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RESUMEN

El modelo actual de progresion tumoral es asumishoocun proceso secuencial
en el cual, mediante la acumulacién de alteracidgeséticas, epigenéticas, de la
expresion, de la sefalizacion, metabdlicas, elas),células cancerosas adquieren
habilidades capacitadoras. Las quinasas maestrpgadoras de la sefalizacion celular,
constituyen un potencial mecanismo mediante el goalnico evento genético podria
reflejarse en multiples alteraciones en diversdasrale sefalizacion. LKB1 es una
guinasa maestra que ejerce sus funciones sobregldacion del metabolismo, la
proliferacion y la polaridad celular. La hipétefismulada en esta tesis doctoral plantea
gue LKB1 actia como un gen supresor de tumored eaneer de préstata. Con el
objetivo de contrastarla se han empleado especértameanos de cancer de prostata,
bases de datos publicas de expresion génica eneefdemedad, modelos murinos
modificados genéticamente y lineas celulares. kssltados obtenidos en el presente
trabajo demuestran que LKB1 es un gen supresourderes en el tejido prostético.
Mediante un estudio inmunohistoquimico y transéoipal, identificamos un grupo de
tumores de préstata en los que la expresion de Ls&Bdncuentra reducida. EI modelo
transgénico condicional de prostata muestra quentrage que LKB1 como Unica
delecién génica no es suficiente para promoveesamollo tumoral en la préstata, su
eliminacion en el contexto de la heterocigosidddsdpresor de tumorddenda lugar a
cancer metastatico letal. La perdida bialélica_klel en este contexto da lugar a cancer
de células escamosas con total penetrancia. Etrdésade un sistema de estudio
vitro nos permitio demostrar que LKBL1 inhibe la migracitmvasion y el crecimiento
independiente de anclaje. Este fenotipo resultinsependiente de la actividad quinasa
de LKB1 y coherente con la regulaciéon negativacielogén CD24, que corroboramos
en muestras murinas y en analisis correlativosigpslas de pacientes. Por ultimo, nos
propusimos definir estrategias terapéuticas efcaretumores de préstata deficientes
en LKB1. Nuestros resultados confirman el potendéla fenformina en este contexto
y revelan adicionalmente la selectividad de inlobéd de la chaperona HSP90 en
células LKB1 negativas. En resumen, los resultadbsenidos demuestran la
implicacién causal de LKB1 en la supresion del eamde prostata y abren nuevas
estrategias terapéuticas para aplicar medicinaet@spn en base a la expresion de la
guinasa.
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1. EL CANCER

Céancer es un término genérico que se le da a yortorde enfermedades
relacionadas que pueden afectar a cualquier parterganismo. En todos los tipos
de cancer una caracteristica comun es la prolifaranormal e incontrolada de las
células tumorales transformad&ganahan and Weinberg, 2011).

Esta enfermedad representa una de las principalesas de morbilidad y
mortalidad en todo el mundo. La Organizacion Muhdiéla Salud (OMS), a través
de la Agencia Internacional para la InvestigaciorCancer (IARC, del ingléShe
International Agency for Research on Carifieen el dltimo informe Globocan del
2012, estim6 una incidencia aproximada de 14 melote casos y 8,2 millones de
muertes relacionadas con el can¢eerlay et al., 2013)(Bashir, 2015) Este
informe prevé ademas un incremento del 70% enrmkendl de nuevos casos en los
proximos 20 afios, lo cual pone de relevancia leomapcia de la investigacion al
respecto. Los tres tipos de cancer que presentgornridencia en la poblacion
mundial son el de pulmén, el de mama y el de prbstegin datos de la OMS
(Ferlay et al., 2013)

1.1. EL MODELO DE PROGRESION TUMORAL

La investigacion oncoldgica ha revelado que el mleba del cancer es un
proceso secuencial y complejo que implica la suaeacumulacién de mutaciones en
genes clave para la correcta funcién de la céluts. conocimientos actuales han
permitido describir el desarrollo tumoral como ungeso que se produce en multiples
etapas mediado por la sucesién de alteracionegicgng epigenéticas que provocan
cambios permisores de la transformaciéon mali@raulds, 1958) (Vogelstein and
Kinzler, 1993) (Vogelstein and Kinzler, 2004) consecuencia de la acumulacion de
alteraciones genéticas una o varias células prgnaaipueden transformarse en células
malignas de origen clonal y dar lugar a un tumanario. La sucesiva acumulacion de
mutaciones en un tumor origina un estado de didadscton diferentes clones de células
tumorales que presentan una variedad de capacidadesta heterogeneidad clonal se
pueden originar células tumorales con capacidadisteninarse y establecer un nuevo
tumor en un tejido distante (metastag¥)kota, 2000§Fig. 11).

El modelo que explica la progresion del cancer se dasado en el
descubrimiento de oncogenes con mutaciones queg@nwuna ganancia de funcion
dominante y genes supresores de tumores con nmuescide pérdida de funcion
recesiva. Ambas clases de genes han sido idedbfica través de su repetida alteracion
en canceres humanos y animales y por su implicaeidrios fenotipos tumorales
descritos en modelos animalgtahn and Weinberg, 2002l desarrollo del cancer en
humanos implica una compleja sucesion de eventespgeden llegar a acumularse
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durante décadas hasta dar lugar a un tupviokota, 2000)Durante este proceso el
genoma de las incipientes células tumorales adsuiertutaciones en oncogenes y
genes supresores de tumores. Se ha mostrado una hgtarogeneidad en la
combinacion de mutaciones presentes en difereiges tle cancer, incluyendo los
confinados a un tejido especifico o entre célulasud mismo tumor, poniendo de
manifiesto la diversidad genética del can€wlub et al., 1999).

Adaptado de Yokota, J.
Ccarcinogénesis, 2000

Genetic Genetic
alteration alteration

0L - o® 00 090 00 /J o0lee
0050 Hmen 0000 90000 Post00_Qesse  Geoeeo

o O O O Environmentaloo o O OOO O O OOO . O O. ...OO . ...O
0 09 09 e® 080 le] 09020

o OO factor OO Oooo O%OOO OSO .OO ...O.
Normal tissue Pre-malignant lesion Primary tumor ©0 Metastasis

QO : normal cell, Q: pre-malignant cell, @ : malignant cell without metastatic ability, @Q: cell with ic ability

FIGURA I1. Progresion gradual de la carcinogénesis en fundin de la acumulacion de las
alteraciones genéticas en las células

La heterogeneidad del cancer hace necesario élexstaiento de criterios que
nos permitan identificar las reglas generales dtigeth la transformacion celular en
nuestro organismo. En base a este razonamientchelaryaWeinberg sugirieron en un
primer estudio que el amplio catalogo de genotimusogénicos se manifiesta en seis
alteraciones producidas en la fisiologia celulgug en conjunto son responsables de la
progresion tumora{Hanahan and Weinberg, 2000)as alteraciones que identifican
son: autosuficiencia en sefiales de crecimientoensibilidad ante las sefiales
inhibitorias del crecimiento, evasion de la muesédular programada, capacidad de
replicacion sin limite, induccion de la angiogérgsiinvasion tisular y metastaéisg.

[2). Los autores proponen que cada uno de estos caidimogicos (definido como
hallmark es una nueva capacidad adquirida durante el rdleatumoral, siendo
muchas de estas caracteristicas compartidas pmayaria de células cancerosas, y
quizé& por todos los tipos de canceres humanosctualezacion de este estudio incluye
ademas de los mencionados anteriormente dos neawusios fisiolégicos propios de
las células tumorales, provocados por la adquisid® dos caracteristicas emergentes:
la desregulacion de metabolismo energético cejularevasion de la respuesta inmune
(Hanahan and Weinberg, 2011)os autores sugieren que a medida que las células
normales evolucionan a un estado neoplasico aduulas mencionadas caracteristicas
capacitadoras mediante un proceso secuencial gsiepégmite convertirse en
tumorogénicas y en Ultima instancia en célulasgnab(Fig. 12).
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FIGURA I2. Caracteristicas del cancer
Hanahan y Weinberg sugieren que la
Tumor- mayoria de los canceres, si no todos, han

: e promoting " H H H
m;t:gl‘tgfn& e adqglrldo las mismas capacnamone/s
funcionales durante su desarrollo a través
Inducing Activating de diferentes estrategiagHanahan and
angiogenesis invasion & .
metastasis WEInberg7 2011)

2. EL CANCER DE PROSTATA

2.1. FISIOPATOLOGIA DE LA PROSTATA.

La prostata es la mayor glandula accesoria dedrssstreproductor masculino.
Segrega un fluido ligeramente alcalino que forméepael liquido semina(Knoblaugh
and True, 2012) Historicamente descrita como con forma de nueazglndula
prostatica tiene forma de pirdmide invertida y otk uretra proximal en la salidad de
la vejiga(Timmons et al., 2014Fig. I3A).

La prostata se divide en cuatro zonas: la zonaalenie rodea la uretra, zona
transicional situada en su mayor parte en la zatexiar de la uretra, la zona periférica
y el estroma fibromuscular anterior que separataeriférica del rect@Bhavsar and
Verma, 2014)(Fig. I13B). Histolégicamente, la prostata est4d formada pandilas
tubulo-acinares ramificadas @xini) comunicadas entre si por ductos, a través de los
cuales se vierten las secreciones a la u(Etga 1I3A). Estas glandulas estan contenidas
en un estroma fibromuscular. Las glandulas y lostaduestan tapizados por células
epiteliales. Este epitelio suele ser cilindrico @ieno pseudo-estratificado, con forma
entre cuboidal y columnar y estd compuesto porp8stide células epiteliales con
inmunofenotipos especificos: células basales, aglaécretoras o exocrinas y células
neuroendocrinagAbate-Shen and Shen, 20QR)g. 13C). Las zonas de la préstata son
anatomicamente reconocibles, tienen diferentesciearsticas histoldgicas, diferentes
origenes embriolégicos y también presentan diferemredisposicion a la
carcinogénesis. En la zona central, derivada deflecto de Wolff, se ha encontrado
una incidencia muy baja de cancer de prostata.lésienes tumorales se localizan
principalmente en la zona de transicion y perigriambas derivadas del sinus
urogenital. La hiperplasia benigna de préstataesamolla predominantemente de la
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zona de transicion que ademas presenta una in@déeaancer de prostata del 25%.
La mayoria de los carcinomas de préstata, aproxamadte el 70%, derivan de la zona
periférica(Bhavsar and Verma, 2014) (Shappell et al., 2004).

A Timmons et al. B Bhavsar and Verma
Human anatomy, 2012 Proximal urethra BioMed Res. Int. 2014.

AFS
Transition zone

Peripheral zone

Central zone

c Abate-Shen and Shen.
Trends Genet, 2002

Neuroendocrine call Basal lamina

FIGURA 13. Anatomia e histologia del aparato reproductor masculino

A. Localizacion de la préstata en el sistema reproductor nfiaso{Timmons et al., 2012)

B. Anatomia zonal de la préstgBhavsar and Verma, 2014).

ED: Ductos eyaculadores; SV: Vesiculas seminal&§:Astroma fibromuscular anterior .

C. Histologia de la préstata: Tipos celulares deledipipprostaticdAbate-Shen and Shen, 2002)

En el tejido prostatico las lesiones precancerggatocalizan tipicamente en
hombres de entre 20 y 30 afios, aunque el desadellicancer clinicamente detectable
no se produce hasta los @ostwick et al., 2004)Esta lenta progresion clinica hace
pensar que el proceso de transformacion maligndaepréstata puede involucrar
multiples eventos genéticos y epigenéticos, dificwdo el estudio de los mecanismos
moleculares. Se ha observado también que las B®psimanas contienen a menudo
multiples focos de lesiones cancerosas y precaseerndependientes. Estas lesiones
localizadas en un (nico espécimen a menudo sonticgménte heterogéneas,
apoyando el concepto de que el cancer de prostataigina como una enfermedad
multifocal (Bastacky et al., 1995Pebido a la lenta progresion clinica, a la ndézaa
heterogénea y multifocal observada y a las dificlds para acceder a muestras que
representen los primeros estadios del cancer detgpad los modelos murinos nos
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pueden facilitar ventajas significativas para ¢u@® de los mecanismos moleculares
gue permiten la progresion tumo(Abate-Shen and Shen, 20023 prostata humana y
la del raton presentan diferentes caracteristicasomicas. La prostata del ratdon se
encuentra envuelta en una membrana y esta divielid@uatro I6bulos diferentes:
anterior, dorsal, ventral y lateral. El I6bulo dudry el lateral a menudo se agrupan
juntos como el I6bulo dorsolateral. La prostata@mpone de cuatro pares de I6bulos
localizados circunferencialmente alrededor de Erary de forma caudal a la vejiga
urinaria(Valkenburg et al., 2011).

El cancer de prostata es altamente frecuente, siendos hombres el segundo
mas comun, segun datos de la OMS/IARC. La incidgemzindial del cancer de prostata
en el informe Globocan 2012 se estim6 en 1,1 nelode casos y la mortalidad en
307.000 casos, lo cual le convierte en el quirdo tle cancer en provocar letalidad en
los hombres. En la Union Europea se estimé unaencia de 354.000 casos y una
mortalidad de 72.000, siendo el cancer mas freeusmitre los hombres en estos paises.
El cancer de prostata se espera que siga siendéneér de mayor incidencia en la
poblacién masculina en Eurofféerlay et al., 2013)Las previsiones indican que 1 de
cada 3 hombres desarrollara lesiones precancemsda préstata y 1 de cada 9
carcinomaAbate-Shen and Shen, 200B) principal riesgo del cancer de préstata es la
edad, y se estima que el 95% de los hombres condmd@® afios presentan lesiones
hiperplasicas en la prostgierry et al., 1984)

El diagndstico del cancer de préstata se realizéiante el tacto digital rectal y
la determinacién de los niveles del antigeno ptigsté&specifico (PSA) en sangre. La
vigilancia activa es una opcién, especialmente paGentes que se encuentran por
encima de 75 afios, que han desarrollado una erdatmedolente y que puede que no
se beneficien del tratamiento inten§8hamie et al., 2015)La terapia a aplicar
generalmente se decide en funcion del estadio almprdel grado de Gleason,
determinados a partir de muestras obtenidas medmopsia. El grado de Gleason es
una herramienta que estima la agresividad del canoediante la clasificacion
histopatoldgica zonal de la muesfi@eason and Mellinger, 1974).

Existen cuatro tratamientos para el cancer de gejgtudiéndose combinar para
obtener mayor eficacia:
- Terapia de privacion de andrégenos (o castraciimiga)
- Radioterapia (Braquiterapia)
- Quimioterapia
- Prostatectomia radical

En nuestro sistema sanitario la Prostatectomialwdquiterapia suelen ser las
aproximaciones terapéuticas iniciales. Si el careaurre tras el tratamiento se aplica la
terapia de privacion de andrégenos ya que lasasttumorales de la pristata dependen
en gran medida de estos para crecer y prolif@asu and Tindall, 2010).0s tumores
recidivados generalmente tienen un alto grado éaséh y pueden ser metastaticos y/o

33



Introduccion

refractarios a la terapia de privacion de androgg@rossmann et al.,, 2001)a
metastasis 6sea es la mayor causa de morbilidad mattalidad en el cancer de
préstata(Singh and Figg, 2005)legandose a detectar en el 90% de los paciguies
mueren a causa del tum@ubendorf et al., 2000).

La mayoria de los tumores de préstata, aproximadamel 90-95% de los
casos, se desarrollan en las células epitelialesladglandula. Se denominan
adenocarcinomas prostaticos y se caracterizan peseptar un fenotipo luminal
asociado a la pérdida de células basales difedaxi@/Nang et al., 2009).
Las variantes no acinares corresponden al rest&aif@® de tumores primarios de
prostata. De acuerdo con la WHO, estas variante®lbgicas o tipos, incluyen el
carcinoma sarcomatoide, el adenocarcinoma duttereinoma urotelial, el carcinoma
de células escamosas, el carcinoma adenoescaniasycieoma de células basales,
carcinoma de células pequefias y carcinoma de sé&ldeagHumphrey, 2012)Por su
relevancia en los resultados derivados de la ptedesis doctoral describiremos mas
ampliamente el cancer de préstata de células eszsmo

El cancer de células escamosas de la prostata (P&CGn tumor raro que
supone entre el entre 0,5-1% de los carcinomasa @edktata. Se describe tipicamente
como un cancer agresivo con una media de supepivete 14 meses tras el
diagndstico (Malik et al., 2011).El criterio aceptado empleado para definir las
caracteristicas histologicas del PSCC incluye: na uesion neoplasica claramente
maligna, con caracteristicas de invasion, crecitaidesordenado y anaplasia celular ii)
caracteristicas escamosas definidas, tales comatopieacion aparicion de perlas de
queratina, y/o numerosos puentes intercelularepéiidida de cualquier patrén acinar o
glandular iv) no haber empleado previamente terdpieestrogeno y la ausencia de
PSCC en ningun otro lugar, particularmente en jgae(Mott, 1979).Clinicamente el
PSCC es diferente del mas comun adenocarcinomaddeéata (ADC). Los sintomas
presentados son a menudo similares a los del ARGzawlo incluyendo sintomas de las
vias urinarias bajas y metastasis 6seas. Debide a&lgSCC presenta una ocurrencia
reducida no existe ninguna modalidad de tratamieamtgpliamente aceptada. El
tratamiento quirdrgico y las terapias multimodalesn los tratamientos mas
comunmente empleados con un grado de éxito varibédik et al., 2011).

2.2. MODELO DE PROGRESION DEL CANCER DE PROSTATA

El cancer de prostata progresa a traves de diesrezdtadios que comprenden
desde la hiperplasia atipica, una lesion comuregqa, hasta el cancer metastatico en
fases avanzadas de la enfermedad. Pese a quédéatas humanas y murinas difieren
estructuralmente, la progresion del cancer de te§tdo sucede de una manera muy
similar (Nardella et al., 2010)A la hiperplasia epitelial le puede seguir unside
neoplasica. La hiperplasia benigna de prostata (B&H inglés “Prostate Benign
Hyperplasia”) se caracteriza por un aumento enrtdiferacion de las células del
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estroma, provocado por la adquisicibn de mutaciomeigntras que la neoplasia
intraepitelial de préstata (PIN, del inglés “Prdstalntraepithelial Neoplasia”) se
caracteriza por la aparicion de focos de displasiacélulas ductales y acinares. El
desarrollo de estas lesiones es un evento diagadsten uno de cada tres hombres que
superan los 45 afos, aunque la mayoria de estasnBlfrogresan a tumores
clinicamente detectabl¢isaacs et al., 2002).a PIN de alto grado, (HGPIN, del inglés,
“High Grade PIN”) se considera como el primer estate adenocarcinoma de préstata
invasivo. A medida que la lesién se transforma és neoplastica y agresiva el epitelio
prostatico invade a través de la membrana basat®lma circundante estableciendo de
esta manera un adenocarcinoma invasivo localiglidoandola et al., 2004)A partir

de este punto se puede desarrollar como un tuncatmente confinado o como un
tumor localmente avanzado, para eventualmente gsagry desarrollar cancer de
prostata metastatiqeig. 14).

Adaptado de Shen MM, et al.

Prostatic : Genes Dev, 2010
Normial ——3 intraepithelial g Lirvasive '

neoplasia (PIN)

Metastasis

epithelium carcinoma

FIGURA 14. Modelo de progresion tumoral en el cancer de présata.

La progresibn metastatica ha sido descrita como purceso complejo
consistente en una serie de eventos biol6gicosetiisc A lo largo de este proceso las
células tumorales adquieren las capacidades ne&esaara invadir el tejido
circundante, extravasarse al sistema circulatoricsoprevivir en este ambiente,
extravasarse en un nuevo tejido, proliferar erosisecundarios y de desarrollar un
sistema vascular que mantenga el crecimiento deeldstasigLe et al., 2004)Para
metastatizar de manera eficaz, las células tunwteieen que adquirir la capacidad de
sobrevivir sin estar sujetas a la matriz extraeelld en contacto con las células
adyacentes. La evasion dealaoikis,definida como el tipo de muerte celular provocada
por la ausencia de contadf®aoli et al., 2013)permitira a la célula en transformacién
maligna la separacion del tejido de origen, la stipencia en el sistema circulatorio y
la colonizacién de un nuevo tejido diana. La cateticlonogénica de las células
migradas sera también determinante en el éxita fl@inacion de metastasis en tejidos
secundariogFornaro et al., 2001)Cabe destacar que en los ultimos afios sea pastula
que las células tumorales podrian preparar el nictetastatico del tejido diana
mediante la produccion de proteinas o vesiculascadulacion(Hoshino et al., 2015).
La metastasis de la prostata muestra un tropisratenencial por el hueso aunque
también es detectable en pulmén e higadmte-Shen and Shen, 2002).
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3. MODELOS MURINOS DE CANCER DE PROSTATA

Los modelos animales, a través de la introducceédmddificaciones genéticas
que emulan a las observadas en cancer humano, t@ermvaluar la potencial
contribucion de genes individuales al proceso oéomp asi como la cooperacion entre
diversas lesiones genéticas observadas en un @moor. De esta manera se logra
estudiarin vivo un tumor que surge en el contexto histologico riyégieo seleccionado.
Esto proporciona un recurso critico para validapapel de las lesiones genéticas
candidatas en la progresion del cancer y facildacompresiéon de su mecanismo de
supresion tumoral (revisado €Rarisotto and Metzger, 2013)Los modelos murinos
también son empleados para la evaluacion precliscastrategias de intervencion
terapeuticgLangdon, 2012).

