estudiar a una concentracién de 50 — 100 pg/ul. La reaccidn se realizd
usando la polimerasa Thermus aquaticus (Taq) de Invitrogen (Paisley, UK), Mg,Cl, dNTPs y
tampdn 1x segln las especificaciones del fabricante, y los cebadores mencionados en la Tabla
11. La reaccion se llevd a cabo en un termociclador 2720 ThermalCycler Applied Biosystems,
siguiendo el programa: 3 min de desnaturalizacién a 952C, 35 ciclos de 45 segundos a 929C, 45

segundos a 552C y 45 segundos a 722C, y finalmente un paso de elongacién de 10 min a 722°C.

Tabla 11. Secuencias de los cebadores usados para la deteccion del exén 2 de KRAS.

Cebadores Secuencia (5'— 3’)

Up GGTGGAGTATTTGATAGTGTA
Down ATGGTCCTGCACCAGTAATATGCA

La calidad del producto amplificado se evalué mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1’5 % en Tris-Borato-EDTA (89 mM Tris, 89 mM 4cido bdrico, 2 mM EDTA, pH 8'3) y

se visualizé mediante tincidn con SyBr Safe DNA gel stain (Invitrogen).
8.4. Purificacion del ADN y reaccion de secuenciacidn.

Para eliminar el exceso de cebadores y de reactivo de la PCR, el ADN amplificado se
purificd mediante el kit /llustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare,
Amersham Biosciences) siguiendo las instrucciones del fabricante, el cual se basa en un

método de purificacién por columnas.

Para la secuenciacidn, se partié de 1 pL del producto de la PCR de amplificacién una
vez purificado y se afiadié 1 uL de la mix de secuenciacién 3.1 de la casa comercial Applied
Biosystems (contiene los dNTPs y ddNTPs marcados con fluorocromos distintos), 1’5 uL del
tampon de secuenciacion 5x y 1’5 uL del cebador a una concentracién de 3’2 uM. Se afiadio el
volumen restante hasta 10 plL de agua bidestilada. Las condiciones de la reaccidon de
secuenciacién fueron 35 ciclos de 30 segundos a 962C, 15 segundos a 552C y 4 min a 60°C.
Estas reacciones se analizaron con un secuenciador automatico por electroforesis capilar
ABI3730 de Applied Biosystems y las secuencias obtenidas se analizaron mediante el programa

Mutation Surveyor V3.10 (Network).
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1. MODELO EXPERIMENTAL: GENERACION Y CARACTERIZACION DE UNA
LINEA CELULAR RESISTENTE A CETUXIMAB

La combinacién de la radioterapia con cetuximab mejora el control y la supervivencia
en cancer de cabeza y cuello. Esto, ha convertido esta combinacién en una terapia estandar
usada en clinica (Bonner et al., 2006). Aun asi, menos del 20 % de los pacientes tratados con
cetuximab responden satisfactoriamente al tratamiento debido a la existencia de mecanismos
de resistencia intrinseca o adquirida. La existencia de vias de transduccion de sefiales que
emplean rutas alternativas explicaria en parte la resistencia al bloqueo del receptor de EGF
(Camp et al., 2005; Raben et al., 2005). Un ejemplo, recientemente descrito, seria la
interaccion entre EGFR y SRC, cuyo sinergismo esta implicado en distintos tipos de canceres

agresivos (Biscardi et al., 1999; Tice et al., 1999).

Uno de los objetivos especificos de este estudio fue el desarrollo y la caracterizacion
de un modelo resistente a cetuximab para profundizar en el conocimiento sobre los

mecanismos de resistencia y las estrategias para revertirla.

1.1. Generacion de una linea celular resistente a cetuximab in vitro e in vivo.

1.1.1. Las lineas A431 y FaDu adquieren una resistencia estable a concentraciones crecientes

de C225.

En primer lugar, se expusieron los cultivos a distintas dosis de C225 (0, 30, 60, 120,
240, 480 y 1.280 nM) y se testd, mediante ensayo clonogénico, la viabilidad celular de las
lineas parentales (WT). En ambas lineas, el C225 disminuyd la formacién de colonias, sobre
todo en las células FaDu donde tuvo un mayor efecto. Una dosis de 30 nM, dosis tomada como
referencia de la literatura, disminuyd a un 60 % la capacidad clonogénica de las células A431-
WT vy a un 25 % Ila de las células FaDu-WT. Dosis superiores no incrementaron

significativamente la toxicidad del anticuerpo (Tabla 12).

Con el objetivo de generar células A431 y FaDu resistentes a C225 (R), ambos tipos
celulares se sometieron a concentraciones crecientes del anticuerpo en sucesivas rondas de
cultivo (procedimiento descrito en el punto 3.1 de material y métodos, pagina 57). Para
evaluar la adquisicion de la resistencia a C225, las lineas A431-R y FaDu-R se trataron con C225

y se compard su capacidad de formacién de colonias con la de las lineas parentales. En ambas
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lineas, las células R presentaron una formacion de colonias superior a las células WT. En la
linea celular A431, a una dosis de 30 nM la supervivencia de las células R respecto a las WT fue
de un 90’6 % vs un 583 % (p = 0°004), respectivamente (Figura 16A). Estos valores se
mantuvieron muy similares a lo largo de las distintas dosis de C225. En la linea celular FaDu, a
una dosis de 30 nM la supervivencia de las R respecto a las WT fue de un 78’6 % vs un 28’5 %
(p = 0'004), respectivamente (Figura 16B). Como en la linea A431, estos valores también se
mantuvieron sin variaciones a lo largo de las distintas dosis de C225. Estos resultados indican

que las A431-R y las FaDu-R habian adquirido un fenotipo resistente al C225.

Tabla 12. Porcentaje de formacidn de colonias después del tratamiento con C225.

WT
Células A431 Células FaDu
Dosis (nM) Promedio + SE  Valorde p | Dosis (nM) Promedio + SE  Valor de p
0 100°'0£ 0’0 0 100'0£ 0’0
30 58'3+2'4 0’000 30 24’2 +5'0 0’000
60 63’4+ 3’4 0’000 60 24'3+3'6 0’000
120 56’4 +4'0 0’001 120 21’4 £ 8’0 0’001
240 56’2 +5'0 0’001 240 22'8+7'5 0’001
480 61'1+3'9 0’001 480 26'2+4'9 0’002
1280 53'3+3'7 0’000 1280 33’9+ 81 0’002
R
Células A431 Células FaDu
Dosis (nM) Promedio + SE  Valorde p | Dosis (nM) Promedio + SE  Valor de p
0 100°'0£ 0’0 0 100'0£ 0’0
30 90’6 £2'2 0’000 30 78’6 £ 8’8 0’005
60 90’4 £ 22 0’000 60 84’2+ 6’9 0’005
120 93'5+1'6 0’001 120 68’0 £ 20’5 0’016
240 92'7+1’5 0’001 240 76’2 £18'2 0’016
480 91’1+ 2’5 0’001 480 93'7+50 0’010
1280 90'9+1'8 0’000 1280 91’6 £ 9’5 ns

Valor de p: comparado con el control (0 nM); ns: no significativo. (n = 9 para A431 WT y R, n = 8 para
FaDu-WT, n =5 para FaDu-R).
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Figura 16. Evaluacion de la resistencia al C225 de las lineas celulares A431 (A) y FaDu (B) in vitro. Se
sembraron 1.000 células por triplicado en discos de 21 cm’. Se trataron con C225 durante 14 dias tras
los cuales se tifieron con cristal violeta para el recuento de colonias. *p < 0’05 comparado con la linea
WT (Mann-Whitney test).

Para determinar si la resistencia a C225 era estable, se cultivaron las células resistentes
sin C225 durante 5 semanas. A continuacion, éstas se sometieron a una dosis de C225 de 1.280
nM. La formacion de colonias se mantuvo elevada independientemente de la dosis de C225,

confirmandose la estabilidad del fenotipo resistente (Figura 17).

1280 nM

Figura 17. Evaluacion de la estabilidad del fenotipo resistente in vitro en células A431. Ensayo
clonogénico realizado a partir de cultivos celulares. Se sembraron 1.000 células A431-WT o A431-R. Tras
la siembra, las células se trataron con 1.280 nM de C225.

1.1.2. Las lineas A431-R y FaDu-R conservan in vivo la resistencia al C225 adquirida in vitro.

Para comprobar si las células A431-R seguian siendo resistentes in vivo se implantaron
fragmentos tumorales procedentes de tumores A431 derivados de células parentales o de
células resistentes en el tejido subcutdaneo de ratones atimicos. Los ratones se trataron a
continuacién con 1 mg de C225 dos veces por semana hasta el momento de su sacrificio. A dia
+8 se inhibid el crecimiento de los tumores A431-WT. Por el contrario, los tumores derivados
de A431-R experimentaron un crecimiento tumoral progresivo, alcanzando a +71 un tamaiio
tumoral de 1.351 + 432 mm?, claramente mayor que el tamafio alcanzado por los tumores
derivados de las células parentales (89 + 8 mm?) (Figura 18A). Los tumores A431-WT y A431-R
de los ratones control (suero fisioldgico) no presentaron diferencias de crecimiento (datos no

mostrados).



Resultados

En cuanto a las células FaDu WT y R, éstas se inyectaron directamente en el tejido
subcuténeo de los ratones atimicos. El crecimiento de los tumores FaDu-R fue mayor que el de
los tumores WT. A dia +29, fue de 776 + 163 mm® y 496 + 39 mm>, respectivamente (Figura

18B). En los ratones control no se observaron estas diferencias (datos no mostrados).

Células A431 B :
@1 750, (xenoimplante) 17507 C(xeelrlfloli?nspian%‘l
£ 1500 -
T 1250 1 —WT
2 1000{ F
2
c 750 1
£ 500
=
9 250 1
0 . : - - 0o . : :
0 20 40 60 80 0 10 20 30
Dias des del inoculo Dias des del inoculo

Figura 18. Evaluacion de la resistencia in vivo. (A) Se trasplantaron fragmentos tumorales procedentes
de tumores derivados de células A431-WT o A431-R en el tejido subcutaneo de ratones atimicos. (B) Se
inocularon 10° células FaDu-WT o FaDu-R en el tejido subcutaneo de ratones atimicos. En A y B, los
ratones se trataron segun la Figura 78. Los simbolos indican el promedio de n tumores y las barras
indican el error estandar (A431, n = 4 tumores por tipo celular; FaDu, n = 3 tumores por tipo celular).
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2. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS

La descripcidon en diversos estudios de la existencia de un mecanismo de cooperacion
entre EGFR y SRC en lineas celulares de mama y de fibroblastos murinos (Biscardi et al., 1999;
Boerner et al., 2005; Tice et al., 1999) y que la coexpresién de EGFR y SRC se da en distintos
tipos de cancer, nos llevé a evaluar si la inhibicidon concomitante de EGFR, con C225, y SRC, con
DST, podia potenciar la eficacia antitumoral de la radioterapia en tumores dependientes de

EGFR.

2.1. Resultados obtenidos in vitro.

Previo a la evaluacién de los tratamientos en un modelo animal, se examinaron los

efectos citotoxicos de C225 y DST, individualmente o en combinacidn, en cultivos celulares.

*kskkkk MEDIANTE ENSAYO CLONOGENICO ** ¥
2.1.1. Sensibilidad de las lineas celulares al C225.
2.1.1.1. Las lineas A431-WT y FaDu-WT son sensibles al C225.

Tal y como se mostré en la seccion 1 de resultados, en ambas lineas, el C225 fue activo

y disminuyé la formacién de colonias (Tabla 12).

2.1.2. Sensibilidad de las lineas celulares al DST.

2.1.2.1. Las lineas A431-WT, A431-R, FaDu-WT y FaDu-R son sensibles al DST.
En cuanto al efecto del DST se observd que una dosis de 10, 20, 50 o 150 nM inhibia la

formacidn de colonias en un grado variable segun el tipo de lineas.

Tabla 13. Porcentaje de formacion de colonias después del tratamiento con DST.
Células A431

WT R
Dosis (nM) Promedio + SE Dosis (nM) Promedio + SE
0 100°0+£ 0’0 0 100°0+£ 0’0
10 100’5+ 0°0 10 97'9+1'0
20 100'1+0°7 20 98'2+0'8
50 86’'6+1'7 50 77'9+100
150 29’4+ 4’8 150 14’3 +5'4
Células FaDu
WT R
Dosis (nM) Promedio + SE Dosis (nM) Promedio + SE
0 100°0+£ 0’0 0 100°0+£ 0’0
10 93’0+ 6’5 10 67'7 +23'6
20 76'9+1'4 20 31'7+100
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50 21'5+0°0 50 9'8+2'9
150 2’3+1'1 150 1602

Se sembraron 1.000 células por triplicado en discos de 21 cm’. Se trataron con dosis crecientes de DST.
Transcurridos 14 dias, las colonias se tifieron con cristal violeta (n = 2 para cada linea celular).

El DST disminuyd la formacion de colonias, sobre todo en las células FaDu. Una dosis
de 50 nM disminuyd a un 87 % la capacidad clonogénica de las células A431-WT, a un 78 % en
las células A431-R, a un 22 % en las células FaDu-WT y a un 10 % en las células FaDu-R. Aunque
no encontraron diferencias estadisticamente significativas, el efecto citotdxico del DST parece
mayor en la linea celular FaDu. Asimismo, se observé un efecto mayor en las lineas resistentes
al C225, lo que podria estar indicando que las células que adquirieron resistencia al C225
dependerian en mayor medida de dianas inhibidas por DST. En conjunto, el efecto citotéxico

del DST fue menor que el del C225 (Tabla 13).

2.1.3. El tratamiento con DST sensibilizé a las células al C225.

2.1.3.1. El tratamiento concomitante de C225 y DST disminuyd la formacion de colonias.

*** En células parentales.

Para determinar si el efecto antitumoral producido por el C225 en las lineas celulares
parentales podia ser potenciado por DST, se trataron células A431-WT y FaDu-WT con dosis
crecientes de C225 (0, 30, 60, 120 y 240 nM) en ausencia o presencia de una dosis fija de DST,
20 nM en el caso de las células A431-WT y 2 nM en el caso de las FaDu-WT.

A Células A431-WT B Células FaDu-WT
100+ 100
-o-C225 —o-C225
—e—C225+DST . —e_C225+DST

50 -

% supervivencia

251

0 60 120 180 240 0 60 120 180 240
Dosis C225 (nM) Dosis €225 (nM)

Figura 19. Efecto del tratamiento concomitante de DST y C225 en células A431-WT y FaDu-WT. Se
sembraron 2.000 células por triplicado en discos de 21 cm?’. Se trataron con dosis crecientes de C225 en
ausencia o presencia de DST. Transcurridos 14 dias, las colonias se tifieron con cristal violeta. Los valores
promedio estan normalizados por el efecto del DST solo. n =5 para A431-WT, n = 3 para FaDu-WT. *p <
0’05 comparado con C225 solo (Mann-Whitney test).
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Cuando el DST se combind con C225 se observd una disminucidn en la formacion de
colonias en la linea A431-WT (Figura 19A). La adicion del DST a una dosis de 30 nM de C225
incremento la eficacia del C225 en un factor de 2’06 (de un 50’0 + 7’5 % a un 24’3 + 5’6 %, p=

0’028). En cambio, el DST no modificd el efecto del C225 sobre la linea FaDu (Figura 19B).

Como las FaDu-WT no presentaron una reduccion de la formacién de colonias con la
adicién de DST a una dosis de 2 nM, se decidié administrar 20 nM. Asi se constaté que una
dosis de 20 nM de DST condujo a una disminucidn en la formacién de colonias superior a la

que producia el C225 por si solo (Figura 20).

Células FaDu-WT

1008 —o-C225

—e—-C2254D5T

Figura 20. Efecto DST 20 nM
en combinacion con C225 en
FaDu-WT in vitro. Los datos
de la figura se obtuvieron
siguiendo la  metodologia
expuesta en la figura 19.
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Dosis €225 (nM)
*** En células resistentes.

Las mismas dosis de C225 y DST que se administraron a células parentales se aplicaron
a las células resistentes. Se observd una disminucidn en la formacién de colonias en ambas
lineas superior a la que se detectd en las células parentales, sobretodo en la linea A431-R

(Figura 21).
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Figura 21. Efecto del tratamiento concomitante con DST y C225 en A431 y FaDu R. Los datos de la
figura se obtuvieron siguiendo la metodologia expuesta en la figura 19.

Cuando se anadio DST a C225 en las células resistentes se observd una sensibilizacion

al C225 (datos normalizados por el efecto del DST solo) (Figura 21).

A continuacidn, se decidié evaluar por otras metodologias si existia 0 no un sinergismo

entre C225 y DST.

k% %k MEDIANTE ENSAYOS DE CITOSTASIS (MTT) * k%

2.1.4. DST inhibié la viabilidad celular en ambas lineas, pero cuando se combiné con C225 no

se observo un efecto aditivo significativo.

Para profundizar en el estudio del efecto citotdxico del DST se trataron las células
A431-WT y FaDu-WT con EGF, C225 o AG1478 en ausencia o presencia de DST y se evaluaron

mediante la técnica MTT (ver detalles en anexo 1 pagina 173).

La administracion de C225, AG1478 o del ligando EGF inhibid la viabilidad celular (MTT)
en ambas lineas celulares (Figura 22 A y B). Cuando se combind el ligando con los farmacos
anti-EGFR, se observd una mayor inhibicidon de la viabilidad celular con C225 pero no se

observaron cambios cuando se combiné con AG1478.

En las células A431 (Figura 22A), la administracién de DST inhibié la viabilidad celular
respecto al control, niveles (% de inhibicidon) que se mantuvieron sin cambios a pesar de la

combinacion con C225 o AG1478.

En las células FaDu (Figura 22B), la administracién de DST también inhibid la viabilidad
celular respecto al control que se mantuvo invariable cuando se combind con farmacos anti-

EGFR.
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Figura 22. Efecto de los tratamientos sobre la metabolizacion de MTT. Se sembraron 800 células A431-
WT (A) o FaDu-WT (B) por duplicado en placas de 6 pocillos. Se trataron con EGF (10 ng/mL x 10 min.),
C225 (30 nM x 48 h), AG1478 (100 nM x 2 h) en ausencia (columnas en gris) o presencia (columnas en
blanco) de DST (150 nM x 48 h). Se aplicé férmula de Singh (Singh et al., 1995). Se realizaron dos
experimentos independientes por linea celular.

#%xk%% MEDIANTE LA MEDIDA DE LA PROLIFERACION 3%

2.1.5. DST indujo la proliferacion cuando se combiné con C225.

Se determind el efecto de DST sobre la proliferacion celular en cultivos
semiconfluentes. Para ello, se trataron A431-WT y FaDu-WT con 30 nM de C225 en ausencia o

presencia de DST (150 nM).
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Figura 23. Efecto del DST in vitro en la proliferacion. Se sembraron 250.000 células A431-WT (A) o
FaDu-WT (B) por duplicado en discos de 21 cm”. Las células se trataron con C225 en ausencia (blanco) o
presencia (gris) de DST por 0, 24, 48 y 72 h. El nimero de células se normalizé por el nimero de células
del tiempo de incubacién 0 h. Se realizaron dos experimentos independientes por linea celular.*p < 0’05
comparado con C225 solo (Mann-Whitney test).

En la linea celular A431-WT, el tratamiento inicial con C225 inhibid la proliferacién
celular en un 55’0 = 1’2 % (resultado a las 24 h de tratamiento). Sin embargo, el nimero de
células ya no disminuyd sind que se incrementd hasta un 63’1 £ 3’5 % y un 68’'5+3'9 % a 48y
72 h, respectivamente. En lugar de sensibilizar las células a C225, DST indujo la proliferacion
celular. A 24 h, el nimero de células alcanzé un 62’7 £ 2’1 % (p = 0’043, comparado con C225

solo); a48 h,un 72’5+ 2'7% (p=0'083); ya 72 h,un 79’0+ 2’7 % (p = 0'083) (Figura 23A).

En la linea celular FaDu-WT, la adicion de DST provocd un incremento de la

proliferacién celular de un 70’3 £ 2’4 % a un 79’1 + 3’8 % (p = 0'083); de un 63’7 £ 1’2 % a un
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756 £ 2'3 % (p =0°029), yde un 61’8 £+ 2’3 % a un 77°4 + 4’8 % (p = 0'043), a 24, 48 y 72 h,

respectivamente (Figura 23B).

En conjunto, estos datos muestran que la monoterapia con C225 y DST puede eliminar
células A431 y FaDu. Sin embargo, la combinacion de C225 y DST produce resultados
controvertidos. Por una parte, parece que existe un efecto sinérgico en cuanto a la
supervivencia celular clonogénica, pero por otra parte, surge la duda de si DST puede activar
algun tipo de mecanismo reactivo que antagoniza con el C225, al menos en lo que se refiere a
la proliferacidn celular en cultivos semiconfluentes. En cualquier caso, los resultados in vitro
ensombrecieron y cuestionaron la viabilidad de la hipdtesis inicial —si DST podria potenciar el

efecto antitumoral o revertir la resistencia a C225—.

2.2. Resultados obtenidos in vivo.

Dadas las diferencias observadas en los resultados procedentes de los experimentos
en cultivos celulares, donde la interaccién de célula a célula y los cortos periodos de
tratamiento aplicados podrian estar afectando la supervivencia celular, decidimos trasladar
estos estudios a un modelo mas cercano a la tumorigénesis real, como es la implantacién de

tumores en ratones atimicos.

2.2.1 El tratamiento concomitante de C225 y DST empeora el control tumoral.

Se trataron tumores procedentes de células A431y FaDu WT con C225 o C225 y DST.
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g 400 ] =
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Dias des del inicio de los tratamientos Dias des del inicio de los tratamientos
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Figura 24. Efecto del tratamiento concomitante de C225 y DST in vivo. Se inocularon 10° células A431-
WT (A) o FaDu-WT (B) en el tejido subcutaneo de la region escapular de ratones atimicos. Se trataron
segun Figura 77. Los tratamientos tuvieron una duracidon de 2 semanas. Los valores provienen del
promedio de > 5 tumores independientes + SE por grupo. *p < 0’05 comparado con los valores de C225
solo (Mann-Whitney test).

El crecimiento de los tumores A431 fue mas agresivo en los ratones tratados con DST
(Figura 24A). Observacion aun mas clara en los tumores FaDu (Figura 24B). A dia +17, el
tamafio de los tumores A431 tratados con ambos agentes, comparado con los tratados solo
con €225, habia aumentado de 650 mm?®a 889 mm?>. Para los tumores FaDu, estos valores se

situaron en 128 mm?®y 390 mm? (p = 0'029), respectivamente.

A partir de esta observacién, que confirmd lo contrario de la hipdtesis de partida,
dirigimos las investigaciones hacia el esclarecimiento de un posible efecto antagdnico asociado
al DST. Una de las consecuencias fue que a pesar de haber generado dos sublineas celulares
con una tolerancia estable a C225 se prefirid seguir la investigacion con células parentales. Por
otra parte, y dado que la intencidn de nuestro trabajo fue su aplicabilidad clinica y que el C225
se combina con radioterapia en tumores de cabeza y cuello, decidimos evaluar si la

combinacion con radioterapia producia o no un efecto antagdnico.

En primer lugar, fue necesario establecer el modelo experimental que permitiera
irradiar tumores implantados en ratones. Los resultados acerca de la metodologia empleada se

exponen a continuacion.

2.2.2. Técnica para irradiar xenoimplantes en ratones atimicos usando una unidad de

radioterapia.

La Figura 25 describe la irradiacidn selectiva de los tumores en un acelerador lineal. Se
verificd la dosis prescrita mediante una dosimetria in vivo con peliculas radiocromicas
(Gafchromic EBT). En total, se llevaron a cabo 40 mediciones en 10 ratones durante 4 dias
distintos. Encontramos una variacidén inferior al 3 % en la dosis recibida entre los distintos
ratones en la misma sesidon y una variacion menor de 1’5 % entre los distintos dias. El
promedio de la desviacién de la dosis absorbida en los tumores fue de un 2’3 % respecto a la

dosis calculada.
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Dos dias antes de la irradiacién, cuando los tumores habian alcanzado entre 100 y 200
mm?, los ratones se estabularon en una sala de cuarentena. Antes de cada sesidn de
radioterapia, los ratones fueron anestesiados (punto 4.2 de material y métodos) vy
transportados a la unidad de radioterapia en jaulas autoclavadas. A la llegada a la unidad de
radioterapia, la mesa de tratamiento se desinfectd con alcohol y se cubrié con tallas estériles.
Se usaron gorros quirurgicos, mascarillas y guantes estériles durante la manipulacion de los

animales en el interior del bunker del acelerador.

En la Tabla 14 se describe la salud de los animales durante el tratamiento y el
seguimiento. Se registré la observacién mads severa, fuera o no reversible. Los animales se

evaluaron dos veces por semana en funcién de diversos pardmetros de supervision.

