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Introduccion

1.1. Sarcoma de Ewing

Los sarcomas son tumores relativamente raros y diversos,
derivados de tejidos conectivos, como el hueso, el masculo o el cartilago (1,
2). Se pueden dividir en dos categorias generales, basandose en su
cariotipo: los sarcomas de cariotipo relativamente sencillo (con
translocaciones cromosoOmicas reciprocas) y los sarcomas de cariotipo
complejo (con alto grado de inestabilidad cromosdmica y sin translocaciones
especificas), teniendo diferentes estadios y tratamientos. En el primer grupo
se incluyen el sarcoma de Ewing, el rabdomiosarcoma alveolar y el sarcoma
sinovial, entre otros y en el segundo grupo se incluyen el histiocitoma fibroso
maligno, el leiomiosarcoma o el osteosarcoma, entre otros (2).

Los sarcomas representan menos del 10% de todos los tipos de
cancer (3-5), pero, sin embargo, son de los tumores de nifios y de adultos
jovenes mas agresivos, con una alta tasa de enfermedad metastasica y son
refractarios a la terapia convencional (1, 6).

En el caso de los sarcomas se consideran 3 principales
caracteristicas con valor prondstico, que son el grado, el tamafio y la

localizacién del tumor (2).

Puesto que los sarcomas son poco comunes y comprenden un
amplio abanico con diferentes tipos de tumores, es importante que se haga
una evaluacion lo mas detallada posible de cada caso, a ser posible por un
equipo multidisciplinar de expertos en el campo, que incluya oncdlogos,

cirujanos, patologos, radiélogos y, cuando proceda, bi6logos moleculares.

La familia de los Tumores de Ewing (ESFT) es un conjunto de
tumores, pertenecientes al grupo de los tumores de cariotipo sencillo, que
ejemplifica la diversidad que pueden tener los sarcomas. Esta familia
engloba distintas entidades con morfologia y diferenciacién heterogéneas

pero que comparten caracteristicas fenotipicas y moleculares.
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Introduccion

En este grupo se incluyen los Sarcomas de Ewing (SE), los tumores
neuro-ectodérmicos primitivos (PNET) 6 el Tumor de Askin, entre otros que,
en el inicio del siglo XX, se han descrito como entidades clinico-patoldgicas

distintas pero que, en afios posteriores, se han englobado en un Gnico grupo.

“Todo empezd” cuando, en el afio de 1918, Arthur Purdy Stout
describié un tumor en el nervio cubital, con caracteristicas correspondientes
a un sarcoma pero que era compuesto por células pequefas, ordenadas en
una estructura con forma de rosetas (7), lo que se describié a posteriori
como un PNET periférico. 3 afios después James Ewing describié un tumor
indiferenciado en la diafisis del los huesos largos de una nifia de 14 afos,
gue era radio-sensible (8). Con el paso de los afios, se han ido acumulando
diversos casos de tumores de células pequefias redondas, los cuales se han
descrito inicialmente como endoteliomas difusos del hueso (8), después
como mielomas endoteliales del hueso (9), entre otros. Como todas estas
entidades compartian diversas caracteristicas, especialmente el hecho de
gue poseian translocaciones entre el gen EWS y un factor de trascripciéon de
la familia ETS, se decidi6 englobarlos todos dentro de los Sarcomas de
Ewing (SE) (10).

Los SE son la segunda neoplasia mas frecuente en los tumores
primarios del hueso de nifios y adolescentes (16% de los tumores malignos),
después de los osteosarcomas, en los que la supervivencia a los 5 afios es
apenas del 50% (11-15). Aun asi, son bastante infrecuentes, con una
incidencia anual del 1-3/millén, con una cierta predominancia en el genero

masculino y la raza caucasica (6, 16-18).
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Este tipo de tumores aparece en los huesos, especialmente en la
pelvis, los huesos largos y los huesos de la caja toracica, pero un 15% de
estos sarcomas puede encontrarse también en partes blandas (zonas extra-

Oseas), como los rifiones, vejiga, préstata 6 meninges. Las metéstasis

primarias se encuentran especialmente en los pulmones, huesos y medula
Osea (19, 20).

Cabeza 2%

Caja toracica  16%

Humero Clavicula  1.5%
Escapula 4.0%
Ulna Costillas  10.0%
Radio Esternon  0.5%
Columna

Mano  1.0% Vertebral  8:0%

|
5 Pelvis  26.0%

i
Fémur 20.0% %

Peronc 8.0% I Metastasis Primarias
Tibia 10-0% @) '
i i = PUImon 10% o6 o/medula Osea 10%
Pie 3.0% il ‘ ,L‘III 4 Otros 6%

Ninguno 74%

Figura 1. Zonas tumorales primarias de los Sarcomas de Ewing y los 6rganos donde
mas frecuentemente se detectan metastasis. Adaptado de Bernstein et al. (19)

La histogénesis de los SE es todavia desconocida. Debido a su
nivel de diferenciacion muy bajo, se torna dificil determinar cual es el origen
de estos tumores. Por un lado, existen evidencias de que podrian derivar de
la cresta neural, ya que expresan determinados marcadores neurales y que
poseen un patrén de diferenciacion neural bajo determinados estimulos (21-

27). Sin embargo, también se apunta en un posible origen mesenquimal
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Introduccion

indiferenciado en el que se da la transformacién celular (28, 29). Se ha visto
que el gen de fusibn EWS-FLI1 transformaba células mesenquimales
progenitoras en células pequefas redondas en modelos animales (30) y que
bloqueaba la diferenciacion de células pluripotentes del estroma medular, lo
gue esta de acuerdo con la apariencia indiferenciada del SE (31). Sin
embargo, estos datos ponen otra cuestion que todavia no se ha aclarado:
ies el SE reflejo del fenotipo de una célula madre tumoral, cuya
diferenciacion se ha bloqueado por la actividad del gen de fusion EWS-ETS
0 es el oncogén el que impone un programa de diferenciacion incompleto en

una ceélula precursora pluripotente?

1.1.1. Diagndstico

Como se ha referido anteriormente, un diagndstico correcto de los
SE es esencial, siendo muchas veces complejo debido al bajo grado de
diferenciacién de estos tumores. Se debe tener una adecuada informacién
clinica del paciente, junto con estudios morfolégicos, inmunohistoquimicos o

moleculares, si procede, de biopsias tumorales.

A nivel clinico, los SE presentan inicialmente un dolor e
inflamacién loco-regionales, siendo el dolor intermitente y variable de
intensidad (32) y que, muchas veces, se confunde errbneamente con el dolor
del “crecimiento 6seo” 0 el derivado de las actividades deportivas. En estos
casos este tipo de dolor persiste durante la noche y dura mas de un mes, lo
gue indica que ninguna de estas posibilidades es correcta. Este dolor es
apenas un sintoma inicial que puede ser seguido por una masa palpable,
tardandose en media 3-9 meses hasta obtener un diagndstico definitivo.
También se pueden registrar otros sintomas, como la tendinitis, la

inflamacién de la cadera, la osteomielitis, la leucocitosis, fiebre 6 anemia y
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pérdida de peso, dependiendo de la zona donde se encuentra el tumor
primario y del grado de evolucién de ese mismo tumor (19, 32, 33). Es de
practica comun empezar por estudiar la posible lesién 6sea con rayos x en
dos planos, donde se observa una destruccion del hueso, seguidos de

estudios mas detallados por resonancia magnética

Varon 17

anos
. |

Figura 2: Imagenes de rayos x y resonancia magnética de un paciente de SE,
donde se puede apreciar la afectacion del hueso y los tejidos circundantes.

A nivel morfoldgico, los SE estan compuestos por “sdbanas” de
células pequefias y redondas, con un nucleo prominente y  citoplasma
eosinofilo de menor proporcion, con alto grado de proliferacion y con casi
ausencia de matriz extracelular. Se puede detectar alguna diferenciacion
neural por la presencia de rosetas de Homer-Wright y/6 alguna diferenciacion
epitelial por la presencia de células con un citoplasma denso y membranas
celulares prominentes. En cualquiera de estos casos se detecta una

positividad para el glicogeno PAS (acido periodico de Schiff) (6, 16, 19).
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Figura 3: Estudio morfoldgico e Inmunohistoquimico de una biopsia de un paciente
con SE, con tincién para PAS y CD99. Se puede observar el patron de células
pequefias, redondas, con poco citoplasma y un marcaje con patrén de membrana
para CD99.

A nivel inmunohistoquimico se verificO que méas de un 95% de los
casos de SE tienen un marcaje positivo para el receptor de adhesién CD99
(34-36) y aunque no se sepa ciertamente cual es su funcién en estos casos,
se ha demostrado que su inhibicidon con anticuerpos monoclonales inducia la
apoptosis, inhibiendo la proliferacion e incrementando la sensibilidad a los
agentes quimioterdpicos de lineas celulares de los SE (37-39). Estos
tumores también presentan reactividad para la vimentina (40-43) y, en un
20% de los casos, para citoqueratina (44-47). Algunos tumores mas
diferenciados pueden tener reactividad para determinados marcadores
neuronales, como la enolasa neuronal especifica (NSE) (48, 49), la proteina
S-100, la sinaptofisina 6 el CD57 (19, 40, 50-52).
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Visto que las caracteristicas histologicas e inmunofenotipicas de
los SE se solapan entre ellas y también con otros tumores pediatricos de
células pequefias y redondas (como es el caso del neuroblastoma, del
rabdomiosarcoma, del linfoma de tipo no Hodgkin, entre otros) y que no
existen marcadores especificos que los distingan entre ellos totalmente, en
ultima instancia se recurre a la deteccion de las translocaciones
cromosémicas especificas asociadas a cada uno de ellos. En estos casos se
hacen estudios moleculares de RT-PCR (Retrotranscripciéon (RT) y Reaccién
en Cadena de la Polimerasa (PCR)) y/6 FISH (Hibridacién fluorescente in
situ) para detectar las translocaciones del gen EWS con un elemento de la
familia ETS (53-57). En el primer caso se amplifica y detecta el producto de
la fusion EWS-ETS y en el segundo caso se hace una hibridacion con
sondas que detectan el gen EWS y/o sus “compafieros” de translocacion,

pudiéndose asi distinguir los diferentes tipos de tumor.

1.1.2. Prondstico

Como se ha citado anteriormente, uno de los factores pronésticos

en los sarcomas es el grado/estadio del tumor.

En el momento del diagnostico se debe verificar si el tumor sigue
localizado 6 si ya existen met4stasis, una vez que su presencia es detectable
en un 25% de los pacientes en el momento del diagnéstico, es uno de los
factores de peor pronéstico (58-61). La ocurrencia de metastasis 6seas 0

medulares tiene peor prondstico que las metéstasis pulmonares (62-66).

Otro factor pronéstico es la localizacion y el tamafio del tumor. Se
sabe que los pacientes con tumores pélvicos tienen peor prondstico, ya que,
entre otras causas, la enfermedad se detecta mas tarde. Asi, en el momento
del diagnostico, el tumor tiene ya un tamafio considerable (tumores con mas
de 200 cm® se asocian a peor prondstico) y se verificd que hasta en un 32%

de los pacientes presenta metastatizacion del tumor (58, 67-69).
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También se ha verificado que el tipo de translocacion que
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presenta el tumor tiene importancia pronostica y que la presencia de cambios

citogenéticos adicionales podra tener un peor pronostico. Se ha comprobado
qgue pacientes con una fusibn EWS-FLI1 tienen un mejor pronostico y una
tasa de supervivencia mayor respecto a los pacientes con fusiones EWS-
FLI1 de otro tipo (70-72). También se demostré que pacientes con
alteraciones genéticas adicionales, como las ganancias en los cromosomas
8, 12, 20, y 1q y pérdidas de los brazos 16q y 19q (73-77), tenian peor
pronéstico (78, 79).

Pacientes sin metastasis en el momento del diagnéstico (n=73)

o 1,0
£ g
== -
2
= 8
[}
Q.
=]
”n 6
Tipo de fusion EWS-FLI1
4
Tipo 1 (n=46)
2 NO Tipo 1 (N=27)  —
Log rank p=0.01
0,0 - - .
0 20 40 60 80 100

Seguimiento (meses)

Figura 4: Curva de supervivencia de pacientes sin metastasis en el momento del
diagnostico, donde se demuestra la correlacion del tipo de fusién con el prondstico.
Los pacientes con fusion de tipol tienen una tasa de supervivencia mayor que los
demas pacientes. Adaptado de de Alava et al. (71).

1.1.3. Terapia

La cura de los SE puede ser alcanzada uUnicamente con

guimioterapia y control local (radioterapia y cirugia).
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Inicialmente se empieza por quimioterapia adyuvante pre-
operatoria (con el fin de eliminar micro-metastasis, reducir el tamafio del
tumor a extirpar y comprobar la eficacia del tratamiento), seguida de terapia

local y quimioterapia adyuvante complementaria.

Durante muchas décadas se utilizo la radioterapia como
modalidad de tratamiento local, pero, actualmente, la cirugia ortopédica
mantiene la funcion e incrementa la “conservacion” de los miembros, sin
comprometer la supervivencia, lo que hace gue se utilice mas esta segunda
modalidad (80, 81).

Inicialmente, en los afios 60, los SE eran tratados con
ciclofosfamida (82-84), siendo posteriormente tratados con una combinacion
de ciclofosfamida, vincristina y radioterapia (85). En los afios 70 se introdujo
una terapia cuadruple, donde se combinaban vincristina, actinomicina D,
ciclofosfamida y doxorubicina (esquema VACD), con un incremento de la
supervivencia de los pacientes (86), torndndose el esquema VACD en el
estandar de la terapia convencional. Basandose en los resultados publicados
de la combinacién de ifosfamida con etoposido (87, 88), al final se seleccioné
el esquema de combinacion de 5 farmacos (VDC-IE) como terapia
convencional en los EEUU. En Europa, se usa el esquema VIDE, que se
basa en los estudios del EURO-E.W.I.N.G. (89).

A pesar de todo, no existe ningun tratamiento realmente efectivo
en la actualidad y un 30-40% de los pacientes con enfermedad localizada y
un 80% de los pacientes con metastasis muere debido a la progresion de la
enfermedad (61, 64, 90, 91). Por ello, la busqueda de nuevas modalidades
de tratamiento y nuevas dianas terapéuticas es una necesidad urgente en el

tratamiento de los SE.

11
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1.1.4 Genes de Fusion

Como se cita anteriormente, los SE poseen translocaciones, que,
de manera analoga a lo que ocurre en numerosas leucemias y algunos
linfomas, originan fusiones génicas especificas. En estos casos, se da la
fusion del gen EWS con un factor de trascripcion de la familia ETS
(normalmente FLI1 6 ERG), que tiene una estructura de unién al ADN Unica.
Las proteinas quiméricas generadas son factores de trascripcion aberrantes

gue promueven el fenotipo oncogénico de las células de SE (70, 71, 92-96).

1.1.4.1 EWS-FLI1

La translocacion t(11;22)(q24;912) ocurre en un 85-90% de los
casos del SE (97, 98), produciéndose la fusién del gen EWS (en el brazo q12
del cromosoma 22) con el gen FLI1 (en el brazo 24 del cromosoma 11) (95,
99-102). En estos casos, la porcion distal del gen FLI1 es yuxtapuesta con la
region proximal del gen EWS, creando el gen de fusion EWS-FLI1 con la

region amino-terminal de EWS y la regién carboxi-terminal de FLI1.

Dependiendo de la zona del corte, se obtienen diversos tipos de
fusion, siendo los mas comunes los cortes en los exones 7y 10 de EWS y 5
y 6 de Flil1 (la fusion de tipo 1 es 7-6, la tipo 2 7-5 y la tipo 3 10-6). De todos
modos, todas las translocaciones incluyen los exones N-terminal de EWS

(exones 1-7) y el dominio de unién al ADN de Fli1 (ex6n 9).

12
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Figura 5: Representacién de los genes EWS y FLI1 y las fusiones mas comunes
resultantes de la translocacién t(11;22). Las flechas indican las zonas de
“breakpoint” mas comunes.

El EWS es un gen constituido por 17 exones, a lo largo de 40kb del
ADN (103, 104), que codifica una proteina de 656 aminoacidos de funcion
desconocida. Pertenece a la familia de las proteinas TET, que comparten un
dominio RRM/RNP-CS de 87 aminodacidos, que esta implicado en la unién
especifica proteina-ARN (105, 106). Este dominio se encuentra en la region
amino-terminal de EWS y es codificado por los primeros 7 exones; el dominio
se mantiene en las proteinas de fusiébn. Se cree que esta region actuara
como un dominio de activacion transcripcional (107, 108). Las proteinas TET

comparten también un numero variable de repeticiones RGG (arginina-
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glicina-glicina), en la region carboxi-terminal, que se cree que reconocen y
promueven la unién al ARN (107). Por esto, se cree que las proteinas TET,
como EWS, TLS/FUS, hTAFII68, entre otras, estan implicadas en la

trascripcion y procesamiento del ARN.

Aungue no se sepa con claridad la funcion biol6gica de EWS “wild-
type”, se cree que esta involucrada en la transcripcion del ARNm. Se ha
verificado que se une el ARN in vitro (107), y que, junto con TAFII68, forma
complejos con el factor de transcripcion TFIID, la RNA polimerasa Il y el co-
activador CBP/p300 (105, 106).

EWS es una proteina expresada en un grupo en células de
mamiferos, con una gran homologia entre diferentes especies, lo que sugiere
gue tendra una funcion importante. Se localiza predominantemente en el
ndcleo pero puede cambiar de localizacion bajo determinados estimulos
(109, 110).

El gen FLI-1 fue el primer “compafiero” de translocacion de EWS
conocido en los SE. Es miembro de la familia de factores de transcripcién
ETS, implicados en el control de la proliferaciéon celular, desarrollo 6
tumorigénesis (111-113). Todos los miembros de esta familia comparten un
dominio altamente conservado, con 85 amino&cidos, que media la unién
especifica a regiones de ADN ricas en purina, con la secuencia consenso
GGAA/T (114), creyéndose que estan implicados en establecer la
especificidad para determinados promotores, y en modular la regulacién
transcripcion al (111-113). El gen FLI1 tiene ese dominio en la region
carboxi-terminal. En la region amino-terminal posee un dominio de estructura
tipo hélice-vuelta-hélice, responsable por la interaccién proteina-proteina
(115).

14
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Durante el desarrollo, FLI-1 es expresado en células
hematopoyéticas y endoteliales y en los tejidos adultos su expresion se
restringe a células hematopoyéticas, con altos niveles de expresion en el
timo e higado (116).

Se ha visto que FLI-1 estd implicado en el desarrollo de los
megacariocitos (117), en la vasculogénesis (118), en la regulacion del ciclo
celular al reprimir la expresion de la proteina retinoblastoma (119) y en la

promocion de la proliferacién al inducir la expresion de Bcl2 (120).

De un modo global, se puede decir que una fusibn EWS-ETS
modula la expresién de sus genes diana de un modo secuencia-especifica,
reconocido por el componente de la familia ETS y bajo el potente control
transactivador de EWS. De este modo, diriamos que los genes diana de
EWS-FLI1 serian los genes diana de FLI1. Sin embargo, esto no es del todo
cierto. Se ha visto que las dianas de la accion de la proteina de fusion
dependen también de interacciones proteina-proteina, Unicas de la molécula
quimera, lo que resulta en un espectro de dianas bastantes mas amplio que
el de FLI1 (121). Ademas, se ha visto que EWS-FLI1 era un potente
transactivador cuando co-transfectado con genes “reporter” que contenian
las regiones de unién a ETS, demostrando que la activacion transcripcional

depende de ambos componentes de la quimera.

Se sabe actualmente que la expresion de EWS-FLI1 tiene como
genes diana a EAT2, mE2-C, MYC, CCND1, PDGFC, DAX1, p21, p57kip,
TGFRII 6 IGFBP3, entre otros (94, 122-133). De este modo, EWS-FLI1 actia
como agente antiapoptotico y pro-proliferativo (134, 135), cambiando incluso
la diferenciacion de neuroblastomas a ES (135, 136) y activando la

telomerasa en SE (137).

15
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1.1.4.2. Otros tipos de fusion

Aungue sean mas raro, EWS también se encuentra translocado con
otros elementos de la familia ETS en los SE. Se ha detectado en un 5-10%
de los casos de SE una translocacion t(21;22)(q22;q12), con fusién EWS-
ERG (138, 139) y en los restantes 5% se han detectado translocaciones
t(7;22)(p22;912), con fusion EWS-ETV1,; t(17;22)(q12;912) con fusién EWS-
E1AF vy 1(2;22)(q13;912), y con fusion EWS-FEV. Incluso se ha detectado
una inversion inv(22), con fusion EWS-ZSG (140-144). En cualquier de estos

casos, estas fusiones dan también lugar a SE.

1.1.4.3. Otras alteraciones

Como se ha descrito anteriormente, en los SE existen, mas alla de
las proteinas de fusion que se producen con las distintas translocaciones,
otro tipo de alteraciones genéticas responsables también por el fenotipo
maligno de estos tumores. Se ha visto, por estudios de citogenética
convencional, una ganancia de los cromosomas 8 y 12 y una pérdida de 1p
(73, 78). Se verificd también una perdida de p21/WAF (145, 146) y perdida o
mutacion de p16/INK4 (147-149), en un 20-30% de casos. Aunque sea raro,
se ha verificado en un 5-15% de casos, una mutacion en p53, que define un
grupo de pacientes con peor pronostico (145, 148, 150, 151). También se ha
detectado un fallo del control del ciclo celular por perdida del “checkpoint” en
la fase G1 (148, 152, 153).

16
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1.1.5 Rutas autocrinas

A las translocaciones que se producen en el SE y que son, por lo
menos en parte, responsables por la patogénesis de estos tumores, se
afiaden otras alteraciones moleculares, también implicadas en la
tumoreginicidad del SE, como es el caso de la expresién/activacion des-

regulada de distintos loops autocrinos.

Se ha demostrado en los dltimos afos la implicacion de las rutas de
transmisién de sefiales de IGF1R (Insulin-like-Growth-Factor 1 Receptor) y c-
kit en la patogénesis del SE (154-162). Se sabe que la activacion de estas
rutas desencadena la estimulacién de sefales intracelulares que, a su vez,
son responsables por la desregulacion de distintos procesos celulares, como
son el crecimiento celular, la proteccién de la induccion de la apoptosis y la
diferenciacion, entre otros. Sin embargo, estos mecanismos estan muy poco
estudiados en este tipo de sarcoma, desconociéndose todavia como se
desencadenan y, principalmente, cdmo se integran y complementan, siendo

de elevado interés el estudio de su implicacion en el SE.

1.1.5.1 Ruta de sefalizacion del IGF1R

La ruta de sefalizaciéon del IGF1 (Insulin-Like-Growth Factor 1,
Factor de Crecimiento Similar a Insulina 1) ha aparecido desde muy
temprano en la evolucién, posiblemente como reguladora de la proliferacion
celular, en funcién de la disponibilidad de nutrientes (163). Esta funcion se
ha conservado en los mamiferos e IGF1 sigue teniendo un papel esencial en
la sefalizacion de la supervivencia y proliferacion celulares (164, 165). Se
sabe que una alteracion de la expresion de los componentes de esta ruta de
sefalizacion esta implicada en el desarrollo y progresion del fenotipo tumoral
en diversos tipos de cancer, incluyendo los sarcomas (154, 166, 167), por lo

qgue el estudio de este sistema tiene especial interés
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1.1.5.1.1 El ligando IGF1

El IGF-1 (originalmente llamado somatomedina C) es un factor de
crecimiento estructuralmente similar a la insulina (60% de homologia), pero
gue es sintetizado por diversas células y secretado inmediatamente tras su
sintesis (y no almacenado intracelularmente como la insulina). Se produce
basicamente en el higado (en el rifidn también), en respuesta a la hormona,
del crecimiento (GH), como un péptido monocatenario de 70 aminoacidos
con tres puentes disulfuro intramoleculares y tiene un peso molecular de
7,649 kDa (168-170).

Actualmente se sabe que la principal funcion del IGF-1, tanto
autocrina como paracrina, es mediar los efectos pro-proliferativos de la
glandula pituitaria, controlando el crecimiento y la diferenciacion de diversos
organos/tejidos, en especial el tejido muscular, el higado, el rifidn, nervios,
piel y pulmén (165, 171-174). No obstante, su accion principal consiste en el
desarrollo 0seo: ademas de estimular la proliferacion celular de los

condrocitos, les hace sintetizar colageno para la matriz ésea (175-181).

1.1.5.1.2 El receptor IGF1R

El IGF1R es un receptor transmembrana ubicuo, conservado a lo
largo de la evolucién, que pertenece a clase Il de los receptores de la familia
de los receptores tirosina cinasa (RTK) (junto con el receptor de insulina). Su
gen se encuentra en el brazo q26 del cromosoma 15, a lo largo de 11242

pares de bases, con 21 exones y codifica una proteina de 95KDa (182, 183).

El IGF1R es estructuralmente similar al receptor de Insulina (IR),
con un 70% de homologia, especialmente en el dominio tirosina cinasa
(84%), pero también es marcadamente distinto en otras regiones, como en la

region carboxi-terminal (44%) 6 en el domino transmembrana (22-26%) (182,

18
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184). Es compuesto por dos subunidades extracelulares alfa y dos
subunidades intracelulares beta. Las subunidades alfa unen el ligando
mientras que las subunidades beta transmiten la sefial inducida por el
ligando (Figura 6). Las subunidades beta contienen 3 dominios principales: el
dominio juxtamembrana, el dominio tirosina-cinasa y el dominio carboxi-
terminal.

Dominio extracelular
de unidn al ligando

S-S
—S-S S-S

Dominio Transmembrana

B Dominio Tirosina

cinasa
Dominio Citoplasmatico

Figura 6: Estructura simplificada del IGF1R, donde se pueden apreciar los 3
dominios de IGF1R, con la estructura a232.

La unién del ligando induce un cambio conformacional del receptor,
llevando a la oligomerizacion de dos 6 mas receptores y, por interaccion
receptor-receptor, a la trans-fosforilacién de diversos residuos en el dominio
citoplasmatico (las tirosinas 1131, 1135 y 1136 del dominio tirosina cinasa, la
tirosina 950 del dominio juxtamembrana y las tirosinas 1250/1251,1316 y las
serinas 1280-1283 del dominio carboxi-terminal) (185-187). Estos procesos
de fosforilacion reclutan a moléculas intermediarias/adaptadoras de la
sefializacion de IGF1R, como son los sustratos del IR 1-4 (IRS 1-4) 0 las
proteinas Shc (src and collagen-homology protein), desencadenando
diversas sefales intracelulares a través de las ruta de la cinasa fosfatidil-
inositol 3 (PIBK)/AKT 0 la de la proteina cinasa activada por mitogeno
(MAPK)(188-192) (que se describe mas detalladamente a continuacion, en el
apartado 1.1.5.1.4.).
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1.1.5.1.3. Las proteinas de union a IGF

La biodisponibilidad de los ligandos de IGF1R depende
directamente de la concentracion de las proteinas de unién a IGF's (las
IGFBP). Existen descritas 6 IGFBPs (IGFBP 1-6), que son producidas en el
higado, con 22-31kDa, encontrandose tanto en la circulacibn sanguinea
como en algunos fluidos extravasculares (193). Mas del 95% del IGF1
circulante se encuentra unido a la IGFBP3, que incrementa largamente la
vida-media de este factor de crecimiento (194, 195).

La funcion de las IGFBPs varia segun el tipo de célula pero, de una
manera global tanto pueden incrementar como reducir la sefalizacion del
IGF1R, visto que 6 inhiben la union de los IGFs al receptor 6 incrementan la
vida-media de los IGFs, estando todavia por aclarar en que situaciones se da

cada caso.

1.1.5.1.4. La cascada de sefalizacion

Como se ha dicho anteriormente la activacion de la cascada de
sefalizacion de IGF1R promueve (dependiendo del contexto celular) una
induccién del crecimiento, proliferacion, supervivencia y/é diferenciacion
celulares, principalmente (pero no exclusivamente) a través de las rutas de
AKT y MAPK.

Tras la unién del ligando al IGF1R y su trans-fosforilacion, se da a
continuacion la fosforilacion de sus proteinas sustrato (IRS y Shc), que sirven
de nodos de sefalizacidn para distintas rutas intracelulares.

En el caso del IRS-1, se da el reclutamiento y fosforilacién de PI3K,
que a su vez fosforila y activa otras proteinas cinasa, como AKT, p70rsk 6
PKC (196). AKT fosforila y bloquea un largo panel de proteinas pro-

apoptoticas, como son BAD, la caspaza 9, la cinasa GSK-3 beta, entre otras

20



Introduccion

e induce la expresion de proteinas anti-apoptoticas, como Bcl2 (197-199),
estimulando asi la supervivencia celular.

Otra ruta de sefalizacion activada por IGF1R, relacionada
esencialmente con el control transcripcional, es la que recluta la proteina Sos
para ambas IRS-1 y Shc. Esto induce una activacion de la proteina Ras que
a su vez activa la proteina Raf, activdndose asi la cascada de la cinasa

regulada por sefiales extracelulares (ERK) (200, 201).

Medio
extracelular

- Medio
intracelular
!
!

_ Sintesis
Apoptosis proteica
proliferacion

Figura 7: Representacion esquematica simplificada de la ruta de sefializacién de
IGF1R. La activacion del receptor tras unién con el ligando induce una activacién de
distintas rutas de sefializacion intracelular, como es el caso de la ruta de PI3K/AKT 6
la de las MAPK, lograndose asi un bloqueo de la apoptosis y estimulacién de la
supervivencia celular.

La activacion de la ruta de IGF1R estd también implicada en la
activacion de otras cinasas de la familia de las MAP (mitogen-activated
protein) cinasas, ademas de ERK1/2, como es el caso de las cinasas Junl/2
(202) 6 la MAP cinasa p38 (203).
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Introduccion

1.1.5.1.5. IGF1R y cancer

Como ya se ha referido anteriormente, el sistema de IGF1 esta
implicado en la regulacién de la proliferacién y apoptosis celulares, en
condiciones fisiolégicamente normales. Sin embargo, se ha detectado una
sobre actividad de esta ruta en diversos tipos de cancer (204), como son el
cancer de prostata (205), de colén (206), de pancreas (207), de pulmoén
(208), de mama (209, 210) 6 el melanoma (211-213). En estos casos, se
pueden tener un incremento en los niveles circulantes de IGF1 (214-217) y/6
una sobre-expresion de IGF1R, con una union excesiva del IGF1 a un mayor
numero de IGF1R. De este modo, se desencadena la sobre-activacién de
varias cascadas de sefalizacion, con una desregulacion de varios procesos
celulares, como son el control del crecimiento celular (154, 167, 214), la
proteccion de la apoptosis (188-190) ¢ la induccién de diferenciaciéon
(envolviendo moléculas como mTOR) (218). Esta ruta también regula la
angiogenesis a través del Factor de Crecimiento Vascular Endotelial (VEGF),
incluso cuando esta molécula no es una diana directa de la ruta IGF1R,

estando también involucrada en la vasculogénesis tumoral (219).

También se ha visto que la ruta del IGF1R esta directamente
involucrada en el crecimiento y supervivencia del SE, promoviendo la
proliferacion y supervivencia celulares, con reduccion de los niveles de
apoptosis (192, 218-222). Se ha demostrado que el bloqueo de IGF1R
reducia la tumoreginicidad y las propiedades metastéticas de las células del
SE (208, 221, 223-228), por lo que se convierte en una posible diana
terapéutica de esta neoplasia de especial interés y la cual todavia hay que

estudiar en mas detalle.
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1.1.5.2 Ruta de sefalizacion de c-kit
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En la dltima década se ha detectado una activacion patolégica de
varios RTK en estudios clinicos y pre-clinicos en el SE. Uno de estos

receptores es exactamente c-kit.

1.1.5.2.1 El ligando SCF

El factor de crecimiento de las células madre (SCF) es el ligando de
c-kit y es un factor de crecimiento importante para la supervivencia,
proliferacion y diferenciacion de las células madre hematopoyéticas,
producido por fibroblastos y mastocitos (229-233).

Su gen se encuentra localizado en el brazo g21.32 del cromosoma
12 y codifica una proteina de 30kDa (234).

El SCF existe en dos formas: unido a la superficie celular 6 soluble,
siendo que la forma soluble se produce por un corte de la forma unida a la

membrana, por metaloproteasas (235, 236).

1.1.5.2.2 El receptor c-kit

c-kit también llamado CD117, es un receptor de membrana,
perteneciente a la clase Il de los RTK (junto con el PDGFR, alpha y beta,
FLT3 y GM-CSF)(237). Su gen se encuentra en el brazo gq12 del cromosoma
4, adyacente a su homologo PDGFRa, a lo largo de 89kB, con 21 exones
(238, 239) y codifica una proteina de110k Da.

La estructura proteica de c-kit comprende un dominio extracelular,
(Que tiene cinco vueltas de tipo inmunoglobulina), un dominio
transmembrana, un dominio juxtamembrana y un dominio tirosina cinasa

(interrumpido por la insercion de una region hidrofilica) (Figura 8).
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Introduccion

La union de SCF al dominio extracelular promueve la dimerizacion
de dos receptores, induciéndose la trans-fosforilacion de los residuos de
tirosina del dominio catalitico de estos receptores. De modo analogo a lo que
ocurre con IGF1R, esta activacion induce una fosforilacién y activacion de
diferentes rutas de sefializacion intracelular (como la cascada de las MAPK 6
AKT), controldndose asi la proliferacién, apoptosis, diferenciacion, adhesion

y movilidad celulares (240).

Dominio extracelular

5 vueltas de tipo inmunoglobulina

Dominio Transmembrana

- Dominio Juxtamembrana
KIS
aach Dominio Tirosina Cinasa
Tirosinas cinasaly 2 (TK1y2)y

Insercion de las cinasas (KIS)

Figura 8: Representacion grafica de la estructura de c-kit con sus diferentes
dominios. La region amino-terminal es la que se encuentra en la parte de arriba y la
carboxi-terminal en la parte de abajo. Adaptado de Miettinen y Lasota (161).

Se han descrito mutaciones activantes de c-kit en diversos tumores,
siendo el caso del los tumores del estroma gastrointestinal (GIST) el mas
estudiado, con un 60-70% de casos positivos (241-245). Estas mutaciones
promueven una fosforilacion constitucional de c-kit y la activacion de
cascadas de sefializacion intracelular independiente de ligando, siendo las
mas comunes las que se localizan en los exones 9, 11, 13 y 17, que
corresponden al dominio extracelular, juxtamembrana y tirosina cinasa,

respectivamente (246-249).
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1.1.5.2.3 La ruta de sefalizacion

Tras la dimerizacién de c-kit y su consecuente trans-fosforilacion
(después de la union del SCF), ocurre la activacion de distintas cascadas de
sefalizacion, de modo analogo a lo descrito para IGF1R. La cascada de
PIBK/AKT es la mas descrita en estos casos. Sin embargo, se sabe que
también se activan otras cascadas, como las de JAK/STAT vy las de las
MAPK, controlandose asi la proliferacion, diferenciacion y muerte celular.