En los dltimos afios se ha producido un importantsee en el desarrollo de
modelos de ratones transgénicos que emulan el qrate transformacion maligna lo
gue ha permitido confirmar el alto grado de cors&nn presente en las vias alteradas
en el cancer originado espontanea o experimenté&men humanos y roedores
respectivament¢Cunningham and You, 2019}l I6bulo dorsolateral murino ha sido
descrito como el mas similar a la zona perifériomana, que es la zona que presenta
mayor incidencia de cancer de prostata en huméPowell et al., 2003) pero la
opinion consensuada del “Bar Harbor Pathology Pashue no hay relacion directa
entre ninguno de los I6bulos murinos con las zaleak prostata humar{&happell et
al., 2004) Las diferencias observadas a nivel anatomice datpréstata del raton y la
humana histéricamente han ocasionado controvecgieca de la validez del modelo
murino como sistema bioldgico apto para el estddiocancer de préstata humano. Sin
embargo, diversos estudios han arrojado luz satieeceiestion, revelando las amplias
similitudes existentes entre los mecanismos maeesiresponsables de la progresion
del cancer de prostata en ratones y humanos (devesgHuss et al., 200})

La generacion de modelos murinos modificados gem@énte se realiza
mediante la aplicacién de técnicas de ingenierféétiga que permiten introducir por
recombinacién homologa alteraciones genéticasidiadgen células madre embrionarias
(Sakamoto et al., 2014)a implantacion de estas células en blastocjstesle dar lugar
a ratones que presentan la mutacion en su lineairgdry la pueden transmitir a su
descendencia. Estas lesiones pueden consistir paréida de un Unico gen (lineas
murinas knock-ouf o en la insercibn de copias adicionales (lineasrimas
transgénicas), lo que permite estudiar el papebatenciales genes supresores de
tumores y oncogenes en la progresion del caiNawijn et al., 2008)Con el objetivo
de permitir el control experimental sobre la péadide la expresion génica o la
induccién de la expresion del transgen se han gdaemodelos murinos mutantes
condicionales. Para ello se han empleado las eszim@eombinasas especificas de
secuencia las cuales catalizan eficientementectamginacion de un segmento de DNA
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flanqueado por sitios de reconocimientdagy, 2000) Uno de los sistemas mas

empleados se basa en la Cre recombinasa del bB#ateri P1 que reconoce los

elementos de DNA denominados sitios LoxP e indaceetombinacién entre dos de

ellos (Sternberg and Hamilton, 1981)a delecion condicional de un gen se logra
flanqueando uno o varios exones de interés carsditbxP y mediante el control de la

expresion de la enzima Cre bajo promotores adesuqde permiten su expresion en
funcidn del tejido y del momento del desarrollo. Esta manera, la escision de los
exones flanqueados puede ser controlada espdeiaporalmentéGu et al., 1994)

3.1. MODELOS MURINOS GENERADOS PARA EL ESTUDIO DE
ONCOGENES

3.1.1. Los modelos TRAMP y LADY

El modelo de adenocarcinoma transgénico de la gigdshurina (TRAMP)
empled la expresion de oncogenes virales en eéligpiprostatico(Gingrich and
Greenberg, 1996) (Gingrich et al., 199Bn este modelo la expresion de los antigenos
tumorales grande y pequefio (T/tag) del virus sirBi¢d0 se encuentra regulada por el
promotor de la probasina de rata especifico detqaeo$PB)(Greenberg et al., 1995).
Los animales TRAMP hemicigotos muestran PIN a |&s sémanas de vida y
adenocarcinoma a las P@reenberg et al., 1995)

El modelo murino LADY muestra una patologia siméamodelo TRAMP. El
promotor PB se empled para expresar el antigen@idg revelando el desarrollo de
hiperplasia glandular y PIN a la edad de 10 semaseguido de HGPIN vy
adenocarcinoma escasamente diferenciado a la esld@D demanagKasper et al.,
1998) (Masumori et al., 2001)

3.1.2. Modelos basados en la sobrexpresion de c-Myc

El oncogenMyc aumenta la proliferacion celular y su amplificacig/o
sobrexpresion se detecta en un 30% de los tumergsddtatag Koh et al., 2010)Se
han desarrollado diferentes modelos que expresaarelgerMyc a diferentes niveles
dependiendo del promotor en el cual estén integrdeldransgeiMyc controlado por el
promotor PB presenta niveles bajos de expresiomntnais que el transgeMyc
controlado por un promotor PB reconstruido poraoegs de respuesta a androgenos
(ARR,PB) presenta niveles altos de expreqiéliwood-Yen et al., 20035e detectan
lesiones PIN a las 2 semanas en los animales guesax niveles altos déycy a las 4
en los que expresan niveles bajos. Estas lesigngsggan a adenocarcinoma invasivo a
la edad de 3-6 meses y 10-12 meses respectivasegiia los modelos citad@ghang
et al., 2000).
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3.1.3. Modelos basados en la sobrexpresion de Erg

ERG (del inglés;ETS-related gen) es un oncogén perteneciente a la familia de
factores de transcripcion ETS (del inglésrythroblast transforamtion specifig” El
gen ERG se encuentra cercano al gen TMPRSS2 eansbsoma 21 de manera que la
translocacion génica de ERG provoca que este se-saprese bajo el control de
TMPRSS2, que tiene una regulacion dependiente degenogJhavar et al., 2008).
Se ha observado que la fusion génica TMPRSS2:ERfetseta frecuentemente (hasta
en un 50% de los casos) en canceres de pr¢Biatdova et al., 2014)especialmente
en los refractarios a hormon@gu et al., 2010)La sobrexpresion de ERG en lineas
celulares de prostata aumenta la invasion celoigmtras que en células luminales del
epitelio prostatico de ratones trasgénicos provitzcaaparicion de lesiones PIN
(Klezovitch et al., 2008).0Otros estudios han mostrado que las lineas murinas
transgénicas en las quErg se encuentra sobrexpresado desarrollan cancesivova
Unicamente cuando esta linea murina se cruza domal@s heterocigotos paften
(Tomlins et al., 2008{Carver et al., 2009)Se ha observado ademas que especimenes
de cancer de prostata40¥%) que presentan la translocacion TMPRSS2:ERG se
encuentran enriquecidos en referencia a la péaBddTEN(Carver et al., 2009)Este
dato implica que la perdida de PTEN vy la translaizade ERG son eventos asociados
gue cooperan en la promocion de progresion delecateprostata.

3.2. MODELOS MURINOS GENERADOS PARA EL ESTUDIO DE
GENES SUPRESORES DE TUMORES

3.2.1. Modelos murinos basados en la pérdida de expresion
de p53 (Trp53)

La modificacién de la expresion de p53 en paestldio del cancer de préstata
se ha realizado tanto mediante mutaciéon como miediampérdida de una copia del gen
p53. Para estudiar el papel de las mutaciones serbducido un transgen que codifica
un mutante de p53 en bajo el control del promotr Bste modelo presenta lesiones
HGPIN a las 52 semanas de vi(&gavish et al., 2004)La inactivacion de p53 de
forma condicional en el epitelio prostatico dedéartesiones tipo PIN a los 20 meses
de vida (Zhou et al.,, 2006)Sin embargo el modelo murino heterocigotos para su
expresion en todos sus tejidos no muestran ningattdogia en la prosta(onehower
et al., 1992)Jo cual puede llevar a pensar en descalificabacomo un supresor de
tumores relevante en el cancer de prostata. Simmgmbes posible que el papel de la
via de p53 en el cancer de prostata se observameite ante la pérdida concomitante
con PTEN(Chen et al., 2005)tal como desarrollaremos en el apartado 3.2.4.;ad
presente introduccion
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3.2.2. Modelos murinos basados en la pérdida de funcion de
la proteina retinoblastoma (pRB)

El gen que codifica para la proteina retinoblastofb) también ha sido
asociado con el cancer de préstata y sus mutacpureeten ser eventos tempranos en la
progresion tumoral de la prostaldchida, 2012).Se ha generado un modelo murino
transgénico que presenta la delecion del Bénde forma especifica en el tejido
prostatico. La inactivacion de la familia de protes pRB (Rb/p1074/p130) en el
epitelio prostatico es suficiente para desarroliesiones PIN que progresan a
adenocarcinoma en un 100% de los césidket al., 2005)

3.2.3. Modelos murinos basados en la delecion de Nkx3.1

NKX3.1 es un gen supresor de tumores de prostaacqdifica para un factor
de transcripcion esencial para la funcion normalladeréstata y para la regulacion
negativa de la proliferacion del epitelio prostafiee et al., 1997) (Zhang et al., 2010).
Las mutaciones en el gen NKX3#& detectan en el 60-80% de los tumores de préstata
(Bowen et al., 2000).Los modelos murinosknock-out para Nkx3.1 tanto los
convencionales y como los condicionales, muestiparplasia epitelial y PIN cuya
incidencia incrementa con la ed@ddim et al., 2002) (Abdulkadir et al., 2002)a
delecién en bialélica dé&lkx3.1 se asocia con caracteristicas neoplasicas, psro lo
mutantes no desarrollan carcinoma invagiioate-Shen et al., 2008).

3.2.4. Modelos murinos basados en la pérdida de Pten

PTEN (del inglésPhosphatase and tensin homolog)efs un gen supresor de
tumores bien establecido y uno de los mas frecoerite mutado en tumores humanos
(Chalhoub and Baker, 2009En referencia al cancer de prostata se ha detestado
pérdida de funcion en el 35% de los canceres piasgren el 63% de los metastéaticos
(Dahia, 2000) (Suzuki et al., 1998).

PTEN puede actuar como fosfatasa sobre lipido®teimas(Song et al., 2012)
y se ha descrito que ejerce funciones independietdesu actividad cataliti¢®ong et
al., 2011) Su actividad como fosfatasa lipidica se oporaxeidon de la enzima PI3K y
regula negativamente la activacion de la via PIIKFAnTOR (Hollander et al.,
2011) La via PI3K-AKT-mTOR esta conservada evolutivateedesde levaduras a
humanos y en organismos eucariotas regula graredai de procesos celulares
incluyendo proliferacion, apoptosis, crecimiento,etabolismo, supervivencia y
migracion (Chalhoub and Baker, 2009habiéndose observado que la actividad de
PTEN como supresor tumoral depende de la regulat@da mismgCantley and Neel,
1999).Mediante el control sobre la via PI3K PTEN incidere una plétora de procesos
celulares tales como la progresion del ciclo celyeoliferacién celular, senescencia,
supervivencia, metabolismo energético, apoptosiayejecimiento, contraccion
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muscular, respuesta ante el dafio al DNA, angiogenéstilidad y polaridad celular
(Worby and Dixon, 2014En linea con su papel en la regulacion de mékiprocesos
celulares PTEN presenta una funcion en la patogémes numerosas enfermedades
tales como la diabetes, autismo y can@¢ardella et al., 2010) (Ortega-Molina and
Serrano, 2013)La importancia de PTEN como supresor de tumadsasa en que las
mutaciones de PTEN en la linea germinal en humpneden derivar en el desarrollo
de sindromes autosomales dominantes, denominaduosatente sindromes tumorales
hamartomatosos PTEN (PHT@&jollander et al., 2011)De entre ellos el méas estudiado
es el sindrome de Cowddauchin et al., 2015)Los PHTS se caracterizan por
presentar defectos en el desarrollo, defectos gicos, hamartomas en varios tejidos
y predisposicién a padecer cancer de pecho, tsojdendometria(Liaw et al., 1997)
(Zhou et al., 2002).

La trascendencia de PTEN como supresor de tumioaeslerivado en la
generacion de diversos modelos murinos con el igbjele estudiar las consecuencias
de su pérdida. A continuacion escribiremos brevéen&s mas relevantes para este
estudio.

3.2.4.1. Modelos murinos basados en la delecion de Pten en la
linea germinal

Los modelos PTEN homocigotos son letales duranfeda embrionaria y se
caracterizan por presentar defectos en el desarg®l las 3 capas embrionarias
(endodermo, mesodermo y ectoderrfio)Cristofano et al., 1998).

Los modelos heterocigotos han permitido describitag de las caracteristicas
observadas en los sindromes hereditarios humanpendientes de PTEN. Los
animalesPteri’” desarrollan tumores en muiltiples tejidos incluyersistema linfatico,
tiroides, colon, mama, endometrio y prostata, lalcas similar al patron de
predisposicion al cancer observado en el sindroen€alvden(Di Cristofano et al.,
1998) (Suzuki et al., 1998).

La generacién de modelos murinos mutantes en lessqualteran dos genes
permite evaluar la interaccién funcional entre dess genéticas individuales en el
proceso de transformacién. El desarrollo de estodetos ha permitido revelar que la
pérdida de expresion de27 colabora con la heterocigosis sistémicaRien en la
progresion del cancer de préstata. Los animates”;p27" desarrollan en la préstata
adenocarcinomas de completa penetrancia a la edl&nadesegDi Cristofano et al.,
2001). También se ha observado que la expresiorEdeen la linea germinal de
animalesPteri” promueve el desarrollo de adenocarcinomas, miegtrasel fenotipo
derivado de la haploinsuficiencia de Pten es caritico del desarrollo de Pi{Carver
et al.,, 2009 a pérdida sistéemica ddlkx3.1y de Pten también colaboran en la
progresion del cancer de préstata observandose l@opérdida simultanea una
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aceleracion del fenotipo tumoralKim et al., 2002). Este modelo desarrolla
adenocarcinoma de prostata con presencia de ns#asia los nodulos linfaticos
(Abate-Shen et al., 2003).

3.2.4.2. Modelos murinos basados en la delecion de Pten de
forma especifica en el tejido prostatico

Con el objetivo de analizar las consecuenciasadpérdida de PTEN en un
contexto tisular especifico se han desarrolladerdiss modelos murinos condicionales
(revisado en Nardella et al.,, 2010pescribiremos a continuacion algunos de los
modelos murinos condicionales de préstata genebsse a la delecion Béen.

3.2.4.2.1. Delecion basada en la expresion del receptor de
andrégenos (AR)

Los modelos murinos que describiremos en esteagfmadonsiguen la delecion
especifica de tejido de Pten mediante el crucenitmaesPted™™'*® con animales
transgénicos Probasin-Cre (PB-Cre). Los animalassgiénicos PB-Cre expresan la
enzima Cre recombinasa abajo el control del promdépendiente de andrégenos
ARR2 probasina. La expresién de Cre se producecHdgaenente en el epitelio
prostético tras la pubertdd/u et al., 2001)

La generacion de modelos murinos en los que laatalteracion genética es la
pérdida dePtenen el epitelio prostatico ha permitido poner dmifiesto su relevancia
y su potencial mecanismo en la supresion de tumdeesste tejido. Los animales
Pterf®” presentan a las 9 semanas lesiones HGPIN con 40%0de penetrancia,
mostrando un rapido establecimiento del tumor knasscision dePten (Chen et al.,
2005) Este modelo ha permitido describir que la deleeaguda détenpor debajo del
umbral de la heterocigosidad da lugar a una respuetular senescente (denominada
PICS,Pten-induced cellular senescel)xédo cual podria explicar porque en el cancer de
prostata humano en fases iniciales no selecciopariiida completa de PTE(®ahia,
2000) Estudios posteriores han revelado parcialmenteegbinismo, la relevancia y la
implicaciéon terapéutica de la activacion de estpuesta celulaChen et al., 2009)
(Alimonti et al., 2010) (Di Mitri et al., 2014)ras evadir la senescencia, las lesiones
HGPIN progresan a adenocarcinoma invasivo con pem@a completa a los 6 meses
de edadChen et al., 2005)

El empleo de modelos murinos modificados genétioéeniea permitido mostrar
la relevancia d€teny las consecuencias de la alteracion en su dossdesarrollo del
cancer de préstata. El andlisis de una serie denest mutantes condicionales
hipomoérficos paraPten (Pten heterocigoto,Pten hipomorfico y Pten knock-outha
revelado que cambios minimos en sus niveles impaeta el fenotipo tumoral
desarrollada(Trotman et al., 2003)La pérdida de un alelo deten se asocia con el
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desarrollo de HGPIN con penetrancia incompleta tnaa larga latencia (9 meses),
mientras que la reduccién de los nivelesPden hasta el 30% (modelo hipomarfico)
permite el desarrollo de adenocarcinoma invasivprdstata de penetrancia incompleta
(Trotman et al.,, 2003)Este resultado ademas pone de manifiesto el mecanie
haploinsuficiencia ejecutado por PTEN en la supresiel cancer de prOstata. La
observacion de la haploinsuficiencia de PTEN ededarrollo tumoral ha llevado a
proponer que este gen ejecuta un mecanismo desguptamoral continuo. EI modelo
de supresion tumoral continuo se contrapone al fnode dos eventog‘two hit
hypothesis”),en el que con el objetivo de permitir la prograsiémoral el gen tiene
que perder ambos aleld€arracedo et al., 2011) (Berger and Pandolfi, 2p11
(Santarosa and Ashworth, 2004).

En otros modelos generados con diferente fondotigerse ha observado que la
inactivacion condicional detenen la préstata murina promueve el desarrollo deara
de prostata invasivo que progresa y desarrollastaetid en el pulméfwang et al.,
2003) cuestion que no se ha observado en otros moflelen et al., 2005) (Abate-
Shen et al., 2003Esta diferencia puede ser debida a la diferenciel &ndo genético,
que se ha demostrado influye sobre el fenotipo tahwirigido por la pérdida deten
(Freeman et al., 2006).

Por otra parte, también se han generado diversdglosomurinos en los que se
han introducido lesiones genéticas adicionaleset@mbjetivo de estudiar su potencial
cooperacion con la pérdida Béenen la supresion del cancer de prostata. En la riayor
de estos modelos se observa que la introducciénndelesion genética adicional
incrementa la agresividad del fenotipo tumdtamann et al., 2013)Describiremos a
continuacion las combinaciones genéticas y lostiien® observados.

La sobre-expresion derg en un modelo murino deficiente p&tenacelera la
progresion del cancer de préstata dirigido pordedila de Pten. El examen de estos
tumores detecta la presencia de adenocarcinomasasa 1P-15 semanas vy
adenocarcinomas invasivos y carcinomas sarcomataidas 25-30 seman&Shen et
al., 2013).También se han generado animales transgénicos &ntgamte el empleo de
un cromosoma de bacteria artificial (BAC) recombieaque incorpora el promotor
TMPRSS2. Estos animales cruzados con animales &b-8ten ™" generan una
descendencia TMPRSS2-ERGerf®", caracteristicos por desarrollar lesiones PIN
muy similares en namero y severidad a las desadasl por animales del genotipo
Pterf®" (Casey et al., 2012).

La pérdida dePteny la sobrexpresion d&ox9 condicionales de la préstata
colaboran en la progresion del cancer de esteotéfidomsen et al., 2010)a pérdida
de un alelo dePten junto con la sobrexpresion d&ox9 provocan el desarrollo de
adenocarcinomas invasivos a las 52 semanas mianueaka pérdida bialélica de Pten
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asociada con la sobreexpresion de Sox9 aceleraesgitipo, llegando a desarrollar
adenocarcinomas altamente invasivos a la edad dem@nagThomsen et al., 2010)

La pérdida completa detenjunto con la sobre-expresiéon de MYC provoca el
desarrollo de lesiones neoplasicas de caractagstimy similares a las desarrolladas
por los animales deficientes paften en la prostata observandose lesiones
microinvasivagClegg et al., 2011)

La expresion del mutanté—ras G12D/WT) en conjunto con la delecion en
homocigosis de Pten en la préstata demuestra [@ecacion entre estos genes. Mientras
gue la activacion dBASno es suficiente para promover la transformaciéafigma en la
préstata, la combinacion de la delecionRteny la activacion deRASpromueve la
aceleracion de la progresion del cancer de préstatavado de la pérdida deten
(Thomsen et al., 2010)os animales presentamenocarcinoma a las 10 semanas que
progresa hasta desarrollar cancer metastaticosgoulonones con una penetrancia total
(Thomsen et al., 2010)

p53 es uno de los genes supresores de tumoresiabdgalmente mutado en
canceres humanos, sin embargo la delecién de pb8 Gaica alteracion genética no da
lugar al desarrollo de ningun fenotipo tumoral arptéstata(Chen et al., 2005)Sin
embargo la pérdida completa de p53 en concomitaacida pérdida completa den
deriva en la aparicion de cancer de prostata imgasila edad de 2 semanas tras la
delecion. Este modelderf®”: Trp53°") se caracteriza por presentar adenocarcinoma
invasivo letal a los 7 meses de vida. En el contgenético de la pérdida completa de
Ptense observa que se reduce la supervivencia de ilmgal@s en funcién de la dosis de
p53 perdida (Chen et al.,, 2005)Se han generado otros modelos que presentan
simultdneamente la delecion en homocigosi®tm y p53 (Martin et al., 2011Este
simultdneamente la delecién en homocigosiBt@e y p53Este modelo, en linea con el
descrito anteriormente, desarrolla adenocarcinomou@&sprovocan la letalidad a los 6
mesegMartin et al., 2011)

La delecidon en homocigosBmad4y Ptenen la préstata murina deriva en el
desarrollo de cancer de préstata metastatico lydetéotal penetrancia con metastasis
regionales en los nddulos linfaticos y pulmo(i2mg et al., 2011).

La generacion de animales con la delecion en hauss del factor de
transcripcionLrf (Pokemon)y Pten ha permitido observar que los animales dobles
knock-outpresentan una dramatica aceleracion del fenotipwral observado tras la
pérdida de Pten (Wang et al., 20134 inactivacion dérf en el contexto de la pérdida
de Pten promueve la evasion de la respuesta de senescend@sarrolla tumores
invasivos de prostata letales a los 11 megémn( et al., 2013).
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Los animales empleados en el presente trabajoashedi®! laboratorio del Doctor
Pier Paolo Pandolfi. EI modelo empleado se ha geleesobre un fondo genético
129sv/C57BI6, donde la expresion de la enzima €ctembinasa, bajo el control del
promotor de probasina (ARR2), se refleja en lasg&tide los exones 4-5 de los alelos
del genPten (Chen et al., 2005%l empleo de este promotor limita la expresion de C
a los tres I6bulos prostéticos (prostata anterdd?)( prostata ventral (VP) y prostata
dorsolateral (DLP)), con una tasa de recombinagi@nma en las vesiculas seminales
(Wu et al., 2001).