Lineal Accelerator
0

a) Patients’ table

b) Methacrylate plates (for backscatter irradiation)

Figura 25. Esquema usado para la irradiacion localizada de xenoimplantes en muiltiples fracciones. Los
tumores (T) se situaron entre el espacio creado por dos placas de metacrilato (b), cada una de tamanio
35 cm x 35 cm x 1 cm, separadas por una placa mas pequeiia (30 x 30 x 1). El haz de rayos X se ajusto
para cubrir el tumor con un margen de 1 cm, asegurando que el metacrilato se incluia en el haz. Las
patas derechas (dénde esta el tumor) se fijaron con cinta adhesiva, mientras que el cuerpo de los
animales (anestesiados) se mantenia fuera del haz. Las tallas estériles que cubren la mesa de
tratamiento (a) y que envuelven las placas estdn representadas con lineas verdes. Las lineas azules
punteadas ilustran las peliculas transparentes estériles que colocamos encima de los ratones para
protegerlos del metacrilato no estéril superior, de la misma forma como muestra la fotografia. La
distancia entre la placa y la fuente se situé a 100 cm del centro de la placa superior. Las dimensiones en
el diagrama no estan a escala.
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Tabla 14. Calidad de vida de los ratones durante y después de la irradiacion localizada de multiples
fracciones.

RATONES CONTROL (SIN IRRADIAR) RATONES TRATADOS CON RADIACION
Parémetros dé Bupervisén Periodo de tratamiento n=13) | Periodo post-tratamiento (n=12) | Periodo de tratamiento (n=32) | Periodo post-tratamiento (n=31)
Grado (%) Grado (%) Grado (%) Grado (%)
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

Pérdida de pesol 76'9 154 71 0 |833 83 83 0 |438 469 94 0 |613 355 1 0
Aspectos )‘isicos2 100 0 0 0 |[100 0 0 0 | 100 0 0 0 |[100 0 0 0
Sefiales clinicas” 100 0 0 0 100 0 0 0 |100 0 0 0 |100 0 0 0
Aterocones ®ly 0 0 | 0 0 0 |00 0 0 0 |1 ws 0 0
comportamiento
infeccioness 100 0 0 - 100 0 0 - | 100 0 0 - | 100 0 0
Dep.msicim:esE 100 0 0 . 100 0 0 - 100 0 0 - 100 0 0
Necross tumoral’ w0 - -7 o83 - - w00 - S T
Toxicidad tumoraf 100 0 0 0 |[100 0 0 0 |100 0 0 0 |[100 0 0 0

Los valores son la proporcion de observaciones expresadas en grados relacionadas con el numero total
de animales (n). (1) Pérdida de peso. Grados: 0 No hay pérdida de peso; 1 pérdida menor de un 10 %; 2
entre un 10 y un 20 %, y 3 pérdida mayor de un 20 %. (2) Aspecto fisico. Grados: 0 normal; 1 cambios en
el color de la piel; 2 palidez y cianosis, y 3 encorvamiento y pérdida de masa muscular. (3) Sefiales
clinicas. Grados: 0 no hay presencia; 1 hipotermia; 2 sangrado o secrecién de las mucosas de cualquier
orificio, y 3 presion abdominal y caquexia. (4) Alteraciones del comportamiento. Grados: 0 sin
alteraciones; 1 incapacidad para moverse normalmente; 2 imposibilidad para llegar a la comida/bebida,
y 3 inconsciencia o falta de respuesta a estimulos externos. (5) Porcentaje de animales con
enfermedades infecciosas. Grados: 0 no hay infecciones; 1 animales infectados que sobreviven, y 2
animales infectados que mueren. Grado 3 no se evaltio (NA). (6) Aspecto de las deposiciones. Grados: 0
normal; 1 deposiciones blandas, y 2 sangre visible. Grado 3 NA. (7) Porcentaje de necrosis por tumor.
Grados: 0 no hay necrosis tumoral, y 1 necrosis tumoral. Grado 2 y 3 NA. (8) Toxicidad inducida por la
radiacién local. Grados: 0 no hay presencia; 1 eritema; 2 lesidén exudativa, y 3 necrosis.

El efecto adverso mds destacado fue la disminucidn del peso. No obstante la pérdida
de peso se limitd a un grado 1 (menor de un 10 %), fue transitoria y no estaba asociada a
ningun signo fisico o clinico de enfermedad. Se observd que los ratones no irradiados tenian
una pérdida de peso aun mayor que los ratones irradiados, la cual se encontraba asociada con
el crecimiento tumoral descontrolado. Las diferencias que encontramos de pérdida de peso

entre ambos grupos no fueron significativas (Test Chi-square y Mann-Whitney U).

En el grupo de ratones irradiados, dos animales (12’9 %) se movian de forma anormal.
Este hecho se atribuyo a un crecimiento tumoral ya que no presentaban ningln signo que
indicara que se tratara de una reaccién local a la radiacién administrada. No se observo
ninguna infeccidon en los animales, independientemente del tratamiento que recibieran y a

pesar de existir un mayor riesgo microbioldgico debido a la manipulacién en areas no libres de
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patdgenos. Por ultimo, todos los animales fueron sacrificados cuando se cumplio el criterio de
punto final determinado por el tamafo tumoral. No fue necesario sacrificar ningiin animal por

criterios de salud animal (grados 2 o 3).
2.2.3. Efecto antitumoral de los tratamientos en tumores derivados de A431-WT.

Con la técnica mencionada arriba se administro la radioterapia en 10 dias consecutivos

tratando de imitar los tratamientos clinicos que se aplican en multiples fracciones.

Se realizd un experimento piloto para determinar la dosis de radiacidn adecuada de los
experimentos futuros. Para ello se trataron ratones con tumores A431-WT con fracciones de 2
o 3 Gy durante 10 dias y se evallo el efecto en el tamafio del tumor (Figura 26). Se observd
que con una dosis total de 30 Gy, los tumores crecian mas lentamente y necesitaban dos veces
mas tiempo para alcanzar un volumen tumoral equivalente al del los animales no irradiados

(datos no mostrados procedentes de un pool de tumores no tratados).

Se establecid que la dosis de radioterapia a emplear en este trabajo seria la de 30 Gy

en 10 fracciones de 3 Gy.

8 70 2Gyx 10 Gy

§ 6,01 Figura 26. Dosis de radiacion in
E vivo. Se inocularon 10° células
T 207 A431-WT en el tejido subcutaneo
ge]

Ke 4,0 de la pata derecha de ratones
% atimicos. Se trataron con una
S 3,04 dosis de radioterapia (XRT) de 20
§ 3 Gy x 10 Gy 0 30 Gy en 10 fracciones (excepto
= 2,0 sdbado y domingo). Los valores
E 1.04 provienen del promedio de un
% ’ experimento con 3 ratones = SE
=

0,0 - - . r (20 Gy) y con 2 ratones + SE (30

0 10 20 30 40 Gy).
Dias des del inoculo

A continuacién se determind la sensibilidad de C225 y DST, cada uno de ellos como

monoterapia.
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2000 B Control Figura 27. Evaluacidn del efecto en
E'E’f}s A431-WT de los tratamientos in
O XRT

vivo. Se inocularon 10° células en
el tejido subcutaneo de la pata
derecha de ratones atimicos. Se
trataron con una dosis de
radioterapia (XRT) de 30 Gy, con
0’5 mg de C225 o suero fisioldgico
2 veces por semana durante 10
dias, con 50 mg/Kg/dia de DST o
vehiculo durante 10 dias (excepto
sabado y domingo). Los valores
provienen del promedio de > 5
tumores independientes + SE por
grupo. *p < 0’05 comparado con
los controles (Mann-Whitney test).
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A dia +10, los tumores control y los tumores tratados con DST midieron 1.679 mm® y
1.547 mm?, respectivamente. Sin embargo (a dia +14) los tumores que habian recibido
radioterapia o €225 median 661 mm?®y 1.123 mm?, respectivamente; diferencia que indicaba

un claro efecto terapéutico (Figura 27).
2.2.4. Efecto radiosensibilizador del C225.

La adicién del C225 aumentd claramente el efecto antitumoral de la radioterapia en
los tumores derivados de ambas lineas celulares, A431 y FaDu. En los tumores procedentes de
células A431, a dia +35, los tumores tratados con radioterapia y C225 eran 3’5 veces mas
pequefios que los tratados sélo con radioterapia (Figura 28A). En cuanto a los tumores
procedentes de células FaDu, a dia +37, los tumores tratados con radioterapia y C225 eran 2’1

veces mas pequefios que los tratados soélo con radioterapia (Figura 28B).

A Células A431 . B Células FaDu *
16007 | yor (xenoimplantes) 1000y (xenoimplantes)
h:’—h OXRT4+C225 O XRT+C225
€ 800
£1200/]
IS
5] 600 1
g 8001
et
5 400
£
> 400
=] 2001
=
—5 —0—0— 5 o
0+ . . . " . 0+ T . T T "
0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35
Dias des del inicio de los tratamientos Dias des del inicio de los tratamientos

Figura 28. Efecto de la radioterapia combinada con el C225 in vivo. Se aplicd la misma metodologia que
en la figura 27. Se trataron segun Figura 79. Los tratamientos tuvieron una duracién de 2 semanas. Los
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valores provienen del promedio de > 5 tumores independientes + SE por grupo. *p < 0’05 comparado
con los valores con C225 (Mann-Whitney test).

2.2.5. DST contrarresta el efecto antitumoral de la radioterapia combinada con C225.

En los tumores derivados de células A431 o FaDu, se observé que el DST no inducia
una disminucidn del tamaio de los tumores sind al contrario. El crecimiento de los tumores
tratados con DST aumentd mientras que aquellos tratados sin DST experimentaron un
reduccion del progresiva tumor (Figura 29A). A dia +21, los tumores de los animales que
recibieron radioterapia y C225 presentaban un tamafio tumoral de 213 mm?® comparado con el
tamafio de 547 mm? (p = 0°02) que mostraban los tumores de los animales a los que ademds se
les dio DST. En FaDu-WT, también observamos el mismo resultado (Figura 29B); a dia +21 el

tamafio tumoral habia alcanzado 156 mm? en unos y en los tratados con DST 512 mm?® (p =

0’016).
Células A431 B Células FaDu
A (xenoimplante) * (xenoimplante)
—~ 600/ ® XRT+C225+DST m XRT+C225+DST
"‘E O XRT+C225 /I O XRT+C225 * * *
£
™
= 400
o
g “’L/J\L
]
] =
200 < 200
S
g ————O——§— ‘6/6
O T T 1 0 T
0 7 14 21 0 7 14 21
Dias des del inicio de los tratamientos Dias des del inicio de los tratamientos

Figura 29. Efecto terapéutico del tratamiento concomitante de XRT, DST y €225 in vivo. Se aplico la
misma metodologia que en la figura 27, aunque a diferencia de ésta se les administré una dosis de 50
mg/Kg/dia de DST 2 h antes de la radioterapia (ver detalles en la Figura 79).

& 5

Tras los experimentos in vivo quedd establecido, de acuerdo con este modelo
experimental, que la adicion de DST podria empeorar el control de tumores tratados con
cetuximab, tanto si reciben radioterapia como si no. La existencia de esta posibilidad fue
motivo de abandonar la idea de continuar evaluando la respuesta antitumoral de dasatinib y
se reorientd la investigacion hacia la busqueda de los mecanismos que pudieran explicar el

antagonismo, con la esperanza de identificar alguna diana terapéutica.



Resultados

2.2.6. Dasatinib induce de forma rapida y reversible petequias en ratones atimicos.

En esta parte de la memoria se describe la aparicion de hemorragias cutaneas en los
ratones tratados con dasatinib, una observacion circunstancial que no esta directamente
relacionada con los objetivos principales del estudio. Sin embargo, en tanto que intrigante,
este resultado motivo investigar mas allad la naturaleza de las hemorragias observada (Josep

Balart, 2011).

La didtesis hemorragica, un trastorno hematoldgico que produce sangrado, se observa
en un 23 % de los pacientes con leucemia mieloide crénica tratados con DST. En general, los
episodios son suaves o moderados, y suelen consistir en sangrado a nivel de mucosas. La
fisiopatologia de este sangrado asociado al farmaco se desconoce (Quintas-Cardama et al.,

2009).

Observamos que todos los ratones tratados con DST mostraron la presencia de
multiples petequias, las cuales se encontraban distribuidas aleatoriamente a lo largo de toda la
piel (Figura 30A). Las petequias aparecieron independientemente de si los animales tenian o
no implantado algun tumor. Tampoco se observaron en los ratones tratados con el vehiculo
(1,2-propanediol). El hallazgo mas remarcable fue la rapidez de aparicién, 1’5 h después de la
administracién del DST y su desaparicién a las 24 h después del tratamiento. Ademas, con la
administracién de una nueva dosis de DST fueron reapareciendo, hecho que se mantuvo a lo
largo de los 10 dias de duracién de los tratamientos. Aun asi, la cantidad de petequias
disminuyd con el paso de los dias (Figura 30B). Los ratones no enfermaron ni siquiera durante

el periodo de seguimiento posterior al tratamiento.

= hJ
2 M. T B

=
S

grado de aparicion de petequias

2 4 6 8 10
Dias de tratamiento

102
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Figura 30. Aspecto y cuantificacion de petequias. Los animales se trataron con 50 mg/Kg de DST o
vehiculo. (A) Aspecto de las petequias 1’5 h después de la dosis de DST. (B) Los simbolos indican el
promedio de intensidad de las petequias aparecidas, expresada en grados y las barras el SE (n = 10
ratones). Grados: 0, no aparece ninguna petequia; 1, pocas; 2, entre grado 1y 3;y grado 3, muchas.

Bajo el microscopio, se confirmdé que las manchas rojas de la piel eran de origen
hemorragico (petequias) que correspondian a la extravasacion de hematies alrededor de
capilares (Figura 31A). Se descarté que la causa del sangrado fuera el procesado de las
muestras y no se visualizé sangrado interno en los drganos. Asi, se identificé la aparicion de
hemosiderina 4 dias después de la administracion del DST en la piel donde previamente habia
aparecido petequias, indicando la existencia de una hemorragia previa a la obtencién de la

muestra (Figura 31B).

Figura 31. Petequias inducidas por DST en los ratones atimicos. Los animales se trataron oralmente con
50 mg/Kg de DST o vehiculo. (A) microfotografias ilustrativas (hematoxilina-eosina, 200x) mostrando
hematies extravasados en el drea de la petequia. (B) Visualizacion de hemosiderina (hematoxilina-
eosina, 400x; flechas) en el interior de los macréfagos indicando una hemorragia previa en una muestra
extraida del drea donde habia habido una petequia.

& S

La rapida formacidn y reversibilidad en las primeras horas del tratamiento junto con la
recurrencia de aparicion de las petequias después de cada dosis de DST, sugiere un mecanismo
de accién asociado a la inactivacién de la agregacion plaquetaria. Estos resultados se ven
reforzados por estudios previos en los cuales DST rapidamente inhibe, aunque de modo
reversible, la agregacion plaquetaria y aumenta el tiempo de sangrado de la cola de los ratones

(Gratacap et al., 2009).
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3. CAMBIOS EN LA TRANSDUCCION DE SENALES INDUCIDOS POR LOS
TRATAMIENTOS

3.1. Resultados in vitro.

En esta seccidn se describiran los cambios inducidos por los tratamientos en algunas
proteinas de las vias de sefializacién relacionadas con el EGFR. También se expondran los
resultados sobre posibles mecanismos de accidon que investigamos para explicar el efecto
antagonico (los detalles de los esquemas de tratamiento de los western blot realizados en este

punto se encuentran en el anexo 1 pagina 178).
3.1.1. La linea celular A431 responde al estimulo del ligando EGF.

Las células A431 se sometieron a distintas concentraciones de EGF (0, 1, 2, 5, 10 0 20
ng/mL) durante de 10 min. Asimismo, se aplicé una dosis fija de 5 ng/mL durante distintos

tiempos de incubacion (0, 1, 2, 5, 10 0 20 min.).

La estimulacién de las A431 indujo la fosforilacién de las tirosinas 845, 992 y 1173 del
EGFR, asi como también la fosforilacion del efector downstream del receptor, ERK1/2 (Figura

32A).

La dosis de EGF que empleamos en la mayoria de experimentos se fijé en este primer

experimento. Esta fue de 10 ng/mL durante 10 min.
3.1.2 Cambios inducidos por la radiacion ionizante en las proteinas EGFR y SRC en A431.

La irradiacidon de las células A431 con dosis de 1, 2 0 5 Gy produjo la fosforilacion de las
tirosinas 845, 1068 y 1086 del EGFR (Figura 32B). Esta activacidn se asocié a una fosforilacion y
desfosforilacion dosis-dependiente de SRC en la tirosina 418 (tirosina responsable de la
activacion de SRC) y en la tirosina 529 (tirosina responsable de la regulacién negativa de SRC),

respectivamente (Figura 32B).
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Figura 32. Caracterizacion mediante WB de la respuesta a EGF y a radiacion de distintas fosfoproteinas
en las células A431. (A) Respuesta al ligando EGF. Se usaron distintas concentraciones de ligando y
distintos tiempos de incubacion. Las células se lisaron después del estimulo. Se realizé 1 lisado. (B)
Respuesta a la irradiacion. E=EGF, 10 ng/mL durante 10 min.; Radiacién, 1-5 Gy. Las células se lisaron 15
min. después de la irradiacidn. Se analizoé 1 lisado por duplicado.

3.1.3. Existencia de un mecanismo de cooperacién entre SRC y EGFR en la linea A431.

Para valorar si la administracion de inhibidores de SRC podria potenciar la
radiosensibilizacion mediada por C225 y confirmar la existencia de una cooperacién entre
EGFR y SRC en las células A431, se bloqued SRC con el inhibidor selectivo y especifico de la
quinasa de SRC, PP2 (5 uM x 16 h).

El PP2 impidid la fosforilacion de la tirosina 845 del EGFR inducida por la radiacidon
ionizante (Figura 33). La reduccién de la fosforilacién de la tirosina 845 por el inhibidor PP2
indica que la fosforilacidn de esta tirosina inducida por la radiacién depende de SRC. Por otra

parte, este hecho sugiere que los inhibidores de SRC podrian potenciar a los inhibidores de

EGFR.
EGF =+ = =+ = 4+ = + - -
RXT(Gy) - - 252 - - 2 22 5
pP2 - - - - -+ + + - - -

pEGFR Y845 o -..- - —.u

EGFRtotal |y 4t B8 !!B - -

Figura 33. Existencia de un mecanismo de cooperacion entre SRC y EGFR en las células A431. Activacion
del EGFR Y845 en funcidn los distintos tratamientos. EGF, 10 ng/mL durante 10 min.; Radiacion (IR), 2 Gy;
PP2, 5 uM durante 16 h. Las células se lisaron después de los tratamientos y los extractos proteicos se
sometieron a WB. Se realizoé un lisado, por duplicado.
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3.1.4. Cambios inducidos por los tratamientos en las células A431 resistentes a cetuximab.

Una vez obtenida la linea resistente, se considerd importante establecer si existian
diferencias entre ambas lineas (WT y R) y como estaba modulada la respuesta a los
tratamientos en la via de sefalizacidon del EGFR. Se analizaron distintas tirosinas del receptor y

proteinas downstream como ERK y AKT mediante la técnica de Western blot.

3.1.4.1. La linea celular A431-R mostrd una disminucion de los niveles del receptor EGFR.

La linea A431-R se caracterizé por presentar unos niveles basales y estimulados (EGF
0 2 Gy) de receptor total (EGFR) menor al observado en la linea A431-WT (Figura 6). La
disminucién de los niveles de EGFR se observd también al determinar los niveles de EGFR
fosforilado (Figura 34). Ademas, a diferencia de las células A431-WT, en las células A431-R se
observo la ausencia de respuesta al estimulo EGF, sobretodo en la tirosina 992 y en un menor

grado en las tirosinas 1068 y 1086.

Células A431-WT Células A431-R
B E 2Gy B E 2Gy
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PEGFR Y1086 I_’ G " » Las células se lisaron después de
los tratamientos y los extractos

g proteicos se sometieron a WB. Se
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3.1.4.2. El C225 no inhibe la fosforilacion de las proteinas EGFR, ERK y AKT en la linea celular
A431-R.

Para determinar el efecto del C225 en las vias de sefializacion de ambas lineas y sobre
todo para explorar la respuesta de las proteinas en la linea resistente a C225, se trataron
células A431-WT y A431-R con 30 nM de C225. Ni el receptor ni las proteinas downstream ERK
y AKT fueron inhibidos por el C225 en la linea resistente (Figura 35). Por el contrario, en las
células A431-WT el bloqueo de la via del EGFR fue eficiente, tal y como se esperaria después

de ver el efecto antitumoral del anticuerpo en las células A431-WT.
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3.1.4.3. EI DST bloquea la quinasa de SRC en las lineas celulares A431-WT y A431-R.

Para determinar si el agente anti-SRC, DST, que queriamos usar para radiosensibilizar
las células A431-R realmente inhibia la diana de SRC, se trataron las células con EGF y radiacion
en presencia o ausencia de DST. Su administracién redujo claramente la fosforilacién de la
tirosina 418 en el dominio catalitico de SRC, sugiriendo la existencia de una potencial

aplicacion clinica (Figura 36).

pSRCY418
0 DST
B E 2Gy B E 2Gy
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Figura 36. Determinacion de los niveles de SRC pY418 en funcién de distintos tratamientos en células
A431 WT y R. EGF, 10 ng/mL durante 10 min.; Radiacion, 2 Gy durante 2 min.; DST, 50 nM durante 48 h.
Las células se lisaron después de los tratamientos y los extractos proteicos se sometieron a WB. Se
realizé 1 lisado, por duplicado.

3.1.4.4. Las células A431-WT y A431-R se comportan de forma distinta frente al DST.

Para explorar los cambios que producia el DST en ambas lineas, se trataron las células
A431-WT y A431-R con EGF, radiacién y C225 en presencia del DST. La administracidon de DST
no produjo ninglin cambio sustancial en las proteinas ERK y AKT respecto a las A431-WT
(Figura 37). Por el contrario en la proteina del EGFR, a pesar de no modificarse los niveles
totales de receptor se observd, respecto a las A431-WT, un incremento global (en distintas

condiciones) de la fosforilacion en la tirosina 992 y una disminucién de la fosforilacién en la

tirosina 1101, la cual también es fosforilada por SRC (Figura 37).
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Figura 37. Anilisis por WB del inhibidor de SRC en A431-WT y A431-R. EGF, 10 ng/mL durante 10 min.;
Radiacién, 2 Gy durante 2 min.; C225, 30 nM durante 48 h; DST, 50 nM durante 48 h. Se lisaron después
del tratamiento con radiacion y los extractos proteicos se sometieron a WB. Se realizaron 2 lisados
independientes.

Al observar en los experimentos de crecimiento tumoral en xenotransplantes que el
efecto antagdnico se daba tanto en ausencia como en presencia de radiacién ionizante y
debido a la complejidad para generar muestras irradiadas decidimos proseguir la investigacion

sobre los mecanismos de accidn sin el uso de la radioterapia.

3.1.5 Cambios inducidos por el tratamiento con dasatinib en las proteinas EGFR, SRC, STAT3

y ERK1/2.

Para determinar si el efecto del tratamiento concomitante de C225 y DST en las vias de
sefializacion era consecuencia directa de la inhibicién de SRC, las células A431 y FaDu WT se

trataron con EGF (10 ng/mL de 0 a 30 min.) en ausencia o presencia de DST (150 nM x 48 h).
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Figura 38. Efecto de la inhibicidon de SRC en las vias de sefializacion. Lisados de células A431 (A) y FaDu
(B) tratadas con EGF en presencia o ausencia de DST analizados por WB. EGF, 10 ng/mL con
incubaciones entre 0 y 30 min. DST, 150 nM durante 48 h. Se realizaron 2 lisados independientes, por
duplicado para cada linea celular. *No se consiguié obtener esta proteina en los lisados de la linea
celular FaDu.

En ambas lineas celulares, se observé que DST inhibia la proteina SRC; tal y como se
evidenciaba por los bajos niveles de fosforilacién de la tirosina 418 del dominio quinasa de
SRC, el cual es el criterio de inhibicién farmacoldgica usado en los estudios realizados en DST
(Luo et al., 2008; Song et al., 2006) (Figura 38). Debido a que el residuo Y845 del EGFR se
fosforila por la quinasa de SRC en vez de por el propio receptor, se determinaron su niveles
para confirmar la inhibicidn funcional de SRC. En ambas lineas celulares, la administracién de
DST provocd una disminucidn de los niveles de fosforilacion de esta tirosina del EGFR entre los

0y 30 min. (Figura 38).

A pesar de inhibir la fosforilacion de la tirosina 845 del EGFR, esto no se reflejé
downstream ya que la administracidon de DST indujo una significativa y paraddjica elevacion de
los niveles de pERK1/2 en ambas lineas, mayor aun de la observada con el ligando EGF solo

(Figura 38).
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Ademas, se observaron modificaciones en la via de STAT3. En la linea A431, mientras el
ligando disminuyd la fosforilacion de la tirosina 705, la administracién de DST revirtidé este
efecto (Figura 38A). En la linea FaDu-WT, a diferencia de las A431, el tratamiento con ligando
no modificé los niveles basales de la pY705 pero cuando se afadié DST estos niveles se vieron

incrementados (Figura 38B).

3.1.6 Cambios inducidos por el tratamiento de dasatinib, cetuximab y AG1478 sobre SRC,

EGFR, AKT, ERK1/2 y STAT3.

