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Resumen

La familia de receptores tirosina quinasa ERBB/HER en mamiferos esta formada por EGFR,
HER2, HER3 y HERA4, que son activados por los mas de cuarenta ligandos de la familia del factor de
crecimiento epidérmico conocidos actualmente. Esta familia de receptores y sus ligandos juegan un
papel importante en la oncogénesis y en la progresion tumoral del cancer de mama. El desarrollo de
terapias dirigidas contra estos receptores ha mejorado tanto el pronostico como la calidad de vida de
las pacientes. Sin embargo, la diseminacion metastasica de las células de cancer de mama vy la
generacion de resistencias a los tratamientos empleados en la préctica clinica son los responsables de
que esta enfermedad todavia sea incurable. Por este motivo, en el presente proyecto de tesis doctoral
nos planteamos como objetivo general la blsqueda de nuevas estrategias terapéuticas en cancer de

mama que pudieran bloquear o revertir estas situaciones.

Algunos estudios llevados a cabo en nuestro grupo han conducido a la implicacion de las
neuregulinas (ligandos de HER3 y HER4) en la diseminacion metastasica de las células de cancer de
mama. La activacion de los receptores ERBB/HER tras la estimulacion con neuregulina desencadena
un aumento en la producciéon de la metaloproteasa de matriz 13, que facilita la diseminacion
metastésica de las células de cancer de mama. En este trabajo mostramos que el inhibidor tirosina
quinasa dasatinib inhibe la produccion de la metaloproteasa de matriz 13 inducida en respuesta a la
estimulacion con neuregulina, bloqueando la diseminacion metastasica promovida por estos ligandos

de la familia de receptores ERBB/HER en cancer de mama.

El anticuerpo monoclonal humanizado anti-HER2 trastuzumab representa una estrategia
terapéutica que ha mejorado considerablemente la supervivencia de las pacientes con cancer de mama
HER?2 positivo. Sin embargo, uno de los principales problemas de esta terapia dirigida contra HER2
consiste en la aparicion de resistencias al tratamiento. Una vez instaurada dicha resistencia, se pueden
emplear pocas herramientas farmacol6gicas para frenar la progresion de la enfermedad. En este
trabajo proponemos la inhibicion farmacolégica de la via ubiquitina-proteasoma de degradacion de
proteinas al nivel del proteasoma como una opcidn terapéutica para revertir la resistencia a

trastuzumab en células de cancer de mama HER? positivo.






ABREVIATURAS







Abreviaturas
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Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (antibody-dependent cellular
cytotoxicity)

Anfiregulina

Coleccidn americana de cultivos tipo (American Type Culture Collection)
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Administration)
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Glutation S transferasa
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RTK
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Introduccion

1. RECEPTORES ERBB/HER

Los receptores ERBB/HER juegan un papel fundamental en el desarrollo embrionario y en el
mantenimiento de la homeostasis tisular en el adulto (Olayioye et al., 2000). La activacion de estos
receptores esta controlada por la expresion espacial y temporal de sus ligandos (Hynes y Lane, 2005).
La desregulacion de la sefializacion intracelular desencadenada a través de los receptores ERBB/HER
estd implicada en la oncogénesis y en la progresion tumoral (Arteaga y Engelman, 2014), motivo por
el cual esta familia de receptores, junto con sus ligandos, ha despertado un gran interés en el campo de

la investigacion en cancer.

La familia de receptores ERBB/HER constituye la subclase | de la superfamilia de receptores
tirosina quinasa (RTKSs, receptor tyrosine kinases). En mamiferos esta familia estd compuesta por
cuatro miembros (Figura 1): el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, epidermal
growth factor receptor, también llamado receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 1
(HER1, human epidermal growth factor receptor 1) o ERBB1), HER2 (ERBB2 o NEU), HER3
(ERBB3) y HER4 (ERBBA4).

EGFR HER2 HER3 HER4
|

Region I i Il
extracelular I&" v l m _" i
v v IV

- 000 00000000007 000000000000 0000 RRSRErARDORRRRRY
Region ] | 7l )
transmembrana ] { I (|
9000729000000000+0080000000390000000000500000000
.... Dominio
Region quinasa
intracelular . Cola
C-terminal

Figura 1. Representacion esquematica de la familia de receptores ERBB/HER en mamiferos. Esta
familia esta compuesta por cuatro miembros, cada uno de los cuales esta formado por una regién extracelular,
una regién transmembrana y una regién intracelular. La region extracelular esta formada, a su vez, por cuatro
subdominios (I-1V), mientras que la region intracelular contiene el dominio con actividad tirosina quinasa y la
cola C-terminal con numerosos residuos fosforilables, que median la interaccion con una gran variedad de
moléculas de sefializacion intracelular.

El primero de los cuatro miembros de la familia en ser descrito fue EGFR, que se identificd
originalmente como el producto de un oncogén debido a su homologia con la proteina retroviral v-
erbB, que permite al virus de la eritroblastosis aviar transformar células de pollo (Downward et al.,
1984). Un afio después, se describio la secuencia de un RTK que presentaba una gran homologia con
EGFR y que se denomind HER2 (Coussens et al., 1985). De manera simultanea, este nuevo receptor
se encontrd amplificado en carcinomas mamarios humanos y se denomind ERBB2 por su homologia

con la proteina retroviral v-erbB (King et al., 1985). Posteriormente, se describieron los otros dos

13



Introduccion

miembros de la familia, HER3 (Kraus et al., 1989) y HER4 (Plowman et al., 1993), los cuales

también estan implicados en procesos tumorales, como veremos mas adelante.

1.1. Estructuray activacion de los receptores ERBB/HER

Los receptores ERBB/HER son glicoproteinas transmembrana que presentan una estructura
formada por un dominio o region extracelular de unién al ligando, una Unica regién lipofilica
transmembrana y una larga cola citoplasmatica o region intracelular, que contiene tanto el dominio
con actividad tirosina quinasa como numerosos residuos susceptibles de ser fosforilados en el extremo
C-terminal (Figura 1) (Linggi y Carpenter, 2006). La region extracelular esta formada, a su vez, por
cuatro subdominios (I-IV) con abundantes glicosilaciones y puentes disulfuro, que presentan dos
conformaciones diferentes en funcién de la presencia o ausencia del ligando (Figura 2) (Burgess et al.,
2003). En ausencia del ligando, el subdominio II interacciona con el subdominio IV dando lugar a una
conformacion cerrada o inactiva, en la que queda escondido el brazo de dimerizacion localizado en el
subdominio 1l (Burgess et al., 2003). La union del ligando al receptor a través de los subdominios |y
I11 induce un cambio conformacional que da lugar a una conformacion abierta o activa con el brazo de
dimerizacion expuesto (Burgess et al., 2003). La exposicion del brazo de dimerizacion es fundamental
para la activacion de los receptores ERBB/HER, que se produce por dimerizacion entre miembros
idénticos (homodimerizacion) o diferentes (heterodimerizacion) de la misma familia (Linggi y
Carpenter, 2006). La dimerizacion desencadena la activacion del dominio con actividad tirosina
quinasa y la autofosforilacion de residuos de tirosina presentes en el extremo C-terminal (Linggi y
Carpenter, 2006). Ademas, la activacion de los receptores también induce la transfosforilacion de
residuos de tirosina del receptor compariero del dimero (Zhang et al., 2006). Los residuos fosforilados
resultantes sirven como sitios de union de numerosas proteinas, cuyo reclutamiento da lugar a la
activacion de vias de sefalizacion intracelular (Olayioye et al., 2000; Yarden y Sliwkowski, 2001;
Schlessinger, 2004; Normanno et al., 2005; Hynes y MacDonald, 2009; Eccles, 2011; Roskoski,
2014).

Aunque esta descripcion general de la estructura y del mecanismo de activacion de los
receptores ERBB/HER es comun para los cuatro miembros de la familia, existen dos particularidades
importantes que atafien a los receptores HER2 y HER3. Por un lado, no se ha descrito ningn ligando
capaz de unirse con alta afinidad a la region extracelular del receptor HER2 (Klapper et al., 1999). Sin
embargo, este receptor se encuentra permanentemente en la conformacion abierta o activa con el
brazo de dimerizacion expuesto (Cho et al., 2003; Garrett et al., 2003), lo que le permite interaccionar
con los otros miembros de la familia actuando como correceptor (Riese et al., 1995; Pinkas-Kramarski
et al., 1996; Hynes y Lane, 2005; Linggi y Carpenter, 2006). De hecho, HER2 es el compafiero de

heterodimerizacion preferido por los demas miembros de la familia (Tzahar et al., 1996; Graus-Porta
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et al., 1997). Por otro lado, el receptor HER3 no presenta actividad quinasa intrinseca eficiente en su
cola citoplasmatica (Guy et al., 1994; Shi et al., 2010), pero puede transducir sefiales mediante su
interaccion con los otros receptores ERBB/HER (Pinkas-Kramarski et al., 1996; Citri et al., 2003;
Hynes y MacDonald, 2009; Arteaga y Engelman, 2014).

Conformacion Conformacion Homodimerizacion
cerrada o inactiva abierta o activa
Brazo de
dimerizacién .................................................... 2 . I I
expuesto i _ ‘II Ill
Brazo de i ’ I I
dimerizacion v
escondido
II.O..............I...ID 29000000000 000000000 000
Dominio
quinasa
COIa llllllll
C-terminal

Figura 2. Activacion de los receptores ERBB/HER por unién del ligando y dimerizacion. La union del
ligando a los subdominios 1y 11l induce un cambio conformacional en la region extracelular de los receptores,
que resulta en la exposicion del brazo de dimerizacion. Este paso es necesario para la formacion de dimeros
entre receptores idénticos (homodimerizacion) o diferentes (heterodimerizacion) de la misma familia y para la
subsiguiente activacion del dominio tirosina quinasa de los receptores. La activacion de este dominio conlleva
a la fosforilacion de residuos de tirosina en la cola C-terminal (representados con la letra P), que van a
desencadenar la activacion de vias de sefializacion intracelular.

1.2. Ligandos de los receptores ERBB/HER

Los ligandos responsables de activar a los receptores ERBB/HER pertenecen a la familia del
factor de crecimiento epidérmico (EGF, epidermal growth factor), dado que todos ellos poseen al
menos un motivo EGF en su estructura (Massagué y Pandiella, 1993; Harris et al., 2003). Este
dominio esta constituido por unos 50 aminodcidos, entre los que se incluyen seis residuos de cisteina
que establecen tres puentes disulfuro entre si (Harris et al., 2003). El dominio EGF es esencial para la
union correcta del ligando al receptor, de manera que los mutantes deficientes en este dominio son
incapaces de unirse a los receptores ERBB/HER (Wen et al., 1994). Ademaés, el dominio EGF es
suficiente para promover la activacion del receptor, como se ha descrito con las versiones

recombinante (Holmes et al., 1992) y sintética del mismo (Barbacci et al., 1995).

En la actualidad, se conocen més de cuarenta ligandos de la familia del EGF en mamiferos. La
unién de los distintos ligandos de la familia a los receptores ERBB/HER no se produce de manera
indiscriminada, sino que presentan cierta especificidad de receptor (Figura 3). De hecho, estos
ligandos pueden dividirse en tres grupos en funcion de su afinidad por los diferentes miembros de la
familia ERBB/HER (Anderson y Ahmad, 2002; Normanno et al., 2005). El primer grupo esta

formado por el EGF, el factor de crecimiento y transformacion de tipo alfa (TGFa, transforming
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growth factor alpha) y la anfiregulina (AR), los cuales se unen especificamente a EGFR. El segundo
grupo incluye la betacelulina (BTC), el factor de crecimiento epidérmico de unién a heparina (HB-
EGF, heparin-binding EGF), la epiregulina (EPR) y el epigen (EPG), que muestran afinidad dual por
los receptores EGFR y HERA4. El tercer grupo esta constituido por las diferentes isoformas de las
neuregulinas (NRGs, también llamadas heregulinas) y por caleb, que presentan distinta capacidad para
interaccionar con HER3 y HER4. Este grupo es el mas numeroso, ya que existen mas de treinta
isoformas de las NRGs en mamiferos (Falls, 2003; Breuleux, 2007; Hayes et al., 2007). La generacion
de esta gran variedad de NRGs es consecuencia del procesamiento alternativo del ARN mensajero de
cuatro genes (NRG1-4) (Falls, 2003; Breuleux, 2007; Hayes et al., 2007). Mientras que las isoformas
de las NRGs codificadas por los genes NRG1 y NRG2 tienen capacidad de union a HER3 y HER4, las
isoformas codificadas por NRG3 y NRG4 solo presentan capacidad de uniéon a HER4. Finalmente,
caleb se une especificamente a HER3. Como hemos comentado anteriormente, ninguno de los
ligandos de la familia del EGF es capaz de unirse a HER2 con alta afinidad. Sin embargo, se ha
descrito que un miembro de la familia de las mucinas, mucina 4 (MUC4), actta como un modulador

intramembrana de la actividad de HER2 (Ramsauer et al., 2003).

BTC
HB-EGF
EPR
EPG
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EGFR HER2 HER3 HER4

Figura 3. Ligandos de la familia del EGF y receptores ERBB/HER con los que interaccionan. Los
distintos ligandos de la familia del EGF van a promover patrones especificos de fosforilacion de los
receptores ERBB/HER, lo que, a su vez, va a dictar la duracion de los eventos de sefializacion intracelular y la
divergencia de las respuestas celulares.

Los ligandos de los receptores ERBB/HER son producidos como precursores transmembrana,
que posteriormente son procesados por la accion de proteasas de superficie dando lugar a la liberacion

de ligandos solubles (Massagué y Pandiella, 1993; Montero et al., 2000; Montero et al., 2002; Borrel-
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Pageés et al., 2003; Harris et al., 2003). Las proteasas involucradas en este proceso pertenecen a la
familia de las metaloproteasas y, en particular, a la familia ADAM (Blobel, 2005; Higashiyama et al.,
2008; Roskoski, 2014). Este procesamiento constituye un paso importante en el control de la
disponibilidad del ligando y en la subsiguiente activacion de los receptores (Hynes y Lane, 2005). El
procesamiento de los ligandos puede ser estimulado por diversos factores, incluyendo citoquinas que
se unen a receptores acoplados a proteinas G o a través de ligandos Wnt que se unen a los receptores
Frizzled (Eccles, 2011). Los productos liberados tras el procesamiento del precursor transmembrana se
han visto implicados en la activacion autocrina o paracrina de receptores ERBB/HER adyacentes,
mientras que los fragmentos intracelulares C-terminales remanentes pueden tener funciones
adicionales en la sefializacion intracelular (Higashiyama et al., 2008). Los ligandos que no han sido
procesados y que, por lo tanto, permanecen como precursores transmembrana también pueden
estimular los receptores ERBB/HER de las células adyacentes mediante un mecanismo de activacion

yuxtacrina (Eccles, 2011).

1.3. Sefalizacion intracelular a través de los receptores ERBB/HER

La activacion de los receptores ERBB/HER estimula mudltiples vias de sefalizacion
intracelular (Figura 4). Las dos vias de sefializacion intracelular principales activadas por los
receptores ERBB/HER son las vias de proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPKS, mitogen
activated protein kinases) y la via de fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K, phosphatidyl inositol 3-kinase)
(Olayioye et al., 2000; Yarden y Sliwkowski, 2001; Schlessinger, 2004; Normanno et al., 2005;
Hynes y MacDonald, 2009; Eccles, 2011; Roskoski, 2014). Las diferencias observadas en cuanto a la
potencia y a la cinética de activacion de la via de PI3K por los distintos miembros de la familia pueden
deberse a que PI3K se acopla directamente a HER3 y HER4, mientras que lo hace de forma indirecta
con los receptores EGFR y HER2 (Soltoff y Cantley, 1996). De hecho, HER3 es un activador de la
via de PI3K muy potente, ya que posee seis sitios de union para la subunidad reguladora p85 de PI3K
(Eccles, 2011). Otras vias importantes relacionadas con la sefializacion a través de estos receptores
incluyen a la fosfolipasa C gamma (PLCy, phospholipase C gamma), que es activada por EGFR y
HER2 participando en la generacion de segundos mensajeros (Hynes y Lane et al., 2005; Kadamur y
Ross, 2013; Roskoski, 2014); a las proteinas transmisoras de sefiales y activadoras de la transcripcion
(STATSs, signal transducer and activator of transcription proteins), las cuales se han asociado con la
activacion de EGFR en cancer (Grandis et al., 2000; Yu y Jove, 2004); a la tirosina quinasa SRC, cuya
actividad se ve incrementada a través de la sefializacion mediada por EGFR y HER2 (Ishizawar y
Parsons, 2004), y a la diana de la rapamicina en mamiferos (mTOR, mammalian target of rapamycin),
una serina/treonina quinasa que se activa por debajo de la via de PI3K y de otros reguladores del
crecimiento (Bjornsti y Houghton, 2004).
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La activacion de las distintas vias de sefializacion a traves de los receptores ERBB/HER
conlleva en Gltimo lugar a la induccion de diferentes respuestas bioldgicas, tales como la proliferacion,
diferenciacion, supervivencia, migracion, invasion o angiogénesis (Olayioye et al., 2000; Yarden y
Sliwkowski, 2001; Eccles, 2011). Como todas estas respuestas bioldgicas son criticas en el desarrollo
y en el mantenimiento de la homeostasis, no es sorprendente que las alteraciones en alguno de los
componentes de estas vias de sefializacion tengan como consecuencia la aparicion de patologias como

el cancer (Eccles, 2011; Arteaga y Engelman, 2014).

Receptores ERBB/HER
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Figura 4. Representacion esquematica de las vias de sefializacion intracelular activadas por los
receptores ERBB/HER. Aunque todos los receptores ERBB/HER comparten algunas de estas vias de
sefializacién intracelular, cada receptor modula preferentemente ciertas vias debido al acoplamiento de
distintas proteinas adaptadoras y efectoras especificas.

1.4. Conexion entre los receptores ERBB/HER y el cancer

Los receptores ERBB/HER estan implicados en el desarrollo de diversos tipos de cancer
mediante la hiperactivacion de su sefializacion, que puede estar inducida por la sobreexpresion o la

activacion constitutiva de los mismos (Yarden y Sliwkowski, 2001).

1.4.1. EGFR. La sobreexpresion de EGFR debida a la amplificacion del gen que lo codifica
se ha descrito en una gran variedad de carcinomas, incluyendo de cabeza y cuello, pulmén o mama, y
en otros tipos de tumores (Yarden y Pines, 2012). Ademas, esta sobreexpresion esta asociada con un

mayor grado histologico del tumor, un incremento de la proliferacién y una menor supervivencia de
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los pacientes (Yarden y Sliwkowski, 2001). En tumores cerebrales, la sobreexpresion de EGFR es una
alteracion genética muy frecuente y la amplificacion de EGFR se ha observado aproximadamente en
el 50 % de los gliomas de alto grado (Yarden y Pines, 2012). Asimismo, la amplificacion de EGFR en
glioblastoma esta asociada frecuentemente con deleciones de EGFR (Sugawa et al., 1990; Frederick et
al., 2000). Dentro de ellas, la delecion de los exones 2-7 en el dominio extracelular, que da lugar a la
variante constitutivamente activa del receptor EGFRVIII, se ha encontrado en el 40 % de los gliomas
de alto grado con amplificacion de EGFR (Sugawa et al., 1990). La segunda variante de EGFR més
comun en glioblastoma es EGFRc958. Esta variante, que carece de los aminoacidos 521-603, se ha
observado en el 20 % de los glioblastomas multiformes con amplificacion de EGFR (Frederick et al.,
2000). Finalmente, también se han identificado mutaciones somaéticas activadoras en el dominio
tirosina quinasa de EGFR en un conjunto de pacientes con cancer de pulmén no microcitico, que
responden muy bien a la inhibicion de la actividad tirosina quinasa del receptor (Lynch et al., 2004;
Paez et al., 2004; Pao et al., 2004).

1.4.2. HER2. La amplificacién de HER2 que da lugar a la sobreexpresién del receptor se
describié por primera vez en un subgrupo de tumores de mama (Slamon et al., 1987), pero también
ocurre en otros tipos de cancer, como gastrico, esofagico, de ovario o de glandulas salivales (Hynes y
Lane, 2005; Arteaga y Engelman, 2014). En cancer de mama la amplificacién de HER?2 tiene lugar
aproximadamente en el 20 % de los tumores y esta asociada con un mal pronéstico (Slamon et al.,
1987). Aungue tradicionalmente se ha asociado la sobreexpresién de HER2 con su activacion, se han
identificado algunas formas oncogénicas del receptor generadas por duplicaciones, inserciones o
mutaciones puntuales en su secuencia en varios canceres humanos (Arteaga y Engelman, 2014). Las
mutaciones sométicas descritas en HER2 son mutaciones sin sentido en los dominios extracelular y
tirosina quinasa del receptor, asi como duplicaciones o inserciones en una porcién del exon 20
(Arteaga y Engelman, 2014). Varios de estos mutantes presentan una sefializacién aumentada y estan
asociados a cancer de mama lobular, de vejiga, de endometrio, gastrico y adenocarcinoma de pulmén
(Arteaga y Engelman, 2014).

1.4.3. HER3. El receptor HER3 ha sido tradicionalmente asociado al cancer debido
principalmente a su papel como correceptor de HER2 y EGFR, al favorecer la sefializacion
oncogeénica a través de estos receptores (Arteaga y Engelman, 2014). Sin embargo, se han identificado
mutaciones somaticas en HER3 en un conjunto de tumores de mama y gastricos (Jaiswal et al., 2013).
La mayoria de estas mutaciones se localizan en la regién extracelular del receptor y confieren
potencial oncogénico independiente de la unién del ligando, pero dependiente de la
heterodimerizacion con HER2 (Jaiswal et al., 2013). Ademas, la sobreexpresion de HER3 tambien se
ha observado en distintos tipos de cancer, como gastrico, pancreatico, de cabeza y cuello, de mama, de
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ovario, de cuello uterino y melanoma, en los que esta asociada con un mal pronéstico (Ocana et al.,
2013).

1.4.4. HERA4. Se han identificado también mutaciones somaticas en HER4 en distintos tipos
de céncer, como gastrico, colorrectal, de mama, de pulmén no microcitico, adenocarcinoma de
pulmdn y melanoma, (Soung et al., 2006; Ding et al., 2008; Prickett et al., 2009). Estas mutaciones se
localizan en diferentes dominios del receptor, entre los que destacan el dominio extracelular y el
dominio tirosina quinasa (Soung et al., 2006; Ding et al., 2008; Prickett et al., 2009). Ademas, el
estudio en profundidad de las mutaciones sin sentido identificadas en melanoma ha revelado que todas
ellas resultan en un aumento de la fosforilacion del receptor, de su actividad quinasa y de la capacidad
transformante (Prickett et al., 2009). La sobreexpresion de HER4 también se ha observado en algunos
tipos de cancer, como el de mamay el de vejiga, en los que curiosamente se ha correlacionado con un
buen prondstico, a diferencia de lo que sucede con los otros miembros de la familia (Witton et al.,
2003; Memon et al., 2004).

1.5.  Conexion entre los ligandos de los receptores ERBB/HER y el cancer

La sobreproduccion de los ligandos de la familia del EGF es otro de los mecanismos por el
que algunos tumores activan de manera aberrante la sefializacion intracelular a través de los receptores
ERBB/HER (Yarden y Sliwkowski, 2001). Esta sobreproduccion puede tener lugar tanto en las
propias células tumorales como en las células del estroma circundantes (Arteaga y Engelman, 2014).
De todos los ligandos de la familia, la relevancia de TGFa en los procesos tumorales es la mejor
caracterizada. La sobreexpresion de TGFa se ha observado en distintos canceres humanos, como de
cabeza y cuello escamosos, de ovario, de pulmdn y colorrectal, en los que se correlaciona con un mal
pronostico de los pacientes cuando se asocia con la sobreexpresion de EGFR (Salomon et al., 1995;
Rubin Grandis et al., 1998). En cancer de pancreas, la sobreexpresion de TGFa se correlaciona con el
tamafio del tumor y con una disminucion de la supervivencia de los pacientes (Yamanaka et al., 1993).
El patron de expresion de TGFa en cancer de prostata parece cambiar a medida que la enfermedad
progresa, pasando de ser expresado por las células del estroma en las etapas iniciales del cancer de
prostata dependientes de androgenos, a ser expresado por las células tumorales en las etapas avanzadas
de independencia de androgenos (Scher et al., 1995).

1.6. Terapias dirigidas contra los receptores ERBB/HER

El papel central de los miembros de la familia ERBB/HER en cancer, junto con la
accesibilidad para su manipulacion extracelular y el amplio conocimiento de su funcién bioldgica, han
posicionado a estos receptores como una diana atractiva para su intervencion farmacologica (Yarden y

Sliwkowski, 2001). De hecho, se han realizado numerosos esfuerzos para el desarrollo de terapias
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dirigidas contra los receptores ERBB/HER (especialmente contra EGFR y contra HER?2), las cuales
han demostrado su eficacia clinica en distintos tipos de cancer (Tabla 1), mejorando tanto el
prondstico como la calidad de vida de los pacientes (Cai et al., 2010; Roskoski, 2014). La mayoria de
estas terapias pertenecen a dos categorias, que consisten en anticuerpos monoclonales y en inhibidores
tirosina quinasa (TKIs, tyrosine kinase inhibitors). En los ltimos afios esta emergiendo una tercera
categoria derivada de los anticuerpos monoclonales, que estd compuesta por anticuerpos conjugados a
farmacos (ADCs, antibody-drug conjugates).

Tabla 1. Terapias dirigidas contra receptores ERBB/HER aprobadas en la préctica clinica

Nombre Diana Uso

Anticuerpos monoclonales

Céncer colorrectal metastasico con expresion
Cetuximab (Erbitux®) EGFR de EGFR y sin mutaciones en RAS
Cancer de cabeza y cuello escamoso
Céncer colorrectal metastasico con expresion
de EGFR y con RAS no mutado
Cancer de pulmén no microcitico escamoso
metastésico
Cancer de mama HER2 positivo tanto precoz
Trastuzumab (Herceptin®) HER2 como metastésico

Cancer gastrico HER2 positivo metastasico

Panitumumab (Vectibix®) EGFR

Necitumumab (Portrazza®) EGFR

Pertuzumab (Perjeta®) HER2 Cancer de mama HER2 positivo metastasico.

El mismo que el farmaco de referencia
trastuzumab
El mismo que el farmaco de referencia
trastuzumab
El mismo que el farmaco de referencia
trastuzumab
El mismo que el farmaco de referencia
trastuzumab

Trastuzumab-dttb (Ontruzant®)* HER2

Trastuzumab-pkrb (Herzuma®)* HER2

Trastuzumab-qyyp (Trazimera®)* HER2

Trastuzumab-dkst (Ogivri®) HER2

Inhibidores tirosina quinasa

Cancer de pulmén no microcitico metastasico
Gefitinib (Iressa®) EGFR con delecion del exon 21 o con la mutacién
L858R en EGFR
Cancer de pulmén no microcitico metastasico
con delecion del exon 21 o con la mutacién

Erlotinib (Tarceva®) EGFR L858R en EGER
Cancer de pancreas metastasico
. - . Céncer de pulmén no microcitico metastésico
Osimertinib (Tagrisso®) EGFR con la mutacién T790M en EGFR
Vandetanib (Caprelsa®) EGFR Cancer medular de tiroides metastasico.
Lapatinib (Tykerb®) EGFR/HER2 Cancer de mama HER2 positivo metastasico.
Neratinib (Nerlynx®) EGFR/HER2 Céncer de mama HER?2 positivo

Anticuerpos conjugados a farmacos

Trastuzumab-emtansina
(T-DM1, Kadcyla®)

* Farmacos biosimilares de trastuzumab.

HER2 Cancer de mama HER2 positivo metastasico
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1.6.1. Anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra
epitopos presentes en el dominio extracelular de los receptores ERBB/HER comenzaron a
desarrollarse en los afios 80 con la intencidn de bloquear la activacion del receptor (Sato et al., 1983;
Drebin et al., 1985) y varios de ellos estan aprobados para su uso en la practica clinica en el
tratamiento de distintos tipos de canceres (Tabla 1) (Carvalho et al., 2016). A pesar de su uso tan
extendido, todavia no se conocen con exactitud los mecanismos responsables de su accion
antitumoral. Entre los mecanismos identificados se encuentran el bloqueo de la activacion del
receptor, la parada del ciclo celular, la induccion de la apoptosis, la inhibicion de la angiogénesis y la
promocion de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC, antibody-dependent
cellular cytotoxicity) (Carvalho et al., 2016).

1.6.2. TKIs. Estos inhibidores son moléculas pequefias y sintéticas capaces de atravesar la
membrana plasmatica de la célula y de competir con el ATP por su sitio de unioén en el dominio
quinasa de los receptores ERBB/HER (Levitzki y Gazit, 1995). La competicion va a conducir a la
inhibicion de la actividad tirosina quinasa de los receptores, blogueando la sefalizacion
desencadenada a través de los mismos (Anderson y Ahmad, 2002; Fry, 2003). En concreto, estos
TKIs se unen al bolsillo de unién a ATP de manera reversible o irreversible (Fry, 2003). Ademas, la
especificidad de estos inhibidores es variable, de manera que encontramos TKIs que son altamente
especificos de su diana, mientras que otros son capaces de inhibir simultaneamente distintos receptores
ERBB/HER. Algunos de estos TKIs han sido aprobados para su uso en la practica clinica y se recogen

en la tabla 1.

1.6.3. ADCs. Esta estrategia terapéutica consiste en un anticuerpo monoclonal dirigido
contra el dominio extracelular de los receptores ERBB/HER al que se le ha unido covalentemente un
agente citotoxico a través de un enlace sintético (Beck et al., 2017; Vezina et al., 2017). Para que un
ADC ejerza su accion antitumoral, tiene que internalizarse en la célula diana expresora del receptor y
procesarse a través de la via lisosomal para liberar el agente citotoxico (Vezina et al., 2017). La
difusion del compuesto a través de la membrana del lisosoma va a permitir que acceda a su diana
molecular, induciendo la muerte celular (Vezina et al., 2017). La combinacion de trastuzumab con
emtansina, un potente agente antimicrotubulos derivado de la maitansina (Lewis Phillips et al., 2008;
Lambert y Chari, 2014), constituye el tnico ejemplo dentro de esta categoria aprobado para su uso en
la préctica clinica (Tabla 1) (Amiri-Kordestani et al., 2014).

2. CANCER DE MAMA

El cancer de mama es una enfermedad compleja y heterogenea, que, a su vez, representa un

problema de salud publica debido a su alta incidencia y mortalidad. De acuerdo con los datos
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estimados por la Organizacion Mundial de la Salud en 2012 dentro del proyecto GLOBOCAN, el
cancer de mama es el mas frecuente entre las mujeres a nivel mundial y constituye la primera causa de
muerte por céncer en la poblacion femenina (Ferlay et al., 2015). Cada afio se diagnostican
1,67 millones de nuevos casos de cancer de mama (25,1 % de todos los canceres diagnosticados) y
alrededor de 522.000 pacientes mueren por esta enfermedad en todo el mundo (14,7 % de las muertes

por cancer) (Ferlay et al., 2015).

Debido a su gran complejidad y heterogeneidad, los tumores de mama muestran diferentes
comportamientos bioldgicos con diferentes respuestas a los tratamientos. Este escenario ha impulsado
la realizacion de grandes esfuerzos encaminados a identificar distintos subtipos de cancer de mama
que permitan mejorar tanto el diagndstico temprano como el tratamiento eficaz de la enfermedad
(Perou et al., 2000; Sgrlie et al., 2001; Herschkowitz et al., 2007; Prat et al., 2010).