3.2.4.2.2. Delecion de Pten en otros compartimentos celulares

También se han desarrollado otros modelos murinagicionales de préstata
en los que la delecion dBten no depende de la expresion de andrégenos. A
continuacion describiremos brevemente algunosids. el

La delecidon dé’tense ha empleado para estudiar el origen celulacaieler de
prostata en modelos murinos. Con este objetivaasgeherado un modelo murino en el
que la expresion de la enzima Cre recombinasacibl@upor tamoxifen, se encuentra
bajo el control del promotor de Nkx3.1 (Nkx3°%E"™j, limitando su expresion a las
células luminales del epitelio prostati@@vang et al., 2009)La delecion bialélica de
Pten bajo el control este promotor promueve el dedarrale adenocarcinoma
microinvasivo a los 3 meses. El empleo del promd@®5 permite la delecion
especifica en las células luminales. La deleciétaga inducible por tamoxifen bajo
este promotor (CK**R") muestra la presencia de adenocarcinoma invasies &
meses(Wang et al., 2013)Estos resultados sugieren que tanto células Isasalao
epiteliales pueden ser el origen del cancer ddaieds

La inactivacién simultanea dekx3.1y Pten bajo el promotor Nkx34°ER™
promueve la aparicion de HGPIN con adenocarcinonhas 820 meses de vida, sin
embargo la castracion en este modelo provoca licapaa los 17 meses de lesiones de
adenocarcinoma con diferenciacion escamosa {état’h et al., 2012).a adicion en
este modelo de un alelo oncogénico BRRE inducible por la expresion de Cre ha
mostrado la cooperacion entre la pérdidaPden y la sobrexpresion dBraf en la
progresion del cancer de préstata. La convergemeiambas alteraciones genéticas
promueve el desarrollo de adenocarcinomas a laseBtanas, de los cuales el 30%
progresaran a canceres metastatf¢dang et al., 2012).
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4. LKB1

4.1. CARACTERISTICAS MOLECULARES DEL GEN Y DE LA
PROTEINA LKB1

El gen LKB1/STK11 (del inglés:Serine Threonine Kinase 11"%e encuentra
localizado en la region cromosomica 19pl@a&8mminki et al., 1997EXxiste una Unica
isoforma de LKB1 en el genoma que se expandeado lde 23 kb y se compone de 10
exones, 9 de ellos codificant@knsen et al., 2009EI gen codifica un RNA mensajero
de~2,4 kb que se transcribe en direccion telomeroréeréro y da lugar a una proteina
de 433 aminoacidos y un peso molecular aproximadd& kDa(Fan et al., 2009)
Estudios de alineacion génica han mostrado que LikdBtiene correlacion cercana con
otras quinasas del genoma humano, pero si que sketbatado similitud con los
genomas d&l. Musculus, D. melanogastgiC. elegans(Jansen et al., 2009).KB1 se
expresa, a diferentes niveles en todos los tejmdwsanos, durante el desarrollo y en
adultos(Hemminki et al., 1998)enne et al., 1998).

La proteina, que presenta actividad serina-treoguiaasa, se compone del
dominio no catalitico N-terminal, el dominio quiagsesiduos 44-309) y un dominio no
catalitico C-terminal(Fig. 15). El dominio N-terminal contiene dos secuencias de
localizacion nuclear (NLS, del inglé$Nuclear Localization Signals). De hecho
LKB1, tanto la proteina endégena como la sobregoi@sse puede localizar tanto en el
nacleo como en el citoplasngdansen et al., 2009Hay una serie de residuos que son
tanto autofosforilados (Thrl85, Thr189, Thr336 ®d)dcomo fosforilados por otras
quinasas (Ser31, Ser325, Thr366 y Ser43l) y laslues cercanos estan altamente
conservados eB. melanogaster, X. laevis mamiferogAlessi et al., 2006)La region
C-terminal contiene una secuencia consenso cajaxXCdue es un lugar de prenilacion
(Cys433). La adicion de dos grupos farnesil en patdgo permite la insercion en la
membrana plasmatica. Se ha descrito que LKB1 seeatra prenilada en células en
cultivo y, al menos en sistemas invertebrados,asenbstrado anclada a la membrana
citoplasmaticgCollins et al., 2000) (Sapkota et al., 2001).

En la préstata de raton se ha descrito la existeteiuna variante daplicing
mas corta para LKB1, la cual presenta el extrenter@inal en el residuo 39. Se ha
descrito que esta variante desempefia un papelespéamiogénesia vivo (Denison et
al., 2009)
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FIGURA I5. Estructura y modificaciones postraduccionalesde la proteinalLkb1 de ratén.

Los sitios de autofosforilacion estdn marcados en rojo yfdeforilados por otras dianas en negro. El
lugar de farnesilacion esta marcado en verde. Los residha366, Ser404, Ser431 y Cys433 de la
proteina del ratén corresponden con los residuos Thr36@03eSer428 y Cys430 de la humana.

4.2. EL COMPLEJO LKB1:STRAD:MO25

LKB1 ha sido hallada en mamiferos en un complejotgucon otras dos
proteinas denominadas STRAD (del ingh&TE-20-related ADaptor protein”)y
MO25 (del inglés'MOuse protein 25”) (Boudeau et al., 2003Baas et al., 2003)El
genoma humano codifica dos isoformas de STRAD deraas STRAR y STRADB
(Alessi et al., 2006)ambas se han clasificado como “pseudoquinasasgjugacarecen
de ciertos residuos clave para la actividad cataljRajakulendran and Sicheri, 2010)
STRADu no se autofosforila ni fosforila ningun sustratolfado(Baas et al., 2003l
dominio pseudoquinasa de STRAD se une directansrdeminio quinasa de LKB1,
aumentando la actividad catalitica alrededor de 1€€es(Boudeau et al., 2004)
(Boudeau et al., 2003Yambién MO25 tiene dos isoformas conocidas conu2 y
MO253 (Alessi et al., 2006)Boudeau et al., 2003)Las isoformas de MO25
interaccionan con el motivo C-terminal WEF (Trp-&lbe) de STRAD estabilizando la
interaccion entre LKB1 y STRADBoudeau et al., 2003Al contrario que la mayoria
de quinasas, LKB1 no se activa mediante la fosfcidh de str-loop de activacion por
parte de una quinasa. En su lugar, LKB1 se actagla uniéon con STRABaas et
al., 2003)

Los complejos LKB1:STRAD:MO25 se pueden aislar drilas de mamiferos
en los cuales los tres componentes se encuentranaeestequiometria similar. Tras su
sobreexpresion en células de mamifero LKB1 se ikxan el nucleo, aunque una
pequefia fraccion se detecta en el citoplasma demmaeproducibl¢Nezu et al., 1999)
(Tiainen et al., 2002)Sin embargo se relocaliza en el citoplasma siosexpresa con
MO25 y STRAD(Baas et al., 2003Baas et al., 2004)
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4.3. LAS FUNCIONES DE LKB1 COMO QUINASA MAESTRA

AMPK fue el primer sustrato directo de LKB1 ideit#do(Hawley et al., 2003)
(Woods et al., 2003)a activacion de AMPK se produce en respuest laajada de
niveles de ATP intracelulares con el objetivo detabklecer la homedstasis energética
(Shackelford and Shaw, 2009KB1 activa también otros 13 miembros (BRSK 1;y 2
NUAK 1,2y 3; SIK 1, 2y 3; MARK 1, 2, 3y 4; SRNKle la familia de quinasas
AMPK-RK (del inglés “AMPK-Related Kinases”|Lizcano et al., 2004) (Jaleel et al.,
2005).La familia AMPK-RK esta compuesta por AMPK y porauserie de proteinas
que fueron identificadas por primera vez a travesudhomologia con la secuencia del
dominio quinasa de AMPKManning et al., 2002Estos hallazgos sugieren que LKB1
actlia como una gquinasa maestra que activa divangosbros de la subfamilia AMPK-
RK que potencialmente podrian mediar en multituéfeetos fisioldgicogAlessi et al.,
2006).

4.3.1. AMPK

AMPK (del inglés “AMP-activated protein kinase”)es un heterotrimero
compuesto de una subunidad catalitica (AMPK dos subunidades reguladoras
(AMPKp y AMPKYy) (Shackelford and Shaw, 200€). AMP activa el complejo AMPK
mediante la union a los dominios CBS situados esulaunidad AMPK (Scott et al.,
2004) La union provoca un cambio alostérico que estinalfosforilacion del residuo
treonina 172 (Thrl72) localizado en Elloop de activacion en ambas subunidades
cataliticas de AMPK en mamiferos, AMPKL y AMPKa2 (Hardie, 2004) (Carling,
2004) Se ha demostrado que LKB1 es la principal quirpeafosforila elT-loop de
activacion de AMPIK en condiciones de estrés energético tantG.ezlegansomo en
D. Melanogastery M. Musculus(Carling et al., 2008) La activacion de AMPK por
AMP sucede a través de dos mecanismos. EL AMPaaétiMPK directamente por un
mecanismo alostérico en el cual la union a la sidagry reguladora activa el cambio
conformacional, y de manera indirecta mediantedccion de la desfosforilacion del
residuo Thrl72 por proteinas fosfatasas no descrita combinacion de ambos
mecanismos deriva en un incremento de mas de 166€s\en la actividad quinasa
(Suter et al., 2006).

AMPK se activa en situaciones en las que se reduceel celular de ATP, lo
cual se produce en respuesta al estrés celulaugdmdpor situaciones tales como la
hipoxia/isquemia, la privacién de nutrientes o tmtcaccion muscular/ejercicio. La
activacion de AMPK recupera los niveles energétiedasaves de la estimulacion de
rutas metabdlicas catabdlicas, como la fosforilacaxidativa, la glicolisis y la
oxidacion de acidos grasos, a la vez que inhibegsas anabdlicos consumidores de
energia, como la sintesis de proteiftdardie et al., 2012)JFig. 16). La activacién de
AMPK tiene diversos efectos en el metabolismo eel(Mihaylova and Shaw, 2011).
Los efectos agudos incluyen el incremento del prarte de glucosa y la activaciéon de
la oxidacion de acidos grasos mediante la fosfodéita de reguladores metabdlicos
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(Jansen et al., 2009).a activacion repetida o prolongada de AMPK sgciascon un
incremento en la expresiéon de encimas involucradasa oxidaciéon de la glucosa y de
los lipidos y en la cadena de transporte de eleesranitocondria{Jansen et al., 2009).

La activacion de AMPK por LKB1 se ha asociado aitoal del metabolismo y
del crecimiento a través de la regulacion negaleacomplejo 1 de sefalizacion m-
TOR (MTORCL1) (Shackelford, 2013)mTORC1 es un integrador central de los
estimulos provenientes de las variaciones en leas nutricionales y en los factores
de crecimiento disponibles, mediante este mecanisombrola la proliferacion y el
fenotipo metabdlico celular en todos los eucariotaontrandose desregulado en la
mayoria de los canceres humanos (revisaddDéoble and Manning, 2013) El
complejo mTOR se presenta en dos subcomplejosdoalcnente independientes que
responden a diferentes estimulos, mMTORC1 y mTO®®@HIschleger et al., 2006kl
complejo mTORC1 incluye la subunidad RAPTOR, quéacomo proteina de anclaje
reclutando los sustratos sobre los que actia mTOREE como el factor de iniciacion
de la translacion 4E-BP1 y la quinasa ribosomal s@ contribuyen a una eficiente
regulacion de la traduccion de proteifidslz et al., 2005y (revisado eraplante and
Sabatini, 2012)Fig. 16) (Fig. R9). AMPK inhibe mTORCL1 a través de la fosforilacion
directa del complejo TSC2 y a través de la proteimanclaje de mTORC1 RAPTOR
(no marcado en la Fig. 16) resultando en un descdrsla sefializacion de la via que
controla el fenotipo metabdlico y el crecimienttutar (Fig. 16) (Fig. R9).

En contrapartida, se ha observado que la auseeciaK81 sensibiliza a las
células ante activacion de AMPK. Se ha postulade go condiciones de estrés
energético las células carentes de LKB1 no sonceapde detectar el descenso en los
niveles de ATP lo que deriva en un estado de amsigbolica y en la activacion de las
vias apoptéticagShaw et al., 2004)Estos resultados han hecho pensar que la
activacion farmacolégica de AMPK podria tener urectf proapoptético en el
tratamiento de los tumores deficientes en LKB1,ctaho se ha demostrado para la
fenformina(Shackelford et al., 2013)

En el contexto del cancer, estudios realizadosndonha han demostrado que
AMPK es un regulador negativo del efecto Warburgue suprime el crecimiento
tumoralin vivo (Faubert et al., 2013En 1924, Otto Warburg observé que las células
tumorales consumen unas cantidades de glucosa muelyores que las células
normales y la metabolizan predominantemente agrdeda glicolisis, produciendo por
lo tanto, altos niveles de lactato incluso en preise de oxigendWarburg et al.,
1927)(Warburg, 1956)Este mecanismo, que se denomina glicélisis aeadpice
caracteriza por la conversion de glucosa a ladtatioiso en presencia del suficiente
oxigeno para soportar el catabolismo de la glucasa el ciclo de los acidos
tricarboxilicos con oxidacion fosforilativa, no exclusivo de células del cancer.
Muchas células no transformadas también muestredligis aerobica durante periodos
de rapida proliferacion como en fases de desarsstibrionario y durante la curacién
de heridagLunt and Vander Heiden, 2011).
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La glicélisis aerdbica ha sido observada en unalianyariedad de tumores
originarios de diferentes tipos celulares. Sin egpbala mayoria de las células
normales en los tejidos adultos de las que detasnélulas del cancer generalmente no
presentan este fenotipo metabdlico. Por lo targe, délulas tumorales revierten su
metabolismo hacia uno caracteristico de las cglyle proliferan rapidamente, lo cual
sugiere que este mecanismo debe facilitar venpajesla proliferaciorfVander Heiden
et al.,, 2009) La glicélisis aerdbica es un modo ineficiente gimerar ATP ya que
genera unicamente 4 moles de ATP/mol de glucosapmirario que la oxidacion
fosforilativa que genera 36 moles de ATP/mol decgba. Se ha propuesto que el
metabolismo de las células tumorales, y de hechdpdas las células que proliferan
rapidamente, se ha adaptado para facilitar la pazaecion de nutrientes (nucledétidos,
amino acidos y lipidos) en la biomasa necesaria paxducir una nueva célufgdander
Heiden et al., 2009)De todas maneras, se ha demostrado que la gigcakrobica es
Gnicamente uno de los componentes de la transfadmaunetabdlica células que
permite una alta tasa de proliferaci@eBerardinis et al., 2008Estas investigaciones
han permitido poner de relevancia el papel de atres metabdlicas en la progresion
tumoral, tales como la anaplerosis dependientelutangina y la sinteside novode
lipidos(DeBerardinis et al., 2008).

4.3.2. Quinasas relacionadas con AMPK

Se ha demostrado que LKB1 fosforila otros 13 mi@sl{BRSK 1 y 2; NUAK
1,2y 3;SIK1,2y3; MARK 1, 2, 3y 4y SNRK) tlefamilia de quinasas AMPK-RK
(Lizcano et al., 2004)Jaleel et al., 2005)Muchas de estas proteinas han sido
implicadas en procesos de polaridad celular, tahacandicaremos a continuacion
mediante varios ejemplos. En algunos casos, l&gesicion de estas funciones ha sido
relacionada con la progresion tumdi@l. 16).

Los 4 miembros de la subfamilia MARK constituyen grupo de proteinas
evolutivamente conservadas e involucradas en lalaeign de la polaridad celular a
través de su capacidad para disociar las protesmsadas a los microtibulos (MAP)
de los mismos, promoviendo la desestabilizaciéla ded(Drewes et al., 1997)(Biernat
et al., 2002)Fig. 16).

Las proteinas BRSK1 y 2 se expresan en el cerebeoejercen su funcion en la
regulacion de la polaridad neurorfiishi et al., 2005)LKB1, a través de la activacion
de las BRSK, controla el establecimiento de la @fipacion axional, en concreto la
conversion a axon corticgBarnes et al., 2007)Por otra parte, BRSK1 y SIK2 en
células de mamiferos son necesarias para la dajdiicay separacion de los
centrosomas respectivamedvarado-Kristensson et al., 2009YAhmed et al., 2010)
(Fig. 16).
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NUAK 1 y 2 regulan positivamente la fosforilaciéme da cadena ligera de
miosina (MLC), lo que incrementa la formacion derds de estréfZagorska et al.,
2010) (Vallenius et al., 2011(Fig. 16). Cabe destacar que el incremento en la
fosforilacion de MLC es un determinante criticolammigracion celulakZagorska et
al., 2010) NUAK2 también ha sido potencialmente implicadalarsefalizacion y
produccion de TGF y la transcripcion de genéBarrios-Rodiles et al., 2005) (Wu et
al., 2009)(Fig. 16). Por su parte, NUAK1 ha sido descrito como supregotumores
debido a su capacidad para inducir la invasién tamg la metastasis y por su
capacidad para inhibir la muerte celular provogaoiala privacién nutricionalSuzuki
et al., 2003)

En el ndcleo, LKB1 ha sido identificada en un cosgolcon AMPK y p53 y ha
sido implicada en la transcripcion dependiente Bi\pa AMPK y SIK1 en respuesta a
la privacion de glucos@ones et al., 2005y a la inhibicién del anclaje a la matriz
extracelulafCheng et al., 2009Fig. 16). Se ha demostrado que SIK1 regula la muerte
celular provocada por la ausencia de anc{ajgoikis) y que su falta de expresion
contribuye al desarrollo de metastasisivo (Cheng et al., 2009)

Adaptado de Vaahtomeriy Mékela
FEBS letters, 2011
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FIGURA 16. Sefializacion mediada por las quinasas sustrato &l LKB1 y potencialmente
involucrada en la supresiéon tumoral.

Los sustratos de LKB1 estan marcados en verde y los commmngoe se localizan por debajo en la
cascada de sefializacion en azul. Las flechas verdes inébisforilaciones activadantes y las rojas
inhibitorias. La inhibicion se sefializa mediante lineas estremo rojas y los efectos positivos mediante
flechas verdes. Para referencias, ver texto.

Todas las AMPK-RK, son activadas por LKB1 en umsfjuivalente al residuo
Thrl72 en AMPK, sin embargo, conocidos activadalesAMPK como AICAR,
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fenformina o el incremento del calcio intracelufaediado por la contraccién, no
incrementan el grado de activacion de las mis(hasano et al., 2004)|Sakamoto et
al., 2004),lo que indica que la regulacion de las proteinki@nadas es diferente a la
regulacion de AMPK. También se ha observado que RRBIno es capaz de activar
BRSK1 ni BRSK2 en respuesta al incremento en @icahtracelular(Bright et al.,
2008),tal como hace con AMPK, apoyando la idea de quAMBK-RK se regulan de
manera independiente a como lo hace AMPK.

4.4. LKB1: IMPLICACION EN CANCER

4.4.1. LKB1 en el desarrollo del cancer en humanos

El gen STK11 fue clonado por primera vez como tadol de un analisis de
hibridacién de genémica comparativa en pacientespgqulecian el sindrome de Peutz-
Jeghers (PJS, del ingléPeutz-Jeghers Syndrome”jHemminki et al., 1997)El
sindrome se caracteriza por un aumento en el résgiesarrollar cancélemminki et
al., 1998),lo cual dio lugar a la identificacion de LKB1 corgen supresor de tumores
(Hemminki et al., 1997Este sindrome se hereda de manera autosémica dua)iga
se caracteriza por la aparicion de hiperpigmentagiacocutanea y por el desarrollo de
hamartomas gastrointestinalé&eorgescu et al., 2008)Los pdlipos tienen bajo
potencial maligno y raramente muestran caractesistde displasigStojcev et al.,
2013) Sin embargo, los pacientes con PJS preseptaalisposicion al cancer,
desarrollando principalmente canceres gastricosyalea y ginecolégicofvan Lier et
al., 2010)y (Riegert-Johnson et al., 20138e ha observado que el 93% de los pacientes
con PJS desarrollan tumores malignos para la eel&® dfiogHearle et al., 2006).

En el contexto del cancer de préstata estudiogdgesciacion demuestran que
el gen se encuentra mutado en una de las 5 lirdakres de cancer de prostata
analizadag(lkediobi et al., 2006) Los autores detectan que la linea celular DU145
presenta una delecién de 5 nucleédtidos (p.K178lstg@ da lugar al desplazamiento
del marco de lectura e impide la expresion de daéefma, apuntando la relevancia de la
pérdida de LKB1 en canceres humanos. Por otra ,paregliante un estudio de
secuenciacion del genoma completo se ha identdicada asociacion entre la
agresividad en este tipo de cancer y los segmerrmsiosomicos 19q12-q13.11
(Neville et al.,2003), entre los cuales se localiza el gen LKBIg{B33) (Hemminki et
al., 1997)

La incidencia de tumores de prostata en pacieoe$dS es un evento rgrk@n
Lier et al., 2010) posiblemente influenciado por la edad de aparid® la enfermedad,
ya que este cancer se diagnostica tipicamenteedivedie la séptima década de vida
mientras que los pacientes con PJS tienen espedanzida media de 57 afi¢goo et
al., 2002).
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4.4.2. Modelos murinos generados mediante la delecion de
Lkb1

Con el objetivo de estudiar el papel de LKB1 ersd@resion tumoral se han
generado diversos modelos murinos, describiremoscoatinuaciéon los mas
significativos para nuestro estudio.