3.1.6.1. Cambios inducidos por dasatinib en combinacion con cetuximab en la proteina SRC.

Se observé que, independientemente del tratamiento con que se combiné, DST
inhibid la fosforilacién de la tirosina activadora de SRC, Y418, y la fosforilacién de la tirosina
responsable de la regulacién negativa de SRC, Y529. La inhibicién de SRC se asocié a una
disminucién de la fosforilacion de la tirosina 466 de la Cortactina, la cual es un sustrato

especifico de SRC (Tehrani et al., 2007) (Figura 39).

Dado que se ha descrito que SRC puede fosforilar la proteina Caveolina en la tirosina
14 y ello constituye un paso necesario para el transporte al nicleo de EGFR (Dittmann et al.,
2008), decidimos examinar si DST ejercia algin cambio en los niveles de fosforilacion de esta
proteina. Ninguno de los tratamientos modificd de modo significativo los niveles basales de la

pY14 de la Caveolina en ambas lineas celulares (Figura 39).
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Figura 39. La inhibicion concomitante de EGFR y SRC indujo cambios en la regulacion de SRC y de la
Cortactina. Lisados de células A431 (A) y FaDu (B) tratadas con EGF, C225 o AG1478 en presencia o
ausencia de DST analizados por WB. B, vehiculo; C, C225 30 nM durante 48 h; E, EGF 10 ng/mL durante
10 min.; A, AG1478 100 nM durante 2 h; DST, 150 nM durante 48 h. Se realizaron 3 lisados
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independientes, por duplicado, para A431 y 4, por duplicado, para FaDu. **No se evaluaron estas
proteinas.

3.1.6.2. Cambios inducidos por dasatinib en combinacion con cetuximab en la proteina EGFR.
Se examinaron los cambios producidos por los tratamientos en la via del EGFR
evaluando los niveles totales del receptor del EGF y de su fosforilacién en la tirosina 845,

activada por la quinasa de SRC, y en la tirosina 1068, activada por el propio EGFR.

En la linea celular A431, a nivel del receptor el tratamiento con C225 inhibid los niveles
de EGFR total pero estos no se vieron modificados con la administracién de DST (Figura 40A).
Mientras que la administracidn de C225 no inducia cambios en la fosforilacidn de la tirosina
845, disminuyd los niveles fosforilados de la tirosina 1068. Independientemente del
tratamiento con que se combinara, la administracién de DST disminuyd los niveles fosforilados
de la tirosina 845 y aumentd los de la tirosina 1068 (Figura 40A). En las células FaDu, la
inhibicién de la fosforilacién de Y845 y Y1068 por cetuximab fue mayor, pero se reprodujo el

incremento de pY1068 en presencia de DST (Figura 40B).
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Figura 40. La inhibicion concomitante de EGFR y SRC indujo cambios en la proteina EGFR. Igual que la
Figura 39 pero para las proteinas indicadas. *No se consiguid obtener esta proteina en los lisados de la
linea celular FaDu.

3.1.6.3. Cambios inducidos por dasatinib en combinacion con cetuximab en las proteinas
ERK1/2 y AKT.
Para determinar el efecto de la inhibicién de SRC sobre la sefializacién downstream de

EGFR en células tratadas con cetuximab, se midieron los niveles de las proteinas ERK1/2 y AKT.

En ambas lineas celulares no se observaron cambios en los niveles de las proteinas
totales ERK1/2 y AKT. La administracion de EGF caus6 un aumento de los niveles de pERK1/2 y
pAKT, que la administracion de C225 no modificé sensiblemente. Consistente con el aumento

de fosforilacién de ERK1/2 observado tras la administracién de EGF y DST (Figura 38), el
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tratamiento con DST y C225 indujo un incremento de la fosforilacion de ERK1/2 y AKT que

contrastd con la fosforilacion de ambas proteinas bajo la exposicién con C225 exclusivamente

(Figura 41).
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Figura 41. La inhibicion concomitante de EGFR y SRC indujo cambios en las proteinas ERK y AKT. Igual
que la Figura 39 pero para las proteinas indicadas. **No se evaluaron estas proteinas.

3.1.6.4. Cambios inducidos por dasatinib en combinacion con cetuximab en la proteina STAT3.
Dado que se ha descrito la reactivacion de STAT3 horas después de la administracion
de DST y que JAK es una posible via de resistencia al tratamiento con DST (Byers et al., 2009;
Caccia et al., 2010; Nagaraj et al.,, 2011), examinamos los niveles de esta proteina para
determinar si podia tener algin papel en el efecto antagdnico observado in vivo. Se
determinaron los niveles totales y fosforilados de la proteina STAT3, tanto en la tirosina 705
(responsable de la activacion de STAT3, de la dimerizacidn, la traslocacién nuclear y la union
del ADN) como en la serina 727 (responsable de la regulacion transcripcional de STAT3 a través

de las vias de MAPK y mTOR).

En ambas lineas celulares, se observd que, independientemente del tratamiento
administrado, no habia ninguna modificacidn en los niveles totales de STAT3 (Figura 42). En la
linea celular A431, los niveles de la pY705 disminuyeron en presencia del ligando EGF y
aumentaron en presencia de C225. La administracidon de DST revirtié el efecto del ligando y
aumentoé aun mas los niveles adquiridos por el tratamiento con C225. Respecto a la pS727 se
observd que la administracién de DST inducia un aumento de sus niveles fosforilados (Figura

42A).

En la linea celular FaDu, no se observd una disminucion de los niveles de fosforilacion
con el ligando. Sin embargo se observé un incremento notable de la fosforilacién de la tirosina

705 y de la serina 727 inducido por el DST, sobretodo en presencia de ligando (Figura 42B).
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Figura 42. La inhibiciéon concomitante de EGFR y SRC indujo cambios en la proteina STAT3. Igual que la
Figura 39 pero para las proteinas indicadas. **No se evaluaron estas proteinas.

3.1.6.5. Diferencias entre los efectos de C225 y AG1478 en A431 y FaDu WT.

Existen dos estrategias terapéuticas para inhibir el EGFR y la sefializacién downstream:
los anticuerpos monoclonales como C225 que compiten con el ligando para unirse al receptor
e inhibir la activacién inducida por ligando, y los inhibidores tirosina quinasa como erlotinib y
gefitinib que se unen al dominio quinasa intracelular inhibiendo el receptor (Ciardiello and
Tortora, 2008; Harari, 2004). La molécula AG1478 es un inhibidor directo de tirosina quinasa
que, a diferencia de C225, la inhibe indirectamente tras competir con los ligandos de EGFR.
AGA478 inhibid la fosforilacion de pERK1/2 y pAKT independientemente de la presencia de DST
en ambas lineas celulares (Figura 41). Otras diferencias que se observaron entre C225 y
AG1478, aungue no siempre coincidian entre ambas lineas celulares, tuvieron lugar a nivel de
las proteinas EGFR y STAT3. A pesar de que los niveles de EGFR total no se vieron modificados
con la administracion de AG1478 en la linea celular A431, si disminuyeron los niveles de EGFR
pY1068 y EGFR pY845. Estos resultados se reprodujeron en la linea celular FaDu, pero el grado
de disminucion no fue tan marcado; hay que recordar que las células FaDu responden mas que

las A431 al C225 (Figura 40).

Respecto a la proteina STAT3, no se observaron diferencias entre los inhibidores de
EGFR ya que ambos aumentaban los niveles de fosforilacién de la tirosina 705 y de la serina
727 excepto en la linea celular A431 que el inhibidor AG1478 disminuia los niveles de la pS727
(Figura 42). Por ultimo, en las proteinas SRC, Cortactina y Caveolina no se observaron

diferencias entre los inhibidores de EGFR (Figura 39).

En la tabla 15 se describe el efecto comparativo de los dos inhibidores de EGFR en las

proteinas EGFR, SRC, STAT3, ERK y AKT analizadas por WB. También se describe el



Resultados

comportamiento de estas mismas proteinas cuando los inhibidores de EGFR se combinan con

DST.

Tabla 15. Efecto en las proteinas indicadas de los inhibidores de EGFR en ausencia o presencia de DST.

Proteinas evaluadas C225 AG1478 C225+DST AG1478+DST

Células A431-WT

EGFR total N = N =
pEGFR Y845 = N% N% NN%
pEGFR Y1068 J N% T ™
pERK1/2 ™ N2 ™~ N
pAKT S473 0 J N J
pSTAT3 Y705 0 T ™~ ™~
pSTAT3 §727 ™ N% ™~ ™
Células FaDu-WT
pEGFR Y845 N% % N2 NN
pEGFR Y1068 NE N% T T
pERK1/2 ™ N2 ™~ N
pAKT S473 0 J N J
pSTAT3 Y705 T T ™~ ™~
pSTAT3 §727 ™ T ™~ ™~
Las flechas indican el grado de cambio en la fosforilacién de las proteinas
indicadas segun los tratamientos en relacion al control. Simbolos: =, no se

modifican los niveles; {, disminucidon de los niveles; y 1, aumento de los
niveles. El nimero de flechas aumenta segun el grado de aumento o disminucién
de la fosforilacion.

3.1.7. DST no aumenta los niveles disponibles de EGFR.

El efecto antagénico del DST podria proceder de una actividad aberrante del propio
EGFR el cual podria inducir una disminucidn en la internalizacidon del EGFR que a su vez daria
lugar a una mayor disponibilidad de moléculas EGFR en la superficie celular a punto para ser

activadas por los ligandos de EGFR (Li et al., 2009).

Para contrastar esta hipdtesis, las células A431 se marcaron con C225-FTIC y se
trataron con C225 (30 nM), DST (50 nM) o ambos durante 48 h (ver detalles en anexo 1, pagina
174). Mediante citometria de flujo se determinaron los niveles de EGFR-C225-FTIC. Se observo

que la administracidon del DST no incrementé la cantidad de EGFR en la superficie celular (las
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células no se permeabilizaron). Estos resultados se replicaron cuando las células se trataron

con C225 o C225 y DST, con o sin estimularlas con ligando EGF (2 ng/mL x 30 min.) (Figura 43).

250 250 Figura 43. El efecto paradéjico
del DST no es atribuible a un
) 200 incremento del EGFR en la
= superficie celular. Las células
§ 150 150 A431 en medio con FBS al 10
% % se trataron con 30 nM de
§ 100 100 C225, 50 nM de DST o con
& ambos durante 48 h. Después
50 50 se trataron en ausencia o
presencia de ligando EGF (2
0 | = ® o oo} 0 = e o Tt ng/mL durante 30 min.). Las
@o@ & & é-‘@ S @f;\»@ Q;;-:t? & @«Q\q"*\@ células se incubaron con C225-
& F® O (& F FTIC (15 min. a 42C) y después
Células marcadas con C225-FTIC Células marcadas con C225-FTIC ~ de su marcaje se analizaron

o1 mediante citometria de flujo.

estimulo con EGF

3.1.8. El tratamiento con PP2 reproduce los cambios inducidos por dasatinib.

El dasatinib inhibe multiples dianas como Bcr-Abl, SRC, cKIT, PDGFRa y B, efrinas,
receptores con dominio discoidina 1 (DDR1) y receptor del factor estimulante de colonia-1 (c-
FMS) (Montero et al., 2011). Légicamente, para concluir que los cambios inducidos por DST
eran consecuencia directa de la inhibicién de SRC fue necesario confirmar que los resultados
de los puntos 3.1.5 y 3.1.6 podian reproducirse mediante el uso de un inhibidor especifico y

selectivo de SRC, el PP2.

A pesar de que la inhibicién de la pY418 de SRC fue menor con PP2, los resultados
observados con DST en EGFR, SRC, AKT, ERK1/2 y STAT3 fueron reproducidos con PP2 ya fuera
como monoterapia o en combinacién con los inhibidores de EGFR, C225 y AG1478 (ver Figuras

83-87 del anexo 2 pagina 182).

3.1.9 Efecto del dasatinib (+ C225) en combinacion con un inhibidor de JAK.

Como hemos mencionado anteriormente, algunos estudios han descrito que el
receptor tirosina-quinasa de la proteina Janus-activated kinase (JAK) estd asociado con la
resistencia a DST y puede activar directamente la proteina STAT3 (Byers et al., 2009; Caccia et
al., 2010; Johnson et al., 2007). STAT3 la hemos visto su implicada en el efecto paraddjico de
DST. Esto nos llevé a determinar si un inhibidor de JAK, pyridone 6 (P6), podia contrarrestar los

efectos del DST en A431y FaDu WT.
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Figura 44. Dosis-respuesta frente al inhibidor de JAK. Lisados de células A431 y FaDu tratadas con
pyridone 6 (0, 0'25, 0’5, 1 y 2 uM durante 2 h) en presencia o ausencia del ligando EGF (10 ng/mL x 10
min.) analizados por WB. P6, pyridone 6. Se realizd un 1 lisado, por duplicado y por linea celular.

Para ello, primero se trataron las células A431 y FaDu con dosis crecientes del P6 (0’25,
0’5, 1y 2 uM x 2 h) en ausencia o presencia de ligando EGF (10 ng/mL x 10 min.) para
determinar una dosis del inhibidor con la que se inhibiera STAT3 en la pY705 sin inhibir
pPERK1/2. En ambas lineas celulares obtuvimos el efecto que buscdbamos con una dosis de 0’25

UM (Figura 44).

3.1.9.1. P6y DST: su combinacion no revierte el efecto paraddjico inducido por DST.

Antes de evaluar el estado de activacion de AKT y ERK en presencia de DST y P6 se
determinaron los niveles de activacién de EGFR y SRC en estas condiciones. En las células
A431, el tratamiento con P6 incrementd los niveles de pEGFR Y845 y pEGFR Y1068. Al afiadir
DST el grado de fosforilacidn de ambas tirosinas disminuyd, sobre todo el de la Y845 (Figura
45A). En las células FaDu se observé un aumento de fosforilacion de EGFR Y845 en presencia

de P6 (Figura 45B).
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Figura 45. La inhibicion concomitante de JAK y SRC indujo cambios en la proteina EGFR. Lisados de
células A431 (A) y FaDu (B) tratadas con P6, EGF, DST analizados por WB. P6, Pyridone 6 0’25 uM
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durante 2 h; E, EGF 10 ng/mL durante 0, 5 o 15 min.; DST, 150 nM durante 48 h. Se realizé un 1 lisado,
por duplicado y por linea celular. *No se consiguié obtener esta proteina en los lisados indicados.

En cuanto a SRC, se vio un aumento inducido por P6 de la funcidon quinasa,
evidenciandose esto a nivel de pCortactina Y466 y pSRC Y418 (Figura 46), y en consonancia con
un mayor grado de activacion de EGFR Y845 (Figura 45). DST, sin embargo, inhibié SRC incluso

en presencia de P6.
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Figura 46. La inhibicion concomitante de JAK y SRC indujo cambios en la regulacion de SRC y
Cortactina. Igual que la Figura 45 pero para las proteinas indicadas. **No se realizaron estas proteinas.

En lo que se refiere a AKT, P6 no modificé su fosforilacion (Figura 47). Sin embargo, el
tratamiento con P6 causé un incremento de la fosforilacion de ERK1/2 (Figura 47). El efecto
paraddjico de DST sobre AKT y ERK1/2, ya observado previamente, y en contra de lo que
imagindabamos, no tan sdlo no mejord al afiadir P6 al DST, sind que empeord, observandose un

aumento notable de la fosforilacion de ambas proteinas (Figura 47).

A Células A431 B Células FaDu
0 P6 DST _DST+P6 0 P6 DST DST+P6
E E E E E E E E

0 515 05150 5 15 0 515 0 515 05150 5 15 0 515

pakTse7: (SIS EREZNWEYR| [ "= =TS .. .
AKT tOta] | gy g g i o e sy o w— — KN

PERK1/2 | wme @hee e o h;—': == sw

ERK 1/2 total W *¥%
Q- tUDUIING | o o e i o S s e o S M

Figura 47. La inhibicion concomitante de EGFR y SRC indujo cambios en las proteinas ERK y AKT. Igual
que la Figura 45 pero para las proteinas indicadas. **No se realizaron estas proteinas.
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Finalmente, a nivel de STAT3 en las células A431, el tratamiento con P6 inhibid la
fosforilacidn de la tirosina 705. El tratamiento con DST o P6 a modo individual increment los
niveles fosforilados de la serina 727, la combinacién de ambos hizo disminuir sus niveles
fosforilados hasta un estado basal (Figura 48A). En las células FaDu el tratamiento con P6,
combinado o no con DST, inhibié los niveles de la pY705. Los niveles de la pS727 se vieron

incrementados cuando el P6 se combiné con DST (Figura 48B).
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Figura 48. La inhibicidn concomitante de JAK y SRC indujo cambios en la proteina STAT3. Igual que la
Figura 45 pero para las proteinas indicadas. **No se realizaron estas proteinas.

3.1.9.2. P6 y C225: su combinacion no revierte el efecto paraddjico producido por DST en la
linea A431, sin embargo, lo revierte en la linea FaDu-WT.

A nivel de EGFR, y como se habia observado previamente, el DST disminuyé los niveles
de la pY845 y aumenté los niveles de la pY1068. Sin embargo, cuando se combinaron P6, DST y

C225 se inhibid la fosforilacion de ambas tirosinas, sobre todo con el AG1478, (Figura 49).
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Figura 49. La inhibicidon concomitante de JAK, EGFR y SRC indujo cambios en la proteina EGFR. Lisados
de células A431 (A) y FaDu (B) tratadas con P6, EGF, C225 o AG1478 en presencia o ausencia de DST
analizados por WB. Pyridone 6, 0’25 uM durante 2 h; EGF, 10 ng/mL durante 10 min.; C225, 30 nM
durante 48 h; AG1478, 100 nM durante 2 h; DST, 150 nM durante 48 h.. Se realizé un 1 lisado, por
duplicado y por linea celular. *No se consiguié obtener esta proteina en los lisados indicados.
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A nivel de SRC, en ambas lineas celulares se observé la inhibicidon de la fosforilacion de
las tirosinas 418 y 529 de SRC, y de la tirosina 466 de la Cortactina como en los resultados

anteriores. (Figura 50).
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Figura 50. La inhibicion concomitante de JAK, EGFR y SRC indujo cambios en la regulacion de SRC y
Cortactina. Igual que la Figura 49 pero para las proteinas indicadas.

A nivel de ERK y AKT, en las células A431 la administracidon de P6 a cualquiera de los
tratamientos no modifico el efecto antagdnico inducido por DST en la fosforilacion de ERK1/2 y
de AKT, excepto cuando estos se combinaron con AG1478 que los inhibid (Figura 51A), en
consonancia con la Figura 41. En las células FaDu, la administracion del P6 a la combinacién de
C225 y DST inhibié la fosforilacién inducida por DST en ambas proteinas (ERK1/2 y AKT). El
efecto observado en las células A431 con el inhibidor AG1478 también se observé en FaDu

(Figura 51B).
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Figura 51. La inhibiciéon concomitante de JAK, EGFR y SRC indujo cambios en las proteinas ERK y AKT.
Igual que la Figura 49 pero para las proteinas indicadas.

A nivel de STAT3, en las células A431 la administracion del P6 inhibid la fosforilacion de
la tirosina 705, resultado que también se observé en la linea FaDu. En la serina 727 no se
observaron cambios significativos entre los distintos tratamientos excepto con la combinacidn
de AG1478, DST y P6 que inhibid sus niveles fosforilados (Figura 52A). A diferencia de las
células A431, en las células FaDu se observé un aumento significativo de la pY705 y de la pS727

con la administracion de DST (Figura 52B).
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Figura 52. La inhibicién concomitante de JAK, EGFR y SRC indujo cambios en la proteina STAT3. Igual
que la Figura 49 pero para las proteinas indicadas.

3.1.9.3. La administracion del inhibidor de JAK (+ C225) no revierte el efecto paraddjico
inducido por PP2.

Del mismo modo que se establecié que el efecto antagdnico del DST se reproducia
con PP2, evaluamos si se reproducian los efectos del bloqueo simultaneo de SRCy JAK (+ C225)
al sustituir DST por PP2 y de esta forma confirmar que dependian del bloqueo de SRC. En las
Figuras 88-95 del Anexo 2 (pagina 184) se muestra que el tratamiento con DST o PP2 en
combinacién con P6 con o sin C225 tiene uno efecto antagdnico equivalente sobre pERK1/2 y
pAKT, lo que permite concluir que el mecanismo de accidon subyacente se relaciona
directamente con el bloqueo de SRC (al ser PP2 un inhibidor mucho mas especifico que DST).
Se observaron algunas diferencias entre DST y PP2 en cuanto a los niveles de fosforilacidon de

SRC en la tirosina 418 y EGFR en la tirosina 1068 que fueron algo menores que con DST.
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3.1.10. Efecto de la inhibicion de SRC en combinacion con un inhibidor de cMET.

Recientemente, en algunos estudios se ha descrito que la resistencia a la inhibicion de
SRC podria estar relacionada con el receptor tirosina quinasa transmembrana cMET (Okamoto
et al., 2010; Sen et al., 2010), razén por la cual decidimos testar si el inhibidor de cMET

PHAG665752 revertiria el efecto producido por el DST.

3.1.10.1. La administracion del inhibidor de cMET no revierte el efecto paraddjico del DST.

Para establecer el efecto de la inhibicién concomitante de SRC y cMET, se trataron
A431 y FaDu WT con dosis crecientes del inhibidor PHA665752 (100, 500 o 1500 nM x 2 h) y
con EGF (10 ng/mL x 10 min.) en ausencia o presencia de DST (150 nM x 48 h).

En cuanto a EGFR, en las células A431 no se observaron cambios en los niveles de la
tirosina pY845 (Figura 53A). En las células FaDu, la administracién de DST y anti-MET indujo un
incremento, dosis dependiente, de los niveles de la pY845 (Figura 53B), aunque el ajuste por el
control de tubulina no lo permite afirmar taxativamente. Mientras en la linea celular A431
observamos que el tratamiento con DST solo, incrementd los niveles de la pY1068; en la linea
celular FaDu no se observaron cambios respecto al vehiculo. Aun asi, tanto en las células A431
como en las células FaDu, los niveles alcanzados en la tirosina 1068 con DST no se inhibieron

cuando se combind con el inhibidor de MET (Figura 53).
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Figura 53. La inhibicidn concomitante de cMET y SRC indujo cambios en la proteina EGFR. Lisados de
células A431 (A) y FaDu (B) tratadas con EGF y PHA6645752 en presencia o ausencia de DST analizados
por WB. PHA665752, 100, 500 y 1500 nM durante 2 h; EGF, 10 ng/mL durante 10 min.; DST, 150 nM
durante 48 h. Se realizé un 1 lisado, por duplicado y por linea celular. *No se consiguié obtener esta
proteina.

A nivel de SRC, se observd que el tratamiento con DST inhibia la sefializacion de la

tirosina 418. El tratamiento con anti-MET no modificd en la fosforilacion de SRC Y418. La
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combinacidon de ambos reducia la inhibicion de SRC observada con DST en la tirosina 418,

aunque el ajuste por el control de tubulina no lo permite afirmar taxativamente (Figura 54).
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Figura 54. La inhibicidon concomitante de cMET y SRC indujo cambios en la regulacién de SRC. Igual que
la Figura 53 pero para las proteinas indicadas.

Respecto a ERK y AKT se observd que el tratamiento con DST inducia la fosforilacién de
AKT y ERK1/2. La administracion del anti-MET al DST indujo ain mas los niveles de ambas

proteinas (Figura 55).

A Células A431 B Células FaDu
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Figura 55. La inhibicién concomitante de cMET y SRC indujo cambios en las proteinas ERK y AKT. Igual
que la Figura 53 pero para las proteinas indicadas.

En cuanto a STATS3, en las células A431 los niveles de la pY705 se vieron incrementados
con DST en combinacién con el anti-MET. Por el contrario, los niveles de la pS727
disminuyeron con DST en combinacién con el anti-MET, excepto con la dosis mas elevada de
anti-MET donde los niveles aumentaron hasta los del valor basal (Figura 56A), aunque el ajuste
por el control de tubulina no permite afirmarlo taxativamente. En las células FaDu, se observo
un aumento de los niveles de la tirosina 705 y de la serina 727 con DST, que fueron aln mas

elevados cuando se combind DST con el anti-MET (Figura 56B).
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Figura 56. La inhibicion concomitante de cMET y SRC indujo cambios en la proteina STAT3. Igual que la
Figura 53 pero para las proteinas indicadas.

3.1.10.2. La administracion del inhibidor de cMET no revierte el efecto paraddjico del PP2.
Decidimos también evaluar si los efectos de la combinacion de DST y PHA6645752

eran comparables a los obtenidos usando el inhibidor especifico de SRC, PP2. El efecto

antagdnico inducido por DST sobre la fosforilacién de ERK1/2 y AKT se reprodujo con PP2 tanto

en ausencia como en presencia del inhibidor de cMET (Figuras 96-99, Anexo 2, pagina 187).

3.1.11. Efecto del dasatinib en combinacion con un inhibidor de HER2.

La dimerizacién entre moléculas de la familia del EGFR es esencial en la activacién de
este receptor. En algunos casos, ésta puede tener lugar entre EGFR (HER1) y HER2. El receptor
HER2 tiene una gran afinidad para heterodimerizar con EGFR (Mass, 2004; Normanno et al.,
2006). De modo que, decidimos determinar si DST podria favorecer la heterodimerizacion
entre EGFR y HER2/Neu e inducir una mayor actividad del EGFR y, consecuentemente, de la
sefializacion downstream. Para testar esta hipdtesis usamos un inhibidor de HER2, AG825, en

células A431.