2.1. Subtipos moleculares de cancer de mama

Los analisis de expresion génica mediante chips de ADN o microarrays llevados a cabo
durante los dltimos diecinueve afios han conducido a la identificacion de seis subtipos de cancer de
mama en funcidn de sus perfiles de expresion génica: luminal A, luminal B, HER?2 positivo, basal-
like, normal breast-like y claudin-low (Eroles et al., 2012).

2.1.1. Luminal Ay luminal B. Los tumores luminales se identificaron inicialmente como
un Unico subtipo caracterizado por la expresién de receptores hormonales, que incluyen al receptor de
estrdgenos (ER, estrogen receptor) y al receptor de progesterona (PR, progesterone receptor), junto con
otros genes tipicamente expresados por las células luminales epiteliales de la mama (Perou et al., 2000).
La expansion subsiguiente de este trabajo con una cohorte de pacientes mayor mostrd que el subtipo
luminal se podia dividir en al menos dos grupos (luminal A y luminal B) asociados con un prondstico
diferente (Serlie et al., 2001). Los tumores del subtipo luminal A son los més frecuentes y representan el
50-60 % de los tumores de mama (Eroles et al., 2012). Estos tumores se caracterizan también por una
expresion baja de genes relacionados con la proliferacion celular y estan asociados con un buen
prondstico (Serlie et al., 2001). Los tumores del subtipo luminal B representan el 10-20 % de los
tumores de mama (Eroles et al., 2012). Estos tumores presentan un fenotipo mas agresivo, mayor grado
histologico, mayor indice proliferativo y peor pronostico que los del subtipo luminal A (Eroles et al.,
2012). La principal diferencia bioldgica entre estos dos subtipos consiste en el aumento de la expresion
de genes relacionados con la proliferacion celular en los tumores del subtipo luminal B (Eroles et al.,
2012). Ademas, mientras que los tumores del subtipo luminal A se caracterizan por la ausencia de
expresion de HER2, los del subtipo luminal B expresan frecuentemente HER2 y EGFR (Eroles et al.,
2012).

23



Introduccion

2.1.2. HER?2 positivo. Los tumores del subtipo HER2 positivo reciben esta denominacion
debido a que son sobreexpresores del receptor HER2 y representan el 10-15 % de los tumores de mama
(Eroles et al., 2012). Ademas, estos tumores se caracterizan por la ausencia de expresion de los
receptores hormonales (ER y PR) y por una expresion elevada de genes relacionados con la proliferacion
celular (Eroles et al., 2012). Los tumores de este subtipo son muy proliferativos, tienen alto grado
histolgico y més del 40 % presentan mutaciones en TP53 (Eroles et al., 2012). Desde el punto de vista
clinico, las pacientes con esta clase de tumor tienen un prondstico relativamente pobre, con propension a

sufrir recaidas tempranas frecuentes y metastasis distantes (Reddy, 2011).

2.1.3. Basal-like. El subtipo basal-like representa el 10-20 % de los carcinomas de mama
(Eroles et al., 2012). El término fue acufiado debido a que los tumores de este subtipo expresan genes
que normalmente expresan las células mioepiteliales o basales de la mama (Perou et al., 2000). Asi, estos
tumores se caracterizan por la ausencia de expresion de los receptores hormonales y de sobreexpresion
de HER2, junto con la expresion de EGFR y de las citoqueratinas 5y 17 (Perou et al., 2000; Rakha et
al., 2008). Morfologicamente, los tumores basal-like tienen alto grado histolégico, alto indice mitdtico,
presencia de zonas necroticas e infiltraciones linfociticas visibles (Livasy et al., 2006; Bosch et al.,
2010). Estos tumores son diagnosticados frecuentemente entre mujeres jovenes y estan asociados con un
pronostico peor que el de los tumores luminales (Serlie et al., 2001; Sgrlie et al., 2003). El hecho de que
estos tumores presenten una tasa de mutaciones en TP53 muy elevada podria explicar su gran
agresividad y mal pronostico (Serlie et al., 2001). Ademés, los tumores de este subtipo estan
relacionados con el cancer hereditario, ya que todos los tumores de mama portadores de mutaciones

germinales en el gen BRCAL se han clasificado como basal-like (Serlie et al., 2003).

2.1.4. Normal breast-like. Los tumores de este subtipo no encajan en ninguna de las
categorias descritas anteriormente y representan el 5-10 % de los canceres de mama (Eroles et al., 2012).
Estos tumores no estan bien caracterizados y se agrupan junto a las muestras de tejido mamario normal
en los dendogramas resultantes de los anélisis de expresion génica (Perou et al., 2000). Los tumores
normal breast-like expresan genes caracteristicos del tejido adiposo y presentan un prondstico
intermedio entre los de los subtipos luminales y basal-like (Eroles et al., 2012). Ademas, estos tumores
se caracterizan por la ausencia de expresion de los receptores hormonales y de HER2, sin posibilidad de
ser confundidos con los tumores basal-like debido a que tampoco expresan EGFR ni la citoqueratina 5
(Erolesetal., 2012).

2.1.5. Claudin-low. El dltimo subtipo de cancer de mama identificado se conoce como
claudin-low y representa el 12-14 % de los tumores de mama (Eroles et al., 2012). Estos tumores se
caracterizan por la falta de expresion tanto de los receptores hormonales como de HER2 y por una baja

expresion de genes involucrados en adhesion intercelular, incluyendo distintas claudinas, cingulina,
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ocludina y E-cadherina (Herschkowitz et al., 2007; Prat et al., 2010). Ademas, los tumores claudin-low
sobreexpresan genes relacionados con la respuesta inmune, con la diferenciacion mesenquimal y con la
transicion epitelio-mesénquima (EMT, epithelial-to-mesenchymal transition) (Prat et al., 2010; Prat y
Perou, 2011). Estos tumores poseen propiedades biologicas Unicas asociadas a las células madre de la
mama y muestran caracteristicas de células iniciadoras del tumor (Prat et al., 2010; Prat y Perou, 2011).
Los tumores de este subtipo tienen alto grado histoldgico y estan asociados con un mal pronostico, a
pesar de su baja expresion de genes relacionados con la proliferacion celular (Eroles et al., 2012).

2.2.  Subtipos histolégicos de cancer de mama

Aunque actualmente se considera que el analisis de los perfiles de expresion génica de los
tumores de mama constituye la mejor herramienta para clasificarlos, la aplicacion de las técnicas
genomicas en la mayoria de los hospitales no es factible debido a su alto coste y complejidad (De
Laurentiis et al., 2010). El método rutinario empleado para la clasificacion de los tumores de mama en
la practica clinica consiste en el analisis clasico por inmunohistoquimica de los receptores hormonales
(ER y PR) y de HER2. Utilizando este método sencillo se pueden distinguir tres subtipos histologicos:
positivo para receptores hormonales, HER2 positivo y triple negativo, que se caracteriza por la
ausencia de expresion de ER, PR y HER2 (De Laurentiis et al., 2010). Los tumores positivos para
receptores hormonales se correlacionan con los subtipos luminal A y luminal B, los tumores HER2
positivo con el subtipo molecular homénimo y los tumores triple negativo constituyen un grupo muy
heterogéneo al incluir los subtipos basal-like, normal breast-like y claudin-low (Tabla 2). Aunque el
subtipo triple negativo represente el 15 % de todos los tumores de mama diagnosticados, es el
responsable del alto indice de mortalidad de esta enfermedad, puesto que esta formado por tumores

que presentan una evolucion clinica agresiva y un mal prondéstico (De Laurentiis et al., 2010).

Tabla 2. Principales caracteristicas de los subtipos de cancer de mama

Subtipo Subtipo
histolégico molecular

Caracteristicas

Expresion de ER y PR. Baja expresion de genes relacionados con
la proliferacion celular. Ausencia de expresion de HER2.
Expresion de ER, PR y de genes relacionados con la proliferacion
celular. Expresion frecuente de HER2 y de EGFR.
Sobreexpresién de HER2. Ausencia de expresion de ER y PR.
HER2 positivo  HER2 positivo  Expresion elevada de genes relacionados con la proliferacion
celular. Mutaciones frecuentes en TP53.
Ausencia de expresion de ER, PR y HER2. Expresion de EGFR y
Basal-like de las citoqueratinas 5 y 17. Mutaciones frecuentes en TP53 y en
BRCAL.

Normal-like Ausencia de expresion de ER, PR, HER2, EGFR y citoqueratina 5.

Positivo para Luminal A
receptores
hormonales Luminal B

Triple negativo

Ausencia de expresion de ER, PR y HER2. Baja expresiéon de
claudinas, cingulina, ocludina y E-cadherina. Sobreexpresiéon de
genes relacionados con la respuesta inmune, la diferenciacion
mesenquimal y la EMT.

Claudin-low
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2.3.  Opciones de tratamiento del cancer de mama

Las opciones de tratamiento del cancer de mama son diversas y la eleccion del mismo para
cada paciente se realiza de manera personalizada en funcién de distintos factores, entre los que,
ademas del subtipo tumoral, se encuentran el estadio del tumor, el riesgo de recurrencia, la presencia
de mutaciones germinales en los genes BRCAL1 0 BRCAZ2, la edad de la paciente, su estado de salud
general, su condicién menopausica o sus preferencias. Aungue la eleccion del tratamiento se realice de
manera personalizada, existen algunas recomendaciones generales para los distintos estadios del
tumor. El tratamiento del cancer de mama en estadios temprano y localmente avanzado comienza
generalmente por la cirugia para extirpar el tumor (Garcia-Saenz et al., 2015). En los casos en los que
los tumores sean de gran tamafio 0 presenten un crecimiento muy répido, se puede aplicar un
tratamiento sistémico con terapia hormonal, terapia dirigida contra HER2 o quimioterapia antes de la
cirugia. Este tratamiento, denominado terapia neoadyuvante, tiene por objetivo reducir el tamario del
tumor y facilitar su extirpacion. Una vez extirpado el tumor, la recomendacién general consiste en la
aplicacion de un tratamiento, que recibe el nombre de terapia adyuvante, para eliminar las células
tumorales que hayan podido quedar después de la cirugia y reducir el riesgo de recurrencia (Garcia-
Saenz et al., 2015). La terapia adyuvante puede ser local con radioterapia o sistémica con terapia
hormonal, terapia dirigida contra HER2 o quimioterapia. En el estadio avanzado o metastasico del
cancer de mama el tratamiento principal sera sistémico con terapia hormonal, terapia dirigida contra

HER?2, otras terapias dirigidas o quimioterapia (Gavila et al., 2015).

2.3.1. Terapia hormonal. La terapia hormonal estd indicada Unicamente para el
tratamiento de tumores con expresion de receptores hormonales. Como estos tumores dependen de
hormonas para mantener su crecimiento, la terapia hormonal tiene como objetivo el bloqueo de la
accion de los estrogenos en las células cancerigenas o la disminucidn de los niveles de estrogenos en el
cuerpo. Para bloguear la accidén de los estrogenos se administran moduladores selectivos de los
receptores de estrégeno como tamoxifeno (Nolvadex®) y toremifene (Fareston®) o el antagonista del
receptor de estrégenos fulvestrant (Faslodex®), mientras que para disminuir los niveles de estrgenos
se utilizan los inhibidores de la aromatasa anastrazol (Arimidex®), exemestano (Aromasin®) y

letrozol (Femara®).

2.3.2. Terapia dirigida contra HER2. Las terapias dirigidas contra HER2 consisten en
tratamientos disefiados contra este receptor y se emplean especificamente para el tratamiento de los
tumores HER?2 positivo. Como hemos comentado anteriormente, dentro de esta estrategia terapéutica
se incluyen los anticuerpos monoclonales trastuzumab (Herceptin®), pertuzumab (Perjeta®) y los
biosimilares de trastuzumab, el ADC trastuzumab-emtansina (Kadcyla®) y los TKIs lapatinib
(Tykerb®) y neratinib (Nerlynx®).
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2.3.3. Quimioterapia. La quimioterapia consiste en el uso de farmacos que destruyen las
células cancerigenas, al impedir generalmente su crecimiento y division. Esta estrategia terapéutica es
la Unica opcidn de tratamiento de los tumores triple negativo, ya que son resistentes a las terapias
hormonal y dirigida contra HER2 (Reddy, 2011). La lista de farmacos empleados para el tratamiento
del cancer de mama es amplia y entre los mas comunes encontramos los siguientes: capecitabina
(Xeloda®), carboplatino (Paraplatin®), cisplatino (Platinol®), ciclofosfamida (Neosar®, Cytoxan®),
docetaxel (Docefrez®, Taxotere®), doxorubicina (Adriamycin®), doxorubicina liposomal pegilada
(Doxil®), eribulina (Halaven®), epirubicina (Ellence®), fluorouracilo (Adrucil®), gemcitabina
(Gemzar®), ixabepilona (Ixempra®), metotrexato (multiples nombres comerciales), paclitaxel
(Taxol®), paclitaxel unido a albimina (Abraxane®) y vinorelbina (Navelbine®). La administracion
de estos farmacos se puede realizar de manera individual o combinada para potenciar su efectividad.
Ademas, la quimioterapia también se puede combinar con las terapias hormonal o dirigida contra

HER?2, en los casos que presenten alto riesgo de recurrencia.

2.3.4. Otras terapias dirigidas. Ademas de la terapia hormonal y de la terapia dirigida
contra HER2, en el tratamiento del cancer de mama metastasico se emplean otras terapias dirigidas
contra proteinas especificas. El inhibidor de mTOR everolimus (Afinitor®) o los inhibidores de
quinasas dependientes de ciclinas (CDKSs, cyclin-dependent kinases), particularmente de CDK4 y
CDKG®, palbociclib (Ibrance®), ribociclib (Kisgali®) y abemaciclib (Verzenio®) se administran en
combinacion con terapia hormonal para favorecer el bloqueo de la division celular y el crecimiento de
tumores positivos para receptores hormonales. El inhibidor de las proteinas PARP olaparib
(Lynparza®) constituye la terapia dirigida para mujeres con mutaciones germinales en los genes
BRCA. Tanto las proteinas PARP como BRCAL y BRCA2 estan implicadas en la reparacion del
ADN dafado. El blogueo de las proteinas PARP en las células con mutaciones germinales en los
genes BRCA, que presentan dificultad para reparar el dafio en el ADN, conduce normalmente a la

muerte de estas células.

Los avances en el tratamiento del cancer de mama y en los programas de deteccion precoz
conseguidos durante los Gltimos afios han mejorado considerablemente la supervivencia de las
pacientes. Sin embargo, la diseminacion metastasica de las células de cancer de mama y la generacion
de resistencias a los tratamientos son los responsables de que esta enfermedad todavia sea incurable.
El conocimiento de los mecanismos que promueven estos procesos es fundamental para el desarrollo
de nuevas estrategias terapéuticas que puedan prevenirlos y, de este modo, aumentar la supervivencia

de las pacientes.
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3. DISEMINACION METASTASICA EN CANCER DE MAMA

La diseminacién metastasica en cancer de mama es un proceso complejo determinado por
numerosos factores y vias de sefializacion (Scully et al., 2012). En lineas generales este proceso se
puede dividir en una serie de pasos secuenciales conocidos como cascada metastasica (Figura 5), que
las células tumorales tienen que completar para abandonar el tumor primario y desarrollar un nuevo

tumor en un sitio distante (Hunter et al., 2008; Mego et al., 2010).

Tumor
primario
Tumor
metastasico
(® Circulacion sanguinea

Invasion
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un organo distal

Figura 5. Representacion esquematica del proceso metastasico. Las células tumorales invaden el tejido
circundante hasta que, mediante intravasacion, entran en el sistema vascular, por el cual se diseminan por el
cuerpo. Eventualmente, estas células se van a extravasar en un érgano distal, en el que la proliferacion dara
lugar a la formacién de un nuevo tumor metastasico.

El proceso metastasico comienza con la invasion del tejido circundante por parte de las células
tumorales hasta que entran en la circulacion sanguinea o linfatica (Hunter et al., 2008 Mego et al.,
2010). Para que tenga lugar la invasion del tejido circundante, las células tumorales van a alterar en
primer lugar los procesos de adhesion célula-célula y los de adhesion a la matriz extracelular (MEC)
(Scully et al., 2012). La familia de las cadherinas juega un papel importante en los procesos de
adhesion célula-célula, que es determinante en el proceso de diseminacion metastasica de las células
de cancer de mama (Li y Feng, 2011), ya que la invasion va acompariada de cambios en la expresion
de algunas cadherinas (Yilmaz y Christofori, 2010). Por un lado, la disminucién en los niveles de E-
cadherina resulta en la pérdida de adhesion entre las células epiteliales de cancer de mama y es
necesaria para iniciar la disesminacion metastasica de las mismas (Wendt et al., 2011). Por otro lado, el
aumento en los niveles de N-cadherina permite la adhesion de las células tumorales a las células del
estroma y la subsiguiente invasion del estroma (Cavallaro y Christofori, 2004). Después de que las
células tumorales pierdan la adherencia entre si mismas, van a adherirse a los componentes de la
MEC, tales como fibronectina, lamininia, colageno, fibrindgeno o vitronectina a través de integrinas
(Mego et al., 2010; Li y Feng, 2011). Una vez alterados estos procesos de adhesion, la invasion
progresa mediante la degradacion proteolitica de los componentes de la MEC, que permite a las

células tumorales migrar y penetrar los limites del tejido (Scully et al., 2012).
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La degradacion de la MEC es llevada a cabo principalmente por metaloproteasas de matriz
(MMPs, matrix metalloproteinases) y por el sistema activador del plasmindgeno de tipo uroquinasa
(UPA, urokinase plasminogen activator) (Egeblad y Werb, 2002; Dang et al., 2005). Aunque en la
actualidad se conocen 25 miembros de la familia de las MMPs, la mayoria de los estudios se han
centrado en el papel de MMP2 y de MMP9 en la degradacion de la membrana basal, que es un paso
fundamental en el proceso de invasion tumoral (Kéhrmann et al., 2009). Por otro lado, cuando el
receptor de UPA interacciona con uPA se produce el procesamiento del plasmindgeno dando lugar a la
activacion de la plasmina, que conduce, a su vez, tanto a la degradacion de componentes de la MEC
como a la activacion de MMPs (Riisbro et al., 2002). La inhibicion del sistema uPA mediante
silenciamiento génico restringe la invasion de las células de cancer de mama y reduce la expresion de
MMP9 (Huang et al., 2010). Ademas, las integrinas también participan en la regulacion de la
actividad de MMPs (Li y Feng, 2011). De hecho, las integrinas aSB1 y a3B1 estan implicadas en el
aumento de los niveles de MMP9 (Rolli et al., 2003; Mitchell et al., 2010). Por Gltimo, la heparanasa
también esta involucrada en la degradacion de los componentes de la MEC mediante la degradacion
de proteoglicanos de heparan sulfato (Gétte y Yip, 2006).

La migracion de las células tumorales por las zonas previamente degradadas puede tener lugar
de manera individual o colectiva (McSherry et al., 2007). En los tumores altamente diferenciados, las
células de cancer de mama tienden a migrar de manera colectiva, mientras que lo hacen de manera
individual en los tumores poco diferenciados (McSherry et al., 2007). Las células tumorales necesitan
la presencia de uniones intercelulares para poder migrar de manera colectiva (Scully et al., 2012).
Como resultado, después de que tenga lugar la intravasacion, las células van a circular como un
émbolo por la sangre o por la linfa, lo que facilita su supervivencia en la circulacion (Fidler, 1970). Por
otro lado, las células tumorales pueden migrar individualmente de dos formas diferentes (McSherry et
al., 2007), que consisten en un movimiento mesenquimal dependiente de proteasas (Friedl y Wolf,
2008; Iwatsuki et al., 2010; Yilmaz y Christofori, 2010) o en un movimiento ameboide independiente
de proteasas (Wyckoff et al., 2006; Mierke et al., 2008; Provenzano et al., 2008; Yilmaz y Christofori,
2010). Aunque se ha descrito que las células tumorales utilizan el movimiento mesenquimal
predominantemente (McSherry et al., 2007), bajo ciertas circunstancias pueden producirse cambios en

el modo de migracion celular (Pankova et al., 2010).

Las celulas tumorales que sean capaces de sobrevivir en la circulacion van a diseminarse por
el cuerpo y alcanzar organos distales (Hunter et al., 2008; Mego et al., 2010). Se ha postulado que las
células tumorales pueden secretar diferentes sustancias que preparan el microambiente de futuros
sitios metastasico antes de que tenga lugar la propia diseminacion (Psaila et al., 2006). Algunos

autores han descrito que las células tumorales inducen la expresion de MMP9 tanto en las células
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endoteliales como en los macréfagos del pulmon, promoviendo su invasion preferencial en los
pulmones (Hiratsuka et al., 2002). En linea con esta observacion, las células de cancer de mama
metastatizan preferentemente al hueso y al pulmén, seguidos de otros 6rganos como el higado y el
cerebro con menor frecuencia (Minn et al., 2005b). De hecho, se han identificado perfiles de expresion
génica relacionados con la diseminacion metastasica preferencial de las células de cancer de mama al
hueso y al pulmon, que apoyarian la idea de que el proceso metastasico muestra tropismo por ciertos
organos (Kang et al., 2003; Minn et al., 2005a). Otros autores han sugerido la implicacion de las
quimioquinas en el direccionamiento de las células tumorales hacia los 6rganos diana. Las células de
cancer de mama expresan el receptor de quimiogquinas CXCR4, mientras que su ligando CXCL12 se
expresa predominantemente en ganglios linfaticos, pulmon, higado y hueso (Miiller et al., 2001). Los
Organos con mayor expresion de CXCL12 se corresponden con lugares comunes de cancer de mama
metastasico (Bruce et al., 1970). La interaccion entre CXCR4 y CXCL12 promueve la migracion de
las células de cancer de mama a estos sitios comunes de diseminacion metastasica (Mdiller et al.,
2001).

Otro aspecto importante en la diseminacion metastasica es el establecimiento de la vasculatura
tumoral. La angiogénesis juega un papel critico en la generacion de la metastasis y en el subsiguiente
crecimiento metastasico (de Castro Junior et al., 2006). Los mecanismos implicados en la
estimulacion de la angiogénesis por las células tumorales son similares a los que se producen en
condiciones fisioldgicas normales (Papetti y Herman, 2002). El estrés mecénico, el estrés oxidativo o
la hipoxia inducen la expresion de factores proangiogénicos (de Castro Junior et al., 2006), entre los
que destaca el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, vascular endothelial growth factor),
que, a su vez, va a estimular la angiogénesis resultando en un aumento de la vasculatura tumoral
(Hicklin y Ellis, 2005). Ademas, el VEGF estimula la proliferacion, la invasion y la migracion de las
células endoteliales potenciando la permeabilidad microvascular (Connolly, 1991; Ferrara et al., 1992;
Dvorak, 2002).

3.1. Implicacion de ligandos de los receptores ERBB/HER en la diseminacion

metastasica de las células de cancer de mama

Algunos estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio han conducido a la descripcion de un
mecanismo implicado en la diseminacién metastasica de las células de cancer de mama, que depende
de la regulacion de la produccion de MMPs por las NRGs (Seoane et al., 2016). La activacion de los
receptores ERBB/HER tras la estimulacion con NRG desencadena un aumento en la produccion de
MMP13 (también llamada colagenasa 3), a través de la activacion de las quinasas ERK1/2 (Figura 6),
que facilita la diseminacion de las células de cancer de mama (Seoane et al., 2016). Asimismo, otros

autores han correlacionado la expresion elevada de la metaloproteasa MMP13 en muestras de cancer
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de mama con la deteccidn de células tumorales en los ganglios linfaticos de las pacientes (Zhang et al.,
2008; Kotepui et al., 2016). La identificacién de este mecanismo implicado en la diseminacion
metastasica de las células de cancer de mama, nos llevo a buscar un compuesto que impidiera su
funcionamiento, centrandonos en los aprobados para su uso en la practica clinica, por ser los méas

adecuados para facilitar su posterior desarrollo clinico.
Receptores ERBB/HER
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Figura 6. Induccion de la produccion de MMP13 por NRG. La activacion de los receptores ERBB/HER
tras la estimulacion con NRG desencadena un aumento en la produccion de MMP13, a través de la activacién
de las quinasas ERK1/2, que facilita la diseminacion metastasica de las células de cancer de mama. FT: factor
de transcripcion.

3.2. Dasatinib

Dasatinib (Sprycel®) es un TKI que fue identificado inicialmente como un inhibidor dual de
SRC y de ABL (Lombardo et al., 2004). La capacidad de dasatinib para inhibir ABL ha permitido su
uso en el tratamiento de la leucemia mieloide cronica y de la leucemia linfoblastica aguda positiva
para el cromosoma Filadelfia (Lindauer y Hochhaus, 2010; Keating, 2017). Dasatinib también inhibe
otras quinasas de la familia SRC (SFKs, SRC family kinases) como LCK, HCK, FYN, YES, FGR,
BLK, LYN y FRK (Karaman et al., 2008). Ademas, dasatinib inhibe la actividad de algunos RTKs
como c-KIT, c-FMS, el receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR, platelet-
derived growth factor receptor) a y B, el receptor con dominio discoidina 1 (DDR1, discoidin domain
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receptor 1) y los receptores de efrinas (Karaman et al., 2008). EI amplio espectro de actividad de
dasatinib, junto con el papel de varias de sus dianas en la patofisiologia de distintos tipos de cancer,
ofrece oportunidades excelentes para su desarrollo en el tratamiento de estos canceres (Montero et al.,
2011a).

Dentro de los efectos antitumorales ejercidos por dasatinib, se ha descrito que inhibe la
division celular en lineas celulares de cancer de mama triple negativo (Finn et al., 2007; Nautiyal et
al., 2009; Pichot et al., 2009), gastrico (Okamoto et al., 2010), pancreatico (Nagaraj et al., 2010), de
cabeza y cuello (Johnson et al., 2005), de pulmon (Johnson et al., 2005) y en leucemias mieloides
(Guerrouahen et al., 2010), a través de la induccién de la parada del ciclo celular en la fase Go/G;.
Asimismo, dasatinib promueve la muerte celular en lineas celulares de cancer de cabeza y cuello
(Johnson et al., 2005), de pulmén (Johnson et al., 2005) y pancreético (Nagaraj et al., 2010), causando
un aumento en la poblacion subGo indicativo de apoptosis. Ademas, uno de los efectos antitumorales
mas importantes ejercidos por dasatinib consiste en su capacidad para inhibir la diseminacion
metastasica (Montero et al., 2011a). En este caso, parece que el mecanismo de accion responsable mas
relevante reside en el efecto inhibitorio de dasatinib sobre SRC y otras SFKs (Montero et al., 2011a).
La tirosina quinasa SRC ha sido involucrada en el proceso metastasico por su capacidad para controlar
la morfologia celular y algunos procesos celulares tales como la adhesién, la migracion y la invasion, a
través de la regulacion de distintas vias de sefializacion activadas por debajo de diferentes receptores o
componentes del citoesqueleto (Ishizawar y Parsons, 2004). En un modelo ortotépico de cancer de
prostata, el tratamiento con dasatinib inhibe la actividad de SRC junto con la de otras SFKs y reduce
tanto el crecimiento tumoral como la presencia de metéstasis en los ganglios linfaticos de los ratones
(Park et al., 2008). De la misma manera, se ha descrito que dasatinib reduce el crecimiento y la
diseminacion metastasica de células de adenocarcinoma pancreético humano (Trevino et al., 2006).
Ademas, en cancer de mama también se ha observado que dasatinib reduce la formacién de metastasis
Oseas (Zhang et al., 2009). La capacidad de dasatinib para inhibir la diseminacion metastasica en
diferentes tipos tumorales junto con los datos obtenidos previamente por nuestro grupo, en los que se
describe que el tratamiento con dasatinib en células de cancer de mama sobreexpresoras del receptor
HER2 disminuye la activacion de las quinasas ERK1/2 (Seoane et al., 2010), posicionan a dasatinib
como un buen candidato para bloguear la diseminacién metastasica promovida por NRG y mediada

por MMP13 en cancer de mama.

4. RESISTENCIA A TRASTUZUMAB EN CANCER DE MAMA

El hecho de que el receptor HER2 se encuentre sobreexpresado en cancer de mama y se haya
correlacionado con mal pronostico (Slamon et al., 1987), ha promovido la investigacion y el desarrollo
de estrategias terapéuticas dirigidas contra este receptor (Arteaga et al., 2011). La primera

32



Introduccion

aproximacion terapeutica anti-HER?2 exitosa comenzo con el desarrollo de un anticuerpo monoclonal
de ratén llamado 4D5, dirigido contra el dominio extracelular del receptor HER2 (Hudziak et al.,
1989). Con la intencidn de poder trasladar el anticuerpo monoclonal de raton 4D5 a la clinica y reducir
su inmunogenicidad en pacientes, el anticuerpo fue humanizado insertando su region determinante de
complementariedad en el esqueleto de una inmunoglobulina G1 humana (Carter et al., 1992). El
anticuerpo recombinante humanizado anti-HER?2 resultante de este esfuerzo se llamé trastuzumab
(Herceptin®) y fue desarrollado por la empresa Genentech (San Francisco, Estados Unidos). En
concreto, trastuzumab esta dirigido contra el subdominio IV de la regién extracelular del receptor
HER2 (Fendly et al., 1990; Cho et al., 2003).

El tratamiento con trastuzumab mostrd eficacia antitumoral tanto en lineas celulares de cancer
de mama sobreexpresoras de HER2 como en xenoinjertos (Baselga et al., 1998; Pietras et al., 1998) y,
ademas, en ensayos clinicos en mujeres con cancer de mama HER2 positivo (Baselga et al., 1996;
Pegram et al., 1998). En base a su eficacia clinica, trastuzumab fue aprobado en 1998 por la agencia
estadounidense para el control de alimentos y medicamentos (FDA, Food and Drug Administration)
para el tratamiento del cancer de mama HER2 positivo metastasico, siendo la primera terapia anti-
HER?2 aprobada por la FDA. Unos afios después, en 2006, también fue aprobado para el tratamiento
adyuvante del cancer de mama HER2 positivo en combinacién con quimioterapia. La llegada de
trastuzumab a la préactica clinica ha mejorado considerablemente la supervivencia de las pacientes con
cancer de mama HER2 positivo. Sin embargo, uno de los principales problemas de la clinica
oncoldgica es la aparicion de resistencia al farmaco, que puede ser intrinseca (o primaria) o adquirida
(o secundaria), dependiendo de si la paciente no responde al tratamiento desde el inicio o si deja de

responder tras un periodo de respuesta inicial, respectivamente.

4.1. Mecanismos de acciéon de trastuzumab

Aunque en la actualidad el uso de trastuzumab estd muy extendido en el tratamiento del
cancer de mama HER2 positivo, los mecanismos responsables de su accion anticancerigena no se

conocen totalmente. Se han propuesto varios mecanismos, que se describen a continuacion.

4.1.1. Internalizacién y degradacion de HER2. Algunos autores han sugerido que
trastuzumab disminuye los niveles totales de HER2 en la superficie de las células, al promover su
internalizacion a través de endocitosis y su posterior degradacion (Cuello et al., 2001). La disminucion
de los niveles totales de HER2 va a conducir en Ultimo lugar a la reduccién de la sefializacion mediada

por el receptor, principalmente a través de MAPK y de PI3K (Nahta, 2012).

4.1.2. Parada del ciclo celular. Otros estudios han mostrado que trastuzumab induce

parada del ciclo celular en la fase Gy, que va acompariada de un incremento en los niveles de p27 y,
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ademas, de una disminucion de la actividad de ciclina D1 y de CDK2 (Lane et al., 2000; Yakes et al.,
2002; Le et al., 2003).