4.4.2.1. Modelos murinos generados mediante la delecion de
Lkb1 en la linea germinal

La generacién de ratonksock-outconstitutivos parakbl (LkbI") ha revelado
que Lkb1 es esencial para la embriogénesis. El modelo hgotucies letal en la fase
embrionaria (Ylikorkala et al., 2001).Los ratones heterocigotos generados por
diferentes laboratoriod kb1"") sin viables y estan predispuestos a padecerqisip
intestinal severa a los 8 meses de vida, desardalgdlipos que mimetizan a los
humanogRossi et al., 2002Miyoshi et al., 2002) (Bardeesy et al., 2002)s pdlipos
murinos aparecen a los 4-6 meses de vida y dan éulgdalidad a los 11 meses debido
principalmente a obstrucciones. Los polipos se ctar@an por presentar baja
malignidad y son resistentes a la transformacidtudida por oncogenes y a la
senescencia replicativdBardeesy et al., 2002El empleo de modelos murinos ha
permitido demostrar que LKB1 es un gen haploingeiite para el desarrollo de
sindromes hamartomatosos ya que los tanto losgsolypmanogSato et al., 2001)
como los murinogRossi et al., 2002{Miyoshi et al., 2002) (Bardeesy et al., 2002)
retienen la expresion del alelo salvaje.

Tal como hemos indicado, el PJS esta altamenteaalsoal riesgo de padecer
cancer, especialmente en el tracto intestinal, neatico de mama y ginecoldgicos
(Giardiello et al., 1987) (Hearle et al., 20065in embargo los modeloskb1™
presentan un incremento en la frecuencia de carceejido hepéaticdNakau et al.,
2002) 6seo(Robinson et al., 2008) endometria{Contreras et al., 2008).

Por otra parte se ha observado que la pérdidamtesan dg53 colabora con
la heterocigosidad dekbl en el desarrollo tumordla pérdida sistémica combinada de
Lkb1 y p53 reduce la supervivencia y acelera la progresiomotal en funcién de la
dosis dgp53 (Wei et al., 2005) (Takeda et al., 2006).

Se ha observado que los animales heterocigotosLghfiaen todos sus tejidos
desarrollan carcinoma hepatocelular (HCC) de maespantanea a las 50 semanas de
vida, mostrando una penetrancia del 70% en maclt2i¥4/ en hembragNakau et al.,
2002) El andlisis de los tumores ha permitido confiri@apérdida de heterocigosidad
en el 100% de los tumores examinados, |lo cual agargosibilidad de quiekb1 podria
tener que perder ambos alelos para permitir |sstoamacion celular en este contexto
genético(Nakau et al., 2002)Este modelo también ha permitido comprobar que la
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activacion adicional dp-catenina de forma condicional en el tejido hepaticelera la
progresion tumoral. Los tumores desarrollados ptwseanimales también muestran la
pérdida de heterocigosidad en el locusLébl (Miyoshi et al., 2009)asi como los
descritos tumores hepaticos examinados los animeéégsgenotipo Lkb1";p53"
(Takeda et al., 2006)Estas observaciones apuntan la posibilidad delajyeerdida
bialélica de LKB1 puede representar la adquisicdim capacidades oncogénicas
necesarias para la progresion tumoral.

Los modelos murinos también han permitido estutliacolaboracion de la
pérdida sistémica dekbl con otros insultos oncogénicos en la progresiémotal. Se
ha observado que la perdida dkbl sensibiliza a las células ante la accién de
carcinégenogGurumurthy et al., 2008).a convergencia de ambos factores coopera en
la progresion tumoral dando lugar a cancer de aglescamosas de en la piel y en los
pulmones. En linea con el estudio descrito anteeote (Miyoshi et al., 2009)este
modelo también muestra la pérdida del alelo saldge LKB1 en los tumores
examinadogGurumurthy et al., 2008)La reparacion del dafio producido en el DNA
por la incidencia de radiaciones solares (UVB) tiamise ve afectada por la deficiencia
de Lkbl Los animales pertenecientes al genotipckbl” son hipersensibles al
desarrollo de cancer de piel provocado por la égfgwsa rayos ultravioleta. Se ha
observado que la pérdida Hkb1 colabora con la radiacion UVB en la progresion del
cancer de piel, dando lugar al desarrollo de caepéelial de células escamosas
(ESCC) (Esteve-Puig et al., 2014gstos modelos ponen de manifiesto la relevancia de
la pérdida de LKB1 como factor de riesgo ante shd®llo de cancer favorecido por
agentes ambientales.

4.4.2.2. Modelos murinos generados mediante la delecidon de
Lkb1 de forma especifica de tejido

Por otra parte, se han generado diversos modelomaaucondicionales de
tejido. Describiremos brevemente a continuacionras relevantes para este estudio.

En el tejido pulmonar se ha observado que la pérdiainpleta dé.kbl no es
capaz de iniciar la progresion tumoral. Sin embaagpérdida, de uno o dos alelos de
Lkb1, en combinacién con la activacién Heras, favorece la progresion tumoral y el
desarrollo de metastaqidi et al., 2007)En este caso la haploinsuficiencialddl es
suficiente para promover el desarrollo tumoral este econtexto. Los tumores
pulmonares presentes en este modelo se correspendenmayoria a cancer de células
escamosas, por lo que los autores sugierenLgbé podria tener un papel en la
diferenciacion tumoralJi et al., 2007)También se ha observado que la concurrencia de
la expresion BRAE®Fy |a delecién condicional dekbl incrementa la frecuencia de
aparicion de tumores y acelera la progresion a adas(Gonzalez-Sanchez et al.,
2013) En este tejido también se ha descrito la coop@tat con la pérdida deten El
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modelo dobleknock-outdesarrolla carcinoma de células escamosas caratierpor
una presentar una penetrancia t@tal et al., 2014).

La inactivacion bialélica en melanocitos murinos temostrado que esta
alteracion no es suficiente para iniciar el camreeste tejido, sin embargo coopera con
la activacion somatica d&-Ras en el desarrollo de melanomas metastaticos
diferenciadogqLiu et al., 2012) Estos resultados se sitian en linea con los deteal
tejido pulmonaxJi et al., 2007).

En células epiteliales del utero la inactivacionbikdélica deLkbl da lugar al
desarrollo de carcinoma endometrial invasivo letal.escision de un alelo en este
modelo no es suficiente para dirigir la transforida¢Contreras et al., 2010).

En el epitelio pancreatico la pérdidalddd1 promueve el desarrollo de tumores
cisticos de total penetrancia, los cuales llegser detales a las 30 semalidszel et al.,
2008) (Morton et al., 2010).a activacion constitutiva condicional del alelo tamte
Kras®*??"* en este modelo colabora con la pérdida monoaldkdsbl, mientras que
los animales que portan una Unica de estas lesipégisas no desarrollan tumores
(Morton et al., 201Q) En este contexto genético la haploinsuficienctaLétbl es
suficiente para permitir el desarrollo tumoral.

El tejido mamario se ha observado que la inactbradialélica condicional
desarrolla carcinomas con una latencia de 46-8=usas no asi la haploinsuficiencia.
Los tumores desarrollados mimetizan a tumores denamaaracteristicos de las
pacientes con PJ#cCarthy et al., 2009).

En el modelo condicional de préostata gener@darson et al., 2008%e observa
gue la delecién completa de LKB1 da lugar al dedlarde lesiones precancerosas en la
prostata (PIN). Cabe destacar que este modelosxfaeenzima Cre recombinasa bajo
el control del promotor p450 CYP1Al el cual promeida delecion en la practica
totalidad del tracto genito-urinario. EI empleo ete promotor pone en duda que el
fenotipo tumoral caracteristico de este modelo dedsido al papel de LKB1 como
supresor de tumores de prost@aarson et al., 2008)

El desarrollo de modelos murinos modificados geaétente ha permitido
constatar que la pérdida de LKB1 coopera con oafteraciones genéticas en la
progresion tumoral. Tal como indicabamos anterioteda cooperatividad ha sido
demostrada tanto con genes supresores de tumofFed (i? p53) (Wei et al., 2005)
(Takeda eta al., 2006) (Xu et al., 2014iu et al., 2012)como con oncogenes (K-Ras y
BRAF) (Morton et al., 2010) (Gonzalez-Sanchez et al.,3200i et al., 2007).El
estudio de la cooperatividad enBteny Lkb1 ha revelado que la expresion de una alelo
hipormorfico deLkbl, que reducen entre 5 y 10 veces la expresion dehjealno
acelera el fenotipo tumoral dirigido por pérdidawea copia déPten (Huang et al.,
2008).Los animaleteri’ ;Lkb1™"" presentan a los 14 meses un fenotipo similar a los
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animalesPteri”, caracterizados por el desarrollo de pélipos inaets, linfomas y
carcinomas de préstatauang et al., 2008)

Los modelos murinos generados hasta ahora apunpmsibilidad de que LKB1
pueda actuar, segun el contexto tisular y lasaienes oncogénicas presentes, como
un gen haploinsuficiente o como un gen que cuneleipdtesis de dos eventos. Por
otra parte, varios de estos modelos presentanptaiogia de cancer de células
escamosas, apuntando la posibilidad de que LKBldgpuener un papel en la
diferenciacion tumoral. Mediante el estudio de tnedelos murinos condicionales
deficientes pard_kbl generados para esta tesis abordaremos estasonassén el
contexto del cancer de prostata.
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Objetivos

LKB1/STK11 fue identificado originalmente como uangsupresor de tumores, cuya
mutacion es responsable del sindrome de Peutz+3e@Ré8S), que predispone al
desarrollo de cancdHemminki et al., 1997 Estas observaciones han derivado en un
gran interés en el estudio del papel de LKB1 esugresion tumoral, poniendo de
relevancia su complejidad. LKB1 regula un numerpanante de vias que impactan en
la progresion tumoral, llegandose a describir efeetspecificos de tejidoevisado en
Shorning and Clarke, 2011En el contexto del cancer de prostata existe mwa po
bibliografia que describa su funcidn. Por otragade aplicacion clinica diaria necesita
de terapias selectivas y marcadores molecularesia@gi@yuden a estratificar pacientes
diagnosticados de cancer de préstata y aplicatenagia personalizad&sta tesis se
fundamenta en la siguiente hipétesis: LKB1 actla ¢no un gen supresor de
tumores en el cancer de préstataHemos propuesto por tanto el objetivo general de
estudiar el papel de LKB1 en el contexto biologitmd cancer de prostata y explorar
mejoras terapéuticas en el tratamiento de tumoaesntes de la expresion de esta
quinasa. Se proponen para ello los siguientesiobgetspecificos:

Objetivo 1: Evaluar la implicaciéon de LKB1 en la pdogénesis y progresion del
cancer de prostata
Con el objetivo de investigar los fundamentos mdbres del cancer de préstata
estudiamos la funcién de LKB1 en la supresion delcer en este tejido, asi como el
mecanismo subyacente. Para ello caracterizamosciespees humanos, modelos
murinos y modelos celulares en base a las alteresiobservadas en funcion de la
presencia/ausencia de LKBL1.

1. Caracterizacion de la actividad de LKBilvitro ein vivo
2. Efectos independientes de la actividad quinasakd&lL

Objetivo 2: Explorar el potencial uso de LKB1 comdiiomarcador predictivo en
cancer de prostata
Con el objetivo de incrementar la eficacia de &agias necesitamos establecer

la practica de la medicina de precision. En el extot del cancer de prostata seria de
utilidad establecer un protocolo en el que trammlisis de la biopsia se pudiera
predecir la respuesta terapéutica (biomarcadoredigbivos). En la presente tesis
doctoral abordaremos las dos estrategias que expEea la determinacion de una
terapia eficaz contra los que los tumores defieeen LKB1.:

1. Analisis de la via por la que opera el gen. En esse la regulacion del

metabolismo energético
2. Aplicacion del concepto de letalidad sintéticaaterapia contra el cancer
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Materiales y Métodos

1. ENSAYOS IN SILICO

Las bases de datos utilizadas para el analisiafbranatico fueron descargadas
del archivo publicdGEO profiles” el cual se encuentra disponible en la direcciob: we

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/

Caddigo de acceso GEO
GSE21032

Referencia
(Taylor et al., 2010)

GSE35988

(Grasso et al., 2012)

Tabla M1: Tabla en la que se indican los cédigos de
acceso y las referencias de las bases de datosadapl!

Previo a su analisis las bases de datos fueroegidas mediante la siguiente
estrategia: se elimind el ruido de fondo, los wdode la expresion se transformaron a
logaritmo 2 y se normalizaron en base a los ceartiEn los andlisis de mineria de datos
se empleo el test ANOVA para la comparacion entitiples componentes y el test t
de Student en la comparacién entre dos gruposahalésis de correlacion se realizaron
mediante la aplicacion del el test paramétricoateetacion de Pearson. De este analisis
se obtiene el coeficiente de Pearson (R), que ificaria existencia de una correlacion
linear, o dependencia, entre dos variables. Log#tdérdel coeficiente son +1 y -1,
ambos inclusive, donde 1 es una relacion totaktiimente proporcional, O indica no
relacion, y -1 es una relacion total inversa. &lbv de p indica la significancia de este
coeficiente R. Los analisis bioinformaticos fuemaalizados por Ana Rosa Cortazar

(CIC bioGUNE).
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2. ENSAYOS IN VIVO Y EX VIVO

2.1 ANALISIS DE MUESTRAS HUMANAS

2.1.1 Especimenes

Las muestras para el microarray de tejidos se abtuvde 207 pacientes (206
casos de tumores de prostata y 1 caso de neoptasiapitelial de prostata (PIN))
sometidos a prostatectomia radical en el depart@naenurologia del Hospital Norte de
Marsella desde enero del 2002 a diciembre del 2B86todos los casos el paciente
facilité el consentimiento informado del uso de tagestras para investigacion. Se
reunio la informacion clinica e histopatolégicarespondiente a cada muestra en la que
se incluia la graduacion Gleason. Todas las medtraron fijadas en formalina,
embebidas en parafina a una temperatura contrglaglaacenadas a 18-22°C. Los
experimentos se realizaron de acuerdo a los proscgstablecidos por la declaracion de
Helsinki (http://www.wma.nét y fueron aprobados por el comité institucional de
revision de protocolos del hospital.

2.1.2. Construccion del microarray de tejidos y analisis
inmunohistoquimico

Las biopsias se fijaron en bloques embebidos dafipar posteriormente
empleados como bloques donantes para construircebarray de tejidos. Para ello se
utilizaron muestras obtenidas de la parte cenealad biopsias de prostata, sobre las
gue previamente se habia delimitado el area tunmoediante el andlisis de secciones
teflidas con hematoxilina-eosina. La muestras sevasbn mediante el aparato de
trépano(Alphelys, Plaisir, Francia) Las muestras cilindricas de 0,6 mm de diametro
obtenidas del boque donante se reordenaron enegbriloque receptor de parafina
(bloque del microarray de tejidos) Cada bloque @wiat un total de 207 muestras (206
casos de cancer de prostata, 1 caso de PIN, adEn@mtroles positivos y controles
negativos) y se realizaron secciones damide ancho que se transfirieron a diferentes
portaobjetos de cristal silanizado. La construca@éhmicroarray de tejidos se llevo a
cabo por el personal del Hospital Norte de Maasell

El microarray de tejidos se desparafind e hidratdawados consecutivos de
citrosol, etanol 100%, etanol 96% y®1(3 lavados de 5 minutos). Tras la recuperacion
de antigenos inducida con calor en tampén de @i(@ti=6) durante 30 minutos, se
procedid a la inactivacion de la encima peroxidasdgdgena mediante la incubacion en
H.O, 1% durante 15 mints. Se incubd con una soluciémdiAs/Biotina (Vector
Laboratories)durante 15 minutos, bloqueando asi la biotina gawla y eliminando la
tincion inespecifica. Posteriormente se bloquednBlts con suero de cabra (1:50)
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(Gibco, Ref: 16210y se incubd6 durante toda la noche a 4°C con &luampo primario
anti-LKB1 (1:50) (Santa Cruz Biotechnology, Ref: sc-32248).continuacién, se
incubé 30 mints a temperatura ambiente con el e secundario biotinilado de
cabra anti-raton (1:100@)ector Laboratories, Ref: BA-920%eguido por el sistema
de peroxidasa ABC(Vectastain ABC System Vector LaboratorieBAB (3,3'-
diaminodbenzidine)(Sigma Aldrich) se utiliz6 como sustrato colorimétrico y los
portaobjetos se contra-tiieron con hematoxilina. [&rdeshidratacion se realizaron
lavados consecutivos con,®l, etanol 96%, etanol 100% vy citrosol, para finaltee
colocar el cubreobjetod.os controles negativos y positivos consistieronpefiets
celulares de la linea DU145-pBABE y de la linea BYPBABE LKB1. El
procesamiento y tincion deticroarray de tejidos se llevé a cabo por Sonia Fernandez
(CIC bioGUNE)

El analisis inmunohistoquimico del microarray dgltes se realizO mediante la
medida semicuantitativa de la expresion de LKBltravés de la puntuacion
inmunorreactiva establecida. Los niveles de exfresie trataron como variables
ordinales, estableciéndose tres categorias: Qqtimegativa, no expresion), 1 (tincion
debil, expresidon baja) y 2 (tincion fuerte, expresion )alteEl analisis
inmunohistoquimico del microarray de tejidos fualimado por el Dr. Stéphane Garcia
del departamento de Urologia del Hospital Norte MBrsella. Para el analisis de
correlacion entre el nivel de expresion de LKB1 grado de agresividad del tumor, las
muestras fueron clasificadas en base a la escdtdedson, aplicandose posteriormente
el test estadistico paramétricioi-cuadrado.

2.2 ANALISIS DE MUESTRAS MURINAS

2.2.1 Animales de experimentacion

Los animales empleados en el establecimiento dmllania analizada en el
presente trabajo fueron donados generosamentel paloogatorio del Dr. Pier Paolo
Pandolfi o por eMouse Models of Human Cancer ConsortiiMMHCC; Lkb1°%) a
partir de los cuales mediante la siguiente estiatég cruces generamos la colonia de
interés. Partimos de las lineas de ratones traitsgdikb1°°* (fondo genético FVB) y
BL6/129Pb-Cre4Pter®™* (fondo genético mixto C57/BL6 y 129sv). Con el dbje
de obtener animales de fondo genético enriquecidoCB7/BL6 (estimado 93%
C57/BL6) cruzamos ratonekb1°/*con ratones salvajes de la linea murina C57/BLS6.
Finalmente, cruzamos  machos BL6/B9cre4Ptelf*  con hembras
BL6/FVB;Lkb1®/* dando lugar a la siguiente progenib-cre4Pteif" Lkb1”, Pb-
credPter” Lkb1®*,  Pb-cre4Ptef{* Lkb1®"*  Pb-cre4Pte’"Lkb1"”*,  Pb-
cre4Ptef?*Lkb1°’* y Pb-cre4Ptefi* Lkb1°/°%

A partir de esta fuente inicial se generd una dalestable en el estabulario de
CIC bioGUNE, de donde proceden los ratones utiizadn nuestros estudios. La
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colonia fundadora se cruz6 durante al menos tregrgeiones con el objetivo de
asegurar un fondo genético homogéneo. Los aninfiaégen estabulados en jaulas de
ambiente controlado (ciclos constantes de 12 hiealsiz y oscuridad, 22 + 2 °C de
temperatura y 30-50% de humedad relativa). Los alesneran alimentadasl libitum
con piensos comerciales completos. Previo a laesitin de tejidos, con el objetivo de
prevenir alteraciones metabdlicas relacionadasl@angesta inmediata, los animales
eran ayunados durante 6 horas. El cuidado y tratamide los animales se realizo
siguiendo la legislacion vigente en “Proteccion lde Animales Utilizados para
Experimentos y Otros Propdsitos Cientificos”, daemdo con las normas de la Unién
Europea (0.J. de E.C. L358/1 18/12/1986). Los ewpmrtos llevados a cabo con
animales han sido aprobados por el comité de badti bienestar animal de CIC
bioGUNE, habiendo sido desarrollados siguiendmtamas éticas establecidas.

2.2.2 Métodos
2.2.2.1. Genotipado de ratones

El genotipado de las camadas de ratones fue rdaliaalos 21 dias de su
nacimiento, a partir de DNA extraido de la colaraRa obtencion del DNA se cort6é un
fragmento de la colax(4 mm) al cual se afadieron 3 mis de solucion deesion de
DNA (NaCl 100mM, Tris-HClI 50 mM pH=8, EDTA 25 mM, % 0,5%) con
proteinasa K(Fluka). La incubacién se realizé a 55 °C durante 4 homaagitacion.
Tras ello fueron afiadidos 20 de solucion fenol/cloroformo/isoamil (25:24:1),
mezclandose repetidamente por inversion, tras Bl sa centrifugd a 14.000 rpm
durante 15 minutos. Finalmente la fase acuosaassfiro a un nuevo tubeppendorf
Se afadieron 1hl de acetato de sodio (3M) y 1 ml de etanol 100&om&zclé por
inversion y se afadieron 4Q0 adicionales de etanol 100%. La incubacion sez@al
durante toda la noche a -20°C para facilitar lecipracion de DNA. La solucion
DNA:etanol se centrifugd a 14.000 rpm durante 1@utads a 4°C. Tras eliminar el
sobrenadante el DNA se dejé secar 2-3 minutos @r@Va resuspension en 200de
soluciéon HOy. Para realizar el genotipado, el DNA extraido decdla (1pul) fue
sometido a la reaccion en cadena de la polimeRGR). Todas las reacciones de PCR
fueron llevadas a cabo con la DNA polimerasauStart™ Il PCR SuperMix (Quanta
Biosciences)La extraccion de DNA y genotipado fueron realizapos Pilar Sanchez-
Mosquera y Sonia Fernandez (CIC bioGUNE).