3.1.11.1. La administracion del inhibidor de HER2 no revierte el efecto paraddjico producido por
el DST.

Para establecer el efecto de la inhibicion concomitante de SRC y HER2, se trataron
células A431 con dosis crecientes del inhibidor AG825 (0’3, 3, 15 y 30 uM x 2 h) y EGF (10

ng/mL x 10 min.) en presencia o ausencia del DST (150 nM x 48 h).

La administracidon de AG825 solo o en combinacién con DST no produjo ninglin cambio
significativo en los niveles de la tirosina pY845 ni en los del EGFR total. A nivel de AKT, AG825

no frend la activacién de la serina pS473 tras EGF sind al contrario, incluso aumenté, y ademas,
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este aumento aun fue mayor cuando se combiné AG825 con DST. En la proteina ERK1/2 la

administracion del AG825 no inhibié el efecto antagdnico inducido por DST (Figura 57).
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3.1.11.2. La administracion del inhibidor de HER2 revierte el efecto paraddjico del DST cuando
se combina con C225 en células A431.

Para establecer el efecto de la inhibicién concomitante de SRC, EGFR y HER2, se
trataron células A431 con dosis crecientes del inhibidor AG825 (3 y 30 uM x 2 h) y EGF (10
ng/mL x 10 min.) en presencia o ausencia del C225 (30 nM x 48 h) y/o DST (150 nM x 48 h).

En primer lugar exploramos el receptor, donde la administracién del inhibidor AG825
aumento los niveles de la tirosina 845 cuando se combind con EGF o C225+EGF, un efecto que
podia intuirse también en la figura anterior. El tratamiento con DST redujo significativamente
los niveles de la pY845 a pesar de que con la combinacién de C225 y AG825 la inhibicion no fue
tan eficiente. El EGFR total presentd un patrén de sefializacién similar a la pY845 excepto con

la maxima dosis de la triple combinacidn donde fue significativamente inhibido.

Para evaluar la actividad de SRC se determind los niveles fosforilados de la tirosina 529
de SRC la cual fue inhibida DST a pesar de que como hemos observado con el EGFR, con la

triple combinacién la disminucién no fue tan eficiente.

En la tirosina 705 de STAT3 se observdé un incremento de fosforilacién tras la

administracidon de C225 y DST, fosforilacidn que resulté significativamente inhibida por AG825.

Por ultimo evaluamos los cambios en pERK1/2, donde se observd que el efecto

antagonico podia ser inhibido por AG825 sobre todo en combinacién con C225 (Figura 58).
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Figura 58. La inhibicion
concomitante de HER2,
EGFR y SRC indujo
cambios en las vias de
sefalizacion. Lisados de
células A431 tratadas con
EGF y AG825 en presencia
o ausencia de C225 y/o
DST analizados por WB.
AG825, 3y 30 uM durante
2 h; EGF, 10 ng/mL
durante 10 min.; DST, 150
nM durante 48 h; C225,
30 nM durante 48 h. Se
realiz6 un 1 lisado, por
duplicado.

3.1.12. La inhibicidn de SRC incrementa la actividad de RAS en las células A431y FaDu WT

Una vez identificado el efecto antagénico producido por DST, decidimos delimitar la

posicion en la via de sefializacién del EGFR-ERK1/2 en la cual podria tener origen el estimulo

gue incrementaba los niveles de pERK y pAKT. Nuestra hipdtesis inicial fue que la proteina RAS

podria estar directamente implicada, puesto que tanto ERK como AKT dependen de RAS (Takai

et al., 2001).

Primero determinamos el estado mutacional de la proteina RAS en los codones mas

susceptibles de estar mutados, los codones 12 y 13, de ambas lineas celulares. El genotipo

obtenido fue wild-type en ambas lineas celulares (Figura 59).

A KRAS hot spots
Res>  NM_DO498S F_Synthess SS&3.scf- Quality(0- lm) T
0 s ~ - 35 5
T T O GUTATCGUTT 0Tl o T c T ACG Cl:ﬂﬁ@' c.
e .
AT LA m/\f\ A A A
S 43KRAS LR sh]-- C\Mﬂ'ﬂ 100):3%
2
GYGGIAbi'GGAULfOC-l GLU.’&GGEAAU"\
m/\f\/\ Lirrr P AN AR /\z
S T e g N A e T 1 e ——

1
a ¥ N Lok A b R A oo d s o N0 IL Pz X0 LW Y

S€-  43IKRAS_DW.abl € Qualty(0-100:27

[ 3 (]

140
ICWKYG‘OOYAO"C- 0‘2’0010(—&0-"06—(&‘

I AAAAAAA *\/\( M VAVAVAYAVATAYAVAVAYaY.

14

-

120
QTG g

R mwm’&ﬂ"w” 5585k < Mv‘:olw?&?

MNP AAMAAAMAM AN M

ﬁOiO Cr

WA

uq Frame [Musion  [mhnaid laes [ovedsp [uop [Wowe [Sehiemo [Scoe  [TorsSeore [Comments




Resultados

|
KRAS hot spots

R HM_DOA9ES F_Synthesis S583.sc-> Quiskty{0-100): 79
0 FH 0 55 240 E
BOOY -7 TG T O TGT AT TR g A e e T e e T AT fl\norI@Y c g
4.000) = L2 =98 RS . oy e g 2
. i i
e ! \
AN AP
Se>  A3IKRAS_UP.sbl-> Qudlv:oma:n
2 100 aﬁ
IIQ[G(IAOIIﬂﬂAcrIDGI Qr(‘IADPEAnQ B..T. r_
1
3 f
\/\/\/\N\, .-f\/\f\z\ ‘M N/\f\/\ /V\“f\
2
15000 <o -nee = = P S
10001 ™ L —— R — .
son)
4 L L o A A A T A i e
2400 2180 2200 2280 2300 230 2400
18
1 e e s 2 P g T g 20 T 'a—-—--,_,»— - b T s
P W LAY ) P Mibn o A o ecsoe M r\ MM P\‘\ s ar)
Se-  ANIKRAS DW.abl <~ Qusty(0-100):27
i 15 40 T4 150
|mlreioolaolKooaoc!Doteucolaoocaaoaoiocu
00} -7
; Fa \ e r A~ = -
PANNNNIN A N ASAANASGAANANY, /v\/\ VAYAVAVAVSWAY
Re- mmmsn_s\vmmssaim W|m}67
4 oocf ys
3.000) i\| ;‘ ..L..T. @ c 1 1
Y ’WMV “\M YA/ *”WN
uull Frama |Mutation rFINA Ir] Irtansly |Aims | O Hoste  [Srfisto [Scoee T«dScm Cormmants

Figura 59. Hot spots wild type de la secuenciacion de la proteinas RAS. ADN de células A431 (A) y FaDu
(B) secuenciado para los codones 12 y 13 de Ras.

Una vez establecido el fenotipo de la proteina RAS para ambas lineas celulares, se
decidid realizar un pull-down de la proteina para determinar su actividad en funcién de los
tratamientos. Para ello, A431 y FaDu WT se trataron con EGF (10 ng/mL x 10 min.) y C225 (30
nM x 48 h) en ausencia o presencia de DST (150 nM x 48 h) (ver detalles en anexo 1, pagina

180).

En presencia de DST la estimulaciéon con EGF causé un aumento en la actividad de RAS
en ambas lineas celulares. Ademas, mientras el tratamiento con C225 disminuyd parcialmente
los niveles de RAS-GTP (activo), la adicidon de DST indujo la actividad de RAS en vez de inhibirla
(Figura 60).
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Figura 60. Efecto del DST en la actividad de la proteina RAS. Lisados de células A431 (A) y FaDu (B)
tratadas con EGF, C225 en presencia o ausencia de DST analizados mediante la técnica de pull-down. Los
niveles de GST se usaron como control de carga en los pull-down y, RAS total y a-tubulina se usaron
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como control de carga de los lisados. B, vehiculo; C, C225 30 nM durante 48 h; E, EGF 10 ng/mL durante
10 min.; DST, 150 nM durante 48 h. Se realiz6 1 pull-down por linea celular.

3.2. Resultados obtenidos in vivo.

A continuacidn, examinamos si los cambios inducidos por el DST en los niveles de
algunas proteinas de las vias de sefalizacion observados in vitro se observaban en los

xenoimplantes procedentes de ratones atimicos.

3.2.1. Efecto in vivo del DST en las vias de sefializacion.

Para establecer los cambios en la sefializacion se obtuvieron muestras, procedentes de
tumores A431 y FaDu tratados durante 3 dias con RXT+C225 y RXT+C225+DST (ver detalles en
Figura 80), a las cuales se les realizé una extraccién proteica y se les examiné las mismas

proteinas observadas in vitro.

3.2.1.1. El EGFR responde al DST de modo distinto en los tumores A431 y FaDu.

En primer lugar se examind la respuesta del EGFR. En los tumores derivados de células
A431, se observé que los niveles de la tirosina pY845 y pY1068 eran mayores en el grupo de
animales tratados con DST (Figura 61A). En los tumores derivados de células FaDu se observd

una reduccion de los niveles de la pY845 (Figura 61B).
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Figura 61. Efecto in vivo del DST en el EGFR. Lisados procedentes de tumores A431 (A) y FaDu (B)
tratados con RXT+C225 (en negro) o RXT+C225+DST (en blanco) analizados por WB. Los tumores se
numeraron y se agruparon segun el tratamiento recibido. Los niveles de cada proteina fueron
cuantificados (densidad dptica) y normalizados por la vinculina. La ratio de la actividad de las proteinas
se obtuvo de la ratio normalizada de la proteina fosforilada respecto la ratio normalizada de la proteina
total. Se obtuvieron las muestras siguiendo el esquema de la Figura 80. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas (Mann-Whitney test).

3.2.1.2. El DST inhibié significativamente la actividad de SRC en los tumores de ambas lineas
celulares.

A continuacién se examind la respuesta de SRC segun los tratamientos. En los tumores
derivados de ambas lineas celulares, se observé una clara inhibicion de la fosforilacidon de las

tirosinas responsables de la regulacion de SRC, Y418 (A431, p = 0'017; y FaDu, p = 0°017) y
Y529 (Figura 62).
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Figura 62. Efecto in vivo del DST en SRC. Igual que la Figura 61 pero para las proteinas indicadas. *p <
0’05 comparado con los valores con RXT+C225 (Mann-Whitney test)

3.2.1.3. EI DST induce la actividad de STAT3 en los tumores de ambas lineas celulares.

Se determind la respuesta de STAT3 al aiadir DST. En los tumores A431, se observo la
induccidn de la pY705 y de la pS727 (p = 0°006) (Figura 63A). En los tumores FaDu, también se
observé que la administracion de DST indujo un incremento de los niveles de pY705 (p = 0°011)

y de la serina 727 (Figura 63B).
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0’05 comparado con los valores con RXT+C225 (Mann-Whitney test).

3.2.1.4. El DST indujo la pERK1/2, pero AKT respondid de modo distinto en los tumores A431 y

FaDu WT.

En los tumores A431, se observd que los animales tratados con DST presentaban una
disminucién de los niveles de la pS473 del AKT y un incremento de los niveles de pERK1/2

(Figura 64A). En los tumores FaDu, se observé un fuerte aumento de los niveles de la pS473 del
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AKT (p = 0'030) y un incremento moderado de los niveles de pERK1/2 (Figura 64B).
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Figura 64. Efecto in vivo del DST en ERK1/2 y AKT. Igual que la Figura 61 pero para las proteinas
indicadas. *p < 0’05 comparado con los valores con RXT+C225 (Mann-Whitney test).
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4. CAMBIOS EN LA ANGIOGENESIS ASOCIADA A TUMOR INDUCIDOS POR
LOS TRATAMIENTOS

4.1. Exploracion del efecto del dasatinib en la secreciéon de VEGF.

El mayor crecimiento de los tumores tratados con DST nos llevé a comprobar si la
secrecién de uno de los principales factores proangiogénicos, VEGF, se inducia por DST. Se
trataron células A431 y FaDu con radiacion, radiacion mas cetuximab o la triple combinacién y
se recogio el sobrenadante de los cultivos a 0, 24 y 48 h, momento en que se determinaron los

niveles de VEGF mediante ELISA (ver detalles en anexo 1, pagina 180).
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Figura 65. Efecto paraddjico del DST en la secrecion de VEGF después de radioterapia y C225. Células
A431 (A) y FaDu (B) tratadas con radioterapia, radioterapia y C225 o la triple combinacién. Alas 0, 24 y
48 h, se obtuvieron los sobrenadantes y se realizd el recuento celular de los cultivos. El valor VEGF se
determind mediante un ensayo ELISA y se normalizd por el nimero total de células. Las variaciones se
describieron como incrementos relativos al tiempo 0 h. RXT, 8 Gy; DST, 150 nM; C225, 30 nM. Las
columnas indican los promedios y las barras el SE. Se indican los valores de p (Mann-Whitney test). Se
realizaron 3 experimentos para A431 vy 2 para FaDu, cada uno por duplicado.

Tras la irradiacion, se observé un incremento de los niveles de VEGF dependiente del
tiempo (Figura 65). Ademas, se observo que a 48 h el C225 era capaz de inhibir en un factor de
3’4 la secrecidon de VEGF inducida por la radiacion. Sin embargo, la administracion de DST
aumento significativamente los niveles de VEGF a pesar del C225: en ambas lineas celulares, a

48 h, el DST revertid el efecto producido por el C225 en un factor de 2 (Figura 65).

4.2. Exploracion del efecto del dasatinib en la angiogénesis asociada a tumor.

El incremento en la secrecidn de VEGF asi como el hecho de que la progresion tumoral

estd asociada a la neoangiogénesis, nos llevé a investigar si el incremento del volumen tumoral
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observado en los tumores tratados con DST estaba relacionado con un incremento en la

densidad vascular (MVD). Para ello, se obtuvieron muestras de tumores A431 y FaDu WT

tratados durante 3 dias con RXT+C225 y RXT+C225+DST, a las cuales se les determind el

marcador de angiogénesis CD31/PECAM-1.
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Figura 66. Efecto paraddjico del DST en la angiogénesis asociada a tumor. Tumores A431 (A) y FaDu (B)
tratados segln la Figura 80. Se muestran imagenes representativas de una inmunohistoquimica
convencional para el antigeno CD31/PECAM en cortes de OCT. Se determiné la MVD usando 5 tumores
independientes y 5 campos por tumor, siguiendo el criterio de Weidner et al. (Weidner et al., 1991) Se
realizaron dos recuentos independientes. Las columnas son promedios y las barras son SE. *p < 0’05

respecto los valores sin DST.

Se observd un aumento de positividad para CD31/PECAM en los tumores tratados con

DST. El mayor incremento de MVD inducido por DST se observé en los tumores FaDu (15

versus 21; p = 0'003) (Figura 66B). En los tumores A431, la MVD también era mas elevada en

los tumores tratados con DST (9 versus 14; p = 0°001) (Figura 66A), indicando que DST estaba

involucrado en una mayor angiogénesis asociada a tumor.
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5. CAMBIOS INDUCIDOS EN LA SINTESIS DE ADN POR LOS
TRATAMIENTOS

5.1. Exploracion del efecto del dasatinib en la sintesis del ADN.

El crecimiento de los tumores tratados con DST también podria estar asociado con un
incremento de la proliferacion. De modo que, se decidid determinar el indice de BrdU

incorporada, marcador de la sintesis de ADN.
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Figura 67. Efecto in vitro de los tratamientos en la sintesis del ADN. Células A431 sembradas sobre
cubreobjetos fueron tratadas con C225, DST o la combinacién de ambos durante 48 h (ver detalles en
anexo 1 pagina 177). Después del tratamiento, se fijaron las células y se realizé una inmunofluorescencia
para detectar BrdU (en verde) y los nucleos celulares (en rojo). Se calculé el indice de nucleos positivos
para BrdU. DST, 150 nM; C225, 30 nM. Se realizaron 4 experimentos independientes con un recuento de
5 campos por experimento. *p < 0’05 respecto el control.

Si bien el tratamiento con DST dio lugar a valores mas elevados de nucleos BrdU

positivos, las diferencias no fueron estadisticamente significativas (Figura 67).

5.2. Exploracion del efecto del dasatinib en la sintesis del ADN.

Se evalud el indice de BrdU incorporada, en los tumores A431 y FaDu tratados 3 dias

con RXT+C225 o RXT+C225+DST.
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Figura 68. Efecto paraddjico del DST en la sintesis de ADN. Tumores A431 (A) y FaDu (B) WT tratados
segun el esquema representado en la Figura 80. Imagenes representativas de una inmunofluorescencia
de BrdU incorporada en cortes de OCT. El indice de BrdU se calculé como la ratio entre la florescencia
verde (BrdU incorporada) y la florescencia azul de los nucleos (DAPI) usando 5 tumores independientes
y 5 campos por tumor. Las columnas son promedios y la barras son SE. *p < 0’05 respecto los valores sin
DST.

Se observd que el nimero de células positivas para la BrdU era mayor en los tumores
procedentes de ratones tratados con DST. En los tumores FaDu, se observd que mientras la
ratio BrdU/nucleos era de un 26 % en los tumores que recibieron radioterapia y cetuximab, la
ratio era de un 42 % para los tratados con la triple combinacion (p = 0'0001) (Figura 68B). En
los tumores A431, la administracién de DST también indujo un incremento en la BrdU

incorporada de 38 % a un 55 % (p = 0°'0001) (Figura 68A).
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6. CAMBIOS INDUCIDOS POR EL DASATINIB EN EL PROTEOMA

El estudio del proteoma permite evaluar los cambios que sufre el conjunto de
proteinas celulares tras un tratamiento, por lo que sirve de herramienta para explorar

mecanismos de accién.

Para identificar mecanismos implicados en el efecto paraddjico inducido por DST, se
usaron tumores derivados de células FaDu-WT tratados durante 3 dias con RXT+C225 o
RXT+C225+DST (n = 10 por tratamiento) seguin el esquema de la Figura 80. Los tumores fueron
homogeneizados, marcados con distintos fluorocromos en funcién del tratamiento recibido y
sometidos a una electroforesis de dos dimensiones (2D-DIGE). Se detectaron 96 proteinas
(spots) que se expresaban al alza o a la baja en el grupo de RXT+C225+DST en relacion al grupo
control (de tratamiento con RXT+C225) (Figura 69). Se seleccionaron 32 spots para la
espectrometria de masas (los restantes no se pudieron identificar debido a la baja abundancia,

a una rapida degradacion proteica o por la baja sensibilidad del MALDI-TOF/TOF).
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Figura 69. Spots de las proteinas detectadas mediante la electroforesis 2D-DIGE. Los extractos
proteicos de cada muestra se marcaron con Cy3 y con Cy5 (marcaje cruzado entre los dos grupos de
tratamiento) y fueron sometidos a un enfoque isoeléctrico con un marcaje Cy2 como control interno.
Para la segunda dimensidn, la muestras se separaron en geles de poliacrilamida de 12’5 %. Los circulos
muestran los spots detectados y las flechas indican algunas de las proteinas reguladas de forma distinta
en el grupo de RXT+C225+DST respecto RXT+C225 con numero de accesion (base de datos SWISS-Prot).

De estas 32 proteinas expresadas de forma distinta, 16 proteinas fueron de origen

humano (relacionadas con el tumor) y las otras 16 de origen murino (relacionadas con el
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estroma). En ambos casos, la mayoria de las proteinas reguladas al alza pertenecen al
metabolismo glucolitico. En cuanto a las proteinas reguladas a la baja tan sdélo se observaron
dos proteinas la calreticulina (se encontré en ambas especies) y la queratina de tipo Il (sélo se
observd en las proteinas de origen humano). Las proteinas identificadas en los spots
seleccionados, asi como las diferencias (ratio) en la expresién proteica en el grupo de
RXT+C225+DST respecto el grupo de RXT+C225, la funcidn molecular y el proceso bioldgico en

el que estan involucradas, se encuentran resumidas en la Tabla 16 y 17.
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Figura 70. Dianas comunes y procesos activados en las muestras tratadas con DST. Representacion
visual de las redes moleculares del 2D-DIGE, de las proteinas identificadas y de los procesos celulares
implicados realizado con el programa Pathway Studio 8.0 basado en referencias de PubMed.

Un analisis funcional de las proteinas humanas mediante el programa Pathway Studio
8.0 puso de manifiesto dianas y procesos activados que tenian en comun estas proteinas. Un

analisis preliminar mostrd su participacion en procesos de estrés oxidativo, diferenciacion

136
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celular, muerte celular, proliferacidn, apoptosis, vascularizacién, crecimiento celular y
endocitosis. Ademas, algunas de estas proteinas estaban estrechamente relacionadas con
MAPK1 (ERK2) y MAPK3 (ERK1) (Figura 70A). Un segundo analisis que incluyé las proteinas
EGFR, ERK1, ERK2 y STAT3, que se habian visto implicadas en el efecto antagdnico inducido por
DST (en western blots), predijo un elevado nimero de interacciones con las proteinas

humanas identificadas por MALDI-TOF/TOF (Figura 70B y Tablas 16-17).
6.1. Efecto del DST en la Lactato deshidrogenasa (LDH).

Una de las proteinas que se encontraron reguladas al alza y que es un indice de
proliferacién en algunos canceres es la LDH. Se evaluaron los niveles de LDH en sobrenadantes
de cultivos celulares de A431 o FaDu WT tratados con C225 en ausencia o presencia de DST

(ver detalles en el anexo 1 pagina 181).

Células A431 B Células FaDu
1,2 1,64

1,0 —
1,24

-
7]
v
o
v
g
=08
o
o
=
I 06 0,81
=)
—
(7]
< 04
vy
@ 0,4
v
20,2
=

0,0 0,04

BASAL C225+EGF | C225+DST BASAL C225+EGF  C225+DST
+EGF + EGF
tratamiento tratamiento

Figura 71. Efecto del DST en la secrecion de LDH. Células A431 (A) y FaDu (B) WT tratadas con C225 en
ausencia o presencia de DST. Se recogieron los sobrenadante a las 48 h y la LDH se determino mediante
espectrometria molecular de absorciéon. Las variaciones de LDH tras los tratamientos se normalizaron
por su valor basal. DST, 150 nM durante 48 h; C225, 30 nM durante 48 h; EGF, 10 ng/mL durante 10 min.
Se realizaron 2 experimentos para cada linea. Las columnas indican promedios y las barras son SE.

En ambas lineas celulares, se pudo observar un leve incremento de los niveles de LDH

cuando afiadiamos el DST (Figura 71).

6.2. Las proteinas evaluadas en los tumores A431 y FaDu WT confirman los resultados

obtenidos en protedmica.

Se examinaron por Western blot proteinas relacionadas con el metabolismo
glucolitico, hipoxia y angiogénesis que coincidian con muchas de las funciones de las proteinas

obtenidas con el estudio de protedmica. Ademas, también se escogieron por su interaccidn
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con las vias MAPK y PI3K/Akt, las cuales hemos descrito asociadas al efecto antagdnico
inducido por DST. En los tumores A431 se observo que la administracién de DST no modificaba
los niveles de la proteina HIF1a, pero si disminuia los niveles de Glutl e inducia los niveles de
p-p70 S6K (p = 0°029) (Figura 72A). Por el contrario, en los tumores FaDu-WT se observé un
incremento de los niveles de HIF1a, Glutl y p-p70 S6K (p = 0°'030) (Figura 72B). No se observo

ninguna modificacion de los niveles de la proteina c-MYC.
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Figura 72. Efecto in vivo del DST en proteinas asociadas a los resultados de protedmica. Lisados
procedentes de tumores A431-WT (A) y FaDu-WT (B) tratados segun Figura 80 con RXT+C225 (en negro)
o RXT+C225+DST (en blanco) analizados por WB. Los tumores se numeraron y se agruparon segun el
tratamiento recibido. Los niveles de cada proteina fueron cuantificados (densidad dptica) y
normalizados por la vinculina. Los valores de p-p70S6K proceden del cociente entre la ratio normalizada
de la proteina fosforilada respecto la ratio normalizada de la proteina total. RXT, 9 Gy (fracciones diarias
de 3Gy); DST, dosis diaria de 50 mg/Kg/dia por 3 dias; C225, 1 dosis de 1 mg y 1 dosis de 0’5 mg. *p <
0’05 comparado con los valores con RXT+C225 (Mann-Whitney test). £ No se pudo normalizar por la
vinculina porque no se realizo.



Tablas 16 y 17. Expresion diferencial del proteoma (en tumores derivados de células FaDu). La ratio expresa el nUmero de veces que una proteina se encuentra regulada al
alza o a la baja (-) tras la terapia RT+C225+DST en relacidn con la de RT+C225. Las proteinas en negrita son proteinas que podrian participar o tener un papel interesante en
el efecto antagonista observado con el DST. Mientras que las proteinas marcadas en gris son proteinas que fueron identificadas pero el intervalo de confianza (C.l. %) no era
significativo. A continuacién de la ratio se muestra la funcién molecular y el proceso bioldgico en el que se encuentran implicadas las proteinas indiciadas.