En el caso de la activacion de la ruta de las JAK/STAT, se ha

demostrado la fosforilacion y activacion de JAK2 y STAT1, 3y 5 (250-254).

Medio \{3'
extracelular / \ N\ s

- STAT3
! .
? - :\:t?g?elular

P

N/

_ Sintesis
Apoptosis proteica

proliferacion

Figura 9: Representacion esquematica simplificada de la ruta de sefalizacion de c-
kit. La activacién del receptor tras unién SCF induce una activacion de distintas rutas
de sefializacion intracelular, como es el caso de la ruta de PISK/AKT, la de las MAPK
0 la de las JAK/STAT, lograndose asi un bloqueo de la apoptosis y estimulacion de
la supervivencia celular.
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Introduccion

1.1.5.2.4. c-kit y cancer

En condiciones fisiol6gicas normales, c-kit se encuentra expresado
en células progenitoras hematopoyéticas, células intersticiales de cajal y
células del epitelio de la gandula mamaria (255-264). En estas condiciones
esta proteina es esencial para el desarrollo hematopoyético, la

gametogénesis, el crecimiento y la diferenciacion de las células intersticiales.

Se ha identificado la expresion de c-kit y/6 el SCF en diversos
tumores, como en el carcinoma de pulmon de células pequefias, los tumores
del estroma gastrointestinal, los melanomas, los neuroblastomas e incluso en
el SE (265-269).

En el caso del SE, se ha detectado la existencia de un circuito
autocrino funcional de SCF/KIT, implicado en la supervivencia, proliferacion y
apoptosis celulares (158-162). No se han encontrado mutaciones de c-kit en

estos casos, siendo la activacion del c-kit dependiente de ligando (155, 162).

Sin embargo, recientemente se ha cuestionado la relevancia de c-
kit en el SE una vez que su inhibiciébn en poco mejoraba el tratamiento de
este tipo de tumores (se cree que la ausencia de mutaciones en c-kit hace
gue no sea esencial para el crecimiento celular de SE). No obstante,
estudios in vitro han demostrado resultados interesantes al inhibir c-kit junto
con el IGF1R (208, 228, 270), sugiriendo posibles usos en la terapia clinica,
por lo que no es de descartar simplemente el estudio de la implicacién de c-
kit en el SE.
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1.2. Respuesta al stress

Tras exposicibn a dafios externos (que favorecen el plegaje
inapropiado de determinadas proteinas y su consecuente degradacion), para
“defenderse”, las células de diversos tejidos incrementan drasticamente la
produccion de un pequefio grupo de proteinas, conocidas como las proteinas
de respuesta al stress 6 de choque térmico (HSPs). Estas proteinas son
chaperonas que actian, de una manera global, como “guardianes” del
proteoma, facilitando el correcto plegamiento proteico (271), regulando la

homeostasis celular.

1.2.1. HSPs

Las HSPs son polipéptidos expresados de manera ubicua y
altamente conservados, desde las bacterias, pasando por las plantas, hasta
los humanos. Fueron identificadas por Ritossa en el afio 1962, como genes
sobre-expresados en respuesta al stress en Drosophila (272). Desde
entonces un gran numero de investigadores ha estudiado estas proteinas y
se demostré que estas actan como mecanismo de defensa tras
determinado stress, inducido por la temperatura, una inhibicion del
metabolismo, por alcoholes, metales pesados, stress oxidativo, inflamacion,
entre otros (273, 274). Actualmente se sabe que estas proteinas mantienen
la estabilidad de sus proteinas cliente, renaturan las proteinas desplegadas 6

inducen su degradacién (275-277).
Las HSPs se clasifican en 6 diferentes familias, de acuerdo con sus

pesos moleculares: familia de HSP100, familia de HSP90, familia de HSP70,
familia de HSP60, familia de HSP40, y familia de las HSP pequeias (278).
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Aun que las HSP sean abundantes, es muy raro que actien solas.
De una manera global, las chaperonas actian como componentes de una
magquinaria que tienen ellas mismas, junto con proteinas co-chaperonas,
moduladoras de la actividad ATPasa y varias otras proteinas accesorias. Al
contrario de las cinasas, las chaperonas no modifican covalentemente sus
sustratos, sino que interactlan con sus proteinas cliente de una manera

ciclica, dependiente de varias rondas de hidrélisis del ATP.

Se ha verificado que las HSP estan muchas veces sobre-
expresadas en tejidos neoplésicos ¢ lineas celulares cancerigenas (271,
279-282). En adicion a su actividad de re-ensamblaje protéicos, ellas estan
también involucradas en la regulacién de la apoptosis, del crecimiento celular
y de la resistencia a farmacos anti-cancerigenos, habiéndose demostrado
una correlacion directa entre los niveles de las HSP y la progresion tumoral
(282). Esto se debe a que muchas de sus proteinas cliente estan
involucradas en rutas de sefializaciébn que controlan la proliferacién, la
apoptosis y el ciclo celular de diversos tipos de cancer, (281, 282), siendo
por lo tanto la inhibicibn de las HSP una nueva estrategia para inhibir
multiples rutas desencadenadas por receptores y que se encuentra en

estudio actualmente.

1.2.2. HSP90

La HSP90 es una de las proteinas citosdlicas mas abundantes en
los organismos eucariotas, correspondiendo a 1-2% de todas las proteinas
solubles (en ausencia de stress) (283).

Se han descrito, en organismos vertebrados, dos genes distintos
gue codifican las isoformas inducible y constitutivamente expresadas de
HSP90, (HSP90 a y R, respectivamente), siendo que el gen que codifica

HSP90a se encuentra en el cromosoma 14 y el de HSP90R en el
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cromosoma 6. Sin embargo, las diferencias funcionales entre ellas estan

todavia poco esclarecidas (284).

Al contrario de otras HSP, la HSP90 tiene un numero relativamente
pequefio de proteinas cliente, incluyendo esencialmente en ese grupo
proteinas & receptores cinasa y factores de transcripcion. Este factor no
influye en que esta chaperona tenga un papel central en el control de la
proliferacion, apoptosis y ciclo celulares, asi como en funciones endocrinas e

incluso en el desarrollo (285).

1.2.2.1 Estructura y funcién de HSP90

HSP90 es una proteina relativamente grande, con 3 principales
dominios estructurales (286): un dominio amino-terminal con un sitio de
unién a ATP y geldanamicina (287), un dominio central que se piensa que es
al cual se unen las proteinas cliente (unido al dominio amino-terminal por una
region de union altamente cargada) (288) y un dominio carboxi-terminal, que
contiene una secuencia MEEVD y que se cree que es responsable por la

union de las proteinas co-chaperonas (289).

La HSP90 puede existir como homodimero, heterodimero é en un
complejo multi-proteico con otras proteinas co-chaperonas, como es el caso
de HSP40, HSP70, Hop 6 p23 (271). Se cree que la dimerizacion, asi como
en otras familias de HSPs, es ATP-dependiente, sino que en este caso la
region amino terminal de union a ATP tiene una estructura muy Unica, rica en
adenina y conocida como la vuelta Bergerat, caracteristica de la superfamilia
GHKL (290), dando lugar a modelos conflictivos de cémo la hidrdlisis del
ATP a ADP afecta a la dimerizacion (288).
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Asi como las deméas HSPs, la HSP90, en condiciones normales
actla como protectora de las células que han sufrido un stress, manteniendo

el correcto plegaje de sus proteinas cliente.

De una manera simplificada, lo que ocurre en el ciclo de
“chaperoning” de HSP90 es un conjunto de pasos secuenciales en los cuales
las proteinas cliente (PC) (en su gran mayoria receptores de hormonas,
SHRs) pasan por complejos multi-proteicos que las mantienen con su
correcto plegaje y asi listas para ser activadas (Figura 10). Inicialmente, las
PC se unen a HSP70, HSP40 y HIP formandose un complejo inicial. A
continuacion la proteina HOP recluta este complejo y HSP90, formandose de
este modo el complejo intermedio. Lo que ocurre en este paso estid poco
detallado pero se cree que los componentes asociados a HS70 se liberan del
complejo y se da la entrada de ATP y p23. En este punto, y de un modo
ATP-dependiente, la HSP90 expone completamente el dominio de unién a
ligando de la proteina cliente, p23 estabiliza la unién de ATP a HSP90, y las
inmunofilinas entran en el complejo, formandose el complejo final. En este
punto, en la ausencia de ligandos la proteina cliente es liberada para entrar
en nuevos ciclos de chaperoning y en el caso de que estos estén presentes

esta une el ligando, dimeriza y activa sus rutas de sefializacion (271, 275) .

En el caso de que HSP90 esté bloqueada, la PC queda atrapada en
el complejo intermedio, dandose el reclutamiento de la ligasa de ubiquitina

E3, favoreciendo asi la ubiquitinacién y degradacion de esa PC (291).
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HSP90
HSP90

PC'% o EIEN

Complejo HSP70

Intermédio % Complejo final
\_/ / Hgnona

Conformacién
unida a hormona
PC Conformacion no Activacion cascadas

unida a hormona sefializacién

Figura 10: Representacion esquematica del ciclo de “chaperoning” de HSP90,
descrito detalladamente en el texto de la pagina 30.

1.2.2.2 Proteinas Cliente de HSP90

En comparacién con las PC de otras HSPs, las PC de HSP90
tienen caracteristicas Unicas y estan implicadas en rutas de sefalizacién que
controlan el crecimiento, supervivencia y diferenciacion celulares, siendo que
muchas de ellas estdn relacionadas con la patogénesis de tumores
humanos. Las PC incluyen cinasas de serina/trionina y tirosina, factores de
transcripcién, receptores de hormonas, bien como algunas proteinas
supresoras de tumores. En este grupo se incluyen AKT/PKB, Bcr-Abl, CDK1
y 4, HIF, p53 mutado, STAT3, ErbB2, EGFR, ER, ¢ Raf-1 como PC de
HSP9O0 (271, 279, 280).
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Dos de las PC de HSP90 mas importantes, proteinas clave en la
fisiologia normal, son AKT y p53.

En el caso de AKT, se ha demostrado que HSP90 une su forma
fosforilada protegiéndola de ser inactivada por fosfatasas. De este modo AKT
puede activar su cascada de sefializacion, inhibiendo la apoptosis y
estimulando la supervivencia celular (292).

En el caso de p53, se ha descrito que HSP90 se une y estabiliza la
expresion de la forma mutada de esta proteina, promoviendo el “knocking-
out” de la funcién normal de la proteina silvestre. De este modo, se favorece
la acumulacion de mutaciones adicionales que facilitan la progresién de

determinada enfermedad, como cancer (293, 294).

1.2.2.3 HSP90 y cancer

Diversas lineas de evidencia han demostrado la teoria de que los
niveles de expresion de las HSP estan drasticamente incrementando en

numerosos tipos de cancer, tanto solidos como hematolégicos (295-301).

En el caso de HSP90, evidencias cada vez mas fuertes indican que
en el contexto del cancer esta proteina se encuentra en un estado
“hiperactivo”, en los tejidos afectados cuando comparados con los tejidos
normales proximos (302). En esta situacion, el complejo multiproteico de
HSP9O0 afectaria a la sefalizacion intracelular, contribuyendo para la
patogénesis de determinada enfermedad, induciendo el crecimiento celular,
inhibiendo la apoptosis y estimulando la angiogenesis. De este modo,
HSP90 estaria facilitando una “seleccion natural” de las lineas celulares mas
fuertes, permitiendo que las células cancerigenas resistieran a la presion

selectiva que sufren a lo largo de la progresion de la enfermedad.
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Con base en la estructura Unica de la region de unién a nucledétidos
del dominio amino-terminal de HSP9O0, la diferencia en su actividad biol6gica
entre células cancerigenas y normales, y la nocion de que HSP90 estabiliza
proteinas clave en el desarrollo oncogénico, se ha propuesto que HSP90
podra ser una excelente diana terapéutica (303-305).

Actualmente existen disponibles inhibidores especificos de HSP90,
como la Geldanamicina &6 su derivado, el 17-allylamino-17-
demethoxygeldanamicina (17-AAG). Este Ultimo esta comenzando a ser

probado en ensayos clinicos, con buenos resultados (306-310).

1.3. Terapia dirigida

La terapia convencional del cancer, sin lugar a duda, esta teniendo
resultados excelentes en el incremento de la supervivencia de los pacientes.
Sin embargo, y a pesar de los beneficios derivados de su actividad
antitumoral, la toxicidad asociada a este tipo de tratamiento reduce en mucho
la calidad de vida de los pacientes. Ademas de esto, cada vez mas se
detecta la recidiva de tumores a causa del desarrollo de resistencia al

tratamiento.

Los avances en las técnicas de biologia molecular han permitido el
estudio y desarrollo de nuevas posibles terapias, mas especificas para cada
tipo de tumor y dirigidas para procesos cancerigenos muy determinados,
esenciales para la supervivencia del tumor, trayendo una nueva esperanza al
campo del tratamiento en cancer. Los nhuevos agentes terapéuticos
desarrollados pueden dividirse en dos clases: las moléculas pequefas y los
anticuerpos. En el caso de los anticuerpos monoclonales, éstos son capaces
de inhibir una determinada proteina por reconocimiento de un antigeno
especifico y en el caso de las moléculas pequefias, la proteina diana puede
tener su expresion/funcion inhibida por moléculas inhibidoras de la actividad

cinasa 6 por ARN pequefios de interferencia (SiARN).
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1.3.1. Inhibidores de RTK

Como se cita anteriormente, los RTK desencadenan diversas rutas
de sefalizacion que estan desreguladas en cancer y que tienen un papel
central en la progresién tumoral. Por este hecho, estas proteinas se han
convertido en buenas dianas para el estudio de nuevas aproximaciones
terapéuticas.

En estos casos se utilizan dos aproximaciones de inhibicién: por un
lado se bloguean los receptores al inhibir la union de sus ligandos y por otro

se inactiva su actividad tirosina cinasa con moléculas pequefias.

La unidon del ligando a su receptor puede ser bloqueada por la
utilizacion de anticuerpos monoclonales.

Los primeros anticuerpos monoclonales fueron desarrollados por
Milstein y Kohler (311) y desde entonces su produccién y aplicacion han
crecido de manera exponencial. Actualmente estan disponibles anticuerpos
monoclonales para numerosos RTKs, siendo el Rituxan/Rituximab (que
inhibe CD20) y el Herceptin/Trastuzumab (que inhibe HER2) dos ejemplos

de la actual aplicacion clinica de esta modalidad de tratamiento (312-314).

La primera generacion de moléculas inhibidoras de proteinas TK,
las tirfostinas, tenian un rango de accién muy amplio. Algunas de ellas eran
sustratos competitivos, otras ATP-competitivas y otras incluso bicompetitivas
(sustrato y ATP) (315). Basandose en los resultados obtenidos con estas
moléculas, los investigadores han apostado principalmente por el desarrollo
de moléculas competitivas por ATP.

Actualmente se dispone de diversas moléculas inhibidoras de la
actividad tirosina cinasa de los RTK, como es el caso de Gefitinib (que inhibe
EGFR/HER1) y Imatinib (que bloquea Bcr-Abl, PDGF y c-kit que ya se
aplican en la terapia clinica (314, 316, 317).
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1.3.1.1. Inhibidores de c-kit

Diversos esfuerzos se han puesto en el desarrollo y aplicacién de
inhibidores de c-kit. También en este caso se han probado diversos agentes
inhibidores, como son los anticuerpos monoclonales 6 los oligonucledétios
anti-sentido, pero se ha visto que estos no lograban un total bloqueo de la
activacion del sistema de c-kit (265, 318). Con el desarrollo de las moléculas
inhibidoras de la actividad cinasa de los RTK surgioé una nueva posibilidad de

inhibicion de este receptor.

Las primeras moléculas utilizadas para inhibir la actividad tirosina
cinasa de c-kit fueron las tirfostinas AG1269 y AG1295, pero no se han
podido utilizar en la clinica debido a su poca especificidad y baja solubilidad
(319) . Con estudios posteriores se verificd la posible aplicacion de Imatinib

en la inhibicién de c-kit.

Aunqgue inicialmente se haya aplicado el Imatinib (Glivec 6 STI571)
en el tratamiento de Leucemia Mieloide Cronica, en el que inhibe la funcién
de la proteina de fusion bcr-abl, se ha demostrado que, como inhibidor de la
actividad tirosina cinasa de determinadas proteinas (IR, KIT y PDGFR) se
puede utilizar en otros tipos de cancer asi como GIST, mastocitosis
sistémica, cancer de células pequefias de pulmdn 6 glioblastomas de alto
grado (320-322).

Su mecanismo de accion se caracteriza por ocupar el sitio activo de
union a ATP de las proteinas tirosina cinasas, inhibiendo por lo tanto la
fosforilacion de sus proteinas substrato y bloqueando las sefales
intracelulares desencadenadas por ellas (156). De este modo Imatinib es
bastante selectivo ya que solo reconoce los sitios activos de bcr-abl, c-kit, IR

y PDGFR y no cualquier TK.
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Introduccion

A nivel molecular se ha demostrado que el tratamiento con Imatinib
conlleva a la inhibicion de diversas rutas de sefalizacion intracelular
implicadas en proliferacion y supervivencia celulares, como las de las MAPK,
AKT, BCL-X, STAT3 6 R-catenina (155, 157, 253, 323-329).

Se ha verificado que la utilizacion de Imatinib en la inhibiciéon de c-
kit era especialmente relevante en aquellos casos de GIST que tenian una
mutacion activante de c-kit, por lo que actualmente esta siendo aplica en la

terapia de este tipo de pacientes (157, 330-333).

1.3.1.2. Inhibidores de IGF1R

En el caso de IGF1R, el mayor reto es lograr la inhibicién especifica
de este receptor interfiriendo lo minimo posible con el IR, sin provocar la
diabetes.

Se ha probado la inhibicion de IGF1R por la inhibiciéon de la union
de su ligando, de su expresion y de su actividad tirosina cinasa. Actualmente
se estan utilizando diversos agentes bloqueantes, como es el caso de los
anticuerpos monoclonales, de las moléculas pequefas inhibidoras de la
actividad tirosina cinasa, de los péptidos que mimetizan IGF1, de los
moduladores de la internalizacion del receptor, de los siARNs, entre otros
(334).

En el caso del uso de anticuerpos, se ha verificado que el
anticuerpo monoclonal alfa-IR-3 inhibia eficazmente IGF1R en carcinoma de
mama, rabdomiosarcoma y SE (191, 335-337), pero en algunos modelos
animales sus efectos se perdian (338). Resultados més prometedores se
han obtenido con el anticuerpo anti-IGF1R-scFv-Fc, donde se verific6 una
inhibicion de IGF1R tanto in vitro, como en xenografos de cancer de mama
(339).
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Los primeros compuestos inhibidores de la actividad tirosina cinasa
de IGF1R descritos han sido las trifostina AG538 y [-OMeAG. Aunque
inhibieran IGF1R, presentaban reactividad cruzada con el IR, por lo que se
ha abandonado su estudio (340). De todos modos, se ha investigado mucho
en este campo y, con la ayuda de la caracterizacion de las estructuras
tridimensionales de IGF1R e IR y sus diferencias conformacionales en el
estado fosforilado, actualmente se dispone de un panel considerable de
inhibidores especificos de IGF1R, algunos de ellos incluidos en estudios pre-

clinicos.

En lo que respecta a los péptidos que mimetizan IGF1, los
moduladores de la internalizacion del receptor y los siARNSs, se ha visto que
el péptido JB1, los inhibidores de la catepsina CA074- y E64-metil-éster y
algunos nucleétidos antisentido y siARNs inhibian la fosforilacion/expresion
de IGF1R, con efectos a nivel de la proliferacion, supervivencia y ciclo
celulares (170, 341-347).

1.3.2. Inhibidores de HSP90

Como se menciona anteriormente, debido a su papel importante en
la estabilizacion de diversas proteinas oncogénicas, se ha puesto mucho
esfuerzo en el desarrollo de diferentes inhibidores de HSP90. Estos incluyen
productos naturales, como la ansamicina-benzoquinona ¢ el radiciol y sus
derivados; moléculas pequefas inhibidoras basadas en purina y otros
compuestos sintéticos (282). Estos inhibidores se unen a la region de union a
nucleétidos del dominio amino-terminal de HSP90 con mayor afinidad que
los nucledtidos naturales y evitan que la chaperona cicle desde su
conformacion de unién a ADP a la de unién a ATP, promoviendo asi la

degradacién de las PC por la ruta de ubiquitina-proteosoma.
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Introduccion

De entre estos inhibidores, el 17-AAG, un miembro de la familia de
las ansamicinas-benzoquinona, derivado de la geldanamicina, ha tenido
resultados prometedores en estudios preclinicos, siendo la primera molécula

a entrar en ensayos clinicos.

Dentro del grupo del los productos naturales, atn que con el radiciol
no se hayan obtenido resultados satisfactorios en modelos animales (348),
con sus derivados radester y pochonin D si que se ha logrado inhibir la
funcion de HSP90 (349, 350). Con los derivados de la ansamincina-
benzoquinona pasé algo similar, siendo el derivado de la geldanamicina, el
17-AAG, el compuesto que mas suceso tuvo en la inhibicion de HSP90.

Se ha visto en estudios animales que 17-AAG tenia la misma
capacidad antitumoral que la geldanamicina pero que era menos téxico
(351), habiendo el Instituto Nacional de Céncer (NCI) patrocinado varios
estudios de fase I, en los cuales de demostré que la droga era bien tolerada
(352). En estudios in vitro se ha demostrado que los efectos de 17-AAG
pasan por una inhibicion de la fosforilacién de AKT, de Raf-1, de STAT3, del

blogueo de sefalizacién de NF-kB, entre otros (353-359).

En el caso de las moléculas pequefias inhibidoras basadas en
purina y otros compuestos sintéticos, se han obtenido resultados
interesantes con PU24F-C1 (360) y shepherdina (361), con efectos
antitumorales tanto in vitro como in vivo, afectando poco la viabilidad de las

células no-cancerigenas.

1.3.3. Tratamientos combinados

A pesar de la obtencion de resultados prometedores en los estudios
realizados con este nuevo tipo de farmacos, muchas son las limitaciones que
todavia se tienen en la llamada “terapia dirigida”. La primera limitacion es

gue estos agentes son apenas efectivos en los tipos de tumores
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dependientes de las rutas inhibidas por ellos. Ademas, como muchos
tumores son el resultado de la acumulacion de numerosas alteraciones
genéticas, con inhibir una Unica ruta de sefalizacion no se tendran efectos
satisfactorios. Visto esto, el disefio de agentes que pueden afectar a varias
rutas de sefializacidbn podria incrementar los efectos terapéuticos. Sin
embargo, con esta aproximacion también se incrementa el riesgo de tener
toxicidad relacionada con el tratamiento.

Por otro lado, el uso de estos nuevos agentes combinados con la
terapia convencional puede también traer nuevas posibilidades a la terapia
clinica, siendo igualmente muy importante la busqueda de moléculas

biomarcadoras que puedan predecir la respuesta a la terapia.

No se puede olvidar tampoco que las células cancerigenas
desarrollan multiples mecanismos de resistencia al tratamiento, por lo que la
demanda de terapias disefiadas “a la carta”, especificas no Unicamente para

cada tipo de tumores sino cada tipo de paciente, se incrementa a diario.

Hasta el momento se tienen evidencias de que:

1) la inhibicién de IGF1R y/é c-kit podra mejorar los efectos de la
terapia convencional, no solo en el SE sino en varios otros tumores
(208, 223, 270, 362-373) y

2) la inhibicibn de HSP90 tiene efectos anti-tumorales y su
combinacion con otros agentes anti-cancerigenos mejora la eficacia
del tratamiento, reduciendo el desarrollo de la resistencia al
tratamiento (374-379).

Con base a toda esta informacion, en este proyecto de tesis,

pretendemos aclarar distintos puntos sobre el desarrollo y tratamiento de SE.

Especificamente proponemos los siguientes objetivos:
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Basandonos en lo expuesto en la introduccién, en esta tesis doctoral
pretendemos, de una manera general, obtener un mayor grado de
conocimiento sobre las bases moleculares, las rutas de sefalizacion de
IGF1R y c-kit y los mecanismos de respuesta al tratamiento en Sarcoma de

Ewing. Asi, proponemos 2 hipoétesis:

IGF1R y su ruta de sefalizacion tiene un papel importante
en la patogénesis de SE y su inhibicion, sola o en combinacién con la de c-

kit, podra ser especialmente til en el tratamiento del SE.

Con el uso de herramientas protedmicas y posteriores
estudios moleculares, sera posible hallar y validar factores predictivos de la

respuesta del SE a farmacos entre los que se cuentan inhibidores de IGF1R.

Para comprobar estas hipétesis, nos proponemos los siguientes

objetivos:

1. Estudiar la implicacion de IGF1R y su ruta de sefalizacion en el Sarcoma
de Ewing;

2. Estudiar los efectos de la combinacién de la inhibicién de IGF1R con la
de c-kit en el SE, utilizando inhibidores especificos (ADW742 y/6 Imatinib,

respectivamente.
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Estudiar los efectos de la combinacion de la inhibicion de IGF1R con la
terapia convencional del SE, especificamente con Vincristina 6
Doxorubicina.

Identificar el patrén de expresion proteica en lineas de SE tratadas con
ADW?742 y/6 Imatinib y su relacion con la resistencia de dichas células
tumorales al tratamiento con distintos farmacos.

Identificar nuevas posibles dianas terapéuticas a partir de los estudios de

Protedmica, comprobandolo con estudios moleculares.

Realizar estudios funcionales de la(s) proteinas seleccionadas en los
estudios protedbmicos en SE (objetivo 4);
Estudiar los efectos de la combinacion de la inhibicion de esa(s) proteinas
con la de IGF1R 6 c-kit en el SE, utilizando inhibidores especificos, tanto

a nivel in vitro como en modelos animales.

Al conocer con detalle el modo de actuacion de estas rutas y los

efectos de su inhibicion utilizando distintos farmacos especificos, pueden

abrirse nuevas lineas de investigacion clinica empleando esos mismos

inhibidores como adyuvantes a la terapia convencional en casos de

pacientes con SE.
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3.1 MATERIALES

3.1.1. Lineas celulares

En esta tesis doctoral se han utilizado 5 lineas celulares de Sarcoma
de Ewing: A673, TC-71, SK-ES-1, A4573 y TTC466.

La linea A673 se obtuvo de la ECACC (European Colection of Animal
Culture Cells, #cat. 85111504) y la SK-ES-1 se obtuvo de la ATCC
(American Type Culture Collection, #cat. HTB-86).

La linea TC-71 fue un regalo de la Dra. Iranzu Gonzalez, de la
Universidad de Navarra y la linea A4573 del Dr. Samuel Navarro, de la
Universidad de Valencia.

La linea TCC466 fue un regalo del Dr. Jaume Mora, del Hospital Sant

Joan de Déu, de Barcelona.

A continuacion se describen las caracteristicas de cada linea celular.

3.1.1.1.a) Linea A673:

Esta linea celular se obtuvo a partir de un tumor primario de una
paciente de 15 afios diagnosticada con Rabdomiosarcoma. Presenta
morfologia epitelial y forma colonias en agar blando y tumores en ratones
imunodeprimidos. Sintetiza y secreta una proteina de ligacion a IGF de
34kDa (380) y produce moduladores de crecimiento in vitro (381, 382).
Aunque inicialmente se haya descrito esta linea celular como de
Rabdomiosarcoma, posteriormente se ha descrito como de Sarcoma de
Ewing (383, 384) demostrando que posee la fusion EWS-FLI1 de tipo 1.
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Materiales y Métodos

3.1.1.1b) SK-ES-1:

Esta linea celular se obtuvo a partir de una muestra ésea de un

paciente de 18 afos de raza caucasica con Sarcoma de Ewing.
Crece en monocapa, con morfologia epitelial y tiene la capacidad de

formar tumores malignos en ratones inmunodeprimidos.
Esta linea celular presenta la fusion EWS-FLI1 de tipo 2.

3.1.1.1c) TC-71:

La linea TC-71 es una linea que crece en monocapa, con morfologia
tiene la capacidad de formar tumores en ratones
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epitelial y
inmunodeprimidos. Posee una fusién EWS-FLI1 de tipo 1(101).
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3.1.1.1d) A4573:

Esta linea celular tiene una morfologia epitelial y crece en monocapa,
aunque en situaciones de mayor confluencia también crezca en pequefios
esferoides, formando cultivos tridimensionales. Tiene la fusién EWS-FLI1 de

tipo 3 (385).

3.1.1.1.e) TTC466:

La linea celular TTC466 posee la fusion EWS-ERG y crece en

monocapa (386).

3.1.1.2. Condiciones de cultivo

Todas las lineas celulares utilizadas se han mantenido en crecimiento
en una atmaosfera con 5% de CO,, a 37°C. Se han crecido en placas Falcon

de 100mm (#cat. 353003) y para los experimentos de proliferacion, apoptosis
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y ciclo celular en placas de 12/24 pocillos (#cat. 353043 y #cat. 35304,
respectivamente). Para los estudios de movilidad y agar blando se han
utilizado placas de 6 pocillos (#cat. 353046).

Todas las lineas se han crecido en medios que contenian 1% de
Penicilina/Estreptomicina (Invitrogen/Life Technologies, #cat.15140-122) y
Suero Bovino Fetal (SBF) (Invitrogen/Life Technologies, #cat.10270.106) que

previamente ha sido inactivado por calor a 56°C, durante 30 minutos.

La linea A673 se ha cultivado en medio DMEM (Invitrogen/Life
Technologies, #cat. 14167) suplementado con 10% de SBF. La linea SK-
ES-1 se ha crecido en medio McCoy’s (Invitrogen/Life Technologies, #cat.
26600-023) suplementado con 15% de SBF y la linea TC-71 en medio IMDM
(Invitrogen/Life Technologies, #cat. 21980-032) suplementado con 20% de
SBF. Las lineas A4573 y TTC466 se han crecido en medio RPMI (Invitrogen,
Life Technologies, #cat. 21875-034) suplementadas con 15 y 10% de SBF,

respectivamente.

Todas las lineas celulares fueron analizadas para descartar la
presencia de Micoplasma, con el kit VenorGeM (Minerva Biolabs, #cat.11-
1050).

3.1.1.3. Crecimiento y mantenimiento de las lineas  celulares

Durante el mantenimiento estandar de las lineas celulares, cuando
estas llegaban a un estado de confluencia del 70-80% se procedia al pase
celular, con el siguiente procedimiento: inicialmente se aspiraba el medio de
la placa, se lavaban las células con 5 ml de PBS 1x (KCI 2,68mM (Merk,
#cat. 1.04936), KH,PO, 1,47mM (Merk, #cat. 1.05099), NaCl 137mM (Merk,
#cat. 1.06404) y Na,HPO, 7,98mM (Merk, #cat. 1.06579)) y se les afiadia

tripsina (Invitrogen, Life Technologies, #cat. 25200-056). Tras 3 minutos se
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les afadian 5 ml de medio nuevo y se resuspendian bien las células.
Dependiendo del estado de las células, se centrifugaban (a 1500rpm, 5min)
para eliminar células muertas y otros restos celulares 6 directamente se

expandian en nuevas placas con medio fresco.

3.1.1.4. Congelacién-Descongelacion

Cuando se creyo util, las lineas celulares fueron congeladas. Cuando
las células se encontraban en una confluencia superior al 80% se realiz6 el
protocolo similar al de pase celular hasta llegar al punto de la centrifugacion
y, una vez obtenido el pellet celular, se aspiré el medio, se le afiadieron 900-
950ul del medio respectivo y se resuspendié nuevamente. Posteriormente se
ha transferido ese pellet a criotubos (Corning, #cat. 430659) debidamente
rotulados que ya contenian 50-100ul de dimetilsuféxido (DMSO) (Merk
Farma y Quimica S.A., # cat. 8029121000) y se pasaron estos tubos a un
contenedor “Mr. Frosty” que permite una congelacion progresiva a -70°C, no
menos de 24 horas y posteriormente se guardaron los criotubos en un

contenedor de nitrégeno liquido.

Con relacion al protocolo de descongelacion, el pellet celular se
descongelé directamente a 37°C. Cuando el pellet presentd indicios de
descongelacion (pequefia bola congelada) se trasladd el contenido del
criotubo a un tubo Falcon de 50ml que tenia 49ml de medio previamente
calentado y se centrifugd a 1500rpm, 5 minutos. Se aspir6 el medio, se
afiadieron otros 25ml de medio y se volvio a centrifugar. Se aspiré de nuevo
el medio y se anadieron 10ml de medio fresco. Finalmente estos 10ml de

medio se afiadieron a una placa de cultivo y se dejaron crecer a 37°C.
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3.1. 2. Modelo animal

Para estudiar la capacidad oncogénica de la linea celular A673 y su
sensibilidad al tratamiento con inhibidores de HSP90 (la linea que presenta
mayor resistencia al tratamiento con los inhibidotes de IGF1R y c-kit) se
realizaron estudios in vivo con ratones inmunodeprimidos. Se llevé a cabo un
Gnico estudio para valorar el efecto de la administracion individual o
combinada de dos farmacos inhibidores de IGF1R y HSP90 (AEW541 vy
17AAG, respectivamente). Debido al elevado numero de animales que se
empled y para facilitar su manipulacion, se realizaron dos tandas de
experimentos. Estos ensayos fueron revisados y aceptados por el Comité de
Bioética de la Universidad de Salamanca y se realizaron bajo las Normativas
Espafiola y de la Unién Europea (RD 1201/05 y 86/609/CEE,

respectivamente).

En conjunto, en ambos experimentos se utilizaron 90 ratones jovenes
NOD/SCID (Non-Obese-Diabetic/Severe-Compromised-InmunoSystem) de
4-5 semanas (NOD/CrCrl- Prkdc®®™ Charles River). La eleccién de ratones
tan jovenes responde al hecho de tener un modelo més aproximado y real a

la edad de aparicion del SE en los pacientes.

Para inducir los tumores, se inyectaron subcutaneamente, en el flanco
derecho de los ratones, 5x10° células en fase de crecimiento exponencial, en
una suspension celular de Matrigel (0,2 ml de células resuspendidas en
medio celular 1:1 Matrigel Matrix (BD Bioscience, #cat. 35624), con agujas
de 27G (BD Bioscience, # cat. 309310). Los animales estaban anestesiados
con IsoFurano (Forane Abbott laboratorios, #cat. B506).