4.1.3. Inhibicién de la via de PI3K. Aunqgue la unién de trastuzumab a su epitopo no
puede bloquear la heterodimerizacion de HER2 con los receptores EGFR o HER3 activados por
ligando (Agus et al., 2002), se ha descrito que en ausencia de ligando trastuzumab rompe la
heterodimerizacion de HER2/HERS, inhibiendo parcialmente la sefializacion a través de PI3K, la cual
juega un papel fundamental en la proliferacion de las células de cancer de mama sobreexpresoras de
HER?2 (Lee-Hoeflich et al., 2008; Junttila et al., 2009).

4.1.4. Inhibicién de la angiogénesis. Trastuzumab modula los efectos de diferentes
factores proangiogenicos y antiangiogénicos, induciendo la normalizacion y la regresion de la
vasculatura en un modelo animal de xenoinjerto de células de cancer de mama sobreexpresoras de
HER2 (Izumi et al., 2002). Ademés, otros autores también han observado una disminucion de la
densidad de la microvasculatura in vivo tras el tratamiento con trastuzumab (Wen et al., 2006). En
ambos trabajos los autores observaron una disminucién de la produccion del VEGF, que estaria
mediando la inhibicion de la angiogénesis ejercida por trastuzumab (Izumi et al., 2002; Wen et al.,
2006).

4.15. Induccidn de la respuesta inmune. Como trastuzumab es un anticuerpo, las
celulas sobreexpresoras de HER2 cubiertas por trastuzumab van a ser reconocidas por células inmunes
efectoras especificas induciendo la ADCC (Clynes et al., 2000; Arnould et al., 2006). Este
reconocimiento tiene lugar a través de la union entre la region Fc de trastuzumab y los receptores Fc
gamma de las células inmunes efectoras (Clynes et al., 2000; Arnould et al., 2006). Seguramente la
evidencia mas convincente sobre la contribucion de la ADCC en la actividad antitumoral de
trastuzumab reside en los estudios realizados en ratones deficientes para los receptores FcyRIII, en los
cuales el tratamiento con trastuzumab resulta en una tasa de regresion tumoral menor que la de los
ratones que expresan los receptores (Clynes et al., 2000). Aunque es mas complicado poder demostrar
el papel de la ADCC en la actividad antitumoral de trastuzumab en pacientes con cancer de mama,
algunos autores han observado un aumento en la infiltracion de células linfoides en muestras
tumorales recogidas después del tratamiento con trastuzumab en comparacion con las muestras

tumorales sin tratar (Gennari et al., 2004).

4.2. Mecanismos de resistencia a trastuzumab

La mayoria de los mecanismos de resistencia a trastuzumab descritos se han identificado en
modelos preclinicos basados principalmente en cultivos celulares. Estos modelos incluyen lineas

celulares de cancer de mama con amplificacion de HER2 que presentan resistencia intrinseca a
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trastuzumab o que muestran inicialmente inhibicion del crecimiento en respuesta al tratamiento, pero
han sido expuestas a dosis de trastuzumab relevantes desde el punto de vista clinico durante un largo
periodo de tiempo hasta la adquisicion de resistencia al farmaco. En la mayoria de los modelos de
resistencia adquirida a trastuzumab, la amplificacion de HER2 y la sobreexpresion del receptor se
mantienen al mismo nivel que en las células parentales (Nahta et al., 2004). Utilizando estos modelos
se han identificado diversos mecanismos de resistencia a trastuzumab (Figura 7), que se especifican en
los siguientes apartados. Como estos mecanismos no estan completamente validados en muestras
clinicas, un objetivo importante de los estudios sobre mecanismos de resistencia a trastuzumab
continta siendo clarificar cuales de todos los mecanismos identificados son relevantes desde el punto
de vista clinico. Ademés, el hecho de que la incidencia de resistencia a trastuzumab sea
significativamente mayor que la frecuencia de presentacion de las anomalias moleculares identificadas
indica que deben existir mecanismos de resistencia a trastuzumab adicionales a los actualmente
conocidos (Spector y Blackwell, 2009; Scaltriti et al., 2011).
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Figura 7. Representacion esquemética de los mecanismos propuestos de resistencia a trastuzumab. (A)
Enmascaramiento del epitopo. (B) Deficiencias en la induccion de la respuesta inmune. (C) Aumento de la
sefalizacion a través de otros receptores ERBB/HER (D) Aumento de la sefializacion a través de otros
receptores. (E) Aumento de la sefializacion por debajo de HER2. (F) Defectos en la apoptosis o en el control
del ciclo celular.

4.2.1. Enmascaramiento del epitopo. El enmascaramiento del epitopo por otras
moléculas puede afectar a la union de trastuzumab a HER2 y se ha descrito como un mecanismo de
resistencia al farmaco. Una de estas moléculas es la glicoproteina asociada a la membrana MUCA4,

cuya sobreexpresion enmascara el sitio de unién de trastuzumab al interaccionar con HER2 y confiere
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resistencia al mismo (Price-Schiavi et al., 2002; Nagy et al., 2005). El silenciamiento de MUC4
aumenta la union de trastuzumab a HER2 y revierte la resistencia al farmaco (Nagy et al., 2005). Por
otro lado, la sobreexpresion de una forma procesada de otro miembro de la familia, mucina 1
(MUCY1), también se ha identificado en un modelo de resistencia a trastuzumab (Fessler et al., 2009).
Aunque se ha descrito que esta forma procesada de MUCL se asocia con HER2 (Li et al., 2003),
también puede homodimerizar desencadenando la sefalizacion a traves de vias implicadas en
supervivencia y proliferacion (Hikita et al., 2008; Mahanta et al., 2008). Por ultimo, la formacion del
complejo compuesto por hialuronano y por su receptor transmembrana, CD44, también impide el
acceso de trastuzumab a HER2 al enmascarar el epitopo y conduce a resistencia al farmaco (Palyi-
Krekk et al., 2007). El tratamiento de estas células con un inhibidor de las sintesis de hialuronano
aumenta la union de trastuzumab a HER2 y los subsiguientes efectos antitumorales (Palyi-Krekk et
al., 2007).

4.2.2. Activacion de la sefializacion a través de otros receptores. La activacion de la
sefializacion a través de otros receptores, pertenecientes a la misma o a distinta familia, también ha
sido asociada con la resistencia a trastuzumab. Distintos autores han mostrado que la sefializacion
iniciada por los ligandos de EGFR, HER3 y HER4 puede revertir los efectos antiproliferativos de
trastuzumab (Moulder et al., 2001; Motoyama et al., 2002). En un modelo de resistencia a
trastuzumab, se ha descrito la expresion elevada de los ligandos de EGFR y de HER3, de manera que
el tratamiento de estas células con lapatinib o con otros inhibidores de EGFR consigue restaurar la
accion del farmaco (Ritter et al., 2007). Otros autores han mostrado que la sobreexpresion de TGFa.
confiere resistencia a trastuzumab y que en muestras de pacientes la expresion de TGFa tiene lugar
después de la aparicion de resistencia al farmaco (Valabrega et al., 2005). Por otro lado, la
sobreexpresion del receptor del factor de crecimiento similar a la insulina de tipo 1 (IGF-1R, insulin-
like growth factor-1 receptor) o el aumento en los niveles del heterodimero IGF-1R/HER2 han sido
descritos como mecanismos de resistencia a trastuzumab, de manera que la inhibicion de la
sefializacion a través de IGF-1R o de la actividad tirosina quinasa de HER2 revierten la resistencia a
trastuzumab (Lu et al., 2001; Nahta et al., 2005; Nahta et al., 2007; Browne et al., 2011). Asimismo,
los niveles elevados de IGF-1R se han correlacionado con una respuesta pobre al tratamiento con
trastuzumab en un ensayo clinico (Harris et al., 2007). La sefializacion a través de MET por
sobreexpresion del mismo o por estimulacion con su ligando, el factor de crecimiento de hepatocitos
(HGF, hepatocyte growth factor), también contribuye a la resistencia a trastuzumab, por lo que el
silenciamiento de MET o la inhibicion de la actividad del receptor mejoran la respuesta a trastuzumab
(Shattuck et al., 2008). Ademas, estos autores han identificado una cohorte de pacientes con
sobreexpresion de MET y de su ligando, que no responden a la combinacion de quimioterapia y
trastuzumab (Shattuck et al., 2008). Otro mecanismo de resistencia a trastuzumab consiste en la
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sobreexpresion de la citoquina secretada GDF15, de modo que la inhibicion de la actividad tirosina
quinasa de HER2 bloquea la sefializacion mediada por GDF15 y reduce la resistencia a trastuzumab
(Joshi et al., 2011). Por Gltimo, la sobreexpresion del VEGF también se ha descrito en diferentes
modelos de resistencia a trastuzumab, en los que el tratamiento con el anticuerpo monoclonal
bevacizumab (Avastin®) dirigido contra el VEGF o la inhibicion de la actividad del receptor del
VEGF (VEGFR, vascular endotelial growth factor receptor) restauran la sensibilidad al farmaco (du
Manoir et al., 2006; Oliveras-Ferraros et al., 2010; Valabrega et al., 2011).

4.2.3. Aumento de la sefializacion por debajo de HER2. Algunos autores han descrito
que las mutaciones sométicas de ganancia de funcion en PIK3CA, que es el gen que codifica la
subunidad catalitica p110a. de PI3K, confieren resistencia a trastuzumab a través de la activacion
constitutiva de la via (Berns et al., 2007; Ginestier et al., 2007; O'Brien et al., 2010). En linea con estas
observaciones, otros autores han mostrado que el silenciamiento de PTEN induce resistencia a
trastuzumab (Nagata et al., 2004). Como PTEN funciona como un regulador negativo de la via de
PI3K, la pérdida de funcion de PTEN también resulta en la activacion constitutiva de la via (Simpson
y Parsons, 2001). El tratamiento combinado con trastuzumab y un inhibidor de PI3K revierte la
resistencia a trastuzumab generada por el silenciamiento de PTEN (Nagata et al., 2004). Asimismo,
estos autores han mostrado que la pérdida de PTEN se correlaciona con una peor respuesta de las
pacientes al tratamiento con trastuzumab (Nagata et al., 2004).

4.2.4. Defectos en la apoptosis o en el control del ciclo celular. Los defectos en la
apoptosis o en el control del ciclo celular también estan emergiendo como mecanismos de resistencia
a trastuzumab. En varios modelos de resistencia intrinseca a trastuzumab se han identificado niveles
elevados de la proteina inhibidora de la apoptosis survivina (Oliveras-Ferraros et al., 2011; Valabrega
et al., 2011) y de la proteina anti-apoptética MCL-1 (Valabrega et al., 2011). La disminucién de los
niveles de survivina mediante silenciamiento génico o el tratamiento de las células con un TKI de
amplio espectro, que reduce los niveles de ambas proteinas, restaura la sensibilidad a trastuzumab
(Oliveras-Ferraros et al., 2011; Valabrega et al., 2011). Por otro lado, la sobreexpresion de ciclina E se
ha identificado en un modelo de resistencia a trastuzumab y se ha mostrado que confiere resistencia al
farmaco (Scaltriti et al., 2011). La disminucion de los niveles de ciclina E o de su actividad mediante
silenciamiento génico o por el tratamiento de las células con inhibidores de CDK2, respectivamente,
reduce la proliferacion celular y potencia la apoptosis en este modelo (Scaltriti et al., 2011). Ademas,
estos autores han identificado que la sobreexpresion de ciclina E por amplificacion génica esta
asociada con una peor respuesta al tratamiento con trastuzumab en una cohorte de pacientes con

cancer de mama HER2 positivo (Scaltriti et al., 2011). De manera alternativa, otros autores han
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mostrado que la disminucion de los niveles de p27 esta asociada con la resistencia a trastuzumab y que

la sensibilidad al farmaco se puede restaurar mediante la transfeccion del gen p27 (Nahta et al., 2004).

4.25. Induccion deficiente de la respuesta inmune. En Gltimo lugar, la induccién
deficiente de la respuesta inmune también contribuye a la resistencia a trastuzumab. Como hemos
mencionado anteriormente, el tratamiento con trastuzumab de ratones deficientes para los receptores
FcRyIll resulta en una tasa de regresion tumoral menor que la de los ratones que expresan los
receptores (Clynes et al., 2000). De manera consistente con este estudio, se han identificado
polimorfismos en los genes que codifican los receptores FcyRIla y FeyRIIla en humanos, que estan
asociados con la respuesta de las pacientes al tratamiento con trastuzumab (Musolino et al., 2008). Los
polimorfismos asociados con una mejor respuesta son los que inducen una ADCC més eficientemente
(Musolino et al., 2008).

4.3. Estrategias terapéuticas para revertir la resistencia a trastuzumab

A medida que se ha ido avanzando en el desarrollo de otras terapias anti-HER2 y en el
conocimiento de los mecanismos de resistencia a trastuzumab, han surgido estrategias terapéuticas
potenciales para revertir la resistencia al mismo. Una de estas estrategias propuestas consiste en el
cambio de la terapia anti-HER2. Por ejemplo, el tratamiento con lapatinib o con neratinib ha resultado
efectivo en pacientes que progresan a trastuzumab (Geyer et al., 2006; Burstein et al., 2010).
Asimismo, trastuzumab-emtansina ha mostrado eficacia clinica en pacientes con céncer de mama
HER2 positivo metastésico con progresion a trastuzumab (Vogel et al., 2009). Otra de las estrategias
surgidas radica en la combinacion de diferentes terapias dirigidas contra HER2. Por un lado, la
combinacion de lapatinib y trastuzumab ha resultado ser mas efectiva que el tratamiento solo con
lapatinib después de la progresion a trastuzumab (Blackwell et al., 2010). Por otro lado, el tratamiento
combinado de trastuzumab y pertuzumab también ha resultado ser una estrategia efectiva en pacientes
que habian progresado previamente a trastuzumab (Baselga et al., 2010). Ademas, los inhibidores de
la via de PI3K estan emergiendo como estrategia para restaurar la sensibilidad a trastuzumab. Dentro
de estos, el inhibidor de mTOR everolimus ha mostrado eficacia clinica en pacientes con cancer de
mama HER2 positivo metastasico con progresion a trastuzumab (Andre et al., 2010; Jerusalem et al.,
2011; Morrow et al., 2011). De manera complementaria a estas estrategias descritas, actualmente se
esta evaluando en ensayos clinicos el efecto de otros inhibidores tanto de la via de PI3K como de otras
moléculas implicadas en la generacion de la resistencia, a la vez que continta la busqueda preclinica
de nuevas estrategias terapeuticas para revertir la resistencia a trastuzumab. Con tal objetivo, en este
trabajo hemos empleado un modelo de resistencia adquirida al farmaco generado previamente por
nuestro grupo (Diaz-Rodriguez et al., 2019). Como se describe mas adelante, los resultados obtenidos

nos llevaron a evaluar la inhibicién farmacolégica de la via ubiquitina-proteasoma de degradacion de

38



Introduccion

proteinas como estrategia terapéutica potencial para revertir la resistencia a trastuzumab en cancer de

mama HER?2 positivo.

4.4. Via ubiquitina-proteasoma de degradacion de proteinas

La via ubiquitina-proteasoma es el principal sistema de degradacion de proteinas presente en
las células eucariotas (Orlowski y Michaud, 1989; Glickman y Ciechanover, 2002; Schwartz y
Ciechanover, 2009). Para asegurar la degradacion adecuada de las proteinas dafiadas, mal plegadas o
que ya no son necesarias, los componentes de esta via tienen que actuar de manera coordinada en
distintos pasos que se pueden dividir en dos etapas sucesivas. La primera etapa consiste en la
ubiquitinacion o conjugacion covalente de multiples residuos de ubiquitina al sustrato proteico para
formar la sefial de degradacion, mientras que la segunda etapa consiste en la degradacion de la
proteina ubiquitinada por el proteasoma 26S, junto con la liberacion de las moléculas de ubiquitina
(Figura 8).

Activacion y conjugacion Degradacion del sustrato proteico
de la ubiquitina ubiquitinado y reciclaje de la ubiquitina
AMP + PPi Ubiquitina
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Figura 8. Representacion esquematica de la via ubiquitina-proteasoma. La ubiquitina es activada y unida
covalentemente al sustrato proteico por la accion sucesiva de las enzimas E1, E2 y E3. Una vez marcado con
la sefial de degradacidn, el sustrato proteico va a ser reconocido y degradado por el proteasoma 26S. Las
enzimas deubiquitinasas se van a encargar de liberar los monémeros de ubiquitina para que puedan ser
reutilizados en el marcaje de otros sustratos. AMP: adenosin monofosfato; ATP: adenosin trifosfato; PPi:
pirofosfato.

La ubiquitina es una proteina pequefia de 76 aminoacidos altamente conservada en células
eucariotas. En el proceso de ubiquitinacion intervienen tres reacciones enzimaticas secuenciales.
Inicialmente, una enzima activadora de la ubiquitina o E1 se encarga de activar la ubiquitina en una
reaccion dependiente de ATP mediante la adenilacion del extremo C-terminal de la ubiquitina
(Hershko et al.,1981) y posterior formacion de un enlace tioéster entre el extremo C-terminal de la
ubiquitina y la cisteina del centro activo de la E1 (Ciechanover et al., 1981; Hershko et al., 1983). A

continuacion, la ubiquitina se va a transferir a una enzima conjugadora de la ubiquitina o E2 a través
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de la formacidn de otro enlace tioéster entre la cisteina del centro activo de la E2 y el extremo C-
terminal de la ubiquitina, de forma dependiente de ATP (Hershko et al., 1983). La transferencia de la
ubiquitina de la E2 al sustrato requiere una tercera enzima ubiquitina ligasa o E3, que lleva unido el
sustrato proteico, y se va a producir mediante la formacion de un enlace isopeptidico entre el extremo
C-terminal de la ubiquitina y una lisina interna del sustrato (Hershko et al., 1986). Después de la
conjugacion covalente de la primera molécula de ubiquitina al sustrato proteico, se van a afiadir
nuevas moléculas de ubiquitina sobre la previa hasta formar la sefial de degradacién, que consiste en
un minimo de cuatro moléculas de ubiquitina unidas entre si por un enlace isopeptidico entre el
extremo C-terminal de una de las moléculas y la lisina 48 de la otra (Thrower et al., 2000). Una vez

ubiquitinado, el sustrato proteico va a ser reconocido el proteasoma 26S para su degradacion.

Proteasoma 26S
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Figura 9. Estructura del proteasoma 26S. El proteasoma 26S esta compuesto por un ncleo catalitico 20S
flanqueado por dos particulas reguladoras 19S. El nlcleo catalitico esta formado a su vez por cuatro anillos de
7 subunidades a. (anillos externos) o B (anillos internos) cada uno. En las subunidades B1, B2 y B5 reside la
actividad catalitica del proteasoma 26S.

El proteasoma 26S es un complejo proteico formado por un nucleo catalitico 20S y por dos
particulas reguladoras 19S situadas en ambos extremos del ndcleo catalitico (Tanaka, 2009)
(Figura 9). El nlcleo catalitico 20S est4 formado a su vez por cuatro anillos apilados en forma de
barril. Cada uno de los anillos exteriores estd compuesto por siete subunidades o, mientras que cada
uno de los interiores estd compuesto por siete subunidades . Dentro de estas Gltimas, la actividad
catalitica del proteasoma reside en las subunidades 1, f2 y BS, que presentan actividad post-glutamil
(corta después de residuos acidos), triptica (corta después de residuos basicos) y quimotriptica (corta
después de residuos hidrofébicos), respectivamente (Groll et al., 1999). La particula reguladora 19S
esta formada por al menos 19 subunidades y es la responsable del reconocimiento de las proteinas
ubiquitinadas susceptibles de degradacion. Mientras que algunas de las proteinas ubiquitinadas se

unen directamente al proteasoma al interaccionar con determinadas subunidades de la particula
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reguladora 19S implicadas en el reconocimiento del sustrato proteico (Deveraux et al., 1994; Lam et
al., 2002; Husnjak et al., 2008), otras son llevadas hasta el proteasoma a través de proteinas
adaptadoras, que interaccionan tanto con la particula reguladora como con la cadena de poliubiquitina
del sustrato (Elsasser et al., 2004; Kim et al., 2004; Verma et al., 2004). Ademas, la particula
reguladora también juega un papel importante en el desplegamiento del sustrato y en su translocacion
al canal del nucleo catalitico (Finley, 2009; Tanaka, 2009). Ambos procesos necesitan energia
metabolica para ser llevados a cabo, que se obtiene a partir de la actividad ATPasa de algunas de las
subunidades que componen la particula reguladora. Una vez en el canal del ndcleo catalitico, el
sustrato va a ser procesado en pequefios péptidos de 3 a 22 residuos de longitud (Nussbaum et al.,
1998), que posteriormente seran hidrolizados por proteasas citosélicas inespecificas hasta aminoacidos
que pueden ser reutilizados por la célula (Orlowski y Michaud, 1989; Glickman y Ciechanover, 2002;
Schwartz y Ciechanover, 2009). La cadena de poliubiquitina no es degradada por el proteasoma, sino
que es desprendida del sustrato por la Unica subunidad de la particula reguladora 19S que posee
actividad deubiquitinasa intrinseca (Tanaka, 2009). Después de ser liberada, las enzimas
deubiquitinasas se van a encargar de separar las moléculas de ubiquitina en mondmeros para que

puedan ser reutilizadas en el marcaje de otros sustratos proteicos (Kawakami et al., 1999).

45. Bortezomib

El inhibidor del proteasoma bortezomib (Velcade®) es un andlogo modificado del acido
dipeptidil boronico que se une de forma reversible y con alta afinidad a la subunidad B5 del nucleo
catalitico 20S (Adams et al., 1999; Berkers et al., 2005; Groll et al., 2006). Bortezomib representa el
primer inhibidor del proteasoma empleado en la practica clinica y esta aprobado para el tratamiento
tanto del mieloma multiple como del linfoma de células del manto (Grosicki et al., 2014; Hambley et
al., 2016). Aunque los mecanismos de accion de bortezomib junto con sus efectos clinicos se han
estudiado de manera mas extensiva en mieloma mdltiple y en otros canceres hematolégicos (Chauhan
et al., 2003; Dai et al., 2003; Hideshima et al., 2004; Navas et al., 2006; Kojima et al., 2007,
Minderman et al., 2007; Podar et al., 2007; Tai et al., 2007), el efecto antitumoral ejercido por
bortezomib se ha demostrado también en una amplia variedad de lineas celulares tumorales y en
modelos animales de tumores sélidos, entre los que se encuentran el carcinoma escamoso de cabeza y
cuello (Sunwoo et al., 2001; Van Waes et al., 2005; Duan et al., 2007), el carcinoma renal (An et al.,
2004), el cancer de pulmon no microcitico (Yang et al., 2004), el cancer colorrectal (Yu et al., 2003),
el cancer de pancreas (Nawrocki et al., 2002), el cancer de prostata (Williams et al., 2003) y el cancer
de mama (Cardoso et al., 2006).

A pesar del éxito de bortezomib en el tratamiento de distintos tipos de canceres

hematoldgicos, en tumores solidos la eficacia clinica de bortezomib como agente Unico es limitada
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(Huang et al., 2014). Sin embargo, distintos estudios preclinicos y clinicos han mostrado que en
combinacion con otros farmacos, bortezomib presenta una actividad antitumoral importante,
sugiriendo un efecto aditivo o sinérgico en tumores sélidos (Cardoso et al., 2004; Roeten et al., 2018).
En cancer de mama en concreto bortezomib ha mostrado este efecto aditivo o sinérgico en
combinacion con doxorubicina (Thornton et al., 2011), doxorubicina liposomal (Orlowski y Dees,

2003), trastuzumab (Cardoso et al., 2006) y docetaxel (Awada et al., 2008).
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Hipdtesis y Objetivos

HIPOTESIS

La familia de receptores tirosina quinasa ERBB/HER y sus ligandos juegan un papel
importante en la oncogénesis y en la progresion tumoral del cancer de mama. El desarrollo de terapias
dirigidas contra estos receptores ha mejorado tanto el pronéstico como la calidad de vida de las
pacientes. Sin embargo, la diseminacion metastasica de las células de cncer de mama y la generacion
de resistencias a los tratamientos empleados en la practica clinica son los responsables de que esta
enfermedad todavia sea incurable. La blsqueda de nuevas estrategias terapéuticas que puedan

bloguear o revertir estas situaciones es fundamental para aumentar la supervivencia de las pacientes.

OBJETIVO GENERAL

Teniendo en cuenta esta hipétesis, en el presente proyecto de tesis doctoral nos planteamos
como objetivo general la blsqueda de nuevas estrategias terapéuticas en cancer de mama que

permitieran bloguear la diseminacion metastasica o revertir la resistencia a los tratamientos empleados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Encontrar una estrategia terapéutica que pudiera inhibir la produccion de MMP13 inducida en
respuesta a la estimulacion con NRG para bloguear la diseminacion metastasica de las células

de cancer de mama.

2. Identificar una estrategia terapéutica que pudiera revertir la resistencia a trastuzumab en cancer

de mama HER2 positivo.

La seccidn de resultados de esta tesis doctoral esta dividida en dos capitulos. En cada capitulo

se aborda cada uno de los objetivos especificos.
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Materiales y Métodos

1. REACTIVOS GENERALES Y FARMACOS

Los reactivos generales y los farmacos empleados en este trabajo se recogen agrupados por su

procedencia en la tabla 3. En general, todos los farmacos empleados in vitro se disolvieron en

dimetilsulfoxido (DMSQ) a una concentracion mil veces superior a la dosis de tratamiento indicada en

cada experimento. Unicamente para los ensayos in vivo, dasatinib se disolvié en 4cido tartarico 25 mM.

Tabla 3. Reactivos generales y farmacos empleados en este trabajo

Reactivo o farmaco

Procedencia

Acetato sodico (ref. 106268), acido acético (ref. 100063), &cido
clorhidrico fumante al 37 % (ref. 100317), carbonato sédico
(ref. 106392), dimetilformamida (ref. 103053), DMSO (ref.
802912), dodecilsulfato sddico (SDS, sodium dodecyl sulfate;
ref. 822050), glicerol (ref. 104092), NaCl (ref. 106404) y
tris(hidroximetil)aminometano (Tris; ref. 108382)

Merck (Darmstadt, Alemania)

Acido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etanosulfénico (HEPES;
ref. 3375), acido tartarico (ref. T109), albimina de suero
bovino (BSA, bovine serum albumin; ref. A7906), azul de
bromofenol (ref. B8026), B-glicerofosfato (ref. 50020), B-
mercaptoetanol (ref. M7154), CaCl, (ref. C1016) 3-[(3-
colamidopropil)-dimetilamonio]-1-propanosulfonato (CHAPS;
ref. 226947), cristal violeta (ref. C3886), fluoruro sodico (ref.
S7920), luminol (ref. A8511), MgCl; (ref. M8266), Nonidet™
P-40 (ref. 74385), ortovanadato sddico (ref. S6508),
paraformaldehido (ref. 158127), perdxido de hidrégeno (ref.
H1009), p-iodofenol (ref. 110201), sacarosa (S0389), Triton™
X-100 (ref. X100), Tween® 20 (ref. P1379) y xileno cianol
(ref. X4126)

Sigma-Aldrich (San Luis, Estados
Unidos)

Ampicilina (ref. 11257), acido etilendiaminotetraacético
(EDTA,; ref. 15700), aprotinina (ref. 11388), fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF, phenylmethylsulfonyl fluoride; ref.
20203), leupeptina (ref. 18413) y pepstatina (ref. 20037)

USB (Cleveland, Estados Unidos)

Antibioticos (penicilina/estreptomicina, ref. 15140122), medio
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Dulbecco’s
modified Eagle’s medium; ref. 41966-029), medio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) 1640 (ref. 21875-034), suero fetal
bovino (FBS, fetal bovine serum; ref. 10270106) y tripsina-
EDTA (ref. 25200056)

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Estados Unidos)

B1X02189 (ref. S1531), bortezomib (ref. S1013), carfilzomib
(ref. S2853) y trametinib (ref. S2673)

Selleck Chemicals (Houston, Estados
Unidos)

CB-5083 (ref. HY-12861), P5091 (ref. HY-15667), serdemetan
(ref. HY-12025) y VLX1570 (ref. HY-12471)

MedChemExpress
Junction, Estados Unidos)

(Monmouth

Dasatinib (ref. D-3307)

LC Laboratories (Woburn, Estados
Unidos)

Glicina (ref. 16507)

Affymetrix (Santa Clara, Estados

Unidos)

H,0 Milli-Q®

Merck Millipore (Burlington, Estados
Unidos)

MG132 (ref. 474790) y PP2 (ref. 529573)

Calbiochem (San Diego, Estados

Unidos)

Neuregulina 1 2 (NRG; ref. CYT-407)

Prospec (Rehovot, Israel)

Tampén fosfato salino (PBS, phosphate buffered saline),
bacterias competentes Escherichia coli DH5a, medio Luria-
Bertani (LB) y placas LB-agar con 100 pg/mL de ampicilina

Servicio de limpieza, esterilizacion y
cocina de medios del CIC-IBMCC
(Salamanca, Espafia)
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2. ANTICUERPOS

Las caracteristicas principales de los anticuerpos empleados para el desarrollo de este trabajo, asi

como su procedencia, se detallan en la tabla 4.