Tabla 16. PROTEINAS HUMANAS

Num. , , iy Lol
s Nombre proteinas Ratio Funcion molecular Proceso bioldgico
Regula la expresién de Myc Transcripcion del promotor ARN polimerasa Il
8 Proteina 1 de unidn al elemento upstream Far 1,51 | Activadory represor de la transcripcion Regulacion de la transcripcion
Helicasa dependiente de ATP
. . Progresion del ciclo celular e inhibicién de la apoptosis después de Apoptosis
9 Spll’ldlln-z B 1’72 remover los factores de crecimiento esenciales. Ciclo celular
, Hidrolasa, proteasa, serina proteasa Protedlisis
13 Serin-proteasa transmembrana 13 1,7 Actividad de receptor scavenger o “escoba”
Receptor cation independiente de la manosa 6- Union de receptores, glicoproteinas y fosfoproteinas. Endocitosis mediada por receptores
16 1,7 Actividad de receptor del factor de crecimiento insulinico. Transporte
’
fosfato Actividad de transporte
18 Calreticulina -1,56 Se une a proteinas mal plegadas y previene su transporte desde el Arresto del ciclo celular. Regulacion negativa de la transcripcion y la
reticulo endoplasmatico al aparato de Golgi. translacion, y regulacion positiva de la replicacion del ADN.
20 Calreticulina= Proteina de unidn del calcio -1,51 Chaperona Inhibe el crecimiento celular, la neovascularizacién e incrementa la
inmunogenicidad.
19 Piruvato quinasa isoenzima M]_/MZ 1,78 La regeneracion energética por PKM permite la supervivencia de Glicolisis
N n N n las células bajo condiciones de hipoxia. Actividad piruvato quinasa. | Muerte celular programada
J P p q prog
23 Piruvato quinasa isoenzima Ml/MZ 1'85 Regula la proliferacion y la supervivencia de las células tumorales.
25 Piruvato quinasa isoenzima M1/M2 1,71 | Unién de las quinasa transferasa, ATP y proteinas
Regula la actividad quinasa de la PKC y de SRC via ITB1 y RACK1 Activacién del complemento, via de sefializacién de las lectinas
21 Queratina, tipo Il citoesquelética 1 -1,51 | Actividad de receptor. Union de proteinas y azucares. Regulacién de la angiogénesis
Constitutivo estructural del citoesqueleto Respuesta al estrés oxidativo
32 beta-enolasa isoforma 1 2,55 Actividad fosfopiruvato hidratasa Glicolisis
: Liasa Gluconeogénesis
33 beta-enolasa isoforma 1 2,38 | Metaloenzima
40 Proteina aldolasa A 1,59 Cataliza la reaccion adol Glicolisis
41 Fructosa bifosfato aldolasa A 1,74 Glicdlisis. Gluconeogénesis
fosf Unidn de actina, fructosa, tubulina y proteinas idénticas Proceso de biosintesis de ATP
43 Fructosa bifosfato aldolasa A 1,75 Actividad fructosa bifosfato Organizacion del filamento de actina
44 Fructosa bifosfato aldolasa A 1,78 | Liasa. Proceso metabdlico bifosfato
. Proteina de esqueleto Activacién y degranulacion de las plaquetas
45 Fructosa bifosfato aldolasa A 1,73 Homotetramerizacion proteica
42 Creatina quinasa tipo M 2,84 Quinasa transferasa. Unién de ATP. Actividad de creatina quinasa Proceso metabdlico de la creatina
46 Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 1,52 Unién de NAD. Actividad fosforilativa de NAD" Glicdlisis. Gluconeogénesis
N ; : Actividad peptidil-cisteina S-nitrosilasa Peptidil-cisteina S-nitrosilacion
48 Gliceraldehido-3-fosfato desmdrOgenasa 1,61 Unidn de proteinas Estabilizacién proteica. Apoptosis
. . I~ Actividad de L-malato deshidrogenasa Ciclo del 4cido tricarboxilico
>1 Malato deshldrogenasa, C|toplasmat|co 1,56 Actividad de enzima malico Gluconeogénesis
64 Triosa fosfato isomerasa 1,7 Actividad de la triosa fosfato isomerasa Glicolisis.
3 : Isomerasa Gluconeogénesis
65 Triosa fosfato isomerasa 1,63 Intercambio de Pentosa fosfato
Transferasa, actividad reguladora de las quinasas Metabolismo de los xenobidticos y glutation. Anti-apoptosis
70 Glutation S-transferasa P 1,96 | Unidn de la JUN quinasa, de S-nitrosoglutation, del complejo de Regulacién de la vias de TNF, MAPK, NF-kappa B y JUN quinasa
hierro nitrosil y del oxido nitrico. Actividad de glutatidn transferasa Regulacién de la respuesta inflamatoria. Regulacion del estrés oxidativo.
85 Cadena pesada 8 de la dineina axonemal 1,59 Proteina motora. Unién de ATP. Actividad ATPasa Movimiento basado en el microtubulo




Tabla 17. PROTEINAS DE RATON

Num. , , iy L
s Nombre proteinas Ratio Funcion molecular Proceso biolégico
L Inhibidor de la proteasa y de la tiol proteasa. Actividad inhibitoria de la Coagulacidén de la sangre. Respuesta inflamatoria

? Quininogeno-1 172 endopeptidasa del tipo cisteina. Vasoactivo. Vasodilatador Vasodilatacion
2 Suero de albumina 1,61
3 Suero de albimina 1,68
10 Suero de albumina 1,81 | unién del ADN Respuesta celular a la inanicién
11 Suero de albumina 1,76 Unién de drogas Mantenimiento de la localizacién mitocondrial
12 Suero de albumina 162 Unidn de fosfato de piridoxal Regulacién negativa de la apoptosis
3 S de albami ]'- 7 Unidn de toxinas Transporte

uero de albumina ,
14 Suero de albumina 1,75
16 Suero de albumina 1,7
17 Suero de albumina 1,52
19 Piruvato quinasa isoenzima M1/M2 1,78 La regeneracion energética por PKM permite la supervivencia de las células bajo | Glicélisis
23 Piruvato quinasa isoenzima M1/M2 185 condiciones de hipoxia. Actividad piruvato quinasa. Muerte celular programada

- - - - 2 Regula la proliferacion y la supervivencia de las células tumorales.
25 Piruvato quinasa isoenzima M1/M2 1,71 | Unién de las quinasa transferasa, ATP y proteinas
Se une a proteinas mal plegadas y previene su transporte desde el reticulo Arresto del ciclo celular. Regulacién negativa de la transcripcién y la
21 Calreticulina -1,51 | endoplasmatico al aparato de Golgi. translacion, y regulacién positiva de la replicaciéon del ADN. Inhibe
Chaperona crecimiento celular, neovascularizacién e aumenta la inmunogenicidad.
. Oxidoreductasa. Actividad 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa. Proceso metabdlico de los 4cidos grasos
22 Lambda-Crystallin homologa 2,03 Actividad L-gulonato 3-deshidrogenasa. Actividad NAD+
32 Beta-enolasa 2,55 Actividad fosfopiruvato hidratasa Glicolisis
33 Beta-enolasa 238 Liasa. Metaloenzima Gluconeogénesis
38 Creatina quinasa tipo M 3,12 Quinasa transferasa. Proceso metabdlico de la creatina
39 Creatina quinasa tipo M 3,04 union de ATP. i .
- - - Actividad de creatina quinasa
42 Creatina quinasa tipo M 2,84
40 Fructosa bifosfato aldolasa A 1,59 Glicdlisis. Gluconeogénesis
n Fructosa bifosfato aldolasa A 174 Unidn de actina, fructosa, tubulina y proteinas idénticas Proceso de biosintesis de ATP
- 2 Actividad fructosa bifosfato Organizacion del filamento de actina
43 Fructosa bifosfato aldolasa A 1,75 Liasa. Proceso metabdlico bifosfato
44 Fructosa bifosfato aldolasa A 1,78 Proteina de esqueleto Activacién y degranulacién de las plaquetas
45 Fructosa bifosfato aldolasa A 1,73 Homotetramerizacion proteica
. . Activador/Represor. Receptor. Proteina del desarrollo. Unién de Zinc. Unién de Regulacién de la transcripcién del promotor ARN polimerasa Il por el
42 Receptor nuclear subfamilia 2 grupo E miembro 1 2,84 secuencias especificas del ADN. Actividad del receptor de la hormona esteroide. | receptor de la hormona nuclear
46 Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 1,52 Unién de NAD. Actividad fosforilativa de NAD" Glicolisis. Gluconeogénesis
K B . Actividad peptidil-cisteina S-nitrosilasa Peptidil-cisteina S-nitrosilacion

48 Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 161 Unidn de proteinas Estabilizacion proteica. Apoptosis
51 Malato deshidrogenasa, citoplasmatico 1,56 Actividad de L-malato deshidrogenasa. Actividad de enzima malico Ciclo del acido tricarboxilico. Gluconeogénesis
53 L-lactato deshidrogenasa cadena A 1,93 Oxidoreductasa. Union de proteinas. Actividad de L-lactato deshidrogenasa Respuesta celular a estimulos extracelulares. Glicdlisis
64 Triosa fosfato isomerasa 1,7 Actividad de la triosa fosfato isomerasa Glicolisis. Gluconeogénesis
65 Triosa fosfato isomerasa 163 Isomerasa Intercambio de Pentosa fosfato
66 Apolipoproteina A-l 152 Uniodn de lipidos, proteinas, colesterol, enzimas, B-amiloide, fosfolipidos, Metabolismo del colesterol, lipidico, de esteroides y lipoproteinas

polipop ’ proteinas idénticas, receptor ApoAly receptor HDL. Transporte. Transporte lipidico
7 Adenilato quinasa isoenzima 1 233 Quinasa. Transferasa. Union de ATP Proceso metabdlico del ATP. Sintesis de nucleétidos

q ’ Actividad del Adenilato quinasa Arresto del ciclo celular
85 Queratina, tipo Il citoesquelética 8 159 Unidn de proteinas. Actividad de molécula estructural Apoptosis. Supervivencia celular. Inflamacién. Inmunidad.
’ ’

Via de sefializacion mediada por TNF
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Las células tumorales pueden adquirir la capacidad de proliferar a través de la
produccién anormal de factores de crecimiento y/o de un exceso de funcidn intrinseco de sus
receptores. En distintos tipos de cdncer, sobretodo en la mayoria de los canceres epiteliales, la
expresion de la via de sefializacion del EGFR confiere una mayor agresividad, convirtiendo su
bloqueo en una de las estrategias antitumorales mas prometedoras en el tratamiento del
cancer mediante farmacos selectivos contra dianas bioldgicas (Ciardiello and Tortora, 2008;
Harari, 2004). Sin embargo, la existencia de mecanismos de by-pass (resistencias intrinsecas o
adquiridas) al bloqueo de EGFR provoca que no todos los pacientes tratados con terapias anti-
EGFR se beneficien del tratamiento, lo que sefiala la necesidad de disefiar nuevas estrategias
terapéuticas para superar estas resistencias (Bianco et al., 2007; Camp et al., 2005; Kruser and

Wheeler, 2010).

El objetivo principal de este proyecto fue evaluar si el uso de inhibidores de SRC podria

potenciar el efecto antitumoral de la combinacién de radioterapia y cetuximab.

Sobre el modelo experimental.

La complejidad de los sistemas bioldgicos de los que estan dotadas las células y, en
particular, las células transformadas, frecuentemente dan lugar a la redundancia y al
solapamiento de vias de sefializacidn asociadas a la proliferacién y supervivencia celular. Esto,
permite que las células tumorales sorteen los efectos terapéuticos de farmacos selectivos
contra determinadas dianas (Amit et al.,, 2007). La complementariedad entre las vias de
sefializacion es una causa de resistencia y conlleva un gran desafio para la efectividad
terapéutica de las terapias anti-EGFR (Lu et al.,, 2007; Mendelsohn and Baselga, 2000;
Mendelsohn and Baselga, 2003).

En este estudio se ha usado la linea celular A431 como modelo tumorigénico. Las
células A431, procedentes de un carcinoma escamoso humano, sobreexpresan el EGFR (Ahsan
et al., 2009). Este hecho, junto con ser un modelo caracterizado y usado anteriormente en
nuestro grupo para el estudio de la inhibicién de EGFR (de Llobet et al., 2012; Pueyo et al.,
2010), hicieron que lo empleara como modelo en este proyecto. Aun asi, y para fortalecer los
resultados que pudiéramos ir obteniendo, decidimos usar una segunda linea celular, FaDu,
también procedente de un carcinoma escamoso humano y con la mitad de la sobreexpresién

de EGFR que la de las células A431 (Saki et al., 2012; Song et al., 2009).
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1.- Generacion de resistencias al C225.

Un hecho relevante en esta investigacion fue la generacién de 2 lineas resistentes a
cetuximab. La obtencién de los tipos resistentes dio lugar a la posibilidad de evaluar in vivo la
reversibilidad de la resistencia, asi como evaluar mecanismos asociados a estas resistencias.
Sin embargo, el descubrimiento de que dasatinib tenia un efecto antagdnico en células no
resistentes desplazé el interés de la investigacidn hacia el estudio de las causas de este efecto,
mas que hacia la reversion de las resistencias al cetuximab, dado que el tratamiento con
dasatinib en combinacién con cetuximab quedaria cuestionado por la falta de un marcador
clinico de sensibilidad al cetuximab y el consecuente riesgo de empeorar la evolucién de los

tumores.

Independientemente de la aplicabilidad clinica inmediata, algunos aspectos
diferenciales de las células resistentes se desvelaron tras la exploracion de los niveles de
activacion de la via del EGFR y de proteinas downstream. Esto nos ha permitido caracterizar los

cambios entre lineas y evaluar mecanismos asociados al fenotipo resistente:

e El primer hallazgo interesante, que confirmd lo ya descrito por Lu y colaboradores (Lu
et al., 2007), fue la disminucién de receptor EGFR, la disminucion de los niveles de
fosfotirosinas de este receptor y la ausencia de respuesta al ligando EGF. Una
explicacion para estos hallazgos es que el bloqueo crénico por exposiciéon continua al
C225 haria innecesaria la presencia de EGFR por lo que este receptor sufriria una
disminucidn en su sintesis o un exceso de degradacidn y reciclado. Por otra parte, la
aparicion de vias de sefalizacién alternativas permitiria prescindir de la via de

transduccion de senales del EGFR.

e Otro resultado observado y en concordancia con la elevada capacidad clonogénica y el
crecimiento tumoral de las células R respecto las WT, fue que mientras en la linea
resistente ni el receptor ni las proteinas downstream ERK y AKT se inhibian en
presencia de C225, en la linea parental la inhibicién era muy eficiente. Estos resultados
se ven confirmados por los estudios de otros grupos (Benavente et al., 2009; Guix et

al., 2008; Lu et al., 2007).

En conjunto, estos datos sugieren que la resistencia estaria fuertemente ligada a la

aparicion de vias de sefalizacidn alternativas al EGFR.
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Aparte de resaltar las diferencias en las vias de sefializacidén asociadas a la resistencia a

cetuximab hay 4 aspectos que merecen ser comentados especificamente:

1. Sobre el método usado para consequir el fenotipo resistente.

El método desarrollado en cultivo celular durante 14 semanas para generar una
poblacién resistente a cetuximab se caracterizé respecto otros estudios por ser una
metodologia mas simple, generada en un periodo de tiempo menor y sin la seleccion clonal de
una poblacién mas agresiva (Benavente et al., 2009; Lu et al., 2007; Viloria-Petit et al., 2001).
De estos 3 aspectos, evitar la seleccién clonal en el disefio experimental para establecer la
linea celular resistente fue importante porque si hubiéramos seleccionado una poblaciéon
determinada hubiéramos podido seleccionar también un fenotipo mas agresivo como
consecuencia de una adaptacién a la seleccion (de manera Darwiniana) independiente de la
resistencia a C225. Ademads, mediante el uso de la seleccidn, podriamos enmascarar atributos
dependientes de C225 que podrian ser importantes en la adquisicion de la resistencia.
Asimismo, haber procedido de esta manera parece mas cercano a lo que puede suceder en el

seno de un tumor.

2. Sobre la estabilidad del fenotipo resistente in vitro.

La elevada capacidad clonogénica que mostraban las células resistentes en presencia
de cetuximab no se modificd cuando estas lineas celulares se mantuvieron durante 5 semanas
en un medio sin cetuximab indicando que el fenotipo resistente y, por lo tanto, los cambios

(mecanismos) adquiridos con la exposicidn crénica a cetuximab eran estables.

3. Traslacion del fenotipo resistente a un modelo in vivo.

Las células parentales y resistentes se inocularon en animales para determinar si el
fenotipo observado in vitro era reproducible y se mantenia en un modelo experimental mas
complejo (in vivo). La reproduccién del fenotipo resistente en los experimentos in vivo nos
proporciond una herramienta preclinica que puede ser usada como una aproximacion para

evaluar nuevas estrategias terapéuticas.

4. Sobre la implantacion de fragmentos tumorales para reproducir la resistencia in vivo en
A431.

Es especialmente importante poner cierta atencién en que cuando se procedié a la

inoculacidon de células A431-WT y A431-R en el tejido subcutaneo y al tratamiento con

cetuximab de los animales, los tumores derivados de células WT crecian mads que los tumores

derivados de células resistentes. Este hecho desconcertante en comparacidon con las células
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FaDu, pudo entenderse al ver que para demostrar el fenotipo resistente in vivo en las células
A431 era necesario implantar fragmentos tumorales previamente desarrollados en animales
no tratados con cetuximab (en lugar de inocular células directamente en tejido subcutaneo).
Existen varias opciones para explicar este comportamiento. Sin embargo, la que nos parecid
mas atractiva fue la necesidad de un microambiente adecuado (estroma asociado al tumor)
para las células A431-R, lo que podria abrir una via de investigacidn futura que consistiria en
evaluar si durante la adquisicion de resistencia las células se hacen mds dependientes de
factores propios de células estromales/elementos del estroma acelular. Su descubrimiento

podria constituir una diana terapéutica en el futuro (letalidad sintética).

2.- Cooperaciéon entre EGFR vy SRC.

Paralelamente a la generacién de tipos celulares resistentes a cetuximab, se explord si
la actividad de la proteina SRC podria ser una de las posibles causas de resistencia y/o via de
sensibilizacién frente a los inhibidores de EGFR. La existencia de estudios previos favorecié que
nos decantaramos por dasatinib como inhibidor de SRC (Biscardi et al., 1999; Camp et al.,

2005; Kloth et al., 2003; Sato et al., 2003; Weickhardt et al., 2010; Wheeler et al., 2009).

Un resultado interesante fue la demostracion de que EGFR se fosforila por la radiacion
independientemente del estimulo del ligando y que el uso de un inhibidor especifico de SRC,
como el PP2, puede inhibir la fosforilacién radioinducida, sobretodo y especificamente en la
tirosina 845. Precisamente esta tirosina EGFR es un sustrato de la quinasa de SRC en la linea
celular A431 (Biscardi et al., 1999; Sato et al., 2003; Tice et al., 1999). Que tengamos
conocimiento, es la primera vez que se ha descrito la induccion mediada por la radiacién de los
dos receptores (EGFR y SRC) en la linea celular A431. Este resultado apoyd la hipétesis de
trabajo inicial sobre que la inhibicién de SRC podria potenciar el efecto antitumoral de la

radioterapia y el C225.

Sobre la evaluacion de la citotoxicidad de los farmacos in vitro.

En este trabajo se ha examinado a través de 3 ensayos diferentes el efecto del DST en
combinacién con C225. Se demostrd la sensibilidad al DST y una re-sensibilizacién al C225
inducida por DST en las células resistentes lo que indica una posible dependencia celular de la
proteina SRC y, como consecuencia, que SRC podia tener un papel importante en la
resistencia, en consonancia con otros estudios (Li et al., 2009; Wheeler et al., 2009). Sin

embargo, si bien la adicién de DST al C225 dio lugar a un sinergismo en los ensayos
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clonogénicos y a una inhibicién de la viabilidad celular en las lineas parentales, cuando las
lineas parentales se sometieron a un ensayo de proliferacién, la combinacion de ambos

farmacos indujo un incremento del nimero de células.

Un posible motivo por el cual creemos que observamos respuestas opuestas a la
combinacion de C225 y DST entre los ensayos de citotoxicidad es la confluencia de los cultivos.
En los ensayos de proliferacién los cultivos estaban en semiconfluencia y por tanto con un
mayor numero de células. Este hecho favorece mayores niveles de secrecion autocrina y de
contacto célula-célula con la consiguiente estimulacién de la divisién celular y supervivencia.
En cambio, el ensayo clonogénico se realizé con la siembra de células individuales donde su
supervivencia depende exclusivamente de la capacidad que tiene una Unica célula de originar

una familia de descendientes.

Una vez discutidos los resultados mas relevantes sobre el tratamiento farmacolégico in

vitro, pasaremos a comentar tres aspectos que se han querido sefialar separadamente.

1. Sobre la reduccion de la dosis de DST en la linea FaDu-R.
Cuando se testd la dosis de 20 nM de DST en combinacién con C225 se observd una
formacién de colonias tan baja en las células resistentes que se decidié reducir la dosis de DST

administrada en estas lineas para poder evaluar el efecto de la combinacidn.

2. Sobre la diferente sensibilidad al DST de la linea FaDu-WT en comparacion con la linea
FaDu-R.

La reduccidn de la formacion de colonias observada con la dosis de DST de 2 nM en la

linea FaDu-WT fue nula (Figura 19B, pagina 90). Fue necesario aumentar la dosis de DST de 2 a

20 nM para poder observar un efecto citotéxico (Figura 20 pagina 91). Esta observacion

sugiere que las células FaDu-R tienen una mayor dependencia de SRC.

3. Sobre el elevado error estdndar en los resultados obtenidos en la linea FaDu-R.

El promedio y el error estandar que se obtuvieron al evaluar la combinacién de C225
y DST (Figura 21B, pagina 91) provienen de dos experimentos independientes. A pesar de que
cada experimento, individualmente, presentaba un efecto sinérgico, los valores de la
supervivencia celular de cada punto evaluado en estos experimentos diverge
significativamente el uno del otro. Por eso, cuando se realizd el promedio de los valores de
cada punto (n = 2) se obtuvo un elevado error estandar. Este error estandar se podria haber

mejorado incrementando el nimero de experimentos realizados.
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Sobre aspectos relacionados con el modelo experimental in vivo.

Hay tres aspectos relacionados con los experimentos in vivo que requieren ser
comentados: el desarrollo de una metodologia para irradiar ratones, la generacién de tumores
tratados durante 3 dias para los estudios bioquimicos, de proteémica e histoldgicos y la

aparicidon de hemorragias cutaneas en los ratones tratados con dasatinib.

Desarrollo de una metodologia para irradiar ratones.

Debe mencionarse que la investigacidon sobre el uso de la radioterapia combinada con
nuevos farmacos puede requerir la irradiacién de ratones inmunodeprimidos a los que se han
trasplantado tumores humanos (GG, 1987; Milas et al., 2007). La puesta a punto de esta
metodologia fue necesaria en este trabajo, no sin aportar soluciones a las dificultades técnicas
inherentes a este tipo de experimentos (Baro et al., 2012). Los obstaculos fundamentales con
los que nos encontramos fueron la falta de instalaciones especificas para irradiar ratones, el
riesgo de infeccidn debido a las repetidas salidas de los ratones de la zona libre de patégenos
(radioterapia fraccionada), la posible toxicidad radioinducida y el manejo de un numero

elevado de animales a los que anestesiar.

**%* Sobre como se disminuyé el riesgo de infecciones y la toxicidad sistémica por

radioterapia.

Tanto los riesgos de infeccién como los de toxicidad aguda por radiacién se

minimizaron mediante las siguientes medidas:

a) Rapidez. La irradiacidon de hasta 30 ratones a la vez, disminuyd el tiempo fuera de
una zona libre de patégenos (en comparacion con la irradiacion de los ratones de

uno en uno).

b) Manipulacién estéril en la sala de cuarentena y en el bunker de radioterapia. El

montaje para irradiar ratones esta disefiado para que lo realicen 2 personas, una de
las cuales se encarga de las maniobras que no requieren esterilidad y la otra de las

que si (uso de tallas estériles, gorros quirudrgicos, mascarillas y guantes estériles).

c) Irradiacion selectiva. Se limité el campo de radioterapia a la pata trasera derecha

(dénde estaban implantados los tumores), evitandose los efectos agudos de la

radiacién sobre el resto del animal. Para ello, ademas de usar el limite del haz de
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radiacion, los animales se anestesiaron en cada una de las 10 sesiones que se les

aplicé la radioterapia.

**** Medidas se tomaron para verificar la calidad del proceso.

a) Reproduccidn en las dosimetrias. Se demostrd una baja variabilidad tanto inter-

como intra-experimental.

b) Supervision de la calidad de vida de los ratones. La ausencia de enfermedades

infecciosas y la falta de toxicidad inducida por la radiacién fueron decisivas para

garantizar la finalizacidn de los experimentos en el momento planificado.

Generacion de tumores tratados 3 dias para los estudios bioguimicos, de protedmica e

histoldgicos.