Gen Secuencia cebadores

5- GGTGCAAGTTGAATAACCGGA -3’

3’- CGCGACCTCAAAGTTATGGC - 3

5- GGGCTTCCACCTGGTGCCAGCCTGT - 3

Lkbl | 5- GAGATGGGTACCAGGAGTTGGGGCT -3’

3'- CGGCTCCTACTGCTACTCGCGTAACAATCT -5’
Pten |5-TGTTTTTGACCAATTAAAGTAGGCTGTG -3

Cre
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3- TGTTTAGTAGTCGTCCCCTTGAAAA -5’ |
Tabla M2: Tabla en la que se indican los cebadores emplezauds PCR
para el genotipado de los ratones

Temperatura/Gen Cre Lkb1 Pten |
T2 desnaturalizacion (ciclo 1)  95°C 5 min 95°C 5 min 95°C 5 min
T2 desnaturalizacion 94°C 30 seg 94°C 30seg 94°C 30 seg
T2 alineacion 58°C 30seg 65°C 30seg 58°C 30 seg
T2 elongacion 72°C1min  72°C30seg 72°C 1 min
T2 elongacién (ultimo ciclo)  72°C 10 min ~ 72°C 10 min  72°C 10 min
T2 final 4°C infinito  4°C infinito  4°C infinito
Numero de ciclos 40 40 40

Tabla M3: Tabla en la que se indican las condiciones ematead la PCR para el
genotipado de los ratones

2.2.2.2. Analisis de supervivencia

Para los estudios de supervivencia se monitorizétddidad de los genotipos de
interés (o la aplicacion de puntos finales humaingy En todos los casos los animales
fueron sacrificados mediante inhalacion de,C&n este momento se practico la
necropsia, la extraccion y el pesaje de los ditesetejidos para su posterior examen
histolégico y patologico. Los tumores localizadaserbn medidos registrandose
caracteristicas macroscopicas tales como pesoulaageacion, forma, consistencia,
color y localizacion de la masa tumoral en la cagigeritoneal asi como el grado de
adhesion a los érganos adyacentes. Paralelament@ahzd la presencia de metastasis
en higado y plumon. Los tejidos recogidos fueromn@rados mediante estudios
patologicos e inmunohistoquimicos. La superviveseiaalculd a partir de la fecha de
nacimiento y de muerte o punto final humanitariccdda animal (hasta un méaximo de
18 meses de edad). El conjunto de datos se amaliavés del método Kaplan-Meier.

2.2.2.3. Caracterizacion de los ratones a los 6 meses de vida

Los animales de los genotipos de interés se crigrasignaron a los grupos
experimentales, sometiéndose a eutanasia a los g#smée edad. Los tumores
localizados fueron procesados mediante el protoeohpleado para el analisis de
supervivencia. Paralelamente se analiz6 la preselecimetéstasis en higado y plumon.
Los tejidos recogidos fueron analizados mediantdudes patoldgicos e
inmunohistoquimicos
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2.2.2.4. Analisis patolagico de tejidos murinos

El tejido escogido para su analisis patolégicoieiraducido inmediatamente en
formalina 10% durante 24 horas en el momento deexwaccion. La posterior
deshidratacién se realiz6 mediante incubacioneR)dainutos, con alcohol 70%, 90%
y alcohol absoluto hasta tratar dos veces conipardifjuida. Tras dejar toda la noche
en un tercer cambio de parafina a 60 °C, se procda inclusion de las muestras,
mediante la colocacién del tejido en moldes maidlicon parafina liquida que se
enfriaban colocandolos en placas metalicas a -10L8€ bloques se almacenaron a
temperatura ambiente y protegidos de la luz hasteomento de obtener las secciones.

Las muestras incluidas en parafina se procesamanobéener secciones deu

de grosor. Con el objetivo de eliminar la parafilas, muestras se calentaron a 65 °C
durante 30-45 minutos y a continuacion se incubdrwoante 7-10 minutos con xileno.
Seguidamente, los restos de xileno se eliminara tgjido se hidraté mediante la
incubacién en alcoholes a concentraciones menguahtss lavados consistian en
inmersiones en: alcohol absoluto (dos cambios ds tninutos), alcohol 90% (5
minutos), alcohol 70% (3-5 minutos) y finalmente,Ogl Para su analisis patolégico,
las muestras se contrastaron mediante hematoritisia. El procesamiento y tincion
de las muestras fue llevado a cabo por Sonia ReezaCIC bioGUNE).

Las secciones de los tumores fueron analizadae@ulies aumentos (10-40X).
En cada una de las muestras se valoro la presgmci@ncer primario en la préstata o de
focos de metastasis en el pulmon, nédulos linfatictiueso largo (tibia y peroné). El
examen patolégico de las muestras fue llevado a pabla Dra. Juana Maria Flores
(Universidad Complutense de Madrid).

2.2.2.5. Estudio de la expresion génica en la prdstata murina

El RNA se obtuvo a partir del [6bulo anterior deptéstata de ratonakb1P* y
Lkb1*"" de 12 meses de edad. Los I6bulos prostaticos enagetados en nitrégeno
liguido durante la necropsia, con el fin de presdog de la accion de las RNAsas.
Previo a la extraccién de RNA, el tejido se trast RNA Latef™ (Ambiorf) durante 16
horas a -80 °C y tras lo cual se procedio siguieridmotocolo descrito en el apartado
2.3.2.5.
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3. ENSAYOS IN VITRO

3.1 MATERIALES

3.1.1 Lineas celulares y condiciones de cultivo

Las lineas celulares humanas de carcinoma de f@oBtd145, PC3 y LnCaP,
empleadas en este trabajo fueron adquiridas, cowmomsiguiente certificado de
autentificacion, del Institutd.eibniz DSMZ(“Deutsche Sammlung Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH")y las lineas RWPE1, PWR-1E, C-42 y 22RV1 de la ETC
(“American Type Culture Collection’)La linea VCaP fue donada generosamente por
el laboratorio de Dr. R. Kypta (CIC bioGUNE) y lenéa empaquetadora de virus
293FT por el laboratorio de la Dra. R. Barrio (MGUNE). Los experimentos se
realizaron con células cultivadas hasta un maximd@pases. Las células se mantenian
en el incubadoHera cell 150i (Thermo Scientific, 37°C con un porcentaje de £l
5% en una atmosfera humidificada. Las células sHivaton en el medio
correspondientéTabla M4), suplementandose con un 1% de penicilina/estrapitman
(Gibco)y con un 10% de suero fetal bovino ((SFB) inactov@roveniente de un unico
lote (Gibco)). Excepto las lineas primarias RWPE1l y PWR-1E, pietadas con
extracto pituitario bobino y EGF humano recombieargegun las instrucciones del
proveedon(Gibco, ref 37000-015)EI medio de cultivo se cambi6 regularmente cada 2
dias hasta que las células habian crecido lo enf&ipara sembrar experimentos o para
ser subcultivadas. En el mantenimiento regulaadeé€lulas se usaron platos de cultivo
de 100 mm de diametro. En la ejecucion de los @xeetos se emplearon platos de
diferentes formatos segun el disefio. Para la seetalsrcélulas eran incubadas en una
solucion tripsina-EDTA al 0.25%Gibco) durante 3 minutos a 37°C para ser
resuspendidas en medio de cultivo completo. Carbgdtivo de mantener los cultivos
celulares las células se crecieron hasta llegan 88W90% de confluencia y se
dividieron a una dilucién de 1:3-1:10 segun ladirmelular. Las células se analizaron
regularmente por PCR con el objetivo de monitoriaapresencia de micoplasma, (y
retirarlas o tratarlas en caso positivo).

Linea Tipo Origen Medio

celular celular cultivo

RWPE1 Epitelio humano de Epitelio de prdstata normal Medio de
préstata queratinocitos

PWR-1E Epitelio hiperplasico Epitelio de préstata con hiperplasia leve Medio de

humano de préstata queratinocitos
DU145 Carcinoma de prostata Metéastasis al sistema nercistral DMEM
PC3 Carcinoma de prostata  Metastasis a la medula ésmsderapia DMEM

de supresion de androgenos

VCaP Carcinoma de prostata Metastasis 6sea DMEM
LNCaP Carcinoma de prostata Metéstasis al ganglio licdati RPMI
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C4-2 Carcinoma de prostata Derivadas de LNCaP RPMI
22Rv1 Carcinoma de prostata Derivada de xenograft hurdano RPMI
carcinoma de préstata (CWR22R)
293FT Embriénicas renales Derivadas de la linea celular renal DMEM
humanas embrionaria 293.

Tabla M4: Tabla resumen de las lineas celulares y los meliaultivo empleados en

este trabajo

Con el objetivo de estimar las células presentela esuspension se empleé la
camara de NeubauéBrand). Las células se cuantificaron tras diluirlas 1:2elucion
de azul tripan(Amresco).El empleo de azul tripan permite determinar lbNidad
celular ya que las células muertas, con su memlplasanatica degradada, tefiiran su
citoplasma de azul. El contaje de células viabtegealizé mediante microscopia Optica
(Olympus CKX31)estimando asi el nimero de células viables pres€mabla M5).
Cada experimento fue realizado con triplicas t&xmycal menos 3 réplicas bioldgicas.

Ensayo Densidad celular por pocillo Placa usada ‘
DU145 PC3
Extraccion de proteina/RNA 100.000 75.000 6 posillo
Expresién proteinas membrana 100.000 6 pocillgs
Viabilidad celular. Analisis a 3 dias 25.000 1Zios
Viabilidad celular. Andlisis a 6 dias 15.000 7.500 12 pocillos
Inmunofluorescencia 25.000 12 pocillos
Crecimiento en agar blando 5.000 2.500 6 pocillos
Migracion/Invasion 100.000 24 pocillos
Seahorse 50.000 24 pocillos
Incorporacion de glucosa 250.000 6 pocillos
Produccién de lactato 250.000 6 pocillos
Apoptosis 200.000 6 pocillos
Infeccién con lentivirus 500.000 250.000 100mm

Tabla M5: Tabla resumen de las densidades celulares utkzah los ensayos

realizados en este trabajo.

3.1.2 Farmacos

Los farmacos empleados en el presente trabajapsegencia y funcién quedan
detallados en la siguiente talflaabla M6).

[
QD

Farmaco Proveedor Funcién
Anélogo a la metformina, usado para el
Fenformina Fluka tratamiento de diabetes mellitus tipo 2. Actl
a nivel mitocondrial
2-Deoxi-D-glucosa Sigma Derivado analogo de la gluc.;o'sa incapaz de
entrar en la ruta de la glicolisis
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Inhibidor selectivo del receptor tirosina

GW441756 Tocris quinasa A (TrkA)

Dr. R. Kypta | Inhibidor de la chaperona HSP90, proteina de

17-DMAG (CIC bioGUNE) | choque térmico

Dr. J. Anguita

(CIC bioGUNE) Inhibidor de HSP90, analogo del 17-DMAG

Geldanamincina

Tabla M6: Tabla resumen en la que se indican los farmacgdeanhos asi como su
procedencia y funcién.

3.2 METODOS
3.2.1. Produccion de virus e infeccion en células diana

3.2.1.1. Transfecciones transitorias en células 293FT

En este trabajo la transfeccion transitoria sedllavcabo con el fin producir
particulas virales (retrovirus y lentivirus) pogtemente empleadas en la generacion de
lineas celulares estables portadoras de las madifices deseadas. En la transfeccion
transitoria el DNA introducido no se inserta egehoma nuclear, por lo tanto se diluye
en las subsecuentes divisiones celulares.

Con el objetivo de generar las particulas viralegpleamos la linea celular
empaquetadora 293FT. Las transfecciones transthreaon realizadas en presencia de
fosfato de calcio. EI DNA a introducir se diluyé €aCh en agua (250 mM) y se
empleé el tampén HBS (50mM HEPES, 280 mM NaCl, M KCI, 1,5 mM NgHPQO,

y 12 mM glucosa, pH= 7,05). Al combinar ambas solues se genera fosfato calcico
que cristaliza con el DNA. La formacion de crissalacilita la aparicion de poros en la
membrana citoplasmatica permitiendo asi que lagastinternalicen el DNA exdgeno.
El medio de cultivo se cambio al cabo de 16 hoeasdransfeccion. Para la produccion
de particulas virales se sembraron #xt@lulas 293FT en placas de 100mm de
diametro. Las tranfecciones transitorias fuerovallas a cabo tras la adhesién celular.

3.2.1.2. Produccion de retrovirus e infeccion en células diana

Con el objetivo de introducir DNA exdgeno y geneuaia poblacion que lo
exprese tras sucesivas replicaciones empleamoscybast retrovirales. Para la
produccion de particulas retrovirales fueron emdfectados el vector empaquetador
pCL-Ampho, que confiere al virus el tropismo necespara infectar células humanas,
(2 ug, donado por el Dr. Pier Paolo Pandolfi) y el seae expresion portador de la
secuencia codificante para la proteina de inte®éggj. Los vectores de expresion
retroviral facilitan los elementos necesarios parsanscripcion y el procesado ademas
del gen a expresar.
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Vector Cddigo Addgene Procedencia
pBABE-puro #1764 Drs. Land, Morgenstern y Weinberg
pBABE-FLAG-LKB1 # 8592 Dr. Cantley
pBABE-FLAG-LKB1-KD # 8593 Dr. Cantley

Tabla M7: Tabla en la que se indican los vectores de exprestroviral empleados.

Tras 16 horas de la transfeccion el medio de auftie reemplazado por 7 ml de
medio fresco. Las células 293FT producian un salolamte infectivo que fue recogido
al cabo de 24 y 48 horas para filtrarlo con uneca® membrana de 486n (VWR
International). El sobrenadante fue afiadido a las células diaqgaemencia de 5 ml de
medio fresco y sulfato de protamina (&/ml). Las células diana (DU145) fueron
sembradas el dia previo, realizandose dos infeesien dias consecutivos. Las células
que integraron el DA recombinante de interés secsglnaron mediante la adicion de
puromicina (2upg/ml). El protocolo se llevdé a cabo en un laboiataon nivel de
seguridad BSL-2.

3.2.1.3. Produccion de lentivirus e infeccion en células diana

Con el objetivo de reducir los niveles de protefeneramos particulas
lentivirales que expresan una secuencia interfereantra el mRNA que codifica la
proteina de interés. Los lentivirus generados sotertera generacion, por lo tanto, en
la transfeccion transitoria sobre células empadioess 293FT se cotransfectaron 4
plasmidos, aumentando de esta manera el nivel dsedpiridad. El vector de
transferencia contiene el transgen de interéesjgsttos elementass requeridos para la
produccion de RNA y el empaquetamiento. El sistel@aempaquetamiento dispone
ademas de 3 plasmidos adicionales, que proveenfadsres trans requeridos,
denominados pRRE, pREV y pVSV-G y que proveen lesientos Gag-Pol, Rev y las
proteinas de envoltura, respectivamente.

e cerr | R

CMV GAG-POL-INT gpA

g
=
=
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i

MV VSVG
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Figura M1: Vector lentiviral de tercera generacion
El vector de transferencia (superior) contiengaridgen de interés y todos los
elementoscis necesarios para la replicacion y el empaquetamidetdas
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particulas virales. Los 3 plasmidos accesorio®(iofes) proveen los factores
transrequeridos.

En la generacion de lentivirus las células prodast@93FT se transfectaron de
forma transitoria. Se co-transfectaron 1,6 pg ddacalasmido del sistema de
empaqguetamiento junto con 5 pg del vector de teaestia. Se empled el vector de
transferencia pLKO, seleccionable por puromicinepBsmido pLKO fue disefiado
para el clonaje y la expresion de secuencias de B&lAterferencia, especificamente
SshRNA (Cdédigo Addgene: # 8453, procedente del Deinberg). Los plasmidos
empaquetadores pRRE, pREV y pVSV-G fueron donadoglpDr. J. Sutherland (CIC
bioGUNE). Al cabo de 16 horas de la transfecciometlio de cultivo fue reemplazado
por 7 ml de medio fresco. El sobrenadante infectiraducido fue recogido vy filtrado
con un corte de membrana deb (VWR Internationalpl cabo de 24 y 48 horas. Tras
la eliminacion de posibles restos celulares portrifegacion, el sobrenadante era
afadido a la columnéaenti-X Concentrator (Clontech)la cual concentra particulas
lentivirales en suspension. El concentrado virabgedo a 24 horas se mantenia a 4°C
para ser afiadido al concentrado producido a 48&hptscer alicuotas de titulo viral
similar. Las alicuotas se almacenaron a -80°C redstaomento de la infeccion. Las
células diana (DU145 o PC3) fueron sembradas edmtierior e infectadas durante dos
dias consecutivos. Las infecciones se realizargoresencia de sulfato de protamina (8
ug/ml). Las células que han integrado el plasmidanterés fueron seleccionadas por
puromicina. El protocolo se llevo a cabo en un ftatmyio con nivel de seguridad BSL-
2.

3.2.2. Caracterizacion celular

3.2.2.1. Analisis de la viabilidad celular mediante de cristal
violeta

La densidad celular relativa, tanto en condicioesales como tras el
tratamiento con diferentes drogas, se determimavaéd de la tincion con cristal violeta.
El cristal violeta penetra en las células previamdijpdas con formalina al 10%. Las
placas de cultivo se fijaron a diferentes tiemmegun el disefio experimental y se
mantuvieron a 4°C hasta su procesamiento. Tras¢avaPBS se afiadian 500 pl de una
solucion cristal violeta 0.1%, metanol 20% en aguacubar durante 10 minutos. El
cristal violeta era retirado, la placa lavada yuegta al aire para su secado. Para
disolver el cristal violeta eran afiadidos 500 plda solucidén de acido acético al 10%
con incubacion en agitacion durante 30 minutos.aPlar cuantificacion fueron
transferidos 100 pl a una placa de 96 pocillos paeatificar la absorbancia a 595 nm
mediante el lector de plac&mergy HT(Biotek).

73




Materiales y Métodos

3.2.2.2. Analisis de la tasa de sintesis de DNA mediante BrdU

La relacion directa entre la duplicacion del DNAaydivision celular hace que la
medicion de la sintesis sea una manera eficaz algtificar la proliferacion celular. La
bromodesoxiuridina (BrdU o 5-bromo-2-desoxiuridin@ un nucleotido sintético
analogo a la timidina que al afiadirlo al medio diéivo se incorpora en las células que
se encuentran en la fase S del ciclo celular. Emeslente trabajo la deteccion de BrdU
se realizé por inmunofluorescencia, mediante aetfmas monoclonales. Se emplearon
con cultivos asincronicos ciclicos. Las célulasrdnesembradas y tras adherirse la
BrdU era afiadida al medio de cultivo. El medio d#ivo no se cambi6 al afadir la
BrdU ya que el medio fresco estimula la entradéase S del ciclo celular. La BrdU se
empled a una concentracion final de 0,2 ug/ml ynwsebo durante 6 horas para permitir
la incorporacion en las nuevas cadenas de DNAtgatlas. Tras este tiempo las
células se lavaron 2 veces con PBS para ser fijagas una solucion de
paraformaldehido al 4% en PBS. Con el fin de haceesibles las moléculas de BrdU
incorporadas al anticuerpo se llevd a cabo la egigosdel DNA. Para ello las células
fijadas se incubaron durante 5 minutos a tempexatmnbiente con una solucién 2M de
acido clorhidrico. Tras lavar con PBS el acido setralizO mediante la incubacion con
una solucién 0.1M de borato de sodio durante 5 tosilna vez expuesto el DNA se
procedié con los pasos de permeabilizacion y tefielana inmunofluorescencia, tal
como detallaremos a continuacion.

3.2.2.3. Analisis de localizacion celular mediante
inmunofluorescencia

Para llevar a cabo ensayos de inmunofluorescdasiaglulas fueron sembradas
en platos de cultivo donde previamente se ha intidd un cubreobjetos estéril. Tras
permitir la adhesion celular el medio de cultiva eetirado y las células lavadas tres
veces con PBS para ser fijadas se fijaron durabtmibutos en una solucion 4% de
paraformaldehidgElectron microscopy Sciences) PBS. La permeabilizacion se llevo
a cabo mediante una solucién 0,1% Tritdn-X y 100giigina en PBS con incubacion a
temperatura ambiente durante 5 minutos. El blogee®aliz6 durante una hora con una
solucion de suero de cab(&ibco) preparada al 2%. Los anticuerpos primarios se
disolvieron en la solucion de blogueo (1:100) ynseibaron toda la noche a 4°C. Al dia
siguiente las células se lavaron 4 veces con PB® incubaron con el anticuerpo
secundario(AlexaFluor488 o AlexaFluor594, Molecular Probedlirante 1 hora en
ausencia de luz. El anticuerpo secundario se dillig®00 en suero de cabra. Los
nucleos celulares se tifieron con DAPI diluido enSPR.:1000) mediante una
incubaciéon de 15 minutos. Finalmente los cubretobjefueron adheridos al
portaobjetos mediante el empleo del medio de meMajviol y almacenados a 4°C en
ausencia de luz hasta el momento de su analissscélalas se visualizaron usando el
microscopio epifluorescenfexio Image D1 (Carl Zeiis).
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Especie Dilucién

1:100

Anticuerpo. Clon Referencia

BrdU. 3D4 PB pharmingen (555627) Humano

NFxB p65. C-20 Santa Cruz (sc-372) Humano 1:100

Tabla M8: Tabla resumen de los anticuerpos primarios utibgaen ensayos de
inmunofluorescencia en este estudio

3.2.2.4. Estudio de expresion de proteinas

3.2.2.4.1. Extraccion de proteinas

Para la extraccion de proteinas, tras lavar lagaseton PBS eran afiadidos 75ul
de tampon de lisis por pocillo. En el caso de quemaunodetectar proteinas de alto
peso molecular>( 200 KDa) se utilizé el tampon de inmunoprecipidac{tampon IP)
que contiene un porcentaje bajo de un detergeniénico suave, TritonX100 con el
objetivo de mantener minimamente la estructuraaieacde la proteina. De esta manera
se facilita la unién del anticuerpo y por tantaléeccion de la proteina.