Tabla 4. Anticuerpos empleados en este trabajo

Anticuerpo Aplicacién Fuente Procedencia
Anticuerpos primarios
. . Monoclonal  Cell Signaling Technologies (Beverly,
Anti-CSK (C74C1) WB: 1/5.000 de conejo Estados Unidos); ref. 4980
s . Monoclonal ~ Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
Anti-ciclina B1 (GNST) WB:1/5.000 de ratén Estados Unidos); ref. sc-245
. ) Monoclonal BD Biosciences (San José, Estados
Anti-caspasa 3 WB:1/10.000 ;" i Unidos); ref. 610322
Anti-caspasa 3 procesada ) Monoclonal . . .
(Asp175) (5ALE) WB:1/1.000 de conejo Cell Signaling Technologies; ref. 9664
Anti-caspasa 7 (D2Q3L)  WB:1/1.000 (';’é"c“ooncgjf’ona' Cell Signaling Technologies; ref. 12827
Anti-caspasa 8 (1C12) WB:1/1.000 (I;{elorr;(t)grlwonal Cell Signaling Technologies; ref. 9746
Anti-caspasa 9 WB:1/1.000 (Ijollclor!al Cell Signaling Technologies; ref. 9502
e conejo
. . Policlonal . .
Anti-ERK1/2 (C-14)* WAB: 1/3.000 de conejo Santa Cruz Biotechnology; ref. sc-154
. . Policlonal Producido en el laboratorio (Esparis-
ANt-ERKS IP-2 pL de conejo Ogando et al., 2002)
Anti-fosfo-AKT (Ser473)  WB: 1/5.000 (';gorr;‘t’grzona' BD Biosciences; ref. 560397
i ) Policlonal R .
Anti-fosfo-CDK1 (Y15) WAB: 1/2.000 de conejo Cell Signaling Technologies; ref. 9111
Anti-fosfo-ERK1/2 . Monoclonal . . s
(Thr202/Tyr204) (E10) WAB: 1/3.000 de raton Cell Signaling Technologies; ref. 9106
. . Policlonal Producido en el laboratorio (Esparis-
Anti-fosfo-ERK5 WB: 1/3.000 de conejo Ogando et al., 2002)
Anti-fosfo-MEK1/2 ) Policlonal . . .
(Ser217/221) WB: 1/7.500 de conejo Cell Signaling Technologies; ref. 9121
. ) Policlonal Producido en el laboratorio (Sanchez-
Anti-fosfo-MEKS5 WB: 1/2.500 de conejo Fdez et al., 2019)
Anti-fosfo-c-RAF (Ser259)  WB: 1/4.000 ggléglr:)er}zl Cell Signaling Technologies; ref. 9421
Anti-fosfo-S6 (Ser240/244)  WB: 1/10.000 Sg'gg';’er}z' Cell Signaling Technologies; ref. 2215
Anti-fosfo-SRC family ) Policlonal . . .
(Tyra16) WAB: 1/4.000 de conejo Cell Signaling Technologies; ref. 2101
Anti-fosfo-Tyr (PY99) WB: 1/10.000 morg?g;onal Santa Cruz Biotechnology; ref. sc-7020
Anti-FYN WAB: 1/5.000 Pollclon_al Cell Signaling Technologies; ref. 4023
de conejo
Anti-GAPDH (FL-335)* WB: 1/20.000 Pollclon_al Santa Cruz Biotechnology; ref. sc-
de conejo 25778
Anti-HER?2 (Ab3) WB: 1/10.000 (';"eorr:t’gr']ona' Calbiochem; ref. OP15
Monoclonal Cedido por John Mendelsohn (MD
Anti-HER2 (4D5) IP: 2 ug de raton Anderson Cancer Center, Houston,

Estados Unidos)
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Anti-HER3 IP:1pL Policlonal Producido en el laboratorio (Sanchez-
WAB:1/5.000 de conejo Martin y Pandiella, 2012)

. . Monoclonal . . .
Anti-LCK (D88) XP® WAB: 1/5.000 de conejo Cell Signaling Technologies; ref. 2984
Anti-LYN (C13F9) WB: 1/5.000 (';”eocnoonce'fona' Cell Signaling Technologies; ref. 2796

. ) Policlonal Producido en el laboratorio (Sanchez-
Anti-MEKS P25l de conejo Fdez et al., 2019)

. IP:1pg Policlonal . )

- - *

Anti-MMP13 (H-230) WEB: 1/1.000 de conejo Santa Cruz Biotechnology; ref. 30073
ANti-NRG IP: 3 uL Policlonal Producido en el laboratorio (Montero et
WAB: 1/4.000 de conejo al., 2000)

. . Monoclonal Cedido por Eugenio Santos (CIC-
Anti-RAS WB: 1/1.000 de raton IBMCC)
Anti-SRC (32G6) WAB: 1/5.000 (l;/éocnoonceljoonal Cell Signaling Technologies; ref. 2123
. IP:2 uL Policlonal - )
Anti-SHC WB: 1/4.000 de conejo Merck Millipore; ref. 06-203
Anti-WEE1 (H-300)* WB: 1/1.000 gg'c'g'r?er}z' Santa Cruz Biotechnology; ref. 9037
Anti-YES WAB: 1/10.000 (Fj’ollclon_al Cell Signaling Technologies; ref. 3201
e conejo
Anticuerpos secundarios
. . _ Policlonal Bio-Rad  Laboratories  (Hercules,
Anti-conejo-HRP WB:1/20000 o abra Estados Unidos); ref. 170-6515
. . - Jackson Immunoresearch Laboratories
Antl-conejq-HRP especifico WAB: 1/5.000 MonoE:IonaI (West Grove, Estados Unidos); ref. 211-
de cadena ligera de raton
032-171
Policlonal GE Healhcare Life Sciences
Anti-raton-HRP WB:1/10.000 de oveja (Piscataway, Estados Unidos); ref.

NA931

* Los anticuerpos policlonales de conejo de Santa Cruz Biotechnology han sido descatalogados. WB:
Western blot; IP: inmunoprecipitacion; HRP: peroxidasa de rabano.

3. LINEAS CELULARES Y CONDICIONES DE CULTIVO

3.1. Lineas celulares

Las lineas celulares empleadas para la realizacion de este trabajo son de origen humano y sus

principales caracteristicas se detallan en la tabla 5. Las lineas celulares BT474, HEK293T, MCF7,
MDAMB231, SKBR3 y T47D fueron compradas a la coleccién americana de cultivos tipo (ATCC,
American Type Culture Collection, Manassas, Estados Unidos). Las lineas celulares BT549 y HCC3153
fueron cedidas por JesUs Pérez-Losada (CIC-IBMCC). La linea celular BTRH, que se caracteriza por ser
resistente al anticuerpo monoclonal humanizado anti-HER?2 trastuzumab, fue generada previamente en
el laboratorio a partir de la linea celular parental BT474 mediante exposicion prolongada al farmaco
(Diaz-Rodriguez et al., 2019). Las células MCF7 que expresan tanto el gen codificante de la isoforma
o2c de la NRG1 de rata como el gen indicador de la luciferasa también fueron generadas previamente en

el laboratorio (Yuste et al., 2005; Seoane et al., 2016).
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Tabla 5. Lineas celulares empleadas en este trabajo

Linea celular Teiido Receptores Subtipo clinico de
! (ER, PRy HER2) cancer de mama

BT474 ﬁzrnc]g\oma ductal de ER*/PR*/HER2 sobreexpresado HER?2 positivo

BT549 Carcinoma ductal de oo HERY- Triple negativo
mama

BTRH ﬁiﬁg‘oma ductal de £+ /pR+HER2 sobreexpresado  HER2 positivo

HCC3153 Carcinoma ductal de oo HER)- Triple negativo
mama

HEK293T Rifion embrionario - -

MCE7 Adenocarcinoma de ER*/PR*/HER2 bajo Rec_e_ptor hormonal
mama positivo

MCF7-NRGa2c- Adenocarcinoma de ER*/PR*/HER2 bajo Rec_e_ptor hormonal

Luc mama positivo

MDAMB231 ﬁgﬁ:‘;carc'”oma 9 ER/PR/HERZ Triple negativo

SKBR3 ﬁgr?;carcmoma de ER/PR/HER2 sobreexpresado HERZ2 positivo

T47D Carcinoma ductal de ER*/PR*/HER2 bajo Rec_eptor hormonal
mama positivo

3.2. Descongelacion y mantenimiento de las lineas celulares

El cultivo de las lineas celulares se realizo a partir de células congeladas en viales criogénicos en
tanques de nitrégeno liquido. Los viales se calentaron en un bafio termostatico Grant SUB14 (Grant
Instruments, Shepreth, Inglaterra) a 37 °C durante 2 minutos para su descongelacion y el contenido de
cada vial se transfirid a un tubo de polipropileno de 15 mL (Corning, Corning, Estados Unidos; ref.
352070), que contenia 5 mL del medio de cultivo correspondiente, indicado en la tabla 6. Los tubos se
centrifugaron a 219 x g a temperatura ambiente durante 3 minutos en una centrifuga Eppendorf 5810 R
(Eppendorf, Hamburgo, Alemania) y las células sedimentadas se resuspendieron en 5 mL de medio de
cultivo para sembrarlas en placas de cultivo de 100 mm estériles (Corning; ref. 430167), que contenian
otros 5 mL de medio. Las placas se mantuvieron en una incubadora HERAcell® 150 (Heraeus, Hanau,
Alemania) a 37 °C en atmosfera himeda al 5 % de CO> hasta que el cultivo celular alcanz6 una
confluencia del 80-90 % vy se realiz el subcultivo del mismo. EI seguimiento del cultivo celular se
realizo diariamente con un microscopio invertido Zeiss Axiovert 25 (Carl Zeiss Microscopy, Jena,
Alemania). En primer lugar, se retiro el medio de cultivo de la placa y las células adheridas se lavaron
con PBS (NaCl 137 mM; Na;HPO4 7,98 mM; KCI 2,68 mM; KH2PO4 1,47 mM) estéril para eliminar
los restos de medio. Seguidamente, las células se incubaron con 1 mL (por placa) de una solucion de
0,25 % de tripsina-EDTA 1 mM durante 2 minutos a 37 °C para producir su disociacion de la placa y
entre ellas. Una vez disociadas, el efecto de la tripsina se neutralizé afiadiendo medio de cultivo y un
volumen determinado de la suspension celular resultante se transfirio a placas de 200 mm nuevas acorde

con la dilucién de subcultivo requerida para cada linea celular, que se recoge en la tabla 6. Las placas se
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completaron con medio hasta un volumen final de 8-10 mL y se volvieron a mantener en la incubadora
de cultivos celulares. Cuando el cultivo celular alcanzo una confluencia del 80-90 %, se realizd de nuevo
el subcultivo del mismo. Con el objetivo de renovar el cultivo celular, periédicamente se descongelaron
nuevos Vviales criogenicos conservados en tanques de nitrogeno liquido, procediendo como se indica en
este apartado. Todo el proceso se realizd en condiciones de esterilidad en una cabina de seguridad
bioldgica Telstar Bio-11-A o Telstar BioULTRA (Azbil Telstar Technologies, Tarrasa, Espafia), al igual
que cualquier manipulacion de las lineas celulares en cultivo que se describa en los siguientes apartados.

Tabla 6. Condiciones de cultivo de las lineas celulares empleadas en este trabajo

Linea celular Medio de cultivo Dilucion de subcultivo

DMEM con alta concentracién de glucosa (4,5 g/L),
L-glutamina 4 mM vy piruvato sédico 1 mM

BT474 suplementado con antibioticos (penicilina 100 U/mL L4
y estreptomicina 100 pg/mL) y 10 % de FBS
RPMI 1640 con L-glutamina 2 mM suplementado
BT549 con antibiéticos (penicilina 100 U/mL y 1.8
estreptomicina 100 pg/mL) y 10 % de FBS
BTRH El mismo que para la linea celular BT474 1:4
HCC3153 El mismo que para la linea celular BT549 1:4
DMEM con alta concentracion de glucosa (4,5 g/L),
L-glutamina 4 mM vy piruvato sédico 1 mM .
HEK293T suplementado con antibiéticos (penicilina 100 U/mL 110
y estreptomicina 100 pug/mL) y 5 % de FBS
MCF7 El mismo que para la linea celular BT474 1:4
EAUCC:F%NRGazc' El mismo que para la linea celular BT474 1:4
MDAMB231 El mismo que para la linea celular BT474 1:10
SKBR3 El mismo que para la linea celular BT474 1:3
T47D El mismo que para la linea celular BT474 1:4

3.3.  Preservacion de las lineas celulares

El cultivo celular en fase de crecimiento exponencial se congelé cuando fue necesaria su
conservacion. Para ello, las células se disociaron segun se indica en el apartado anterior y la suspension
celular resultante se transfirio a un tubo de polipropileno de 15 mL, que se centrifugd a 219 x g a
temperatura ambiente durante 3 minutos en una centrifuga Eppendorf 5810 R. Las células sedimentadas
se resuspendieron en 1 mL de medio de congelacion frio, que se preparé adicionando 10 % de DMSO
como agente crioprotector al medio de cultivo, y se transfirieron a un vial criogénico (Sarsdedt,
NUmbrecht, Alemania; ref. 72.380.992). Los viales se mantuvieron a -80 °C durante 24 horas y se

transfirieron a tanques de nitrégeno liquido, donde se almacenaron a largo plazo.
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4. RECUENTO CELULAR

Para llevar a cabo los experimentos a una densidad celular determinada fue necesario realizar
previamente el recuento de las células en cultivo. Las células se disociaron como se indica en el apartado
3.2 y se resuspendieron en medio de cultivo (15-30 mL dependiendo de la confluencia del cultivo). A
continuacion, se recogieron 500 pL de la suspension celular en un vaso de poliestireno (Beckman
Coulter Life Sciences, Indiandpolis, Estados Unidos; ref. A35473) y se diluyeron en 9,5 mL de
ISOTON® Il (Beckman Coulter Life Sciences; ref. 8546719). El recuento de las células se realiz6 en un
contador de particulas Beckman Coulter Z1 Particle Counter (Beckman Coulter Life Sciences), que
detectaba particulas con un tamafio comprendido entre los 8 y los 24 um. Para cada muestra se
realizaron tres lecturas y el nimero de células en cultivo se calculé como la media de los triplicados

multiplicada por el factor de dilucion correspondiente utilizado (20).

S. TRATAMIENTO Y ESTIMULACION CELULAR

Para los estudios sobre dasatinib, cuando el cultivo de las lineas celulares BT474, BT549,
HCC3153, MCF7, MDAMB231, SKBR3 y T47D en placas de 100 mm alcanz6 un 70-80 % de
confluencia, las células se privaron de suero. Para ello, se retir6 el medio de cultivo de la placa y las
células adheridas se lavaron con PBS esteril tres veces, antes de incubarlas con medio de cultivo
suplementado Unicamente con antibiGticos. Después de 16-18 horas, las células se trataron con dasatinib
1 UM durante 3 horas o con 0,1 % de DMSO (vehiculo control). Ademés, las células MCF7 fueron
tratadas con otras concentraciones de dasatinib (10, 25, 50, 100, 250 o0 500 nM), con trametinib 1 pM,
con BIX02189 10 uM o con PP2 20 uM durante el mismo tiempo. Después de los tratamientos, las
células se estimularon o0 no con NRG 10 nM durante los tiempos indicados en cada experimento. Las
células MCF7, que se habian sometido al silenciamiento génico segun se indica en el apartado 7, se
privaron de suero igualmente y se estimularon o no con NRG 10 nM durante los tiempos indicados en
los experimentos. Las células MCF7-NRGa2c-Luc se privaron de suero del mismo modo Y se trataron
con dasatinib 1 uM durante 24 horas o con 0,1 % de DMSO. Para los estudios sobre bortezomib, las
células BT474 y BTRH se sembraron en placas de 100 mm a una densidad de 3 x 10° células por placa y
se incubaron durante 24 horas para permitir su adhesion a la placa. Una vez adheridas, las células se
trataron directamente con bortezomib 50 nM durante 12, 24, 36 y 48 horas o con 0,1 % de DMSO
(vehiculo control). Transcurridos estos tiempos de tratamiento o de estimulacion, las células se
procesaron para realizar el analisis de proteinas o de la expresion génica segun se describe mas adelante.
Los tratamientos y la estimulacion con NRG tuvieron lugar en la incubadora de cultivos celulares en las

condiciones descritas anteriormente.
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6.  ADQUISICION DE IMAGENES DESPUES DEL TRATAMIENTO

La adquisicion de iméagenes de las células BT474 y BTRH tratadas se realizO mediante
microscopia de campo claro utilizando un microscopio EVOS Floid Cell Imaging Station (Invitrogen,
Carlsbad, Estados Unidos) con un objetivo 20X. Las imégenes son representativas de un experimento

que se repitid tres veces.

1. SILENCIAMIENTO GENICO EN LAS LINEAS CELULARES

7.1. Produccién de lentivirus

Para la produccion de lentivirus se utilizaron las células HEK293T y se eligié un sistema de
tercera generacion que requiere el empleo de cuatro plasmidos, entre los que se encuentran repartidos los
componentes necesarios para la produccion de lentivirus: un plasmido lentiviral que porta el inserto de
interés, dos plasmidos empaquetadores y un plasmido para la envuelta. Las células HEK293T se
sembraron en placas de 100 mm a una densidad de 2,5 x 10° células por placa y, después de 24 horas, se
co-transfectaron con 4 g de cada uno de los siguientes plasmidos (Addgene, Cambridge, Estados
Unidos): pMDLg/pRRE (contiene los genes gag Y pol, los cuales codifican las proteinas estructurales y
enzimas retrovirales fundamentales para el empaquetamiento del ARN gendmico en la particula viral y,
ademés, contiene la region RRE, que es el sitio de union para la proteina Rev), pRSV-Rev (codifica la
proteina Rev que facilita la exportacion del ARN mensajero del nucleo al citoplasma) y pMD2.G
(codifica la glicoproteina del virus de la estomatitis vesicular, conocida como VSV), junto con 8 g del
plasmido lentiviral pLKO.1, que contenia una horquilla pequefia de ARN (shRNA, short hairpin RNA)
(Moffat et al., 2006) que no estaba dirigida contra ningin gen humano (sh-Control) o que estaba dirigida
contra SRC, YES1 o CSK (GE Dharmacon, Lafayette, Estados Unidos). La co-transfeccion se realizd
utilizando el reactivo de transfeccidon jetPEI® (Polyplus-transfection, IlIkirch, Francia; ref. 101-10N). Por
un lado, se mezclaron todos los plasmidos en un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL (Daslab, Barbera del
Vallés, Espafia; ref. 175508) con 250 pL de NaCl 150 mM (proporcionado con el jetPEI®). Por otro
lado, se mezclaron 40 L de jetPEI® con 250 pL de NaCl 150 mM en otro tubo. A continuacion, se
transfirié la mezcla de jetPEI® a la de ADN y se incub6 a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Pasado este tiempo, se adiciond la mezcla resultante gota a gota sobre el medio de cultivo de las células
HEK293T, que se encontraban a una densidad del 70-80 %. A las 24 horas de la transfeccion, se
reemplazo el medio de las células HEK293T por el de las células MCF7. Después de 24 horas, se
recogio el medio que contenia los lentivirus que se habian producido y se filtr6 con filtros Millex®-HV
de membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF, polyvinylidene difluoride) de 0,45 um de tamafio
de poro (Merck Millipore; ref. SLHVO033RB) para eliminar las células presentes. EI medio de cultivo
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filtrado se empleo para transducir las células MCF7 como se indica a continuacion o se congel6 a -80 °C

si la transduccion celular no se llevo a cabo seguidamente.

7.2.  Transduccion celular

Las células MCF7 se sembraron en placas de 100 mm a una densidad de 2 x 10° células por
placa y se incubaron durante 24 horas para permitir su adhesion a la placa. Una vez adheridas, se
descartd su medio de cultivo para incubarlas con el medio filtrado de las células HEK293T, al que se le
habian afiadido 6 pg/mL de polibreno (Sigma-Aldrich; ref. H9268) para aumentar la eficiencia de la
transduccion celular (Davis et al., 2002). Después de 8 horas de incubacién con los lentivirus, se
reemplazo el medio de las células MCF7 por medio fresco y se cultivaron durante 48 horas para permitir
un silenciamiento génico eficiente. Pasado este tiempo, las células infectadas se seleccionaron con
3 pg/mL de puromicina (Sigma-Aldrich; ref. P8833) durante 48 horas (el plasmido pLKO.1 contiene el
gen de resistencia a puromicina bajo el promotor humano U6). Para evaluar la eficacia del
silenciamiento génico, los niveles de proteina de SRC, YES o CSK de las células seleccionadas se
analizaron por Western blot (WB) como se indica en el siguiente apartado. Se probaron un minimo de
cinco secuencias diferentes de sShRNA dirigidas contra SRC, YES1 o CSK y se seleccionaron aquellas
dos que produjeron mayor silenciamiento para llevar a cabo la estimulacién de las células con NRG o los
experimentos de migracion e invasion celular. Solo se muestran resultados representativos utilizando una

secuencia de ShRNA para cada gen.

8.  ANALISIS DE PROTEINAS

8.1. Extraccion y cuantificacion de proteinas

La extraccion de proteinas celulares se realiz6 mediante un método quimico de ruptura celular o
lisis empleando el detergente no iénico Nonidet™ P-40. Las placas de 100 mm con las células tratadas
se depositaron en hielo y todo el proceso de extraccion subsiguiente se realizé también en hielo para
mantener la estabilidad de las proteinas. Después de descartar el medio de cultivo, las células adheridas
se lavaron dos veces con PBS frio y se lisaron incubandolas con 1 mL (por placa) de tampdn de lisis frio
(1 % de Nonidet™ P-40; 10 % de glicerol; EDTA 50 mM; NaCl 140 mM; Tris-HCI 20 mM, pH 7,0;
aprotinina 1 ug/mL; leupeptina 1 pug/mL; pepstatina 1 uM; PMSF 1 mM; B-glicerofosfato 25 mM,;
fluoruro sddico 10 mM; ortovanadato sédico 1 mM) durante 15 minutos en hielo. El lisado celular se
recogio con ayuda de un raspador celular (Sarsdedt; ref. 83.1830), se paso a un tubo de microcentrifuga
de 1,5 mL y se clarificd6 mediante centrifugacion a 10.000 x g a 4 °C durante 10 minutos en una
centrifuga Eppendorf 5417 R (Eppendorf). El sobrenadante se recogid en otro tubo y la concentracion de
proteina fue determinada mediante el método del &cido bicinconinico (BCA, bicinchoninic acid) con el
kit comercial Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific; ref. 23225). En una placa de
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96 pocillos (Corning; ref. 353072) se realiz una dilucién 1:5 del extracto proteico, para lo cual se
afadieron 20 puL de H.O Milli-Q® y 5 pL del extracto por pocillo y por triplicado, a los que se
adicionaron 200 pL de la solucion de trabajo (50 partes del reactivo A con una parte del reactivo B). La
placa se coloco en agitacion durante 1 minuto a temperatura ambiente protegida de la luz en un agitador
orbital Boeco OS 20 (Boeckel, Hamburgo, Alemania) y se incub6 a 37 °C durante 30 minutos en la
incubadora de cultivos celulares. Transcurrido este tiempo, se dejo enfriar hasta temperatura ambiente y
la absorbancia se leyd a 570 nm en un espectrofotometro Ultra Evolution 1536 (Tecan, Mannedorf,
Suiza). En la misma placa se prepararon también soluciones patron de BSA en un rango de
concentracion de 0 a 2.000 pg/mL siguiendo las instrucciones del fabricante para obtener la recta patron.
Los valores de absorbancia media obtenidos de cada extracto proteico se interpolaron en esta recta
patron para obtener los valores de concentracion de proteina de los mismos. Una vez cuantificados, se
prepararon las muestras para llevar a cabo la deteccion de proteinas utilizando el método de WB. La
mayoria de las proteinas se detectaron directamente en extracto proteico, mezclando el volumen
correspondiente a la cantidad de proteina necesaria, en funcion de la proteina objeto de estudio, con el
mismo volumen de tampon de carga 2X (0,05 % de azul de bromofenol; 4 % de SDS; 20 % de glicerol;
2 % de B-mercaptoetanol; Tris-HCI 100 mM, pH 6,8) en tubos de microcentrifuga de 1,5 mL. Las
muestras fueron sometidas a electroforesis segun se describe mas adelante o guardadas a -20 °C si la
electroforesis no se realizé a continuacion. Sin embargo, para detectar algunas proteinas o sus formas
fosforiladas en residuos de tirosina fue necesario enriquecer la muestra en dicha proteina mediante

inmunoprecipitacion (IP).

82. IP

Las proteinas MMP13, HER2, HER3, SHC, MEKS5, ERK5 y NRG fueron inmunoprecipitadas
de los extractos proteicos antes de ser analizados sus niveles o su fosforilacion mediante WB. En un tubo
de microcentrifuga de 1,5 mL se incubaron 2 mg de extracto proteico con 60 UL de una dilucion 1:10
(0,6 mg) de proteina A-Sefarosa™ CL-4B (GE Healthcare, Little Chalfont, Inglaterra; ref. 17-0780-01)
y con la cantidad de anticuerpo correspondiente, indicada en la tabla 4, durante 2 horas a 4 °C en
agitacion en un balancin Speci-Mix M26120-26 (Barnstead Thermolyne, Dubuque, Estados Unidos).
Pasado este tiempo, los complejos inmunes se precipitaron mediante centrifugacion a 10.000 x g a
temperatura ambiente durante 20 segundos en una centrifuga Eppendorf 5417 R y se lavaron tres veces
con 1 mL de tampdn de lisis frio cada una, precipitandolos de la misma forma. Una vez lavados, los
complejos inmunoprecipitados se resuspendieron en 30 L de tampdn de carga 2X y fueron sometidos a
electroforesis como se describe en el siguiente apartado. Donde se indica, la proteina MMP13 secretada
al medio también fue inmunoprecipitada antes de ser analizada por WB. El medio de cultivo (4 mL) de

las células tratadas se recogio en un tubo de polipropileno de 15 mL y se centrifugd a 219 x ga 4 °C
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durante 3 minutos en una centrifuga Eppendorf 5810 R para sedimentar las células presentes. El
sobrenadante se transfirié a un tubo de microcentrifuga de 5 mL (Eppendorf; ref. 0030119401) donde se
incub6 con 60 L de la dilucion 1:10 (0,6 mg) de proteina A-Sefarosa™ CL-4B y con 1 g de anti-
MMP13 durante 2 horas a 4 °C en agitacion en el balancin. Después de la incubacién, los complejos
inmunes se precipitaron mediante centrifugacion a 4500 x g a temperatura ambiente durante
20 segundos en la misma centrifuga y se procesaron como se ha descrito anteriormente en este apartado
para someterlos a electroforesis. Las muestras se guardaron a -20 °C si la electroforesis no se realizd

seguidamente.

83. WB

La separacion de las proteinas de las muestras se realizé por electroforesis en condiciones
reductoras en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE; sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis) siguiendo el protocolo descrito por Laemmli (Laemmli, 1970). Las muestras se
hirvieron a 100 °C durante 7 minutos en un termobloque AccuBlock™ D1200 (Labnet International,
Woodbridge, Estados Unidos) para asegurar su desnaturalizacion y se cargaron en un gel de
poliacrilamida montado en una cubeta de electroforesis pequefia Mini-PROTEAN® 3 Cell (Bio-Rad
Laboratories) 0 en una grande de tipo Sturdier. El porcentaje de poliacrilamida del gel se eligid en
funcion del tamafio de la proteina de interés. Las cubetas se completaron con tampon de electroforesis
(0,1 % de SDS; glicina 192 mM; Tris 25 mM) y las proteinas se separaron sometiendo los geles a un
voltaje constante de 120 V en el caso de los geles pequefios o de 200 V en los geles grandes. La
electroforesis se dio por finalizada cuando el frente de avance, indicado por el azul de bromofenol del
tampon de carga, salié del gel. Una vez finalizada, las proteinas se transfirieron electroforéticamente a
una membrana Inmobilon®-P de PVDF de 0,45 pm de tamafio de poro (Merck Millipore; ref.
IPVH00010). Para ello, se utilizé el sistema de transferencia himeda Trans-Blot® Cell (Bio-Rad
Laboratories) en tampdn de transferencia (glicina 192 mM; Tris 25 mM; pH 8,1-8,5) a un voltaje
constante de 20 V durante 14 horas, 0 a un amperaje constante de 500 mA durante un tiempo fijado en
funcion del porcentaje de poliacrilamida del gel y de sus dimensiones (entre 70 minutos y 3 horas). A
continuacion, las membranas se bloquearon durante 2 horas a temperatura ambiente en tampon salino
Tris con Tween® 20 (TBS-T, Tris buffered saline with Tween® 20; 0,1 % de Tween® 20; NaCl
150 mM; Tris-HCI 20 mM, pH 7,5) que contenia 1 % de BSA para evitar las uniones inespecificas de
los anticuerpos a la membrana. Pasado este tiempo, las membranas se incubaron con el anticuerpo
primario correspondiente diluido en TBS-T durante al menos 2 horas a temperatura ambiente. Las
membranas se lavaron tres veces con TBS-T durante 7 minutos cada una y se incubaron con el
anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa de rdbano (HRP, horseradish peroxidase) durante

30 minutos a temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios y secundarios empleados, junto con sus
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diluciones, se indican en la tabla 4. Tras realizar nuevamente tres lavados con TBS-T de 7 minutos cada
uno, la membrana se incub6 en tampdn de revelado (0,08 % de luminol; 0,02 % de p-iodofenol; Tris-
HCI 0,1 M, pH 9,35), al que previamente se le afiadié peroxido de hidrégeno 0,44 M, durante 1 minuto a
temperatura ambiente. Finalmente, las bandas correspondientes a las proteinas se visualizaron en una
pelicula radiografica Agfa CP-BU NEW (Agfa-Gevaert, Mortsel, Bélgica; ref. EWPJH). Tanto el
bloqueo de la membrana como las incubaciones con los anticuerpos o con el tampoén de revelado se
realizaron en agitacion en un balancin Boekel Rocker 11 (Boekel Scientific, Feasterville-Trevose, Estados
Unidos). Los lavados se realizaron en agitacion en un agitador orbital Boeco OS 20. El anélisis
densitométrico de las bandas correspondientes a MMP13 se realizo utilizando el programa de dominio
publico ImageJ (https://imagej.nih.gov/nih-image). Para determinar los valores de la I1Cso se utilizé el
programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, La Jolla, Estados Unidos). De manera rutinaria,

como control de carga de las muestras en los geles se utilizd la proteina GAPDH.

9.  ANALISIS DE LA INTERACCION ENTRE PROTEINAS

El analisis de la interaccion entre los receptores ERBB/HER (HER2 y HER3) y la proteina
adaptadora SHC se llevo a cabo mediante co-IP seguida de WB. La extraccion de proteinas de las
células MCF7 tratadas se realizd como se ha descrito en el apartado 8.1, con la diferencia de que las
células se lisaron en un tampon de lisis formulado para favorecer el mantenimiento de las interacciones
entre proteinas, que contenia el detergente anfétero CHAPS (0,3 % de CHAPS; EDTA 1 mM; NaCl
120 mM; HEPES 40 mM, pH 7.,4; aprotinina 1 pug/mL; leupeptina 1 pug/mL; pepstatina 1 uM; PMSF
1 mM; B-glicerofosfato 25 mM; fluoruro sédico 10 mM; ortovanadato sodico 1 mM). La IP
subsiguiente se llevo a cabo segin se ha descrito en el apartado 8.2 con las siguientes modificaciones.
Los complejos inmunes se precipitaron mediante centrifugacion a 4 °C y se lavaron con el tampo6n de
lisis con CHAPS frio precipitandolos de la misma forma. Las proteinas unidas a los complejos se

analizaron por WB como se describe en el apartado 8.3.

10. ANALISIS DE LA ACTIVACION DE RAS

10.1. Expresion de la proteina de fusion GST-RBD

Para expresar la proteina de fusion GST-RBD, que esta formada por la proteina glutation S
transferasa (GST) y el dominio de union a RAS-GTP de RAF (RBD, RAS-binding domain), se
transformaron bacterias competentes Escherichia coli DH5a con el vector codificante de la proteina de
fusion pGEX 2T-RBD (cedido por Eugenio Santos, CIC-IBMCC) siguiendo un protocolo de
transformacion rapida. La transformacion se realizo en esterilidad en la proximidad de la llama de un
mechero con alcohol de quemar a partir de 20 pl de bacterias competentes, que se mezclaron con 1 pul de

ADN plasmidico en un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL de manera manual y suavemente. La mezcla
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se incubd en hielo durante 5 minutos, a los que les siguié un choque térmico a 37 °C durante 1 minuto y
otra incubacion en hielo de 2 minutos. A continuacion, se afiadieron 200 uL de LB (0,5 % de extracto de
levadura; 1 % de NaCl; 1 % de triptona; pH 7,0) a la mezcla y se incub6 a 37 °C durante 5 minutos. Las
incubaciones tuvieron lugar en un termoblogue AccuBlock™ D1100 (Labnet International). Finalmente,
se sembraron distintos volimenes de la mezcla en distintas placas de 200 mm con LB-agar y 100 pg/mL
de ampicilina (el plasmido pGEX 2T-RBD contiene el gen de resistencia a ampicilina) con ayuda de un
asa de siembra estéril Lazy-L Spreader™ (Sigma-Aldrich; ref. Z376779) y se crecieron a 37 °C durante
toda la noche en una estufa Memmert 800 (Memmert, Schwabach, Alemania). Al dia siguiente, se
picaron algunas colonias con una punta estéril de pipeta de 200 pL (Daslab; ref. 162001) y se inocularon
en un tubo de ensayo con 3 mL de LB con 100 pg/mL de ampicilina (una colonia por tubo). Los tubos
se incubaron a 37 °C en agitacion durante 8 horas y, sequidamente, se inocularon 20 pL del cultivo
bacteriano en 1 L de LB con 100 pg/mL de ampicilina en un matraz de 5 L, que se incubd a 37 °C en
agitacion durante toda la noche. A la mafiana siguiente, se midio la densidad dptica del cultivo a 600 nm
en un espectrofotometro SmartSpec™ Plus (Bio-Rad Laboratories) y cuando estaba entre 0,5y 0,7, se le
afadio isopropil-p-D-tiogalactopirandsido (Invitrogen; ref. AM9464) 500 uM para inducir la produccion
de la proteina de fusion GST-RBD durante las 4 horas de incubacion a 37 °C en agitacion subsiguientes.
Todas las incubaciones se realizaron a 240 min? en una incubadora con agitacion Kihner ISF-1-W
(Adolf Kuhner, Birsfelden, Suiza). Para recoger las bacterias, el cultivo se distribuyé en tubos de
policarbonato de 250 mL, que se centrifugaron a 5.000 x g a temperatura ambiente durante 10 minutos
en una centrifuga Beckman Avanti® J-25 (Beckman Coulter Life Sciences). Las bacterias sedimentadas

se congelaron a -20 °C si la purificacion de la proteina de fusion no se llevé a cabo a continuacion.