En un estudio previo llevado a cabo en nuestro grupo (Pueyo et al., 2010),
observamos que en tumores avanzados (1000 mm?>) no se encontraban diferencias a nivel
histolégico o bioquimico en funcién del tratamiento recibido (sin o con cetuximab), mientras
que estas diferencias si se identificaban en tumores iniciales, mas pequefios (<100 mm?®). Este
hecho motivé que en el presente trabajo tomasemos la decisién de evaluar los posibles
cambios inducidos por el tratamiento con dasatinib en tumores iniciales, es decir, tras haber
recibido 3 dias de tratamiento y haber dejado pasar 24 h después del tratamiento. Con esta
decisién asumimos que los cambios que determinan el fenotipo tumoral inducido por un

tratamiento serian mds patentes en fases tempranas que en fase tardias.

Sobre las hemorragias inducidas por dasatinib.

El mecanismo de accidn por el cual DST provocd petequias en los ratones es aun
desconocido. La cinética de aparicidn y desaparicion rapida sugieren una inactivaciéon de la
agregacion plaquetaria. Este efecto puede ser atribuido a la inhibicion de la familia SFKs por
DST. Asi, la activacion de las plaquetas por la sefializacidn a través del motivo ITAM (motivo de
activacion basado en tirosinas) del receptor Fc gama, depende de la proteina Lyn (miembro de
la familia SFKs), que ademas, regula la activacion de las plaquetas mediante el complejo

formado por el factor Willebrand (VWF) y la glicoproteina Ib-IX-V (Gratacap et al., 2009).

Es interesante resaltar que el quininégeno-1, una proteina que se encontrd
incrementada en el estroma de los tumores tratados con DST, se une al complejo glicoproteico

Ib-1X-V inhibiendo la unién de la trombina a las plaquetas y, consecuentemente, la agregacion
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plaquetaria inducida por la trombina (Bradford et al., 1997). Estos resultados sugieren que las
SFKs tienen un papel en la activacidn plaguetaria y su inhibicidn por DST en la induccién de los

trastornos hematolégicos.

No obstante, debido a que el DST tiene actividad contra el receptor del factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGFR), se ha sugerido que también podria estar éste
relacionado con el mecanismo de accién por el cual se producen las hemorragias, ya que en
embriones de ratdn con deficiencia de PDGFR-B se han observado deficiencias en capilares y

los pericitos que se asocian a microaneurismas y hemorragias (Lindahl et al., 1997).

Las observaciones de este estudio contrastan con el mecanismo de accién descrito por
Mazharian y colaboradores (Mazharian et al., 2011), ya que en su estudio proponen que DST
causa trombocitopenia como consecuencia de una trombopoyesis ineficiente que promueve la
diferenciacién de los megacariocitos pero no su migracién ni la formacién pro-plaquetaria.
Este mecanismo, en el que la recuperacién de los niveles basales de las plaquetas después de
la trombocitopenia inducida por DST tiene lugar en dias, no concuerda con la rdpida formacion
(2 h) y reversibilidad (menos de 24 h) de las petequias que observamos en nuestros ratones
tratados con DST. Otro aspecto que contrasta con el estudio de Mazharian y colaboradores
(Mazharian et al., 2011), es la falta de latencia y empeoramiento de las hemorragias
petequiales que observamos en los ratones, en los cuales a medida que reciben una nueva
dosis de DST disminuye el nimero de petequias. Estos datos y los mecanismos asociados a la
inhibicidn de SRC y PDGFR-B mencionados anteriormente sugieren que DST interferiria con la
eficiencia de la agregacidon plaquetaria y no con el mecanismo descrito por Mazharian y

colaboradores (Mazharian et al., 2011).

Un aspecto que no hemos podido estudiar es si existe alguna relacidon entre la
aparicion de petequias y el efecto antagdnico. En un plano especulativo, se podria presuponer
gue ambos fendmenos tienen en comun un efecto bioldégico que promueve una accién
positiva: se provoca en ambos casos una respuesta evocadora. En el caso de las petequias es la
permeabilidad o diapédesis transvascular. En caso de los tumores un crecimiento acelerado.
Todo ello podria ser consecuencia de la inhibicién por dasatinib de alglin regulador negativo

comun.
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Sobre el por qué de los cambios de la hipétesis inicial.

En este estudio, hemos evaluado la hipdtesis de si el inhibidor de SRC dasatinib podria
potenciar la eficacia antitumoral de la combinacién de radioterapia y C225. Es bien sabido que
la interaccion entre EGFR y SRC actua sinérgicamente (Tice et al., 1999) y por ello se puede
suponer que cetuximab y dasatinib se potencien. El hecho que dasatinib sea un farmaco
presente en la clinica, que se conozcan sus perfiles de actividad anti-quinasa y su toxicidad en
humanos, y queriendo aplicar en la clinica los hallazgos de nuestra investigacion, motivé que

decidiéramos usar dasatinib como anti-SRC de entre los farmacos anti-SRC que existen.

Distintos hechos apoyaron la hipdtesis inicial. A parte de la interaccion de EGFR/SRC a
nivel de membrana, durante el trabajo experimental otros grupos describieron que SRC es
necesario para la internalizacién y traslocacién de EGFR al nudcleo, donde participa en la
reparacion del ADN vy confiere resistencia (Toulany and Rodemann, 2010). Ademas, se
demostré que la radiacion ionizante induce la traslocacidén del EGFR al nucleo (Dittmann et al.,
2009a). Estas observaciones a favor de la hipdtesis de trabajo se complementaron con datos
de estudios preclinicos publicados en el transcurso de nuestra investigacidn. Asi, en cancer de
mama, se observd un sinergismo entre dasatinib y EBIP, una proteina de fusién que inhibe la
familia de receptores ErbB (Nautiyal et al., 2010), entre DST y trastuzumab en células que
sobreexpresan HER2/Neu (Seoane et al., 2010), y entre DST y trastuzumab en células
resistentes a trastuzumab (Mitra et al., 2009). En cancer de colon, se comprobd que en células
con mutaciones a KRAS, y por tanto resistentes a C225, DST podia resensibilizar frente a
cetuximab (Dunn et al., 2010). Paralelamente, también se observaron resultados similares con
otros inhibidores de SRC, como AZD0530 o SKI-606 (Kim et al., 2010; Saad, 2009). En conjunto
todo indicaba que la hipdtesis de que DST podia ser un agente potenciador del cetuximab en
combinacidn con radioterapia seria probablemente cierta, tanto por las ideas de las que
partimos como de los nuevos resultados publicados a los largo de la ejecucién de la tesis. Un
reflejo de ello son los ensayo clinicos en curso (Kim et al., 2010; Montero et al., 2011) (ver
también anexo 3 pagina 189). Sin embargo y en contra de lo que esperabamos, la adicion de
DST dio lugar a un aumento del crecimiento y a una mayor malignidad de los tumores
xenoimplantados, poniendo de evidencia que la hipétesis de trabajo no se confirmaba como

cierta, al menos segun el método experimental empleado.

Entonces la reorientacidn del trabajo de la tesis fue ineludible. En este momento se

presentdé el dilema de si continuar la investigacién utilizando las células resistentes al
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cetuximab para evaluar qué efecto tendria el dasatinib o si emprender la busqueda de
mecanismos que explicasen el efecto antagdnico del dasatinib. Se tomd la decisidén de seguir
por la ultima opcién. Ante la falta de un marcador clinico de sensibilidad al cetuximab, el
tratamiento con dasatinib en combinaciéon con cetuximab podria ser cuestionado por el
consecuente riesgo de empeorar la evolucidn de los pacientes con tumores que pudieran
comportarse como las células de nuestro modelo experimental. Por otra parte, el investigar los
mecanismos subyacentes al efecto antagdnico tiene de atractivo la posibilidad de hallar dianas

terapéuticas a modo del concepto de letalidad sintética.

Sobre aspectos técnicos del western blot.

DST es un inhibidor tirosina quinasa con actividad contra multiples dianas como ABL, la
familia de las SRC quinasas (SRC, LCK, HCK, FYN, YES, FGR, BLK, LYN y FRK), el receptor tirosina
quinasa c-KIT, el receptor del factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGFR) alfa y
beta, y las efrinas (Montero et al., 2011). En los experimentos de este trabajo se usé una dosis
de 150 nM de DST in vitro basandose en los datos publicados por Lombardo y colaboradores
(Lombardo et al., 2004). Esta dosis inhibe la mayor parte de las dianas mencionadas por lo que
no es posible atribuir los efectos del DST a la inhibicién exclusiva de SRC. Este fue el motivo
principal para tratar de reproducir los resultados, como efectivamente se realizd, con un
inhibidor especifico de SRC, el PP2. Hay que decir que a pesar de ser un inhibidor mucho mas
especifico, el PP2 es un agente quimico que puede modificar otras proteinas ademads de SRC y
qgue una mejor opcidn para confirmar que el efecto antagdnico es consecuencia directa de la
inhibicién de SRC hubiera sido el uso de técnicas de bloqueo del gen (v.gr. mediante el uso de

siARN anti-SRC).

Sobre los mecanismos que estan involucrados en el efecto antagénico del dasatinib.

Los mecanismos moleculares que se recogen a continuacion probablemente influyeron
en que los tumores de los animales tratados con dasatinib crecieran de forma mds rdpida y con

un comportamiento mas agresivo.

1. DSTinhibe la cooperacion entre EGFR y SRC pero no frena la sefializacion downstream.

El tratamiento de las células en cultivo con DST (o PP2) inhibié la fosforilacion de la
tirosina 845 de EGFR. Sin embargo, la administracién de DST, solo o combinado con C225, no
frend la activacion de las quinasas ERK1/2, AKT o STAT3 dependientes de EGFR, ni en los

experimento in vitro ni en los in vivo.
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2. DSTinduce la sefializacion de ERK y AKT.

El tratamiento de los cultivos con DST (o PP2) no solo no inhibié a las proteinas ERK1/2,
AKT y STAT3 sind que se asocid a un incremento de su activacion sobre todo de ERK1/2 y AKT.
Que el aumento puede atribuirse a la inhibicion de SRC quedd de manifiesto al reproducir
mediante PP2 los cambios inducidos por DST, a la vez que conectaba la inhibicidn de SRC con la

malignizacién de los xenoimplantes.

En ambas lineas, el incremento de ERK 1/2 se demostrd in vitro e in vivo. Respecto a
este aumento inducido por DST, son diversos los estudios en los que ya se describe que la
inhibicion de SRC (con DST o PP2) conduce a una activacion paraddjica de la via RAF/MEK/ERK
en CML y ponen de manifiesto una interaccidn sintética letal que puede ser usada como
estrategia terapéutica: combinacion de inhibidores de SRC y de MEK1/2 (Congleton et al.,
2011; Nguyen et al., 2007; Packer et al., 2011).

Asimismo, en la linea FaDu se demostrd un incremento de AKT in vitro e in vivo. Sin
embargo, en la linea A431 tan solo se demostrd in vitro. In vivo se observd un incremento de la
proteina p70S6K downstream de AKT. La implicacién de AKT y de su via de sefializacién en el
efecto antagdnico inducido por la inhibicién de SRC, se ha convertido en un aspecto relevante
de este estudio ya que la Unica publicacion, que tengamos conocimiento, a parte de nuestro
estudio en la que se asocie la inhibicion de SRC con el incremento concomitante de ERK1/2 y

AKT fue la publicada por Lin y colaboradores (Lin et al., 2012).

3. DSTinduce un aumento de la actividad tirosina quinasa del EGFR.
El incremento en la fosforilacidn de la tirosina 1068 del EGFR (dependiente del propio
EGFR) tras el tratamiento de los cultivos con DST (o PP2), sugiere que el efecto antagdnico

puede proceder de un incremento de actividad de la TK del EGFR.

Descartamos mediante citometria de flujo que DST disminuyera la internalizacién del
EGFR lo que produciria una mayor disponibilidad de receptores en la superficie celular que
pudieran ser activadas por el ligando EGF (Li et al., 2009). Tampoco se vio un aumento en los
niveles de fosforilacion de la Caveolina inducido por DST que indicara una mayor

internalizacién y transporte del EGFR hacia el ntcleo (Khan et al., 2006).

No obstante, recientemente, se ha descrito que las células insensibles a DST, a
diferencia de las sensibles, reaccionan al tratamiento con DST con una activacion de EGFR en la

tirosina 1068. Activacién que es aun mdas marcada tras la exposicion a EGF, y que es
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responsable de la fosforilacion de ERK y AKT y de suprimir la apoptosis (Lin et al., 2012). Este
mecanismo descrito por Lin y colaboradores es consistente con los resultados obtenidos en

nuestras lineas celulares, como seria de esperar ya que ambas lineas son insensibles a DST.

4. DSTinduce la activacion de la proteina RAS (Figura 73).

Los mecanismos por los que DST podria inducir la activacién de RAS son:

a) Induccion de BRAF y CRAF.

b) Inhibicién de la regulacion (feed-back loop negativo) de la TK de EGFR.

Lo primero que se descartd es que las lineas celulares de estudio presentasen
mutaciones en el gen k-Ras. Aproximadamente un 30 % de los tumores humanos contiene
alguna de las tres versiones mutadas del gen humano de Ras (H-Ras, K-Ras o N-Ras) (Takai,
Sasaki et al. 2001), donde las mutaciones de K-Ras especialmente en el codén 12 y 13 son las
gue mas contribuyen a la respuesta clinica de los farmacos en pacientes de cabeza y cuello.
Una vez descartada esta posibilidad, la investigacion se centré en la evaluacidn de la actividad
de RAS. RAS se considerd una proteina candidata a estudio porque ERK y AKT que requieren de
RAS se vieron afectados a la vez por el efecto antagénico inducido por DST (Grana, Rusyn et al.
2002) y porque de observarse que la actividad de RAS fuera patolégica se podria delimitar en
los primeros pasos de la via de sefializacién el origen del efecto antagdnico tras el bloqueo de
SRC. Efectivamente pudimos demostrar que los niveles de RAS-GTP se encuentran aumentados
tras el tratamiento con DST. Consistente con este mecanismo de accién observamos un
incremento en la fosforilacion de la tirosina 1068 del EGFR (lugar de acoplamiento de la
proteina adaptadora Grb2 la cual esta implicada en la activacidn de RAS). Esto hace pensar que
un regulador negativo de RAS o un regulador upstream de RAS (como una fosfatasa) podia ser
activado por las quinasas de SRC cuya inhibicidon prevendria o aliviaria un feed-back loop
negativo que controlaria la via de EGFR/RAS y, consecuentemente, AKT y ERK. Otros
mecanismos podrian estar también implicados en la activacién de RAS ante una inhibicién de
SRC. En células NIH 3T3, la inhibicion de SRC con PP2 indujo una activacién sostenida vy
continua de RAF que condujo al incremento de la fosforilacién de ERK1/2 (Lee, Kim et al.
2004). En células resistentes de leucemia mieloide crdnica, la débil actividad inhibitoria de DST
contra RAF conduce, de forma dependiente de RAS, a una activacién paraddjica de BRAF y
CRAF resultando en la hiperactivacion de ERK1/2 (Packer, Rana et al. 2011), sugiriendo que los

tumores impulsados por RAS o con una respuesta parcial podrian ser refractarios al



Discusion

tratamiento con DST. Ese mecanismo se podria actuar en nuestro modelo experimental, en el

cual C225 causa sélo una inhibicidn parcial de RAS-GTP.

[

YA G

B
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Figura 73. Posibles mecanismos por los que DST incrementaria la funcion de RAS. (a) Inhibicién de la
regulacion de la TK del EGFR; (b) Induccion de BRAF y CRAF. Abreviaturas: DST, dasatinib; C225,
cetuximab; EGFR, receptor del factor de crecimiento epidérmico; EGF, factor del crecimiento
epidérmico; TK, tirosina quinasa; SRC, sarcoma; AKT, proteina quinasa B; STAT3, transductor de sefial y
activador de la transcripcion 3; ERK1/ERK2, quinasa regulada por sefiales extracelulares 1/2; RAS, rat
sarcoma; RAF, quinasa proto-oncogénica de la serina/treonina; BRAF, quinasa proto-oncogénica de la
serina/treonina B; CRAF, quinasa proto-oncogénica de la serina/treonina C; MEK, Proteina quinasa
activada por mitégenos; Grb2, proteina 2 de Unidn al Receptor de Factores de Crecimiento; Sos, Son of
sevenless; GDP, Guanosin bifosfato; GTP, Guanosin trifosfato.

5. DST promueve la desfosforilacion de la tirosina Y529 de SRC.

La fosforilacion de la tirosina 529 en el dominio C-terminal de SRC, que depende de la
tirosina quinasa CSK, mantiene la quinasa de SRC en una conformacion cerrada e inactiva. La
activacion clasica de la via de sefializacién de SRC incluye la desfosforilaciéon de la Y529
(activacién parcial) seguida de la autofosforilacién de la tirosina 418 de SRC con lo que se

alcanza una activacidon completa (Roskoski 2005) (Ver figura 5 de la introduccidn, pagina 23).

Tras la administracion de DST o PP2 observamos in vitro e in vivo una desfosforilacion
de la tirosina 529. Esta observacidon es en cierto modo contradictoria con la inhibicion de SRC

puesto que cuando la tirosina 529 estd poco fosforilada es cuando SRC puede autoactivarse
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(mediante SRC pY418). DST podria interferir en el equilibrio sobre el grado de fosforilacion de
los centros reguladores de SRC decantando el estado funcional de SRC hacia una hipo o
hiperfuncién dependiendo del tipo celular o de la homeostasis celular. Algunos investigadores
han observado que la desfosforilacién de Y529 en un modelo de carcinogénesis de colon en
ratas causé un incremento de la sintesis de ADN (BrdU) (Kunte, Wali et al. 2005). La regulacién
de SRC a nivel de la tirosina 529 no se conoce suficientemente, por lo que no se puede
descartar que la desfosforilacion de la Y529 pueda inducir una reaccién compensatoria pro-
mitética como la que hemos demostrado en este trabajo (Harrison 2003). Sin embargo, el
estado de Y529 no parece por el momento asociarse con el grado de supervivencia de los

pacientes en un estudio en cancer de mama (Elsberger, Tan et al. 2010).

6. DST induce la sefializacion de la proteina STAT3 (Figura 74).
Los mecanismos por los que DST puede inducir la activacién STAT3 son:
a) unidn aberrante de JAK-STAT3
b) Cooperacion RAS-STAT3

La proteina STAT3 tiene un papel anti-apoptotico y pro-proliferativo (Grandis,
Drenning et al. 2000). Se ha descrito que DST conduce a una inhibicién inicial y poco duradera
de STAT3 en la tirosina 705 la cual 24 h después se reactiva gracias a la inducciéon de una
sefializacion compensatoria que suprime los efectos antitumorales de la inhibicién de SRC y
permite sobrevivir a las células tumorales (Johnson, Saigal et al. 2007; Byers, Sen et al. 2009;
Sen, Saigal et al. 2009). Diversos autores llaman a este efecto reactivacion de STAT3 y lo
asocian con una unidn alterada de JAK-STAT3. Tras la inhibicién de SRC, STATS es inhibida de
forma duradera. La inhibicién de STATSA, pero no de STATS5B, reduce posteriormente la
expresion del supresor de la sefalizacion de citoquinas 2 (SOCS2). SOCS2 inhibe la actividad de
JAK2 y la unién de JAK2-STAT3. La sobreexpresién de SOCS2 es imprescindible para evitar la
reactivacién de STAT3 y potenciar los efectos citotdxicos de la inhibicion de SRC. Este
mecanismo o bucle de retroalimentacion por la inhibicion de SRC que conduce a la
disminucién de la expresion de SOCS2 a través de la inhibicidn de STATS5A, permite la
activacion y union de JAK2 y STAT3 y el envid de sefiales de supervivencia (Sen, Peng et al.

2011).

La activacion de STAT3 puede ser activado también a través de EGFR. Al menos existen
2 mecanismos de activacion (relacionados con puertos de anclaje), uno dependiente de la

Y845 de EGFR (SRC-inducido) y otro dependiente de la fosforilacién de las tirosinas Y1086 y/o
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Y1068 del EGFR, ambas implicadas en la activacion de RAS (Shao, Cheng et al. 2003).
Independientemente de la actividad de EGFR, la funcionalidad de STAT3 esta indirectamente
condicionada por RAS a través de ERK1/2. Se ha visto que la unién de STAT3 a los promotores
génicos requiere de la fosforilacion de STAT3 en la serina 727, que es dependiente de ERK1/2.
A su vez, (a modo de un bucle de retroalimentacién) los niveles de RAS dependerian de la
fosforilacién de la S727 de STAT3 que estimularian el promotor de Ras (Plaza-Menacho, van
der Sluis et al. 2007). En nuestros modelos experimentales, la activacion de RAS (y de ERK1/2 y

AKT) inducida por DST podria haber actuado sobre STAT3 de un forma parecida.

Un aspecto relevante a comentar es que mientras que en los tumores A431 el
aumento de la fosforilacion de la serina 727 es mas marcado, en los tumores FaDu la
fosforilacidén se ve mas marcada en la tirosina 705. Estos resultados observados en los tumores
refuerzan la sospecha de la existencia de mecanismos distintos segun la linea celular (A431 o

FaDu) asociados a la induccién de STAT3 por la inhibicion de SRC.

1351 . \/ 225
e
FR i 1

EG EGFR

YHAN

CIS, SOCS, Mdl-1, APPs, TIMP-1,
Pim-1, c-Myc, ciloquinas, FT, elc.

Figura 74. Mecanismos mediante los que DST induce la sefializacion a través de STAT3. (a) Union
aberrante de JAK-STAT3; (b) Cooperacion de RAS-STAT3. Abreviaturas: DST, dasatinib; C225, cetuximab;
EGFR, receptor del factor de crecimiento epidérmico; EGF, factor del crecimiento epidérmico; TK,
tirosina quinasa; SRC, sarcoma; AKT, proteina quinasa B; STAT3, transductor de sefal y activador de la
transcripcion 3; ERK1/ERK2, quinasa regulada por sefiales extracelulares 1/2; RAS, rat sarcoma; GDP,
Guanosin bifosfato; GTP, Guanosin trifosfato; IL6R, receptor de la interleucina 6; IL6, interleucina 6;
JAK2, Janus quinasa 2; gp130, glicoproteina 130; mTOR, mammalian target of ramamycin; FT, factor de
transcripcion.
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7. DSTinduce la secrecién de VEGF.

La radioterapia produce niveles elevados de secrecién de VEGF (Pueyo, Mesia et al.
2010; de Llobet, Baro et al. 2012). Un resultado interesante de este estudio es que, a
diferencia de otros trabajos en los que se describia que con la administracion de DST se
producia una inhibicién de los marcadores de la angiogénesis como el VEGF (Trevino, Summy
et al. 2006; Haura, Tanvetyanon et al. 2010), con DST se reactivd la secreciéon de VEGF

previamente bloqueada C225.

8. DST induce un aumento en la actividad metabdlica.

Previo a la discusién de los resultados obtenidos, debemos mencionar que el estudio
del proteoma se realizd tan solo en xenoimplantes FaDu, donde el efecto antagdnico era mas
marcado y la experiencia con la protedmica de las células A431, mas compleja, aconsejé
posponer el estudié de estos Ultimos tumores. Estos argumentos y el coste del estudio fueron

los motivos principales por los cuales no se realizé la protedmica en los tumores A431.

La proliferacidn celular descontrolada de las células tumorales implica la ejecucién de
ajustes en el metabolismo energético con el fin de impulsar el crecimiento y la divisidn celular
(Hanahan and Weinberg 2011). Los resultados obtenidos mediante el estudio de protedmica
son consistentes con esta observacion y la subsiguiente reprogramacion del metabolismo
energético durante la malignizaciéon tumoral inducida por DST. Tras el tratamiento con DST, el
fenotipo de las células A431 y FaDu pasd a ser mas agresivo, proceso que se acompafié de
cambios en los niveles de las principales enzimas encargadas de la obtencién de energia en la
célula. Diversas enzimas se vieron aumentadas tras el tratamiento con DST, ente ellas la
enzima piruvato quinasa isoenzima M1/M2, la aldolasa A, la beta-enolasa, la L-lactato
deshidrogenasa-A y la GADPH, implicadas en la glucdlisis y en la gluconeogénesis, y otras
enzimas esenciales para la biosintesis de ATP (fructosa bifosfato aldolasa A, adenilato quinasa
isoenzima 1), la via de las pentosas (triosa fosfato), el ciclo del acido tricarboxilico (malato
deshidrogenasa), el metabolismo del colesterol (apolipoproteina A-1), y la creatina quinasa tipo

My la glutatién S-transferasa P.

El aumento de la glucdlisis en las células tumorales asociado a un fenotipo mas
agresivo y a la resistencia a los tratamientos fue descrito en 1956 por Otto Warburg (Ver figura
11 de la introduccién, pagina 36). Las células neoplasicas reprograman su consumo de glucosa,
incluso en presencia de oxigeno, limitando el metabolismo energético a la glucdlisis (efecto

Warburg) (Warburg 1956). Esta reprogramacion se realiza en parte via transportadores de
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glucosa que aumentan el flujo de glucosa hacia el citoplasma (Hanahan and Weinberg 2011) y
de enzimas glucoliticas y del metabolismo intermediario, como la piruvato quinasa M1/M?2
(PKM1/PKM2), que redireccionaria los carbonos de glucosa y la formacion oxidativa de ATP
para generar precursores esenciales de componentes celulares (Herling, Konig et al. 2011) de
distintas rutas biosintéticas (como la via de las pentosas, que puede ser usada para la
biosintesis de nucleétidos) las cuales facilitarian la sintesis de elementos necesarios para la

formacidn de nuevas células (Ver figura 12 de la introduccidn, pagina 39).