Tampén IP Concentracion final ‘
TrisHCI (pH 7.5) 40mM
EDTA 1mM
TritonX100 0,10%
NaCL 150mM
MgCL2 1mM
Inhibidores de proteasas
Cocktail completo de inhibidores de proteasasg fillzdSOmL
Inhibidores de fosfatasas
Fluoruro sédico 1mM
Ortovanadato sodico 1mM
B-Glicerolfosfato 1mM

Tabla M9: Ingredientes del tampon de lisis suave IP

Para la deteccién de proteinas cuyo peso molenolaupera los 200 KDa se
utilizé el tampodn de lisis RIPA que contiene unedgénte anidnico fuerte, SDS, que

desnaturaliza totalmente las proteinas.

Tampén RIPA Concentracion final
TrisHCI (pH 7.5) 50mM
NaCL 150mM
EDTA 1mM
SDS 0,10%
Deoxycolato sodico 1%
Nonidet P-40 1%
Inhibidores de proteasas
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Cocktail completo de inhibidores de proteasas fillz2dS0OmL
Inhibidores de fosfatasas
Fluoruro sédico 1mM
Ortovanadato sédico 1mM
B-Glicerolfosfato imM

Tabla M10: Ingredientes del tampon de lisis fuerte RIPA

Tras incubar con el tampon de lisis 5 minutos lagstras se recogieron con un
rascador y se incubaron en agitacion orlgltabnet international, Inca 4°C durante 15
minutos. Las muestras eran centrifugadas a 14.0f@ante 10 minutos a 4°C con el
objetivo de precipitar los acidos nuclecos. Tra®ger el sobrenadante y trasvasarlo, la
concentracion proteica de las muestras se cuantifiediante el método del BCA
(Pierce) siguiendo las instrucciones del fabricante. Esterma estandar se basa en el
cambio de estructura del acido bicinchoninico (BG#A)ual tras la union de iones Cu
presentes en las proteinas varia su espectro @ecidins Por cada experimento se
igualé la concentracion de cada grupo de muestaaa finalmente afiadir a cada
muestra un 20% del volumen de tamp@@mmli.Las muestras fueon desnaturalizadas
en presencia dg-mercaptoetanol mediante incubacion a 95°C dufamtenutos, para
ser analizadas por electroforesis o almacenad2@°& para su posterior analisis.

3.2.2.4.2. Electroforesis y transferencia de proteinas

La separacion de las proteinas se realizO en fanaiésu peso molecular
mediante electroforesis en geles de poliacrilamigara ello se utilizaron geles
prefabricadoNUPAGE Novex-12% Bis-Tris de 1.0 mm de gros@nvitrogen)y se
cargaron 20 pg de proteina por pocillo. La eleotexfis se resolvido a 150V durante 1
hora con el sistem¥Cell4 SureLock Midi-Cell (Invitroger@n tampdmNuPAGE MOPS
SDS (Invitrogen)Las proteinas separadas en la electroforesisestratansfirieron a
una membrana de nitrocelulodanersan Protran (GE healthcarepn un tamafio de
poro de 2 um. Se utilizé el sistema de transfeeehdimedo en una cubeaiterion™
cell (BioRad)en tampodn Tris- Glicina, que en el momento derdasferencia fue
completado con un 20% de etanol. La transferereigalizé durante toda la noche a
una potencia de 25V. Tras la transferencia las mamals de nitrocelulosa fueron
tefiidas con la solucid®onceauwojo para comprobar la eficiencia.

3.2.2.4.3. Inmunodeteccion de proteinas

Para la inmunodeteccién las membranas se bloquéarante 1 hora en tampon
TBSTM (5% de leche en polvo, 0.1% Tween-20 en T@$5; 7,4). Las membranas se
incubaron con el anticuerpo primario diluido en TB&ida (0.1% Tween-20, 0.02%
azida en TBS) durante toda la noche a@&blaM11). El revelado se realizé6 mediante
el sistema de quimioluminiscencia ECL y la imprassé realizo en pelicula fotografica
(Konika Minolta).La pelicula fotografica expuesta a quimioluminista se manipulo
en una cadmara oscura con la reveladOraix 60 (Agfa),digitalizando la imagen
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resultante. En algunos casos, las imagenes obsesigaanalizaron por técnicas de
densitometria mediante el prograhmeageJ.

Anticuerpo. Clon Referencia Especie Dilucion
LKB1. 27D10 CellSignalling #3050 Conejo 1:1000
Fosfo-ACC (Ser79) Merk Millipore 07-303 Conejo 1:1000
AMPK total. F6 Cell Signalling #2535 Conejo 1:1000
Fosfo-AMPK. 40H9 (Thr172) CellSignalling #4049 Conejo 1:1000
RAPTOR. 24D12 Cell Signalling #2280 Conejo 1:1000
Fosfo-RAPTOR (Ser792) Cell Signalling #2083 Conejo 1:1000
S6 total. 54D2 Cell Signalling #2317 Conejo 1:1000
Fosfo-S6 (Ser235-236) Cell Signalling #2211 Conejo 1:1000
B- Actin. AC74 Sigma A-5316 Ratén 1:2000
Secundario de ratén Jackson Imnumo Research Ratén 1:5000
Secundario de conejo Jackson Imnumo Research| Conejo 1:5000

Tabla M11: Tabla resumen de los anticuerpos empleados eanlissis Western-
Blot realizados sobre lineas celulares.

3.2.2.4.4. Andlisis de la expresion de proteinas de membrana
mediante citometria de flujo

Para el estudio del nivel de expresion de la prat€iD24 en la membrana
plasmatica se empled un citometro de flujo anatizadodeloFACSCanto llequipado
con el software de analislSACSDiva (BD, Bioscienced}l citdmetro de flujo permite
determinar el nivel de expresion de los antigemadizados, gracias a la medida de la
luz emitida por los fluorocromos con los que esté@rcados los anticuerpos al ser
excitados por los laseres de los que consta ehettd.

Las células fueron sembradas y tras permitir laesidh se despegaron
enzimaticamente con Tripsina-EDTA, se lavaron cB& K se incubaron a temperatura
ambiente en 1 ml de solucion de bloqueo (2% BSA yl2de EDTA en PBS),
impidiendo de esta manera la formacion de uniomespiecificas. Tras la incubacion las
células se centrifugaron a 1.500 rpm durante 5 toénpara desechar el sobrenadante y
resuspender glelletcelular en 10Qu de solucién de bloqueo. Finalmente se incubaron
con el anticuerpo correspondiente (1:100). El nmjarsa realiz6 mediante el empleo de
anticuerpos monoclonales conjugados con fluorocsogue reconocen especificamente
antigenos de CD24 situados en la superficie celelarconcreto el anticuerpo anti-
CD24 humano conjugado con ficoeritrina (anti-CDZ)}-RBD Biosciences).Las
muestras se incubaron durante 30 minutos a 4 %@usencia de luz. Transcurrido este
tiempo se afiadid 1 ml de solucion de FACS (HEPES,A BSA 1% en PBS) a cada
muestra y se centrifugaron a 1.500 rpm durante riutos. Cadgellet de células se
resuspendioé en 500 pl de solucion de FACS vy ssftrina un tubo especifico para el
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citometro, donde se afiadieron 500 ul adicionalessdleicion de FACS(BD,
Biosciences)La ficoeritrina conjugada al anticuerpo al exciéacen el laser que emite
una luz con una longitud de onda de 488 nm produeeemision a 578 nm, lo que
permite determinar la expresion del antigeno cpamediente en la superficie de la
membrana plasmatica.

3.2.2.5. Estudio de expresion génica

3.2.2.5.1. Extraccion de RNA y sintesis de cDNA

La extraccion de RNA, tanto de células en cultioono de tejido prostatico
murino, se llevé a cabo utilizando el KticleoSpin® RNA (Macherey-Nagebgun las
instrucciones del fabricante. El tratamiento conA3H se realizé en la columna, tal
como indica el protocolo. La concentracion y lagzardel RNA extraido se determind
mediante la cuantificacion de la absorbancia a 860y 280 nm empleando el
espectrofotometrdND-100 (NanoDrop TechnologiesPara la sintesis de cDNA se
utilizé el kit gScript™ cDNA SuperMix (Quanta Biosciencgsstiendo de jug de
RNA. La reaccion se llevd a cabo en el termocialagiBcript™ cDNA SuperMix
(BioRad)incubando las muestras durante 1 hora a 42°Ctdesgde 5 minutos a 95°C
para inactivar la enzima.

3.2.2.5.2. PCR cuantitativa en tiempo real

La PCR cuantitativa a tiempo real se realiz6 esisgémaViiA™ 7 (Life Technologies)
utilizando la master mix para PCRagMan Universal® MasterMixll (Applied
Biosystems)La reaccion de PCR se llevé a cabo mediante alesite protocolo: 10
minutos a 95°C, 15 segundos a 95°C y un minut®@ para permitir la amplificacién,
los pasos de separacion de los cebadores y deaelongse repitieron 40 ciclos. El
disefio de los cebadores de los genes de interéalsa siguiendo las indicaciones de
la libreria de sondas universales Beche.Esta aplicacion permite identificar las
secuencias especificas de los cebadores y la sdedda libreria universal
correspondiente a cada par. La libreria se encaueligponible en la siguiente pagina
web: http://lifescience.roche.com/shop/en/mx/ovamg/brand/universal-probe-library
Los valores de referencia considerados fueron GARDH-actina y se utilizaron las
siguientes sondagLife Technologies): hGAPDH: Hs02758991 g1, hBACTIN:
Hs99999903 ml y mGapdh: m99999915 gl. Con elivbjde determinar el cambio
de expresion transcripcional de genes se emple@teldo de cuantificacioRACt.

Gen ‘ Especie Secuencia 5’-3’ Secuencia 3'-5’ Sonda/Ref
AKR1C2 Humano ctatgcgcctgcagaggt acctgctcctcattattgtaaacat 31
ANXA3 Humano tccggaaagctctgttgact atcttgtttggccagatgct 29
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ARPC5 Humano caagttcgtggacgaagaaga gcagctgtcatgtttccttd 1 5
BIRC3 Humano | gatgaaaatgcagagtcatcagtta catgattgcatetigptga 80
CADM1 Humano gagttaacatgtgaagccatcg cgactctcacccaagttacca 45
CD24 Humano tggatttgacattgcatttga tgggggtagattctcattcatc 37
CXCL6 Humano gtccttcgggcetectgt cagcacagcagagacaggar 18
GRP64 Humano aaacacctgctttgtttcagg gatatgacgtagctgatcagagagag 80
HLA-B Humano cctacctggagggcgagt ggtgggtcacgtgtgtcttt 80
IRF9 Humano agcctggacagcaactcag gaaactgcccactctccagt 22
LKB1 Humano Hs00176092_m1l
MAP3K8 Humano cgcaagaggctgctgagt ttcctgtgcacgaagaatca 17
MO25a. Humano ttgaggcctttcacgttttt tctatgagtttggcctggttc 88
MO25p Humano | cgacactatttttgaagactatgagaa atgatggcaamgugt 24
NFxBIA Humano gtcaaggagctgcaggagat atggccaagtgcaggaalc 38
NFkBIZ Humano | ttgataccattaagtgcctaattca gccacttttgcgatcctt 32
OAS3 Humano tcccatcaaagtgatcaaggt acgaggtcggcatctgag 41
PTPRM Humano ggccggacttttgctaact tgtgctatacggctcatcaaal 83
SAT1 Humano cctacctggagggcegagt ggtgggtcacgtgtgtcttt 80
SIK1 Humano catccccttcttcatgtctca gatctgggcgatggtgat 77
Cd24 Raton cttctggcactgctcctacc tggtggtagcgttacttgga 38
Epasl Ratén ctccaggagctcaaaaggtg caggtaaggctcgaacgatg 3

Tabla M12: Tabla resumen de los cebadores y las sondasadtiizpara cada gen en

los analisis de PCR cuantitativa a tiempo real.

3.2.2.5.3. Microarray de expresion génica

La caracterizacion de la expresion del genoma cetmge realiz6 mediante el
microchip para genoma humahty12_ V4.0 (lllumina Inc., San Diego, CA, USAx
sintesis del cRNA se obtuvo mediante el kirgetAmp™ Nano-g™ Biotin-aRNA
Labeling Kit para el sistemdllumina, Epicentre (Cat. Num. TANO07924) la
subsiguiente amplificacion, marcaje e hibridaciérllevaron a cabo de acuerdo con el
protocolo delllumina para la hibridacion directa de la expresién gémieagenoma
completo. Los datos crudos se obtuvieron con el programa rddises de datos
GenomeStudid]llumina). Dichos datos se corrigieron y analizaron mediahentorno
informatico estadistic&/BioconductorEn la correccion previa al analisis se utilizé el
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paquetdumi de Bioconductoy con el que se eliminé el ruido de fondo, se fansaron

los valores de la expresion a logaritmo 2 y se atimaron en base a los cuartiles.
Ademas, aquellas sondas que no fueron detectadas emenos una muestra se
excluyeron de los siguientes analisis al consideca®e representaban transcriptos que
no eran expresados. Para la deteccion de geneentif@mente expresados entre
grupos muestrales se utiliz6 el paquditmma de Bioconductor. Mediante esta
herramienta informatica se ajustaron los datos anadelo linear y se calcularon los
valores estadisticos de t, el estadistico F moderados log-odds de los genes
estudiados. Tras ello los valores p fueron ajustadwediante el procedimiento
Benjamin-Hochberg para la eliminacion de posibddsos positivos.

Es importante indicar que en el presente estudicossideran como genes
diferencialmente expresados aquellos con un cambsoluto (FC, del inglésFold
Change”) mayor a 1,5 y un valor de p inferior a 0,05.Trasclal se procedi6 a
comprobar si entre ellos existen agrupaciones mpéduen la alteracion de un proceso
biologico. Con este objetivo se empled el analdgs enriquecimiento basado en
ontologia génica incluido en el paquete de andiisisional GOstatsen Bioconductor
Se aplico el estadistico de test hipergeométrieidentifica, en caso de que exista, la
sobre-representacion de genes diferencialmentesxgos. Adicionalmente se llevaron
a cabo andlisis de enriquecimiento similares ererdas bases de datoKEGG,
Reactome, Oncogenic Signatures, HIPC, CMABioCarta) disponibles en la pagina
web: http://www.broadinstitute.org/gsea/msigdb/collestigsp#C2 Los analisis
bioinforméaticos fueron realizados por Ana Rosa &t (CIC bioGUNE).

3.2.2.6. Analisis del fenotipo metabdlico

3.2.2.6.1. Ensayo de incorporacion de glucosa

Con el objetivo de cuantificar la cantidad de gkaconcorporada por las células
se midio la captacion de 2-deoxiglucosa marcadatritim (°*H). Las células se lavaron
a las 24 horas con solucion KRH (20mM HEPES, 136 M&CI, 4,7 mM KCI, 1,25
mM MgSQ, 1,25 mM, pH= 7,4). A continuacion se incubaromatite 15 minutos con
900 pl de solucion KRH para afiadir 100 pl de lai@gdh 10XSTARTque contiene
1mM de 2-deoxy-D-glucoséSigma)y 5 pCi/ml de {H]-2-deoxy-D-glucosaPerkin
Elmer). Con el objetivo de permitir la incorporacién de[Ie]-2-deoxy-D-glucosa se
realizd una incubacion de 5 minutos a 37°C trasuld las células se lisaron con SDS.
La actividad especifica de l&H]-2-deoxy-D-glucosa incorporada se midié por
duplicado en el contador de centelleo liqui® 6500 (Beckman Coultegxpresandose
en nmol por mg de proteinas por minuto. El protocseé llevd a cabo en salas
especificas para manejo de material radioactivo.
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3.2.2.6.2. Ensayo de medida de la produccién de lactato

La medida de la produccion de lactato se realizodiamée técnicas
colorimétricas(Lactate Kit, Trinity Biosciences)las células se sembraron y a las 24
horas se tomaron muestras por duplicado. El Kimjterla deteccion enzimatica del
lactato. Tras recoger el sobrenadante y afnaditiveade lactato las muestras fueron
incubadas durante 10 minutos para finalmente &eabsorbancia a 540 nm. La medida
de la absorbancia a 540 nm se puede relaciondaammcentracion de lactato mediante
su extrapolacion a partir de la curva patrén.

3.2.2.6.3. Ensayo de medida del oxigeno consumido

El oxigeno basal consumido en tiempo real (OCR) sa0 de acidificacion
extracelular (ECAR) en lineas celulares se detearom utilizando el analizador de
flujo extracelularSeahorse XF24Seahorse Bioscience, Chicopee, MA)XF-24 mide
la concentracion de oxigeno y de protones libreslanedio sobre una monocapa de
células en tiempo real. Las células se sembraraoniemoplatos de cultivo celulatF24
16 horas antes del experimento. La concentracioproeina se determiné para cada
pocillo utilizando un sistema de medida de proteimadiante BCA(Pierce). Los
valores de OCR obtenidos se normalizaron a mg aleipa, representandose la media
y la desviacion estandar. Los datos fueron adaqsrichediante eboftware XF24
estableciendo 5 minutos de intervalo por cada wezagita y obteniendo datos cada 2
minutos. El ratio de consume de oxigeno (OCR) yadelificacion extracelular se
midieron mediante el analizador de flujo extraaalXF24 (Seahorse Biosciencéps
células se sembraron en DMEM con glucosa y glutamise emplearon las siguientes
concentraciones de los compuestos a inyectar: rolgoa, 1uM; rotenona 0,1uM;
acelerador de cadena de transporte de electrotr&upgtomethoxy carbonil cianida
fenil hidracina (FCCP), 1,@M; antimicina A 1,5uM. Los analisis realizados mediante
el sistemaSeahorse XF24ueron llevados a cabo por el Dr. Caro-Maldonad¢C(C
bioGUNE)

3.2.2.7. Analisis de la migracion e invasion celular

Los ensayos de migracion celular se llevaron a cabdiante el empleo de
camaras de migracion deuén de poro situadas sobre platos de cultivo de 24lp®
(BD Falcon). Los ensayos de invasion celular se realizaron anéelicamaras de
invasion cubiertas de matrigel dauB de poro situadas sobre platos de cultivo de 24
pocillos(BD Biosciences)n ambos casos, las células eran resuspendidasdia que
contiene 0.1% de FBS, mientras que en la parteionfde la camara el medio se
complet6 con 10% de FBS para que actuase como @ptiyente. Tras la incubacion,
(24 horas para la migracién y 48 horas para lasidva las células de la parte superior
del transwell se retiraron con un bastoncillo de algodén y ladulas que
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migraron/invadieron hacia la parte inferior delréilse fijaron durante 10 minutos con
una solucion de formalina al 10%. Las células &émeéran posteriormente tefiidas con
cristal violeta y DAPI. La tasa de migracion/inviasise calculé mediante la obtencion
de 5 micrografias por pocillo y la posterior cuficaicion de las células que han
migrado/invadido. En el contaje se emple&a@ftware ImageJPara su representacion
los resultados fueron expresados como el porcedéagelulas que migraron/invadieron
respecto de las células control. Se asigno un zabotrario de 100 a la muestra control.
Para disponer de imagenes representativas las measbde las camaras se tifieron con
DAPI, posteriormente se cortaron y montaron dowiol sobre un portaobjetos. Las
micrografias representativas fueron adquiridas amtdiel empleo de un microscopio
invertido (10X)(Eclipse TS-100, Nikon)

3.2.2.8. Analisis de la capacidad de formar colonias en
condiciones independientes de anclaje

La capacidad de formacion de colonias de las linekdares DU145 y PC3 se
estudio mediante el analisis de su crecimientogan blando. El agar blando es un tipo
de cultivo semisolido en el cual, con el objetiv® estudiar su clonogenicidad, las
células son sembradas a baja dilucion. En estedigpoultivo se preparan 2 capas de
DMEM completo en las que se disuelven diferentescentraciones de agar,
proporcionando diferente densidad a cada capa.apa ferior sirve de base y la
superior contiene la dilucion celular. Para la prapion de la capa inferior se emple6
agarosa al 6% en agy®eaKem LE agarose, Lonzdjras la esterilizacién de la
solucion la agarosa se diluyd en DMEM completo mpprcion 1:10. Este medio se
dej6 solidificar una hora a 4°C. Para preparaafmcsuperior se empleé agarosa de bajo
punto de fusion. De esta manera la temperaturacadbla mezcla agarosa-DMEM se
mantiene liquida es inferior, por lo que consegwmunimizar el estrés celular por
choque térmico. La agarosa de bajo punto de fusOprepard al 4% en agua. Tras su
esterilizacion se diluyd en DMEM completo en pragpa@n 1:10. La densidad deseada
de células se afiadia a esta solucibn que era tmfmssobre la base de agar
previamente preparado. Se facilité la solidificacitel agar mediante su mantenimiento
durante una hora a 4°C. Las células se mantuvesr@ste medio durante 3 semanas en
el caso de las DU145 y durante 2 en el de las HGhscurrido este tiempo se
contabilizaron las colonias formadas. Las micrdgeafepresentativas fueron obtenidas
mediante el uso de un microscopio invertido (1(B9lipse TS-100, Nikon)

3.2.2.9. Analisis de la tasa de apoptosis: Estudio de la poblacion
SubG1

Con el objetivo de estudiar la tasa de apoptosiscéulas se tripsinizaron y
centrifugadas a 450 rcf. A continuacion se fijamon parafolmaldehido al 4% vy
permeabilizadas con etanol al 70%. Los fragmeneo®MNA de bajo peso molecular
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salen de las células que se encuentran en solscamu®sas, por lo cual en su interior
gueda una cantidad de DNA inferior a 2n. De estaemsalas células apoptoéticas
pueden ser identificadas en histogramas de fre@eleccontenido de DNA como la
poblacién con un contenido de DNA por debajo dégailacion SubG1l). El citbmetro
de flujo permite identificar asi la poblacion apifta y células intactas. Previo al
analisis en el citometro las células eran incubadmante media hora a 37°C con una
solucion de RNAsa (100 pg/ml) y yoduro de propiddd pg/ml). Las células
apoptoticas se detectaron y cuantificaron mediaht&émetroFACS Canto™ Il (BD
Biosciences)Los datos fueron analizados con el progré&hoaving Software.
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4. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Los gréaficos se realizaron utilizando el progranspeeializadoGraphPad
Prism. Todos los experimentos se repitieron un minim@ dkeces. Los valores de las
graficas corresponden a la media de los experimartdizados. Las barras de error en
los gréficos indican el error estandar (SE), a menee se indique lo contrario. El nivel
de confianza empleado en todos los analisis estadisue del 95%cu= 0,05).