10.2. Purificacién de la proteina de fusién GST-RBD

Las bacterias sedimentadas se resuspendieron en 10 mL de tampén de union (EDTA 10 mM;
PMSF 2 mM; en PBS) en un tubo de policarbonato de 50 mL. EI homogenado resultante se sonicé seis
veces durante 15 segundos cada una a baja amplitud (24 %), con un intervalo de 2 minutos entre pulsos
de sonicacion, en un sonicador Sonics Vibra-Cell™ VCX-500 (Sonics & Materials, Newtown, Estados
Unidos) en hielo. El lisado bacteriano obtenido se clarificd mediante centrifugacion a 30.000 x ga 4 °C
durante 20 minutos en una centrifuga Beckman Avanti® J-25 y el sobrenadante con la proteina de
fusion se distribuyo en tubos de microcentrifuga de 1,5 mL, que se congelaron a -80 °C si no se procedid
sequidamente al acoplamiento de la proteina de fusion a bolas de glutation-Sefarosa™ 4B (GE

Healthcare; ref. 17-0756-01) como se describe a continuacion.
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10.3. Acoplamiento de GST-RBD a bolas de glutation-Sefarosa™ 4B

El acoplamiento de la proteina fusion GST-RBD a las bolas de glutation-Sefarosa™ 4B se
realizo incubando 1 mL de lisado bacteriano con 200 pL de bolas en un tubo de microcentrifuga de
1,5mL durante 2 horas a 4 °C en agitacion en un balancin Speci-Mix M26120-26. Las bolas con la
proteina de fusion acoplada se precipitaron por centrifugacion a 10.000 x g a 4 °C durante 20 segundos
en una centrifuga Eppendorf 5417 R, se lavaron tres veces con 1 mL de PBS frio cada una y se
resuspendieron en 1 mL de tampdn de lisis con magnesio frio (MLB, magnesium lysis buffer; EDTA
1 mM; MgCl> 10 mM; 2 % de glicerol; 1% de Nonidet™ P-40; NaCl 150 mM; HEPES 25 mM,
pH 7,5; aprotinina 10 ug/mL; leupeptina 10 ug/mL; PMSF 1 mM,; fluoruro sodico 25 mM; ortovanadato
sédico 1 mM). La cuantificacion de la proteina de fusion acoplada a las bolas se realiz6 sometiendo una
muestra a SDS-PAGE segun se describe en el apartado 8.3, tomando como referencia las muestras
patron de BSA que se cargaron en el mismo gel. La visualizacion de las bandas correspondientes a las
proteinas se llevd a cabo tifiendo el gel con BlueSafe (NZYTech, Lisboa, Portugal; ref. MB15201)
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Una vez cuantificada, la proteina de fusién acoplada a las
bolas se empled para precipitar la forma activa de RAS (RAS unida a GTP) segun se indica a

continuacion.

10.4. Precipitacion de RAS-GTP

Para realizar la precipitacion de RAS-GTP, las placas de 100 mm con las células MCF7 tratadas
se depositaron en hielo y, tras retirar el medio de cultivo, se lavaron dos veces con PBS frio y se
incubaron con 1 mL (por placa) de MLB frio. La extraccion y la cuantificacion de las proteinas se
realizaron segun se ha indicado en el apartado 8.1. En un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL se
incubaron 4 mg de extracto proteico con 100 pL de las bolas acopladas a GST-RBD (20-25 pg) durante
30 minutos a 4 °C en agitacion en un balancin Speci-Mix M26120-26. Los complejos se precipitaron
por centrifugacion a 10.000 x g a temperatura ambiente durante 20 segundos en una centrifuga
Eppendorf 5417 R, se lavaron tres veces con 1 mL de MLB frio cada una y se resuspendieron en el
mismo volumen de tampdn de carga 2X. La proteina RAS-GTP fue analizada por WB como se describe

en el aparatado 8.3.

11.  ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA

11.1. Extraccion y cuantificacion de ARN total

La extraccion de ARN de las células MCF7 se realizo con el reactivo TRIzol® (Invitrogen; ref.
15596-026). Para ello, las placas de 100 mm con las células tratadas se depositaron en hielo y, despues

de retirar el medio de cultivo, se lavaron dos veces con PBS frio y se lisaron con 1 mL (por placa) de
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TRIzoI®. Las células se recogieron con ayuda de un raspador celular y se transfirieron a un tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL, donde se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente para permitir
la disociacion completa de los complejos nucleoproteicos. A continuacion, se afiadieron 200 pL de
cloroformo (Merck; ref. 102445) a cada tubo, se agitaron manualmente durante 15 segundos de forma
vigorosa y se volvieron a incubar durante 3 minutos a temperatura ambiente. Los tubos se centrifugaron
a12.000 x g a 4 °C durante 15 minutos para separar la muestra en tres fases: una fase acuosa superior
(incolora) en la que permanece el ARN, una interfase (blanca) en la que permanece el ADN y una fase
organica inferior (roja) en la que se mantienen las proteinas. La fase acuosa se transfirio a otro tubo, al
que se afiadieron 500 pL de isopropanol (Honeywell, Morris Plains, Estados Unidos; ref. 563935) para
precipitar el ARN mediante una incubacion de 10 minutos a temperatura ambiente seguida de una
centrifugacion a 12.000 x g a 4 °C durante otros 10 minutos. EI ARN precipitado se lavo con 1 mL de
etanol (Merck; ref. 100983) al 75 %, se centrifugd de nuevo a 7.500 x g a 4 °C durante 5 minutos y se
dejo secar durante 10 minutos a temperatura ambiente, antes de resuspenderlo manualmente en 20 L de
agua libre de ARNasas. Todas las centrifugaciones tuvieron lugar en una centrifuga Eppendorf 5417 R.
La concentracion de ARN se determind en un NanoDrop™ 1000 (Thermo Fisher Scientific). Para
comprobar la integridad del ARN extraido, se prepararon muestras mezclando 1 pg de ARN con
tampon de carga 10X (0,41 % de azul de bromofenol; 0,41 % de Xileno cianol; 50 % de glicerol), que se
sometieron a electroforesis horizontal en un gel de 0,8 % de agarosa (Laboratorios Conda, Madrid,
Espafia; ref. 8010) con 2 pg/mL de bromuro de etidio (Sigma-Aldrich; ref. E1510). La electroforesis se
realizo en una cubeta Wide Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad Laboratories) en tampén TAE (EDTA 1 mM;
acido acético 20 mM; Tris-HCI 40 mM, pH 8,0) a un voltaje constante de 80 V hasta que el frente de
avance habia recorrido como minimo 5 cm. Las bandas fueron visualizadas en un transiluminador Bio-
Rad Gel Doc 2000 (Bio-Rad Laboratories) con luz ultravioleta. Una vez confirmada la integridad del
ARN, se procedio a la sintesis del ADN complementario al ARN mensajero por retrotranscripcion.

Cuando la retrotranscripcion no se realizd a continuacion, las muestras de ARN se guardaron a -80 °C.

11.2. Sintesis del ADN complementario

La sintesis del ADN complementario se realizé empleando la transcriptasa inversa del virus de
la leucemia murina de Molony (transcriptasa inversa M-MLV, Molony murine leukemia virus;
Invitrogen; ref. 28025013). La reaccion partio de 2 pug de ARN total, a los que se anill6 0,5 pg de un
oligonucledtido de politimidinas (oligo-dT121s; Invitrogen) y se afiadi6 1 pL de una mezcla de
desoxirribonucleétidos trifosfato 10 mM (Biotools, Madrid, Espafia; ref. 20.031-4179) en un tubo de
microcentrifuga de 0,2 mL (Thermo Fisher Scientific; ref. AB-0337). La mezcla se llevo a un volumen
final de 12 pL con H.O Milli-Q® estéril y se incubd a 65 °C durante 5 minutos. A continuacion, los

tubos se enfriaron rapidamente en hielo para afiadir a cada uno 4 pL del tampon de reaccion 5X
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(proporcionado con la transcriptasa inversa), 2 L de ditiotreitol 0,1 M (proporcionado con la enzima
también) y 1 pL del inhibidor de ribonucleasa RNasin® (Promega, Madison, Estados Unidos; ref.
N2111). Después de mezclar todos los componentes, los tubos se incubaron a 37 °C durante 2 minutos
y, por altimo, se afiadié 1 pL (200 unidades) de la enzima a la mezcla, que se incubd a 37 °C durante
50 minutos para que la reaccion tuviera lugar. Seguidamente, las muestras se calentaron a 70 °C durante
15 minutos para inactivar la enzima y se guardaron a -20 °C. Todo el proceso se realiz6 en condiciones
de esterilidad en una en una cabina de seguridad bioldgica Telstar AV-100 (Azbil Telstar Technologies).
Las incubaciones se realizaron en un termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer,
Waltham, Estados Unidos). Una vez sintetizado el ADN complementario, la cuantificacion de la
expresion de MMP13 se llevd a cabo mediante la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa con
transcriptasa inversa (QRT-PCR, quantitative reverse transcriptase polimerase chain reaction). Del
mismo modo se realizd la cuantificacion de la expresion de GAPDH para normalizar la de nuestro gen

de interés.

11.3. gRT-PCR

Para realizar la gqRT-PCR se empleé el reactivo SYBR® Select Master Mix for CFX (Applied
Biosystems, Foster City, Estados Unidos; ref. 4472942) que contiene los componentes necesarios para la
reaccion, menos el ADN molde y los oligonuclettidos cebadores. Los oligonucledtidos cebadores
(Invitrogen) utilizados se detallan en la tabla 7 y se habian disefiado previamente en el laboratorio con el
programa de dominio publico Primer3 (http:/primer3.ut.ee). Para ello, se emplearon las secuencias de
ARN mensajero de cada gen sin intrones de la base de datos puablica Ensembl
(https:/Amww.ensembl.org) y se selecciond que el producto resultante de la reaccién no superase los
250 pb. La reaccion tuvo lugar en una placa multipocillo iCycler® iQ™ de 96 pocillos (Bio-Rad
Laboratories; ref. 2239441) en la que se afiadieron 12,5 uL de SYBR® Select Master Mix for CFX,
160 nM de cada oligonucledtido cebador y 5 pL de una dilucion 1:25 del ADN complementario (20 ng)
en un volumen final de 25 pL de H-.O Milli-Q® por pocillo y por duplicado. Ademas, para cada gen
analizado se incluy6 un control negativo, que contenia todos los componentes de la mezcla, menos el
ADN molde que se sustituy6 por 5 pL de H.0 Milli-Q®. La reaccion se prepar6 en condiciones de
esterilidad, como se ha indicado en el apartado anterior. Una vez preparada, la placa se sellé con una
pelicula dptica adhesiva Microseal® B (Bio-Rad Laboratories; ref. MSB1001) y la reaccion se llevé a
cabo en un termociclador iCycler® i1Q™S5 Multicolor Real Time PCR Detection System (Bio-Rad
Laboratories) con un programa formado por las siguientes etapas: (1) una etapa inicial de 5 minutos a
95 °C para desnaturalizar el ADN; (2) una etapa principal de 40 ciclos consistentes en un paso de
desnaturalizacion de los productos de la reaccion de 30 segundos a 95 °C, un paso de anillamiento de los

oligonucledtidos cebadores de 30 segundos a 60 °C y un paso de extension de 30 segundos a 72 °C, y (3)
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una ultima etapa de extension adicional de 1 minuto a 72 °C. Al finalizar el programa, las muestras se
enfriaron hasta los 68 °C y se calentaron progresivamente hasta los 95 °C con medida continua de la
fluorescencia para obtener las curvas de disociacion de los productos de la reaccion que confirmaran la
especificidad de la amplificacion. La expresion de MMP13 de cada muestra fue normalizada con la
expresion de GAPDH y relativizada con la de las células sin estimular con el método de Livak de 244
(Livak y Schmittgen, 2001). Los resultados se presentan como la media = SD de dos experimentos

independientes.

Tabla 7. Oligonucleotidos cebadores utilizados para la gRT-PCR

Gen Cebador Secuencia Amplicon (pb)
Sentido 5’-TTG AGC TGG ACT CAT TGT CG-3’

MMP13 126
Antisentido 5’-CGC GAG ATT TGT AGG ATG GT-3’
Sentido 5’-TGC ACC ACCAACTGCTTAGC-3

GAPDH 87
Antisentido 5’-GGC ATG GAC TGT GGT CAT GAG-3’

12.  IDENTIFICACION DE LAS DIANAS DE DASATINIB

12.1. Inmovilizacidon de dasatinib

La inmovilizacion de dasatinib se realiz6 a partir de 5 mg de farmaco, que se disolvieron en una
solucidn de acoplamiento (50 % de dimetilformamida; 50 % de carbonato sédico 0,1 M), y se incubaron
con 0,5 mg de Sefarosa™ 6B activada por epoxy (GE Healthcare; ref. 17048001) en una columna de
vidrio Econo-Column® (Bio-Rad Laboratories; ref. 7372512). La incubacion tuvo lugar durante
16 horas a temperatura ambiente en agitacion en un balancin Boekel Rocker Il y, a continuacion, la
columna se lavé con la solucion de acoplamiento para eliminar el farmaco que no se hubiera acoplado a
la resina. Los grupos activos remanentes de la resina se bloquearon con Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, durante
4 horas a temperatura ambiente en agitacién en el mismo balancin. Después, la resina se lavo con al
menos tres ciclos de soluciones alternantes de pH, consistentes en un primer lavado con un tampoén de
pH bajo (acetato sddico 0,1 M; NaCl 0,5 M; pH 4,0), sequido de un lavado con un tampdn de pH alto
(Tris-HCI 0,1 M; NaCl 0,5 M; pH 8,0). Finalmente, la resina con dasatinib se resuspendié en el mismo
volumen de PBS con 0,05 % de azida sodica (Sigma-Aldrich; ref. S2002) y se utiliz como un agente de
afinidad para purificar las dianas de dasatinib segun se indica a continuacion. La resina control se prepard
a partir de 0,5 mg de Sefarosa™ 6B activada por epoxy segun lo descrito en este apartado, pero sin

acoplar el farmaco.
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12.2. Purificacion de las dianas de dasatinib

La purificacion de las dianas de dasatinib se llevo a cabo incubando 25 mg de extracto proteico
de las células MCF7 con 100 pL de resina control o resina con dasatinib en un tubo de polipropileno de
15mL en agitacion durante 3 horas a 4 °C en un balancin Boekel Rocker 1l. A continuacion, los
complejos resina-proteinas de union resultantes se precipitaron mediante centrifugacion a 4.500 x g a
temperatura ambiente durante 20 segundos en una centrifuga Eppendorf 5810 R y se lavaron tres veces
con tampon de lisis frio precipitandolos de la misma forma. Después del dltimo lavado, los complejos se
resuspendieron en 50 pL de tampdn de carga 2X y las muestras fueron sometidas a SDS-PAGE segun

se describe en el apartado 8.3 o guardadas a -20 °C.

12.3. Tincion del gel de poliacrilamida y escision de las bandas de interés

Después de someter las muestras a SDS-PAGE, el gel de poliacrilamida se tifid con plata
utilizando el kit Silver Stain Plus (Bio-Rad Laboratories; ref.161-0449) siguiendo las indicaciones del
fabricante. Las bandas de interés, que correspondian con las proteinas que interaccionaban
especificamente con la resina con dasatinib, fueron recortadas del gel manualmente con ayuda de un
bisturi por el personal del Servicio de Proteémica del CIC-IBMCC. Este mismo equipo se encargo de
llevar a cabo los procesos de digestion triptica e identificacién de proteinas, que se describen a

continuacion.

12.4 Digestion triptica de las proteinas en el gel de poliacrilamida

Las bandas recortadas del gel se sometieron a digestion triptica siguiendo el método descrito por
Shevchenko y colaboradores (Shevchenko et al., 1996) con algunas modificaciones. Las bandas se
incubaron con una solucién de destefiido (50 % de ferricianuro de potasio 15 mM; 50 % de tiosulfato de
sodio 50 mM) para eliminar la plata, se lavaron con H.O Milli-Q® y se deshidrataron con acetonitrilo al
100 %. Una vez deshidratadas, se trataron con ditiotreitol 10 mM en bicarbonato de amonio 25 mM
durante 1 hora a 56 °C y con iodoacetamida 55 mM en bicarbonato de amonio 50 mM durante
45 minutos a temperatura ambiente. Después de un lavado con acetonitrilo al 100 % y bicarbonato de
amonio 20 mM, se les adiciond tripsina porcina modificada a una concentracion final de 6 ng/uL en
bicarbonato de amonio 20 mM y se incubaron a 37 °C durante 16 horas. El sobrenadante de cada una de
las digestiones se recuperd y se secO en una centrifuga de vacio para resuspenderlo finalmente en un
volumen de 5 pL de &cido trifluoroacético al 0,1 % y acetonitrilo al 50 %. La identificacion de las
proteinas de union a dasatinib se realiz6 mediante espectrometria de masas MALDI-TOF.
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12.5 Identificacion de las proteinas de union a dasatinib

Para identificar las proteinas de unidn a dasatinib, se cargd en una placa AnchorChip™ de
400 um de didmetro de anillo (Bruker Daltonics, Billerica, Estados Unidos; ref. 8280792) 0,5 uL de la
solucion de matriz (5 g/L de acido 25-dihidroxibenzoico en acetonitrilo al 33 % con &cido
trifluoroaceético al 0,1 %), sobre la que se afiadié 1 pL de la solucion peptidica descrita en el apartado
anterior para cada muestra y por duplicado. Las muestras cargadas se dejaron secar a temperatura
ambiente y la adquisicion de espectros de masas peptidicas se llevo a cabo en un espectrémetro de masas
Ultraflex MALDI-TOF (Bruker Daltonics) equipado con el programa FlexControl™ 3.0 (Bruker
Daltonics). El rango de adquisicion de espectros de masas se fijo entre 700 y 3.500 Da. Los espectros de
masas obtenidos se procesaron y analizaron con el programa FlexAnalysis™ 3.0 (Bruker Daltonics).
Los picos generados se enviaron al programa BioTools™ 3.2 (Bruker Daltonics) para la identificacion
de las proteinas utilizando el motor de busqueda Mascot version 2.3.02 (Matrix Science, Londres,
Inglaterra) (Perkins et al., 1999) contra la base de datos Swiss-Prot (Swiss-Prot 2015 11; 549.832
secuencias; 196.078138 residuos). Un resultado se considerd significativo (p < 0,05) cuando la
puntuacion reportada superd el valor de 56.

12.6 Validacion de las proteinas identificadas

Para validar las dianas de dasatinib identificadas, llevamos a cabo experimentos de precipitacion
con las resinas descritas en el apartado 12.1 seguidos de WB. En un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL
se incubaron 2 mg de extracto proteico de las células MCF7 con 60 L de resina control o con dasatinib
durante 3 horas a 4 °C en agitacion en un balancin Speci-Mix M26120-26. Los complejos resina-
proteinas de union resultantes se precipitaron mediante centrifugacion a 10.000 x g a temperatura
ambiente durante 20 segundos en una centrifuga Eppendorf 5417 R. y se lavaron tres veces con 1 mL de
tampdn de lisis frio cada una, precipitandolos de la misma forma. Los complejos se resuspendieron en
30 uL de tampon de carga 2X v las proteinas unidas a las resinas fueron analizadas por WB como se

describe en el aparatado 8.3.

13. ENSAYOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

13.1. Ensayo de proliferacion celular

El andlisis de la proliferacion celular se realizd mediante ensayos de metabolizacién del bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT; Sigma-Aldrich; ref. M2128) (Mosmann, 1983).
Las celulas MCF7 se sembraron en placas de 24 pocillos (Corning; ref. 3524) a una densidad de
10.000 celulas por pocillo. Después de 24 horas, las células se privaron de suero durante 16-18 horas y se

trataron con las concentraciones de dasatinib indicadas durante 3 horas o con 0,1 % de DMSO (vehiculo
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control) por cuadruplicado. A continuacion, las células se estimularon o no con NRG 10 nM vy la
proliferacion celular se evalud después de 3 y 5 dias de estimulacion. Del mismo modo, las células
BT474 y BTRH se sembraron a una densidad de 22.000 células por pocillo. Una vez adheridas, las
células se trataron por cuadruplicado con los inhibidores indicados durante 2 dias o con 0,1 % de DMSO
(vehiculo control). En ambos casos, se adicioné MTT al medio de las células a una concentracion final
de 500 pg/mL y se incubaron durante 1 hora a 37 °C en la incubadora de cultivos celulares. Transcurrido
este tiempo, se retird el medio de las células y se afiadieron 500 pL de DMSO a cada pocillo para
disolver los cristales de formazan (MTT reducido por las células vivas). Las placas se incubaron en
oscuridad a temperatura ambiente en un agitador orbital Boeco OS 20 durante 10 minutos y la
absorbancia de los cristales de formazan se leyé a 570 nm en un espectrofotometro Ultra Evolution
1536. Los datos se presentan como la absorbancia media + SD o como el porcentaje de metabolizacion
de MTT con respecto al control medio + SD de los cuadruplicados de un experimento representativo que

se repitio como minimo tres veces.

13.2. Ensayo de migracion celular

La capacidad migratoria de las células se evalué mediante ensayos de cierre de herida en placa.
Para los ensayos con dasatinib, las células MCF7 y BT474 se sembraron en placas de 6 pocillos
(Comning; ref. 3516) a una densidad de 3 x 10° células por pocillo para que 24 horas después alcanzaran
la confluencia. Una vez alcanzada, las células se privaron de suero durante 16-18 horas y la monocapa de
células se raspo a lo largo del pocillo con una punta estéril de pipeta de 10 pL (Deltalab; Rubi, Espafia;
ref. 200024) por triplicado para crear heridas paralelas entre si. Los pocillos se lavaron con PBS dos
veces para remover las células que se habian despegado y se completaron con medio sin suero
suplementado con dasatinib 1 uM o con 0,1 % de DMSO (vehiculo control). Ademas, el medio se
suplementd con mitomicina C 1 uM (Sigma-Aldrich; ref. M4287) para inhibir la proliferacion celular y
que no interfiriera con el proceso de migracion. Tras 3 horas de tratamiento, las células se estimularon o
no con NRG 10 nM (tiempo inicial) y la migracidn se monitorizd como se describe mas adelante. Para
analizar el efecto del silenciamiento de SRC o de YES1 sobre la migracién inducida por NRG, las células
MCF7, que habian sido infectadas con los vectores lentivirales como se describe en el apartado 7, se
sembraron y se procesaron del mismo modo. Después de lavar los pocillos con PBS, las células se
estimularon o no con NRG 10 nM (tiempo inicial) y se trataron con mitomicina C. Para los ensayos con
bortezomib, las células BT474 y BTRH se sembraron y se procesaron igualmente con la excepcién de
que no se privaron de suero. Una vez lavados los pocillos con PBS, las células se trataron con
bortezomib 50 nM (tiempo inicial) o con 0,1 % de DMSO (vehiculo control), junto con mitomicina C.
En todos los casos, la migracion de las células se monitorizo mediante la captura de imagenes de un

punto determinado de cada una de las heridas realizadas. Las imagenes se capturaron cada media hora
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hasta que la herida en las células estimuladas con NRG se cerr6 (MCF7) o durante un méaximo de 48
horas (BT474 y BTRH) en un microscopio invertido Nikon Eclipse TE2000-E (Nikon, Tokio, Japon)
con un objetivo 10X y equipado con el programa MetaMorph® Microscopy Automation and Image
Analysis Software (Molecular Devices, Sunnyvale, Estados Unidos). El area entre los bordes de la
herida se midi6 con el programa de dominio publico ImageJ y se cuantifico el porcentaje de cierre de
herida con respecto al tiempo inicial. Los datos se presentan como el porcentaje de cierre de herida
medio + SD de los triplicados de un experimento representativo que se repitié como minimo tres veces.

Ademas, se muestran imagenes representativas del mismo experimento.

13.3. Ensayo de invasion celular

El andlisis de la invasion celular se llevo a cabo mediante ensayos de invasion en insertos de tipo
transwell con una membrana de 8 pum de tamafio de poro y para placas de 24 pocillos (Corning; ref.
353097). Como preparacion de membrana basal utilizamos Matrigel® Basement Membrane Matrix
(Corning; ref. 354230), que se descongelo lentamente en hielo a4 °C y se manipul6 en frio para evitar su
solidificacion. Los insertos se colocaron en esterilidad en una placa de 24 pocillos y el Matrigel®
descongelado se diluy6 en H.O Milli-Q® fria a una concentracion final de 125 pg/mL, para afadir
100 pL de la dilucion a cada inserto. La placa se incub6 en la cabina de seguridad biolégica toda la
noche y con la tapa ligeramente abierta para permitir que el agua se evaporara totalmente. Al dia
siguiente, las células MCF7 y BT474 se sembraron por triplicado a una densidad de 50.000 células por
inserto y, una vez adheridas, se privaron de suero durante 16-18 horas. Después, las células se trataron
con dasatinib 1 pM durante 3 horas o con 0,1 % de DMSO (vehiculo control) y se estimularon o no con
NRG 10 nM. EI compartimento inferior se completd con 600 UL de medio sin suero y la invasion se
determino segun se describe més adelante. Por otro lado, las células MCF7, que habian sido infectadas
con los vectores lentivirales, se procesaron de la misma forma con la excepcion de que no recibieron
tratamiento previo a la estimulacién con NRG. Por Ultimo, las células BT474 y BTRH se sembraron a la
misma densidad celular en medio suplementado con 2 % de FBS y, una vez adheridas, se trataron con
bortezomib 50 nM o con 0,1 % de DMSO (vehiculo control). El compartimento inferior se completd
con 600 pL de medio suplementado con 10 % de FBS para generar un gradiente de suero que estimulara
la invasion. En todos los casos, la invasion se determind después de 48-72 horas de estimulacion con
NRG o de tratamiento con bortezomib. Para ello, se retir6 de los insertos con un palillo de algodoén el
Matrigel® con las células que no habian invadido y se incubaron en paraformaldehido al 4 % durante 15
minutos a temperatura ambiente para fijar las células que habian invadido. A continuacion, los insertos
se lavaron con PBS tres veces y se tifieron con una solucion de cristal violeta al 0,5 % durante 30
minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, los insertos se lavaron con H.O Milli-Q®

tres veces para eliminar el cristal violeta remanente y se dejaron secar. EI nimero de células que habian
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invadido a través del Matrigel® se contd en cada inserto con un microscopio invertido Zeiss Axiovert 25
y los datos se presentan como el nimero de células medio = SD de los triplicados de un experimento

representativo que se repitié como minimo tres veces.

13.4. Ensayo de adhesion al sustrato

Los ensayos de adhesion al sustrato se realizaron sobre la proteina de matriz extracelular
fibronectina (Sigma-Aldrich; ref. FO635). Para ello, las células BT474 y BTRH se sembraron y se
trataron con bortezomib durante 12 horas o con DMSO como se indica en el apartado 5. En el momento
del tratamiento, se afiadieron 100 pL de fibronectina (5 pg) por pocillo y por cuadruplicado en una placa
de 96 pocillos, que se incubd durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente, se aspird el exceso de
fibronectina y cada pocillo se incubé con 200 pL de 10 mg/mL de BSA durante 30 minutos a
temperatura ambiente para bloquear la adhesion inespecifica. Después de lavar los pocillos tres veces
con 200 pL de PBS cada una, las células tratadas se sembraron por cuadruplicado a una densidad de
25.000 células por pocillo en un volumen de 100 uL y se incubaron durante 90 minutos a 37 °C en la
incubadora de cultivos celulares para permitir su adhesion. Transcurrido este tiempo, las células que no
se habian adherido se eliminaron invirtiendo la placa con un golpe seco, mientras que las células
adheridas se fijaron afiadiendo 100 pL de paraformaldehido al 4 % a cada pocillo e incub&ndolas durante
15 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, los pocillos se lavaron tres veces con 100 L de
PBS cada una y se afiadieron 100 uL de una solucién de cristal violeta al 0,1 % por pocillo para tefiir las
células adheridas durante 1 hora a temperatura ambiente. Después, los pocillos se lavaron tres veces con
400 pL de H20 Milli-Q® cada una y el cristal violeta se solubiliz6 afiadiendo a cada pocillo 100 pL de
acido aceético al 10 % e incubando la placa en agitacion durante 5 minutos a temperatura ambiente en un
agitador orbital Boeco OS 20. La absorbancia se ley6 a 570 nm en un espectrofotometro Ultra Evolution
1536. Los datos se presentan como el porcentaje de adhesion con respecto al control medio + SD de los

cuadruplicados de un experimento representativo que se repitié como minimo tres veces.

14. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA IN VITRO

14.1. Ensayo de actividad caspasa

Para medir la actividad de las caspasas 3 y 8, utilizamos los sustratos peptidicos fluorogénicos
Ac-DEVD-AFC (BD Biosciences; ref. 556574) y Ac-IETD-AFC (BD Biosciences; ref. 556562),
respectivamente. Las células BT474 y BTRH se sembraron y se trataron con bortezomib o con DMSO
segun se indica en el apartado 5. La extraccion de proteinas y la cuantificacion se realizaron como se
describe en el apartado 8.1. Para cada una de las actividades caspasa, se afiadieron 50 g de extracto
proteico por pocillo y por triplicado en una placa de 96 pocillos blanca (Corning; ref. 07-200-589). Los

pocillos se llevaron hasta un volumen final de 200 uL con tampodn de reaccion (EDTA 1 mM; NaCl
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150 mM; 10 % de sacarosa; 0,1 % de CHAPS; HEPES 25 mM, pH 7,4) suplementado con ditiotreitol
20 mM y con el sustrato correspondiente a una concentracion de 10 M. Ademés, para cada actividad
caspasa se incluy6 un control negativo de actividad sin extracto proteico, que contenia 200 L de
tampon de reaccidn suplementado. El contenido de cada pocillo se mezcl6 pipeteando varias veces y la
placa se incub6 a 37 °C durante 1 hora en el lector de placa Synergy™ 4 (BioTek Instruments,
Winooski, Estados Unidos) equipado con el programa Gene5 Data Analysis Software (BioTek
Instruments). Pasado este tiempo, la fluorescencia liberada se ley6 a una longitud de onda de excitacion
de 400 nm y de emision de 505 nm. La actividad caspasa de cada muestra se determiné restandole a la
sefial media obtenida la sefial inespecifica detectada en el control negativo. Los datos se presentan como

la actividad media + SD de los triplicados de un experimento representativo que se repitio tres veces.