La idea de que los fenotipos mas agresivos se asocian con un metabolismo glucolitico
(Potter 1958), recientemente revisada por Vander Heiden y colaboradores (Vander Heiden,
Cantley et al. 2009), encaja con los resultados hallados en el estudio de protedmica de este
trabajo. Los hallazgos de protedmica sugieren que, en respuesta al tratamiento con DST, las
células tumorales (FaDu) ademdas de exhibir una proliferacion elevada modifican su
metabolismo en concordancia con una mayor malignidad. A favor de este concepto cabe
sefialar los siguientes resultados: (1) aumento de la LDH en el sobrenadante de los cultivos
celulares tratados con DST; este aumento de LDH reflejaria una mayor conversién de piruvato
a lactato (principal componente del efecto Warburg). El lactato en el microambiente tumoral
estaria acompanado de una acidosis local que facilitaria la invasién celular a través de la
destruccién de las poblaciones de células normales adyacentes, la degradacion de la matriz
extracelular y la induccidn de la angiogénesis (Herling, Konig et al. 2011). El piruvato, por su
parte, contribuiria a disminuir las vulnerabilidades del dafio oxidativo sobre las células
tumorales (Herling, Konig et al. 2011). Efectos razonablemente presentes en tumores con un
fenotipo agresivo y que contribuyen a explicar el mayor crecimiento tumoral, el aumento de la
sintesis de ADN y el aumento de angiogénesis observados en nuestros modelos
experimentales tratados con DST. (2) Las proteinas GLUT1, HIF1a y p70 S6K relacionadas con la
via glucolitica se sobreexpresaron en tumores FaDu. Ademads, estas proteinas estan asociadas
con una mayor actividad de RAS y AKT. (3) El incremento de ERK1/2 inducido por DST
observado en los Western blots se pudo relacionar con multiples proteinas sobrereguladas en
el estudio de protedmica, como GADPH, GSTP, etc., las cuales o bien estan inducidas por
ERK1/2 o bien ERK1/2 interviene en el proceso biolégico en el que estan implicadas. (4) El
incremento de AKT inducido por DST observado en los Western blots se pudo relacionar con
un incremento en la proteina p70 S6K, la cual se encuentra downstream de AKT y es regulada

por mTOR.
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El mecanismo por el que DST modificaria el metabolismo en las células FaDu (Figura
75) podria iniciarse con la activacion de RAS que estimularia un incremento del transporte
celular de glucosa a través de la induccidon de GLUT1. La activaciéon de RAS también aumentaria
los niveles de HIF1, que activarian las enzimas PKM2 y LDH. Ademas de RAS, la hiperactividad
de AKT podria inducir la glucélisis a través de HIF1, de la fructosa bifosfato y del reclutamiento
de los transportadores de glucosa a la superficie celular (Koppenol, Bounds et al. 2011).
También a través de AKT se activaria el complejo | de mTOR (mTORc1) que incrementaria los
niveles de la proteina S6K1 (downstream de p70 S6K), la produccion de lactato e induciria la via
de la pentosa fosfato y la biosintesis de lipidos (Duvel, Yecies et al. 2010). Respecto a los
tumores A431 (Figura 75) creemos, por los resultados observados en los Western blots, que

DST estimularia las vias metabdlicas principalmente a través de las proteinas RAS y p70S6K.
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Figura 75. Mecanismos a través de los que DST induce el efecto Warburg. Abreviaturas: RAS, rat
sarcoma; mTOR, mammalian target of ramamycin; mTORC1, complejo 1 de la mammalian target of
ramamycin; Glut 1, transportador de glucosa 1; HIF1a, Factor inducible por hipoxia 1 alfa; LDH, lactato
deshidrogenasa; PKM2, piruvato quinasa M2; p70 S6K, proteina ribosomal S6 quinasa 70 KDa; S6K1,
proteina ribosomal S6 quinasa beta 1; SREBP1/2, proteina 1/2 de unidn a los elementos reguladores de
esteroles; 4E-BP1, factor represor de traduccién eucaridtica 4E de unién a proteina 1; elF4E, factor de
inicio de traduccién eucariética 4E de unién a proteina 1.

9. DST induce un aumento en los niveles de IGF2R (receptor del cation independiente de la
manosa 6-fosfato).
De todas las proteinas que se detectaron mediante el estudio del proteoma in vivo, la

proteina IGF2R/M6P nos llamé especialmente la atencién. No estd relacionada con el
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metabolismo. Se ha descrito que su activacién en algunos tumores podria activar la via de
MAPK/ERK1/2 a través del ligando IGF2 (EI-Shewy et al., 2007; McKinnon et al., 2001), una via
gue en nuestros modelos estaba claramente activada in vitro e in vivo con la administracién

de DST.

De los mecanismos del efecto antagdnico a la evaluacidn de nuevas estrategias terapéuticas.

La descripcion de los mecanismos o cambios asociados al efecto paraddjico inducido
por DST han proporcionado un conjunto de posibles dianas para revertir el efecto antagénico

observado en nuestros modelos experimentales.

La inhibicion combinada de la tirosina quinasa de EGFR vy SRC.

En clinica se han desarrollado dos tipos de estrategias distintas para inhibir el EGFR:
los anticuerpos monoclonales como C225 y panitumumab, que bloquean el dominio
extracelular del receptor impidiendo la unidn del ligando, y los inhibidores tirosina quinasa del
EGFR como el AG1478, gefitinib y erlotinib, que bloquean el dominio catalitico del receptor
(Harari, 2004). Los inhibidores tirosina quinasa de EGFR inhiben directamente la actividad del
dominio catalitico. A diferencia del C225, el inhibidor AG1478 fue extraordinariamente
efectivo, hecho que se reflejé en una inhibicién muy notable de la fosforilacion de ERK1/2 y
AKT en nuestros modelos celulares en presencia o ausencia de DST o PP2; cabe sefalar que el
mayor incremento de ERK1/2 y AKT inducido por DST se dio al estimular EGFR mediante su
ligando EGF, lo que sugiere la implicacion del propio EGFR en el efecto paraddjico del DST

(Figura 76A).

Estos resultados sugieren que los tumores que siguen el patrdn biolégico de las células
A431 y FaDu deberian tratarse con inhibidores tirosina quinasa del EGFR en vez de anticuerpos
monoclonales. Algunos estudios clinicos realizados con la combinacién de dasatinib y erlotinib
en NSCLC avanzado (Haura et al., 2010) o con la combinaciéon de AZD0530 (inhibidor de SRC) y
gefitinib en tumores malignos asociados con una expresidn alterada de EGFR, EGFRvIII y/o SRC

(Andersen et al., 2009), avalarian ese concepto.

La inhibicién simultdnea de JAK y SRC y de JAK, SRCy EGFR.

La activacion de STAT3 (via receptor JAK) se ha descrito como un mecanismo reactivo
de resistencia al tratamiento con dasatinib a través del cual las células compensarian la
inhibicidn de SRC (Johnson, Saigal et al. 2007; Sen, Saigal et al. 2009; Premkumar, Jane et al.

2010). Supusimos que este mecanismo podria haber operado en las células A431 y FaDu, pero
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la inhibicién de JAK/STAT3 con pyridone 6 no fue efectiva para contrarrestar el “exceso” de
fosforilacién de ERK1/2 y AKT inducida por DST, con lo que se puede descartar este mecanismo
de bypass o resistencia al dasatinib en estos modelos. Es mas, el bloqueo de JAK se asocid a un
incremento de actividad del EGFR, al menos a nivel de los puertos de anclaje EGFR pY845 vy

EGFR pY1068 y a un aumento de funcion de la quinasa de SRC (Figura 74).

En la literatura los efectos bioldgicos de la inhibicion de JAK/STAT3 han sido muy
variables ya que STAT3 puede ser activado por multiples vias incluyendo EGFR (revisado en Lai
y colaboradores (Lai and Johnson 2010)). Se ha observado que la inhibicion concomitante de
EGFR y SRC reactiva STAT3 a través del receptor JAK (Jaganathan, Yue et al. 2010), de modo
que consideramos la posibilidad de que EGFR estuviera jugando un papel en el nuevo
antagonismo observado en la inhibicién concomitante de SRC y JAK. El tratamiento con C225,
DST y P6 en la linea celular FaDu disminuyé la fosforilacién de ERK1/2 y AKT inducida por DST
indicando la existencia de un mecanismo de cooperacién, reactivo, entre estas tres proteinas
para compensar el tratamiento con DST. En la linea celular A431, si este mecanismo existe, no
fue tan eficiente, dado que a pesar de bloquear EGFR (con C225), JAK y SRC, la fosforilacion de
ERK1/2 y AKT persistio elevada. Esta “superresistencia” podria estar sefialando la existencia de
una red compleja de vias de sefalizacidon adquiridas durante la carcinogénesis de las células
A431 que compensarian con creces los sucesivos bloqueos a los que fueron sometidas (Figura

74).

La inhibicién de cMET vy SRC.

Recientemente, dos estudios han establecido que la activacién sostenida de cMET es
una causa de resistencia a DST en el cancer de cabeza y cuello (Sen et al., 2010) y en lineas
celulares de canceres gastricos (Okamoto et al., 2010). En diversos estudios se ha descrito la
interaccion entre cMET, EGFR y SRC (Mueller et al., 2008; Yoshida et al., 2009) o entre EGFR y
cMET de manera independiente de SRC (Crostella et al.,, 2001; Lu and Chen, 2011). No
obstante, en las células A431 y FaDu, la inhibicién simultanea de SRC y MET no sélo no revertio
la fosforilacion de ERK1/2 y AKT inducidas por DST sind que aln lo aumento mas, indicando
que la eliminacién de cMET potencia el efecto antagdnico inducido por la inhibicién de SRC
(Figura 76B). Este aumento de pERK1/2 y pAKT observado con la inhibicidon concomitante de
cMET y SRC podria estar causado por una regulacidn al alza de la actividad del EGFR, aunque el
control de carga de la tubulina no nos permite afirmar este hecho taxativamente. Estos
resultados no apoyarian la investigacidon clinica combinando dasatinib con anti-cMET

(PHA665752).
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La inhibicién de HER2 y SRC, o HER2, SRCy EGFR.

Se ha descrito la interaccion fisica y subsiguiente cooperacion funcional entre los
receptores de la familia EGFR. En concreto, las interacciones entre EGFR (HER1) y SRC (Tice et
al., 1999) y entre HER2 y SRC (Belsches-Jablonski et al., 2001; Roskoski, 2005; Vadlamudi et al.,
2003). Una de las interacciones descritas entre SRC y HER2 consiste en un cambio
conformacional centrado en la tirosina 877 de HER2 que se traduce en un aumento de
sefializacion downstream. Una de las rutas de sefalizacidn activada por la interaccion entre

SRCy HER2 es la de la proteina STAT3 (Marcotte et al., 2009).

Dados estos antecedentes se decidié inhibir simultdneamente las quinasas SRC y EGFR
mediante el tratamiento de las células con DST y AG825, respectivamente. La falta de una
respuesta que mostrara un sinergismo entre DST y AG825 (Figura 76C) contrastd con otros
resultados en la literatura en los que la combinacion de DST y trastuzumab (anticuerpo
monoclonal anti-HER2) es activa contra células que sobreexpresan HER2 (Seoane et al., 2010).
Se especuld que en las células A431 podria ser sea necesario bloquear ambos receptores del
EGFR, el EGFR y el HER2 (cetuximab no bloquea la dimerizaciéon HER2-HER2 (Patel et al., 2009))
a la vez con C225 y AG825 y simultdneamente con DST. El tratamiento triple inhibié
significativamente la fosforilacion de ERK1/2 y de STAT3 Y705 mientras que en ausencia de
AG825 (Figura 76D), DST indujo una elevacion de los niveles de ambas fosfoproteinas. Esta
observacién indica que la interaccién entre EGFR, HER2 y SRC participa de la respuesta reactiva
frente DST (incremento de la actividad RAS-GTP y subsiguiente fosforilacion de ERK, AKT y
STAT3), refuerza la idea de que el efecto antagdnico inducido por DST se origina en el inicio de
la via de sefalizacion del receptor EGFR y sugiere que tratamientos basados en la inhibicion
simultdanea de EGFR y HER2 (inhibidores de la quinasa de EGFR y HER2, v. gr. lapatinib)

combinados con DST podrian abrir nuevas vias de investigacion.
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Figura 76. Mecanismos a través de los que DST induce el efecto Warburg. (A) Inhibicion de la tirosina
quinasa de EGFR y SRC. (B) Inhibicion de cMET y SRC. (C) Inhibicion de HER2 y SRC. (D) Inhibicion de
HER2, EGFR y SRC. Abreviaturas: DST, dasatinib; C225, cetuximab; EGFR, receptor del factor de
crecimiento epidérmico; EGF, factor del crecimiento epidérmico; TK, tirosina quinasa; SRC, sarcoma;
AKT, proteina quinasa B; STAT3, transductor de sefial y activador de la transcripcién 3; ERK1/ERK2,
quinasa regulada por sefiales extracelulares 1/2; cMET, MNNG HOS Transforming gene; HGF, factor de
crecimiento de los hepatocitos; HER2, receptor del factor de crecimiento epidérmico 2.

Comentario final.

El descubrimiento del efecto antagdnico inducido por la combinacion de DST con C225
o de DST con radioterapia y C225 en los xenoimplantes de células A431 y FaDu pone de
manifiesto la necesidad de ser prudentes en el disefio de estudios clinicos con combinaciones
de terapias dirigidas sin un conocimiento preclinico previo. Aunque los fundamentos tedricos
pudiesen avalar la combinacién de terapias dirigidas contra SRC y EGFR, la realidad de la
complejidad de los sistemas biolégicos puede resultar en una reaccidn paraddjica que
produciria un efecto contrario al que se espera y desea. Los resultados presentados son
especialmente relevantes dado el elevado numero de ensayos clinicos que exploran
actualmente esta combinacién o la asociacion de DST con otros tratamientos (véase anexo 3

pagina 189). En este contexto, una idea que merece ser sefialada es que el incremento de
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ERK1/2 y AKT inducido por DST se observd asociado también al bloqueo de los receptores
HER2, cMET y de la quinasa JAK. Esto sugiere que la inhibicidn concomitante de SRC y de un
factor de crecimiento puede dar lugar a una respuesta pro-celular con una accién
contraproducente en el tratamiento de estos tumores y que deberia ser evaluada

minuciosamente (preclinicamente) antes de evaluarse en humanos.
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Conclusiones

La adicién de DST al C225 o al C225 + XRT tuvo un efecto antagonico. Este efecto se

caracterizé por:

Un mayor crecimiento de los tumores.
Un incremento de la angiogénesis y de la sintesis de ADN.

Estar asociado a la inhibicion de SRC.

AN N NN

Un aumento de la sefializacién celular que implicé la fosforilacién de RAS,

ERK1/2, AKT y STAT3.

<

Una elevacion de la secrecién de VEGF.

<

Una hiperactividad del metabolismo glucolitico.

Este efecto antagdnico sugiere la existencia de un mecanismo de accién reactivo a la
inhibicién de SRC cuya respuesta bioldgica se traduce en un aumento de la proliferacion

celular y del crecimiento tumoral.

La funcionalidad de la quinasa del EGFR es una condicidn necesaria, puesto que, su

inhibicién por AG1478 (y no por C225) no dio lugar a un antagonismo.

El bloqueo simultaneo de SRC y de las quinasas JAK, HER2 o cMET indujo una respuesta
reactiva similar a la descrita con C225 que sugiere la implicacién de mecanismos de accion,

comunes e independientes, de JAK, HER2 y cMET.

Por dltimo, este trabajo contribuye a la idea que la combinacién de terapias moleculares
puede dar lugar a antagonismos, que pueden ponerse de manifiesto durante una

investigacion preclinica antes de ser evaluados en ensayos clinicos.
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ANEXO 1. METODOLOGIA Y ESQUEMAS DE TRATAMIENTO

1. Experimentos MTT.

En el estudio realizado, las células fueron tratadas con los siguientes farmacos, a partir

de sus correspondientes soluciones intermedias de trabajo, y esquemas de tratamiento:

d)

e)

f)

g)

Tratamiento en condiciones basales: las células se expusieron a los vehiculos de
los farmacos.

Tratamiento con C225: se prepard una solucién de 30 nM de C225 en medio de
cultivo y se afiadieron 2 mL por pocillo. Los pocillos se incubaron 48 h a 372C.
Tratamiento con AG1478: recuperamos 1’5 mL del medio de cultivo al que
afiadimos el volumen de farmaco para conseguir una concentracién de 100 nM
gue se anadié al cultivo donde se incubo durante 2 h a 37¢C.

Tratamiento con ligando EGF: recuperamos 1 mL del medio de cultivo al que
afiadimos el volumen de ligando para conseguir una concentraciéon de 10 ng/mL
gue se anadio al cultivo donde se incubo durante 10 min. a 372C.

Tratamiento con ligando EGF y C225: preparamos una solucién de 30 nM de C225
de la cual afadimos al cultivo 2 mL por pocillo y la incubamos 48 h a 372C. Ademas
10 min. antes de finalizar este periodo de incubacién, recuperamos 1 mL del medio
de cultivo al que anadimos el volumen de ligando para conseguir una
concentracidon de 10 ng/mL que se afiadié al cultivo donde se incubo durante 10
min. también a 37°C.

Tratamiento con ligando EGF y AG1478: recuperamos 1’5 mL del medio de cultivo
al que afladimos el volumen de farmaco para conseguir una concentracién de 100
nM que se afadié al cultivo donde se incubo durante 2 h a 372C. Ademas 10 min.
antes de finalizar este periodo de incubacién, recuperamos 1 mL del medio de
cultivo al que afiadimos el volumen de ligando para conseguir una concentraciéon
de 10 ng/mL que se afiadi6 al cultivo donde se incubo durante 10 min. también a
379C.

Tratamiento con DST: todos los grupos anteriores también fueron combinados con
una solucién de 150 nM de DST en medio de cultivo de la que se afiadieron 2 mL

por pocillo. Los pocillos se incubaron 48 h a 379C.
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2. Experimentos de citometria de flujo.

Se sembraron entre 250.000 y 500.000 células por disco en medio completo en discos
de 21 cm”. Durante 5 dias, se dejé que las células se pegaran completamente en el disco y que
empezaran a crecer en un incubador a 372C antes de cambiar el medio completo, después de
dos lavados con PBS 1x, por medio sin FBS con los farmacos y devolverlos al incubador donde
se mantuvieron durante 48 h. Marcamos las células con C225 conjugado con FITC
(previamente preparado en Laboratorios Merck, Dr. Moyano). A continuacidn, a cada tubo se
le afadié 1 mL de tampdn de lisis ACK y se centrifugd durante 3 minutos a 1.500 g y a 4°C. Se
resuspendieron las células (pellet) en solucidn residual, se afiadié formol al 2 % en PBS y se
realizd el analisis de citometria de flujo. En el estudio realizado, las células fueron tratadas con

los siguientes agentes y siguiendo el esquema de tratamiento mencionado a continuacién:

a) Tratamiento en condiciones basales: las células se expusieron a los vehiculos
de los farmacos.

b) Tratamiento con C225: se prepard una solucion de 30 nM de C225 en medio
de cultivo y se afiadieron 3 mL por disco. Los discos se incubaron 48 h a 372C.

c) Tratamiento con ligando EGF: recuperamos 2 mL del medio del cultivo al que
afiadimos el volumen para conseguir una concentracion de 10 ng/mL de EGF
que se anadid al cultivo donde se incubo durante 30 min a 372C.

d) Tratamiento con DST: se prepard una solucién de 50 nM de DST en medio de

cultivo y se afiadieron 3 mL por disco. Los discos se incubaron 48 h a 372C.
Estos tratamientos se combinaron entre ellos.
3. Esquema de tratamiento para los experimentos de crecimiento in vivo.

Para los experimentos sin radiacién, cuando los tumores llegaron al tamafio adecuado,
entre 6-7 mm>, los ratones fueron distribuidos al azar en 4 grupos de tratamiento, A, B, Cy D.
Los animales fueron tratados siguiendo el esquema de la Figura 77 durante dos semanas,

descansando el fin de semana.
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Figura 77. Esquema de los tratamientos in vivo para los estudios de crecimiento tumoral sin radiacion.
Tratamientos: C225 (C) primer dia, 1 mg en 200 L, resto de dias 0’5 mg en 100 uL, por via ip. Dasatinib
(D) 50 mg/kg en 250 pL por sonda oral. Suero fisioldgico (S) y propanediol (V) se dieron en paralelo
como vehiculos de C225 y DST, respectivamente, en aquellos animales que no fueron tratados con los
farmacos correspondientes. Cada guién de la linea a partir del inicio del tratamiento indica un dia, las
flechas y los triangulos marcan los dias con una dosis de tratamiento. El tratamiento esta marcado con la
inicial de su nombre.

Los animales usados para determinar del fenotipo de resistencia al C225 fueron

tratados siguiendo el esquema de tratamiento descrito en la Figura 78 hasta el momento del

sacrificio.

/ Repeti este de tratamiento hasta \

el momento de su sacrificio

______ 1 1 1 1 1
A. Control (suero fisiolégico [S]) F ! ! ! ! !
Inoculacion de las A A
células o s S
trasplante de una
\ pieza tumoral DiA 1 DiA 2 DiA 3 Dia4 DIA S j
/ Repetimos este esquema de tratamiento hasta \

el momento de su sacrificio

l_ ______ I L Il l ]
B. €225 [C] f f y f 1
Inoculacién de las A A
células o [of C

trasplante de una

\ pieza tumoral DiA1 DIiA 2 DIA3 DiA4 DIAS /

Figura 78. Esquema de tratamiento in vivo de los experimentos de caracterizacion del fenotipo
resistente. Después de la generacion del tumor, los animales fueron distribuidos al azar para los
diferentes tratamientos. La primera dosis de C225 (C) y de suero fisioldgico (S) fue doble (1 mg en 200
pL) para saturar los receptores de EGFR. Los tridngulos marcan los dias con una dosis de tratamiento. El
tratamiento estd marcado con la inicial de su nombre.
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Para los experimentos de irradiacidn, cuando los tumores llegaron al tamafio
adecuado, entre 6-7 mm?, los ratones fueron distribuidos al azar en 5 grupos, de A a E de

tratamiento:

( . v v I
A. Control (suero fisiolégico [S] y/o ? "
vehiculo [V]) Inoculacién k A x A Seguimien.tfa.
\ de células 3 3 3 s hasta el sacrificio Y,
( XRT +V XRT+V )
B. XRT [30 Gy] (y/o vehiculo [V] y/o ‘”li” L
suero fisiolégico [S]) [ x A x A Seguimiento
. de células s s s 5 hasta el sacrificio y
( L XRT +V XRT+V N\
C. XRT [30 Gy]+ €225 [C] (y/o vehiculo ‘”I- X
o Inoculacién x A x A Seguimien.tcl) .
g de células ¢ c C ¢ hasta el sacrificio Y.
( . XRT +D XRT+D )
D. XRT [30 Gy] + DST [D] (y/o suero "I-n X
ﬁsmloglco [S]) Inoculacion x A x A Seguimien.t?.
\ de células 3 3 S s hasta el sacrificio Y.
( XRT +D XRT+D )
E. XRT [30 Gy] + €255 [C] + DST [D] w0 A0S AL TEE TR
Inoculacién x A x A Seguimiento
\ de células c c c C hasta el sacrificio Y,

Figura 79. Esquema del tratamiento in vivo de los estudios de crecimiento tumoral con radiacidn.
Tratamientos: C225 (C) primer dia, 1 mg en 200 L, resto de dias 0’5 mg en 100 L, por via ip. Dasatinib
(D) 50 mg/kg en 250 pL por sonda oral, 2 horas antes de la radiacion. Suero fisiolégico (S) y propanediol
(V) se dieron en paralelo como vehiculos de C225 y DST, respectivamente, en aquellos animales que no
fueron tratados con los farmacos correspondientes. XRT corresponde a una dosis de 3 Gy por dia (en
total 30 Gy). Cada guidn de la linea a partir del inicio del tratamiento indica un dia, las flechas y los
tridngulos marcan los dias con una dosis de tratamiento. El tratamiento esta marcado con la inicial de su
nombre.

4. Generacién de tumores para estudios de seiializacion, histologia y proteoma.

Cuando los tumores llegaron al tamafio adecuado, entre 5-6 mm?>, los ratones fueron

distribuidos al azar en 3 grupos de tratamiento, A, By C.

Los animales fueron tratados siguiendo el esquema de tratamiento de la Figura 80 Se

obtuvieron 5 tumores grupo A, y 15 en los grupo By C.
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Figure 80. Diagrama del tratamiento in vivo para los estudios de de seiializacion, histologia y
proteoma. Tratamientos: C225 (C) dia 1 y dia 3, 1 mg en 200 pL y 0’5 mg en 100 plL por via ip,
respectivamente. Dasatinib (D) dias, 2, 3 y 4, 50 mg/kg en 250 uL por sonda oral, 2 horas antes de la
radiacion. Suero fisioldgico (S) y propanediol (V) se dieron en paralelo como vehiculos de C225 y DST,
respectivamente, en aquellos animales que no fueron tratados con los farmacos correspondientes. XRT
corresponde a una dosis de 3 Gy por dia (separada 24 h de la siguiente).