Cuando los tumores empezaron a ser visibles y medibles, los ratones
fueron randomizados en grupos control y tratamiento (2-3 semanas tras
inyeccion, dia cero de tratamiento) (los ratones sin tumor y aquellos cuyo
volumen superé 1cm?® no fueron incluidos en el analisis). Los ratones fueron

tratados segun las pautas de tratamiento especificas de cada farmaco, y se
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Materiales y Métodos

hizo un seguimiento de la evolucion de los tumores y del efecto de los
tratamientos durante 2 semanas, valorando diariamente el estado de los
animales. Al final del estudio los ratones fueron sacrificados por
sobreexposicion a Isofluorano y los tumores extraidos para su posterior
andlisis histopatolégico.

Todos estos experimentos se realizaron bajo campana de extraccion y

en ambiente estéril.

3.1.3. Muestras clinicas

Se estudiaron un total de 62 muestras de biopsias clinicas de Sarcoma
de Ewing y 11 de otros tumores (utilizados como controles positivos de
fosforilacion o negativos de translocacion), pertenecientes a 23 hombres y 18
mujeres (32 pacientes sin informacion), con una media de edades de 26
afios en el momento de diagnostico (18 en el caso de los pacientes de SE).
50% de los casos de SE se localizaban en los miembros inferiores (20.8% en
la tibia, 16% en el fémur), 12.5% en los miembros superiores y 21% en la
region pélvica, teniendo un 42% de ellos metastasis en los pulmones, hueso
y medula en el momento del diagndstico.

23 muestras eran casos de consulta del Dr. Enrique de Alava y se
encontraban incluidas en bloques de parafina y las restantes 50 se
obtuvieron mediante colaboracion de nuestro laboratorio con el Dr.
Christopher Poremba, Heinrich-Heine University, Dusseldorf, Alemania, y se
encontraban en dos TMA (Tissue Microarray). El uso de este material fue

aprobado por los comités éticos de ambas instituciones.

3.1.4. Farmacos

Los farmacos utilizados en esta tesis doctoral son: 3.1.4.1.1) a)
inhibidores especificos de IGFIR  (ADW742-ADW y AEW541-AEW); b)
inhibidor de c-kit  (Imatinib-Gleevec-Glivec-IMA) y c) inhibidor de HSP90
(17-allylamino-17-demethoxygeldanamycina-17-AAG); 3.1.4.1.2)
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guimioteraterapéuticos tradicionales : Doxorubicina (DXR) y Vincristina
(VCR).

ADW, AEW e IMA han sido amablemente cedidos por Novartis Pharma
AG, Basel, Suiza.

La DXR y VCR se han obtenido de Sigma Chemical Co. (#cat. D1515 y
Fluka-94898, respectivamente).

El 17-AAG se obtuvo de Alexis Biochemicals, Suiza (#cat. 380-091-
MO001).

Todos estos farmacos se han resuspendido en DMSO (10mM) (a la
excepciéon de VCR y DXR que se han resuspendido en agua MiliQ) y

alicuotado en las concentraciones deseadas.

3.1.4.1a) inhibidores especificos de IGF1R

Para estudiar la inhibicion de la ruta de IGF1R se han utilizado dos
farmacos desarrollados por la farmacéutica Novartis, el ADW742 y el
AEWS541. Estos farmacos son inhibidores especificos de la actividad tirosina-
cinasa de IGF1R, 16 y 23 veces (respectivamente) mas especificos para
este receptor que para el de la Insulina. Se ha demostrado que paran el
crecimiento tumoral e incrementan el efecto citotdxico de la quimioterapia en
casos de cancer de células pequefas de pulmén, mieloma multiple (MM) y
tumores sdlidos (220, 224, 228, 387).

3.1.4.1b) inhibidor especificos de c-kit
El farmaco utilizado para bloguear la via de c-kit fue el “famoso”

Imatinib, que se ha descrito en detalle en el apartado 1.4.1.1 de la

introduccion.
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3.1.4.1c) inhibidor especificos de HSP90

El 17-N-Allylamino-17-demethoxygeldanamycina fue el farmaco
utilizado para inhibir HSP90.

Se ha demostrado que inhibe la ruta de c-kit en Tumores
gastrointestinales (388), inhibe la proliferacién de lineas celulares de MM,
incrementando la apoptosis y parando el ciclo celular (389) y que inhibe el

crecimiento tumoral in vivo de “xenografos” de cancer de ovario (390).

Actualmente se encuentra en fase 1 y 2 de estudios clinicos y se esta
probando en pacientes de baja edad con leucemia, tumores sélidos o cancer

de rifon.

3.1.4.1.2) Quimioterapeuticos tradicionales:

La Vincristina es un inhibidor mitético usado en quimioterapia de
cancer. Se utiliza en varios protocolos de quimioterapia como es el caso del
Linfoma de Hodgkin y de la Leucemia Linfoblastica Aguda, entre otros.

Es un alcaloide capaz de unirse a los dimeros de tubulina, inhibiendo
su ensamblaje en microtubulos y asi se produce una parada de la mitosis, en
metafase, afectando a los tipos de células con alto grado de division, como

es al caso de las células cancerigenas.

La Doxorubicina es otro farmaco ampliamente utilizado en terapia de
cancer.

Este farmaco es una antraciclina que se intercala en el ADN. Su
mecanismo de accidn es complejo y no esta totalmente descrito. Se cree que
su anillo aromatico se intercala entre los pares de bases del ADN y que se
une a la topoisomerasa |, estabilizandola e inhibiéndola, impidiendo asi que

la doble hélice del ADN se reselle y por lo tanto parando la replicacion.
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3.1.4.2 Tratamiento con farmacos

En esta tesis doctoral, los farmacos se han administrado en las lineas
celulares del siguiente modo:

Inicialmente se sembraron las lineas celulares a estudiar en placas de
cultivo (de 100mm, 6, 12 6 24 pocillos, segun el tipo de estudio a realizar) y
se dejo que alcanzaran una confluencia entre 30-50% (dependiendo del
tiempo de tratamiento con los farmacos). En ese momento, y antes de tratar
las células con los farmacos, se prepard la bateria de medios de cultivo

fresco ya con los farmacos en la concentracion apropiada para aplicar a cada
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pocillo (si se tenian placas de 100, 60 6 35mm, se incubaban directamente

los farmacos). Posteriormente se aspir6 el medio viejo de las placas y se
afiadié el nuevo con los farmacos. Se incubaron los farmacos por el tiempo

deseado (24, 48 6 72 horas) y se hicieron los experimentos disefiados.
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3.2. METODOS

3.2.1. Medicion del Crecimiento Celular por incorpo  racion de
MTT
3.2.1.1 Medicion

Para determinar los niveles de proliferacidn celular se realizd el método
de la incorporacién por MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
bromuro).

Con este método, al incorporal el MTT (de color amarillo) en el medio
de las lineas celulares, este se reduce a formazan (de color morado) en las
mitocondrias de las células proliferantes y, afiadiendo una solucién
solubilizante (DMSO), se produce una solucion colorada cuya absorbancia
se puede medir en un intervalo de longitud de onda entre 500-600nm,
determinandose asi el nivel de proliferacion. Esta reduccion se da
Unicamente cuando las enzimas reductasas de las mitocondrias se
encuentran activas, lo que hace que la conversion a formazan sea

proporcional al nimero de células viables.

Asi, inicialmente se sembraron 200.000 células por pocillo
(resuspendidas en 500 pl de medio), en placas de 24 pocillos, por duplicado
o triplicado para cada condicién. Se trataron como se describe en el punto
3.1.4.2 y se dejaron crecer por 24 6 72 horas. Tras ese tiempo de
tratamiento, se aspiro el medio de cultivo de las placas y se afiadié a cada
pocillo 300ul de una mezcla de 1:10 de MTT (Sigma, #cat. M2128-16,
disuelto en PBS1X, a una concentracion final de 5ug/ul, protegido de la
luz):medio celular. Se incubaron las placas durante 1bhora a 37°C (tapadas
con papel de aluminio) y transcurrido ese tiempo se aspiré la mezcla de los
pocillos y se afiadi6 DMSO (Merk Farma y Quimica S.A., #cat. 8029121000)
(el volumen de DMSO a afadir dependia de lo oscuro que estuviera el

pocillo: si estaba muy oscuro se afiadié mas volumen (1000ul) para que se

56



Materiales y Métodos

diluyera la sefial y no se saturara y viceversa, si la sefial era escasa se
afladia menos DMSO (250-500ul). Se agitaron las placas en un agitador,
durante 10-15 minutos a la temperatura ambiente (TA) para que se
solubilizara bien el formazan. Finalmente se ley6 la absorbancia a 570nm, en

un medidor de placas (Tecan, UltraEvolution).
3.2.1.2. Analisis isobolografico

Para estudiar los efectos de la combinacion de distintos farmacos, se
hicieron mudltiples tratamientos de las lineas celulares, con distintas
combinaciones de los farmacos (diferentes farmacos por diferentes
concentraciones) y se midio la proliferacion tras 24 6 72 de tratamiento.

En base a los datos obtenidos, se analizaron los efectos de las
combinaciones aplicando el método isobolografico de Loewe (391), revisado
por Steel y Peckman (392, 393). Segun este método, existen tres tipos de
interacciones: aditividad, sinergia 6 antagonismo. Si se tiene sinergia, se
necesita una menor concentracion de dA (dosis del farmaco A combinado)
y/6 dB (dosis del farmaco B combinado) para obtener los mismos efectos
que las dosis tedricas para aditividad y si se tiene antagonismo, se necesita
una mayor concentracion (394). Para dosis isoefectivas (que producen el
mismo efecto, asi como la inhibicién del 50% de la proliferacién) de dos
farmacos combinados (dA + dB) comparados con las dosis de los farmacos
solos (DA y DB), las combinaciones cuyo indice de combinacion (IC) sea
superior a 1 se consideran antagonistas, las que tengan IC igual a 1 son

aditivas y las que tengan IC inferior a 1 son sinérgicas. El indice de

combinacion se calcula segun la siguiente formula: d%A + d%B .

En esta tesis doctoral, los indices de combinacidén para cada situacion
estudiada fueron calculados considerando los datos del ICs, de proliferacién

como dosis isoefectiva. Estos datos se han obtenido ajustando en una
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grafica de Hill los datos de proliferacién (usando el programa Origin 6.0). Los
respectivos isobologramas se hicieron colocando el ICso de un farmaco en el
eje de los xx y el ICg, del otro en el eje de los yy. La linea que los unia era la
linea que delimitaba la zona de aditividad y los puntos de los IC se podrian

encontrar arriba, abajo 6 sobre la linea.

3.2.2. Western Blotting (WB)

Para estudiar los niveles de expresion de distintas proteinas y sus
cambios de fosforilacidn y/6 expresion, se utiliz6 la técnica de Western
Blotting. Con esta técnica, se separan en una electroforesis y segun su
tamano y carga, las proteinas de un determinado extracto y se transfieren a
una membrana donde seran detectadas con anticuerpos especificos para

esas proteinas.

Para los estudios de la fosforilacion de la cascada de sefializacién de
IGF1R, las lineas celulares fueron mantenidas sin suero toda la noche (ON),
pre-tratadas con ADW742 durante 20 minutos y después con el ligando IGF1
durante 15 minutos (R&D Systems, #cat. 291-61). Se estudiaron la
expresion/fosforilacion de IGF1R, AKT, MAPK y m-TOR. También se
estudiaron los niveles de expresion de algunas de las proteinas detectadas
en los geles 2D, como es el caso de HSP90, HSP70, GRP75, 14-3-3 y p23.

3.2.2.1. Extraccion de proteina

Después de tratar las lineas celulares (en placas de 100 6 60mm), con
los farmacos en cuestion (descrito en el punto 3.1.4.2) se pas6 a proceder a
la obtencion de los extractos proteicos.

Inicialmente se empezd por aspirar el medio de cada placa celular,
poniéndolas en hielo (todo el proceso de extraccion proteica se debe realizar
en hielo para mantener inhibida la actividad de las proteasas y fosfatasas) y

haciendo dos lavados con PBS frio (se afiadieron entre 5-10ml de PBS frio).
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Después se afiadieron 500-1000ul de Tampon de Lisis frio (TL) al cual se le
habian afiadido en el momento los inhibidores de proteasas (IP) (mezcla de
Inhibidores de Proteasas 1:25 (en agua MiliQ) de la casa comercial Roche,
#cat. 11697498001) y, en el caso de analizar la fosforilacion proteica,
también los inhibidores de fosfatasas (NaF 50mM (Sigma, #cat. 1504) y
NazVO, 2mM (Sigma, #cat. 450243)). El Tampodn de Lisis contenia NP40 1%
(Fluka/BioChemika, #cat. 56741), NaCl 150mM, EDTA 50mM (Merck, #cat.
1.08418), Glicerol 10% (Merck #cat. 774794 432) y Tris-HCI 20mM (Merk,
#cat. 1.08418). Se dej6 que el TL actuara durante algun tiempo (+/-5min) y
después se separaron las células mediante raspado, pasando los extractos
por pipeteo a tubos eppendorf de 1,5ml y centrifugandolos a 13000g, a 4°C,
15 minutos. Si se pretendia analizar la expresion de una proteina
fuertemente anclada a la membrana, para permitir su mejor andlisis, antes de
centrifugar los extractos, se les pasé por una jeringa con una aguja de 25G.
Tras la centrifugacion se recogié el sobrenadante y se guardaron los
extractos a -20°C. En el caso de que se quisiera analizar la fosforilacion de
una determinada proteina, no se parod la técnica en este punto y se siguio
hasta desnaturalizar las muestras. Esto se debe a que con un proceso de
congelacion/descongelacion previo a la desnaturalizacion se pierde la

fosforilacion.

3.2.2.2. Cuantificacion de Proteinas y Preparacion de las

Muestras Proteicas

Después de obtener los extractos proteicos se procedid a la
determinacion de la concentracion proteica. En este caso se ha utilizado un

kit de determinacion de proteina, denominado BCA (Pierce, #cat. 23225).
Inicialmente se prepararon todas las soluciones stock de BSA
(Albumina Bovina Serica)(proteina de referencia, que viene con el kit), con

concentraciones conocidas asi como 1000ug, 500ug, 250pg y 100ug v el
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blanco, diluidas en TL. Se prepararon tubos en duplicado para cada muestra,
los cuales tenian las muestras diluidas 1:5 en TL. A todos se les afadio 1 ml
del reactivo de trabajo (compuesto por 50:1 del reactivo A: reactivo B del kit)
y se les incub6 30 minutos, a 37°C (en el bafio). Se dej6 que se enfriasen los
tubos a la TA y se cogieron entre 800-900ul de cada tubo, pasandolos a
placas de 24 pocillos para medir la absorbancia, en un medidor de placas, a
560nm. Con los datos obtenidos, se hizo una curva patrén (retirando el valor
del cero a todos los estandares y muestras), determinando la concentracion

de la proteina.

Segun los valores obtenidos y la cantidad de proteina que se quisiera
cargar después en el gel de Western blotting (entre 40-70mg), se afadieron
los pl correspondientes de Tampdén de Carga, hirviendo las muestras 5
minutos a 95°C (el Tampdén de Carga contenia Tris 200mM (Roche #cat.
70009), DTT 400mM (Sigma #cat. D9779), SDS 8% (Sigma, #cat. L4509),
Azul bromofenol 0,05% (Sigma #cat. B-8026), Mercaptoetanol 4% (Sigma #
cat. M- 3148) y Glicerol 40%.

3.2.2.3. Electroforesis

Después de tener las muestras desnaturalizadas y los calculos del
volumen a cargar hechos, se pasé a hacer la electroforesis en geles
desnaturalizantes de SDS-Poliacrilamida.

Inicialmente se montd todo el sistema de electroforesis (los soportes
con los cristales adecuados, de 1,5mm y las cubetas de electroforesis) y
después se prepararon los geles (el de compactacion (4%) y el de carrera (6-
10%, dependiendo del tipo de proteina a separar)), a los que se les afadio el
Amonio Persulfato (APS) (Sigma, #cat. 248614) y el TEMED (Sigma, #cat.
T9281) (agentes polimerizantes) en el momento de colocarlos en el sistema.

La composicion de los geles es:
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Tabla 1: composicién de los geles de acrilamida

o ) SDS APS
Geles H,O Acrilamida* | Tris-HCI** TEMED
10% 10mg/100ul
(%) (ml) (ml) (ml) (1)
(ml) (W)
4 12,68 2 5 0,2 20 100
11,68 3 5 0,2 20 100
8 10,68 4 5 0,2 20 100
10 9,68 5 5 0,2 20 100

* Acrilamida/bisacrilamida, 29:1 (Pronadisa, #cat. 8530)

**1.5 M, pH 8.8 (Tris 1,5M y SDS 14mM (a pH 8,8 con HCI)) para el gel de
carrera y 0.5M, pH 6.8 para el de compactacién (Tris 0,5M y SDS 14mM (a
pH=6,8 con HCI)

Se coloco el gel de carrera en el sistema de electroforesis con una
pipeta Pasteur y se le afiadi6 inmediatamente isopropanol (Merk Farma vy
Quimica S.A., #cat. 1.09634.1011) para evitar la aparicion de burbujas y
mantener la linea del gel recta. Se esperd 30-45 minutos hasta que estuviese
polimerizado. Pasado ese tiempo se elimind el isopropanol (por inversion del
sistema) y se afiadi6 el gel de compactacion sobre el de carrera, con cuidado
para no tener burbujas, y sobre el cual se pusieron los peines adecuados (de
1,5mm con 15-10 pocillos). De nuevo se esperé 30-45 minutos para que
polimerizara el gel. Mientras tanto, se prepard el tampdn de carrera, también
conocido como tampon de carga SDS-PAGE, que contenia Tris 0,025M,
glicina 0,2M (Amersham, #cat. 16407) y SDS 0,05%.

Una vez que el gel estaba polimerizado, se colocé en las cubetas de
electroforesis (teniendo siempre dos, 6 en el caso de tener un solo gel, se
coloca en el lado opuesto un “Dam”-plastico que simula cristales con gel, de
Biorad) y se lleno la camara de electroforesis con el Tampon de Carrera. Se

cargo el gel con las muestras ya preparadas y con el marcador de pesos
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moleculares (Biorad, Precision Plus Protein Standards All Blue, #cat. 161-
0373). Finamente se corrieron las muestras a 90V hasta que llegaron al gel

de carrera, aumentando después el voltaje para 110V.

3.2.2.4. Transferencia
3.2.2.4.1. Preparaciéon de la membrana

Mientras el gel estaba corriendo, se prepararon las membranas para la
transferencia. Se cortaron fragmentos de 9x6 cm de membranas de PVDF
(Biorad, #cat. 162-0177) y se marcaron con lapiz (para prevenir posibles
equivocos). Posteriormente se activaron las membranas, colocandolas en
metanol (Merk Farma y Quimica S.A., #cat. 106009.2511) durante 5
segundos y después en agua durante 5 minutos, pasando posteriormente la
membrana al Tampdén de Transferencia (TT) (Tris 0.25M, Glicina 1.92M y
Metanol 20%(Merck, #cat. 1060092511).

3.2.2.4.2. Electrotransferencia

Para la electrotransferencia se empezd por preparar todo el sistema de
transferencia, con las cubetas llenas de TT, en hielo. Se humedecieron
también los papeles de filtro (cortados con dimensiones ligeramente
superiores a las de las membranas) y las esponjas del sistema.
Posteriormente, después de terminada la electroforesis, se retird el gel del
sistema de electroforesis y se elimino el gel de compactacién. Se puso el gel
de carrera en el TT, recuperandolo con papel de filtro seco y colocandolo en
el cassette de transferencia, sobre una esponja humedecida. Se preparo el
“sandwich de transferencia” con papel de filtro, las esponjas y el gel, sin que
guedaran burbujas de aire entre ellos, y de modo a que el gel quedara del
lado del polo negativo (catodo) y la membrana de transferencia del lado del

polo positivo (anodo), ya que las proteinas migran de polo negativo al
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positivo (tienen carga negativa). Finalmente se inici6 la transferencia a
500mA, por 1h20m, a la TA (en un recipiente con hielo) o bien por 14h a 40V

en la camara fria.

3.2.2.5. Imunodeteccion

3.2.2.5.1. Incubacién con los anticuerpos

Una vez finalizada la transferencia, se retird la membrana del sistema y
se lavo con una solucion de TBS-T (0,1% Tween20 (Sigma, #cat P7949) en
Tris 0,5M, NaCl 1M y KCI 0,05M (Merck, #cat. 1.04936)) por 5 minutos, a la
TA. Posteriormente se bloque6 la membrana con 10 ml de solucion de
bloqueo (TBS-T con 5% BSA (Sigma #cat. A7906-1006)), con agitacion
ligera, 1 hora a TA.

Trascurrido ese tiempo, se incub6 la membrana con 10 ml de la
solucion del anticuerpo primario (TBS-T 5% de BSA con el anticuerpo a la
concentracion apropiada), con agitacion constante, durante 1-2horas a la TA
0 ON, a 4°C.

Posteriormente se lavo la membrana en TBS-T con 0.5% de BSA una
vez durante 15 minutos y después 2 veces mas (5 minutos). Seguidamente
se incubd la membrana con el anticuerpo secundario (10 ml) en TBS-T 1%
BSA, por 30 a 45 minutos. Finalmente se lavo la membrana en TBS-T con
0.5% BSA dos veces durante 15 minutos y después 3 veces mas (5

minutos).

Los anticuerpos utilizados han sido: anti-IGF1RR (Santa Cruz Biotech,
#cat. sc-713), anti-p-IGF1R (Tyr1135,Tyr1136) (Calbiochem, #cat. 407707),
anti-MAPK42/44 (Cell Signalling, #cat.9101), anti-p-MAPK42/44
(Thr202/Tyr204)(Cell Signalling, #cat.9192), anti-AKT (Cell Signalling,
#cat.9271), anti-pAKT (Ser473)(Cell Signalling, #cat.9270), anti-mTOR (Cell
Signalling, #cat.2971), anti-p-mTOR (Ser2448)(Cell Signalling, #cat.2972),
anti-CD117 (Dako, #cat.A4502), anti-HSP90 (Alexis Biochemicals, #cat.ALX-
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804-808), anti-GAPDH (Abcam, #cat.ab9385), anti-HSP70 (Cell Signalling,
#cat.4872), anti-RhoA (Abcam, #cat.ab23687), anti-GRP75 (Stressgen
Bioreagents, #cat.SPS-825), anti-set (Abnova Corp., #cat.6418-M01), anti-
EBP1 (Upstate, #cat07-397), anti-14-3-3 (Abcam, #cat.ab6081), anti-p23
(Abcam, #cat.ab26323). Todos estos anticuerpos han sido optimizados de

modo a no tener inespecificidad a la hora de la inmunodeteccion.

3.2.2.5.2. Revelado

Después de incubada con los anticuerpos pretendidos, la membrana
fue preparada para el revelado. Se escurrié de la solucion de lavado y se
puso dentro de una funda de plastico. Se prepararon 2ml de la solucion de
revelado a razén de 1:1 de solucion A y B del kit ECL (Amersham #cat
RPN2109) (2 ml para cada membrana pequefia).

Ya en la cAmara oscura, se puso la solucion de revelado sobre la
membrana y se dejé que la reaccion de revelado se desarrollara durante 1
minuto. Se coloco la membrana dentro de otra funda de plastico, que estaba
dentro del cassette de revelado y se colocd sobre la misma la pelicula de
revelado. Se dejo revelar desde 15 segundos hasta 15 minutos
(dependiendo de los anticuerpos y de la concentracidn proteica cargada). Se
seleccionaron las mejores peliculas reveladas y se marcaron los pesos
moleculares. Las membranas se lavaron dos veces con TBS-T y se

guardaron a 4°C, humedas, para posteriores incubaciones.

3.2.2.6. Densitometria

Después de realizada toda la técnica de Western Blotting, para analizar
cuantitativamente los resultados obtenidos, se procedi6 a un andlisis
densitométrico, con el programa Quantity One 4.3.1 (Biorad), del aparato

GELDoc 2000, en el cual se determino la cantidad de pixeles que cada
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banda contenia, pudiendo comparar y normalizar cada banda con la
situacion control. De este modo se pudo calcular el porcentaje de cambio de

expresion/fosforilacion proteica.

3.2.2.7. “Stripping”

En el caso de que se pretendiera incubar la misma membrana con mas
de un anticuerpo, tras la primera imunodeteccion, a la membrana se le hizo
un Stripping, para eliminar los anticuerpos unidos a ella. Este podria ser mas
ligero 6 mas fuerte, dependiendo del tipo y tamafio de proteina a detectar.
Asi, para el stripping mas ligero lo que se hizo fue lavar la membrana en
25ml de TBS-T, en agitacion, 2 veces durante 5 minutos. Después se lavo la
membrana en 30ml SDS 1% durante 20 minutos en agitacion intensa y
finalmente en 30ml de TBS-T a TA en agitacion durante 15 minutos. A partir
de aqui se retomo el protocolo de WB, a partir del punto 3.2.2.5.1.

Para el stripping mas fuerte, se empezé por lavar la membrana con
TBS-T en agitacion, 2 veces por 5 minutos. Posteriormente se incubo la
membrana en la solucién de stripping (5ml SDS 10%, 1.55 ml Tris-Hcl 0.5M
pH 6.7, 18.275ml H,O y 175ul de 2-mercaptoetanol (Sigma, #cat. M3148) a
65°C, durante 30 minutos, agitando la membrana de 10 en 10 minutos. Por
fin se lavé la membrana con TBS-T 2 veces por 10 minutos y a partir de aqui

se retomo el protocolo de WB, a partir del punto 3.2.2.5.1.

3.2.3. Inmunoprecipitacion (IP)

La técnica de IP es una técnica derivada del WB, en la cual se precipita
un antigeno presente en un extracto proteico con un anticuerpo especifico

para ese antigeno. Este proceso puede ser utilizado para enriquecer una

muestra en un determinado antigeno 6, como es el caso de este trabajo,
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para identificar proteinas que estén interactuando entre si, llamando a esta

técnica de co-IP.

Inicialmente se prepararon los extractos proteicos como se describe en
el punto 3.2.2.1. y 3.2.2.2. Cuantificacion de Proteinas . Después, se lavo la
proteina agarosa (Santa-Cruz Biotechnology, #cat. sc-2003), la cual, por
cada muestra a IP se utilizaron 20ul. Los lavados se hicieron 3 veces, con
1ml de tampodn de lisis, centrifugando a 13.200 rpm, durante 5 minutos a 4°C.
Posteriormente se resuspendi6 la agarosa en el tampon de lisis, en el mismo
volumen total pipeteado anteriormente. Seguidamente, a los extractos
proteicos (entre 0,5-2mg de proteina) se les afadi6 el volumen
correspondiente a 1g de anticuerpo especifico para el antigeno a detectar y
los 20ul de proteina agarosa preparada anteriormente y se completd con
tampdn de lisis hasta un volumen de 1ml. Se incubaron las muestras a 4°C
en un agitador, ON y posteriormente se lavaron con tampon de lisis, 3 veces,
centrifugandolas a 13.200 rpm, por pulsos de 13 segundos. Tras el ultimo
lavado se resuspendieron las muestras en 30ul de tampoén de carga y se
desnaturalizaron (descrito en el punto 3.2.2.2. Preparacion de las muestras
proteicas) . A partir de este punto, le técnica se hizo como se describe en
WB.

3.2.4. RT-PCR

En esta tesis doctoral se ha pretendido analizar los niveles de
expresion de determinados genes de interés como IGF1R. Por ello, se
recurrié a la técnica de Retrotrascripcion (RT) y Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR). Con esta técnica, partiendo del Acido Ribonucleico
Nuclear (ARN) de una determinada muestra, se retro-transcribe su Acido

Desoxiribonucleico Nuclear complementario (cADN), de monocadena,

66



Materiales y Métodos

siguiéndose después una amplificaciéon de ese cADN con oligonucleétidos

especificos para los genes en cuestion.

3.2.4.1. RT
3.2.4.1.1. Extraccion de ARN total
3.2.4.1.1.1 Tratamiento de las células antes de la

extraccion

Se empez6 por eliminar el medio de cultivo de las placas de cultivo con
las células de Ewing y se afiadi6 1mL de medio RPMI, raspando las células
con un scraper. Seguidamente se paso el contenido celular de cada placa a
un eppendorf de 2ml y se centrifugaron las muestras a 1200rpm, a TA,
durante 5minutos. Posteriormente se decanto6 el medio “viejo” y se les afiadio
nuevo RPMI. Se volvib a centrifugar las muestras en las mismas

condiciones, quedando un boton celular en el fondo de los tubos.

3.24.1.1.2 Lisis de las células

A partir de este punto, se trabajaron las muestras bajo campana, para
evitar posibles contaminaciones. Se empez6 por afiadir 1ml de Trizol
(Invitrogen, #cat. 15596-018), mezclando bien por pipeteo, incubando las
muestras a temperatura ambiente durante 5 minutos para permitir la
disociacion completa de los complejos nucleéticos. A continuacion se
anadieron 200pl de cloroformo (Merk Farma y Quimica S.A., #cat.
8.22265.1000), agitando vigorosamente durante 15 segundos. Se incubaron
las muestras a la TA, durante 2-3 minutos y después se centrifugaron a 4°C,
a 12.000rpm durante 15minutos (manteniendo los tubos siempre en hielo a
partir de este punto). Tras la centrifugacion se forman tres fases, una inferior
de color rojo (proteinas), una intermedia blanquecina (ADN), y una superior
acuosa (ARN).
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Materiales y Métodos

3.24.1.1.3 Precipitacion del ARN:

Se transfirio la fase acuosa con el ARN a un nuevo eppendorf de 1.5ml
(poniendo muchisimo cuidado en no tocar la interfase) y se afiadieron 500 pl
de alcohol isopropilico (Merk Farma y Quimica S.A., #cat. 1.09634.1011). Se
mezclé6 bien y se incubaron las muestras a 4°C durante
10minutos.seguidamente se centrifugaron las muestras a 4°C, a 12.000rpm,

durante 10 minutos.

3.24.1.14 Lavado del ARN

Se sigui6 el protocolo eliminando el sobrenadante y afiadiendo 1ml de
etanol 75%(Merk Farma y Quimica S.A., #cat.1.00983.2511). Se mezcl6
bien, mediante vortex, y se centrifugaron las muestras a 4°C, a 11000rpm,

durante 5 minutos.

3.24.1.15 Redisolver el ARN

Se siguio eliminando el sobrenadante con una pipeta y dejando secar
el pellet brevemente con el tubo abierto y en hielo. Se secaron las paredes
de los tubos con una pipeta y se resuspendié el ARN en 100ul de agua
DEPC (Ambion, #cat. 9922)

3.2.4.1.1.6 Purificacion del ARN con el Kit de Quia gen

Para purificar el ARN obtenido se utilizé un kit de columnas especifico
para el caso, RNeasy Mini kit (Quiagen, #cat. 74104). Se empezo por afiadir
350ul de tampén RLT (perteneciente al kit, al que previamente hemos
afadido beta-mercaptoetanol (Sigma, #cat. M-3148) a razon de 1ml/10ul
beta-ME 14.5M) al ARN extraido, mezclando bien por pipeteo. Se siguid
afiadiendo 250ul de etanol 100%, se mezclé y se afiadié todo el volumen de

la mezcla sobre una columna del kit. Se centrifugaron las muestras a
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10.000rpm, durante 15 segundos, a TA. Se decanto el liquido sobrenadante
(reutilizando el tubo después de cada paso) y se afiadieron 350ul de buffer
RW1 (perteneciente al kit), centrifugado las muestras a 10.000rpm, durante
15 segundos. Se mezclaron 10pl de DNAsa RNAsa-free (Qiagen, #cat.
79254) con 70pl de buffer RDD (perteneciente al kit) y se afiadieron los 80ul
sobre las columnas, incubandolas a la TA, 15 minutos. A continuacion se
afiadieron 350ul de buffer RW1 (perteneciente al kit) y se centrifugaron las
columnas a 10.000rpm, durante 15 segundos. Se afiadieron 500ul de buffer
RPE (perteneciente al kit, al que previamente hemos afiadido etanol) y se
centrifugaron las columnas a 10.000rpm durante 15 segundos. Se afadieron
otros 500ul de buffer RPE y se centrifugaron las columnas a 10.000rpm
durante 2 minutos. Se pusieron las columnas en nuevos tubos y se
centrifugaron a 10.000rpm, durante 1 minuto. Se pusieron las columnas en
eppendorfs de 1.5mL y se les afiadieron 50ul de agua DEPC, incubando las
muestras durante 5 minutos, a TA y centrifugandolas a 10.000rpm, durante 1

minuto, dos veces.

3.2.4.1.1.7. Cuantificacion del ARN

Finalmente se leyeron las muestras en el espectrofotometro a una
absorbancia de 260/280nm.

3.2.4.1.2. Retrotranscricion

Se empez6 afiadiendo 1pg de ARN (y el resto agua DEPC) hasta un
volumen de 10ul, a los cuales se les afadieron 1ul de oligodT (5 pg/pl; 18
nucleétidos de Timina (T); sintetizados por Thermo), mezclando y pipeteando
bien, se colocaron las muestras en un termociclador, incubandolas a 70°C,
por durante minutos. Mientras tanto, se preparé una solucion “Master Mix”,
gue contenia, por cada muestra, 4ul de tampoén 5x (5X First strand buffer,
Invitrogen, #cat. Y00146), 2ul de 0.1M DTT (Invitrogen, #cat. YO0147), 1ul de
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Materiales y Métodos

10mM DNTP’s (Mezcla de Eppendorf, #cat. 0032 003.109), 1ul de Inhibidor
de RNAsa (Ambion, #cat. 2684, 10.000 units (40 U/ul)) y 1ul de SSII (Super
Script Il reverse transcriptase (para cADN)) (Invitrogen, #cat. 18064-014,
10.000 unidades). Se sacaron los tubos del termociclador y se les afadieron
9ul de la mezcla a cada uno, todo esto sobre hielo, mezclando bien por
pipeteo y luego se les puso en el termociclador, con el siguiente protocolo:
Un paso inicial de anillamiento de 50 minutos a 42°C; y un paso de
extension de 15 minutos a 70°C, con pausa a 10°C por tiempo indefinido.
Finalmente se sacaron los tubos del termociclador y se les afadié a
cada tubo 30ul de agua-DEPC para tener un volumen final de 50ul por tubo.
Se han comprobado los resultados de la RT y posibles

contaminaciones gendmicas realizando una PCR para GAPDH.