En el analisis de los datos obtenidos se empledirogrsos estadisticos en
funcién de la comparacién deseada. Para la comiparde dos medias entre muestras
independientes fue utilizado el test paramétricdet Student, mientras que en la
comparacion entre multiples componentes se emgléése ANOVA. En todos los
casos se ha estimado una varianza igual, exceptoseexperimentos con animales
donde se ha utilizado el test U no paramétrico darMWhitney. Se aplicaron analisis
estadisticos de dos colas en los disefios expeafeenfjue carecian de un resultado
previsto y una cola de distribucion en los casosvdidacion. Los analisis de
correlacion entre la expresion de 2 genes se agatizaplicando el test paramétrico de
correlacion de Pearson. Para la deteccion de gdifesencialmente expresados, los
datos obtenidos del microarray se analizaron mesdlia estadistico de Bayes
moderado. Con el objetivo de estudiar el gradondependencia entre dos variables
categoricas se realizo la prueba estadisticguadrado. Finalmente, en los estudios de
supervivencia, se determind por cada genotipo iargel tiempo transcurrido entre el
nacimiento y la muerte natural o el sacrificio pazones éticas. Los datos obtenidos
fueron analizados mediante el método Kaplan-Meier.
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Objetivo 1

Evaluar la implicacion de LKBT
en la patogénesis y progresion
del cancer de prostata

1.
OBJETIVO 1: EVALUAR LA IMPLICACION DE LKB1 EN
LA PATOGENESIS Y PROGRESION DEL CANCER DE
PROSTATA
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LKB1 ha sido implicado en el desarrollo de un ampiango de canceres
epiteliales y de pulméfHerrmann et al., 2011) (Sanchez-Cespedes et @2)2Sin
embargo, existe muy poca literatura que describ@apel en el contexto del cancer de
préstata.

Proponemos que la pérdida de LKB1 desempeiia uni paga iniciacion y/o
progresion del cancer de prostata, por lo que dp eapitulo, evaluamos la
consecuencia de su modulacion genética y el menarasociado.

HIPOTESIS

LKB1 actia como un gen supresor de tumores canceedrostata

Con el objetivo de profundizar en la hipdtesis f@ada, investigamos el grado de
implicacién y el mecanismo de accién de LKB1 ercd@icer de prostata mediante el
empleo de tres metodologias de estudio diferentes:

1. Para analizar la relevancia de LKB1 en el cAncegrdstata humano evaluamos
la alteracion en los niveles de expresion de RNAgagro y proteina de LKB1
mediante el uso de muestras parafinadas y de das#tos publicas
disponibles.

2. Con el objetivo de caracteriziarvivo su papel en la patogénesis del cancer de
prostata generamos lineas de ratones condiciokadegoutde LKB1 en los
que hemos delecionado uno o ambos alelos del gehegitelio prostatico.
Asimismo evaluamos la implicacion de la delecior 81 en el contexto de
mutaciones oncogéncias, como es la delecion detsopde tumores PTEN.

3. Con el objetivo de describir el mecanismo de acd®hKB1 en cancer de
prostata, alteramos su expresion en lineas cedutanmanas, para evaluar a
continuacion las consecuencias de su expresion.

1.1. EVALUACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE LKB1
EN CANCER DE PROSTATA

Quisimos, para comenzar, determinar la existengigainbios en la expresion
de LKB1 en cancer de préstata. En el contexto @éeter de este tejido, se ha apuntado
la posibilidad de que las mutaciones somaticasgruedr un evento relativamente raro
en comparacion con otro tipo de tumores como epweon (Taylor et al., 201Q)
Decidimos, por lo tanto, analizar la expresion #&BL a nivel de proteina y mRNA.
Segun muestran estudios previos, el nivel de trgotsén de LKB1 en la prostata de
individuos sanos es bafGollins et al., 200Q)y a nivel proteico, se detecta su presencia
en el citoplasma de las células luminglésnde et al., 2007).
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1.1.1. Evaluacion del nivel de expresion de LKB1 a nivel de
proteina en cancer de prostata

En primer lugar estudiamos la expresion de LKBlvalrde proteina mediante
el andlisis inmunohistoquimico de microarray de tejidos compuesto por 207 biopsias
con material evaluablgiusiano et al., 2012)

DISENO EXPERIMENTAL

Obijetivo: Estudiar la expresion de LKB1 a nivel de protednacancer de préstat
humano

Muestras: 206 casos de tumores de prostata y 1 caso déas@omtraepitelial de
prostata (PIN)

Metodologia: Tincion inmunohistoquimica y evaluacién patolégica

Test estadisticc Chi cuadrad

El analisis demicroarray de tejidos nos permitié confirmar que en un grueo d
biopsias no se detecta la expresion de LKB#. R1A). Con el objetivo de cuantificar
este resultado los niveles de expresion observegltiataron como variables ordinales
y se clasificaron en 3 categorias: 0 (sin expr@sibr(expresion baja) y 2 (expresion
alta). La cuantificacion de los resultados del analismunohistoquimico indicé que la
ausencia de expresion de LKB1 presentaba una presialdel 38,64%Fig. R1B).

Con el objetivo de determinar si las muestras idaki en elarray de tejidos
presentan algun tipo de correlacion entre la eiqmmede LKB1 y la agresividad del
tumor clasificamos las biopsias incluidas en bakeescala de Gleason. Mediante esta
clasificacion, pudimos observar que el conjunto sinaé se componia de tumores con
un grado de Gleason comprendido entre 3 y 5 (cafifio de este modo el Gleason mas
prevalente o mas alto si son discordantes). Eliasalealizado no mostré ninguna
correlacion entre la expresion de LKB1 y el gragaadresividad del tumor, sugiriendo
gue en el cancer primario de prostata la dismimudalos niveles de proteina LKB1 es
independiente de su agresivid&iy. R1B).

Los resultados obtenidos deicroarray de tejidos nos permiten concluir que
existe un grupo de tumores de prostata que presivedes indetectables de LKB1
mediante las técnicas empleadas, en favor de shigasplicacion en el cancer de
prostata.
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FIGURA R1. Lainmunoreactividad de LKB1 es indetectable en £€38,64% de los casos

A. Imagenes representativas del microarray de tejidos adlid_a tincion marrdon representa
la presencia de LKB1. Se muestran tinciones de 6 especin@mesales diferentes (n=207).

B. La intensidad de la sefial fue graduada en una escala del @ a2 €xpresion; 1 expresion
baja; 2 expresion alta). Se muestra el porcentaje de casmgocaados seglin esta
clasificacion, (panel izquierdo) y la correlacion entrady de agresividad, determinado segun
la escala de Gleason, y nivel de expresion (panel derecho).

1.1.2. Evaluacion del nivel de expresidon transcripcional de
LKB1 en cancer de prostata

Quisimos confirmar a nivel de mRNA los resultadt$eaidos del andlisis de
expresion a nivel de proteina. Para ello, medi&tricas bioinformaticas, se analizo
una seleccién de bases de datos constituidas pati@asde expresion génica derivados
de biopsias de pacientes con cancer de prostatadieiduos sanos. El analisis
comparativo entre perfiles de expresion en canosrpermite establecer patrones que
se repiten a lo largo de diferentes cohortes. e laello, empleamos dos estudios de
expresion, seleccionando, de entre los que dispomaia acceso, los que presentan
mayor valor muestral.

DISENO EXPERIMENTAL

Obijetivo: Evaluar el nivel expresion transcripcional de LK@&1cancer de prostat

Metodologia: Analisis de 2 bases de datos publicas:

Cdbdigo GEO Referencia
GSE21032  (Taylor et al., 2010)
GSE35988 (Grasso et al., 2012

Test estadistico: T de Student, analisis estadistico asumiendo ura de
distribucior

El acceso a los estudios decroarray de tejidos se realiz6 mediante la base de
datos denominad&EO profiles”, perteneciente al NCBI (del inglé®Jational Center
for Biotechnology Informatior). GEO es un depdsito publico internacional quéisec
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y distribuye libremente datos presentados por kmuwodad cientifica y originados
mediante la aplicacion de técnicas de alto renditojemicroarray o técnicas de
secuenciacion de proxima generadidgar et al., 2002).GEO profiles” se encuentra
disponible en la siguiente direccion wéltp://www.ncbi.nim.nih.gov/geo

Con el objetivo de evaluar el nivel de expresiGangcripcional de LKB1
seleccionamos dos estudios de perfiles de expregiG@omparamos los niveles
observados para este gen entre individuos sanegignes diagnosticados de cancer
localizado de prostata. Los resultados obtenidomgestran mediante diagramas de
cajas, donde en el eje Y se representa la tranatddm a logaritmo 2 del nivel de
expresion normalizado obtenido del microarfielg. R2). El andlisis de datos realizado
sobre ambos estudios revela un descenso significat los niveles de mRNA de
LKB1 asociado con el cancer de prostata, lo cuglese que la disminucion de la
expresion de LKB1 puede ser un evento relevanesen contexto.

FIGURA R2. El nivel de expresion
Taylor, et al. Grasso, et al. .. . .
Cancer Cell, 2010 Nature, 2012 transcripcional de LKB1 disminuye en
tumores primarios de prostata
— Diagramas de cajas mostrando la intensidad
sEd de sefial de LKB1 segun dos estudios de
10 B E determinacion de perfiles de expresion en
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PERSPECTIVAS Y MEJORAS EXPERIMENTALES

Evaluacion de los niveles de expresion de LKBldarcter de préstata

» En la cohorte empleada para el andlisis de expresidivel de proteina seria
recomendable analizar la actividad de LKB1, confiel de verificar la
correlacién con su expresion. Proponemos para asghgrado de actividad,
estudiar el nivel de fosforilacion de las proteidasia de LKB1

» En esta misma cohorte, seria ampliamente informatlisponer de las
muestras pareadas de RNA y DNA. De esta manerdgooos determinar
también la tasa de mutacion a nivel genomico Yy \elniranscripcional.
Mediante analisis comparativos se podrian estabtgeelos de concordancia
entre estos 3 estadios (DNA, RNA y proteina)

» Ampliar a un mayor numero de estudios de perfiesexpresion génica en
cancer de préstata el analisis bioinformatico rzealo.

En resumen, los resultados obtenidos indican quexpaesion de LKB1 se
encuentra disminuida a nivel de mRNA y proteindwsnores localizados de prostata.
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Estas observaciones son coherentes con la hipdiegiartida, por lo que procedimos a
determinar si su pérdida tiene consecuencias riclacion y/o progresion de este tipo
de cancer, valiéndonos para ello de modelos munratificados genéticamente.

1.2. EVALUACION DE LAS CONSECUENCIAS DE LA DELECION
DE LKB1 DE MANERA CONDICIONAL EN LA PROSTATA DE
RATONES

La hipotesis propuesta en la presente tesis dogiaatea que LKB1 actia
como un gen supresor de tumores en el cancer def@ORazonamos también que su
pérdida puede cooperar con otras mutaciones onicagéfrecuentes en este tipo de
tumor, seleccionando para su estudio la hipot&iaperacion con el gen supresor de
tumores PTENNardella et al., 2010).

HIPOTESIS

La delecién deLkbl en el epitelio prostatico da lugar a la iniciaciérdel cancer

La delecién deLkbl coopera con la delecion dBtenen cancer de préstata

Por lo tanto, con el fin de evaluar la contribucibm la delecién de LKB1 al
cancer de préstata exploraremos dos contextosigenéiferentes:

2.1.- La delecién completbl como Unico evento genético.

2.2.- La delecién combinada Béeny Lkbl

DISENO EXPERIMENTAL

Objetivos:
» Evaluarin vivo las consecuencias de la delecion condicionalLklgl en la
prostata
* Generar de modelos murinos sobre los que estutlipapel de LKB1 y la
potencial cooperacion con PTEN en el cancer deqieds
Cepas murinas de partida & C57BL6/129sv;Pb-CredPteff* x @
C57BL6/FVBLkb1™*
Metodologia:
* Recombinacion generada mediante la técnica Cre/LoxP
» Caracterizacion de las lineas murinas:

= Andlisis de supervivencia: Test estadistico Kaplaier
= Andlisis macroscopico e histolégico de los tejidoSincion
Hematoxilina/Eosina
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Tal como se describe en la introduccién, el cadeepristata progresa a través
de diferentes estadios. El primero de ellos eselaplasia intraepitelial de préstata
(PIN), considerada una lesion precancerosa quarseteriza por la apariciéon de focos
de displasia. Si la PIN evoluciona, el epiteliogpatico invadira el estroma circundante
y establecera un adenocarcinoma invasivo localiZasie se puede desarrollar como un
tumor localmente confinado o avanzado, para evenamde progresar y desarrollar
cancer de préstata metastati¢@bate-Shen and Shen, 200%Fig. R3A). La
caracterizacion de los modelos murinos generaddmse a esta clasificacion tumoral
nos permitira establecer el papel que desempefdll&Bla supresion del cancer de
préstata.

Con el objetivo de evaluar el papel de LKB1 en&iloer de prostata decidimos
generar un modelo murino en que combinamos la ideleondicional dé’teny Lkb1l
Tal como indicdbamos en la introduccion, partime$ whodelo analogo aPten’”
originado en el laboratorio del Dr. Pier Paolo Rafghero en su variante especifica de
tejido (los estudios en laboratorio han permitidafomar resultados equivalentes en el
modelo condicional y la mutacion en linea germipakmitiendo el modelo especifico
de tejido evitar la letalidad temprana por linfoaalgatias). En el modelo original la
delecién del gen se realiza en la linea germingu®a los 6 meses de vida da lugar a
la aparicién de focos de PIN indolen{& Cristofano et al., 1998)Recordemos que
contrastando con estos resultados en el modeloicional de delecién completa de
Pten Pter’®”) se detectan lesiones PIN a los 3 meses de wislaubles progresan hasta
desarrollar cancer invasivo a los 6 meses. Esteelmow presenta metastagizhen et
al., 2005) (Fig. R3A).

Nuestro primer paso consisti® en generar un modRbecre4Ptel?*. La
introduccién del transgeRb-Cre4 permite que la enzima Cre recombinasa se exprese
tras la pubertad (a la edad de 7 semanas) bagm#btdel promotor ARR2 probasina y
de forma especifica en el epitelio prostat{géu et al., 2001)La expresion de este
promotor se encuentra restringida a los tres |@ptostaticos (prostata anterior (AP),
prostata ventral (VP) y prostata dorsolateral (DLBpservando también una tasa de
recombinacion minima en las vesiculas semin@ldé®n et al., 2005)Este promotor
también induce la expresion de bajos niveles dedbrel oocito, dando lugar a la
recombinacién en la fase de desarrollo embrion@io et al., 2001 )por lo que, con el
fin de asegurar la recombinacion especifica dddegn la transmision del transgen Cre
empleamos Unicamente animales machos.

Con el objetivo de generar los modelos murinoscselaados partimos de las
lineas de ratones transgénitah 1/ (fondo genético FVB) y BL6/12Bb-Cre4Pten
loxlox (fondo  genético mixto C57/BL6 y 129sv). Estudio ipe han analizado el
impacto derivado del fondo genético de diversasanmurinas sobre la incidencia,
progresion y patologia del cancer de proéstata,ehdoi detectado que la cepa FVB
muestra predisposicion a la tumorogénesis en ejgte (Chiaverotti et al., 2008)Con
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el fin de eliminar estos efectos, en primer lugauizamos a lo largo de cuatro
generaciones ratoneikb1°/° con ratones salvajes de la linea murina C57/BL6&a pa
obtener animales de fondo genético enriquecido%etiBL6 (estimado 93% C57/BL6).
Finalmente  cruzamos machos  BL6/128:cre4Pte?* con  hembras
BL6/FVB;Lkb1/*, dando lugar en consecuencia, a la siguiente désnpeia: Pb-
cre4Pted*LkbI"™,  Pb-credPtef{* Lkb1®*,  Pb-cre4Ptef{" Lkb1°"™*  Pb-
cre4Ptef?"Lkb1™, Pb-cre4Ptel¥*Lkb1" y Pb-cre4Pteff’"Lkb1°¥% Las lineas
murinas obtenidas fueron denominatéib1”***, LkbP*", LkbP", PteR®* Lkb1P**"*
Pterf*"Lkb*"" y Pterf*""Lkb1°". Su patrén de genotipado a partir de DNA
gendmico de la cola se muestra en la siguientedigiig. R3B).

A Normal Prostatic
- intraepithelial -~
neoplasia (PIN)

Invasive

cxrcinoms ¥ Metastasis

epithelium

Modelo heterocigoto

Pten*"
Adaptado de Shen MM, et al.

[l: Genes Dev, 2010
Di Cristofano, et alNat Gens, 1998

Modelo homocigoto
Ptenpc--

Chen, et alNature, 2005

Lkb1pe++ Lkb1pe-- PtenPc*-Lkb1Pc*-  PtenPc*- Lkb1re-- Controles

PTEN CRE LKB1 PTEN CRE LKB1 LKB1
PTEN CRE LKB1 PTEN CRE LKB1 PTEN CRE LKB1 HET + WT KO

- Cre * (850 pb)

1 ; — —
'.1 . — — X . - Pten - (480 pb)
f - Pten * (350 pb)
— . - s — — e |- Lkbl - (300 pb)
g - 1 i - Lkb1 * (200 pb)

FIGURA R3. El modelo murino de cancer de prostata basado en lgpérdida de Pten
mimetiza los diferentes estadios de la enfermedad en humaso

A. Esquema indicando la progresién del cancer de préstatarearfos. Se muestran también
la progresion de la enfermedad provocada por la pérdida abéliea y bialélica del geRten.

B. Gel de agarosa en el que se pueden observar los cuatro genatipinos que se analizaran
en el presente estudio.

Dada la complejidad de estos cruces genéticoslaatatencion de animales de
diferentes genotipos, algunos grupos se han olateard bajo niumero. Los datos
obtenidos en nuestro laboratorio muestran quedtmesLkb1’®"" durante su primer
afio de vida presentan un comportamiento indistbigul de lod.kb1”°**, tanto en su
variante Pter?*"* como en Pterf*" (Torrano and Valcarcel-Jimenez datos no
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publicados y datos preliminares de esta tesis dafjtoEstos resultados son coherentes
con estudios previofHuang et al., 2008)Por tanto en el analisis comparativo de los
animales a tiempos tempranos se ha obviado latedzcion de ratonePterf®*”
Lkb2***"y se han utilizado animal&@erf** Lkb1"**"*,

El estudio de las lineas murinas generadas nosimaitglo determinar si la
pérdida deLkbl contribuye a la iniciacion y/o a la progresion aral en el tejido
prostatico, analizando para ello la supervivenciaistologia tisular en funcién de la
identificacién de lesiones cancerosas. Hemos detadn, por una parte, si la pérdida
deLkb1 como Unico evento genético es capaz de inicieamter de prostata, y por otra
parte, si su pérdida de coopera con la haploirisnfia dePten en la progresion
tumoral.

1.2.1. Evaluacion de las consecuencias de la delecién
condicional de Lkb1 en la prostata en modelos murinos

Con el objetivo de resolver si la pérdidaldé1 como Unico evento genético
tiene un papel causal en el inicio y/o progresiéhadncer de prostata, analizamos la
supervivencia y las potenciales alteraciones liigichs presentes en las lineas
transgénicas murindskb1”°** y Lkb1"°". Para analizar la supervivencia de los ratones
en funcion de la expresion d&bl en el tejido prostatico establecimos dos grupos:
Lkb2P"* (n=28) y Lkb1”*”" (n=29). Los animales fueron monitorizados semaeats)
sin haberse observado deterioro alguno de su salud largo del tiempo. En
consecuencia, se sacrificaron a los 18-20 mesesldeconsiderando este tiempo punto
final experimental. Los resultados derivados selizaran mediante el método
estadistico Kaplan-Meier. Las curvas representatikala supervivencia muestran una
dinamica muy similar en ambos grupos, confirmandmiante el analisis estadistico
(p=0,863), que la ausencia de&bl en el tejido prostatico no influye sobre la
supervivencia de los raton@gg. R4A).

Quisimos profundizar en el papel quikbl, como Unico evento genético, puede
desempenfar en la histopatologia de la prostataaygha analizamos a nivel histolégico
algunas de las muestras del tejido prostatico ynpoér de ratoneskb1”***(n=7) y
Lkb2”"(n=16) a los 18 meses de vida. Como era de espesaratones salvajes no
presentaban alteraciones histoldgicas. El analisistejido prostatico de los ratones
deficientes pard.kblreveld la presencia de lesiones hiperplasicas ¢ ibaidencia
(12,5%) de larga latenci&ig. R4B). Cabe destacar la ausencia de lesiones neoplasicas
tras la delecion dekbl (Fig. R4C).
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FIGURA R4. La pérdida de LKB1 no afecta a la supervivencia pep provoca la aparicion

de lesiones hiperplasicas con bajo grado de penetrancia

A. Funcién de supervivencia calculada a partir del método dtapMeier para ratones WT y
ratoned kb1 KO condicionales de prostata.