5. Tratamientos del cultivo y generacion de las muestras in vitro para inmunofluorescencia.

Se sembraron 250.000 (experimentos de sintesis de ADN-BrdU) células por disco en
medio completo en discos de 21 cm® Durante 5 dias, se dejé que las células se pegaran
completamente en el disco y que empezaran a crecer en un incubador a 372C antes de
cambiar el medio completo, después de dos lavados con PBS 1x, por medio sin FBS con los

farmacos y devolverlos al incubador donde se mantuvieron durante 48 h.

Las células fueron tratadas con los siguientes agentes:

a) Tratamiento en condiciones basales: las células se expusieron a los vehiculos
de los farmacos.

b) Tratamiento con C225: se prepard una solucion de 30 nM de C225 en medio
de cultivo y se afiadieron 3 mL por disco. Los discos se incubaron 48 h a 372C.

c) Tratamiento con DST: se preparo una solucién de 150 nM de DST en medio de

cultivo y se afiadieron 3 mL por disco. Los discos se incubaron 48 h a 372C.
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Estos tratamientos también se combinaron entre ellos. Las muestras se obtuvieron

siguiendo los esquemas de tratamiento que se muestran a continuacion (Figura 81):

Siembra del cultivo

\ DiA 1

+C225 + DST

! I IA : ]

Depleccién del medio

Fijacien

DIA S8 /

Dia 2 DiA 3 DiA 4 DiAS pDiae6 DIA7

Figure 81. Diagrama del tratamiento de los cultivos para inmunofluorescencia.

6. Estudio Bioquimica, in vitro, Western Blot.

En el estudio realizado, las células fueron tratadas con los siguientes agentes vy

siguiendo la preparacion mencionada a continuacion:

a)

b)

c)

d)

e)

Tratamiento en condiciones basales: las células se expusieron a los vehiculos de
los farmacos.

Tratamiento con C225: se preparé una solucidon de 30 nM de C225 en medio de
cultivo y se afiadieron 3 mL por disco. Los discos se incubaron 48 h a 37¢9C.
Tratamiento con AG1478: recuperamos 2’5 mL del medio del cultivo al que
afiadimos un volumen de farmaco para conseguir una concentracién de 100 nM
que se anadio al cultivo donde se incubd durante 2 h a 372C.

Tratamiento con ligando EGF: recuperamos 2 mL del medio del cultivo al que
afiadimos un volumen de ligando para conseguir una concentracion de 10 ng/mL
que se anadidé al cultivo donde se incubd durante 10 min. a 372C. También se
realizaron experimentos de dosis respuesta los cuales se incubaron 5 0 10 ng/mL a
distintos tiempos (entre 0 y 30 min.) a 372C o a distintas concentraciones (entre 0
y 20 ng/mL) durante 10 min. a 372C.

Tratamiento con radiacion: en la unidad de radioterapia se sustituyé el medio de
los discos por medio precalentado a 379C, se irradiaron las células, bien
oxigenadas, con dosis de 1, 2 0 5 Gy y se incubaron durante 2 o 15 min a 379C
segln si buscabamos la respuesta inmediata o tardia en las vias de sefializacién.

Durante la irradiacidon para mantener el equilibrio electrdnico los discos de cultivo
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se situaron encima de dos placas de metacrilato (PMMA) de un tamafio de 35 x 35
x 1 (cm).

f) Tratamiento con DST: se prepard una solucién de 50 o 150 nM de DST en medio
de cultivo y se afadieron 3 mL por disco. Los discos se incubaron 48 h a 372C.

g) Tratamiento con PP2: se prepard una solucién de 5 o 10 uM de PP2 en medio de
cultivo y se afiadieron 3 mL por disco. Los discos se incubaron 16 o 48 h a 37°C.

h) Tratamiento con AG825: recuperamos 2’5 mL del medio del cultivo al que
afiadimos un volumen de farmaco para conseguir una concentracion de 0’3, 3, 15
0 30 uM que se afiadié al cultivo donde se incubé durante 2 h a 37°C.

i) Tratamiento con P6: recuperamos 2’5 mL del medio del cultivo al que afadimos
un volumen de fadrmaco para conseguir una concentracion de 0’25, 0’5, 1 0 2 uM
que se anadio al cultivo donde se incubd durante 2 h a 372C.

j) Tratamiento con PHA665752: recuperamos 2’5 mL del medio del cultivo al que
afiadimos un volumen de farmaco para conseguir una concentracion de 100, 500 o

1500 nM que se afiadié al cultivo donde se incubd durante 2 h a 37°C.

Estos tratamientos se combinaron entre ellos. De modo que cuando un tratamiento
con un tiempo de incubacion largo (48 h) se combinaba con otro tratamiento con un tiempo
de incubacidon menor, excepto con PP2 (16 h) y radiacién, se recuperaba un volumen de medio
en que se afadiria la cantidad de farmaco necesaria para conseguir la concentracién deseada.
Esta recuperacién de medio se realizé para preservar los factores de crecimiento secretados al
medio como consecuencia de la administracién de un fdrmaco, los cuales podrian ser
importantes para la accién del farmaco con el que se combina y para la evaluacién los cambios
inducidos por los tratamientos en las vias de sefializacion. Los lisados se realizaron siguiendo el

esquema de tratamiento que se muestra a continuacion (Figura 82).

N

Periodo de tratamiento (segun dosis y
tiempo de incubacion descritos)

A | | | A A

Siembra del cultivo Depleccién del medio Tampén de lisis

\ Dia1 DiA2 DiA3 DiA4 DIAS DiAG DiA7 Diag /

Figure 82. Diagrama del tratamiento de los cultivos para western blot.
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7. Esquema tratamiento para determinacién de VEGF.

b)

c)
d)

e)

f)

g)

h)

Las células se expusieron a los siguientes tratamientos durante 0, 24 0 48 h:

Condiciones basales: las células se expusieron a los vehiculos de los farmacos.

C225: anadimos al medio un volumen de C225 para obtener una concentracién en el
cultivo de 30 nM.

Radiacidn: irradiamos el cultivo con una Unica dosis de 8 Gy.

DST: afiadimos al medio un volumen de DST para obtener una concentracién en el
cultivo de 150 nM.

C225 y DST: ainadimos al medio un volumen de C225 y de DST para obtener una
concentracidn en el cultivo de 30 nM y de 150 nM, respectivamente.

XRT y C225: irradiamos el cultivo con una Unica dosis de 8 Gy y afiadimos al medio un
volumen de C225 para obtener una concentracidn en el cultivo de 30 nM.

XRT y DST: irradiamos el cultivo con una unica dosis de 8 Gy y afiadimos al medio un
volumen de DST para obtener una concentracidn en el cultivo de 150 nM.

XRT, C225 y DST: irradiamos el cultivo con una uUnica dosis de 8 Gy y afadimos al
medio un volumen de C225 y de DST para obtener una concentracién en el cultivo de

30 nM y de 150 nM, respectivamente.

8. Experimentos de actividad de RAS.

En el estudio realizado, las células fueron tratadas con los siguientes farmacos y

siguiendo el esquema de tratamiento mencionado a continuacion:

a) Tratamiento en condiciones basales: las células se expusieron a los vehiculos de
los farmacos.

b) Tratamiento con ligando EGF: recuperamos 2 mL del medio de cultivo y afiadimos
un volumen de ligando para conseguir un medio con una concentracién de 10
ng/mL el cual se afiadio al cultivo y se incubé durante 10 min. a 379C.

c) Tratamiento con ligando EGF y C225: preparamos un medio al cual afiadimos un
volumen de C225 para obtener una concentracion de 30 nM, lo afladimos al cultivo
durante 48 h a 372C. Ademas 10 min. antes de finalizar la incubacién, recuperamos
2 mL del medio de cultivo y afiadimos un volumen de ligando para conseguir un
medio con una concentracién de 10 ng/mL el cual se afiadié al cultivo y se incubd

durante 10 min. a 379C.
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Tratamiento con DST: todos los grupos mencionados anteriormente también se
combinaron con DST preparando un medio al cual afiadimos un volumen de DST
para obtener una concentracion de 150 nM la cual incubamos en el cultivo durante

48 ha 37°C.

9. Experimentos de LDH.

En el estudio que realizamos, las células fueron tratadas con los siguientes farmacos y

siguiendo este esquema de tratamiento:

a)

b)

c)

d)

Tratamiento en condiciones basales: las células se expusieron a los vehiculos de
los farmacos.

Tratamiento con ligando EGF: recuperamos 2 mL del medio de cultivo y afiadimos
un volumen de ligando para conseguir un medio con una concentracién de 10
ng/mL el cual se afiadio al cultivo y se incubé durante 10 min. a 379C.

Tratamiento con ligando EGF y C225: preparamos un medio al cual afiadimos un
volumen de C225 para obtener una concentracion de 30 nM, lo afladimos al cultivo
durante 48 h. Ademds 10 min. antes de finalizar la incubacién, recuperamos 2 mL
del medio de cultivo y afadimos un volumen de ligando para conseguir un medio
con una concentracién de 10 ng/mL el cual se afiadio al cultivo y se incubé durante
10 min. a 37°C.

Tratamiento con DST: todos los grupos mencionados anteriormente también se
combinaron con DST preparando un medio al cual afiadimos un volumen de DST
para obtener una concentracidon de 150 nM y lo incubamos en el cultivo durante

48 ha 37°C.
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ANEXO 2: Cambios en las vias de sefializacion inducidos por PP2.

1. Cambios inducidos por el PP2 en las proteinas EGFR, SRC, STAT3 y ERK1/2.

A Células A431 B Células FaDu
10 ng/mL EGF 10 ng/mL EGF
0 PP2 0 PP2
0 125153001 251530 0 12515300 1 2 51530
PEGFRYS45 |1 = we o g o W oo = =y o cuaew
EGFR total [, ..-.......qul’ *
PSRCYATS | g Sy - = S o ...'-. - -
SRC total | NI @ Py e S | | e - ————
PSTATIYT05 | e o i s == o S et '—----!-----'
STAT3 tOtal | v v o e o = = e || g o o O
12 [ Com e | s & =-83%
HIGVP R Mp— L L Ll T T
- TUDUIING. | bt e s v e o S | | O ———

Figura 83. Efecto de la inhibicidon de SRC en las vias de seiializacion. Lisados de células A431 (A) y FaDu
(B) tratadas con EGF en presencia o ausencia de PP2 analizados por WB. Las células se lisaron después
de cada incubacion con ligando. EGF, 10 ng/mL de 0 a 30 min. PP2, 10 uM durante 48 h. Se realizaron 2
lisados independientes, por duplicado y por linea. *No se consiguid obtener esta proteina en los lisados.

2. Cambios inducidos por PP2, cetuximab y AG1478 sobre SRC, EGFR, AKT, ERK1/2 y STAT3.

2.1. Cambios inducidos por PP2 en combinacion con C225 0 AG1478 en la proteina SRC.

A Células A431 B Células FaDu
0 PP2 0 PP2
B CAECEAEBCATECEAE BCAECEAEB C A E CE AE
PSRCYATS | s s e s s W |.-....----.-.‘,|
DSRCYSZQ —— e = ‘..--"‘- |—----- ——-——“'I
SRC TOtal | i ———— — *¥
pCORTACTINAY466| - - | | e |
CORTACTINA total *¥
PCAVEOLINAYIA | L | | e e i |
CAVEOLINA total -
a-tubulina - —— ————————— lm|

Figura 84. La inhibicion concomitante de EGFR y SRC induce cambios en la regulacion de SRC y de la
Cortactina. Lisados de células A431 (A) y FaDu (B) tratadas con EGF, C225 o AG1478 en presencia o
ausencia de PP2 analizados por WB. B, vehiculo; C, C225 30 nM durante 48 h; E, EGF 10 ng/mL durante



10 min.; A, AG1478 100nM durante 2 h; PP2, 10 uM durante 48 h. Se realizaron 2 lisados
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independientes, por duplicado y por linea. **No se realizaron estas proteinas.

2.2. Cambios inducidos por PP2 en combinacion con C225 y AG1478 en la proteina EGFR.

PEGFR Y845

pEGFR Y1068
EGFR total

a - tubulina

Figura 85. La inhibicién concomitante de EGFR y SRC induce cambios en la proteina EGFR. Igual que la

A

Células A431

Células FaDu

0 PP2

0 PP2

B CAECEAEB C A E CE AE
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Figura 84 pero para las proteinas indicadas. *No se consiguio obtener esta proteina.

2.3. Cambios inducidos por PP2 en combinacion con C225 y AG1478 en las proteinas AKT y ERK.

PAKT 5473

AKT total

pERK 1/2
ERK 1/2 total

a - tubulina

Figura 86. La inhibicion concomitante de EGFR y SRC induce cambios en las proteinas ERK y AKT. Igual
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que la Figura 84 pero para las proteinas indicadas. **No se realizaron estas proteinas.

2.4. Cambios inducidos por PP2 en combinacion con C225 y AG1478 en la proteina STAT3.

pSTAT3 Y705

pSTAT3 §727

STAT3 total

a - tubulina

Figura 87. La inhibicién concomitante de EGFR y SRC induce cambios en la proteina STAT3. Igual que la
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Figura 84 pero para las proteinas indicadas. **No se realizaron estas proteinas.
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3. Efecto del PP2 en combinacién con un inhibidor de JAK.
3.1. La administracion del inhibidor de JAK no revierte el efecto paraddjico inducido por PP2.

A nivel del EGFR:

A Células A431 B Células FaDu
0 P6 PP2 PP2+P6 0 P6 PP2 PP2+P6
E E E E E E E E
0 515 05150 5 15 0 515 0O 515 05150 5 15 0 515

PEGFRY845|" NSRRI EN == " .. wn = e S S -

=
PEGFRYTOGE | e e e e o v o, o o 'h - - .- -

a - tubulina I----_-----\ - — - —— WV

Figura 88. La inhibicion concomitante de JAK y SRC induce cambios en la proteina EGFR. Lisados de
células A431 (A) y FaDu (B) tratadas con P6, EGF, PP2 analizados por WB. P6, Pyridone 6 0’25 uM
durante 2 h; E, EGF 10 ng/mL durante 0, 5 0 15 min.; PP2, 10 uM durante 48 h. Se realizé un 1 lisado, por
duplicado y por linea celular. *No se consiguid obtener esta proteina.

A nivel de SRC:
A Células A431 B Células FaDu
0 P6 PP2__ PP2+P6 0 P6 PP2 _ PP2+P6
E E E E E E E E

0 515 05150 5 15 0 515 0 515 05150 5 15 0 515
PSRCY418 |* WSS o e o g.ggqg- -
PSRCY529 [#% & cmmpmun  © o #m oo w ® rru"—--qs |

SRC total | W o iy w— - - *%
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Figura 89. La inhibicion concomitante de JAK y SRC induce cambios en la regulacion de SRC y
Cortactina. Igual que la Figura 88 pero para las proteinas indicadas. **No se realizaron estas proteinas.

A nivel de STAT3:
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Figura 90. La inhibicién concomitante de JAK y SRC induce cambios en la proteina STAT3. Igual que la
Figura 88 pero para las proteinas indicadas. **No se realizaron estas proteinas.

A nivel de ERK y AKT:

A Células A431 B Células FaDu
0 P6 PP2  PP2+P6 0 P6 PP2 _ PP2+P6
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Figura 91. La inhibiciéon concomitante de EGFR y SRC induce cambios en las proteinas ERK y AKT. Igual
que la Figura 88 pero para las proteinas indicadas. **No se realizaron estas proteinas.

3.2. El Pyridone 6 no revierte el efecto paraddjico producido por C225 y DST.

A nivel del EGFR:

A Células A431 B Células FaDu
PP2 PP2
Pyridone6 - - + -+ - + - + - + - + - -+ -+ -+ - F - F -+
C225 - - = + + == = =+ + - - SR B R I O
AG1478 - - - - -+ 4+ - - - - + + I I (RT3
EGF - + + + +++ ++ + + + + -+ + + ++ + + + + + +

PEGFR Y845 | -.,.-_,..-‘F. lhgg“' e
PEGFRY1068[* WMEmas = e e <ot | | DN -u =

EGFR total '“'”‘”" - s *

kg

a-tubulina|#= '..m.'q-"' - e e e S G e e o

Figura 92. La inhibicion concomitante de JAK, EGFR y SRC induce cambios en la proteina EGFR. Lisados
de células A431 (A) y FaDu (B) tratadas con P6, EGF, C225 o AG1478 en presencia o ausencia de PP2
analizados por WB. Pyridone 6, 0’25 uM durante 2 h; EGF, 10 ng/mL durante 10 min.; C225, 30 nM
durante 48 h; AG1478, 100 nM durante 2 h; PP2, 10 uM durante 48 h. Se realizd un 1 lisado, por
duplicado y por linea celular. *No se consiguidé obtener esta proteina.
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A nivel de SRC:
A Células A431 B Células FaDu

PP2 PP2
Pyridone6 - - + -+ -+ -+ - + - + - -+ -+ -+ -4+- + -+
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Figura 93. La inhibicion concomitante de JAK, EGFR y SRC induce cambios en la regulacion de SRC y
Cortactina. Igual que la Figura 92 pero para las proteinas indicadas.

A nivel de STAT3:

A Células A431 B Células FaDu

PP2 PP2
PyridoneG--+—+-+-+-+'—+ LI R GO R U R S o
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Figura 94. La inhibicion concomitante de JAK, EGFR y SRC induce cambios en la proteina STAT3. Igual
que la Figura 92 pero para las proteinas indicadas.

A nivel de ERK y AKT:
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Figura 95. La inhibicion concomitante de JAK, EGFR y SRC induce cambios en las proteinas ERK y AKT.

Igual que la Figura 92 pe

ro para las proteinas indicadas.

4, Efecto de la inhibicion de SRC en combinacién con un inhibidor de cMET.

4.1. La administracion del inhibidor de cMET no revierte el efecto paraddjico del PP2.

A nivel de EGFR:

PHAG665752 (nM).
pEGFR Y845
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EGFR total
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Figura 96. La inhibicién concomitante de cMET y SRC induce cambios en la proteina EGFR. Lisados de
células A431 (A) y FaDu (B) tratadas con EGF y PHA6645752 en presencia o ausencia de PP2 analizados
por WB. PHA665752, 100, 500 y 1500 nM durante 2 h; EGF, 10 ng/mL durante 10 min.; PP2, 10 uM
durante 48 h. Se realizé un 1 lisado, por duplicado y por linea celular. *No se consiguié obtener esta

proteina en los lisados de la linea celular FaDu.
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Figura 97. La inhibicion concomitante de cMET y SRC induce cambios en la regulacion de SRC y de la
Cortactina. Igual que la Figura 96 pero para las proteinas indicadas.
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Figura 98. La inhibicién concomitante de cMET y SRC induce cambios en la proteina STAT3. Igual que la
Figura 96 pero para las proteinas indicadas.

A nivel de ERK y AKT:

A Células A431 B Células FaDu
EGF EGF
PP2 PP2
PHA665752 (nM). O 100 500 1500 O 100 500 1500 O 100 500 1500 0 100 500 1500
pAKT 5473 e S I | | ——
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Figura 99. La inhibicion concomitante de cMET y SRC induce cambios en las proteinas ERK y AKT. Igual
que la Figura 96 pero para las proteinas indicadas.
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ANEXO 3. ENSAYOS CLINICOS CON DASATINIB

Dosis DST Agentes en Ensayo
Tipo de tumor Fase | seleccionadas para ., Resultados ..
combinacién clinico
fase ll
Cancer de mama ER+ Il 100 mg diarios Letrozole En curso NCT00696072
Cancer de mama ER+ I-1l 70 mg diarios Fulvestrant y En curso NCT00903006
un anticuerpo
contra IGF-1R
MK-0646
Céancer de mama Il 100 mg diarios Exemestane En curso NCT00767520
avanzado ER+
Céancer de mama ER+ 1] 70 0 100 mg dos - RECIST(69): 3(4) PR, 6(9) NCT00371345
o HER2+ veces/dia SD
Cancer de mama Il - Paclitaxel y En curso NCT01306942
HER2+ trastuzumab
Cancer de mama sin | 100 mg diarios Capecitabine PR 13.5% NCT00452673
seleccidn
Cancer de mama sin I-11 120 mg diarios Paclitaxel PR 25% NCT00820170
seleccion
Cancer de mama Il 70 0 100 mg dos - RECIST(43): 2(5) PR, 2(5) NCT00371254
localmente avanzado, veces/dia SD
triple negativo
Céancer de mama Il 100 mg diarios - Finalizado por futilidad NCT00817531
localmente avanzado, después de un analisis
triple negativo interino
Céancer de mama 1] 100 mg diarios Fulvestrant En curso NCT00754325
avanzado
Céancer de mama 1] 50, 70 0 100 mg - Ensayo suspendido en las | NCT00546104
avanzado dos veces/dia primeras etapas con 31
pacientes por superar el
limite estadistico de al
menos 4 (13 %) pacientes
sin PD para continuar con
el reclutamiento
Cancer de mama 1] 100 mg diarios - En curso NCT00780676
metastatico
Céancer de mama con Il - - En curso NCT00410813
metastasis 6sea
Cancer de prostatasin | I-lI 100 mg diarios Docetaxel PR 42% NCT00439270
quimioterapia previa
CRPC
Cancer de prostata sin | Il 100 mg diarios Prednisone + En curso NCT00744497
quimioterapia previa docetaxel
CRPC
CRPC I 70 0 100 mg dos - RECIST(24): 12(50) SD NCT00385580
veces/dia /100 mg
diarios
CRPC I 150 mg diarios - RECIST(31): 13(42) PR, NCT00570700
3(10) uPR, 5(16) SD
CRPC metastatico 1] 100 mg diarios Nilutamide Terminado por decision NCT00918385
del IP
Melanoma Il 100 mg diarios - En curso NCT01092728
Melanoma 11 70 mg dos - PR 5% NCT00436605
veces/dia
Melanoma — Il - - En curso NCT00700882
localmente
avanzado/metastatico
Melanoma avanzado I-1l 100 mg diarios Dacarbazine PR 8.2%, beneficio clinico | NCT00597038
59.2%
Céancer de pulmén — 1l 70 0 100 mg dos - NRy PR 0% NCT00570401
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avanzado veces/dia /100 mg
diarios
NSCLC 1] 70 mg dos - En curso NCT00787267
veces/dia
NSCLC 1] 140 mg diarios - Reclutamiento lento (7; 2 | NCT00858403
completados, 5 no
completados: 1 retirado
3 muertosy 1 PD)
NSCLC I-1l 70 mg diarios Erlotinib En curso NCT00826449
NSCLC —recurrente 1l 100 mg AMy50mg | - En curso NCT00459342
PM
SCLC 1 70 mg dos - PD 65%, SD 16%, NCT00470054
veces/dia evaluacién inadecuada
19%
CRC 100 mg diarios 5-FU, En curso NCT00501410
Cetuximab,
leucovoriny
oxaliplatin
CRC I-11 - Bevacizumab, En curso NCT00920868
capecitabine y
oxiplatine
CRC [ - Cetuximab En curso NCT00835679
CRC metastatico 1] - - SD 5%, falta de respuesta | NCT00504153
HNC 1] 150 mg diarios Cetuximab En curso NTC01488318
HNC -1l - Cetuximab En curso NCT00882583
Tumores sélidos | 100 mg, 150 mg o Cetuximab En curso NTC00388427
avanzados 200 mg
Canceres avanzados | - Erlotinib En curso NTC00903734
Clorhidrato
(Tarceva)
GBM/gliosarcoma I-11 100 mg diarios o Lomustine Incapacidad para cumplir | NCT00948389
dos veces/dia los objetivos del
protocolo
GBM/gliosarcoma 1] - - Suspendido NCT00423735
GIST Il - - En curso NCT00568750
Céancer hepatico 1] - - Terminado NCT00459108
avanzado
Mesotelioma — Il 50 mg dos - En curso NCT00509041
recurrente veces/dia
Cancer de ovario / 1] - - Completado NCT00671788
trompas de Falopio /
peritoneal —
recurrente
Cancer pancredtico Il - - En curso NCT00544908
Céncer pancreatico 1] - - En curso NCT00474812
metastatico
Céncer de la glandula 1] - - En curso NCT00859937
salivar — recurrente /
metastatico
Sarcoma - avanzado Il - - En curso NCT00464620

PR: Respuesta parcial, uPR: PR no confirmada, SD: Enfermedad estable, NR: Sin respuesta, PD:
Enfermedad progresiva, CRPC: Cancer de prdstata resistente a la castracion, HR+: Receptor de la
hormona - positivo, HER2+: Receptor del factor epidérmico humano-2 positivo, ER+: Receptor del
estrégeno-positivo, NSCLC: Carcinoma de pulmén de célula no pequefia, HNC: Cabeza y cuello, CRC:
Cancer colorrectal, SCLC: Carcinoma de pulmdn de célula pequeia, IP: Investigador principal.
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