3.2.4.2. Reaccibn en cadena de la polimerasa (PCR)
3.2.4.2.1. Amplificacion de cADN

Se empezb por preparar, bajo campana, una Solucién Mezcla, la cual
contenia, por cada muestra, 2.5ul de Tampén 10X (Promega, #cat. M1906),
0.5pl de DNTP’s a 10mM, 2 pl de MgCl, 25mM (Promega, #cat. A351B,),
0.4pl de Primer forward a 20pmol/pl y 0.4ul  de primer reverse a 20pmol/pl
(comprados a Thermo, con la secuencia especifica del gen a amplificar,
presentadas en la Tabla 2), 0,25ul de Tag DNA polimerasa (Promega, #cat.
M186E, 500unidades 5u/pl) y 16,95ul de agua DEPC. De esta solucion se
afiadieron 23l a cada tubo que contenia 40ng de nuestro cADN de partida
(anteriormente se ha obtenido cADN a la concentracion de 20ng/ul),
teniéndose un volumen final de 25ul, dando un centrifugado rapido para que
los componentes se mezclaran bien. Se colocaran los tubos en un
termociclador y se utilizé un programa con el siguiente protocolo:

Un paso inicial de desnaturalizacién de 2 minutos a 95°C, 35 ciclos de

anillamiento/extension de 45 segundos a 95°C, 45 segundos a 62°C y 45
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segundos a 72°C, y un paso final de 3 minutos a 72°C. GAPDH se us6 como

control de referencia.

Tabla 2: Secuencia de los primers utilizados

Oligos Secuencia Tamario
IGF1R forward | ACC CGG AGT ACT TCA GCG CT 230
IGF1R reverso | CAC AGA AGC TTC GTT GAG AA

GAPDH forward | GCT CCT CCT GTT CGA CAG TCA 101

GAPDH reverse | AAT CCG TTG ACT CCG ACC TTC

3.2.4.2.2. Visualizacion de los productos de PCR

Para visualizar los productos de PCR, las muestras amplificadas se
corrieron en un gel de agarosa (Agarose D-1 Low EEO, Pronadisa # cat.
8016) al 1%, diluida en Tampon TAE1X (Tris 2M y EDTA 0,05M) y con
2ug/ml de bromuro de etidio (Pacisa-Giralt, #cat. A1152.0100). Por cada
muestra se cargaron 2yl del total de la muestra amplificada, mezclados con
10ul de tampdn de carga (loading dye 6x, Promega, #cat. 16241006). Como
marcador de pesos moleculares se utilizd una escalera de 1000 pbs de
Promega (#cat. 65711). Se comenzo6 la electroforesis y, dependiendo del tipo
de muestra, se corrié a un voltaje que varié entre 50-100 mV. La obtencién
de la fotografia del gel de agarosa se hizo en un Transiluminador de Biorad
(GELDoc 2000).

3.2.5. Secuenciacion

Con esta técnica es posible determinar la secuencia nucleotidica de un
fragmento de ADN mediante el método enzimatico de los terminadores

fluorescentes con un secuenciador automatico de capilares. Se ha
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encargado al servicio de Gendmica del CIC, para la cual se entregaron
600ng de ADN a secuenciar y los respectivos oligonucleotidos (“primers”) 3.2

pmoles, en un volumen total de 8l en agua MiliQ.

3.2.5.1. Preparacion de la reaccion de PCR

Inicialmente se afiadieron 3 ul de la solucion BigDye (85ul de BigDye
Terminador v3.1 (Applied Byosystems, cat. # 4390244) + 65ul de Big Dye
Terminador 5x Sequencing Buffer (Applied Byosystems, cat. # 4339843)) a
los 8ul de ADN a secuenciar con los oligonucleoétidos respectivos y se dio un
centrifugado en una centrifuga de placas (Eppendorf, 5804R). Seguidamente
se pasaron las muestras a placas de 96 pocillos, se dio de nuevo un
centrifugado y se colocaron las placas en un termociclador (Biorad, iCycler)
con el siguiente programa: desnaturalizaciéon inicial durante 3 minutos a
94°C; 25 ciclos de desnaturalizacion durante 10 segundos a 96°C,
anillamiento de los oligos durante 5 segundos a 50°C y elongacién durante 4

minutos a 60°C; seguidos de un paso final a 4°C.

3.2.5.2. Precipitacion de la reaccion de secuenciac  ion

A continuacion se afiadieron 65 pl de solucion de precipitacion (etanol
59% (Merck Farma y Quimica S.A., #cat. 1.00983.2511) con acetato sodico
90mM pH 4.6 (Merk, #cat. 1.06267)), se dio un voértex y se incub6 la placa
durante 15 minutos a la TA. Posteriormente se centrifugo la placa durante 40
minutos, a 3700rpm, a 6°C, y justo en seguida, con mucho cuidado, se tiro el
sobrenadante por inversion de la placa sobre papel, retirando todo lo que
fuese posible. A continuacion se volvié a centrifugar la placa, pero de esta
vez invertida sobre papel, durante 1 minutos a 1000 rpm, a 6°C. En seguida
se afadieron 150 pl de etanol 70% frio (-20°C), se dio un vortex y se
centrifugo de nuevo la placa durante 15 minutos a 3700 rpm, a 6°C, tirando

el sobrenadante seguidamente de modo analogo al que se hizo
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anteriormente y volviendo a centrifugar la placa invertida por 1 minutos a
1000 rpm. Se esperd 10 minutos para que todo el etanol se evaporara y
después de comprobar que la placa estaba seca se resuspendieron las
muestras en 12ul de Hi-Di formamida (Applied Biosystems, #cat.4311320),
dando posteriormente un centrifugado e incubando durante 5 minutos para

gue se resuspendieran.

3.2.5.3. Preparacioén del secuenciador

Se empezdé por comprobar que habia suficiente polimero POP6
(Applied Biosystems, #cat. 4316357) en las jeringas del secuenciador
(Applied Biosystems, 3100 Genetic Analyzer) y que no habian burbujas en el
circuito, expulsando las que quedaban empujando el embolo de las jeringas.
Se llenaron las cubetas de las posiciones 2,3 y 4 con H,O MiliQ y la de la
posicion 1 y la que cierra el circuito con Tampon 1x (Applied Biosystems, #
cat. 402824). A continuacion se coloco la placa en el “autosampler” del
secuenciador y se metieron los datos de la carrera correspondiente en la

coleccion de datos del secuenciador.

3.2.5.4. Secuenciacién y analisis

Con los datos introducidos, se empezé la carrera, durante 2 horas e 30
minutos y después se guardd la placa a 4°C. Se abri6 el programa
Sequencing Analisis y se han analizado los cromatogramas. Se comprobaron
los parametros de la carrera, verificando que los graficos siguieran el patron
establecido en el manual del secuenciador y finalmente se estudio la

secuencia genémica.
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Materiales y Métodos

3.2.6. RT-PCR en tiempo real

La técnica de RT-PCR en tiempo real (también llamada RT-PCR
cuantitativa) es una técnica basada en la RT-PCR comun pero que amplifica
y simultdneamente cuantifica el ADN en cuestion. De este modo, se puede
detectar y también cuantificar (en numeros absolutos de niamero de copias
de ADN normalizado respecto a un gen control) de una secuencia especifica
de ADN (gen), ya que el ADN se va acumulando tras cada ciclo de

amplificacion.

En esta técnica se empezo6 por preparar 3 tubos eppendorf de 1.5ml
(uno para el agua y los otros dos para la mezcla de primers), 1 eppendorf de
2ml para la mezcla de reactivos, 3 eppendorf de 0.2ml para las diluciones
seriadas y los eppendorf de 0.2ml que fuesen necesarios en funcion al
namero de tubos de cDNA que tuviésemos. Los eppendorfs de las diluciones
seriadas contenian 10, 1 y 0,1 ng de cDNA, mientras que el resto de los

cDNAs solamente se diluyeron a 10ng. La mezcla de reactivos contenia

a) 10.7ml de agua por pocillo.

b) 0.4ml de primer Fw y 0.4ml de primer Rv por pocillo.

c) 12.5mL de Q Syber Green Supermix (Biorad, #cat. 170-8882), por
pocillo y

d) 1l de cDNA por pocillo.

A continuacion, se afiadieron los 0.8ul de la mezcla de primers en los
pocillos correspondientes (placa de 96 pocillos, Biorad, #cat. 2239441) y 23l
de la mezcla de reactivos en todos los pocillos (excepto aquellos que
llevaban agua). Posteriormente se afiadi6 1ul del cDNA problema a los
pocillos que correspondian (en los controles negativos no se afiadié nada).
Finalmente se afadieron 25ul de agua a los pocillos que rodean la placa (y a
aquellos posibles pocillos en los que no hubiésemos echado cDNA). Se puso

la pegatina que tapa la placa, se dio un centrifugado en una centrifuga para
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placas de 96 pocillos y se puso en el termociclador de gRT-PCR. Se
seleccionaron los parametros correspondientes al estudio y la placa en
cuestion (95 °C durante 10 minutos, seguidos de 50 ciclos a 95 °C durante
15 segundos y 60 °C durante 1 minuto, 1 ciclo a 95 °C durante 1 minuto, 1
ciclo a 65 °C durante 1 minuto y 60 ciclos finales con una rampa de + 0.5 °C
durante 10 segundos, empezando a 65 °C para hacer la “melting curve”), se
comprobd la fluorescencia, se seleccionaron los filtros, se hizo una prueba
para comprobar si todos los pocillos estaban iluminados de color violeta y se
corrid la qRT-PCR.
Todos los primers se disefiaron utilizando el software primer 3 (395).
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Tabla 3 : Secuencia de los oligos utilizados en la gRT-PCR

oligos Secuencia
Grp75 FW CCACCAGGATAGCTG GAATG
Grp75 RV CAACTGCTCCCTTGATTGCT
Grp78 fw ACC GCT GAG GCTTATTTG G
Grp78 rv GCG TCTTTG GTT GCT TGG
Hsp90 fw CTG GTG GTG CTGCTG TTT
Hsp90 rv CGA TAG ATG CGG TTG GAG TG
Hsp70 fw ACC ACC ATT CCT ACC AAG CA
Hsp70 rv ACG CTC GCC TTC ATAAACCT

p23 fw GCA GAA CAA ATC AAG CAC ATCC
p23 rv TCC TCA CGG TAG TCC AAT AGA GC
Ebpl fw TCC AGA ATC CCA CAG ACC AG
Ebplrv TGA CGA GAA CAT CCA CAG CA
Set fw CTG ACC ATT CTG ATG CAG GTG
Set rv CAT CCA TAT CGG GAA CCA AG
Tau fw TGAAGT TGC GTG TGG TGA TG
Tau rv GGAl TTGGGT GTGTGG GTT G

GAPDH fw GCT CCT CCT GTT CGA CAG TCA
GAPDH rv AAT CCG TTG ACT CCG ACCTTC
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Para el andlisis de los resultados, los valores (por triplicado) del
Threshold Cycle (TC) de los genes en estudio fueron normalizados utilizando
las medias del TC de los valores por triplicado de GAPDH, utilizando el

modelo matemético de Pfaffl (396).

( )ATCgenX (control —tratamiento)
genx

ratio= ; donde E es la eficiencia de la PCR en

( )ATCGAF,DH (control —tratamiento)
GAPDH

tiempo Real, y TC el Threshold Cycle.

3.2.7. Estudios de Muerte Celular por Apoptosis

Para los estudios de muerte celular, las lineas de Ewing fueron tratadas
con los distintos farmacos de modo anélogo a los estudios de proliferacion.

En este caso se estudio la induccion de apoptosis por Citometria de Flujo.

Con la metodologia de citometria de flujo es posible contar, analizar y/6
seleccionar componentes especificos de las muestras en estudio,
permitiendo el andlisis multiparamétrico de las caracteristicas fisicas y/6
quimicas de una unica célula.

Esta técnica se basa en la introduccion de las muestras a analizar en
un sistema de flujo de liquido isotonico que fluye a través de un sistema
Optico de deteccidn de la luz dispersa y emitida por los fluoréforos utilizados
en el marcaje de esas mismas muestras. En el caso especifico de la
induccién de apoptosis, se usé un marcaje doble con AnexinaV-FITC (AV) y
loduro de Propideo (IP). Aqui, se pueden distinguir las células viables de las
gue se encuentran en apoptosis temprana, tardia 6 necrosis. Esto de debe a
gue el IP es un marcador capaz de intercalarse en el DNA celular, marcando
asi los nucleos de las células en apoptosis tardia y necrosis, ya que en estas
células ha ocurrido la ruptura de la membrana plasmatica. Sin embrago, este

marcador no es capaz de marcar las células en apoptosis temprana, ya que
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en estas todavia no se produjo la ruptura de membranas. Aln asi se han
dado alteraciones a nivel fosfolipidico, en las cuales ocurre la inversion de la
fosfatidilserina desde la capa interior hasta la exterior de la bicapa lipidica.
De este modo, usando la AV, que se une especificamente a este fosfolipido,

se pueden distinguir las células en apoptosis temprana de las viables.

En este estudio se empezd por tratar las lineas celulares con los
farmacos e incubar el tiempo seleccionado. Tras ese tiempo se recogio el
medio celular para los tubos del citémetro, debidamente rotulados y se
tripsinizaron las células con 300ul de tripsina, por 3-5 min. Posteriormente se
les afiadieron 500ul de PBS y se cogieron las células, pasandolas a los
tubos que contenian el sobrenadante, centrifugando las muestras a 1500g,
durante 5 minutos. El medio se aspird, se afiadid 1ml de PBS y las muestras
de resuspendieron por vortex. Seguidamente se volvié a centrifugar, en las
mismas condiciones ya descritas. Mientras se centrifugaban las muestras, se
prepard la solucion de trabajo (ST), con AV y PI diluidos en tampon de
ligacion (por cada muestra la solucién final se tenia 2,5ul de AV, 5ul de Ply
lo restante de BB hasta 200pl (todos componentes del kit utilizado, el kit
AnnexinV-FITC Apoptosis Detection kit (Immunostep, #cat. Annexinvkit)). Se
aspiro el PBS de todos los tubos y se afiadieron los 200ul de ST a cada uno
de ellos. Se incubaron durante 15 minutos, en la oscuridad y posteriormente
se analizaron las muestras en un citbmetro FACSorter utilizando el software
Cell-Quest y adquiriendo 20.000 eventos. Finalmente los datos fueron
analizados en el software Paint-a-Gate y se hicieron los estudios estadisticos

necesarios.

3.2.8. Estudios de Ciclo Celular

En el caso de los estudios de induccion de apoptosis también se uso la
técnica citometria de flujo. En este caso se hizo un marcaje Unico con loduro

de propidio, que, como se ha descrito anteriormente se intercala en el DNA,
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pudiendo asi saberse el numero de células en cada fase del ciclo celular
(para que el PI pueda entrar en las células y marcar el DNA, estas son pre-
tratadas con etanol con el fin de permeabilizar la membrana celular sin que

esta se rompa).

Asi, se empez06 por tratar las células con los farmacos e incubar el
tiempo seleccionado. Seguidamente se aspiré el medio celular de cada
placa, se afiadieron 300l de tripsina a cada pocillo y se dej6é actuar de 3a 5
minutos. Se lavaron las muestras con PBS como en el caso de los estudios
de apoptosis y se fijaron con 700ul de etanol 70% (preenfriado a -20°C) (se
taparon los tubos de clitbmetro con parafilm y se guardaron ON a 4°C). Tras
ese periodo de incubacion, se lavaron de nuevo las células, 2 veces, como
se describié anteriormente (con la diferencia de que aqui se centrifugaron a
1800 rpm). Mientras se centrifugaban las muestras, se prepar6 la ST que
contenia 5ug Pl (Sigma, #cat. P4170) y 5ug RNase (Sigma, #cat. 5503)
diluidos en 1 ml PBS. A continuacion se incubaron las células con 1ml de ST,
durante 1 hora, en agitacion, a TA y protegidas de la luz (los tubos se
taparon y se les dejo en posicion horizontal en el agitador para que se
mezclaran bien). Finalmente se analizaron las muestras en un citometro
FACSorter utilizando el software Cell-Quest y adquiriendo 20.000 eventos, a
una velocidad de no mas de 500-400cél/seg. Por ultimo los datos se
analizaron en el software Paint-a-Gate y se hicieron los estudios estadisticos

necesarios.

3.2.9. Estudios de Movilidad Celular

Para estudiar la movilidad celular se ha utlizado una metodologia
“casera” en la cual las lineas celulares se crecieron (en las mismas condiciones
descritas en el punto 3.1.1.2.) sobre cubres, hasta la confluencia, y después se
“rasc@” la mitad del cubre (con un cutter) para liberarla de células. Se dejo que

las células crecieran durante 72 horas y se han obtenido fotos en los tiempos 0,
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24 y 72 horas de tratamiento, en un microscopio Zeiss AxioVert 135. Los datos
fueron analizados teniendo en cuenta un rango se crecimiento desde la zona

de corte de < 6 > de 5mm.

3.2.10. Estudios de crecimiento celular en agar bla ndo-

independiente de anclaje

Para los estudios de agar blando, 1X10* células se han crecido en
placas de 6 pocillos revestidos con una capa basal de agar 0,6% (Disco,
#cat. 214230) (diluido en medio celular). Las células se han mantenido en
suspension en medio con 0,3% de agar ademas de los farmacos a estudiar.
Las colonias que se generaron se han contado a los 14 y 21 dias en un

microscopio Zeiss AxioVert 135, con un ocular del 10x.

3.2.11. Estudios de ELISA

Con la técnica de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay O
Ensayo de Imunoabsorbancia Ligado a Enzimas) hemos pretendido estudiar
los efectos de ADW y/6 IMA en los niveles de VEGF (factor de crecimiento
endotelial vascular), utilizando un kit de RD Systems (Quantikine Human
VEGF Immunoassay, #cat. DVE0O). Resumidamente, en esta técnica, se
tiene una cantidad determinada de un anticuerpo especifico para VEGF
pegada a la superficie de la placa. Las muestras en estudio, asi como
también las muestras control, son incubadas en esos pocillos y el VEGF
presente se une al anticuerpo inmovilizado. Tras un par de lavados se les
junta un sustrato que va a desarrollar color y asi se puede determinar la

cantidad de VEGF unido por absorbancia.
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Basandonos en lo recomendado por el fabricante, se empezd por
afiadir 50l del reactivo RD1W a cada pocillo de la placa de 96 pocillos.
Después se les afiadieron 200ul de las muestras en estudio y de las
muestras control y se incubaron durante 2 horas, a TA. A continuacién se
aspiré el medio de cada pocillo y se lavé con 400ul de tampon de lavado, 3
veces. Tras el ultimo lavado se sec6 bien la placa por inversion y con toallitas
de papel, se afiadié a cada pocillo 200ul del Conjugado VEGF y se incubd
durante 2 horas a la TA. Seguidamente se hicieron otros 3 lavados y
después se afiadieron 200ul de solucion de sustrato a cada pocillo bien
seco, incubando la placa durante 20 minutos, protegida de la luz. A
continuacion se afiadieron 50ul de solucién de parada de reaccion a cada
pocillo y finalmente se leyé la absorbancia a 450nm, con una correccién de

570nm, en un medidor de placas (Tecan, UltraEvolution).

3.2.12. Estudios de Proteémica

Los estudios de protedmica se hicieron con el objetivo de analizar los
cambios generales a nivel de todo el proteoma de determinadas lineas
celulares, en condiciones basales o tras tratamiento con ADW 6 IMA.

Esta técnica es una ampliacién del WB, con la cual se pueden analizar
todas las proteinas de un extracto celular. Aqui, se analizan las muestras
mediante una electroforesis bidimensional: se separan inicialmente las
proteinas en funcién del punto isoeléctrico (primera dimension) y en segundo
lugar en funcion del tamafio (segunda dimension) en geles de poliacrilamida
con SDS.
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3.2.12.1. Extraccion de proteina y cuantificacién

3.2.12.1.1 Extraccién de proteinas

Inicialmente las lineas celulares se trataron con 0.1uM de ADW742 y/6
10uM de Imatinib, por 24 y 72 horas, obteniéndose posteriormente los
respectivos extractos celulares. Se empez6 por aspirar el medio celular de
las placas de cultivo, lavandolas 3 veces con 10ml de PBS frio. A
continuacion se les afadieron 500ul de tampon de lisis (descrito en el punto
3.2.2.1)) y se recogieron las células con una asa Scrapper (sobre hielo),
colocindolas en tubos eppendorf individuales. Las muestras se centrifugaron
a 12000 rpm durante 10 minutos, 3 veces, afiadiéndoles tras la ultima
centrifugacion 500ul de tampon de lisis 2D, que contenia Urea 7M (Sigma,
#cat. U-5378), Thiourea 2M (Sigma, #cat. T7875-500G) y 2% CHAPS
(Sigma, #cat. C9426-56) Finalmente, se han sonicado las muestras (Sonic
Vibra-Cell), durante 18 segundos, centrifugandolas después 3 veces a 4°C,
a12000rpm.

3.2.12.1.2. Precipitado de las muestras

Este paso se hizo para limpiar las muestras de restos celulares y ADN
y obtener Unicamente proteinas. Se utilizd un kit comercial, 2D Cleanup
Amersham Biosciences kit (Amersham, #cat. 80-6484-51).

De este modo, se empez6 por adicionar tres volimenes de solucion
precipitante por cada volumen de muestra, mezclando por vortex o inversion e
incubando a 4-5°C durante 15 minutos. A continuacion se adicionaron tres
volumenes de solucién co-precipitante por cada volumen de muestra y se
mezclaron brevemente por vortex. Seguidamente se centrifugaron las muestras
a 8000g durante 10 minutos y después se decanto el sobrenadante con ayuda
de una micropipeta, volviendo a centrifugar las muestras, dando un pulso
breve. A continuacion se afadié co-precipitante (3-4 veces el tamafio del pellet)

y se volvio a centrifugar a 8000g durante 5 minutos. Se retir6 el sobrenadante
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con ayuda de una micropipeta y se afiadié agua mili-Q (un volumen suficiente
que cubriera bien el pellet), dando un vértex durante unos segundos.
Posteriormente se adicioné 1 ml de “Wash buffer” (en frio, -20°C) y 5ul de
“wash additive”, dando un vortex breve hasta que el pellet se hubiese
dispersado completamente, incubando las muestras a —20°C al menos 30
minutos (dando un vortex de 20-30 segundos cada 10 minutos). Se
centrifugaron las muestras posteriormente a 12.000 rpm durante 5 minutos, y

por ultimo se les afiadieron 200ul de tampdn lisis 2D.

3.2.12.1.3. Cuantificacion de las proteinas

La cuantificacion proteica se realizd6 con un kit comercial, 2-D Quant
Amersham Biosciences kit (Amersham, #cat. 80-6483-56). Se preparé una
curva estandar con solucion de Albumina Bovina Sérica (BSA) (que viene

con el kit), con concentraciones de 0,10, 20, 30, 40 y 50 ug de proteina.

Posteriormente se prepar6 el reactivo de color con una parte de color
reagent B en 100 partes de color reagent A, teniendo en cuenta que cada
muestra requiere 1 ml. Se afiadieron 500ul de solucién precipitante a cada
eppendorf con muestras 6 BSA y se incubaron durante 2-3 minutos a
temperatura ambiente. Seguidamente se adicionaron 500yl de co-
precipitante y se mezclé brevemente por vortex 6 inversion. A continuacion
se centrifugaron las muestras a 10.000 rpm durante 5 minutos, decantando
después el sobrenadante y volviendo a centrifugar durante 1-2 minutos a
10.000 rpm para traer lo que quede de liquido al fondo del tubo.
Seguidamente se adicionaron 100ul de solucién “cooper” y 400ul de agua
mili-Q (dando un vortex breve para disolver las proteinas) y se les adicion6
1ml de reactivo de color a cada eppendorf, mezclando réapidamente por
inversion. Las muestras se incubaron a TA durante 15-20 minutos y tras ese
periodo de incubacion se medi6 la absorbancia en un espectrofotometro a

480nm usando como referencia agua.
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3.2.12.2 Electroforesis de Primera Dimension

3.2.12.2.1 Rehidratacion de la muestra

A 100ug de proteina de partida se han afiadido 250 ul de solucién de
rehidratacion (8M urea, 0.5% CHAPS, 0.2% DTT, 0.5% tampén IPG
(Amersham Biosciences, #cat. 17-6004-40), y 0.002% azul de bromofenol).
Posteriormente se colocaron las muestras en los sarcéfagos (evitando que
guedaran burbujas y que se depositara mucha muestra en los extremos) y se
colocaron las tiras de 13cm (pH 3-11) (Amersham, Immobiline Drystrip pH 3-
11 NL, 11cm, #cat. 17-6003-74) sobre las muestras, con la parte de gel hacia
estas. Seguidamente se afiadi6 un poco de aceite mineral sobre las tiras,
para evitar que se secaran. Se colocaron los sarcofagos en el aparato de
isoelectroenfoque (IPG-PHOR (GE, Barcelona, Spain)), alineados segun la
longitud y se dejaron las muestras hidratando por, adsorcién, como minimo,

por 12 horas.

3.2.12.2.2 Isoelectroenfoque

Después de la hidratacion, se comenzé el isoelectroenfoque, con las
siguientes condiciones: paso 1: 1 hora a 500V; paso 2: 1 hora a 1000V; paso
3: 1 hora con gradiente de 1000 a 8000V; paso 4: gradiente de 8000 a
50000V; paso 6-final de pausa: 10 horas a 500V. Pasado este tiempo se

procedié al equilibrado de las tiras.

3.2.12.3 Electroforesis de Segunda Dimensién

3.2.12.3.1 Carrera de segunda dimension

En este punto se empez6 por montar el sistema de electroforesis y se
prepararon los geles de acrilamida (8-16%, dependiendo del tamafio de las
proteinas a separar), de 20x20cm (descrito anteriormente para WB).

Mientras se polimerizaban los geles, se realizo el equilibrado de las tiras IPG,
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para que estuviesen en las condiciones adecuadas para la electroforesis. Se
sacaron las tiras de los sarcéfagos y se secaron con papel. Se sumergieron
en una probeta con H,O destilada (para eliminar algo de aceite mineral) y se
volvieron a secar con papel por la cara del plastico. A continuacion se
sumergieron las tiras en una cubeta de equilibrado con 4ml del Tamp6n de
Equilibrado (T-EQ) (500mM Tris pH8.8 (Sigma, #cat. T-1503), Urea 6M,
Glicerol 30%, SDS 2%, azul de bromofenol) con DTT 0,5% (Invitrogen, #cat.
Y00147), con la parte del gel hacia arriba y se dejaron en agitacion suave
durante al menos 15 minutos. Durante este tiempo se preparé T-EQ con
4,5% lodoacetaminda (IDA) (Amersham, #cat. RPN-6302). Una vez
finalizados esos 15 minutos, se afiadieron en la cubeta de equilibrado 4ml de
T-EQ + IDA y se volvieron a lavar las tiras, sumergiéndolas después en el T-
EQ + IDA con la parte del gel hacia arriba, dejandolas agitdndose otros 15
minutos. A continuacion se sacaron las tiras de la cubeta, se lavaron un par
de veces con H,0O fresca y se secaron con un poco de papel. Con ayuda de
unas pinzas, se colocaron las tiras en el cristal del gel, con la cara del
plastico mirando hacia el cristal mayor y la parte del gel hacia afuera (con
una espatula plana las dirigimos hacia abajo hasta que quedaran
perfectamente unidas al gel sin formar burbujas). Se afadié la solucion
selladora de agarosa sobre las tiras (0,59 de agarosa (Sigma, #cat. 8086)
con 100ml de tampon Tris 1M y 0,0005% de azul de bromofenol) y se dejé
que polimerizara. Se colocaron los cristales dentro de las cubetas de
electroforesis y se afadié el tampoén de carrera SDS-PAGE en los depdsitos
superior e inferior de las cubetas. A continuacion se corrieron las muestras, a
2V, durante 30 minutos y 17V hasta que el frente de carrera llegara hasta el
final del cristal. Por fin se separaron los cristales con una espétula y se
depositaron en un recipiente con la solucion adecuada del proceso de

tincion.
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3.2.12.3.2 Tincion de los geles

En este paso hemos realizado una tincién con plata. Para tal, los geles
se pusieron en recipientes de tincidbn con 200ml de una solucion de fijacion
(que contenia 40% etanol y 10% acido acético (Merk Farma y Quimica S.A.,
#cat. 100053.1011) en agua miliQ) y se dejoé en agitacidon suave durante 30
minutos. A continuacion se desechd la solucién de fijacién y se afiadieron
200ml de la solucién de sensibilizacién (30% etanol, 0,2% (p/v) tiosulfato
sodico (Sigma, #cat. 217263-250G), 6,8% (p/v) acetato sodico (Merk Farma
y Quimica S.A., #cat. 106267.1000) en agua miliQ) dejando los geles en
agitacion durante 30 minutos mas. Seguidamente se desechd la solucion de
sensibilizacién y se afiadieron 200ml de agua mili-Q, agitando durante 5
minutos (repitiendo este paso 3 veces, durante el cual se preparo la solucion
de tincion, 0,25% (p/v) de nitrato de plata (Sigma, #cat. S8157-10G) y 400 ul
de formaldehido (Sigma, #cat. F8775), en agua mili-Q). A continuacion, se
desecho el agua, se afiadieron 250ml de la solucién de tincion y se dejo en
agitacion durante 20 minutos. Se elimind la solucion de tincién y se
afiadieron 200ml de agua mili-Q, dejando en agitacién un minuto (se repitio
este paso 2 veces). Se desecho el agua mili-Q y se afadieron 250ml de la
solucion de revelado (2,5% (p/v) carbonato sddico (Merck Farma y Quimica,
#cat.1.06392.0500) y 0,04% formaldehido en agua MiliQ), se mantuvo los
geles en agitacién de 2 a 5 minutos (en este punto el tiempo no era exacto,
se dej6 lo necesario para que se revelasen bien las proteinas pero no
demasiado para evitar que se quemasen). Seguidamente se eliminé la
solucion de revelado e inmediatamente se afiadieron 200ml de la solucion de
parada (1,46 % (p/v) EDTA (Merck Farma y Quimica S.A.; #cat.
1.08418.0250) en agua MiliQ), dejando los geles en agitacion durante 10
minutos. A continuacion se desecho la solucion de parada y se afadieron
200ml de agua mili-Q, se dejaron en agitacion durante 5 minutos y se repitio
este punto 3 veces. Finalmente se dejaron los geles en agua mili-Q para

proceder a escanear (para almacenar los geles después del escaneado se
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utilizé una solucion de almacenamiento (300 ml de etanol, 46 ml de glicerol y

654 ml de agua mili-Q), en este caso en cantidad suficiente para cubrir los

geles).

3.2.12.3.3. Visualizacién y analisis de los geles

Tras el escaneo y visualizacion por tincion, se identificaron varios miles
de puntos proteicos. Los geles fueron analizados manualmente para
determinar cambios cuantitativos de los puntos proteicos entre controles y
problemas. Se seleccionaron distintos puntos y se entregaron para Su

analisis por espectroscopia de masas MALDI-ToF al servicio de prote6mica

del CIC.

3.2.12.4 Espectroscopia de Masas por MALDI-ToF (Mat rix-
Assisted Laser-Desoption lonization Time-Of-Flight)
3.2.12.4.1. Preparacién de la Muestra:

3.2.12.4.1.1 Escision de bandas

Inicialmente se empez6 por escindir los puntos elegidos de los geles

mediante un sistema robotizado (ProteomeWorks™ Spot Cutter, BioRad).

3.2.12.4.1.2 Digestion de las muestras

A continuacion se sometieron los puntos a una degradacion

proteolitica:

3.2.12.4.1.2.1 Destincién de los puntos

Se empez6 por afiadir 50ul de Ferrocianuro Potasico 30mM (Merk,
#cat. 1.06516) y 50ul de Tiosulfato Sodico 100mM a los puntos, durante
aproximadamente 3 minutos, hasta que estos se destifieran. Se realizaron 2

lavados durante 5 minutos con 100ul de agua MiliQ y después se afiadieron
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100p! de Acetonitrilo (ACN) (Merk, #cat. 1.00030), durante 5 minutos. Se

eliminé el sobrenadante a continuacion.

3.2.12.4.1.2.2 Reduccion/Alquilacion:

Se empez6 por afadir a las muestras 100ul de TCEP 20mM (Sigma,
#cat. C-4706)(en Bicarbonato Aménico 25mM) (BA) (Sigma, #cat. A-6141),
incubandolas durante 15 minutos a 37°C, con agitacion. Se quito el
sobrenadante, se afiadieron 100ul de lodoacetamida 40mM (Merk, #cat.
8.04744) (en BA 25mM) y se incub6é durante 30 minutos a 37°C con
agitacion. A continuacién se realizaron 2 lavados durante 15 minutos, a 37°C
y agitacion, con 200ul de BA 25mM y después se hizo un lavado mas,
durante 15 minutos, a 37°C y agitacion, con 200ul de BA 25mM/ ACN 50%.
Se secaron las muestras en un secador a vacio (SpeedVac) durante 30

minutos.

3.2.12.4.1.2.3 Digestion:

Seguidamente se diluy6 la tripsina (1pg/ul) a 12.5ng/ul con BA 25mM y
se afadieron entre 10 y 15ul a las muestras, dejandolas en hielo durante 30-
45 minutos. Se elimind el volumen sobrante y se afiadieron 10ul (cubriendo
los puntos) de BA 25mM / ACN 9%, incubando a 37°C, entre 12 y 18 horas.

3.2.12.4.1.2.4 Extraccion de los péptidos

A continuaciobn se recogid el sobrenadante en un microvial
correctamente etiquetado y se hizo un lavado de los fragmentos de gel,
cubriéndolos con 25 mM BA/50% ACN, dando un centrifugado rapido. Tras
este paso se recogid el sobrenadante en el mismo microvial y se seco en el
SpeedVac, resuspendiendo en 5-10ul de Acetonitrilo 50%/ TFA 0.1% (Merk,

#cat. 1.08178), sonicando posteriormente las muestras.
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3.2.12.4.2. Andlisis de la muestra en el Espectrome tro de
masas MALDI-TOF

Se empez6 por depositar 0,5ul de solucién de matriz (DHB/HCCA) (del
kit Starter for Maldi-ToF MS, Brukel-Dotomics, #cat. 20824) sobre una placa
Anchor de Maldi-Tof, y después 1pul del calibrante de péptidos (del kit Starter
for Maldi-ToF MS) y 1pl de cada una de las muestras, esperando que las
muestras y el calibrante de péptidos cristalizaran. Posteriormente se
introdujo la placa Anchor en el aparato Maldi-Tof, calibrando el equipo
usando el pocillo en el que se han depositado los calibrantes de péptidos,
mediante el programa Flex Control. A continuacién se obtuvo el patrén
peptidico de cada muestra, mediante el programa Flex Control y con el
programa X-TOF se hizo una calibraciébn del espectro mediante ajuste
cuadrético utilizando para ello 2 picos de tripsina de masa conocida u otros
picos conocidos. Se comprobo6 la calidad de los espectros de cada uno de
los picos obtenidos y se eliminaron los de mala calidad. Mediante el
programa BIOTOOLS y el motor de busqueda MASCOT, se buscaron en las
bases de datos disponibles la proteina cuyo patrén peptidico correspondia
con el patrén peptidico obtenido. Esto se debe a que el conjunto de masas
de los péptidos resultantes de la degradacion constituyeron una "huella
dactilar" de la proteina en andlisis. Asi, con los datos de m/z de los iones
cuasimoleculares (obtenidos en modo lineal), asi como con los datos de
fragmentacion espontanea (PSD, Post-Source Decay; ISD, In-Source Decay)
o0 de iones seleccionados (CID, Collision-Induced Dissociation) se pudo
hacer una identificacion preliminar de las proteinas cuyos cambios se habian

detectado en los geles 2D.