14.2. Ensayo de actividad quimotriptica del proteasoma

El ensayo fluorimétrico para medir la actividad quimotriptica del proteasoma se realizé con el
sustrato peptidico fluorogénico suc-LLVY-AMC (R&D Systems, Mineapolis, Estados Unidos; ref. S-
280) siguiendo el método de Lima y Rattan (Lima y Rattan, 2010). Las células BT474 y BTRH se
sembraron y se trataron con bortezomib o con DMSO como se indica en el apartado 5. Después del
tratamiento, las placas de 100 mm con las células tratadas se depositaron en hielo y, tras retirar el medio,
las células adheridas se lavaron dos veces con PBS frio y se incubaron con 1 mL (por placa) de tampon
de lisis frio (0,2 % de Triton™ X-100; EDTA 1 mM; NaCl 50 mM; sacarosa 250 mM; HEPES 10 mM,
pH 8,0) durante 5 minutos en hielo. EI homogenado celular se recogi6 con ayuda de un raspador celular,
se paso a un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL y se sonico dos veces durante 6 segundos cada una a
baja amplitud (24 %), con un intervalo de 2 minutos entre pulsos de sonicacion, en un sonicador Sonics
Vibra-Cell™ VCX-500 en hielo. El lisado celular obtenido se clarificd6 mediante centrifugacion a
10.000 x g a 4 °C durante 10 minutos en una centrifuga Eppendorf 5417 R y el sobrenadante se recogid
en otro tubo. La concentracion de proteina fue determinada mediante el método del BCA segun se indica
el apartado 8.1 y, una vez cuantificada, se afiadieron 25 pg de extracto proteico por pocillo y por
cuadruplicado en una placa de 96 pocillos blanca. Tres de los pocillos se llevaron hasta un volumen final
de 200 pL con tampon de reaccion (EDTA 1 mM; NaCl 50 mM; sacarosa 250 mM; HEPES 25 mM,
pH 8,0) al que se le habia afiadido un 2 % de DMSO (vehiculo control). Para cada muestra se realizé un
control negativo de actividad, por lo que el cuarto pocillo se llevé hasta un volumen final de 200 pL con
tampon de reaccion al que se le habia afiadido el inhibidor del proteasoma MG132 a una concentracion
final de 400 pM. La placa se incubd a 37 °C durante 10 minutos en el lector de placa Synergy™ 4
equipado con el programa Gene5 Data Analysis Software y, seguidamente, se afiadieron 25 pL del
sustrato suc-LLVY-AMC 200 uM a cada pocillo. Despues de agitar la placa a 37 °C durante

10 segundos, la fluorescencia se leyd a la misma temperatura durante 20 minutos en intervalos de
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1 minuto a una longitud de onda de excitacion de 380 nm y de emision de 460 nm en el mismo equipo.
La actividad del proteasoma se determin6 tomando la pendiente de la cinética lineal de la reaccion. Para
ello, la pendiente de la réplica obtenida en presencia de MG132 se restd a la pendiente media de las otras
tres replicas para eliminar la actividad inespecifica del proteasoma. Los datos se expresan como el
porcentaje de actividad de cada muestra con respecto a la muestra control de un experimento

representativo que se repitié como minimo tres veces.

15. ENSAYOS DE CITOMETRIA DE FLUJO

15.1 Ensayo de ciclo celular

El andlisis del ciclo celular se llevo a cabo mediante citometria de flujo, marcando las células
con ioduro de propidio (PI, propidium iodide). Las células BT474 y BTRH se sembraron en placas de
6 pocillos a una densidad de 100.000 celulas por pocillo y, 24 horas después, se trataron con bortezomib
50 nM durante 24 horas o con 0,1 % de DMSO (vehiculo control). Seguidamente, se recogio el medio
de cultivo con las células no adheridas en un tubo de poliestireno de fondo redondo de 5 mL (Corning;
ref. 352008). Las células adheridas se lavaron con 1 mL de PBS por pocillo, que se recogié en el tubo, y
se incubaron con 200 UL de la solucién de 0,25 % de tripsina-EDTA 1 mM durante 2 minutos a 37 °C.
El efecto de la tripsina se neutralizé afiadiendo 1 mL de medio, que también se recogié en el tubo. Los
tubos se centrifugaron a 300 x g a 10 °C durante 5 minutos en una centrifuga Eppendorf 5810 R. Las
células sedimentadas se lavaron con PBS del mismo modo y, una vez lavadas, se fijaron y
permeabilizaron resuspendiéndolas en 1 mL de etanol al 70 % frio e incubandolas durante toda la noche
a -20 °C. Al dia siguiente, los tubos se centrifugaron en las mismas condiciones y las células
sedimentadas se resuspendieron en 500 puL de PBS con 500 pg/mL de ARNasa libre de ADNasa
(Sigma-Alldrich; ref. 1111991501), incubandolas durante 2 horas a temperatura ambiente en oscuridad.
Pasado este tiempo, se afiadieron 5 pg/mL de PI (Sigma-Aldrich; ref. P4864) en cada tubo v las células
se analizaron en un citdmetro BD Accuri™ C6 Cytometer (BD Biosciences) equipado con el programa
C6 Analysis Software (BD Biosciences) adquiriéndose 50.000 eventos por muestra a baja velocidad. EI
contenido de ADN de las células se analizé con el mismo programa excluyendo los agregados celulares
y se calcularon los porcentajes de células en las fases SubGo, Go/Gs1, S y G2/M. Los resultados son

representativos de experimentos que se repitieron al menos tres veces.

15.2. Ensayo de apoptosis

El analisis de la apoptosis 0 muerte celular programada se llevo a cabo mediante citometria de
flujo marcando las células con Pl y con anexina V conjugada a isotiocianato de fluoresceina (FITC,
fluorescein isothiocyanate). Las células BT474 y BTRH se sembraron como se ha indicado en el

apartado anterior y, tras 24 horas, se trataron con bortezomib 50 nM durante 24 o 48 horas o con 0,1 %

71



Materiales y Métodos

de DMSO (vehiculo control). Después, se recogieron tanto las células no adheridas presentes en el
medio de cultivo como las adheridas al pocillo y se lavaron con PBS segun se ha descrito en el apartado
anterior. Las células sedimentadas se resuspendieron en 100 pL de tampon de union frio (CaCl:
2,5 mM; NaCl 140 mM; HEPES 10 mM, pH 7,4), al que se le habian afiadido 5 pL de anexina V-FITC
(BD Biosciences; ref. 556420) y 5 uL de la solucion de 50 pg/mL de PI. Como controles para la
compensacion de los canales de fluorescencia del citdmetro, algunas células se tifieron solo con anexina
V-FITC, otras solo con Pl y otras se quedaron sin tefiir. Las muestras se mezclaron suavemente con un
vortex Boeco V1 Plus (Boeckel) y se incubaron a temperatura ambiente durante 15 minutos en
oscuridad. Pasado este tiempo, se afiadieron 400 pL de tampdn de unién en cada tubo y se volvieron a
mezclar suavemente con el vortex. Las células se analizaron en un citdmetro BD Accuri™ C6
Cytometer equipado con el programa C6 Analysis Software adquiriéndose 50.000 eventos por muestra a
velocidad media. El analisis de datos se llevd a cabo usando el mismo programa y se calcularon los
porcentajes de células apoptdticas y viables. Los resultados son representativos de un experimento que se

repitio como minimo tres veces.

16.  ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y ESTUDIOS IN VIVO

16.1. Animales de experimentacion

Para los estudios in vivo, se utilizaron hembras de raton BALB/c nu/nu de al menos siete
semanas de edad y de peso en torno a 20 g, que fueron obtenidas de Charles River Laboratories
(Wilmington, Estados Unidos). EI mantenimiento y la manipulacién de los animales se llevé a cabo en
una zona libre de patégenos del animalario de la Universidad de Salamanca (Salamanca, Espafia)
siguiendo las guias institucionales de acuerdo con la legislacion europea (Directiva Europea
2010/63/UE) y espariola (Real Decreto 53/2013).

16.2. Generacion de xenoinjertos

Un total de 5 x 10° células MCF7-NRGa2c-Luc se resuspendieron en 50 pL de medio de
cultivo junto con 50 pL de Matrigel® y se inyectaron de manera subcutanea en la linea mamaria de cada
raton (n = 10). En cada uno de ellos se realizaron dos inyecciones (una en cada flanco) para aumentar el
tamarfio muestral (n = 20). El didmetro de los tumores se midi6 cada cuatro dias con un pie de rey y el
volumen tumoral se calcul6 con la siguiente formula: volumen = (ancho? x longitud)/2. Cuando los
tumores alcanzaron un volumen de 100 mm? (30 dias después de la inyeccion), los ratones se dividieron
en dos grupos con volumenes tumorales medios similares para comenzar el tratamiento (n = 5 en cada
grupo experimental). Los ratones de uno de los grupos recibieron diariamente 10 mg/kg de dasatinib de
manera oral, mientras que los del otro grupo recibieron &cido tartarico 25 mM (vehiculo control)

oralmente cada dia. Una vez iniciado el tratamiento, el tamafio de los tumores se midié semanalmente de
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manera indirecta mediante la deteccion de la emision del flujo de fotones con un sistema de imagen
dptica in vivo IVIS 50 Imaging System (Xenogen, Alameda, Estados Unidos) equipado con el programa
Living Image Software (Xenogen). Para poder detectar la emision del flujo de fotones de las masas
tumorales, se inyectaron 100 mg/kg de sal de potasio de la D-luciferina (Regis Technologies, Morton
Grove, Estados Unidos; ref. 1-360222-200) en la cavidad peritoneal de cada raton 15 minutos antes de
adquirir las imagenes y se anestesiaron con isofluorano (Vetflurane®; Virbac, Carros, Francia). La
diseminacion local de los tumores también se analizd midiendo la anchura de la sefial de luminiscencia
90 dias después de la inyeccion de las células y coincidiendo con el final del experimento. Todos los
datos se presentan como la media + SD de los tumores primarios analizados en cada condicion

experimental.

16.3. Preparacion de las muestras tumorales

Después de sacrificar a los animales mediante sobreexposicion a isofluorano, cada tumor
extraido se guard6 en un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL y se congelaron inmediatamente en
nitrdgeno liquido. Una vez congelados, los tumores se mantuvieron a -80 °C hasta su procesamiento.
Para preparar las muestras, los tumores fueron troceados con ayuda de un bisturi, lavados con PBS frio y
homogeneizados en un homogeneizador Dispomix (L&M Biotech, Holly Springs, Estados Unidos) en
el tampdn de lisis frio (1,5 mL por cada 100 mg de tejido) empleado para los lisados celulares, pero
suplementado con una concentracion de inhibidores de proteasas 10 veces superior. EI homogenado
resultante se centrifug6 a 10.000 x g a 4 °C durante 20 minutos en una centrifuga Eppendorf 5417 R. El
sobrenadante se recogio en otro tubo y la concentracion de proteina fue determinada mediante el método
del BCA para preparar las muestras segin se describe en el apartado 8.1. El andlisis de las proteinas de

interés se llevd a cabo mediante WB como se indica en el apartado 8.3.

17.  ANALISIS FUNCIONAL DE ENRIQUECIMIENTO GENICO

El analisis funcional de enriquecimiento génico se llevo a cabo con los datos de expresion génica
procedentes del analisis comparativo entre las células BT474 y BTRH realizado previamente en el
laboratorio (disponibles en el repositorio de datos gendmicos GEO con la referencia GSE119397) a
través de chips de ADN complementario (microarrays). En primer lugar, los datos crudos (en formato
CEL) se normalizaron utilizando el algoritmo RMA implementado en el programa Expression Console
Software version 1.4.1 (Affymetrix). Los datos normalizados (en formato TXT) se analizaron con el
programa GSEA (Subramanian et al., 2005) para identificar conjuntos de genes relacionados
funcionalmente que presentaban diferencias de expresion estadisticamente significativas entre ambas
lineas celulares. Para ello, se seleccionaron un total de 190 conjuntos de genes pertenecientes a distintas

categorias funcionales procedentes de las anotaciones de la base de datos para GSEA Molecular
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Signatures (MSigDB) y el numero de permutaciones realizadas fue de 1.000. El anélisis reporta una
puntuacion normalizada de enriquecimiento (NES, normalized enrichment score) para cada conjunto de
genes seleccionado, que es positiva si el conjunto esta enriquecido o sobrerrepresentado por genes
sobreexpresados en las células BT474 y negativa si esta enriquecido o sobrerrepresentado por genes
sobreexpresados en las células BTRH. Un conjunto de genes se considerd significativamente
enriquecido cuando el p valor fue menor que 0,05. El mapa de interacciones entre los conjuntos de genes
analizados se construyd utilizando Enrichment Map de Cytoscape (Merico et al., 2010).

18. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

El analisis estadistico de los datos experimentales obtenidos en este trabajo se llevo a cabo con el
programa de andlisis de datos IBM SPSS Statistics version 24.0 (IBM, Armonk, Estados Unidos). La
comparacion de variables continuas entre dos grupos se realizd utilizando el test t de Student. Las

diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando el p valor fue menor que 0,05.
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CAPITULO 1

Anadlisis del efecto de dasatinib sobre la diseminacién
metastasica promovida por NRG y mediada por MMP13 en

cancer de mama






Resultados

1. REGULACION DEL EFECTO DE DASATINIB SOBRE LA
PRODUCCION DE MMP13

1.1. Efecto de dasatinib sobre la produccion de MMP13 inducida tras la

estimulacion con NRG en las células MCF7

Para analizar el efecto de dasatinib sobre la produccion de MMP13 inducida tras la
estimulacion con NRG en cancer de mama, elegimos como modelo de estudio la linea celular MCF7.
Esta linea celular se caracteriza por presentar niveles normales tanto del receptor HER2 como de los
otros receptores de la misma familia, y por responder de manera mitogénica a la adicion de NRG
soluble exdgena (Holmes et al., 1992). Las células se trataron con dasatinib a una concentracion de
1 UM durante 3 horas o con 0,1 % de DMSO (vehiculo control) y, a continuacidn, se estimularon o no
(células control) con NRG 10 nM durante 4 y 6 horas. Estos tiempos de estimulacion con NRG fueron
elegidos de acuerdo con resultados previos del laboratorio para poder observar bien tanto la induccion
de la produccion de MMP13 en las células MCF7 como su acumulacion en el medio de cultivo
(Seoane et al., 2016). Después de la estimulacion con NRG, las células se lisaron y los medios de
cultivo se recogieron para analizar los niveles de MMP13 mediante IP seguida de WB. Como
esperabamos, la estimulacién con NRG de las células MCF7 que habian sido tratadas previamente con
DMSO produjo un aumento en los niveles de MMP13 tanto a las 4 como a las 6 horas de
estimulacion, que fue acompafiado por la acumulacion de la proteina en el medio de cultivo
(Figura 10). Sin embargo, el tratamiento previo de las células MCF7 con dasatinib impidié el aumento
en los niveles de MMP13 a estos tiempos de estimulacion con NRG, asi como la acumulacion de la

proteina en el medio de cultivo (Figura 10).

DMSO Dasatinib
NRG,horas 0 4 6 0 4 6
MMP13 - - — Células

- » - - -

MMP13 — — —-— Medio

GAPDH —[#= == == == «w | Células

Figura 10. Andlisis del efecto de dasatinib sobre la produccién de MMP13 inducida tras la estimulacion
con NRG en las células MCF7. Las células se privaron de suero durante 16-18 horas y, seguidamente, se
trataron con dasatinib 1 pM durante 3 horas o con 0,1 % de DMSO. A continuacion, las células se
estimularon o no (tiempo 0 horas) con NRG 10 nM durante 4 o 6 horas. Después de la estimulacion y de lisar
las células, MMP13 se inmunoprecipit6 de los extractos proteicos celulares (células) o del medio de cultivo
(medio) y se analiz6 por WB. Los asteriscos indican la cadena pesada de la inmunoglobulina empleada para la
IP de MMP13. Los niveles de GAPDH se evaluaron como control de carga de las muestras.
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Una vez observado el efecto inhibitorio de dasatinib sobre la induccién de la produccion de
MMP13 en respuesta a la estimulacién con NRG, quisimos explorar si este efecto era transitorio o
prolongado en el tiempo, puesto que en el laboratorio se habia observado previamente que la
induccion de la produccion de MMP13 en las células MCF7 tras la estimulacion con NRG se
mantenia por lo menos 48 horas después de la estimulacion (Seoane et al., 2016). Para alcanzar este
objetivo, las células MCF7 se procesaron como se ha descrito anteriormente, pero la estimulacion con
NRG 10 nM se realizé durante 12, 24 y 48 horas. El aumento en los niveles de MMP13 inducido tras
la estimulacion con NRG en las células MCF7 que habian sido tratadas previamente con DMSO se
observo a todos los tiempos de estimulacion, del mismo modo que la acumulacion de la proteina en el
medio de cultivo (Figura 11). Cuando las células MCF7 se trataron previamente con dasatinib, el
tratamiento impidi6 el aumento en los niveles de MMP13 tras la estimulacion con NRG durante las
48 horas que durd la estimulacidn, al igual que la acumulacién de la proteina en el medio de cultivo
(Figura 11).

DMSO Dasatinib
NRG, horas 0 12 24 48 0 12 24 48
MMP13 — — Células
MMP13 — - e e Medio

GAPDH —| "= s w o c— c— o— o— Cé|U|aS

Figura 11. Efecto de dasatinib sobre la produccion de MMP13 inducida tras tiempos largos de
estimulacion con NRG en las células MCF7. Las células se trataron con dasatinib o con DMSO como se
indica en la figura anterior. Seguidamente, las células se estimularon o no (tiempo 0 horas) con NRG 10 nM
durante 12, 24 o0 48 horas y se lisaron. MMP13 fue inmunoprecipitada de los extractos proteicos celulares
(células) o del medio de cultivo (medio) y analizada mediante WB.

1.2. Efecto de dasatinib sobre la produccion de MMP13 inducida tras la

estimulacion con NRG en distintas lineas celulares

A continuacion, nos propusimos explorar si el efecto inhibitorio de dasatinib sobre la
produccion de MMP13 inducida tras la estimulacién con NRG observado en la linea celular MCF7
era propio de estas células o comun a otras lineas celulares. Para ello, analizamos el efecto del
tratamiento con dasatinib en otras lineas celulares, que, a su vez, pertenecian a distintos subtipos
histologicos de cancer de mama. Como modelos de cancer de mama positivo para receptores
hormonales, ademas de la linea celular MCF7, elegimos la linea celular T47D. Del mismo modo que
lo observado en las células MCF7, la estimulacién con NRG de las células T47D que habian sido
tratadas previamente con DMSO produjo un aumento en los niveles de MMP13, que fue blogueado
cuando las células se trataron previamente con dasatinib (Figura 12A). Para continuar explorando si el
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efecto inhibitorio de dasatinib tenia lugar en lineas celulares pertenecientes a otros subtipos
histoldgicos de cancer de mama, elegimos las lineas celulares BT474 y SKBR3 como modelos de
tumores HER2 positivo. El aumento en los niveles de MMP13 también se observo cuando las células
BT474 y SKBR3 se estimularon con NRG (Figura 12B). El tratamiento previo de las células con
dasatinib impidié la induccion de la produccion de MMP13 tras la estimulacion con NRG
(Figura 12B), confirmando que el efecto inhibitorio de dasatinib en este proceso era comun a distintos
subtipos histologicos de cancer de mama. Como modelos de cancer de mama triple negativo,
elegimos las lineas celulares BT549, HCC3153 y MDAMB231. La estimulacion de estas células con
NRG no indujo la produccion de MMP13 y, por consiguiente, el tratamiento previo con dasatinib

condujo al mismo resultado (Figura 12C).

A DMSO Dasatinib B DMSO Dasatinib
NRG,horas 0 4 0 4 NRG,horas 0 4 0 4
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GAPDH —[" s v w GAPDH —| v s s s
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1,0 34 1,2 1,6 |T47D 1,0 58 0,6 0,5 | SKBR3
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MMP13 [P
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MMP13 -
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Figura 12. Analisis del efecto de dasatinib sobre la produccion de MMP13 inducida tras la estimulacion
con NRG en lineas celulares de cancer de mama pertenecientes a distintos subtipos histolégicos. Las
células (A) MCF7, T47D, (B) BT474, SKBR3, (C) BT549, HCC3153 y MDAMB231, que previamente se
habian privado de suero durante 16-18 horas, se trataron con dasatinib 1 uM durante 3 horas o con 0,1 % de
DMSO y, a continuacion, se estimularon o no (tiempo 0 horas) con NRG 10 nM durante 4 horas. Después de
lisar las células, se inmunoprecipité MMP13 y se analiz6 por WB. Los nimeros que aparecen debajo de las
peliculas escaneadas son una medida cuantitativa de la tasa de cambio de MMP13 con respecto a los niveles
de las células en condiciones basales.
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1.3. Efecto de la dosis de dasatinib sobre la produccion de MMP13 inducida

tras la estimulacion con NRG

Nuestro siguiente objetivo fue estudiar si el efecto inhibitorio de dasatinib sobre la produccion
de MMP13 inducida tras la estimulacion con NRG era dependiente de la dosis. Para alcanzar este
objetivo, las células MCF7 se trataron con distintas concentraciones de dasatinib (10, 25, 50, 100, 250,
500 y 1000 nM) durante 3 horas y, a continuacion, se estimularon con NRG 10 nM durante 4 horas. El
tratamiento con dasatinib inhibio la produccion de MMP13 inducida tras la estimulacion con NRG de
manera dependiente de la dosis, alcanzando la inhibicion completa a la dosis de 1 uM (Figura 13). A
partir de la cuantificacion densitométrica de las bandas de MMP13 calculamos la 1Cso para la
inhibicion de MMP13, que fue de 145,2 nM (Figura 13). Teniendo en cuenta estos datos, decidimos

continuar realizando el tratamiento de las células con las dosis de dasatinib de 1 uM.

[Dasatinib, nM 0 0 10 25 50 100 250 500 1000
NRG,4horas - + + + + + + + +
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L9 404 extractos proteicos celulares y se
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14. Efecto de dasatinib sobre la expresion de MMP13 inducida tras la

estimulacion con NRG

Una vez observado el efecto inhibitorio de dasatinib sobre la produccion de MMP13 inducida
tras la estimulacién con NRG, decidimos analizar si esta inhibicion se producia a nivel de la
transcripcion de MMP13. Para ello, las células MCF7 se estimularon con NRG 10 nM durante
distintos tiempos (15, 30, 60, 120, 180, 240, 300 y 360 minutos) Yy, después de la estimulacion,
realizamos la extraccion del ARN total de las células, seguida de la sintesis del ADN complementario
por retrotranscripcion. La expresion de MMP13 en todas las condiciones fue analizada mediante qRT-

PCR y los niveles de ARN mensajero se relativizaron con los de las células sin estimular. Como ya
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habia sido descrito previamente en el laboratorio (Seoane et al., 2016), la estimulacion con NRG de
las células MCF7 produjo un aumento en los niveles de ARN mensajero de MMP13 (Figura 14A).
Este aumento fue detectable a los 120 minutos de la estimulacion con NRG y alcanzd su pico maximo
a los 240 minutos. Cuando las células MCF7 se trataron previamente con dasatinib, tuvo lugar el
bloqueo de la transcripcion de MMP13 después de la estimulacion con NRG (Figura 14A). Los
niveles de ARN mensajero de MMP13 observados durante todos los tiempos de estimulacion fueron

similares a los de las células sin estimular.
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Figura 14. Analisis del efecto de dasatinib sobre la expresion de MMP13 inducida tras la estimulacion
con NRG. (A) Las células MCF7 se trataron con dasatinib 1 uM durante 3 horas o con 0,1 % de DMSO 'y, a
continuacion, se estimularon o no con NRG. La expresion de MMP13 se analiz6 por qRT-PCR. La grafica
representa los niveles de ARN mensajero (ARNm) de MMP13, que se normalizaron con los de GAPDH y se
relativizaron con los de las células sin estimular. Los datos se presentan como la media + SD de dos
experimentos independientes. (B) Las células MCF7 se trataron y se estimularon como en (A). Después de
lisar las células, los niveles de MMP13 de los extractos proteicos celulares (células) y de los medios de cultivo
(medio) se analizaron mediante IP seguida de WB. Los asteriscos indican la cadena pesada del anticuerpo
empleado para la IP de MMP13.
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Estos datos nos permitieron confirmar que dasatinib inhibia la produccion de MMP13
inducida tras la estimulacion con NRG a nivel transcripcional. En paralelo, otras células MCF7 fueron
estimuladas con NRG de la forma descrita anteriormente y se lisaron para analizar los niveles de
MMP13 a lo largo del tiempo de estimulacion mediante IP seguida de WB. Los medios de cultivo
también se recogieron para analizar los niveles de MMP13 presentes en los mismos. El anélisis de la
acumulacion de la proteina tanto en los lisados celulares como en el medio de cultivo tras la
estimulacion de las células con NRG fue consistente con los datos obtenidos mediante gqRT-PCR
(Figura 14). La produccion de MMP13 se observo en los lisados celulares a los 120 minutos de la
estimulacion con NRG y también alcanz6 el maximo de acumulacion a los 240 minutos (Figura 14B).
En el medio de cultivo la presencia de MMP13 se observo a los 180 minutos de la estimulacion con
NRG y fue acumulativa con el tiempo. El tratamiento previo con dasatinib bloque6 la produccion de
MMP13 inducida tras la estimulacién con NRG (Figura 14B).

2. ANALISIS DEL EFECTO DE DASATINIB EN LA SENALIZACION
MEDIADA POR NRG-ERBB/HER EN CANCER DE MAMA

A continuacion, decidimos explorar el mecanismo por el cual dasatinib inhibia la induccién de
la produccién de MMP13 tras la estimulacion con NRG. Para alcanzar nuestro objetivo, analizamos el
estado de activacion de distintas proteinas involucradas en la sefializacion mediada por NRG
evaluando sus niveles de fosforilacion por WB. En primer lugar, analizamos el estado de activacion de
los receptores HER2 y HERS tras la estimulacion de las células MCF7 con NRG durante distintos
tiempos (15, 30, 60 y 120 minutos). El estado de activacion del receptor HER4 no fue analizado
debido a que estudios anteriores del laboratorio realizados en las células MCF7 no habian mostrado su
activacion en respuesta a la estimulacion con NRG (Sanchez-Martin y Pandiella, 2012). El tratamiento
previo de las células MCF7 con dasatinib tuvo un efecto inhibitorio parcial sobre la fosforilacion de
HER?2 inducida por NRG, pero no tuvo ningun efecto inhibitorio sobre la activacion de HER3
(Figuras 15A y 15B). Ademas, el tratamiento con dasatinib inhibid la fosforilacion de las dos
isoformas de menor tamafio (46 y 52 kDa) de la proteina adaptadora SHC (Figura 15A) tras la
estimulacion con NRG. Teniendo en cuenta estos datos, nos planteamos explorar si el tratamiento con
dasatinib podia estar inhibiendo la interaccion entre los receptores y SHC en respuesta a la
estimulacion con NRG. Para ello, realizamos ensayos de co-IP seguidos de WB. La estimulacién de
las células MCF7 con NRG provocd la asociacién de SHC con HER2 y también la asociacion de
SHC con HERS, aunque la cantidad de SHC que interaccion6 con HER2 fue menor que la que
interacciono con HER3 (Figura 15C). El tratamiento previo de las células con dasatinib no afecto a la
interaccion entre SHC y HER3, aunque si afectd levemente a la interaccion entre SHC y HER2

(Figura 15C). Por consiguiente, mientras que dasatinib ejercié un efecto inhibitorio profundo sobre la
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fosforilacion de SHC inducida tras la estimulacion con NRG, no afect6 aparentemente a la habilidad

de SHC para interaccionar con HER3 y afectd levemente a la interaccion entre SHC y HER2.
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Figura 15. Efecto de dasatinib sobre la fosforilacién e interaccion de los receptores ERBB/HER y de la
proteina adaptadora SHC inducidas por NRG. Las células MCF7 se trataron con dasatinib 1 uM durante
3 horas o con 0,1 % de DMSO y se estimularon o no con NRG durante los tiempos indicados. (A) Los niveles
de fosforilacién de HER2, HER3 y SHC se analizaron mediante IP seguida de WB con un anticuerpo anti-
fosfo-tirosina. (B) Representacion grafica de la cuantificacion de la fosforilacion de HER2 y HER3 después
de la estimulacion con NRG durante los tiempos indicados. Los datos se relativizaron con la fosforilacién
méaxima de las células tratadas previamente con DMSO y se expresan como la media £ SD de tres
experimentos independientes. (C) La interaccion de SHC con HER2 y HER3 después de la estimulacion con
NRG se analiz6 mediante co-IP seguida de WB.

A continuacién, analizamos el efecto de dasatinib sobre la activacion de la proteina RAS en

respuesta a la estimulacion con NRG mediante ensayos de precipitacion de RAS-GTP seguidos de WB.
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Estos experimentos nos permitieron observar que el tratamiento previo de las células MCF7 con

dasatinib inhibia la activacion de RAS en respuesta a la estimulacion con NRG (Figura 16).

DMSO Dasatinib
NRG, minutos 0 15 30 60120 0 15 30 60 120
RAS-GTP - D == WB: a-RAS

RAS —|== w= wn wn = @ w o w= «w=| WB: o-RAS

Figura 16. Analisis del efecto de dasatinib sobre la activacion de RAS inducida por NRG. Las células
MCEF7 se procesaron como se indica en la figura 15. Después de la estimulacion con NRG, se analizaron los
niveles de activacion de RAS mediante precipitacion de RAS-GTP seguida de WB. Los niveles de RAS total
se evaluaron como control de carga de las muestras.

Una vez observada la inhibicion de la activacion de RAS en respuesta a la estimulacion con
NRG por dasatinib, continuamos analizando el estado de activacion de RAF, MEK1/2 y ERK1/2
evaluando sus niveles de fosforilacion mediante WB. Consecuentemente con los datos obtenidos
anteriormente, el tratamiento previo de las células MCF7 con dasatinib inhibid la activacion de RAF,
MEKZ/2 y ERK1/2 tras la estimulacion con NRG (Figura 17).
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Figura 17. Efecto de dasatinib sobre la fosforilacion de proteinas implicadas en la sefializacion
desencadenada por NRG. Las células MCF7 se procesaron segun se indica en la figura 15. Los niveles de
fosfo-RAF, fosfo-MEK1/2, fosfo-ERK1/2, fosfo-AKT vy fosfo-S6 se analizaron por WB. Los niveles de
fosfo-MEKS, fosfo-ERKS y MMP13 se analizaron mediante IP seguida de WB.