3.2.12.4.3. Analisis de resultados obtenidos

Con los datos obtenidos, se hizo un analisis de interaccion de rutas de

sefalizacién con las proteinas identificadas, para resaltar las mas relevantes
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gue cambiaron con el tratamiento, usando el Software Ingenuity Pathway
Analysis (una aplicacion del Software de Ingenuity® Systems, disponible en

http://www.ingenuity.com/products/pathways analysis.html). Con base en

estos andlisis, se han elegido las proteinas mas relevantes, estudiandolas
por gRT-PCR y WB.

3.2.13. Induccién de expresion

Para estudiar los efectos de una alta expresion de HSP90 en aquellas
lineas celulares cuya expresion era baja, se recurrio a la transfeccién de un
vector de expresion que contenia la secuencia de HSP90 en esas mismas
lineas.

La transfeccidbn es una técnica por la cual se introduce material
genético extrafio en células eucariota, usando vectores virales u otros
métodos. Esta técnica requiere la apertura de poros momentaneos en la
membrana plasmética para que se de la entrada del material genético
(Vectores, siRNA, ...), a través de electoporacion 6 via liposomal. En el caso
de nuestros estudios, se utilizo la electroporacién (se incrementa la
conductividad eléctrica y permeabilidad de la membrana plasmatica

aplicando un campo eléctrico a la célula).

3.2.13.1. Obtencién del clon de HSP90 en un vector de

expresion

El clon de HSP90 se ha obtenido de la biblioteca de clones “Ultimate
ORF Clones” de la casa comercial Invitrogen (clonelD: IOH61079). Como se
tenia que introducir este clon en un vector de expresion especifico, el Vector
Destino Gateway, se utiliz6 un kit de Conversion de Vectores Gateway
(Invitrogen, #cat. 11828-029) para introducir un “cassete” Rf cassetteA en el
vector pCDNA3.1(+) (Invitrogen, #cat. V790-20) y asi poder clonar HSP90

usando este vector.
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3.2.13.1.1 Conversién del vector PCDNA 3.1 (+) enu n Vector

de Destino Gateway

Asi, y de acuerdo con el fabricante (Invitrogen), se empezé por digerir
5ug del vector pCDNAS3.1 (+) con 40U de la enzima EcoRV (Promega, #cat.
R6351), durante 6 horas a 37°C (en la reaccion de digestion también se
tenian 2 ug de BSA (Promega, #cat. R396D)). A continuacion se purificé la
digestion con el kit de Qiagen QIAquick PCR Purification kit, (cat.# 28104),
donde se colocé la solucidon que contenia el vector, las enzimas y todos los
tampones de digestibn en un sistema de columnas, realizando distintos
lavados, recuperando al final el vector resuspendido en tampén TE, pH 8.8
(Tris 10mM y EDTA 1mM). Seguidamente se desfosforilaron los extremos de
vector con fosfatasa alcalina (CIAP) (Biolabs, #cat. M0290S), usando 10U e
incubando la reaccion a 37°C, durante 1 hora. A continuacion se inactivo la
CIAP a 65°C, durante 15 minutos, volviéndose a purificar los productos de la
reaccion con el kit de Qiagen y corriendo un gel de agarosa para cuantificar
el vector. A continuacion se hizo el paso de ligacion del vector con el
cassette del sistema Gateway, el cassette RfA. Asi, se ligaron 50ng del
vector con 10ng del cassette, usando 1U de T4 DNA ligasa (Fermentas, #cat.
ELO335), a 16°C, O/N. Tras ese periodo de tiempo se par6 la ligacion
poniendo los tubos a 70°C por 10 minutos.

3.2.13.1.2 Transformacion de la reaccion de ligaci6 n en

células competentes

Partiendo de la reaccion de ligacion del punto anterior, se procedi6 a
hacer una dilucién de la misma en tampén TE 1x (Tris 10mM y EDTA 1mM),
5 veces, de la cual se cogid 1ul y se afiadié a un vial de células competentes
OneShot ccdB (incluidas en el kit de Invitrogen), incubandolas en hielo

durante 30 minutos. A continuacién se hizo el choque térmico poniendo los
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tubos a 42°C, durante 30 segundos, volviendo a ponerlos de nuevo en hielo
durante otros 2 minutos. Tras ese tiempo se afiadié 250ul de médium SOC
(viene con el kit) y se incubaron los tubos, horizontalmente, en agitacion a
225rpm, a 37°C durante 1 hora. Seguidamente se plaquearon 50 y 100pul de
cada ligacibn en placas de LB agar (Extracto de Levadura 0,5%
(Laboratorios Conda, #cat. 1702.05), triptona 1,0% (Laboratorios Conda,
#cat. 1612.05), NaCl 1,0% y agar 2% (Laboratorios Conda, #cat. 1800.05))
con 15ug/ml de clorafenicol (Sigma, #cat. C-7795) y 75ug/ml de ampicilina
(VWR, #cat. 171254) (para seleccionar especificamente el vector
pPCDAN3.1(+) con el cassette RfA), incubandolas a 37°C, ON. Como control
positivo se ha usado el vector pUC19 (viene con el kit). Al dia siguiente se
han picado 10 colonias de las placas de pCDAN3.1(+) con el cassette RfA ,

creciéndolas ON en 5ml de medio LB con 15ug/ml de clorafenicol.

3.2.13.1.3 Recuperacion del DNA plasmidico y Analis is de

los transformantes con el DNA plasmidico correcto.

Al dia siguiente se aislé el DNA plasmidico con un kit de Macherey-
Nagel, NucleoSpin Plasmid (#cat. 740588250), con el cual, usando un
sistema de columnas, se lava el DNA plasmidico con distintos tampones y
donde se recupera ese DNA al final en tampén TE. Seguidamente se hizo un
analisis de restriccion, usando EcoRI (Fermentas, # cat. ER0271), para
comprobar la presencia y orientacion correcta del cassette RfA. De aquellos
plasmidos positivos, se verificd la funcionalidad del gen ccdB y la posible
resistencia a antibioticos, transformandolos en bacterias competentes DH5a
(servicios comunes del CIC, sin #cat.) (como se describié anteriormente en la
seccion 3.2.13.1.2, para la transformacion en células competentes OneShot
ccdB). De aquellos plasmidos que cumplian todos los requisitos se han
cogido 600ng y se han secuenciado para comprobar la correcta insercion del

cassette. A partir de este punto se empez6 la reaccién de recombinacién
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entre el clon de HSP90 y el pCDAN3.1(+) con el cassette RfA (al que

pasamos a llamar Vector de Destino, VD).

3.2.13.1.4 Reacciéon de recombinacion entre el clon de
HSP90 y el VD.

En este punto se empez6 por crecer el Clon de HSP90 en placas de LB
agar con 50ug/ml de kanamicina (Sigma, #cat. 065K0044), ON a 37°C,
picando posteriormente colonias distintas y creciéndolas en medio LB,
también ON a 37°C, como ya descrito anteriormente. A continuacién se aislo
el DNA con el kit de Macherey-Nagel y se utilizaron 150ng para la reaccién
de recombinacion. Para esta recombinacion se ha usado el “Gateway LR
Clonase Enzyme mix” (Invitrogen, # cat. 11791-019). Asi, se mezclaron
150ng del clon con 150ng del VD y 2ul de la mezcla referida anteriormente,
incubando la reaccibn a 25°C, ON. A continuacion se afiadié 1ul de
proteinasa k (del mix) a cada muestra para terminar la reaccién, incubando a
37°C, durante 10 minutos. Posteriormente se pas6 a transformar 1ul de la
Reaccién de Recombinacion en 50ul de células competentes DH5a, descrito
anteriormente (afiadiendo de esta vez 450ul de médium SOC), recuperando
al final del proceso el VD con el clon de HSP90 insertado con el kit de
Macherey-Nagel. Finalmente se hizo un analisis de restriccibn para
comprobar la insercién del clon, usando 10U de BamHI (Promega, #cat.
R6021) y se enviaron a secuenciar los clones positivos para comprobar la

inexistencia de mutaciones en el gen.

3.2.13.2. Transfeccion (Electroporacion)

Después de comprobar que realmente se tenia el clon de HSP90
insertado correctamente en el vector pCDNA3.1(+) (VD), se pasO a
transfectar las lineas celulares con este DNA, por electroporacion. Asi, se ha

electroporado el VD 6 el vector vacio (15 pg) en células A4573, SK-ES-1 y
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TC71, analizando posteriormente la proliferacion y la induccién de apoptosis

(descrito anteriormente).

En este caso se empez0 por tripsinizar placas de 100mm confluentes,
resuspendiendo los pellets celulares en 200ul de medio de cultivo. Estos
pellets se pasaron a cubetas de electroporacién (Biorad, Bio-Rad 0.4-cm
electroporation cuvette, # cat.165-2088) a las que previamente se habian
afiadido los 15ug del VD con el clon, 5yl de NaCl 1.5M (Merck Farma y
Quimica S.A., # cat. 1.06404.1000) y 20ug de DNA carrier (esperma de
salmén, Sigma, #cat. D7290). A continuacion se han electroporado las
células, en un Gene Pulser Il (Bio-Rad), a 126V/800uF, por 45-50 mseg. Se
agitaron las cubetas tras el choque y se les afiadié 1ml de medio de cultivo,
resuspendiendo bien con una micropipeta. Seguidamente se pasé el
contenido de las cubetas a tubos falcon, al los cuales se afadio medio
celular fresco, plagueando las células por los pocillos de una placa de 24. Se
dejaron crecer las lineas celulares durante 24 horas, se trataron con los
farmacos elegidos, se crecieron durante otras 24 6 72 horas adicionales y

finalmente se realizaron los estudios de proliferacion y apoptosis.

3.2.14. Interferencia de ARN

Para comprobar los efectos de la inhibicibn de HSP90 con 17-AAG, se
decidio también inhibir HSP90 con siRNA. Los siRNA (Small interfering RNA)
son 20-25 nuclettidos de ARN de doble cadena que interfieren con la
expresion del gen al que corresponden esos nucleotidos, utilizando la propia
magquinaria celular. De una manera general la cadena anti-sentido de un
siRNA forma parte de un complejo multi-proteico que identifica el mARN
correspondiente, cortandolo en sitios especificos, 1o que conlleva a la
induccién de degradacién y perdida de la expresién de la proteina codificada

por ese gen.
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Materiales y Métodos

En este caso se ha usado un siRNA para HSP90 ya validado y también
un siRNA de control negativo, ambos de Ambion (RefSeq: NM_007355-
SiRNA ID: 119760 y Cat# AM4611, respectivamente). Se han electroporado
células A673 y TTC466 (las que tenian niveles de HSP90 més elevados),
como se ha descrito en el punto anterior, usando 75nM del HSP90siRNA. Se
dejaron crecer las lineas celulares durante 24 horas y se han tratado con los
farmacos elegidos. Se han crecido las lineas celulares durante 24 6 72
horas adicionales y se han realizado estudios de proliferacion y apoptosis

para evaluar el efecto de la interferencia del ARN.

3.2.15. Inmunocitoquimica (ICQ)

Con la técnica de ICQ hemos realizado tres tipos de estudios distintos:
1) analisis de la expresion de IGF1R en lineas celulares; 2) andlisis de la
expresion de HSP90, IGF1R, AKT y m-TOR en tumores de ratones y 3)
andlisis de la expresion de HSP9O0, IGF1R, p-IGF1R, AKT, p-AKT, m-TOR, p-

m-TOR, c-kit y p-c-kit en muestras clinicas de tumores.

Esta técnica permite identificar los componentes celulares y/6 de los
tejidos de una determinada muestra, que se encuentra fijada en un porta-
objetos, basandose en la deteccion de determinados antigenos con

anticuerpos especificos.

3.2.15.1 Preparacioén de las muestras

3.2.15.1.1 Lineas celulares

En el caso de las lineas celulares, se emplearon dos métodos
diferentes para la obtencion de células: obtencién de pellet celular en

blogues de parafina 6 células crecidas sobre porta-objetos.
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3.2.15.1.1.1 Pellet celular

Las lineas celulares se sembraron como descrito en el punto 3.1.1.3 y
se dejaron llegar a un nivel alto de confluencia (80-90%). Se tripsinizaron y
se centrifugaron a 1500rpm, durante 5 minutos, eliminando posteriormente el
sobrenadante. Se afadieron 10 ml de PBS al pellet celular y se volvié a
centrifugar las muestras en las mismas condiciones, dos veces. Tras la
tltima centrifugacion se afadieron 10 ml de formaldehido 40% (Surgipath,
#cat. 353500600), dejandolo actuar una hora para fijar las células, a la TA.
Seguidamente se centrifugaron las células a 3000 rpm, durante 5 minutos y
después se decantd el sobrenadante, pasando el pellet celular, con una
pipeta de Pasteur, a un trozo de papel de filtro previamente cortado al
tamafio adecuado de un casete histolégico y mojado en formol. Con una hoja
de bisturi se han agrupado las células en el centro del papel y sobre ellas se
coloco otro papel humedecido en formol. Se identifico el casete, se monté el
cassette con dos esponjas humedecidas en formol y se llevé al procesador
de tejidos (Thermo Shandon de Excelsior), procesando el pellet con un
protocolo de inclusién rapida. Terminado el proceso, se seco el casete y se
le introdujo en la parafina (Histoplast, Thermo Shandon, #cat. 06774060) del
aparato dispensador (Sakura,Tissue-Teck), realizando el bloque de parafina.
Finalmente se realizaron cortes de 2-3 um en el microtomo (Microm HM
310), fijandolos a los portas-objetos (Menzel, Superfrost Plus, #cat. 631-
9483) y guardando las preparaciones a TA.

3.2.15.1.1.2 Células crecidas sobre porta-objetos.

En este caso, las lineas celulares fueron sembradas como
descrito en el punto 3.1.1.3, pero poniendo porta-objetos dentro de las
placas de cultivo, de manera a que las células crecieran directamente

adheridas al porta (los portaobjetos utilizados no necesitaron ningdn
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Materiales y Métodos

tratamiento especifico para facilitar da adherencia celular). Posteriormente se
fijaron las células con metanol-acetona: se introdujeron los portas en coplin-
jar que contenian PBS frio (4°C), durante 10 minutos y a continuacion se
pasaron a otros coplin jar que contenian metanol (-20°C), durante 10
minutos. Seguidamente se pasaron los portas a coplin jar con acetona fria
(Merk Farma y Quimica S.A., #cat. 1.00014)(-20°C), durante 1 minuto y
finalmente se quitaran del coplin jar y se dejo que se secaran a la TA durante

el tiempo necesario.

3.2.15.1.2 Tumores de ratones

En el caso de los tumores de los ratones, en el momento del
sacrificio de los animales, los tumores se colocaron directamente en formol y
se procesaron lo més rapido posible. Se orientaron las piezas, se colocaron
en los moldes histopatologicos, se fijaron en formol y se incluyeron en

parafina, como descrito en el punto 3.2.15.1.1.1

3.2.15.1.3 Muestras clinicas

En este caso las muestras clinicas ya se encontraban incluidas en

bloques de parafina, habiéndose realizado cortes de 2-3 pm.

3.2.15.2 Inmunodeteccion

3.2.15.2.1 Desparafinacion

Inicialmente se empezé por desparafinar los cortes
calentandolos en una estufa a 60°C, ON e introduciéndolos posteriormente
en xilol (Panreac, #cat. 141769.16.12), durante 8 minutos, repitiendo este
paso 3 veces. A continuacion se colocaron los cortes en una solucion de

xilol/etanol 1:1, durante 5 minutos y seguidamente se empez6 la hidratacion.
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3.2.15.2.2 Hidratacion

En este paso se sumergieron las preparaciones sucesivamente
en alcoholes de gradacion decreciente (100, 96 y 80%) durante 4 minutos
cada, sumergiéndolas al final en agua destilada, durante 3 minutos 6 mas
(en el caso de las células crecidas sobre portas estos dos puntos no han sido

necesarios).

3.2.15.2.3 Desenmascaramiento

Dependiendo de la proteina que se quisiera visualizar, se han

utilizados diferentes tipos de desenmascaramiento:

3.2.15.2.3.1 Tratamiento con calor y quimico
3.2.15.2.3.1.1 Microondas

El desenmascaramiento por calor usando el microondas se hizo
en el caso de la deteccion de la expresion de IGF1R, sumergiendo las
muestras en tampon citrato pH 6 (Ventana, #cat. 760-107), irradiandolas en

el microondas durante 10 minutos.

3.2.15.2.3.1.2 Bafio

Para los deméas anticuerpos, se ha utilizado el aparato
Discovery (Ventana), que tiene estos pasos automatizados, en el cual se
incubaron las preparaciones durante 56 minutos, entre 95 °C-100°C. En el
caso de los anticuerpos para detectar HSP90, AKT, m-TOR, p-m-TOR y c-kit
se utilizd el tampon Tris-EDTA pH 8 (Ventana, #cat. 950-124) y para los

anticuerpos para detectar p-IGF1R y p-AKT se utilizé el tamp6n citrato pH 6.
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3.2.15.2.3.2 Tratamiento quimico y bloqueo inespeci  fico

de proteinas

Posteriormente, se hizo el bloqueo inespecifico de las proteinas
de las preparaciones referidas en el punto anterior (las tratadas con el
sistema Discovery, para detectar todos las proteinas a la excepcion de
IGF1R) con un kit propio del sistema Discovery, el Kit Omnimap (Ventana,

#cat. 760-159).
En el caso de la deteccion de IGF1R, no se ha requerido

bloqueo, ya que la solucion del diluyente del anticuerpo primario (DAKO
Antibody Diluent, #cat. S2022) sirvio de bloqueante.

3.2.15.2.4. Inhibicién de la peroxidasa enddgena.

Este paso Unicamente se realiz6 para la deteccién de IGF1R,
en el cual se incubaron las preparaciones con H,O, (Dako, #cat. S2001),

durante 10 minutos.

3.2.15.2.5. Incubacidn con el anticuerpo primario

Tras el desenmascaramiento se pasé a incubar las preparaciones
con el anticuerpo primario especifico, diluido en la solucion diluyente
correspondiente cada aparato (en el caso del Discovery fue la solucion del
Kit Omnimap (Ventana, #cat. 760-159) y en el caso del Autostainer fue
DAKO Antibody Diluent (Dako, #cat. S2022), durante 1 hora, a 37°C,
haciendo posteriormente tres lavados con PBS1 X, durante 5 minutos (en la

Tabla 4 se recoge la informacion referente a los anticuerpos utilizados).
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Tabla 4: Anticuerpos primarios utilizados en ICQ

anticuerpos | dilucion Tipo anticuerpo Casa comer. referencia

HSP90 2g/ml Monoc. (clon E296) Abcam ab32568
IGF1R 1/50 Policlonal Cell Signalling #3022
p-IGF1R 1/75 Policlonal Cell Signalling #3021
AKT 1/500 Policlonal Cell Signalling #9272
p-AKT 1/25 Policlonal Cell Signalling #9271
m-TOR 1/50 Policlonal Cell Signalling #2972
p-m-TOR 1/50 Policlonal Cell Signalling #2971
c-kit 1/200 Policlonal Dako A4502
p-c-kit 1/50 Policlonal Cell Signalling #3391

3.2.15.2.6. Incubacion con el anticuerpo secundario

A continuacién se incubaron las preparaciones con el
anticuerpo secundario (conejo-HRP (Ventana, #cat. 760-4311) 6 raton-HRP
(Ventana, #cat. 760-4310), diluyéndolos en la misma solucion que los
anticuerpos primarios, durante 30-40minutos y posteriormente se lavaron las

muestras con PBS, 3 veces, durante 5 minutos.

3.2.15.2.7 Revelado

En el caso de la deteccion para IGF1R, se utilizé el método de
visualizacién Envisién-DAB y en el de los demas anticuerpos el de Omnimap.

3.2.15.2.8. Deshidratacion

Una vez terminada la reaccion de revelado las muestras se
sumergieron en una bateria de soluciones de etanol de gradacion creciente
(80, 96 y 100%) vy xilol (etanol 100% 1:1 y xilol 100%), durante 4 minutos en
las soluciones de etanol y 5 minutos en las de xilol, repitiendo el ultimo paso

dos veces mas.
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3.2.15.2.9. Montaje de las preparaciones

Finalmente se montaron las preparaciones con DEPEX (Merck

#cat.1.01979.0500) y se guardaron para posterior analisis al microscopio.

3.2.16. Estudios del crecimiento tumoral in vivo

Como se ha descrito anteriormente en el punto 3.1.2, se ha estudiado
la capacidad oncogénica de la linea celular A673 y su sensibilidad al
tratamiento con inhibidores de HSP90 y IGF1R in vivo con ratones

inmunodeprimidos, NOD/SCID.

Los ratones fueron tratados durante 2 semanas y se establecieron las

siguientes pautas de tratamiento:

Grupo 1 (Control) : acido D-tartarico 25mM (Sigma-Aldrich, #cat. T20-
6) (vehiculo 1), por via oral (con canulas rectas de 25G (Cibertec, #cat. BS4

52-4041), dos veces por dia, 7 dias a la semana.

Grupo 2 (Control): PBS con Tween 80 (Sigma-Aldrich, #cat. 27436-4)
al 0.05% y DMSO (al 10%) (vehiculo 2), por via intraperitoneal con agujas de
30G (BD Biosciences, #cat. 320468), dos veces por dia, 5 dias a la semana.

Grupo 3 (Control): vehiculo 1 siguiendo la pauta del grupo 1 +

vehiculo 2 siguiendo la pauta del grupo2.

Grupo 4 (AEW541): 100mg/kg/dia en la primera semana vy
50mg/kg/dia en la segunda (resuspendido en vehiculo 1), por via oral, dos

veces por dia, 7 dias a la semana.

Grupo 5 (AEW541): 50mg/kg/dia (resuspendido en vehiculo 1), por via

oral, dos veces por dia, 7 dias a la semana.
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Grupo 6 (17-AAG): 80mg/kg/dia (resuspendido en vehiculo 2), por via

intraperitoneal, dos veces por dia, 5 dias a la semana,

Grupo 7 (AEW541 + 17AAG): AEW541 con la misma pauta que el
grupo 4. 17-AAG con la misma pauta que el grupo 6.

Grupo 8: (AEW541 + 17AAG): AEW541 con la misma pauta que el

grupo 5. 17-AAG con la misma pauta que el grupo 5.

Se hizo un seguimiento de la evolucién de los tumores y el efecto de
los tratamientos, valorando diariamente el estado de los animales. Los
tumores fueron medidos cada dos-tres dias con un calibre, y los diametros

anotados. Los voliumenes tumorales fueron calculados segun la siguiente
7 2 -z ~ 7
férmula: (a b%) donde a es el diametro mas pequefio y b el mas grande.

Al final del estudio los ratones fueron sacrificados por sobreexposicion
a Isofluorano y los tumores extraidos para su posterior analisis

histopatoldgico.

3.2.17. Tratamiento Estadistico

Para estudiar la significacion estadistica de todos los resultados
obtenidos, se hizo un andlisis ANOVA One-Way de la Variancia para
Muestras Independientes, usando el sitio web VassarStats for Statistical

Computation.

El Laboratorio de Patologia Molecular de Sarcomas y otros Tumores ha
obtenido, con fecha 30 de marzo de 2007, la certificacion de la Norma
1ISO9001:2000, habiendo pasado con distincién el primer control anual a
fecha de 9 de abril de 2008, por tanto todos los Protocolos de Trabajo

(PNTs) descritos anteriormente estan asi mismo certificados.
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4.1 Estudio de la implicacion de IGF1R y su rutade  sefalizacion en

Sarcoma de Ewing

4.1.1 Expresion de IGF1R

Antes de estudiar la implicacién de IGF1R y su inhibicion en SE, se
empezd por caracterizar sus niveles de expresion y activacion en 4 lineas de
SE con diferentes tipos de fusion EWS-Flil: A673, TC71, SK-ES-1 y A4573.
Como se puede apreciar en la Figura 11, se obtuvo una expresion
constitutiva y consistente en todas las lineas celulares, tanto a nivel del
ARNmM como de proteina (Figura 11A y B, respectivamente), con reactividad
en la membrana plasmética (Figura 11C). La linea A673 fue la que presento
menor expresion de IGF1R y casi activacion basal nula para p-IGF1R; las
lineas A4573 y TC-71 presentaron los mayores niveles de fosforilacion de

este receptor.

A)
©

R 1A
SO

B)
IGFIR s G wee @D

PIGRIR = - - o
B-actin s wem w— o—

Figura 11 : Expresion de IGF1R en lineas celulares de SE. A) En los estudios de RT-
PCR se detect6 una banda de 230pb, correspondiente al ARNm de IGF1R; B) Con
los estudios de Western Blotting se detectd una banda de 95kDa, siendo la
activacién de IGF1R menor en la linea A673; C) Los estudios de ICQ pusieron de
manifiesto la presencia de IGF1R en la membrana plasmatica.
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4.1.2 Efectos de ADW742 en la ruta de sefalizacion de IGF1R

A continuacién se caracterizé por Western Blotting la activacion de la
ruta de sefalizacion de IGF1R y posteriormente los efectos del tratamiento
con ADW742 en este circuito.

Se empez6 por realizar un estudio preliminar para optimizar las
condiciones de tratamiento con IGF1 y ADW742. De ese modo, se eligié un
pre-tratamiento con ADW742, durante 20 minutos, con un rango de
concentraciones entre 0,25-15uM y un tratamiento durante 15 minutos con
IGF1, con una concentracion de 50ng/ml. Seguidamente se realizaron los

estudios de caracterizacion de activacion de la ruta de sefalizacion.

En estas condiciones se observé que todas las lineas celulares eran capaces
de responder al estimulo de IGF1, con el cual se indujo la fosforilacién no tan
solo de IGF1R pero también de AKT, una proteina que se encuentra “por
debajo de IGF1R” en su ruta de sefializacion, lo que demuestra que esta ruta

estd activa (Figura 12, 2 primeras bandas de los blots presentados).

Con el tratamiento con ADW742 se obtuvo un bloqueo dosis-
dependiente de la activacidbn basal e IGFl-inducida en todas las lineas
celulares estudiadas, con ICs, de fosforilacion entre 0,171-0,508 uM (Tabla
5), siendo la linea A673 la mas insensible al tratamiento. De este modo se
demostr6 que ADW742 realmente inhibia la actividad cinasa de IGF1R,
justificando que era un buen farmaco para testar en lineas de SE. Ademas,
la activacion de la ruta de AKT inducida por IGF1 fue marcadamente inhibida
con el pre-tratamiento con ADW, obteniéndose también una inhibicién de p-
AKT y p-m-TOR dosis-dependiente. La sensibilidad a este farmaco demostré
una correlacion positiva con los niveles de expresion y activacion basal de
IGF1R. Por otro lado, MAPK42/44 siguié activa, incluso cuando en el pre-

tratamiento se utilizaron concentraciones altas (a la excepcion de A4573).
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Figura 12: Efectos del tratamiento con ADW742 en la activacion de la ruta de
IGF1R. En todas las lineas celulares se observé activacion basal e IGF1-inducida de
la ruta de IGF1R. Tras tratamiento con ADW se obtuvo una disminucion de la
fosforilacion de IGF1R y AKT, completamente bloqueado con 5uM de ADW.

Tabla 5: ICs, de fosforilacion de IGF1R, AKT, MAPK y mTOR tras tratamiento con
ADW742.

Linea celular

farmaco | proteina A673 TC-71 SK-ES-1 A4573
0,508 +/- 0,244 +/- 0,184 +/- 0,171 +/-

P-IGFIR 0120 0,098 0.154 0,053
0,290 +/- 0,350 +/- 0,810 +/-

2 P-AKT 1+/-0,54 0,06 0,013 0,028

< p-MAPK >5 >5 3+/-2,83 | 2,08 +/-0,35

mTOR 0,51 +/- 0,308 +/- 0,24 +/- 0,41 +/-

P 0,023 0,045 0,018 0,098
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4.1.3 Efectos de ADW742 en la proliferacion, apopto  sis y ciclo

celular de las lineas de SE.

Para determinar cuales eran los efectos de la inhibicion de la ruta
de IGF1R en las lineas celulares de SE, posteriormente se estudiaron los
efectos del tratamiento con ADW742, a las 24 y 72 horas de tratamiento, en

la proliferacion, apoptosis y ciclo celular de las lineas de SE.

4.1.3.1 Efectos de ADW742 en la proliferaciéon de la s

l[ineas celulares de SE.

Se realiz6 un estudio dosis-respuesta para seleccionar el rango de
concentraciones capaces de inhibir efectivamente la proliferacion celular, que

se utilizarian posteriormente para los demés estudios.

Como se puede apreciar en la Figura 13 y en la Tabla 6, se obtuvo
una fuerte inhibicion de la proliferacion tras tratamiento con ADW, de una
manera dosis-dependiente, con ambos tiempos de incubacién. Todas las
lineas celulares han presentado ICs, de proliferacién idénticos (calculados
mediante un ajuste no lineal, con aproximacion a la funcién sigmoidal de
Hill), a la excepcién de A673 a las 72 horas de tratamiento, la linea que tenia
menor activacion basal de IGF1R. Se verifico una disminucion de la razén de
10x del ICsq a las 72 horas en comparacion con el de las 24 horas, siendo de
este modo la concentracion aplicada en los estudios a las 72 horas fue
bastante menor y asi los resultados obtenidos debidos Unicamente a la

inhibicion de IGF1R y no a otros efectos inespecificos.

Tabla 6: ICs, de proliferacion (uM) de las lineas celulares tratadas con ADW742, a
las 24 y 72 horas de tratamiento.

Lineas celulares 24 horas 72 horas
A673 5,20 +/- 0,67 1,41 +/- 0,28
TC-71 5,03 +/- 0,74 0,67 +/- 0,08

SK-ES-1 5,11 +/- 0,71 0,55 +/- 0,05
A4573 4,30 +/- 0,63 0,64 +/- 0,06
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Figura 13 : Efectos anti-proliferativos de ADW742 en las 4 lineas celulares de SE. A)
Representacién gréfica de la inhibicién del crecimiento celular. Todas las lineas
celulares han tenido una respuesta similar, dosis-dependiente. B) Calculo del ICs, de
proliferacion a las 24 y 72 horas de tratamiento, segin un ajuste no lineal sigmoidal
de Hill. Se han obtenido valores de aproximadamente 5 y 0,6pM, respectivamente a
las 24 y 72 de tratamiento.

4.1.3.2. Efectos de ADW742 en la apoptosis y ciclo  celular

Para determinar la causa del descenso de proliferacion inducido por
tratamiento con ADW, se estudi6 la induccién de apoptosis y la parada de

ciclo celular de las lineas de SE tratadas con ADW.

Como se puede apreciar en la Figura 14, usando un rango de
concentraciones cercano al ICsy de proliferacion, se obtuvo una induccién de
la apoptosis del 20-30% en todas las lineas celulares. Sin embrago, los
niveles de la disminucion de proliferacion no coincidian exactamente con los

de la induccion de apoptosis, por o que se comprobd a continuacion si la
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proliferacion también se estaba disminuyendo debido a una parada del ciclo

celular.
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Figura 14: Efectos del tratamiento con ADW742 en los niveles de apoptosis de las
lineas de SE. A) Imagenes de los histogramas de algunas condiciones del
tratamiento de la linea A4573. B) Representacion grafica de todas las condiciones
del tratamiento con ADW. La induccion de apoptosis no coincide exactamente con
los niveles de inhibicién de proliferacion.
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Se verific6 que el principal efecto de este farmaco a nivel del ciclo
celular fue una disminucion del nimero de células en la fase S, con parada
en la fase G1, siendo mas efectivo en las lineas A4573 y SK-ES-1, en ambos
tiempos de tratamiento. Estos resultados sugieren que ADW estaba
inhibiendo la proliferacion celular no solamente induciendo la apoptosis si no

también como citostético, interfiriendo con la progresion del ciclo celular.
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Figura 15: Efectos del tratamiento con ADW742 en la progresion del ciclo celular de
las lineas A673 y TC71. Representacion grafica de todas las condiciones de
tratamiento. ADW indujo una disminucién del nimero de células en la fase S, con
una parada del ciclo celular en la fase G1.
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Figura 16: Efectos del tratamiento con ADW742 en la progresion del ciclo celular de
las lineas SK-ES-1 y A4573. A) Imagenes de los histogramas de algunas
condiciones del tratamiento de la linea A4573. B) Representacion grafica de todas
las condiciones de tratamiento. ADW indujo una disminucién del nimero de células
en la fase S, con una parada del ciclo celular en la fase G1.
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4.2 Estudio de los efectos de la combinacién de la inhibicion de
IGF1R con la de c-kit.

Dado que la ruta de c-kit es otra ruta que se encuentra de-regulada en
SE y que se habia demostrado previamente que Imatinib inhibia eficazmente
esta ruta (155), se decidié comprobar los efectos de combinar la inhibicion de
IGF1R con la de c-kit en nuestras lineas de SE, como una nueva posible

aproximacion a la terapia de SE.

4.2.1 Efectos de la combinaciobn de ADW+IMA en la ru ta de

sefnalizacion de IGF1R.

El principal impacto de combinar ADW con IMA en la ruta de
sefalizacion de IGF1R fue la disminucion de la fosforilacion de AKT y mTOR,
obteniéndose una elevada reduccion del ICsq de fosforilacion de ambas
proteinas (Figura 17, Figura 18, Figura 19 y Tabla 7), obteniéndose una
reduccion de 2x en el caso de p-AKT y de 3x en el de p-m-TOR. Respecto a
la fosforilacion de MAPK42/44, una vez mas, no se han detectado cambios

significativos.

Aunque se hubiese descrito anteriormente que IMA sdélo no era capaz
de inhibir la fosforilacion de AKT (155), en este caso al combinarlo con ADW,
se obtuvo una disminucién de los niveles de p-AKT y p-mTOR, de una

manera sinérgica, con indice de Combinacion de 0,7.
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Tabla 7: ICso de fosforilacién de AKT, MAPK y mTOR tras tratamiento con ADW742
combinado con IMA.

Linea celular

proteina ABT3 TC-71 SK-ES-1 A4573
p-AKT o,gagg | 0.176+/-0,01 | 0,217+/-0,08 | 0,61+/-0,06
1.498+/-
p-MAPK | 4,1+/-08 >5 3,085+-1,29 | 030
017+- 0.041+/- 0.087+-
P-m-TOR | " 024 0,0034 0,0049 | %:17+/-0,068
A673
@ sinIGF1 B IGF1 | IGF1+0,25uM ADW
@ IGF1+0,5uM ADW B IGF1+1uM ADW 0O IGF1+5uM ADW
100 -
75
@® § 50
= 3
=
8 E
x
N
ADW solo ADW+IMA10uM
TC71
O sin IGF1 B IGF1 m IGF1+ 0,25uM ADW
@ IGF1+ 0,5uM ADW B IGF1+ 1uM ADW O IGF1+ 5uM ADW
100
— 757
4
<
§ 50 1
=
C,\2 25
o

ADW solo ADW+IMA10uM

Figura 17: Andlisis densitométrico de los WB obtenidos en el estudio de los efectos de
la combinacion de ADW con IMA a nivel de la ruta de IGF1R, donde se demuestra la
sinergia entre ADW+IMA al inhibir la fosforilacion de AKT. *: p<0,05, determinado con el
analisis ANOVA One-Way de la Variancia para muestras independientes.
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Figura 18: Efectos de la combinacién de ADW con IMA en la ruta de sefializacion de
IGF1R. A) Western blotting de la linea A4573. Se obtuvo una disminucién de p-AKT
y también de MAPK 42/44. B) Andlisis densitométrico de los WB obtenidos en el
estudio de los efectos de la combinacion de ADW con IMA a nivel de la ruta de
IGF1R, donde se demuestra la sinergia entre ADW+IMA al inhibir la fosforilacién de
AKT. *: p<0,05, determinado con el analisis ANOVA One-Way de la Variancia para
muestras independientes.
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Figura 19: Analisis densitométrico de los WB obtenidos en el estudio de los efectos de la
combinacién de ADW con IMA a nivel de la fosforilacion de m-TOR, donde se demuestra
la sinergia entre ADW+IMA. *: p<0,05, determinado con el analisis ANOVA One-Way de
la Variancia para muestras independientes.

42.2 Efectos de la combinacion de ADW+IMA en la

proliferacion de las lineas celulares de SE.

A continuacion se estudiaron los efectos de combinar ADW+IMA
en la proliferacion de las células de SE. Con los datos obtenidos se hizo un
ajuste no lineal de Hill de cada condicion y se realiz6 un analisis
isobologréfico de Loewe, revisto por Steel y Peckman, utilizando el 1Csq de
proliferacion como dosis isoefectiva, para determinar la interaccion de los
dos compuestos.
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Tabla 8: ICs, de proliferacién (uM) de las lineas celulares tratadas con IMA, a las 24
y 72 horas de tratamiento.

Lineas celulares 24 horas 72 horas
A673 18,36 +/- 0,80 18,77 +/- 4,02
TC-71 17,45 +/- 0,79 22,00 +/- 3,20

SK-ES-1 14,32 +/- 0,90 18,90 +/- 3,60
A4573 15,08 +/- 1,11 20,12 +/- 2,21

Como se puede ver en la Figura 20, los resultados obtenidos
dependen mucho de cada linea celular. De un modo global, se verificd que a
las 24 horas de tratamiento se obtuvo Unicamente aditividad (a la excepcién
de la linea A4573) y que a las 72 horas ya se obtuvo sinergia en casi todas
las condiciones. La sinergia en esta situacion fue bastante elevada, con
indices de Combinacion del orden de 0,5. Este dato es importante porque
sugiere una posible aplicacion de Imatinib en la terapia de SE ya que aunque
s6lo no indujera una bajada muy fuerte de la proliferacion, siendo combinado

con ADW mejora su eficacia.
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Figura 20: Representacion isobolografica de los efectos de la combinaciéon de
ADW+IMA en la proliferacion celular y los correspondientes indices de combinacion.
En los isobologramas las lineas representan la zona de aditividad.
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4.2.3 Efectos de la combinacion de ADW+IMA en laap optosis'y

ciclo celular de las lineas celulares de SE.

Seguidamente se ejecutaron estudios adicionales de la apoptosis y
del ciclo celular, con el fin de determinar la razén de la inhibicion de la

proliferacion de las células de SE tratadas con ADW+IMA.

Se verificd (Figura 21 y Figura 22), asi como en los estudios de
proliferacion, que Imatinib por si solo no era capaz de inducir apoptosis pero
cuando se combinaba con ADW, se obtenia una potenciacioén de la induccion

de la apoptosis bastante significativa.
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Figura 21: Efectos de la combinacion de ADW con IMA a nivel de la induccién de la
apoptosis, tras 24 horas de tratamiento. Imatinib por si solo no era capaz de la
inducir apoptosis pero si lo hace cuando se combinaba con ADW. AJ/N:
apoptosis/necrosis

De una manera global, los resultados obtenidos en ambos tiempos de
incubacién son similares, siendo un poco mas fuerte la induccion de

apoptosis a las 72 horas de tratamiento. Ademds, tal como ocurrio
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anteriormente, la linea A673 fue mas resistente al tratamiento que las

demas.
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Figura 22: Efectos de la combinaciéon de ADW con IMA a nivel de la induccién de la
apoptosis, tras 72 horas de tratamiento. A) Histograma obtenido para la linea A4573.
B) Imatinib por si solo no era capaz de inducir la apoptosis pero si lo hace cuando se
combinaba con ADW. A/N: apoptosis/necrosis.
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Con relacion a los estudios del ciclo celular, una vez mas los
resultados obtenidos son una parada en la fase G1, més acentuada a partir
de las 24 horas. El tratamiento con Imatinib tuvo los mismos efectos que con
ADW?742 y no produjo efectos sinérgicos a la hora de la combinacion (en la
Figura 23, se ejemplifica los resultados obtenidos con la linea A4573, siendo

los resultados de las demas lineas similares).
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0 horas 12 horas 18 horas 24horas 48 horas 72 horas
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10IMA

IMA ¢
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control

Figura 23: Efectos de la combinacion de ADW con IMA en la progresion del ciclo
celular. Histograma de la linea A4573. Se obtuvo una disminucion del nimero de
células en la fase S, con parada en la fase G1. Imatinib no mejoro los efectos de
ADW.

Con estos estudios se verifico que el efecto principal de la
combinacion de estos dos farmacos era la induccion de la apoptosis, ya que
el Imatinib no era capaz de mejorar los efectos de ADW742 a nivel del ciclo

celular.

4.2.4 Efectos de la combinacion de ADW+IMA en los n  iveles de
VEGF

Como se habia descrito que alteraciones en la ruta de IGF1R podrian
tener efectos proangiogénicos en SE (219), se decidid también estudiar los

niveles del FCVE (Factor de Crecimiento Vascular Endotelial VEGF) secretado
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para el medio celular, en condiciones control y bajo tratamiento con ADW y/6
IMA.

Se demostrd que se reducian los niveles de VEGF tras tratamiento,
obteniéndose una reduccion entre el 10% (en el caso de la linea A673) y del
35% (en el caso de la linea A4573). La combinacion presento efectos aditivos,

con un 30-40% de mas inhibicion que el mono-tratamiento.

| control mADW0,1luM @IMA10uM @=ADW 0,1uM + IMA 10uM
7000 ~

6000 -
5000 +
4000 +

3000 +

[VEGF] pg/ml

2000 ~

1000 ~

O,

AG73 TC71 SK-ES-1 A4573

lineas celulares

(%)
(@)
o
@©
=
>
7
Q
o

Figura 24: Efectos de ADW combinado con IMA en los niveles de VEGF secretado
para el medio extracelular. Todas las lineas celulares fueron tratadas durante 72
horas. El tratamiento con ADW 6 IMA redujo significativamente los niveles de VEGF,
especialmente en la linea A4573. La combinacién de ADW+IMA tuvo efectos
aditivos. *: p<0,05, determinado con el andlisis ANOVA One-Way de la Variancia para
muestras independientes.

4.3 Estudio de los efectos de la combinacion de la inhibicion de

IGF1R con la terapia convencional de SE.

Visto que se comprob6 que la combinacion de ADW con IMA podria
tener aplicaciones interesantes en la terapia de SE, pero que dependia
mucho del tipo celular en que se estaba trabajando, se decidié también
estudiar los efectos de combinar este farmaco con Doxorubicina y

Vincristina, dos farmacos utilizados en la terapia de pacientes con SE.
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4.3.1 Efectos de la combinacion de ADW+DXR 6 VCR en la ruta
de senalizacion de IGF1R.

Tal como se hizo con IMA, se empez6 por estudiar los efectos de las
combinaciones a nivel de la ruta de sefalizacion de IGF1R. Como se verifico
anteriormente, la principal diana de estos tratamientos fue p-AKT, obteniéndose
una reduccién bastante significativa del ICs, de fosforilacion (Tabla 9). Con
relacion a MAPK42/44, una vez mas no se obtuvieron cambios significativos en
la inhibicion de su fosforilacion (a la excepcién de la linea A4573, que era la
linea que tenia niveles mas altos de IGF1R/p-IGF1R).

DXR 100ng/ml

IGF1 . + o+ o+ + + o+ +
- ADW742 (uM) - - - 02505 1 5 05
(@]
= p-AKT (T RO —
— PR e G G ew— " C— —
= AKT
(0]
S:-’ p-MAPK42/44 — e ——— - -
N S G e — -—
MAPK42/44 — — — TS — D CE— e—
D — — — — TN G —
VCR 2,5ng/ml
IGF1 - + o+ 4 + + o+ o+
ADW742 (uM) - - - 025051 5 05
T CENNNY e— ey G —
AKT
p-MAPK 42/44 — S — — — —

MAPK42/44 DR ED &5 &5 o = o

Figura 25: Efectos de la combinacion de ADW con DXR/VCR en la ruta de
sefializacion de IGF1R. Western blotting de la linea A4573. Se obtuvo una
disminucién de p-AKT y también de MAPK 42/44.,
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Tabla 9:
combinado con DXR 6 VCR.

ICso de fosforilacion de AKT y MAPK tras tratamiento con ADW742

Linea celular
farmacos | proteina A673 TC-71 SK-ES-1 A4573
AKT 0,550 +/- 0,231+/- 0,186 +/- 0,680 +/-
=X P 0,080 0,078 0,030 0,090
on
< F ) 4,50 +/- : 1,385 +/-
p-MAPK >5 1,200 3,6 +/- 2,390 0.890
AKT 0,970 +/- 0,291+/- 0,230 +/- 0,875 +/-
= ] P 0,890 0,093 0,093 0,087
>
<7 ) 4,610 +/- 3,656 +/- 0,930 +/-
p-MAPK >S5 0,520 2310 0,028
AB73
OsinIGF1 B IGF1 B IGF1+0,25uM ADW
@ IGF1+0,5uM ADW B IGF1+1uM ADW O IGF1+5uM ADW
100 1
75
-
<
§ 50 -
8
&
ol
ADW solo ADW+VCR 2,5ng/ml ADW+DXR 0,1ug/ml
TC-71
@ sin IGF1 B IGF1 B IGF1+ 0,25uM ADW

@ IGF1+ 0,5uM ADW B IGF1+ 1uM ADW OIGF1+ 5uM ADW

100

75

50

% sefial de p-AKT

25

ADW solo

ADW+VCR 2,5ng/ml ADW+DXR 0,1ug/ml

Figura 26: Analisis densitométrico de los WB obtenidos en el estudio de los efectos de la
combinacion de ADW con DXR/VCR a nivel de la ruta de IGF1R, de las lineas A673 y
TC-71, donde se demuestra la sinergia de las combinaciones al inhibir la fosforilacion de
AKT. *: p<0,05, determinado con el analisis ANOVA One-Way de la Variancia para
muestras independientes.
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SK-ES-1
OsinIGF1 | IGF1 @ IGF1+0,25uM ADW
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X
2517 B S ET - - - - = | - - - -
04
ADW solo ADW+VCR 2,5ng/ml ADW+DXR 0,1ug/ml
A4573
@ sin IGF1 B IGF1 B IGF1+0,25uM ADW
@ IGF1+0,5uM ADW o IGF1+1uM ADW O IGF1+5uM ADW
100 7
8
75+ - - 7~ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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— <
— o
= S so+-- [ T - T B
m lg
o 3
S o5 - SRR N Y I e %
0

ADW solo ADW+VCR 2,5ng/ml ADW+DXR 0,1ug/ml

Figura 27: Andlisis densitométrico de los WB obtenidos en el estudio de los efectos
de la combinacion de ADW con DXR/VCR a nivel de la ruta de IGF1R, de las lineas
A4573 y SK-ES-1, donde se demuestra la sinergia de las combinaciones al inhibir la

fosforilacién de AKT. *: p<0,05, determinado con el andlisis ANOVA One-Way de la
Variancia para muestras independientes.

4.3.2 Efectos de la combinacion de ADW+DXR 6 VCR en la
proliferacion de las lineas celulares de SE.

De manera analoga a lo que se habia visto anteriormente con el
tratamiento con ADW+IMA, las combinaciones de ADW+DXR &6 VCR

indujeron una inhibicién de la proliferacion dosis-dependiente, teniendo las
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lineas celulares comportamientos idénticos. Se ha visto que ambas
combinaciones inhibian el crecimiento celular sinergisticamente, fuese a las
24 6 a las 72 horas de tratamiento. En el caso de la linea SK-ES-1, estos

efectos fueron menos notorios.

Tabla 10: ICs, de proliferacion (ng/ml) de las lineas celulares tratadas con DXR 6
VCR, alas 24 y 72 horas de tratamiento.

farmaco | Lineas celulares 24 horas 72 horas
A673 1110 +/- 0,10 276 +/- 35,17
% TC-71 260 +/- 0,09 82 +/- 11,8
@) SK-ES-1 170 +/- 0,05 86 +/- 8,24
A4573 250 +/- 0,06 65,5 +/- 3,06
A673 8,05 +/- 0,80 3,20 +/- 0,35
?)f TC-71 5,67 +/- 0,75 3,76 +/- 0,43
> SK-ES-1 6,67 +/- 0,30 3,5+/-0,19
A4573 5,77 +/- 0,34 3,7 +/- 0,27
0N
Isobolograma de la combinacién de = AG73 10 +— Isobolograma de la combinacion de ~—— ™ A673 _8
21— ADW+DXR a 24 horas 14 T1en ADW+VCR a 24 horas A 1c71 <
1 \ * SKES1 8 ¢ SKES1 =
% 08 A4573 g o I A4573 §
5 o £ o
0,2 \i i 2 ; \i\

[ADW742] uM [ADW742] uM

WAG73
B SKES1

[ A4573
BTC71 12

Index de Combinacion de
ADW+DXR a las 24 horas

Index de Combinacion de
ADW+VCR a las 24 horas

BA673
B SKES1

O A4573
ETC71

Index de Combinacién
Index de Combinacion

sin ADW

1 25 IC50 ADW
[ADW742] uM

sin ADW 1 25

IC50 ADW

[ADW742] uM

Figura 28: Representacion isobolografica de los efectos de la combinacion de
ADW+IMA en la proliferacion celular y los Indexes de Combinacion de ADW+DXR 6
VCR, en todas las lineas celulares, a las 24 tratamiento.
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Figura 29: Representacion isobolografica de los efectos de la combinacion de
ADW+IMA en la proliferacion celular y los indices de Combinacion de ADW+DXR 6
VCR, en todas las lineas celulares, a las 72 horas de tratamiento. La linea SK-ES-1
fue menos sensible al tratamiento con DXR a las 72 horas de tratamiento.
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4.3.3 Efectos de la combinacion de ADW+DXR 6 VCR en la

apoptosis y ciclo celular de las lineas celulares d e SE.

Tal y como seria de esperar (ya que estos dos farmacos tienen
efectos citotoxicos) el principal efecto de ambas combinaciones fue la
induccion de la apoptosis, hasta un 75% mas que en el caso del mono-
tratamiento. No se han verificado grandas diferencias entre los dos tiempos
de incubacioén ni de las lineas celulares. En estas situaciones solamente se
han detectado efectos sinérgicos en el caso de la linea A4573, con IC de
0,74-0,87.
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Figura 30: Efectos de la combinacion de ADW+DXR en la induccion de apoptosis de
las lineas A673 y TC-71, a las 24 horas de tratamiento. La combinacién resulté en

un incremento adicional del 20%

de apoptosis. A/N: apoptosis/ necrosis.
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Figura 32: Efectos de la combinacién de ADW+VCR en la induccion de apoptosis de
las lineas A673 y TC71, a las 24 horas de tratamiento. La combinacion resulté en un
incremento adicional del 30% de apoptosis. A/N: apoptosis / necrosis.
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Apoptosis de SK-ES-1 a las 24 horas

120% M Vivas OAIN

by BT T

80% ~
&
2 60%
o
- IIIII
- IIIIIII
0% -
- > > > > > > > > > > > > > > >
(@] - 1NN 1O O I <« 1 1 O I <« 1n 1 O W
x 93T YIdETYEg T
g T e S S BT B G QT B T B G
5 3 \—CHNLQN(U\')‘_(L{\')‘_ ) [To Rt}
(&) N
4 [farmaco] —
0 .
o 120% Apoptosis de A4573 a las 24 horas )
o] B Vivas OA/N
=
5 sl
()
(&)
0
12}
©
E]
©
(8]
ES

322 55558 233332333333333
o o o = - =

ES3E 28833 T IrTIdiriiodosis
Zz < v w : = A g 9 < < w0 g v < < ;v g 0w <<
8 ~ o S HHNQN(LZ_(U\} ) [Tt}

\
\
\
\

\

[farmaco]

Figura 33: Efectos de la combinacion de ADW+VCR en la induccién de apoptosis de
las lineas SK-ES-1 y A4573, a las 24 horas de tratamiento. La combinacion resulto
en un incremento adicional del 30-40% de apoptosis. A/N: apoptosis/ necrosis.
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Figura 34: Efectos de la combinacién de ADW+DXR en la induccion de apoptosis de
todas las lineas, a las 72 horas de tratamiento. A) Histograma obtenido para algunas
de las condiciones del tratamiento de la linea A4573. B) Representacion grafica de
todas las condiciones del tratamiento. La combinacién resultd en un incremento
adicional del 20% de apoptosis. A/N: apoptosis/ necrosis.
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Figura 35: Efectos de la combinacion de ADW+VCR en la induccién de apoptosis de
todas las lineas, a las 72 horas de tratamiento. La combinacion resultd en un
incremento adicional del 30-40% de apoptosis. A/N: apoptosis/ necrosis.

En los estudios de ciclo celular se verifico que los efectos de las
combinaciones eran parcialmente antagénicos: con el tratamiento con DXR 0
VCR (solos) se observé una parada del ciclo celular en la fase G2/M, con
reduccion del nimero de células en la fase G1 mientras que con el
tratamiento con ADW se observé una parada en la fase G1. Sin embargo, se
ha observado un alto grado de induccién de apoptosis (pico pré-G1), lo que
comprueba la hipétesis de que los efectos de la combinacién se dan por una

induccion de la apoptosis.
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Figura 36: Efectos de la combinacion de ADW con DXR 6 VCR en el ciclo celular de
las células de SE. A) Histograma de la linea A4573 tratada con las concentraciones
de ADW, DXR 6 VCR utilizadas para los estudios de 24 horas. B) Histograma de la
linea A4573 tratada con las concentraciones de ADW, DXR 6 VCR utilizadas para
los estudios de 24 horas. Se obtuvo una parada del ciclo celular en la fase G2/M,
con reduccién del nimero de células en la fase G1 con el tratamiento con DXR 6
VCR y con el tratamiento con ADW se observo una parada en la fase G1. Se ha
observado un alto grado de induccién de apoptosis (pico pré-G1) en los tratamientos
con DXR y VCR.
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4.3.4 Efectos de la combinacion de ADW+DXR, VCR 61 MA en la

movilidad y crecimiento en agar blando.

Para poder caracterizar un poco mejor la interaccion de ADW con
DXR, VCR 06 IMA vy tener una aproximacion de los resultados obtenidos in
vitro mas cercana al comportamiento de las células tumorales (in vivo), se
realizaron dos estudios adicionales, de crecimiento independiente de anclaje

y de movilidad celular.

En los estudios de movilidad celular se verific6 que las
concentraciones mas elevadas (las utilizadas en los estudios a las 24 horas
de tratamiento) inducian altos niveles de apoptosis, con total parada de la
movilidad celular. Sorprendentemente, con concentraciones 10-20x menores
(las utilizadas en los estudios de 72 horas) también se obtuvo parada de la
movilidad celular, incluso con concentraciones tan bajas como 0,1puM de
ADW. En estas condiciones, al combinar ADW con IMA, DXR 6 VCR se
obtuvo no solamente parada de movilidad celular sino también induccion de
apoptosis, pudiéndose observar un ligero cambio de la morfologia celular,
pasando las células a ser mas redondeadas y con menos “extensiones-
similar-a-dendritas”, tan caracteristicas de estos tipos celulares. Estos
resultados sugieren posibles aplicaciones terapéuticas a la hora de inhibir
posible metastatizacion (en estos estudios, no se han detectado diferencias
de sensibilidad entre las diferentes lineas celulares por lo que se presentan

Unicamente los resultados obtenidos para la linea A4573).

Con relacién a los estudios de crecimiento independiente de anclaje,
todas las lineas celulares presentaron comportamiento similar. EI nGmero de
colonias que se form6 fue bastante menor en los casos de las
combinaciones respecto a los del mono-tratamiento lo que indicé que, a
parte de inducir apoptosis, la terapia combinatoria también tiene ventajas a la

hora de la inhibicién del crecimiento tumoral. Es de resaltar el hecho de que
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en estos casos, el numero de colonias cay0 drasticamente en cualquier
tratamiento, sugiriendo la posibilidad de que in vivo, los efectos de esta
terapia sean muy satisfactorios.
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0 horas 24 horas 72 horas

control

combinacién

B)

Resultados
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Figura 37: Movilidad de las células de SE tratadas con ADW y DXR, VCR 6 IMA. A)
Ejemplo de los resultados obtenidos con la linea A4573. La linea blanca representa
la zona del corte que se hizo después de que el crecimiento alcanzara la confluencia
y a partir de la cual se calculé la distancia que las células de SE alcanzaron. B)
Representacion grafica de los resultados obtenidos. En todas las lineas celulares los
resultados fueron similares, obteniéndose total parada de movilidad en el caso de las
combinaciones.
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Figura 38: Estudios del crecimiento independiente de anclaje. A) Imagen de algunas
condiciones de la linea A4573 tratada con ADW e IMA, DXR 6 VCR. B)
Representacién gréafica de todas las condiciones de tratamiento. Se obtuvo una
marcada reduccion del niumero de colonias tras tratamiento, sugiriendo que ADW
combinado con IMA, DXR 6 VCR podré parar al crecimiento tumoral.
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4.4. Identificacion del patrébn de expresion proteic  a de lineas de
Sarcoma de Ewing tratadas con ADW742 y/6 Imatiniby  su relacion con la
resistencia de dichas células tumorales al tratamie nto con distintos

farmacos.

Una vez que en los estudios anteriores se verificd que la combinacion
de la inhibicion de IGF1R con la de c-kit tenia efectos sinérgicos a nivel de la
inhibicion de proliferacién, induccion de apoptosis y bloqueo de la ruta de
sefalizacion, se decidié hacer un estudio protedmico para poder caracterizar
de un modo mas amplio los cambios de expresion proteica inducidos en las

células de SE tras tratamiento.

Con este estudio también se pretendi6é analizar todo el proteoma de las
2 lineas de SE que resultaron tener comportamientos mas distintos a nivel de
sensibilidad a los tratamientos. Asi se pretendié identificar proteinas cuya
expresion variase entre estas dos lineas e identificar las proteinas que

pudiesen estar relacionadas con la sensibilidad/resistencia al tratamiento.

Inicialmente se traté la linea A673 y A4573 (las lineas mas resistente y
sensible al tratamiento, respectivamente) con 0,1uM de ADW y/6 10uM de
IMA, durante 24 y 72 horas, haciendo a continuacién los respectivos
extractos proteicos y analizando el proteoma con una electroforesis

bidimensional.

De cada uno de los geles obtenidos se ejecuté un analisis manual
comparativo de los cambios de expresion de los puntos proteicos mas
relevantes y estos fueron analizados por espectroscopia de masas MALDI-
ToF (se presenta un ejemplo de los resultados obtenidos con los geles 2D en

la Figura 39 y en la Tabla 11 las proteinas identificadas con el MALDI-ToF).
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Figura 39: Resultados de dos geles 2D de la linea A673. El panel de la izquierda se
tiene una situacion control y el de la derecha una del tratamiento con ADW. Después
de realizada la segunda dimension se hizo un andlisis manual de los puntos
proteicos con cambios mas relevantes y estos se analizaron por MALDI-ToF. Las
proteinas resaltadas en la imagen son: 1 y 3- no determinadas por tener un score
bajo; 2- PRDX1, 4- NASP, 5-HSP90. La imagen de close-up presenta los cambios
de expresion de la proteina HSP9O0.

Con los estudios de espectroscopia de masas MALDI-ToF se ha
detectado un gran numero de proteinas cuya expresion se encontraba
alterada bajo tratamiento (en estos andlisis se eligié un nivel de “minimal

store” de identidad de 65), que se han resumido en la Tabla 11.

Como se puede verificar en la Tabla 11 y en la Figura 40, las proteinas
detectadas estaban involucradas en numerosos procesos celulares
importantes, como es el caso de la regulacién de la proliferacion (EBP1,
RhoA), la apoptosis (Set, 14-3-3) y la respuesta al stress (GRP75, HSP90,
HSP70).
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Tabla 11: Proteinas identificadas con los estudios de electroforesis 2D/MALDI-ToF.
Cada proteina fue identificada por “matching peptide-mass fingerprinting” contra una
base de datos no-redundante humana de Swiss-Prot. Las proteinas marcadas con *
fueron caracterizadas a nivel de ARNm y proteina.

Ne Lo Linea -
Descripcion Score Expresion
Acceso celular
po734gs | 1438T 14'33;’5“8'”3 Theta 162 A4573 |  Sobre
ACT3A,; Actina, citoplasmatica
Q25010+ A3a 171 Ad573 Sub
P84184 ACT3B; Actina, citoplasmatica 138 sub
A3b
P23793 ARCA,; arginina desaminasa 193 A4573 Sobre
092499 DDX1; Hellcgsslxdlepend. ATP- 80 A4573 Sobre
Q92630 DYRK2; Reg. especif. pTyr-Ki2 67 A4573 Sobre
P26641 EF1G; Factor Elongacién 1- 143 AG73 Sub
gamma
P38646* GRP75; Prot. Choq. Term. 70, 368 A4573 Sub
percu. mit.
P08238*+ HS90B y A; Proteina choque 176 + 174 | A673 Over
P07900* térmico 90 beta y alpha 120 + 109 | A4573 over
HSP7C; Proteina choque térmico
* 1
P11142 71kDaprot (HSP70) 99 A4573 Sub
P16144 ITB4; isoforma splice Beta-4B 70 A673 Sub
P05455 LA; proteina Lupus La 72 A4573 Sobre
P49321 NASP; isoforma splic. 2y 1 120 + 90 A673 Sobre
Q9v4L1 OXRP; Prot. Reg Oxi.- 150kDa 132 A673 Sub
PA2G4; Prot. Ass. Proli. 2G4
* 1
Q9UQ80 (EBP1) 206 A673 Sub
. . . 279 A4573 Sub
Q06830 PRDX1; Peroxiredoxina 1 195 A673 sobre
P28066 PSA5; ProteasaSSubu. Alpha tipo 106 A673 Sub
PTD4; Prot. Ligacion GTP 145
QINTKS isoforma splice 1y 2 112 ABT73 Sobre
P61586* RhoA; Transf. prot. RhoA 94 A673 Sub
P08865 RSSA,; Prot. ribosomal 40S (p40) 147 A4573 Sobre
QO01105* SET; Prot. SET (I-2PP2A) 64 A4573 Sub
Q96FJO STALP; Proteasa AMSH —like 75 A4573 Sobre
P13693* TCTP; Prot. Transl Cont. Tumoral 114 A4573 Sobre
(p23)
UQCR1; Prot. | do complex.
P31930 Ubiquinol-cytc Reductasa, Perc. 333 A4573 Sobre
mit.
P18206 Vinculina; isoforma splice 1y 2 208 + 205 A673 Sobre
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Fuciones celulares cambiadas B Respuesta al stress

B Proliferacion celular
17%

B Apoptosis

m Transcripcion
4%
O Adesion/mobilidad celular
4%
I Regulaciéon Redox
4%
17% O Respiracion Mitocondrial

11% @ Ciclo celular

o Otros

11% 11%

Figura 40: Funcion de las proteinas que presentaron cambios de expresion tras
tratamiento con ADW y/6 IMA. El mayor grupo es el de las proteinas involucradas en
la respuesta al stress (21%) y la apoptosis (17%).

Con los datos obtenidos se hizo un analisis de interaccion de rutas de
sefalizacién con el software Ingenuity, para poder detectar las rutas/redes de

sefalizacibn mas importantes alteradas con el tratamiento.

Se verificO que existian muchas rutas alteradas y que HSP90, Set,
RhoA, PRDX1, VCL, EEF1G, entre otras (las proteinas marcadas en gris en
la Figura 41) eran algunas de las proteinas que aparecian conectando

ciertas rutas.

A partir de estos resultados, se selecciond un panel menor de proteinas
(las que aparecen marcadas con * en la Tabla 11) para comprobar los

resultados a nivel de ARNm y proteina.
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Figura 41: Analisis de los resultados obtenidos con el Software Ingenuity Pathway
Analysis. Rutas de sefializacién de las lineas celulares tratadas con ADW y/6 IMA.
Las lineas representan las interacciones funcionales y fisicas descritas en la
literatura. Los simbolos de las proteinas que no estan en gris indican proteinas
encontradas en la red proteica pero que no se encuentran alteradas.
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4.5 |dentificacién de nuevas posibles dianas terapé  uticas a partir de

los estudios de Protedmica, y comprobacién con estu dios moleculares;

En este apartado se realizaron estudios de gRT-PCR y Western
Blotting para evaluar la expresion a nivel del ARNm y proteina de las

proteinas seleccionadas en el punto anterior.

Con estos estudios se demostré que casi todas las proteinas elegidas
estaban realmente alteradas, tanto a nivel de ARNm como de expresion
proteica, y que los resultados no se debian practicamente a la inespecificidad

del background celular, propio de cada linea celular.

Se han obtenidos diferencias significativas entre los estudios a las 24 y
72 horas de tratamiento, demostrando principalmente una activacion inicial
de la respuesta al stress a las 24 horas de tratamiento y obteniéndose
efectos mas consistentes y linea celular/farmaco-especificos a las 72 horas.
Se han verificado diferencias significativas entre las dos lineas celulares

estudiadas (Figura 42, Figura 43 y Figura 44).

Globalmente se observé que el mono-tratamiento (ADW 6 IMA) tenia
efectos similares y que era menos efectivo que la combinacion (ADW+IMA).
Las proteinas sobre-expresadas estaban relacionadas con la apoptosis y las
sub-expresadas estaban relacionadas con la proliferaciébn y respuesta al

stress.
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Figura 42: Estudios de Western Blotting de las proteinas elegidas en los estudios de
proteémica de las lineas A673 y a4573 tratadas con ADW y/6 IMA, a las 24 y 72
horas. La expresion de HSP90, RhoA, GRP75, HSP70, set, EBP1, 14-3-3 y p23
cambiaron con el tratamiento, dependiendo estos efectos del tiempo de incubacién y
de la linea celular tratada. La expresion de HSP90/70 expresion cambié en ambas
lineas celulares a las 72 horas de tratamiento, lo que indicé una respuesta celular
generalizada de las lineas de SE.

Visto que uno de los procesos celulares mas cambiados con el
tratamiento con ADW y/6 IMA era la respuesta al stress, y puesto que habia
disponibles inhibidores especificos de HSP90, estando ya caracterizada su
funcion en el cancer, se decidié estudiar el papel de HSP90 en la respuesta

al stress de las lineas de SE.
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Figura 43: Niveles del ARNm de las proteinas seleccionadas en los estudios de
protedmica de la linea A673 tratada a las 24 y 72 horas con ADW y/6 IMA. El mono-
tratamiento fue menos efectivo que la combinacion. *: p<0.05 y *: p<0.001,
determinados con el analisis ANOVA One-Way de la Variancia para Muestras
Independientes. Los datos representan la media de experimentos por triplicado.
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Figura 44: Niveles del ARNm de las proteinas seleccionadas en los estudios de
protedmica de la linea A673 tratada a las 24 y 72 horas con ADW y/é IMA. El mono-
tratamiento fue menos efectivo que la combinacion. Las proteinas sobre-expresadas
estaban relacionadas con la apoptosis y las sub-expresadas estaban relacionadas
con la proliferacion y respuesta al stress. *: p<0.05 y *: p<0.001, determinados con el
anélisis ANOVA One-Way de la Variancia para Muestras Independientes. Los datos
representan la media de experimentos por triplicado.
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4.6 Estudio de la implicacion de HSP90 en Sarcomad e Ewing

Inicialmente se empezd por probar los efectos del farmaco
Geldanamicina (que es un inhibidor especifico de HSP90) en un panel de 5
lineas de SE con diferentes tipos de fusion EWS-ETS (las 4 ya
caracterizadas anteriormente y una adicional, la linea TTC466 que tiene una
fusion EWS-ERG). Sin embargo, como los resultados obtenidos no fueron
satisfactorios, se decidi6 probar su derivado, el 17-allylamino-17-
demethoxygeldanamycin (17-AAG), que fue bastante mas especifico y menos
toxico, por lo que se pasan a presentar Unicamente los resultados de la

inhibicion de HSP90 usando este farmaco.

4.6.1 Expresion de HSP90 en lineas celulares de Sar coma

de Ewing

Se empez6 por comprobar los cambios de expresion de HSP90 en el
panel de 5 lineas celulares de SE, en condiciones control y tras tratamiento
con ADW y/6 IMA, durante 24 6 72 horas.

Se verificd que la expresion de HSP90 cambiaba en todas las lineas
celulares, dependiendo los efectos de la linea en cuestion. De un modo
global, a las 24 horas de tratamiento, la expresiéon de HSP90 tuvo un
incremento en las lineas A673 y TTC466 y una disminucién en las demas
lineas. A las 72 horas, la expresiéon de HSP90 se disminuy6 en todas las

lineas celulares, especialmente en al caso de A673.