Ademas de activar la via de RAS-RAF-MEK1/2-ERK1/2, las NRGs también activan las vias
de ERKS5 y de PIBK-AKT-mTOR (Esparis-Ogando et al., 2002; Montero et al., 2011b; Seoane et al.,
2016). Por consiguiente, evaluamos el estado de activacion de algunas proteinas pertenecientes a estas

vias de sefializacion a través del analisis de sus niveles de fosforilacion mediante WB. El tratamiento
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con dasatinib inhibi6 la fosforilacion de ERK5 en su microdominio de activacion TEY en respuesta a
la estimulacion con NRG, asi como la fosforilacion de MEKS, que actia como la quinasa activadora
de ERKS5 (Figura 17). Como lectura de la activacion de las vias de mMTORC1 y mTORC2 se analiz6 la
fosforilacion de S6 y de AKT, respectivamente. En contraposicion con los resultados descritos
anteriormente, el tratamiento previo de las células MCF7 con dasatinib no afecto a la activacion de S6
ni de AKT tras la estimulacion con NRG (Figura 17). Para continuar explorando la contribucion de las
vias de ERK1/2 y de ERKS5 en la induccién de la produccion de MMP13 en respuesta a la
estimulacion con NRG, decidimos utilizar inhibidores de cada una de las vias. Como inhibidor de la
via de ERK1/2 elegimos el farmaco trametinib, que regula la actividad de las quinasas MEK1/2
(Gilmartin et al., 2011), mientras que como inhibidor de la via de ERKS5 seleccionamos el inhibidor
BIX02189, que actla sobre MEKS5 inhibiendo su actividad catalitica (Tatake et al., 2008). El
tratamiento previo de las células MCF7 con trametinib blogued la activacion de ERK1/2 sin afectar a
la via de ERK5 Yy, ademas, mostrd un efecto inhibitorio sobre la induccion de la produccién de
MMP13 tras la estimulacion con NRG (Figura 18). Estos resultados confirmaron la participacion de la
via de ERK1/2 en la regulacion de la produccion de MMP13 inducida en respuesta a la estimulacion
con NRG, como se habia observado anteriormente en el laboratorio (Seoane et al., 2016). El
tratamiento previo de las células MCF7 con BI1X02189 inhibi6 totalmente la activacion de ERKS5 y
ejercié un pequefio efecto inhibitorio en la induccién de la produccién de MMP13 en respuesta a la
estimulacion con NRG (Figura 18), sugiriendo un papel predominante de la via de ERK1/2 sobre la
via de ERK5 como intermediarios en la induccion de la produccion de MMP13 tras la estimulacion
con NRG. Sin embargo, el tratamiento previo de las células con BIX02189 también inhibio
parcialmente la activacion de ERK1/2 (Figura 18), por lo que los resultados obtenidos no nos
permitieron confirmar si el efecto inhibitorio ejercido por BIX02189 sobre la produccion de MMP13
tras la estimulacion con NRG era debido a la inhibicion de la via de ERKS, a la inhibicion de la via de

ERK1/2 o a la inhibicion de ambas vias.
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Figura 18. Efecto de trametinib o BI1X02189 sobre la produccion de MMP13 inducida tras la
estimulacion con NRG. Las células MCF7 se trataron con trametinib (TMT) 1 uM, con BIX02189 (BIX)
10 uM o con 0,1 % de DMSO durante 3 horas y, a continuacion, se estimularon con NRG durante 15 minutos
(fosfo-ERKS5 y fosfo-ERK1/2) 0 4 horas (MMP13). Después de la estimulacion, se analizaron los niveles de
MMP13 y fosfo-ERKS5 mediante IP seguida de WB, y los de fosfo-ERK1/2 por WB.
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3. IDENTIFICACION DE LAS PROTEINAS DE UNION A DASATINIB
EN CANCER DE MAMA

3.1. ldentificacion de las proteinas de union a dasatinib en las células MCF7
mediante quimio-protedémica

Para seguir explorando el mecanismo por el cual dasatinib ejercia su efecto inhibitorio en la
produccion de MMP13 en respuesta a la estimulacion con NRG, nos propusimos identificar dianas
potenciales de dasatinib en las células MCF7. Para alcanzar este objetivo, empleamos una
aproximacion de quimio-protedmica, que se resume de forma esquematica en la figura 19. En primer
lugar, dasatinib se inmoviliz sobre sefarosa y la resina resultante se utilizo como un agente de
afinidad para identificar proteinas de unién a dasatinib en las células MCF7. Para ello, el extracto
proteico de las células MCF7 se incubd con la resina con dasatinib. Como control de uniones no
especificas a la resina, el extracto proteico de las células MCF7 se incub6 de forma paralela con la
resina sin acoplar al farmaco (resina control). Los complejos resultantes formados por las resinas junto
con las proteinas unidas a las mismas se precipitaron por centrifugacion y se lavaron para eliminar las
uniones poco especificas. Las proteinas unidas a las resinas se resolvieron mediante SDS-PAGE
seguida de tincion con plata del gel de poliacrilamida. Las bandas correspondientes a las proteinas que
interaccionaban especificamente con la resina con dasatinib se recortaron del gel y se enviaron al
Servicio de Protedmica del CIC-IBMCC para identificar las proteinas por espectrometria de masas
MALDI-TOF. Las masas peptidicas experimentales obtenidas se compararon con las masas
peptidicas tedricas de proteinas presentes en la base de datos Swiss-Prot utilizando el motor de

busqueda Mascot.

Después de tefiir el gel de poliacrilamida con plata y de realizar la comparacion del patron de
bandas, observamos tres bandas de peso molecular aparente de 65, 63 y 40 kDa, respectivamente, que
interaccionaban especificamente con la resina con dasatinib (Figura 20). El analisis proteémico reveld
que la banda de 65 kDa podia corresponder con las proteinas YES, SRC o FYN; la banda de 63 kDa
con SRC, y la de 40 kDa con CSK (Figura 20). Los resultados obtenidos de los experimentos de
quimio-protedémica identificaron a las tirosina quinasas SRC, CSK, YES y FYN como las proteinas de

unidn a dasatinib mas prominentes en las células MCF7.
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Figura 19. Representacion esquematica de la aproximacion de quimio-protedémica llevada a cabo para
identificar proteinas de unién a dasatinib en las células MCF7. El extracto proteico de las células MCF7
se incubo con la resina control o con la resina acoplada a dasatinib. A continuacion, los complejos resina-
proteinas de union resultantes se precipitaron por centrifugacion, se lavaron y se resolvieron mediante SDS-
PAGE. Después de tefir el gel de poliacrilamida con plata, las bandas de interés correspondientes a las
proteinas que interaccionaban especificamente con la resina con dasatinib se recortaron del gel y, después de
digerirlas con tripsina, se analizaron mediante MALDI-TOF.
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Figura 20. Identificacion de las proteinas de unién a dasatinib en las células MCF7 mediante quimio-
protedémica. Después de resolver los complejos resina-proteinas de unién (obtenidos segln se indica en la
figura 19) mediante SDS-PAGE, el gel de poliacrilamida se tifi6 con plata y se observaron tres bandas de
interés que interaccionaban especificamente con la resina con dasatinib. Estas bandas se recortaron del gel y
las proteinas de las mismas se analizaron por MALDI-TOF. En la tabla de la derecha se muestran las
principales proteinas identificadas en las tres bandas empleando la base de datos Swiss-Prot, junto con sus
pesos moleculares y las probabilidades calculadas por Mascot. M se refiere a masa molecular (kDa).

3.2. Validacion de las proteinas de union a dasatinib identificadas en las células

MCF7 mediante experimentos de precipitacion

Para validar la identificacion de las quinasas SRC, CSK, YES y FYN como proteinas
retenidas por la resina con dasatinib, realizamos experimentos de precipitacion con las resinas
seguidos de WB. El extracto proteico de las células MCF7 se incubo con la resina control o con la
resina con dasatinib y los complejos resultantes resina-proteinas de union se precipitaron por
centrifugacion, como se ha indicado anteriormente. A continuacién, los complejos precipitados se
lavaron para eliminar las uniones poco especificas y la presencia de SRC, CSK, YES y FYN en ambas
resinas se analizo por WB. Debido a que SRC, YES y FYN son miembros de la familia SRC de
tirosina quinasas o quinasas de la familia SRC (SFKs, SRC family kinases), como control negativo del

experimento evaluamos si LYN y LCK, otras quinasas pertenecientes a la misma familia, eran
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retenidas o no por la resina con dasatinib. Los resultados obtenidos confirmaron que SRC, CSK, YES
y FYN eran proteinas que se unian a la resina con dasatinib, pero no a la resina control (Figura 21). La
cantidad de cada una de las proteinas unida a la resina con dasatinib fue sustancial para todas ellas,
menos para FYN (Figura 21). No detectamos unién de LYN ni de LCK a la resina con dasatinib, de
acuerdo con la ausencia de identificacion de estas proteinas en los experimentos previos de quimio-

protedmica (Figuras 20 y 21).

Figura 21. Andlisis de la interaccion de SRC, CSK, YES,
~— i WB: a-SRC  FYN, LYN y LCK con dasatinib mediante precipitacion
seguida de WB. Se incubaron 2 mg de extracto proteico de las

CSK — | -| WE: a-csk  Células MCF7 con la resina control o acoplada a dasatinib. Los

complejos resina-proteinas de union resultantes se precipitaron

SRC -

YES — aml we. o.ves por centrifugacién, se _Iavaron y se analizaron por WB
b et empleando diferentes anticuerpos que reconocian a SRC, CSK,
YES, FYN, LYN y LCK. Ademas, se cargd una muestra de
FYN - I&g ~ | WB:a-FYN  extracto proteico de 80 pg en el mismo gel para detectar los
- niveles totales de las proteinas y demostrar el correcto
LYN - E WB: a-LYN  funcionamiento de los anticuerpos.
LCK —|= WB: a-LCK

4.  ANALISIS DE LA PARTICIPACION DE LOS MIEMBROS DE LA
FAMILIA SRC DE TIROSINA QUINASAS Y DE CSK EN LA
PRODUCCION DE MMP13

Una vez identificadas algunas SFKs como proteinas de union a dasatinib, nos propusimos
como siguiente objetivo explorar la contribucion de las mismas como intermediarios en el control de
la produccién de MMP13 tras la estimulacion con NRG. En primer lugar, analizamos mediante WB si
la estimulacion de las células con NRG producia la activacion de las SFKs identificadas. Para ello,
empleamos un anticuerpo fosfo-especifico que reconocia las formas activas de distintas SFKs, entre
las que se encontraban SRC, YES y FYN. Del mismo modo, también analizamos el efecto de
dasatinib sobre el estado de activacion de las SFKs en respuesta a la estimulacion con NRG. Como
control positivo de los experimentos, evaluamos los niveles de MMP13 mediante IP seguida de WB.
La estimulacion de las células MCF7 que habian sido tratadas previamente con DMSO produjo la
fosforilacion de las SFKs reconocidas por el anticuerpo, que fue acompafiada de la induccion de la
produccion de MMP13 (Figura 22). El tratamiento previo de las células MCF7 con dasatinib inhibio

completamente la fosforilacion de las SFKSs inducida tras la estimulacion con NRG en la region
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reconocida por este anticuerpo, asi como la produccion de MMP13 (Figura 22). Estos resultados
confirmaron la participacion de las SFKs como intermediarios en el control de la produccion de
MMP13 tras la estimulacién con NRG.
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Figura 22. Efecto de dasatinib sobre la activacion de las SFKSs en respuesta a la estimulacion con NRG.
Las células MCF7 se procesaron como se indica en la figura 15 y, a continuacion, se analizaron los niveles de
fosfo-SFKs por WB. Los niveles de MMP13 se analizaron mediante IP seguida de WB.

Para definir el papel de las distintas SFKs en este proceso, decidimos silenciar la expresion de
los genes codificantes de cada una de las SFKs identificadas como proteinas de union a dasatinib,
utilizando vectores lentivirales que contenian secuencias de ShRNA dirigidas contra ellos. EI anélisis
de la participacion de FYN no se llevo a cabo debido a la baja interaccion observada previamente
entre esta proteina y la resina con dasatinib (Figura 21). Siguiendo el mismo método que acabamos de
comentar, silenciamos también la expresion de CSK para explorar su contribucién en la induccion de
la produccién de MMP13 en respuesta a la estimulacién con NRG. Las dos secuencias de sShRNA
evaluadas para cada proteina generaron resultados analogos, aunque solo presentamos los datos
obtenidos con una de ellas. El silenciamiento de SRC inhibi6 la induccién de la produccion de
MMP13 en respuesta a la estimulacién con NRG (Figuras 23A y 23D) vy, ademas, redujo la
fosforilacion de ERK1/2 (Figura 23A). El silenciamiento de YES1 también inhibid la induccion de la
produccion de MMP13 tras la estimulacion con NRG (Figuras 23B y 23D), aunque esta inhibicion fue
menor que la observada por el silenciamiento de SRC (Figura 23D). Sin embargo, el silenciamiento de
YES1 no afectd a la fosforilacion de ERKL/2 tras la estimulacion con NRG (Figura 23B). El
silenciamiento de CSK resulté en un aumento de los niveles de MMP13 en las células sin estimular
con NRG (Figuras 23C y 23D). Sorprendentemente, este aumento en los niveles de MMP13 no fue
acompariado de un aumento en la fosforilacion de ERK1/2 (Figura 23C). La estimulacion de las
células con NRG produjo un aumento adicional en los niveles de MMP13 (Figuras 23C y 23D) que
tampoco fue acompafiado de un aumento en la fosforilacion de ERK1/2 (Figura 23C).
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Figura 23. Andlisis del efecto del silenciamiento de SRC, YES1 y CSK sobre la regulacion de fosfo-
ERK1/2 y de MMP13 tras la estimulacion con NRG. Las células MCF7 se infectaron con lentivirus que
contenian la secuencia de un shRNA dirigido contra (A) SRC (sh-SRC), (B) YESL1 (sh-YES) o (C) CSK (sh-
CSK) o de un shRNA control (sh-Control) y, posteriormente, se estimularon con NRG durante 15 minutos
(fosfo-ERK1/2 y ERK1/2) 0 4 horas (MMP13). (D) Gréfica de barras representando la cuantificacion del
efecto del silenciamiento de SRC, YES1 y CSK sobre los niveles de MMP13. Los datos se relativizaron con
los niveles de MMP13 de las células MCF7 transducidas con el sh-Control y estimuladas con NRG, y se
representan como la media + SD de dos experimentos independientes.

Finalmente, decidimos comparar la efectividad de dasatinib con la de PP2, un inhibidor
alternativo de las SFKs (Hanke et al., 1996). El tratamiento previo de las células MCF7 con PP2
inhibid la induccion de la produccién de MMP13 en respuesta a la estimulacién con NRG, asi como la
activacion de las SFKs y de ERK1/2 sin reducir los niveles totales de SRC o de ERK1/2 (Figura 24A).
Este efecto inhibitorio observado con PP2 fue similar al observado con dasatinib (Figura 24B),
confirmando una vez mas la participacion de las SFKs como intermediarios en el control de la
produccion de MMP13 tras la estimulacion con NRG. Curiosamente, los tratamientos con PP2 y con
dasatinib no solo no disminuyeron los niveles totales de SRC, sino que incluso produjeron un aumento

en los mismos (Figura 24).
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Figura 24. Efecto de PP2 y de dasatinib sobre la activacion de las SFKs y sobre la produccién de
MMP13 inducidas tras la estimulacion con NRG. Las células MCF7 se trataron con (A) PP2 10 uM, con
(B) dasatinib 1 uM o con 0,1 % de DMSO durante 3 horas y, a continuacion, se estimularon o no con NRG
durante 15 minutos (fosfo-SFKs, SRC, fosfo-ERK1/2 y ERK1/2) 0 4 horas (MMP13).

S. EFECTO DE DASATINIB SOBRE LA PROLIFERACION,
MIGRACION E INVASION CELULAR INDUCIDAS POR NRG EN
CANCER DE MAMA

Para evaluar si el tratamiento con dasatinib afectaba a la proliferacion celular inducida por
NRG, las células MCF7 se trataron con distintas concentraciones de dasatinib (100, 250, 500 y
1000 nM) durante 3 horas y se estimularon con NRG 10 nM. Después de 3 y 5 dias, la proliferacion
celular se analiz6 mediante ensayos de metabolizacion de MTT. La estimulacién con NRG de las
células MCF7 produjo el aumento de su proliferacion (Figura 25). Sin embargo, el tratamiento previo
con dasatinib disminuyo su proliferacion en respuesta a la estimulacion con NRG (Figura 25).
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Figura 25. Analisis del efecto de dasatinib sobre la proliferacion de las células MCF7 inducida por
NRG. Las células se trataron con dasatinib a las concentraciones indicadas 0 con DMSO vy se estimularon con
NRG durante 3 0 5 dias. La proliferacion celular se determiné mediante ensayos de metabolizacioén de MTT.
La grafica de barras representa la metabolizacion de MTT como la media + SD de los triplicados de un
experimento representativo que se repitio tres veces. Las comparaciones de las medias entre dos grupos
independientes se realizaron con una prueba t de Student.
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Para explorar el efecto de dasatinib sobre la migracién celular inducida por NRG, llevamos a
cabo ensayos de cierre de herida. La estimulacion de las células MCF7 con NRG promovid un
aumento de la migracion celular (Figura 26). El tratamiento previo de las células con dasatinib redujo
la migracion de las mismas en condiciones basales y en respuesta a la estimulacion con NRG
(Figura 26).
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Figura 26. Efecto de dasatinib sobre la migracion de las células MCF7 en respuesta a la estimulacion
con NRG. Las imagenes de las heridas se adquirieron en el momento de la adicion de NRG (tiempo 0 horas)
y a las 30 horas de estimulacion. La gréfica de barras inferior representa la cuantificacion del area de la herida
cubierta después de 30 horas de estimulacion con NRG, que se relativizo con el &rea de la herida inicial
(tiempo 0 horas). Las imagenes son representativas de un experimento que se repitid tres veces y los datos se
presentan como la media + SD de los triplicados del mismo. La comparacién de las medias entre dos grupos
independientes se realizd con una prueba t de Student.

Para estudiar si el tratamiento con dasatinib afectaba a la invasion celular inducida por NRG,
realizamos ensayos de invasion en transwell, que previamente se habian cubierto con una capa de
matrigel. La estimulacion de las células MCF7 con NRG promovid su invasion a través del matrigel
(Figura 27). El tratamiento previo de las células con dasatinib también disminuyé el nimero de las
mismas capaces de invadir a través del matrigel en respuesta a la estimulacion con NRG (Figura 27).
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6. EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DE SRC Y DE YES1 SOBRE LA
MIGRACION E INVASION CELULAR INDUCIDAS POR NRG Y
MEDIADAS POR MMP13

Tras identificar a SRC y a YES como intermediarios en el control de la produccién de
MMP13 en respuesta a la estimulacion con NRG, y de observar que dasatinib inhibia estos procesos,
investigamos si el silenciamiento de SRC o de YES1 tenia las mismas propiedades antimetastasicas
que el farmaco. Una vez confirmado el silenciamiento génico evaluando los niveles de SRC
(Figura 28A) y de YES (Figura 28B) por WB, analizamos la migracion y la invasion celular mediante

ensayos de cierre de herida o de invasion en transwell, respectivamente.

A o B o
N N
'00(‘ "OQSJ '00(\ *e%
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Figura 28. Analisis de la eficacia del silenciamiento de SRC y de YES1. WBs de las células MCF7
infectadas con lentivirus que contenian la secuencia de un shRNA dirigido contra (A) SRC (sh-SRC) o
(B) YESL1 (sh-YES) o de un shRNA control (sh-Control).

Los ensayos de cierre de herida llevados a cabo revelaron que el silenciamiento de SRC
reducia la migracion de las células MCF7 en condiciones basales y en respuesta a la estimulacion con
NRG (Figura 29). Del mismo modo, el silenciamiento de YES1 también redujo la migracion de las
células MCF7 en condiciones basales y después de la estimulacion con NRG (Figura 29). En linea con
estos resultados, el silenciamiento de SRC disminuyo el nimero de células MCF7 capaces de invadir a

través del matrigel en condiciones basales y en respuesta a la estimulacion con NRG (Figura 30).
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Asimismo, el silenciamiento de YES1 también redujo el nimero de células MCF7 capaces de invadir a

través de la capa de matrigel en condiciones basales y tras la estimulacion con NRG (Figura 30).
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Figura 29. Efecto del silenciamiento de SRC y de YESL sobre la migracion celular en respuesta a la
estimulacion con NRG. Las imagenes de las heridas se adquirieron después de la estimulacion de las células
MCF7 con NRG (tiempo 0 horas) y transcurridas 26 horas. La grafica de barras inferior representa la
cuantificacion del area de la herida cubierta a las 26 horas de estimulacion con NRG, que se relativiz6 con el
area de la herida inicial (tiempo 0 horas). Las imagenes son representativas de un experimento que se realizo
tres veces y los datos se presentan como la media + SD de los triplicados del mismo experimento. Las
comparaciones de las medias entre dos grupos independientes se realizaron con una prueba t de Student.
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1. EFECTO DE DASATINIB SOBRE LA MIGRACION E INVASION
CELULAR INDUCIDAS POR NRG Y MEDIADAS POR MMP13 EN OTRO
MODELO CELULAR DE CANCER DE MAMA

Una vez analizado el efecto de dasatinib sobre las respuestas bioldgicas inducidas por NRG y
mediadas por MMP13 en nuestro modelo celular de estudio, quisimos explorar si el eje de
sefializacion NRG-MMP13 podria tener el mismo papel en el control de la diseminacion celular en
otros modelos celulares de cancer de mama y si dasatinib podria ejercer el mismo efecto. Para alcanzar
nuestro objetivo, elegimos la linea celular BT474 y analizamos la migracion celular y la invasion
mediante ensayos de cierre de herida o de invasion en transwell, respectivamente. El motivo para
elegir esta linea celular fue que habia mostrado la mayor induccion de MMP13 en respuesta a la

estimulacion con NRG, en nuestros estudios previos (Figura 12).
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Figura 31. Efecto de dasatinib sobre la migracion de las células BT474 en respuesta a la estimulacion
con NRG. Las imagenes de las heridas se adquirieron en el momento de la adicion de NRG (tiempo O horas)
y después de 48 horas de estimulacion. La grafica de barras inferior representa la cuantificacion del area de la
herida cubierta a las 48 horas de estimulacion con NRG, que se relativizo con el area de la herida inicial
(tiempo 0 horas). Las imagenes son representativas de un experimento que se repitié tres veces y los datos se
presentan como la media = SD de los triplicados del mismo experimento. La comparacion de las medias entre
dos grupos independientes se realizd con una prueba t de Student.
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Los ensayos de cierre de herida mostraron que la estimulacion de las células BT474 con NRG
producia un aumento de la migracion celular (Figura 31). Asimismo, el tratamiento previo de las
células BT474 con dasatinib redujo la migracién de las mismas en condiciones basales y en respuesta
a la estimulacion con NRG (Figura 31), como habiamos observado anteriormente con las células
MCF7. Los ensayos de invasion, por su parte, revelaron que la estimulacion de las células BT474 con
NRG promovia la invasion de las mismas a través del matrigel (Figura 32). El pretratamiento con
dasatinib disminuy6 el nimero de células BT474 capaces de invadir a través del matrigel en respuesta

a la estimulacion con NRG (Figura 32).
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8. EFECTO DE DASATINIB SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR,
INVASION LOCAL Y DISEMINACION METASTASICA INDUCIDAS POR
NRG IN VIVO

Para evaluar la capacidad de dasatinib para afectar in vivo las respuestas bioldgicas inducidas
por NRG, empleamos ratones desnudos a los que inyectamos subcutdneamente las células MCF7-
NRGa2c-Luc (Yuste et al., 2005; Seoane et al., 2016). La produccion de NRGo2c de manera basal en
estas células mimetiza la adicion de NRG soluble exdgena y activa la sefializacion mediada por NRG-
ERBB/HER (Yuste et al., 2005; Seoane et al., 2016). Las células MCF7-NRGo2c-Luc que habian
sido tratadas con DMSO mostraron niveles elevados de NRG, fosfo-ERK1/2 y MMP13 en
condiciones basales, y mayores que los de las células MCF7 (Figura 33), que se emplearon como
control negativo de la activacion basal de la sefializacion mediada por NRG-ERBB/HER. El
tratamiento de las células MCF7-NRGo2c-Luc con dasatinib inhibio la activacion de ERK1/2, asi
como la produccién de MMP13 (Figura 33). Los resultados obtenidos confirmaron que las células
MCF7-NRGa2c-Luc constituian un buen modelo celular para estudiar el efecto de dasatinib en las

respuestas bioldgicas inducidas por NRG in vivo.
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Figura 33. Analisis de los niveles de NRG, MMP13, fosfo-ERK1/2 y ERK1/2 en las células MCF7 y
MCF7-NRGa2c-Luc mediante WB. Las células se trataron con dasatinib 1 uM o con 0,1 % de DMSO
durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, las células se lisaron para analizar los niveles de NRG y MMP13
mediante IP seguida de WB, mientras que los de fosfo-ERK1/2 y ERK1/2 se analizaron por WB. El asterisco
indica la cadena pesada del anticuerpo empleado para la IP de MMP13.

Como hemos mencionado anteriormente, para evaluar el efecto de dasatinib en las respuestas
biolégicas inducidas por NRG in vivo, las células MCF7-NRGo2c-Luc se inyectaron
subcutaneamente en la linea mamaria de ratones desnudos, en dos sitios por raton. EI crecimiento de
las masas tumorales se siguié periddicamente y cuando los tumores alcanzaron los 100 mm?® de
volumen, lo que ocurrié 30 dias después de la inyeccidn de las células, los ratones se dividieron en dos
grupos experimentales de cinco individuos cada uno para comenzar el tratamiento. Los ratones de uno
de los grupos recibieron diariamente &cido tartarico 25 mM (vehiculo control) de manera oral,
mientras que los del otro grupo recibieron 10 mg/kg de dasatinib oralmente cada dia. Una vez iniciado
el tratamiento, el tamafio de los tumores se midid semanalmente de manera indirecta mediante la
deteccion de la emision del flujo de fotones con un sistema de imagen dptica in vivo. En el momento
de iniciar el tratamiento no se observd ninguna metastasis en los ratones. Las imagenes de
bioluminiscencia adquiridas semanalmente durante cinco semanas de tratamiento nos permitieron
observar que el tamafio de los tumores generados en los ratones tratados con dasatinib eran mas
pequefios que los generados en los ratones tratados con el vehiculo control (Figura 34). Estos
resultados mostraron que dasatinib reducia la proliferacion celular in vivo y confirmaron el efecto

inhibitorio de dasatinib en este proceso del mismo modo que lo observado in vitro.
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Figura 34. Efecto de dasatinib sobre la proliferacion de los tumores de células MCF7-NRGa2c¢-Luc in
vivo. Representacion grafica del crecimiento tumoral analizado semanalmente durante cinco semanas de
tratamiento mediante la deteccion del flujo de fotones emitido por las masas tumorales con un sistema de
imagen IVIS 50. El tratamiento comenz6 30 dias después de la inyeccion de las células MCF7-NRGo2c-Luc
y el tamafio de los tumores se midié 15 minutos después de inyectar a los ratones 100 mg/kg de sal de potasio
de la D-luciferina en la cavidad peritoneal. Los datos se presentan como la media £ SD de los tumores
primarios analizados en cada condicion experimental (n = 10). La comparacién de las medias entre dos
grupos independientes se realizd con una prueba t de Student.

A continuacion, quisimos evaluar si el tratamiento con dasatinib ademéas de afectar a la
proliferacion de las células MCF7-NRGa2c-Luc in vivo, podia afectar también a su expansion local.
La diseminacion local de las células se analiz6 midiendo la anchura de la sefial de bioluminiscencia
emitida por la masa tumoral. El analisis se realizé a los 60 dias de tratamiento de los ratones (90 dias
después de la inyeccion de las células en los ratones), coincidiendo con la finalizacién del tratamiento
de los mismos. Las medidas de la anchura de la sefial de bioluminiscencia de los tumores nos
permitieron observar que el tratamiento con dasatinib reducia también la diseminacion local de las
células MCF7-NRGa2c-Luc in vivo (Figura 35).
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Figura 35. Efecto de dasatinib sobre la diseminacion local de las células MCF7-NRGea2c¢-Luc in vivo.
Representacion grafica de la anchura de la sefial de bioluminiscencia de cada tumor primario analizado en
cada grupo experimental junto con la media + SD de los mismos (n = 10). La comparacion de las medias
entre los dos grupos independientes se realiz6 con una prueba t de Student.
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A lo largo de los 60 dias de tratamiento de los ratones con el vehiculo control (90 dias después
de la inyeccidn), algunas de las células MCF7-NRGa2c-Luc inyectadas tuvieron la tendencia de
expandirse mas alld del sitio de implantacion originando tumores secundarios (Figura 36). El
tratamiento de los ratones con dasatinib impidid la diseminacion metastasica de las células MCF7-
NRGo2c¢-Luc (Figura 36).

©°
= 15 , . .
‘g’ 10 10  Numero de ratones con metastasis
o 5 Dias post-inyeccion 60 75 90
0
25 gg:;;’]meqzc"'”c 115 215 2I5
20
15 MCF7-NRGa2c-Luc

Dasatinib 0/5 0/5 0I5

Dasatinib

Figura 36. Efecto de dasatinib sobre la diseminacion metastésica de las células MCF7-NRGa2¢-Luc in
vivo. Iméagenes de bioluminiscencia del cuerpo completo de los ratones inyectados con las células MCF7-
NRGo2c-Luc, gque se habian tratado con 10 mg/kg de dasatinib o con acido tartarico 25 mM (vehiculo
control) durante 60 dias (90 dias después de la inyeccion). Las imagenes se adquirieron como se indica en la
figura 34. La barra coloreada como un arco iris a la derecha de las imagenes representa la escala de intensidad
de la sefial de bioluminiscencia. Las flechas apuntan a dos masas tumorales diseminadas. En la tabla de la
derecha se muestra el nimero de ratones con metastasis en cada grupo experimental a los 60, 75 y 90 dias
después de la inyeccion (n = 5 ratones en cada condicion experimental).

Una vez observado el efecto inhibitorio de dasatinib in vivo, analizamos los niveles de las
proteinas de interés en los tumores primarios procedentes de cada grupo experimental. Los niveles de
las fosfo-SFKs y de fosfo-ERK1/2 fueron analizados por WB, mientras que los niveles de MMP13
fueron analizados por IP seguida de WB. Como control positivo del experimento empleamos células
MCEF7 que habian sido estimuladas con NRG 10 nM durante 15 minutos para analizar la activacion de
las SFKs y de ERK1/2 o durante 4 horas para analizar la induccién de la produccion de MMP13. Los
tumores procedentes de los ratones que habian sido tratados con el vehiculo mostraron la activacion de
las SFKs y de ERK1/2, asi como la induccion de la produccion de MMP13 (Figura 37). Sin embargo,
en los tumores obtenidos de los ratones que habian sido tratados con dasatinib, el farmaco redujo tanto
los niveles de MMP13 como las formas fosforiladas de las SFKs y de ERK1/2 (Figura 37). Todos
estos datos confirmaron que dasatinib blogueaba la diseminacién metastasica promovida por NRG y

mediada por MMP13 en nuestro modelo in vivo.
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Figura 37. Analisis de los niveles de MMP13, fosfo-SFKSs y fosfo-ERK1/2 en los tumores primarios de
células MCF7-NRGo2c-Luc mediante WB. Una vez procesados los tumores, los niveles de MMP13 se
analizaron por IP seguida de WB, mientras que los de fosfo-SFKs y fosfo-ERK1/2 se analizaron por WB. Las
células MCF7 estimuladas con NRG como se describe en la figura 24 se utilizaron como control para la
deteccion de las proteinas. Los niveles de ERK1/2 se utilizaron como control de carga de las muestras.

Los resultados obtenidos en este primer capitulo confirmaron nuestra hipotesis inicial de que
dasatinib representa una estrategia terapéutica capaz de inhibir la produccion de MMP13 inducida en
respuesta a la estimulacion con NRG, blogueando la diseminacién metastasica promovida por estos

ligandos de la familia de receptores ERBB/HER en céncer de mama.
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Discusion

1.  ANALISIS DEL EFECTO DE DASATINIB EN LA DISEMINACION
METASTASICA PROMOVIDA POR NRG Y MEDIADA POR MMP13 EN
CANCER DE MAMA

La diseminacion metastasica constituye una condicion patoldgica critica en cancer de mama,
que puede determinar una evolucion fatal de la enfermedad. Por este motivo, es de vital importancia
definir los mecanismos responsables de la diseminacion metastésica en cancer de mama con el
objetivo de encontrar estrategias terapéuticas para poder prevenirla o para tratar las metastasis una vez
formadas. Actualmente muchos grupos de investigacion estan realizando numerosos esfuerzos para
profundizar en estos mecanismos responsables de la diseminacion metastéasica en cancer de mama.
Algunos de los estudios realizados por nuestro grupo han mostrado que la expresion de las NRGs en
cancer de mama esta ligada a una mala respuesta de las pacientes, como consecuencia de una mayor
diseminacion metastasica (Seoane et al., 2016). Los analisis transcriptdmicos y funcionales llevados a
cabo en estos estudios apuntaron a la metaloproteasa MMP13 como un mediador relevante en la
diseminacion metastasica inducida por NRG en cancer de mama (Seoane et al., 2016). Teniendo en
cuenta estos resultados, uno de los objetivos principales de este trabajo de tesis doctoral fue encontrar
una estrategia terapéutica que pudiera inhibir la produccion de MMP13 inducida en respuesta a la
estimulacion con NRG para bloquear la diseminacion metastasica promovida por estos ligandos de la
familia de receptores ERBB/HER en cancer de mama.