Después de confirmar los cambios de expresion de HSP90 en las
lineas de SE, se procedi6 a estudiar su papel en la proliferacion y apoptosis
de las mismas lineas celulares, inhibiendo especificamente su funcion al

tratar las lineas celulares con 17-AAG.
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Figura 45: Analisis densitométrico del estudio por WB de los efectos del tratamiento
con ADW y /6 IMA en los niveles de HSP90. La expresion de HSP90 se incrementd
a las 24 horas en las lineas A673 y TTC466 y se disminuy6 en las demas lineas. A
las 72 horas la expresiébn de HSP90 se disminuy6 en todas las lineas celulares,
especialmente en A673. *: p<0,05, determinado con el analisis ANOVA One-Way de

la Variancia para Muestras Independientes.

4.6.2 Efectos de la inhibicion de HSP90 con 17-AAG

4.6.2.1 Efectos en la proliferacion

Todas las lineas celulares han tenido respuestas similares con la

inhibicibn de HSP90, obteniéndose una inhibicién de la proliferacion de un

modo dosis-dependiente, a las 24 y 72 horas de tratamiento (Figura 46).

Tabla 12: ICg, de proliferacién (uM) de las lineas de SE tratadas a las 24 y 72 horas

con 17-AAG.
Lineas celulares 24 horas 72horas
A673 1,33 +/- 0,17 0,57 +/- 0,05
TC-71 1,12 +/- 0,08 0,49 +/- 0,06
SK-ES-1 1,01 +/- 0,08 0,42 +/- 0,04
A4573 1,24 +/- 0,11 0,45 +/- 0,04
TTC466 1,62 +/- 0,1 0,72 +/- 0,06
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Figura 46: Efectos del tratamiento con 17-AAG en la proliferaciéon de las lineas de
SE, a las 24 y 72 horas de tratamiento. Todas las lineas han tenido resultados
similares.
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4.6.2.2 Efectos en la apoptosis

Con los estudios de apoptosis se decidié apenas estudiar los efectos
del tratamiento con 17-AAG a las 72 horas, ya que se necesitaria menor
cantidad de farmaco para logar los mismos efectos y que, de esta manera,
se analizarian apenas los efectos directos de la accion de la inhibicion de

HSP90 y no los efectos indirectos e inespecificos de toxicidad.

Se verific6 que los efectos del tratamiento con 17-AAG en la
induccién de la apoptosis de las lineas de SE dependian especificamente de
cada linea en cuestion. La induccién de apoptosis varidé entre el 20-30% en
las lineas TTC466 y A673 y el 8-20% en las demas lineas celulares, con un
impacto mas acentuado en los niveles de apoptosis tardia/necrosis que en
los de apoptosis temprana.
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Figura 47: Efectos de 17-AAG en la apoptosis de las lineas de SE. Representacion
grafica de los resultados obtenidos en los estudios de citometria. Se obtuvo un
mayor impacto en los niveles de apoptosis tardia/necrosis que los de apoptosis
temprana y las linea mas afectada fue A673.
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4.6.2.3 Efectos en la expresion de las proteinas
cliente de HSP90

Los resultados obtenidos se han podido explicar, por lo menos
parcialmente, cuando se analizaron los niveles de expresion de algunas
proteinas cliente de HSP9O tras tratamiento con 17-AAG, en las lineas A673
y A4573 (las lineas de SE que resultaron tener comportamientos mas

distintos a nivel de sensibilidad a los tratamientos con ADW y/6 IMA).

Se observo que 17-AAG inhibia la expresion de IGF1R, c-kit y AKT
Yy que, como consecuencia de esto, se obtenia también una disminucién de
los niveles de fosforilacion de AKT, m-TOR y MAPK42/44. Estos resultados
fueron més evidentes en la linea A673 que en la A4573, en la cual no se

detectd una degradacion significativa de IGF1R 6 c-kit.
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Figura 48: Efectos de 17-AAG en la expresion y fosforilacion de algunas proteinas
cliente de HSP9O0, de las lineas A673 y A4573 tratadas a las 24 y 72 horas. El
tratamiento con 17AAG resulto en una degradacion de IGF1R, c-kit y AKT, siendo la
linea A673 mas sensible a este tipo de tratamiento.

Posteriormente se hicieron estudios de imunoprecipitacion contra
HSP90 para estudiar la interaccion fisica entre HSP90 y sus proteinas
cliente.

Como se puede verificar en la Figura 49, todas las proteinas estudiadas
se encontraban en el extracto total (TE; primera banda de la izquierda) y c-
KIT, AKT e IGF1R eran coinmunoprecipitadas con HSP90 (octava banda de
la izquierda). El tratamiento con 17-AAG ha reducido la interaccion de
IGF1R, AKT y c¢-KIT con HSP90 (novena banda). De nuevo, la interaccion
entre HSP90 y KIT 6 IGF1R fue bastante mas débil en las lineas sensibles a
ADW/IMA (A4573, SK-ES-1 y TC-71) que en las resistentes (A673 y
TTC466) (se presenta el estudio densitométrico de la linea A4573 como
ejemplo del grupo de lineas sensibles a ADW/IMA. Las lineas SK-ES-1y TC-
71 han presentado resultados similares).
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Figura 49 : Efectos del tratamiento con 17-AAG en la interaccion fisica de HSP90 y algunas de
sus proteinas cliente. A) WB obtenido para la linea A673. Todas las proteinas estudiadas se
encontraban en el extracto total (TE; primera banda de la izquierda) y c-KIT, AKT e IGF1R
eran coinmunoprecipitadas con HSP90 (octava banda de la izquierda). El tratamiento con 17-
AAG redujo la interaccion de IGF1R, AKT y c-KIT con HSP90 (novena banda). B) Andlisis
densitométrico de los WB de las lineas A4573 y TTC466. La interaccion fisica de IGF1R, AKT y c-
KIT con HSP90 ha sido reducida con el tratamiento con 17-AAG. La interaccion de HSP90 con
sus proteinas cliente fue mas débil en la linea A4573.
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4.7 Estudio de los efectos de la combinacion de la inhibicion de
HSP90 con la de IGF1R 6 c-kit en SE.

4.7.1 Modelos in Vitro

Como se verifico que el tratamiento con 17-AAG era eficaz en las
lineas A673 y TTC466 (que habian resultado ser las mas insensibles a
ADWI/IMA) y que reducia p-AKT, p-m-TOR y p-MAPK, se decidi6 estudiar la
combinacion de este farmaco con ADW 6 IMA, a nivel de la proliferacion y

apoptosis de las lineas de SE.

4.7.1.1 Efectos en la proliferacion

Se observo que la combinacién de 17-AAG con ADW/IMA resulté
en un descenso adicional de la proliferacion del orden del 15-50%,
dependiendo de la sensibilidad de cada linea celular (Figura 50). La
combinacion de 17-AAG con ADW fue sinérgica en casi todas las lineas
celulares (se obtuvo un rango de IC del 0.35-0,9). En el caso de la
combinacién con IMA, se han observado efectos sinérgicos en las lineas
A673 y TTC466 (en la linea A673 el rango de IC fue de 0,53-0,8 y en el de la
linea TTC466 fue de 0,44-0,796).

4.7.1.2 Efectos en la apoptosis

En los estudios de la apoptosis se detectd una induccion dosis-
dependiente de la apoptosis tras tratamiento con ADW/IMA. El efecto de
combinar 17-AAG con ADW 0 IMA resulto en un incremento adicional del 10-
50% en la apoptosis, dependiendo de la linea celular. Se observd
principalmente efectos aditivos pero, de nuevo, de detectd sinergia (IC de
0,5-0,7) en el caso de las lineas A673 y TTC466, alcanzandose niveles de

apenas un 25% de supervivencia.
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" TTC466
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Index de Combinacior

B AG673 EBTC-71 B SK-ES-1 O A4573 B TTC466

Figura 50: Efectos antiproliferativos de 17-AAG combinado con ADW/IMA en las
lineas de SE. A) Isobologramas de las combinaciones. Las lineas representan la
zona de aditividad. B) los correspondientes indexes de combinacién. La combinacion

resulté en un descenso adicional de la

AV

Control

proliferacion en un 15-50%.

10uM IMA

3

0,1AAG+ 0,25ADW

AV

0,1AAG+ 10IMA

Figura 51: Efectos de la combinacién de 17-AAG con ADW/IMA en la apoptosis de
la linea A673. Histograma de algunas condiciones del tratamiento. Mientras que con
el monotratamiento no se indujo la apoptosis, con las combinaciones si se obtuvo

induccion de apoptosis.
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Figura 52: Efectos de la combinacién de 17-AAG con ADW/IMA en la apoptosis de
las lineas A673 y TTC466. Representacion grafica de todas las condiciones del
tratamiento. Cuanto mas elevada fue la concentracion de los farmacos usados,
mayor el ratio entre células apoptoticas/necréticas y células vivas, indicando un
incremento de la induccidon de la muerte celular. Se han observado efectos
sinérgicos en el caso de las combinaciones en la linea A673. A/N:
apoptosis/necrosis; A: ADW y I: IMA.
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4.7.1.3 Estudios adicionales con el HSP90-siARN y | a
sobre-expresion de HSP90

Para comprobar que los resultados obtenidos con 17-AAG se
debian al bloqueo especifico de HSP90, se decidi6 hacer dos estudios
adicionales. Uno de los estudios se basé en la técnica de la interferencia de
ARN (en el cual se ha reducido la expresion de HSP90 en las lineas
celulares resistentes a ADW/IMA) y el otro en el que se indujo la sobre-
expresion de HSP90 (en las lineas sensibles a ADW/IMA) para probar que la

alta expresion de HSP90 conferia resistencia a tratamiento con ADW 6 IMA.

4.7.1.3.1 Estudios con el HSP90-siARN

Inicialmente se hizo un estudio preliminar en el cual se estudiaron la
mejor manera de transfectar las lineas de SE (en este caso A673 y TTC466)
y la concentracion oOptima del siARN. Asi, se verificO que se tenian de
transfectar los siARN mediante el método de electroporacién, con una
concentracion 75nM. De este modo se obtuvo una reduccion de la expresion
de HSP90 en un 35-65%, sin que el método de transfeccion cambiara la
expresion de esa proteina (el control negativo del siARN no indujo ningun

cambio de expresion, como se puede ver en la Figura 54).

A673 TTC466

HSP90-siARN - + - - + -
Neg.siARN - - + - - +

HSPID D e v e e = w—
GAPDH e s WS ey W G

Figura 54: Efectos del HSP90-siARN en la expresion de HSP90 de las lineas A673
y TTC466. El HSP90-siARN ha reducido la expresion de HSP90 un 35-65% mientras
gue el neg.-siARN no tuvo efecto alguno.
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Tal y como se sospechaba, el HSP90-siARN mejor6 los efectos del
tratamiento con ADW 6 IMA en la inhibicion de proliferacion e induccion de
apoptosis, siendo los resultados muy similares a los obtenidos con 17-AAG
(Figura 55 y Figura 56). Se observdé un descenso del 20-30% en la
proliferacion y un 15-40% en la induccién de apoptosis de las células
tratadas con el HSP90-siARN (cuando comparadas con las situaciones
control de no-tratamiento 6 neg.-siARN).

Efectos del HSP90-siARN 6 17-AAG W sin tratamiento

125 ~ en la proliferacion de A673 — Hneg.-siARN
100 - B HSP90-siARN
S T 17-AAG
S 751
E
E 50 +
©
5 25

0 .
control 0,1 0,25 0,5
125 - Efectos del HSP90-siARN 6 17-AAG - B sin tratamiento
en la proliferacion de TTC466 W neg.-siARN
100 ~ B HSP90-siARN
S @ 17-AAG
c
0
Q
I
L
°
o
control 0,1 0,25 0,5 | 10 15 |

Figura 55: Efectos antiproliferativos del bloqueo de la expresion de HSP90 con
HSP90-siARN combinado con ADW/IMA, en las lineas A673 y TTC466, tratadas
durante 72 horas. Los resultados obtenidos con el HSP90-siARN fueron muy
similares a los del tratamiento con 17-AAG, con una disminucion de la proliferacién
del orden del 20-30%. *: p<0,05, determinado con el analisis ANOVA One-Way de la
Variancia para Muestras Independientes.
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Figura 56: Efectos del bloqueo de la expresién de HSP90 con HSP90-siARN
combinado con ADW/IMA, en la apoptosis de las lineas A673 y TTC466, tratadas
durante 72 horas. Se obtuvo una induccién de los niveles de apoptosis del 15-40%.
ST: sin tratamiento. A/N: apoptosis/necrosis.
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Estos resultados confirmaron que los resultados obtenidos con 17-
AAG eran especificos de la inhibicion de HSP90 y no debidos a efectos
alternativos/inespecificos de este farmaco. Con estos resultados también se
confirmé la hipétesis de que los niveles de expresion de HSP90 son
determinantes para la respuesta de las células de SE al tratamiento con
ADWI/IMA.
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4.7.1.3.2 Estudios con la sobreexpresion de HSP90

La hipotesis propuesta anteriormente fue igualmente comprobada
en estos estudios, aunque por una aproximacién opuesta, ya que en este

caso se estudiaron los efectos de la sobre-expresion de HSP9O0.

Como anteriormente, se hizo un estudio preliminar en el cual se
optimizaron las condiciones de transfeccion del vector con el gen de HSP90
(clonHSP90) en el cual se obtuvo una sobre-expresion de HSP90 del 30-
73% en las lineas A4573, SK-ES-1y TTC466 (Figura 57).

A4573 SK-ES-1 TC-71

Tiempo de
Transfeccion Oh 24h  48h 96h Oh 24h  48h 96h Oh 24h  48h 96h

HSPO s (S D D e o EED G . i e — —
GAPDH s o e S e s v g S S————

Figura 57: Efectos de la transfeccion del clon de HSP90 en la expresién de HSP90
de las lineas A4573, SK-ES1 y TTC466. El clon de HSP90 (15ug) indujo eficazmente
una sobre-expresion de HSP90, especialmente en la linea A4573.

Como se puede verificar en las Figura 58 y Figura 59, la sobre-
expresion de HSP90 indujo un incremento en los niveles de proliferacion de las
lineas de SE, confiriéndoles resistencia a los efectos proapoptéticos de
ADW/IMA. La induccion de apoptosis fue drasticamente bloqueada (no se
obtuvo mas del 20% de induccion de apoptosis en las condiciones bajo
tratamiento, valores préximos a la situacion control). Todas las condiciones
tuvieron valores de méas del 75%, mas elevados que en las condiciones no-
transfectadas. Estos resultados no se han debido, apenas, a efectos de la
transfeccion ya que se verificdé que el mock (vector vacio) no afectdé ni la

proliferacion ni la apoptosis de las lineas estudiadas.
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Figura 58: Efectos de la combinacion del clonHSP90 con ADW/IMA a nivel de la
proliferacion de las lineas A4573, SK-ES-1 y TC-71, tratadas durante 72 horas. La
sobre-expresion de HSP90 indujo un incremento de la proliferacion, obteniéndose
valores por encima del 75%, incluso tras el tratamiento con ADW/IMA. *: p<0.05,
determinado con el andlisis ANOVA One-Way de la Variancia para Muestras
Independientes.
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Figura 59: Efectos de la combinacion del clonHSP90 con ADW/IMA, a nivel de la
apoptosis de las lineas A4573, SK-ES-1 y TC-71, tratadas durante 72 horas. La
sobre-expresion de HSP90 ha conferido resistencia a la induccién de apoptosis,
bloqueandola casi totalmente. No se obtuvo mas de un 20% de induccion de
apoptosis, valores muy similares a la situacion control.
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4.7.2. Modelos animales

Después de comprobar in vitro los efectos del tratamiento con 17-AAG,
solo 6 combinado con ADW/IMA, se decidié hacer un estudio in vivo en el que
se pretendio valorar la eficacia antitumoral del tratamiento con 17-AAG, solo 6
combinado con AEW541 (analogo del ADW, que tiene el mismo mecanismo de
accion pero que es mas especifico para IGF1IR y menos téxico (387)) en

ratones NOD/scid implantados con células de Sarcoma de Ewing.

Este estudio confirmo los resultados obtenidos en los estudios in vitro.
Mientras que en la parte final del estudio, en la situacién control, se detecté un
aumento del tamafio medio tumoral del 340% y en el grupo tratado con AEW
de 270%, este aumento fue de apenas un 74% en el grupo tratado con 17AAG

y de un -38% en el grupo de la combinacion.

2500 T------- Evolucion del tamafo tumoral -——---

#2000 —e—contol
e —m— AEW541

< —¥—17-AAG

g 1500 e 17-AAGHAEW T o —F

£

3

= 1000

()

£

=
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Figura 60: Estudios in vivo del tratamiento con 17-AAG, solo 6 en combinacién con
el AEW. Los tumores del grupo control han tenido un aumento del 340% y los del
grupo tratado con AEW tuvieron un aumento del 270%. Los ratones del grupo
tratado con 17AAG solamente tuvieron un aumento del 72% vy los del grupo de la
combinacion 17-AAG+AEW -38%. Los animales tratados con 17AAG presentaron un
retraso del crecimiento tumoral mientras que los de la combinacion tuvieron una
reduccion del tamafio tumoral. *: p<0.05, determinado con el analisis ANOVA One-
Way de la Variancia para Muestras Independientes. *:17-AAG solo 6 17-AAG+AEW
vs control; *:17-AAG+AEW vs 17-AAG solo.
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Los animales tratados con el monotratamiento de AEW tuvieron un
comportamiento similar a los del grupo control, mientras que los animales
tratados con 17AAG tuvieron un retraso en el crecimiento tumoral durante las
dos semanas de tratamiento. En el caso de los animales del grupo tratado
con la combinacion de 17-AAG+AEW, estos tuvieron no tan solo un retraso
del crecimiento tumoral, sino también una marcada reduccion del tamafio
medio tumoral, aproximadamente del 40%. El efecto de la combinacién fue
incluso mas marcado en aquellos animales que tenian inicialmente tumores

mas bajos del tamafio medio, en los cuales la reduccion llego a ser del 66%.

Los estudios histopatologicos hechos con las muestras tumorales
demostraron que los tumores tratados con la combinacién no eran apenas
mas pequefios, pero si tenian zonas mas extensas de necrosis, como se
puede ver en la Figura 61. Se verifico que la expresion de IGF1R, AKT y c-c-
KIT estaba disminuida en los tumores tratados con 17-AAG, AEW vy 17-
AAG+AEW, respecto a las muestras del grupo control, lo que esta de
acuerdo con el hecho de que son proteinas cliente de HSP90. Por lo
contrario, la expresibn de m-TOR no cambi6 significativamente con el

tratamiento (excepto en el caso del tratamiento con AEW) (Figura 62).

control

17-AAG+AEW

Figura 61: Evaluacion visual y morfolégica de los tumores animales. Las secciones
tefiidas con H&E de los tumores de los animales tratados con 17AAG+AEW (panel
inferior) sefialaban un marcado aumento del &rea neurotizado y una drastica
reduccion del tamafio, con respecto a los tumores del grupo control (panel superior).
Barra: 1cm.
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Figura 62: Evaluacion ICQ de los niveles de la expresion de HSP90, IGF1R, AKT,
m-TOR y c-kit de los tumores animales tras tratamiento con 17-AAG y/6 AEW,
durante dos semanas. La expresion de IGF1R, c-kit y AKT fue casi totalmente
eliminada en los animales tratados con 17-AAG+AEW, con respecto al grupo control.
Sin embargo, la expresion de m-TOR no tuvo cambios significativos. (400x).
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4.8 Comprobacion de los resultados obtenidos en mue  stras

clinicas de pacientes de SE

Con el objetivo de correlacionar los resultados obtenidos en los
estudios in vitro e in vivo con la clinica de los pacientes de SE, se decidio
terminar los estudios de esta tesis doctoral analizando los niveles de
expresion de algunas proteinas clave en muestras de pacientes de SE. Asi,
se han analizado los niveles de expresion de IGF1R, c-kit, HSP90, AKT y m-

TOR, por ICQ, y se obtuvieron los resultados presentados en la Tabla 13.

Tabla 13: Resultados de la evaluacion ICQ de las muestras de pacientes de SE del
panel de casos estudiados. * Proteinas analizadas en el TMA

Proteina Sefial positiva Sefial negativa No analizado
IGF1R* 37 (3 déhil) 17 8
c-kit* 27 (2 débil) 27 8
HSP90* 22 32 8
AKT - 11 1
m-TOR 4 (2 débil) 7 1
p-m-TOR 3 (1 débil) 5 4

En lo que se refiere a la expresion de IGF1R, se detect6 un marcaje
citoplasmético y relativamente uniforme en los tumores, en ambos grupos de
muestras clinicas de SE (5/10, 50% - en el caso del grupo de muestras del Dr.
Enrique de Alava (EAC) y 33/44, 75% - en el caso del TMA).

La expresion de c-kit fue membranar, teniéndose un marcaje
heterogéneo en los tumores, con un 64% de positividad en los casos de EAC
(7/11) y un 48% en el TMA (21/44).

En ambos casos la intensidad de la sefal fue de moderada a intensa.
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Figura 63: Evaluacion ICQ de los niveles de expresion de IGF1R y c-kit. IGF1R

tuvo un marcaje citoplasmatico y uniforme en el tumor, 50% de casos positivos. c-kit
tuvo reactividad membranar, heterogéneo, con un 64% de tumores positivos. La
intensidad de la sefial fue de moderada a intensa para ambas proteinas. Se presenta a
la izquierda una imagen de vista intermedia (200x) y a la derecha una imagen de detalle
(1000x).

En el caso de la expresion de m-TOR, se han detectado un 36% de
casos positivos, con un marcaje citoplasmético y heterogéneo y con una

intensidad de floja a moderada.
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m-TOR

Figura 64 : Evaluacion ICQ de la expresién de m-TOR en las muestras clinicas de
SE. La expresion de m-TOR fue citoplasmatica pero no uniforme en el tumor. La
intensidad fue de débil a moderada. Se presenta una imagen de magnificacion
intermedia (200x) y una vista de mayor ampliacién (1000x).

La expresion de HSP90 también se observé en ambos grupos de
muestras clinicas de SE (3/10, 30% - en las muestras de EAC y 19/44, 43% -
en el caso del TMA). La expresion fue citoplasmatica, en determinados casos
con un marcaje punteado, y uniforme en los tumores. La intensidad fue de débil

a moderada.

Se ha verificado una correlacion directa entre las muestras que eran
positivas para HSP90 y para IGF1R, siendo que mas del 78% (18/23) de las
muestras positivas para HSP90 eran también positivas para IGF1R. Lo inverso
no se ha verificado, ya que apenas un 47% de las muestras positivas para
IGF1R tenien también expresion de HSP9O.

Tabla 14: Correlacién entre las muestras de SE en relacion a la expresion de IGF1R
y HSP90 (del panel de 62 muestras de SE, se analizaron 53. IGF1R/HSP90+:
IGF1R/HSP90 positivo, IGF1R/HSP90-: IGF1R/HSP90 negativo).

IGF1R+ IGF1R-
HSP90 + 18 5
HSP90 - 20 10
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Figura 65: Evaluacién ICQ de la expresién de HSP90 en las muestras clinicas de
SE. La expresion de HSP90 fue citoplasmatica y uniforme en el tumor. La intensidad
fue de floja a moderada. Se presenta una imagen de poca ampliacion del TMA (4x),
una vista intermedia (200x) y una vista de mayor ampliacién (1000x). En el caso de
las muestras de EAC, se presenta una ampliaciéon intermedia y otra de mayor
ampliacion.

168



Discusion

5. Discusion

c
©
%)
-
O
2
a

169



Discusion

uoIsnasiq

170



Discusion

La busqueda de nuevas formas de tratar los sarcomas es una
necesidad urgente . El estudio y clarificacion de los procesos que regulan el
desarrollo y progresion tumoral es, desde luego, uno de los aspectos mas
importantes para que se pueden diseflar nuevas terapias “eficazmente

dirigidas”.

En este trabajo se han estudiado la implicaciéon de la ruta de
sefalizacion de IGF1R en el SE y cuales son los efectos de su inhibicién en
lineas celulares del SE, verificAndose que eran esenciales para la
proliferacion y supervivencia celulares. Se han estudiado posibles
combinaciones con la inhibicibn de c-kit y la terapia convencional,
obteniéndose resultados prometedores, sugiriéndose nuevas potenciales

aplicaciones clinicas.

Con estudios de protedmica, se ha comprobado una expresion
alterada de varias HSPs en las lineas celulares de SE tratadas con
inhibidores de IGF1R/c-KIT, habiéndose decidido estudiar mas en detalle la
implicacion de HSP90 en el SE. Se ha verificado que su expresion estaba
incrementada en aquellas lineas celulares resistentes a los efectos de la
inhibicion de IGF1R/c-KIT y que su inhibicion tenia efectos sensibilizadores
al tratamiento, incluso en modelos xendgrafos, sugiriéndose nuevos
mecanismos de resistencia al tratamiento no descritos hasta el momento en
el SE.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican posibles
aplicaciones clinicas de la inhibicion de IGF1R y HSP90. Pasamos a
continuaciéon a comentar en mas detalle cada uno de esos resultados, en el

contexto de la literatura publicada hasta el presente momento.
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5.1 Implicacion de IGF1R y su ruta de sefializacion en el Sarcoma de

Ewing

El IGF1R es un receptor membranar con alta homologia con el
receptor de Insulina (RI) que pertenece a un bucle autocrino muy relevante
para la proliferacion y supervivencia del SE (166). El bloqueo de este
receptor (192, 219) es por lo tanto una posibilidad prometedora en la terapia
del SE, y en un ndamero significativo de estudios se demostro la inhibicién
experimental de este receptor usando anticuerpos monoclonales
bloqueantes o varios farmacos. También se demostré la necesidad de tener
una accion muy selectiva y especifica para inhibir IGF1R, sin inhibir el Rl a
dosis terapéuticas (208, 220, 221, 223-228, 387).

5.1.1 Expresion de IGF1R y su ruta de sefalizacion en el

Sarcoma de Ewing

En nuestro panel de lineas de SE (representativas de los tres tipos
de fusibn EWS-ETS mas comunes en el SE) se ha detectado una expresion
constitutiva y constante de IGF1R. Su ruta de sefializacion estaba también
activa en todas las lineas estudiadas, lo que esta de acuerdo con lo descrito,
(192, 219, 227, 387). No obstante, este receptor era expresado y activado a
niveles muy diferentes en las lineas celulares estudiadas, lo que se cree que
pueda estar relacionado con las diferencias de sensibilidad al tratamiento

detectadas para cada una de esas lineas celulares.

5.1.2 Efectos de la inhibicion de IGF1R con ADW742 en la ruta

de sefalizacion de IGF1R

El ADW742(ADW) es un inhibidor potente y especifico de IGF1R
(16 veces mas especifico para el IGF1R que para el Rl (220)), en este
trabajo fue capaz de inhibir la fosforilacién de IGF1R activada por IGF1 (ICs

de fosforilacion = 0,171-0,508 uM) y su cascada de sefalizacién,
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especialmente AKT y mTOR. Estos datos estdn de acuerdo con lo publicado
por Warshamana-Greene et al. y Mitsiades et al. (208, 220, 228), que
estudiaron los efectos de la inhibicion de IGF1R con ADW742 en céancer de
células pequenas de pulmon, mieloma, enfermedades hematolégicas y
tumores solidos. Con estos estudios se verificO que el ADW inhibia
eficazmente la ruta de IGF1R, con una actividad antitumoral bastante
significativa, logrando incluso la sensibilizacién de las lineas tratadas a los

efectos de la terapia convencional.

Con relacién a la activacion de MAPK42/44, se verifico que el
tratamiento con ADW tenia pocos efectos a nivel de la inhibiciébn de su
fosforilacion, apenas reduciendo ligeramente la activacion inducida por IGF1.
Esto se puede deber a que estas proteinas sigan siendo activadas por otras
ruta de sefializacion intracelular, como la de c-kit (155). Ademas, se ha
propuesto la existencia de un “switching” de rutas de sefializacién tras la
inhibicion de una de ellas, o sea, que las sefales blogqueadas de
determinada ruta se “desplazan” hacia otra ruta y siguen teniendo las
proteinas clave activadas. Estas interacciones ya se han demostrado con la
ruta de EGFR y IGF1R, por Jones et al. (397-400).

Es interesante verificar que la sensibilidad de algunos miembros de
esta ruta de sefializacion parecia depender de los niveles de expresiéon de
IGF1R y de la activacion basal de IGF1. Por ejemplo, la inhibicion de p-
AKT/mTOR fue mas fuerte en las lineas SK-ES-1 y TC-71, que tenian una
activacion de IGF1R bastante alta, teniéndose la situacion opuesta en el

caso de la linea A673.

Todos estos datos sugieren un papel central de p-AKT/mTOR en la
sefializacion celular del SE. En otras palabras, mientras que los niveles
basales de IGF1R e IGF1 son predictivos de la respuesta de AKT/mTOR a

ADW (de acuerdo con lo publicado por Scotlandi et al. (221)), los niveles de
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p-AKT/mTOR podran ser utiles a la hora de monitorizar la respuesta al

tratamiento con técnicas no invasivas.

Visto esto, se propone la posibilidad del uso de pAKT/mTOR como
posibles marcadores surrogados (“surrogate markers”) de la respuesta al
tratamiento con ADW, ya que cumplen los requisitos necesarios (401):

1) p-AKT/mTOR estan biolégicamente asociados con las

sefales de supervivencia en las células de SE (218,

402, 403)

2) el tratamiento esta directamente asociado con los
niveles de p-AKT/mTOR

3) p-AKT/mTOR estdn mediando los efectos del

tratamiento en la proliferacion celular (esta molécula
concentra las sefiales de IGF1R y c-kit y la reduccion
de su activacion parece ser suficiente para reducir la

proliferacion, sin cambios de MAPK).

A nivel de los tumores de los pacientes de SE, que son mucho mas
complejos que las lineas celulares, es probable que se que necesite un
panel de “surrogate markers” para predecir todo el efecto de determinado
tratamiento, pero sugerimos que al menos AKT se incluya en un panel de

ese tipo.

La expresion del VEGF mediada por IGF1R también se redujo tras el
tratamiento con ADW742 en todas las lineas celulares, siendo los niveles de
VEGF secretados al medio de cultivo menores en las condiciones tratadas que
en las del control. Este hecho sugiere que la ruta de sefalizacién de AKT es el
principal mecanismo que esta mediando la expresion de VEGF (en contra de lo
publicado por Stramiello et al. (219)), resaltando de nuevo la importancia de la
inhibicion de la ruta de IGF1R en la patogénesis del SE, en este caso concreto,

para la angiogenesis tumoral, asi como lo verificé6 Guan et al. (404).
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5.1.3 Efectos de la inhibicion de IGF1R en la proli feracion,

apoptosis y ciclo celular de las lineas SE

De acuerdo con lo que se verificO con la inhibicion de la
fosforilacion, el ADW inhibe también la proliferacion celular de un modo
dosis-dependiente, con un ICs, en el rango nanomolar a las 72 horas de
tratamiento (550nM-1410nM). De una manera global, se han obtenido los
mismos resultados con los dos tiempos de tratamiento, siendo el rango de
concentraciones efectivas la Unica diferencia entre experimentos, indicando
que los efectos detectados a las 72 horas son mas especificos de la
inhibicion de IGF1R y no otros RTK. Estos efectos anti-proliferativos de la
inhibicion de IGF1R se han detectado también por otros grupos, utilizando no
tan solo inhibidores de la actividad TK, sino también anticuerpos

monoclonales 6 dominantes negativos (209, 225-227).

De nuevo, las lineas celulares con niveles méas altos de activacion
de IGF1R fueron mas sensibles al tratamiento, confirmando la hipétesis de
gue los niveles basales de IGF1R e IGF1 son predictivos de la respuesta al
tratamiento.

En estudios previos se ha demostrado que el blogueo de la ruta de
MAPK tras tratamiento con IMA era responsable por un moderado descenso
de la proliferacion (20-30%) en SE (155). Sin embargo, en este trabajo, el
efecto mediado por ADW a través del bloqueo de la ruta de AKT/m-TOR es
mas pronunciado e induce un descenso de la proliferacion mas acentuado
(40-70%).

La inhibicion de esta ruta de sefalizacibn también explica la
induccién de apoptosis observada (se inhiben las sefiales anti-apoptéticas de
AKT) siendo, sin embargo, los niveles inferiores a los de la inhibicion de
proliferacion.

Esto se debe a que los efectos antiproliferativos de ADW también

se estan dando a través de un efecto a nivel del ciclo celular, induciendo un
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descenso en el numero de células en la fase S, con una parada en la fase
G1. La causa es la inhibicion de mTOR, que a su vez inhibe la ciclina D1, lo
gue conlleva a una parada del ciclo celular en la fase G1 (405-410). De este
modo, los datos obtenidos sugieren una vez mas que la ruta de AKT/mTOR

es determinante para la proliferacion/resistencia a la apoptosis en el SE.

5.2 Efectos de la combinacion de la inhibicion de IGF1R con la de c-kit

0 la terapia convencional del SE.

5.2.1. Efectos de la combinacién de la inhibicion d e IGF1R con
la de c-kit en el SE.

Como se ha descrito anteriormente que la ruta de sefializacion de
SCF/KIT también esta activa en el SE y que el tratamiento con IMA inhibe la
ruta de las MAPKs, (155) se decidid estudiar la combinacién de ADW con
IMA para de este modo inhibir la fosforilacibn de MAPK42/44 mas
eficazmente.

Sin embargo, se verificd que el bloqueo de la fosforilacién de estas
proteinas no cambiaba significativamente con la combinacion de farmacos.
De todos modos, y sorprendentemente, se verificd que la fosforilacion de
AKT/m-TOR se inhibia con concentraciones incluso bastantes menores de
ADW (ICs, = 0,176-0,610uM), obteniéndose efectos sinérgicos (IC 0,7),
creyéndose por lo tanto que los principales beneficios de esta combinacion
se dan a través de la inhibicion de la ruta de PI3K/AKT, hecho también
observado por Warshamana-Greene et al. y Camirand et al. (228, 270).

En estos casos la inhibicion de p-mTOR fue aun més fuerte que la
de p-AKT. Esto se puede deber al hecho de que se estén detectando, junto
con el efecto directo y bien descrito de AKT en la activacion de m-TOR (198,
326, 402, 406, 409), otro tipo de ruta de activaciéon de m-TOR independiente
de AKT que esté siendo inhibida por IMA pero no por ADW, como la sugerida
por Edinger et al. (411).
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Los estudios de la combinacién de ADW+IMA mostraron también
que la inhibicion de la proliferacién y la induccién de la apoptosis eran
mayores en estos casos que en los de los monotratamientos, algo también
detectado por Warshamana-Greene et al. (228).

Es importante resaltar el hecho de que se han obtenido niveles de
sinergia bastantes significativos a las 72 horas (que, como se dijo
anteriormente, es el tiempo de tratamiento con efectos mas especificos de la
inhibicibn de IGF1R), con un IC del orden del 0,5, especialmente con
concentraciones bajas de ambos farmacos. De hecho, mientras que con las
concentraciones mas altas de ambos farmacos se obtuvo apenas aditividad
(condiciones del tratamiento durante 24 horas), con concentraciones mas
bajas la sinergia fue evidente (condiciones del tratamiento durante 72 horas).
Estos datos tienen especial interés para posibles futuras aplicaciones
clinicas, ya que usando concentraciones mas bajas de cada farmaco, se
podran eliminar muchos de los efectos indeseados de la toxicidad
farmacoldgica, tan usual en el tratamiento de céncer.

También es importante resaltar que esta sinergia fue mas marcada
en aquellas lineas celulares que tenian mayor expresion de IGF1R, lo que
indica que estas lineas celulares podrian ser mas dependientes de esta

molécula para la supervivencia y proliferacion celulares.

En lo que se refiere al ciclo celular, la combinacién de ADW + IMA
no obtuvo resultados mejores que en los monotratamientos, pudiéndose
afirmar que los beneficios de este tratamiento combinado advienen de la
inhibicion de la proliferacién e induccion de la apoptosis, como se ha

verificado también por otros grupos (228, 412-415).

Ademas de los efectos comentados, la combinaciéon de ADW+IMA
también fue efectiva en reducir los niveles de VEGF, resaltandose de nuevo
los beneficios de la terapia combinatoria. Este hecho tiene una importante

relevancia clinica ya que en estudios recientes se demostré que VEGF es el

177

c
©
%)
-
0
2
a




c
©
%)
-
0
2
a

Discusion

regulador mas importante de la angiogenesis en el SE y que por lo tanto es

una diana terapéutica en este tipo de tumores (404, 416-420).

Los datos obtenidos son importantes porque sugieren una posible
aplicacion de IMA en la terapia del SE. Aunque IMA sélo no tenga efectos
anti-proliferativos y pro-apoptoticos satisfactorios, cuando se combina con
ADW potencia la eficacia de la inhibicion de IGF1R.

Es cierto que, como se cita en la introduccion, se cuestione la
importancia de la sefalizacion de c-kit en el SE. Se ha visto incluso que
células tumorales de SE que expresaban c-kit eran insensibles al tratamiento
con IMA (421), lo que hacia creer que tendria poca importancia a nivel de la
terapia de SE. Sin embargo, y una vez que la mayoria de los sarcomas tiene
multiples loops autocrinos alterados, se cree que la utilizacion de IMA
cuando se combina con ADW (u otros inhibidores de RTKs) pueda ser
especialmente importante para bloquear eficazmente las diversas moléculas
“downstream” comunes a esos loops (como AKT, ERK 6 mTOR), sin que se

permita el “switching” de rutas.

5.2.2 Efectos de la combinacién de la inhibicion de IGF1R con

la terapia convencional del SE.

Como se verificd que el IGF1 es capaz de atenuar los efectos de la
terapia convencional del SE (208, 228), se decidié combinar también el ADW
con la DXR ¢ la VCR, dos de los farmacos mas utilizados en la terapia del
SE, con el fin de sensibilizar las lineas celulares del SE al tratamiento con

estos farmacos.

Se observé que el ADW realmente sensibiliza las células del SE al
tratamiento con estos farmacos, resultados también obtenidos por otros
grupos (208, 223). Estos resultados van en contra de lo que se ha descrito
para la combinacion del AEW (su derivado mejorado altamente selectivo

para IGF1R) con estos mismos farmacos (221), ya que en nuestros estudios
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la combinacién del ADW con DXR 6 la VCR es sinérgica para la inhibiciéon de
la proliferacién celular e induccion de apoptosis. Este hecho es de interés
clinico ya que la dosis de ambos farmacos se podra disminuir con la

combinacion, protegiendo los pacientes de SE de la toxicidad farmacologica.

En los estudios del crecimiento independiente de anclaje y
movilidad se verific6 que el ADW suprimia drasticamente el crecimiento de
colonias y la movilidad celular, incluso con concentraciones tan bajas cuanto
100nM. Las distintas combinaciones apenas tuvieron resultados aditivos.
Estos resultados sugieren el posible beneficio del uso de ADW in vivo,
estando probablemente involucrado en procesos de supervivencia

relacionadas con contacto célula-célula y célula-matriz (422-426).

De una manera global, con relacién a los resultados obtenidos con
la inhibicion de la ruta de IGF1R, se puede afirmar que la expresion y
activacion de IGF1R determinan, por lo menos parcialmente, la respuesta al
tratamiento con ADW, en las lineas celulares del SE. Es evidente que todos
los efectos detectados dependen de la linea celular tratada, siendo posible
plantear que seria importante estratificar los pacientes del SE en el momento
del diagnostico con respecto a la expresion y activacion tumoral de IGF1R.

Se ha descrito anteriormente una extensa expresion de IGF1R en
un sub-grupo de biopsias del SE, asociada a un alto grado de proliferacién y
fusiones EWS-FIli no-tipo 1 (P=0,015) (427). De este modo, seria de especial
interés la utilizacion de la combinacion ADW + IMA, DXR 6 VCR en aquellos
pacientes que presentasen alta tasa de expresion/activacion de IGF1R/fusion
EWS-FLI1 no tipol, los paciente que presentan exactamente peor prondstico
cuando son tratados con DXR 6 VCR (70, 71).

El analisis de la expresion de IGF1R en la rutina clinica puede no

ser suficiente para asegurar que este sea una diana terapéutica. Para
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asegurar el éxito de determinado inhibidor de la actividad cinasa en cancer,
es importante que se cumplan por lo menos tres requisitos:
1) que el receptor este constitutivamente activo, es decir,
fosforilado (por ligando 6 mutaciones activantes)
2) que la actividad de ese receptor sea importante para la
supervivencia celular

3) que el inhibidor esté disponible por via oral.

Los resultados obtenidos demuestran que el ADW cumple estos
requisititos en el SE y que su combinacion con IMA, DXR 6 VCR es una

fuerte alternativa terapéutica en el SE.

5.3 Identificacion del patrén de expresion proteica en lineas de SE
tratadas con ADW742 y/6 Imatinib.

Los resultados obtenidos con los estudios de la inhibicion de la ruta
de sefializacién de IGF1R, han traido a la luz la problematica de la existencia
de diferentes niveles de sensibilidad al tratamiento por parte de los pacientes
de SE, y la importancia de los diferentes contextos/mecanismos celulares

gue estan implicados en la ganancia de resistencia al tratamiento en SE.

Con los estudios de proteémica se pudo identificar un extenso panel
de proteinas cuyos niveles de expresion cambiaban tras el tratamiento con
ADW/IMA. Esas proteinas estan implicadas en diversos procesos celulares,
como la proliferacion, apoptosis, transcripcion, ciclo celular, respuesta al
stress, entre otros, confirmando una vez mas que la inhibicion de las rutas de
IGF1R/KIT tiene diversos efectos a nivel celular. A fecha de hoy, se han
detectado también cambios de expresion de proteinas relacionadas con los
mismos procesos celulares, en algunos estudios protedmicos basados en la
inhibicion de diversas rutas de sefializacion (428-432), pero solamente
tenemos conocimiento de un estudio proteémico basado en el SE (433),

publicado en 2007, en el que se estudiaron los efectos de la quercetina, un
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inhibidor de las HSPs, en neuroblastoma y SE, habiendo un cierto
paralelismo con los resultados obtenidos en esta tesis y que pasamos a

discutir a continuacion.

Algunas de las proteinas detectadas son bastante comunes en los
estudios de protedmica, como la actina, la PRDX1, la SET 6 la vinculina
(434-437), pero otras parecian ser bastante especificas de la inhibicion de
las rutas de IGF1R/KIT, como la PTD4, EBP1 6 RhoA (438-444). Fue
interesante verificar que muchas proteinas relacionadas con el stress tenian
su expresion alterada, asi como otras proteinas relacionadas con cancer
pero no descritas en el ambito del SE, como la Tau 6 la proteina Lupus LA
(445-450).

Con el andlisis de interaccién de rutas de sefializacion, fue posible
seleccionar un panel mas reducido de proteinas a estudiar, mas
detalladamente por WB y qRT-PCR, eliminando de este modo las proteinas
cuyos cambios se debian apenas a posibles artefactos de la técnica. Se han
seleccionado 8 proteinas que se encuentran en puntos clave, conectando
diversas rutas intracelulares importantes para la proliferacién y supervivencia

celulares y que se creyo ser las mas relevantes en el SE.

Con los estudios de las técnicas de WB y qRT-PCR se comprobd
gue, en primer lugar, los resultados obtenidos con los estudios de protedbmica
para las proteinas seleccionadas no eran apenas artefactos de la técnica
sino que la expresibn de esas proteinas en cuestibn se encontraba
realmente alterada tras el tratamiento.

En segundo lugar, y una vez mas, se comprobd que los resultados
obtenidos dependian de los tiempos de tratamiento y de la linea celular
tratada. De una manera global, los cambios tempranos fueron debidos a una
respuesta al stress, con incremento de la expresion de HSP90, HSP70 6
GRP75, cambios también detectados en otras lineas celulares de SE por

Zanini et al. (433). Los cambios mas tardios fueron, como esperdbamos
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(baséndonos en los resultados obtenidos anteriormente), debidos a la
inducciéon de la apoptosis y a la inhibicion de la proliferacion celular,
detectandose un incremento de p23 y una reduccion de RhoA. En ningun
momento se han detectado cambios significativos de la expresion de AKT 6
MTOR, por lo que se pone la hipétesis de que, por un lado, los principales
cambios que se producen tras el tratamiento con ADW/IMA se dan a nivel de
la fosforilacion de estas proteinas y no a nivel de su expresion y por otro lado
gue los niveles de expresion 6 el cambio de expresion son tan bajos que la
técnica de protedmica 2D no es capaz de detectarlos.

En la linea celular mas resistente al tratamiento (A673) se ha visto
principalmente un estimulo de la respuesta al stress a tiempos bajos y en la
linea mas sensible (A4573) un aumento de expresion de las proteinas

relacionadas con la apoptosis y proliferacion.

En base a estos resultados, nos planteamos las siguientes
preguntas: ¢cual seria la importancia de los mecanismos de respuesta al
stress en el SE? y ¢.cudl seria su relacion con la ganancia de resistencia al
tratamiento? puesto que se sabe de la sensibilidad de las células
cancerigenas al tratamiento con diferentes farmacos y que depende de
varias moléculas, incluyendo también las de la respuesta al stress (274, 278,
354).

En estos estudios se ha visto que los tratamientos con ADW/IMA
indujeron cambios en la expresion, no de una, sino de varias proteinas
involucradas en diferentes niveles de formacion del complejo de
“chaperoning”. Se indujo un cambio de expresion, no tan sélo de las HSP70
y HSP90, que estan involucradas en la formacion del complejo de respuesta
al stress temprano e intermedio (271), respectivamente, como también de
p23, una proteina que esta involucrada en la maturacibn del mismo
complejo, dando fuerza a la hipotesis de que los mecanismos de respuesta

al stress tendrian un papel importante en el SE.
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Basandonos en todos estos datos se plante6 un estudio mas

detallado de la implicacion de la respuesta al stress en el SE.

5.4 Implicacion de HSP90 en Sarcoma de Ewing

Con los resultados obtenidos en los estudios de protedmica, WB y
gRT-PCR, se tenian 4 evidencias que indicaban la posible importancia de
HSP90 en el SE:

1) el mayor grupo de proteinas con cambios de expresion fue

el de la respuesta al stress;

2) HSP90 ha aparecido 4 veces conectando las rutas de
interaccion en el estudio con el software Ingenuity;

3) HSP90 fue una de las proteinas cuya expresion cambio en
ambas lineas celulares, tanto a nivel del ARNm como de la
proteina, sugiriendo un mecanismo de respuesta celular
comunenel SEy

4) HSP90 fue precisamente una de las proteinas sobre-
expresadas en los variantes celulares de TC-71 resistentes

a ET-743, como esté descrito por Manara et al. (451).

Con la obtencion de estos datos, se decidi6 estudiar la

expresion/funcion de HSP90 en un panel de 5 lineas de SE.

5.4.1 Expresion de HSP90 en lineas celulares de SE

Se ha verificado que la expresion de HSP90 se incrementaba en las
lineas A673 y TTC466, que fueron precisamente las lineas celulares mas

resistentes al tratamiento con ADW/IMA, a las 24 horas de tratamiento.

Con estos datos, se puede, por lo menos en parte, explicar la

resistencia de estas lineas celulares a la inhibicion del IGF1R/c-KIT. Cabe la
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posibilidad de que estas lineas celulares hayan desarrollado de algiin modo
un mecanismo de respuesta al stress, que esté contra-balanceando los
efectos del tratamiento con estos farmacos, que se inicia en fases tempranas
del tratamiento (24 horas) y que las haga mas resistentes que a las demas
lineas celulares. Estos mecanismos se han descrito para diversos tipos de
tumores, como el cdncer de mama, el mieloma multiple y el cancer de colon,
entre otros (452-455), pero, por lo menos en nuestro conocimiento, nada se

ha descrito para el SE.

Es importante resaltar que los diferentes niveles de sensibilidad al
tratamiento no se han podido correlacionar con el tipo de translocacion EWS-
ETS de cada linea celular 6 con los cambios secundarios ya descritos en el
SE, como la pérdida de p16/INK4 6 la mutacion de p53 (101, 145, 149, 384-
386, 456), dejando apenas la induccion de los mecanismos de respuesta al

stress como explicacion posible para ello.

Basandonos en estos resultados, nos planteamos cuales serian los

efectos de la inhibicion de HSP90 en el mismo panel de lineas de SE.

5.4.2. Inhibicion de HSP90 en lineas celularesde S E.

Para inhibir HSP9O0 se utiliz6 el derivado de la geldanamicina, el 17-
AAG, descrito en detalle en la introduccién, en el punto 1.3.2..

Hasta esta fecha, se han publicado numerosos estudios en los que
se ha verificado que ésta nueva molécula tiene multiples efectos en variados
tipos de céancer, siendo, s6lo a titulo de ejemplo, capaz de inhibir la
proliferacion de sarcoma sinovial y cancer de ovario, regular la ruta de AKT e
inducir una parada de ciclo celular y muerte celular en linfoma de Hodgkin 6
controlar las sefales proliferativas/apoptoticas en mieloma multiple vy
leucemia mieloide aguda (390, 457-460).
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Se verificd que el tratamiento con 17-AAG inducia una disminucion
de la proliferacion de un modo dosis-dependiente en todas las lineas de SE y
un incremento de la apoptosis, especialmente en aquellas lineas resistentes
al tratamiento (A673 y TTC466). Estos resultados estdn de acuerdo con los

datos publicados por otros grupos, en otros tipos de tumores (390, 458-464).

Se podria argumentar que las diferencias de sensibilidad al
tratamiento se deberian al hecho de que, por ejemplo, A673 tenga una
mutacion en el gen BRAF (456), lo que le haria mas sensible a la inhibicion
de HSP90. Sin embargo, TTC466 tiene una respuesta similar y no tiene ni
esa mutacion ni otro tipo de cambio (como la mutacién de p53 (145) 6 la
pérdida de p16/INK4 (149)) que pueda explicar estos resultados y no se han
encontrado tampoco en la bibliografia otro tipo de cambios que puedan
explicar estos resultados, lo que sugiere independencia de cambios
genéticos de estas lineas celulares. También se considera que estos
resultados son independientes del tipo de transcrito, ya que TTC466 tiene un
tipo de fusion diferente de la de A673, y tiene comportamiento similar,
mientras que TC-71 tiene el mismo tipo de fusibn que A673 y tiene
comportamiento diferente de A673.

Por otro lado, las lineas sensibles al tratamiento con ADW y/é IMA
se mostraron poco alteradas bajo tratamiento con 17-AAG, lo que se puede
explicar por el hecho de que al no tener el mecanismo de respuesta al stress
desarrollado, sean insensibles a este tipo de tratamiento, algo también

detectado por Zanini et al. (433).

Los efectos antiproliferativos/pro-apoptéticos de 17-AAG en las
lineas de SE han podido explicarse con los estudios de WB e IP para
HSP9O.

Con estos estudios se ha demostrado que el tratamiento con 17-
AAG reguld la expresion de IGF1R, KIT y AKT al reducir su interaccion fisica

con HSP90. También se ha reducido la fosforilacion de AKT, mTOR vy
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MAPK42/44 y, por lo tanto, la inhibicion de la proliferacion y la induccion de
apoptosis, se han dado, por lo menos en parte, por la inhibicion de estas
rutas de sefializacion.

La interaccidn fisica de HSP90 con KIT y AKT ha sido descrita con
detalle anteriormente (271, 465), por lo que eran de esperar los resultados
obtenidos (AKT es una proteina cliente de HSP90 y 17-AAG disminuye los
niveles de expresion de KIT (463)).

Aungue se hayan descrito muchos receptores hormonales 6 TK
como proteinas cliente de HSP90 (271, 280, 282, 306, 458, 466), y muchos
grupos hayan demostrado la inhibicion de IGF1R tras el tratamiento con
inhibidores de HSP90 (459, 467, 468), hasta la fecha IGF1R todavia no se
ha descrito como proteina cliente de HSP90.

En los estudios realizados, se demuestra claramente esta
interaccion fisica por inmunoprecipitacién, aunque seria interesante tener un
estudio termodindmico y cinético que detallase la interaccion HSP90-IGF1R.
Este hallazgo es de especial interés ya que la ruta de sefalizacion de IGF1R
es de gran relevancia en la patogénesis de los sarcomas (157, 166, 218,
269, 469, 470).

En base a los datos obtenidos, se pueden sugerir dos posibles de

mecanismos de resistencia al tratamiento:

1) La funcién de IGF1R/KIT es mantenida tras el tratamiento por
su interaccion con HSP90 y /6

2) HSP90 también esta confiriendo resistencia a través de otras
rutas relacionadas con la proliferacion y apoptosis al

estabilizar proteinas cliente como AKT 6 KIT.

Confirmada la implicacién de HSP90 en las lineas de SE, se decidié
estudiar si su inhibicion realmente sensibilizaba las lineas resistentes al
tratamiento con ADW/IMA.
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5.5 Efectos de la combinacion de la inhibicion HSP9 0 con la de IGF1R 06 c-
kit en el SE.

Como se ha citado anteriormente, el hecho de que los tumores
malignos sean el resultado de un conjunto de mdultiples cambios genéticos,
hace que la mono-terapia sea ineficaz por la presencia de rutas de
sefalizacion colaterales. De este modo es interesante usar la inhibicion de
las HSP combinada con otro tipo de farmacos, de manera que reduzca la
resistencia adquirida por las células tumorales a lo largo de la progresion
maligna al tratamiento convencional.

Por todo ello, se consider6 que el tratamiento con 17-AAG podria
mejorar la susceptibilidad de las células del SE al tratamiento con ADW/IMA,
al inhibir varias proteinas involucradas en la sefializacion de supervivencia y
resistencia al tratamiento, especialmente en las lineas A673 y TTC466,

ampliamente insensibles a ambos farmacos.

Los resultados obtenidos confirmaron esta hipdtesis y demostraron
gue el disefio de las combinaciones de diferentes fArmacos puede ser muy
eficiente, siendo necesaria una combinacion especifica para cada
tejido/célula.

Se verificd que el tratamiento con 17-AAG sensibilizaba las lineas de
SE a los efectos anti-proliferativos y pro-apoptéticos de ADW/IMA,
especialmente en A673 y TTC466, en las cuales se obtuvieron efectos
sinérgicos.

Estos datos se corroboran con algunos estudios publicados, donde se
verificd que el 17-AAG inhibia la proliferacion de no sélo lineas celulares de
GIST, AML y CML (Leucemia Mieloide Aguda y Croénica) resistentes a
Imatinib sino también de lineas celulares de SE y sarcoma sinovial y que su
combinacion con IMA tenia efectos bastante satisfactorios, en algunos casos
sinérgicos (388, 460, 463, 471-473). En lo que respecta a la combinacién de

17-AAG con la inhibicién de IGF1R, poco se ha publicado hasta el presente
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momento, sabiéndose apenas que el tratamiento con 17-AAG afecta a la ruta
de IGF1R en MM, cancer de pancreas y de mama (356, 459, 474) y que su
combinacién con inhibidores de mTOR (rapamicina) tiene efectos sinérgicos
en MM (389). De todos modos, y en el ambito del SE, se sabe que la
inhibicion de las HSPs sensibiliza las células de SE a los efectos de la
doxorubicina (433) y el cisplatino (467), con efectos sinérgicos, y que
presenta resultados prometedores en la terapia de pacientes con tumores
soélidos (475).

Aunque, como se ha referido anteriormente, la relevancia de KIT sea
cuestionable en el SE (155), los resultados obtenidos sugieren que una
posible combinacién de IMA con 17-AAG podria tener una aplicacion clinica
interesante en estos casos. Ademas, podra ser también aplicable mas alla
del SE, especialmente en los casos de GIST 6 dermatofibrosarcoma
protuberans resistentes a IMA, inhibiendo la accién de HSP90, lo que da auln
mas fuerza a los resultados obtenidos.

Para comprobar los resultados observados con el 17-AAG vy
también la hipotesis de que HSP90 estaria realmente implicada en la
resistencia al tratamiento con ADW/IMA, se han realizado estudios
adicionales con HSP90-siARN en aquellas lineas mas resistentes a los
efectos de la inhibicion de IGF1R/c-kit y se indujo la sobre-expresion de
IGF1IR con un clon de HSP90 en aquellas lineas méas sensibles al

tratamiento.

Con ambos estudios se ha comprobado que la hipétesis propuesta

era correcta.

Con los estudios de la inhibicion de HSP90 con siARN, en primer
lugar, se comprobdé que los efectos de 17-AAG eran especificos de la
inhibicibon de HSP90 y no debidos a efectos inespecificos de toxicidad

farmacoldgica. En segundo lugar, se comprobé que la inhibicion de HSP90
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realmente sensibilizaba las lineas resistentes al tratamiento con ADW/IMA,

tanto a nivel de efectos anti-proliferativos como pro-apoptéticos.

Por otro lado, al inducir la expresion de HSP90 con el clon HSP90
en las lineas sensibles al tratamiento con ADW/IMA, se pudo incrementar su
resistencia a este tratamiento, alcanzandose niveles de completo bloqueo de
la apoptosis, y alta estimulacién de la proliferacién, confirmandose de nuevo
la hipdtesis de que el desarrollo de la respuesta al stress es un mecanismo
de resistencia al tratamiento, algo que hasta el momento no se habia

descrito en el SE.

En los estudios de los xenografos de SE, se verificd que las células
tumorales de A673 respondian bastante bien al tratamiento con 17-AAG,
solo 6 combinado con AEW.

Los estudios inmunohistoquimicos demostraron una posible
degradacién de las proteinas clientes de HSP9O0 tras el tratamiento, lo que
explica el efecto del retraso en el crecimiento tumoral, que fue también

descrito por Banerji et al., Mitsiades et al. y Williams et al. (390, 459, 476).

En el caso de la combinacién, hasta esta fecha no se conocen
datos descritos por ningun otro grupo modelos in vivo. En estos casos la
inhibicion de HSP90 no tan solo redujo la tasa del crecimiento tumoral sino
que también redujo el tamafio de los tumores durante el experimento,
confirmando la sugerencia de una posible aplicacion de la combinacion de la
inhibicion de HSP90+IGF1R en el tratamiento del SE.

Con los resultados obtenidos, se ha demostrado claramente que

HSP90 es una posible diana terapéutica en el SE, y por ello podemos decir

gue se ha descrito por primera vez en este trabajo, y a su vez afirmar que
esta involucrado en mecanismos de resistencia al tratamiento en el SE.

Su inhibicion es sinérgica con el tratamiento con ADW/IMA, y por lo

tanto, de valor terapéutico en el SE.
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En base a los ensayos clinicos iniciados recientemente, usando
inhibidores de IGF1R, se sugiere la evaluacion de la expresion de HSP90

como un factor predictivo de la respuesta al tratamiento.

Es interesante resaltar que la inhibicibn de HSP90 podra tener
efectos mucho mas amplios a nivel del cancer, ya que sus proteinas cliente
incluyen proteinas que contribuyen en todos los 6 facetas moleculares del
cancer:

1) auto-suficiencia en las sefales de crecimiento,

2) insensibilidad a las sefiales anti-crecimiento,

3) evasion de apoptosis,

4) angiogenesis sostenida,

5) invasién de tejidos y metéastasis y

6) potencial replicativo ilimitado,

Por todos estos factores nos planteamos cuales seran los beneficios

gue se obtendran con este nuevo modelo de tratamiento en cancer.

5.6 Comprobacion de los resultados obtenidos en mue stras clinicas de

pacientes de SE.

En dltimo lugar, para correlacionar los datos obtenidos en esta tesis
doctoral con la clinica de SE vy verificar la aplicabilidad de las hipétesis
propuestas, se estudio la expresion de las proteinas mas relevantes en estos

estudios en un panel de muestras clinicas de SE.

5.6.1 Comprobacion de los estudios de la inhibicién de IGF1R
Se comprob6é que ambos receptores, IGF1R y c-kit se encontraban

expresados en mas de la mitad de las muestras clinicas analizadas,

coincidiendo asi en lo que se ha descrito ya en la literatura publicada (155,
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192, 427, 477-479), confirmando por todo ello la posible aplicabilidad del
tratamiento con ADW (U otros inhibidores de IGF1R) y/6 IMA en el SE.

Se han detectado diferentes niveles de expresion de IGF1R en las
muestras analizadas, lo que corrobora la hipotesis de que los pacientes de
SE tengan diversos niveles de activacion de esta ruta de sefializacion. Este
dato es especialmente importante porque aquellos pacientes que tengan
niveles de expresion/activacion mas bajos del receptor serdn menos
sensibles al tratamiento con inhibidores de IGF1R vy, por lo tanto, serd muy
atil el andlisis de la expresion de IGF1R en la rutina clinica como factor

predictivo de la respuesta a la terapia.

Por dificultades técnicas (especialmente por la pérdida de
fosforilacion de las muestras durante su procesamiento) no se pudo estudiar
la activacion de la ruta de IGF1R, ya que no ha sido posible detectar la

fosforilacion de IGF1R 6 AKT en las muestras clinicas.

En lo que respecta a la expresién de AKT, todas las muestras han
tenido reactividad nula, pero se cree que estos resultados no son reales sino
falsos negativos, especialmente porque Mora et al. (480) han descrito un
estudio clinico en el cual se detectaba un 85% de positividad para AKT en
muestras clinicas de SE.

De todos modos, ha sido posible detectar y analizar la expresion y
fosforilacion de m-TOR, obteniéndose un 36,4% de expresiéon y un 37,5% de

activacion basal.
Es importante resaltar que las muestras analizadas se han tomado

antes del tratamiento, por lo que no se pudo hacer un estudio de la posible

aplicacion de pAKT/m-TOR para monitorizar la respuesta al tratamiento.
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5.6.2 Comprobacion de los estudios de la implicaci6  n de HSP90
en el SE

De modo analogo a lo obtenido en los estudios con las lineas
celulares del SE, se detectd un subgrupo significativo de muestras clinicas
con expresion difusa de HSP90.

Esto no esta obviamente relacionado con ningun tipo de respuesta al
stress ya que estas biopsias se han tomado antes del tratamiento. De todos
modos, este dato es importante ya que sugiere que los mecanismos de
respuesta al stress ya estdn activos en algunos pacientes de SE en el
momento del diagnédstico, y subraya la importancia de estudiar los niveles de
expresion de HSP90 en muestras de pacientes incluidos en los ensayos
clinicos que usen agentes bloqueantes de IGF1R. En esos pacientes, la
sobre-expresion de HSP90 podria ser un marcador de resistencia al
tratamiento a esos mismos agentes blogueantes. Es interesante verificar que
casi un 80% de las muestras positivas para HSP90 también tenian IGF1R
expresado. Sin embargo, apenas un 50% de las muestras con positividad
para IGF1R mostraban positividad para HSP90, lo que evidencia una vez
mas la importancia de estudiar los niveles de expresion de HSP90 en los
pacientes incluidos en los ensayos clinicos que usen agentes bloquentes de
IGF1R.

Revisando todos los datos obtenidos, se pueden formular las

siguientes conclusiones:
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CONCLUSIONES:

1. El IGF1R y los componentes de su ruta de sefializaciébn se encuentran
expresados en las lineas celulares de SE y en los tumores humanos, de
manera constitutiva y constante. Los niveles de expresion y activacion

basales de este receptor dependen de cada linea celular/paciente.

2. La estimulacion con el ligando IGF1 desencadena la transmisién de
sefales a través de las rutas de sefalizacion intracelular de AKT y
MAPK42/44.

3. El ADW742 es capaz de inhibir la fosforilacion de IGF1R, de manera

dosis dependiente, inhibiendo también su transduccion de sefiales.

4. Los efectos de ADW742 en los componentes del bucle de IGF1R
dependen de los niveles de expresion y activacion basal de este receptor

en cada linea celular.

5. El blogueo de IGF1R con ADW742 conlleva a una inhibicion de la
proliferacion, induccion de la apoptosis y parada del ciclo celular de las
lineas celulares del SE. También reduce significativamente la movilidad
celular y el crecimiento independiente de anclaje de las lineas celulares
de SE.

6. La combinacion de ADW742 con Imatinib tuvo efectos sinérgicos a nivel

de la inhibicion de la ruta de AKT/mTOR, lo que explica el incremento
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observado en los efectos anti-proliferativos y pro-apoptoticos del

tratamiento, junto con la reduccion de los niveles de VEGF secretados

para el medio extracelular.
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7.

10.

11.
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Los efectos de la combinacién ADW+IMA han dependido de los niveles
de expresion/activacion basal de IGF1R de cada linea -celular,
confirmando la necesidad del estudio de esta molécula como factor
predictivo de la respuesta a la terapia para estratificar los pacientes de
SE.

El bloqueo de IGF1R con ADW742 ha sensibilizado las lineas celulares
del SE a los efectos de los agentes quimioterapicos convencionales, la
Doxorubicina y la Vincristina, con efectos sinérgicos a nivel de la

inhibicién de la proliferacion e induccién de apoptosis.

Los estudios de protedmica, WB y gRT-PCR han demostrado que el
tratamiento con ADW/IMA afecta a diversas proteinas involucradas en
diferentes procesos celulares. Los efectos obtenidos han dependido
ampliamente de los tiempos de tratamiento y de la linea celular tratada,
confirmando la existencia de diferentes niveles de sensibilidad al
tratamiento, que son de extrema importancia en el suceso de la terapia
del SE.

HSP90 se expresa en todas las lineas de SE y en un subgrupo
significativo de muestras clinicas, siendo su expresion incrementada tras
tratamiento con ADW/IMA, en fases tempranas, en las lineas celulares

resistentes al tratamiento.

La inhibicibn de HSP90 con 17-AAG indujo una disminucion de la
proliferacion e incremento de apoptosis en todas las lineas de SE, siendo
especialmente eficaz en las lineas resistentes al tratamiento con
ADWI/IMA. Esto se debe a que el 17-AAG esta inhibiendo la funcién de
“chaperona” de HSP90, llevando a una mayor degradacion de algunas
proteinas cliente de HSP90, como AKT, KIT e IGF1R (por primera vez

descrita como proteina cliente de HSP90).
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12.

13.

14.

La inhibicion de HSP90 sensibilizé las lineas celulares de SE resistentes
al tratamiento con ADW/IMA a los efectos de estos farmacos,
obteniéndose sinergia a nivel de la reduccion de la proliferacion celular e
induccion de apoptosis, (mas marcada en estos casos de que en las

lineas sensibles).

La sobre-expresion de HSP90 en las lineas de SE sensibles al
tratamiento con ADW/IMA indujo una resistencia a los efectos anti-
proliferativos y pro-apoptoticos de estos farmacos, confirmando que el
desarrollo de la respuesta al stress es un mecanismo de resistencia al
tratamiento en el SE, factor a tener en cuenta a la hora de planear la
terapia de estos pacientes, siendo de especial interés evaluar en ese

momento los niveles de expresion de HSP9O.

Los tumores obtenidos en los modelos in vivo han respondido bien al
tratamiento con 17-AAG. Se redujo la tasa del crecimiento tumoral y, en
el caso de la combinacion de 17-AAG+AEW, se obtuvo incluso una

reduccion del tamario tumoral.
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Abreviaturas

17-AAG - 17-N-allylamino-17-demethoxygeldanamycina

A/N - apoptosis/necrosis

ADP - adenisina bifosfato

ADW - ADW742

AEW - AEW541

ADN - acido desoxirribonucleico

ARN - acido ribonucleico

ATP - adenosine trifosfato

AV - anexina V

BSA - albumina bovina sérica

DMSO - dimetilsufoxido

DXR - Doxorubicina

EFST - Familia de los Sarcomas de Ewing

FISH - Hibridacion fluorescente in situ

GIST - tumores del estroma gastrointestinal

HSP90 - proteina de choque térmico de 90 kDa

HSP - proteinas de choque térmico

IC - indice de combinacion

IC50 - valor de la concentracién de un determinado farmaco que induce
una inhibicion del 50% de la proliferacién, apoptosis, fosforilacion,
etc.

ICQ - inmunocitoquimica

IGF1 - factor de crecimiento similar a insulina

IGF1R - receptor del factor de crecimiento similar a insulina

IGFBPs - proteinas de union a IGF

IMA - Imatinib

IP - inmunoprecipitacion

IP - ioduro de propideo

IRS - sustrato del receptor de insulina

MAPK - proteina cinasa activada por mitogeno
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MTOR - proteina diana de la rapamicina de mamiferos
ON - durante la noche (over-night)

PC - proteina cliente

PNET - Tumor neuroectodérmico primitivo

RTK - receptor tirosina cinasa

RT-PCR - Retrotranscripcion-Reaccion en cadena de la polimerasa
SBF - suero bovino fetal

SCF - factor de crecimiento de las células madre

SE - Sarcoma de Ewing

siARN - ARN pequefios de interferencia

ST - solucion de trabajo

TA - temperatura ambiente

TK - tirosina cinasa

TL - tampdn de lisis

TMA - Microarray de tejidos

TT - tampon de transferencia

VCR - Vincristina

VD -vector de destino

VEGEF - factor de crecimiento vascular endotelial

WB - western blotting
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