Como punto de partida, nos centramos en aquellos compuestos que estuvieran aprobados para
su uso en la préctica clinica, por ser los mas adecuados para facilitar su posterior desarrollo clinico.
Dasatinib es un TKI aprobado para su uso en el tratamiento de leucemia mieloide cronica y de
leucemia linfoblastica aguda positiva para el cromosoma Filadelfia (Lindauer y Hochhaus, 2010;
Keating, 2017). Distintos antecedentes apuntaron a este inhibidor como un candidato atractivo para
impedir la diseminacion metastasica inducida por NRG y mediada por MMP13 en cancer de mama.
Por un lado, se habia descrito que dasatinib podia inhibir la diseminacion metastasica de distintos tipos
tumorales. En un modelo ortotopico de cancer de prostata, el tratamiento con dasatinib redujo la
presencia de metastasis en los ganglios linfaticos de los ratones (Park et al., 2008). De manera anéloga,
dasatinib disminuyo la diseminacién metastasica de células de adenocarcinoma pancreético humano
(Trevino et al., 2006). Asimismo, en cancer de mama el tratamiento con dasatinib redujo la formacion
de metastasis dseas en los ratones (Zhang et al., 2009). Por otro lado, ademas, se habia mostrado que
el tratamiento con dasatinib de células de cancer de mama sobreexpresoras del receptor HER2
disminuia la activacion de las quinasas ERK1/2 (Seoane et al., 2010), las cuales son intermediarios en
la via de sefializacion que promueve la produccion de MMP13 en respuesta a la estimulacion con

NRG en cancer de mama (Seoane et al., 2016).
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Para explorar el papel de dasatinib en la diseminacion metastasica inducida por NRG vy
mediada por MMP13 en céancer de mama, comenzamos por evaluar el papel del farmaco sobre la
produccion de MMP13 inducida en respuesta a la estimulacion con NRG in vitro. Para ello, elegimos
la linea celular de cancer de mama MCF7, que constituye un buen modelo para estudiar la
sefializacion mediada por NRG (Seoane et al., 2016). Este modelo de estudio nos permitio mostrar por
primera vez que el tratamiento con dasatinib previo a la estimulacion de las células de cancer de mama
con NRG inhibia la produccion de MMP13 inducida tras la estimulacion. Ademas, también nos
permitié describir por primera vez que dasatinib inhibia la activacion de las quinasas ERK1/2 en
respuesta a la estimulacion de los receptores ERBB/HER con NRG en células de cancer de mama. Sin
embargo, la inhibicion de ERK1/2 después del tratamiento con dasatinib ya se habia mostrado
previamente en células de cancer de mama en las que la sefializacion a través de los receptores
ERBB/HER estaba activada de manera basal por la sobreexpresion del receptor HER2 (Seoane et al.,
2010).

El efecto inhibitorio de dasatinib sobre la induccién de la produccion de MMP13 tras la
estimulacion con NRG también se observd en otras lineas celulares de cancer de mama empleadas. Es
relevante destacar que, ademas, estas lineas celulares pertenecian a distintos subtipos histoldgicos de
cancer de mama, por lo que el efecto inhibitorio del farmaco sobre este proceso no era especifico ni de
la linea celular, ni del subtipo histologico. Mientras que las células T47D, en las que se observo el
efecto de dasatinib, son positivas para receptores hormonales, al igual que las células MCF7, el efecto
de dasatinib también se observd en las células BT474 y SKBR3, que pertenecen al subtipo HER2
positivo. La ausencia de receptores HER2 y HER3 en las lineas celulares BT549, HCC3153 y
MDAMB231, pertenecientes al subtipo triple negativo, impidi6 la induccién de la produccién de
MMP13 tras la estimulacién de las células con NRG. Sin embargo, no pudimos establecer una
relacion entre los niveles de los receptores ERBB/HER de las lineas celulares incluidas en el estudio y
los de MMP13 inducidos tras la estimulacion de las células con NRG. La mayor induccién de la
produccion de MMP13 se observo en las células MCF7, que presentan niveles normales tanto del
receptor HER2 como de los otros receptores de la familia (Holmes et al., 1992), mientras que fueron
seguidas por las células BT474, que son sobreexpresoras de HER2. Ademas, la menor induccién de la
produccion de MMP13 se observé en las células T47D, que presentan caracteristicas similares a las
celulas MCF7, en cuanto a niveles de los receptores ERBB/HER y a su capacidad para responder
mitogénicamente a la adicion de NRG exdgena soluble (Seoane et al., 2016).

Los experimentos de expresion génica llevados a cabo en las células MCF7 revelaron que el
tratamiento de las mismas con dasatinib inhibia la sintesis del ARN mensajero de MMP13 inducida

tras la estimulacion con NRG. Para obtener informacion sobre el mecanismo responsable del efecto
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inhibitorio de dasatinib sobre la produccion de MMP13 inducida en respuesta a la estimulacion con
NRG en céncer de mama, analizamos las vias de sefializacion activadas por NRG en las células
MCF7. El andlisis de las vias de sefializacion activadas por NRG mostrd que dasatinib ejercia un
efecto muy pequefio sobre la fosforilacion de los residuos de tirosina de los receptores ERBB/HER vy,
por lo tanto, sobre su activacion. La fosforilacion del receptor HER2 inducida tras la estimulacion de
las células con NRG se vio ligeramente inhibida por el tratamiento previo con dasatinib, mientras que
la fosforilacion de HER3 observada en respuesta a la estimulacion con NRG no se vio inhibida por el
tratamiento. El andlisis del efecto de dasatinib sobre la fosforilacion de los residuos de tirosina del
receptor HER4 no se llevo acabo debido a que estudios previos de nuestro grupo realizados en la
misma linea celular no mostraron la activacién de HER4 en respuesta a la estimulacion de las células
con NRG (Sanchez-Martin y Pandiella, 2012). El ligero efecto inhibitorio producido por dasatinib
sobre la fosforilacion de HER2 podia estar indicando la participacion de alguna de las dianas de
dasatinib en la fosforilacion de los residuos de tirosina del receptor. De hecho, otros autores han
sugerido que SRC podria fosforilar a HER2 en la tirosina 877 después de observar que el tratamiento
previo de las células con PP2 inhibia la fosforilacion de la misma en respuesta a la estimulacion con
NRG (Ishizawar et al., 2007). En contraste con el efecto marginal observado sobre la fosforilacion de
los receptores ERBB/HER en respuesta a la estimulacion con NRG, el tratamiento con dasatinib
ejercio un efecto inhibitorio fuerte en la sefializacion proxima a los receptores, desencadenada por la
fosforilacion de los residuos de tirosina de los mismos (Olayioye et al., 2000; Yarden y Sliwkowski,
2001; Schlessinger, 2004). En concreto, la fosforilacion de las dos isoformas de menor tamario de la
proteina adaptadora SHC (46 y 52 kDa) inducida tras la estimulacion con NRG se vio inhibida por el
tratamiento previo con dasatinib. Esta inhibicion fue especialmente llamativa en el caso de la isoforma
de mayor tamafio. Una posible explicacién para el efecto inhibitorio de dasatinib sobre la fosforilacion
de los residuos de tirosina de SHC era que el farmaco estuviera afectando a la interaccion entre la
proteina adaptadora SHC y los receptores ERBB/HER, ya que esta interaccion precede a la
fosforilacion de SHC por los receptores y por otras quinasas (Ravichandran, 2001). Los experimentos
de co-IP llevados a cabo mostraron que el tratamiento con dasatinib inhibia ligeramente la interaccion
entre HER2 v la proteina adaptadora SHC tras la estimulacion con NRG, mientras que la interaccion
entre HER3 y la proteina adaptadora SHC no se vio inhibida por el tratamiento. El efecto de dasatinib
sobre la interaccion entre SHC y los receptores ERBB/HER en respuesta a la estimulacion con NRG
se correlaciono con el efecto del farmaco sobre la fosforilacion de los receptores en los residuos de
tirosina tras la estimulacién con NRG, sugiriendo que el nivel de fosforilacion del receptor en estos
residuos podria estar condicionando su interaccidn con la proteina adaptadora. Sin embargo, el efecto
de dasatinib sobre la interaccion entre SHC y los receptores ERBB/HER en respuesta a la
estimulacion con NRG no parecio explicar el efecto inhibitorio de dasatinib sobre la fosforilacion de
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SHC observado tras la estimulacién con NRG. La participacion de alguna de las dianas de dasatinib en
la fosforilacion de SHC tras la activacion de la sefializacion desencadenada por NRG podria explicar
la inhibicion de la fosforilacion de SHC ejercida por dasatinib. En linea con esta idea, algunos autores
han identificado residuos de tirosina en la proteina adaptadora SHC que son fosforilados por SRC y
que median interacciones entre proteinas (van der Geer et al., 1996). Por otro lado, los experimentos
de co-IP también revelaron que las dos isoformas de SHC tenian preferencias distintas de interaccion
con los receptores HER2 y HER3, aunque ambas interaccionaban con los dos receptores.
Aparentemente, la isoforma de 52 kDa interaccionaba preferentemente con HER3, mientras que la de
46 kDa interaccionaba con HER2 preferentemente. Esta distinta preferencia de interaccion entre las
isoformas de SHC y los receptores ERBB/HER no se habia descrito previamente y requiere estudios
adicionales para su caracterizacion. Como la fosforilacion de los residuos de tirosina de la proteina
adaptadora SHC inicia mediante su asociacion con el complejo GRB2/SOS la sefializacion a través de
RAS (Buday y Downward, 1993; Egan et al., 1993; Li et al., 1993), la inhibicion de la fosforilacion de
SHC por el tratamiento con dasatinib resultd en la inhibicion de la activacion de RAS en respuesta a la
estimulacion de las células con NRG. Como consecuencia de la inhibicion de la activacion de RAS y
coherentemente con lo esperado, las fosforilaciones activadoras de RAF, MEK1/2 y ERK1/2 tras la
estimulacion con NRG también se vieron inhibidas por el tratamiento previo de las células con
dasatinib. Ademas de inhibir la activacion de las quinasas ERK1/2, el tratamiento con dasatinib
inhibi6 también la activacion de la quinasa ERK5 y la de su quinasa activadora MEKS, en respuesta a
la estimulacion con NRG. Los experimentos realizados con los inhibidores de las vias de sefializacion
de ERK1/2 y de ERK5 demostraron la efectividad de la inhibicion de la via de ERK1/2 en la
prevencién de la produccion de MMP13 inducida tras la estimulacion con NRG. Sin embargo, el
hecho de que el inhibidor de la via de ERKS5 inhibiera parcialmente la activacion de ERK1/2, no nos
permitié confirmar la implicacion de la via de ERKS5 en la induccion de la produccion de MMP13 en
respuesta a la estimulacién con NRG. La realizacion de experimentos de silenciamiento génico, en
lugar de la utilizacion de inhibidores, podria ayudarnos a aclarar la implicacién de ERKS en este
proceso. La observacion de que dasatinib inhibia la produccion de MMP13 inducida en respuesta a la
estimulacion con NRG, aparentemente a través de la inhibicion de las quinasas ERK1/2, fue
consistente con los resultados descritos previamente por nuestro grupo, en los que las células MCF7 se
trataron con un inhibidor de las quinasas MEK1/2 antes de ser estimuladas con NRG. El tratamiento
previo de las células MCF7 con el inhibidor U0126, que inhibe la activacion de las quinasas ERK1/2
mediante la inhibicion de la actividad de las quinasas MEK1/2 (Favata et al., 1998), bloqued también
la induccion de la produccion de MMP13 tras la estimulacion con NRG (Seoane et al., 2016).
Ademés, nuestro grupo también habia descrito anteriormente que el tratamiento de las células MCF7
con U0126 inhibia la sintesis del ARN mensajero de MMP13 inducida en respuesta a la estimulacion
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con NRG (Seoane et al., 2016). De manera que, los resultados obtenidos en este trabajo de los
experimentos de expresion génica fueron coherentes con los obtenidos previamente en nuestro grupo,
al mostrar nuevamente que la activacion de las quinasas ERK1/2 era necesaria para la induccion de la
produccion de MMP13 tras la estimulacion con NRG a nivel transcripcional. Como las NRGs
también activan la via de PI3BK-AKT, analizamos el efecto de dasatinib sobre la activacion de la
misma evaluando los niveles de fosforilacion de AKT y de S6. El tratamiento con dasatinib no ejercid
ningun efecto sobre los niveles de las formas fosforiladas de AKT y de S6, indicando que dasatinib no
afectaba a la via de PI3BK-AKT y que, ademas, esta via no estaba involucrada en la induccién de la
produccion de MMP13 en respuesta a la estimulacion con NRG. Estos resultados fueron consistentes
con los datos descritos previamente por nuestro grupo en los que el tratamiento de las células MCF7
con el inhibidor de PI3K LY294002 antes de ser estimuladas con NRG no afect6 a la induccion de la
produccion de MMP13 tras la estimulacion (Seoane et al., 2016). Asimismo, el hecho de que la via de
PIBK-AKT no estuviera inhibida por dasatinib, apoyaba indirectamente el concepto de que la
sefializacion proximal de los receptores ERBB/HER, tal como la union del ligando al receptor, la
dimerizacion de los receptores o la transfosforilacion entre ellos, no estaba resultando afectada por el

farmaco.

Dasatinib fue aislado inicialmente como un inhibidor dual de SRC y de ABL (Lombardo et
al., 2004). La capacidad de dasatinib para inhibir ABL es la que ha permitido su uso en el tratamiento
de la leucemia mieloide crénica y de la leucemia linfoblastica aguda positiva para el cromosoma
Filadelfia (Lindauer y Hochhaus, 2010; Keating, 2017). Sin embargo, ademas de estas dianas,
dasatinib inhibe la actividad de otras proteinas tirosina quinasas tanto receptores como no receptores
(Karaman et al., 2008). Para continuar explorando el mecanismo responsable del efecto inhibitorio de
dasatinib sobre la induccion de la produccion de MMP13 en respuesta a la estimulacion con NRG en
cancer de mama, nos propusimos identificar las dianas de dasatinib en nuestra linea celular modelo de
estudio a través de una aproximacion de quimio-protedmica. Estos estudios identificaron a las tirosina
quinasas SRC, YES, CSK y FYN como las proteinas de union a dasatinib en las células MCF7,
indicando que dasatinib podia estar ejerciendo su accion inhibitoria sobre la produccion de MMP13
inducida tras la estimulacién con NRG a través de ellas y que, por consiguiente, podian ser
intermediarios de sefializacion en este proceso. Mientras que las dianas SRC, YES y FYN pertenecen
a la misma familia de proteinas tirosina quinasas (SFKs), la tirosina quinasa CSK esta estrechamente
relacionada con ellas como regulador negativo de su actividad, a través de la fosforilacion del residuo
de tirosina inhibitorio de su extremo C-terminal (Nada et al., 1991; Okada et al., 1991). Todas las
dianas de dasatinib identificadas en las células MCF7 fueron validadas bioquimicamente y, ademas,
habian sido descritas previamente entre las dianas méas sensibles de dasatinib (Karaman et al., 2008).

Es importante mencionar que la ausencia de identificacion de otras dianas descritas de dasatinib en las
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celulas MCF7 podria deberse tanto a la falta de expresion de las mismas en estas células como a
problemas inherentes a la técnica relacionados con la ionizacion de los péptidos analizados por
espectrometria de masas. En este segundo lugar, los resultados obtenidos a través de la aproximacion
de protedbmica quimica no permitirian descartar la existencia de otras dianas de dasatinib en las células
MCF7, que no hubieran sido identificadas. Ademas, también es relevante comentar que aunque se ha
descrito que CSK se puede unir directamente a dasatinib (Karaman et al., 2008; Rix et al., 2007),
nuestros resultados no nos permitieron excluir si CSK estaba retenida en la resina con dasatinib

indirectamente a causa de su interaccion con las SFKs (Vielreicher et al., 2007).

De todas las dianas de dasatinib identificadas en las células MCF7, la tirosina quinasa SRC
habia sido implicada previamente en el proceso de diseminacion metastasica de las células de cancer
de mama. Por un lado, algunos autores han descrito una asociacion fuerte entre la actividad de SRC y
las metastasis dseas de inicio tardio en una cohorte de 600 pacientes de cancer de mama (Zhang et al.,
2009). Ademas, estos autores demostraron que SRC favorece la supervivencia de las células de cancer
de mama en el microambiente de la médula 6sea al facilitar la sefializacion a través de CXCL12-
CXCR4-AKT vy al conferir resistencia al ligando de muerte celular TRAIL (Zhang et al., 2009). Por
otro lado, se ha descrito que la activacion de SRC juega un papel clave en la interrupcion de la barrera
hematoencefalica, promoviendo las metastasis cerebrales por cancer de mama (Zhang et al., 2013).
Asimismo, los otros miembros de la familia SRC identificados también habian sido implicados
anteriormente en el proceso de diseminacion metastasica, aunque en otros tipos de cancer. Algunos
autores han revelado que la tirosina quinasa YES incrementa el potencial metastasico de las células de
cancer de prostata a través de la fosforilacion de la quinasa de adhesion focal (FAK, focal adhesion
kinase) (Chatterji et al., 2015). Otros trabajos han correlacionado la expresion elevada de FYN con la
metastasis de cancer de pancreas (Chen et al., 2010). Por ltimo, como la tirosina quinasa CSK es un
regulador negativo de las SFKs (Okada et al., 1991), su sobreexpresion en células de cancer de colon

inhibe la diseminacion metastasica de las células al pulmon (Nakagawa et al., 2000).

Una vez identificadas algunas SFKs como proteinas de union a dasatinib, exploramos la
contribucion de las mismas como intermediarios de sefializacién en la induccion de la produccién de
MMP13 tras la estimulacion con NRG. Los experimentos realizados mostraron la activacion de las
SFKSs en respuesta a la estimulacion de las células con NRG, confirmando la participacion de las
mismas en el control de la produccion de MMP13 en respuesta a NRG. Sin embargo, la estrategia
empleada para la realizacion de estos ensayos consistio en la utilizacion de un anticuerpo fosfo-
especifico que reconocia la forma activa de las SFKSs, sin permitirnos distinguir ni la activacion ni la
contribucién individual de cada una de ellas. A pesar de esta limitacion, la estrategia fue valida para

observar también que el tratamiento previo de las células con dasatinib inhibia la activacion de las
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SFKs tras la estimulacion con NRG. La identificacion de algunas SFKs como intermediarios en la
sefalizacion mediada por NRG a través de los receptores de la familia ERBB/HER en cancer de
mama Y, en particular, de la tirosina quinasa SRC estaria apoyada por los estudios previos que han
reportado la asociacion entre HER2 y SRC en células de cancer de mama (Muthuswamy et al., 1994;
Sheffield, 1998; Belsches-Jablonski et al., 2001). La interaccion entre ambas proteinas depende tanto
de la fosforilacion de las tirosinas de la cola citoplasmatica de HER2 como del dominio SH2 de SRC
(Luttrell et al., 1994; Kim et al., 2005), resultando en un aumento de la actividad de SRC
(Muthuswamy et al., 1994). Otros estudios han descrito el papel de SRC en la regulacion de la
formacion de los heterodimeros HER2/HER3, de manera que SRC favorece la asociacion entre los
receptores y la activacion de la sefializacion a través de los mismos (Ishizawar, Miyake and Parsons,
2007). Sin embargo, como hemos comentado anteriormente, el hecho de que en nuestra linea celular
modelo de estudio la activacion de la via de PI3K-AKT en respuesta a la estimulacion con NRG no
estuviera afectada por el tratamiento previo de las células con dasatinib estaria indicando que la

heterodimerizacion de los receptores HER2/HER3 tampoco esta afectada por el farmaco.

Para explorar la contribucion individual de las dianas de dasatinib identificadas en las células
MCF7 como intermediarios de sefializacion en la induccion de la produccién de MMP13 tras la
estimulacion con NRG, realizamos experimentos de silenciamiento génico para los genes codificantes
de cada una de las dianas identificadas, con la excepcion de LYN. La participacion de LYN como
intermediario de sefializacion fue descartada debido a la escasa interaccion entre esta proteina y la
resina acoplada a dasatinib, observada en la validacion bioguimica de las dianas. Los experimentos del
silenciamiento génico de SRC mostraron la disminucion de la activacién de ERK1/2, junto con la
inhibicion de la produccién de MMP13 en respuesta a la estimulacion con NRG, confirmando la
participacion de SRC en la produccion de MMP13 inducida tras la estimulacién con NRG. El analisis
del silenciamiento génico de YES1 también mostrd la inhibicion de MMP13 tras la estimulacion con
NRG, aunque la inhibicion fue menor que la observada por el silenciamiento génico de SRC.
Sorprendentemente, el silenciamiento génico de YES1 no afectd a la activacion de ERK1/2 tras la
estimulacion con NRG. Este resultado fue particularmente relevante ya que los datos previos
obtenidos en nuestro grupo habian identificado a la via de ERK1/2 como la responsable del control de
la produccion de MMP13 en respuesta a la estimulacién con NRG (Seoane et al., 2016). Sin embargo,
YES estaria participando en la produccion de MMP13 en respuesta a la estimulacion con NRG de
manera independiente de la via de ERK1/2, sugiriendo la implicacion de otras vias en el control de
MMP13. De hecho, este resultado se vio reforzado por los datos obtenidos con el silenciamiento
génico de CSK. El silenciamiento génico de CSK produjo un aumento de los niveles de MMP13 en las
células sin estimular con NRG, indicando que CSK se trataba de regulador negativo de la produccion
de MMP13 en condiciones basales. Una vez mas, este aumento en los niveles de MMP13 no fue
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acompariado de un aumento en la fosforilacion de ERK1/2, lo que sugirié que CSK participaba en la
regulacion de la produccién de MMP13 de forma independiente de la via de ERK1/2 en condiciones
basales. La estimulacion de las células con NRG produjo un aumento adicional de los niveles de
MMP13 que tampoco fue acompafiado de un aumento en la fosforilacion de ERK1/2, de manera que
CSK tambien participaba en el control de la produccién de MMP13 en respuesta a la estimulacion con
NRG de manera independiente de la via de ERK1/2. Todos estos resultados confirmaron y
describieron por primera vez la participacion de SRC, YES y CSK como intermediarios de
sefializacion en la induccion de la produccion de MMP13 en respuesta a la estimulacion con NRG en
cancer de mama. Sin embargo, también pusieron de manifiesto que ademés de la via de ERK1/2 tenia
que haber otras vias implicadas en la induccién de la produccién de MMP13 en respuesta a la
estimulacion con NRG. Mientras que SRC estaria participando en la induccion de la produccién de
MMP13 en respuesta a la estimulacion con NRG a través de la via de ERK1/2, YES estaria
participando en el mismo proceso a través de una via independiente de ERK1/2. Ademas, la tirosina
quinasa CSK también participaria en el control de la produccién de MMP13 tanto en condiciones
basales como en respuesta a la estimulacion con NRG, de manera independiente de la via de ERK1/2.
Los resultados obtenidos mostraron la complejidad del control de la produccion de MMP13 inducida
en respuesta a la estimulacion con NRG. De hecho, en linea con los resultados comentados
anteriormente, la via de ERKS5 podria ser una de las implicadas en la induccién de la produccion de
MMP13 en respuesta a la estimulacion con NRG. En este sentido, YES o CSK podrian estar actuando
como intermediarios de sefializacion de la via de ERK5. La implicacion de la via de ERK5 o la
identificacion de otras vias de sefializacion implicadas en el control de MMP13 tras la estimulacion
con NRG requieren estudios adicionales. Curiosamente, la participacion de las SFKs en la induccion
de la produccion de MMP13 habia sido descrita previamente en células de osteosarcoma en respuesta
a la activacion de la via de Wnt5a/Ror2 (Enomoto et al., 2009).

Como la activacién de los receptores de la familia ERBB/HER por NRG desencadena
respuestas bioldgicas asociadas a un fenotipo oncogénico, incluyendo la estimulacion de la
proliferacion celular, la migracion y la diseminacion local, o la promocién de la diseminacion
mestastasica (Montero et al., 2008), a continuacion exploramos si el tratamiento de las células con
dasatinib afectaba a algunas de estas respuestas en nuestro modelo de estudio. En este trabajo
mostramos por primera vez que dasatinib reduce la proliferacion, la migracion y la invasion celular
desencadenadas por NRG en las células de cancer de mama. De todos estos procesos, nuestro grupo
habia descrito previamente que la migracion y la invasion inducidas tras la estimulacién con NRG,
pero no la proliferacion celular, estaban reguladas por la produccion de MMP13 (Seoane et al., 2016).
Despues de identificar a SRC y a YES como intermediarios en el control de la produccién de MMP13

en respuesta a la estimulacion con NRG, y de observar que dasatinib inhibia estos procesos,
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investigamos si el silenciamiento de SRC o de YES1 tenia las mismas propiedades antimetastasicas
que el farmaco. Los ensayos de migracion celular llevados a cabo revelaron que el silenciamiento de
SRC reducia la migracion de las células MCF7 en condiciones basales y en respuesta a la estimulacion
con NRG. Del mismo modo, el silenciamiento de YES1 también redujo la migracion de las células
MCF7 en condiciones basales y después de la estimulacion con NRG. De manera analoga a lo
observado en los ensayos de migracion, los experimentos de invasion celular realizados mostraron que
el silenciamiento de SRC disminuia la invasion de las células MCF7 en condiciones basales y en
respuesta a la estimulacion con NRG. Asimismo, el silenciamiento de YES1 tambien redujo la
invasion de las células MCF7 en condiciones basales y tras la estimulacion con NRG. Estos resultados
confirmaron que el silenciamiento génico de SRC o de YESI tenia propiedades antimetastésicas y
reforzaron el papel de ambas proteinas como intermediarios en los procesos mediados por la
produccion de MMP13 inducida en respuesta a la estimulacion con NRG. Es importante mencionar
que, aunque en este trabajo hemos identificado a algunas SFKs como intermediarios en procesos de
migracion e invasion celular mediados por NRG a través de la induccion de la produccion de MMP13,
la implicacion de las SFKs en los procesos celulares de migracién e invasion estd ampliamente

reportada en la literatura (Thomas y Brugge, 1997; Summy y Gallick, 2003; Guarino, 2010).

Dado que los resultados obtenidos en las células MCF?7 in vitro apuntaban a que dasatinib era
un candidato atractivo para bloguear la diseminacién metastasica inducida por NRG y mediada por
MMP13 en cancer de mama, realizamos experimentos in vivo para explorar el papel de dasatinib en
este proceso. Las células MCF7 se modificaron genéticamente, de manera que expresaran NRG para
inducir la produccion de MMP13, y se inyectaron en ratones desnudos. Como esperabamos, ademas
de la generacidn de los tumores primarios en el lugar de la inyeccidn, algunas de las células tuvieron la
capacidad de expandirse mas alla del sitio de implantacion del tumor primario debido a la induccion
de la produccion de MMP13, dando lugar a la formacion de tumores secundarios (Seoane et al.,
2016). Sin embargo, la diseminacion metastasica de las células de cancer de mama sobreexpresoras de
NRG no tuvo lugar en todos los animales incluidos en el estudio, poniendo de manifiesto la
importancia del papel del microambiente tumoral en el comportamiento del tumor. Los experimentos
llevados a cabo nos permitieron confirmar que el tratamiento de los ratones con dasatinib bloqueaba la
diseminacién metastasica inducida por NRG y mediada por MMP13 de las células de cancer de
mama. Ademas, estos experimentos también nos permitieron observar que el tratamiento con
dasatinib producia una reduccion del crecimiento tumoral, que era coherente con el efecto inhibitorio
ejercido por el farmaco sobre la proliferacion de las células MCF7 inducida por NRG, que habiamos
observado anteriormente. Asimismo, el tratamiento de los ratones con dasatinib también disminuyo la
diseminacion local de los tumores generados. Como la diseminacion local de las células tumorales se

produce como consecuencia del proceso de invasion, estos resultados también estarian apoyados por
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los obtenidos previamente en las células MCF7, en las cuales el tratamiento con el inhibidor

disminuyé la invasion celular desencadenada por la estimulacion con NRG y mediada por MMP13.

En este trabajo hemos mostrado por primera vez que el TKI dasatinib bloguea la diseminacion
metastasica promovida por NRG y mediada por MMP13 en un modelo preclinico de cancer de mama.
El hecho de que algunos autores hayan descrito la expresion de NRG en los tumores de hasta un 50 %
de las pacientes con cancer de mama (de Alava et al., 2007) estaria indicando que un porcentaje de
pacientes podria beneficiarse de este tratamiento. Asimismo, el hecho de que dasatinib esté aprobado
para su uso en la préctica clinica para el tratamiento de otros tipos de cancer facilita la incorporacion
de este farmaco para el tratamiento de pacientes con cancer de mama con expresion de NRG. En los
ultimos afios se han realizado 0 comenzado varios ensayos clinicos con dasatinib como Unico agente o
en combinacion con otros farmacos en cancer de mama (Montero et al., 2011a; Scher y Somlo, 2013).
Los estudios que han evaluado la eficacia de dasatinib como Unico agente han mostrado una actividad
limitada (Finn et al., 2011; Mayer et al., 2011), que se ha visto mejorada con la combinacion con otros
farmacos como paclitaxel (Fornier et al., 2011), ixabepilona (Schwartzberg et al., 2011), capecitabina
(Somlo et al., 2013) y con diferentes terapias hormonales (Llombart et al., 2011; Wright et al., 2011).
Sin embargo, hasta la fecha no se ha identificado ningun subgrupo de pacientes que responda
preferentemente al tratamiento con dasatinib, por lo que son necesarios estudios adicionales que
permitan la identificacion de algin marcador molecular de sensibilidad al tratamiento con dasatinib
(Scher y Somlo, 2013). En este sentido, nuestros resultados estarian apoyando la seleccion de las
pacientes en funcién de la expresion de NRG en los tumores de mama, como posible marcador
molecular de sensibilidad a dasatinib. Ademas, como la expresion de NRG también se ha descrito en
otros tipos de cancer, entre los que se encuentran de prostata (Leung et al., 1997; Lyne et al., 1997,
Hayes et al., 2007), de colon (Venkateswarlu et al., 2002; Eschrich et al., 2005), de ovario (Gilmour et
al., 2002), de endometrio (Srinivasan et al., 1999), papilar tiroideo (Fluge et al., 2000) o pancreéatico
(Kolb et al., 2007), la relevancia clinica de los resultados obtenidos en este trabajo podria ser mayor de
demostrarse que la diseminacion metastasica promovida por NRG y mediada por MMP13 tiene lugar

en algun otro tipo de cancer.
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Conclusiones

CAPITULO 1

1. Dasatinib inhibe la produccion de MMP13 inducida en respuesta a la estimulacion con NRG in
vitro en lineas celulares de cancer de mama. La inhibicion de la produccion de MMP13 tras la
estimulacion con NRG tiene lugar a nivel transcripcional, aparentemente a través de la
inhibicion de la via de ERK1/2.

2. Las tirosina quinasas SRC, YES y CSK son intermediarios de sefializacion en la produccion de

MMP13 en respuesta a la estimulacion con NRG.

3. Dasatinib disminuye la proliferacion, migracion e invasion celular desencadenadas en respuesta

a la estimulacién con NRG in vitro en lineas celulares de cancer de mama.

4.  Dasatinib reduce la proliferacion y la diseminacién local de las células MCF7 sobreexpresoras
de la isoforma a2c de la NRG1 de rata in vivo. Asimismo, dasatinib bloguea la diseminacion

metastasica de estas células promovida por NRG y mediada por MMP13.
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