B. Gréfico indicativo del numero de histologias analizadasgenotipo y el porcentaje de
incidencia de las lesiones identificadas en la préstatarndézaron tejidos de ratones de 18
meses.

C. Imagenes representativas del tejido prostatico tefildcheomatoxilina/eosina. Se muestran
los tejidos de 1 ratén WT y 2 ratonkkb1 KO de 18 meses.

Imagenes microscopicas adquiridas a 100X (#1 y #2) y 200X ¢#Bdica el codigo de ratdn
N: Tejido sano; LGPIN: PIN de bajo grado; HGPIN: PIN de altoadw; Adc:
Adenocarcinoma; SCC: Cancer de células escamosas

Los resultados obtenidos en la presente tesisegigor de los derivados del
anico modelo murino condicional de préstata gereragsta ahora en funcion de la
delecion deLkbl (Pearson et al., 2008ya que en este estudio se muestra que la
deficiencia deLkbl reduce la longevidad de los animales y causa &aic@n de
lesiones PIN en la prostata. Es importante menciqgoa el promotor empleado por
Pearson et. al.para dirigir la expresion de la enzima Cre recorata fue el
denominado p450 CYP1A(Finn et al., 2007) En este caso la expresion de la Cre
recombinasa se produce tras la administraciondietores de CYP1A1, en concreto la
administracion intraperitoneal dp-naptoflavona produce la recombinacion en la
practica totalidad del tracto genito-urinario. Tamo describen los autores del estudio,
el empleo del promotor p450 CYP1AL1 produce la @stide Lkbl dependiente de la
expresion del transgedéCreen los l6bulos de la prostata y en las glandulesales.
Ademas, se producen fendmenos de recombinaciopendeentes de la expresion de
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AhCreque afectan a rifiones, glandula bulbouretral cuésiseminal, testiculos y vasos
deferentes. Especulamos que los diferentes fersotpservados en la prostata tras la
delecién dd_kbl1 son el resultado del empleo de distintos prometde@ nuestro caso,
tal como indicabamos anteriormente, hemos emplehdiromotorPb-Cre4 bajo el
control de la expresion de ARR2 probasina que iedacexpresion de la enzima Cre
recombinasa de forma casi exclusiva en el epipgbgstatico(\Wu et al., 2001) (Chen et
al., 2005).De este modo podemos confirmar que los resultabieniolos en la presente
tesis son el reflejo de la funcion &bl en la supresion de los tumores de prostata.
Estos resultados nos llevan a concluir que la gardie Lkbl como Unico evento
genético no es un factor determinante en la ini@ndel cancer de prostata.

PERSPECTIVAS Y MEJORAS EXPERIMENTALES

Evaluacion de las consecuencias de la delecionicondl deLkbl en la préstat
en modelos murinos
» Analisis de supervivencia e histologico del modalorino condicional d
préstata_kb1P*"

1.2.2. Evaluacion de la cooperatividad de la pérdida
combinada de Lkb1 y Pten en cancer de prdstata

También quisimos investigar la potencial cooperaaatreLkbl y Ptenen la
supresion del cancer de préstata. Analizamos,tarito, si la pérdida de monoalélica
o bialélica de LKB1 hace progresar el fenotipogiitd por la heterocigosidad de
PTEN.

Con el objetivo de analizar si la perdida combindd®&teny Lkb1 produce un
efecto sobre la supervivencia de los ratones daomliestablecer los siguientes grupos:
Pterf®*"Lkb1**" (n=16, considerado en base a estudios prelimimarenostrados con
un grupo equivalente Bterf“”"Lkb1"") y Ptef®Lkb1°" (n=17) y analizar los
resultados mediante el método estadistico KaplaierM&mbos grupos experimentales
fueron monitorizados semanalmente. La vigilanciatiooada nos permitié detectar que
a partir de los 8 meses de vida los animales pestentes al genotipBterf®* Lkb1°®"
comenzaban a mostrar un rapido deterioro en sdeeska salud. Esta observacion dio
lugar a monitorizar este grupo 3 dias por semagrata de los 7 meses con el objetivo
de asegurar el punto final humanitario. Todos InoBnales Pterf**"Lkb1"°” fueron
sacrificados en el momento que presentaban signaoetérioro de salud tales como la
observacion de piloereccion o movimientos lentospgstracion. Los resultados
obtenidos nos permiten concluir que la deficietotal deLkbl en el contexto genético
de la heterocigosidad d&enreduce significativamente la supervivencia der&tenes
(vida media 42,93 + 2,81 semanas). Sin embargdetarocigosidad combinada de
ambos genes no altera la supervivencia con respdo®animales salvaj€sig. R5A).
Estos resultados indican que la dosid kel tiene un papel critico en la agresividad de
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los tumores derivados de la heterocigosida®t@® impactando significativamente en
la vida medigFig. R5A).

El analisis macroscopico realizado durante la nestaode los ratones del grupo
PterP“*"Lkb1*°" nos permitié6 concluir que la causa de la muertéodes los animales
de este genotipo es el avanzado estado y la digaeidindel tumor de prostata. Los
animalesPter?®""Lkb1°°" presentaron fusién de los 6rganos presentes eavidad
abdominal, integrantes del aparato digestivo, htor y excretor(Fig. R5D).
También presentaron nodulos blancos macroscopisises en diversos organos tales
como rifiones, higado y pulmones, e identificadogriori como focos metastéaticos
(Fig. R5D). El analisis histologico de los tejidos de estosmatés (n=13-15) nos
permitié observar que la combinacion genética gateeda lugar al desarrollo de cancer
de prostata de células escamosas con una inciddgicl®0%(Fig. 5B). La mayoria de
los casos (84,6%) presentaron ademas lesiones paites metastaticas y un alto
porcentaje presentaron metastasis en nédulositio$ainguinales (45,4%(Fig. 5C).
Estudiamos asimismo la cohorte de ratoPes?®" Lkb1°°" a dos tiempos relevantes a
este estudio: a 10 meses, un tiempo equivalent® & supervivencia media de los
Pterf®**Lkb1"*" (n=5, datos no mostrados) y a 18 meses, el tidfmpbexperimental
(n=5) (Fig. 5F). Los resultados confirmaron que este genotipo aolugar a la
iniciacién de cancer de préstata de modo robustb0 Aeses, un 60% de los animales
presentd PIN de alto grado, y el 40% PIN de bapdgr A 18 meses, el 20% no
presento lesiones histolégicas, un 20% presentadelbiajo grado, un 20% PIN de alto
grado, un 20% adenocarcinoma intraductal focahy2Q% carcinoma invasivo de
células escamosdbig. 5F). No se observaron signos macroscopicos de matastas
ninguno de los animales de este genotipo analizgdgs5G). La pérdida de un alelo
de Pten da lugar al desarrollo de adenocarcinomas de gieo&hen et al., 2005)
(Huang et al., 2008) (Ittmann et al., 201Bh este contexto genético observamos que la
pérdida bialélica dékbl en el contexto de la heterocigosidadRien compromete la
diferenciacion tumoral con el desarrollo de camgecélulas escamosas.

Cabe destacar que este es el estudio de mayorvidagdeque se ha podido
realizar en un modelo murino basado en la hetevslgd dePten en el tejido
prostatico ya que en los generados hasta ahoralézidh se producia en la linea
germinal, mostrandose letal a los 12 meses depoadain fenotipo predominante de
linfoadenopatia¢Di Cristofano et al., 1998).

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto lpe@@ion entréteny Lkbl
en la supresion del cancer de préstata, demostiaetnas que la dosis deblinfluye
decisivamente sobre la agresividad del fenotipaltaste. El analisis de los modelos
murinos generados nos permite concluir que la aelete Lkbl acelera la progresion
tumoral en el contexto de la haploinsuficiencidPtendando lugar a cancer metastatico
de prostata en el que la letalidad observada esante a la agresividad mostrada por el
tumor.
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Cabe destacar que la pérdida completaLklel en este modelo desarrolla
invariablemente cancer de prostata de células esammEste es un tipo de tumor no
habitual, con una incidencia de entre el 0.5% %%l de todos los carcinomas de la
préstata. Se describe como un cancer agresivo oansupervivencia media de 14
meses tras el diagnostico. No existe tratamienfmitieo aplicandose en la clinica
tratamientos de terapia combinada: intervencioniggica, quimioterapia multimodal y
terapia de radiacion(Malik et al.,, 2011) Por tanto, nuestro modelo murino
(Pterf"*Lkb1"°") podria ser empleado para el estudio del mecaniswiecular del
proceso tumorogeénico de este tipo de cancer erolgba asi como herramienta sobre
el que probar terapias de potencial aplicacion.inhportancia del modelo generado
(Pter?**Lkb2*") radica ademas en que, hasta nuestro conocimiestel primer
modelo de ratén para el estudio de cancer de padsta el que se observa que el
desarrollo metéastasis es responsable de la ledglidaisado erParisotto and Metzger,
2013) Este modelo mimetiza la progresion del canceprdstata en humanos por lo
que esperamos que su estudio nos permita ayudtatdexer las bases moleculares que
actian en la tumorigénesis, desde la aparicionedmries precancerosas hasta el
desarrollo de metastasis letales.

El cancer de préstata presenta tropismo para lastasis en el tejido 6seo,
mostrando caracteristicas osteoblasticas mas giends osteoliticad_ogothetis and
Lin, 2005) El analisis patolégico de huesos largos (tib@eyoné) no ha mostrado la
presencia de lesiones metastéatiffeig. 5C), aun asi, seria interesante analizar otros
huesos con el objetivo de descartar la metastasiste tejido. También seria de interés
analizar la presencia de metéastasis en el cerebmug este 6rgano también ha sido
descrito como tejido diana de metastasis del cateprostatéCraig et al., 2015).

PERSPECTIVAS Y MEJORAS EXPERIMENTALES

Evaluacion de la cooperatividad de la pérdida coada dd_kb1y Ptenen cancer

de préstata

» Analizar mediante técnicas inmunohistoquimicasdésji 6seo y cerebra
Mediante la deteccion de AR se podrian confirmaprisencia de lesion
metastaticas originadas en la prostata

» Andlisis de supervivencia e histologico del modeiarino condicional d
préstataPterf® Lkb1"e"
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FIGURA R5. La pérdida combinada de Pteny Lkb1l colaboran en la progresion del
cancer de prdstata dirigido por la haploinsuficiencia dePten

A. Funcién de supervivencia calculada a partir del método dapeier para ratones
condicionales de prostatBter?ct-Lkb1rct- y PterPc-Lkb1re',

B. Gréfico indicativo del porcentaje de incidencia de lasdess identificadas en la préstata
de ratone®ter?*-Lkb1rc-. Se analizaron tejidos de ratones de 10 meses aproximat@amen
C. Grafico representativo del porcentaje de metastasis dmaaPter?c*-LkbIc’ de 10
meses aproximadamente.

D. Imagenes representativas de la préstata, pulmén y rifidnrdeoBesPterPc*-Lkb1rc-de
10 meses.

E. Imagenes representativas del tejido prostatico y pulmtatado con hematoxilina/eosina.
Se muestran los tejidos de 3 ratofter?c*-Lkb1*¢-de 10 meses.

F. Grafico indicativo del porcentaje de incidencia de lasdess identificadas en la préstata
de ratone®terP*-Lkb1rc- | Se analizaron tejidos de ratones de 18 meses.

G. Gréfico representativo del porcentaje de metastasis dmeaPter?c*-Lkb1rct- de 18
meses.

H. Imagen representativa de la préstata e imagenes reprisgasitdel tejido prostatico y
pulmonar tefiido con hematoxilina/eosina de un r&terPc*-LkbIc+-de 18 meses. El animal
presenta cancer de células escamosas invasivo sin lesiemastastasis.

Todas las imagenes microscopicas fueron adquiridas a 1®@¢pto la imagen #8 del tejido
pulmonar que fue adquirida a 200X. Las flechas amarillacamdtumores de préstata. Los
circulos amarillos indican tumores invasivos de préstata circulos amarillos punteados
indican focos de metastasis. # Indica el cédigo de raton

N: Tejido sano; LGPIN: PIN de bajo grado; HGPIN: PIN de altadw; LN: Nédulo linfatico;
Adc: Adenocarcinoma; SCC: Cancer de células escamosas

1.2.3. Analisis comparativo de los modelos murinos
generados a tiempos tempranos

La reduccién de la vida media observada en losneat®ter?®" Lkb1"*"
imposibilitd el analisis histolégico comparativo ks tejidos a mismos tiempos de los
diferentes genotipos. Por lo tanto, decidimos éstab un nuevo grupo de animales
experimentales compuesto por individuos de losrougénotipos de estudio a seis
meses de edad (n=3-6). La extraccion individuaizde los tres lI6bulos prostaticos y
su pesaje nos permitié llevar a cabo el analisisparativo de los tejidos. La medida
del peso medio de los l6bulos anteriores de lastgias confirmo la hiperplasia tisular
en los dobles mutantes con delecion Lldéw1l en homocigosis. La siguiente figura
muestra los resultados correspondientes al I6balstdtico anteriofFig. R6A), aunque
la tendencia observada fue la misma en los 3 I&bulo
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FIGURA R6. La pérdida de Lkb1y la haploinsuficiencia dePtenaceleran la progresion
del cancer prostata

A. Grafico en el que se muestra la media de los pesos de los danieriores de la prostata
de ratones de 6 meses (n=6; n=5; n=5; n=3).

B. Gréfico indicativo de los genotipos analizados y el fermtipostrado a los 6 meses en la
préstata. (n=6; n=3; n=4; n=5)

C. y D. Imagenes representativas de la prost@a y del tejido prostatico tefiido con
hematoxilina/eosinéD) de ratones de 6 meses.

E. Imagen representativa del térax e imagen representativéejitlo pulmonar tefiido con
hematoxilina/eosina de un ratdterP*-Lkb1Pc- de 6 meses. El animal presenta SCC
multifocal invasivo con metastasis pulmonar.

F. Gréfico representativo del porcentaje de metastasis manmde ratoneBter?*-Lkb1rc-de

6 meses

Todas las imagenes microscépicas fueron adquiridas a k0@épto la #18 que fue adquirida
a 200X. Las flechas amarillas indican tumores de préstaia.dirculos amarillos punteados
indican puntos de metastasis. # Indica el codigo de raton.

N: Tejido sano; LGPIN: PIN de bajo grado; HGPIN: PIN de altoady; Adeno:
Adenocarcinoma; SCC: Cancer de células escamosas; LN:Idhafdtico
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Los 6rganos de los ratones de los cuatro genoéipingliados fueron analizados
macroscopicamente e histolégicamente en el monumiteacrificio. El examen de los
animalesPterf**"Lkb1”°” reveld la presencia de cancer de préstata en%| & los
casos (dos casos de cancer de células escamosas gasw de carcinoma
adenoescamoso). El andlisis del resto de los gersotieveld la ausencia de lesiones
malignas(Fig. R6B, C y D).El examen macroscopico de la cavidad toracicatbmes
Pterf“*"Lkb1°" reveld la presencia de nédulos pulmonares, cobipaticon lesiones
metastaticas en el analisis histolégico en un 26%sl animalegFig. R6E).

El anadlisis comparativo de los tejidos indica guesa6 meses de vida la linea
murina Pter?*""Lkb1°°" desarrolla cancer de préstata metastatico de rtedprano,
mientras que en el resto de los genotipos anakzamp se observan alteraciones
significativas a este tiempo. Observamos ademéasaquérdida total dekbla 6 meses
se refleja en la presencia mayoritaria de cancegllgas escamosas en detrimento de la
presencia de adenomas (PIN), caracteristicos dhatifp® tumoral derivado de la
heterocigosidad dBten (Ittmann et al., 2013)Estos resultados se sitlan en linea con
los mostrados a tiempos tardios (10 medesg) 5).

Una vez comprobada la relevancia de la pérdida KiBlLen el cancer de
préstata humano y su papel a través de modelosxasugenéticos, el siguiente paso
consistié en desentrafiar su mecanismo de acciéiamee! uso de model@s vitro.

1.3. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD SUPRESORA DE LKB1 EN
LINEAS CELULARES DE CANCER DE PROSTATA

Los resultados mostrados hasta ahora apuntan lehc@apel que LKB1
desarrolla en la inhibicién del cancer de préstatajue nos llevo a preguntarnos cual
seria su mecanismo de accion. LKB1, a través deliangs de la familia AMPK-RK,
ha sido implicado en la regulacion de diversasitmes biologicas que intervienen a lo
largo de la oncogénesis (revisado(Alessi et al., 2008) Postulamos, por lo tanto, que
estos podrian ser los procesos mediadores en eniee® de supresion tumoral que
nos interesa.

AMPK es la diana mas estudiada, habiéndose desertensamente las
consecuencias de su activacion (revisaddldraylova and Shaw, 2011Proponemos
gue el mecanismo de accién de LKB1 podria ser dbpere de AMPK, lo cual
potencialmente podria verse reflejado en un descaelscrecimiento tumorgHardie,
2011)y/o en la inhibicion del efecto Warbu(gaubert et al., 2013)Por otra parte, el
resto de miembros de la familia han sido ampliasénplicados en la regulacion de la
polaridad celular (revisado eBright et al., 2009 por lo que razonamos que la
alteracion de esta funcion biologica potencialmemtéria dar pie a la adquisicion de
capacidades oncogénicas permisivas del desarrelimetastasis. Los datos obtenidos
del estudio de los modelos murinos generados awestnhipotesis. Proponemos que
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uno de los mecanismos planteados o bien la conibmde varios son los responsables
de la supresion tumoral ejercida por LKB1 en ekeamle prostata.

HIPOTESIS

El mecanismo de accién de LKB1 en la supresién dedncer de préstata regula
negativamente:

v El crecimiento celular
v' La adquisicion de capacidades metastaticas

Con el objetivo de investigar en el mecanismo dedéacde LKB1, en primer
lugar, se determind la expresion de esta proteinanepanel de lineas celulares de
cancer de prostata. En base a estos resultadosgmidionstruir un modelo celular
sobre el que estudiar las consecuencias de langiasde LKB1 en funcion de los
criterios planteados en la hipoétesis. El estudioed®s pardmetros bioldgicos nos
permitié evaluar la inhibicion de algunas de lagacédades oncogénicas postuladas en
el modelo actual de progresion del cangéanahan and Weinberg, 2000) (Hanahan
and Weinberg, 2011)Mediante esta estrategia nos propusimos idemtifiqué
caracteristicas tumorales se encuentran alteradaesencia de LKB1.

1.3.1. Generacion de un modelo celular para el estudio del
mecanismo de accion de LKB1

En primer lugar, analizamos los niveles transcoipales y proteicos presentes
en un conjunto de lineas celulares de cancer deghad

DISENO EXPERIMENTAL

Objetivo: Generar un modelo celular valido sobre el que eatwl mecanismo d
accion de LKB1

Muestras: Células DU145 deficientes para LKB1 de las quevdmos las linea
isogénicas: pBABE, pBABE-LKB1 y pBABE-LKB1 KD

Metodologia: Lineas generadas mediante infeccion retroviradpyesion de LKB1
analizada mediante Western blot (WB) y PCR cuani#taen tiempo rea
(QRTPCR)

Test estadistico: T de Student, analisis estadistico asumiendo urla de
distribticior

Los andlisis de expresion realizados mediante VGRVPCR vy llevados a cabo
en paralelo, mostraron una correlacion entre lesles de mMRNA y proteina de LKB1,
lo cual no es una norma en el contexto del canegrdstatgVarambally et al., 2005)
(Fig. R7). Cabe destacar el hecho de que las lineas celutmmgnas PWRI1E y
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RWPE1 no presentan los mayores niveles de expred@drKB1l, como podria
corresponder a un gen supresor de tumores cldsitdinea con esta observacion en
cancer de pulmon se ha descrito que existe umgctinge tumoress@0%) que en los
gue se detectan altos niveles de LKBbnde et al., 2007).
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FIGURA R7. El nivel de expresion de LKB1 varia en diferentesineas celulares de cancer
de prostata

A. Western blot representativo mostrando la expresion de L&Blineas celulares de cancer
de prostata (n=3).

B. Analisis de la expresion de LKB1 en lineas celulares de cadeepréstata mediante
gRTPCR. Las barras negras y grises representan lineasareslule cancer de préstata,
benignas y agresivas respectivamente. Se representavladés estandar (n=3).
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Observamos que en la linea celular DU145 care@xpiesion para LKB{Fig.
R7). Estos resultados estan en concordancia con estyitevios en los que se
identifica una mutacion, consistente en la deled@®rinco nucledtidos, que desplaza el
marco de lectura y da lugar a un producto protaicecado(lkediobi et al., 2006)La
mutacionSTK11 Hom c¢.532_536delAAGCC p.K178fs¥8detecta en homocigosis en
LKB1. Esta caracteristica genética nos permitiGegenun modelo celular sobre el cual
estudiar las consecuencias de la reconstitucionkdBd, con el objetivo de investigar
su mecanismo de accion en la supresion del caegamodtata.

Por otra parte, cabe destacar, que la linea cdallld®5 no presenta mutaciones
para el gen PTENIkediobi et al., 2006} que la proteina sexpresa correctamente
(Rhee et al., 2014Debido a ello, queremos remarcar que efectosreddes tras la
expresion ectopica de LKB1 en esta linea celulaserdn consecuencia del potencial
mecanismo de cooperacion entre ambos genes.

Con el objetivo de estudiar el mecanismo de acde@hKB1 en la supresion del
cancer de proéstata, infectamos células diana cdicyas retrovirales que codifican el
gen salvaje LKB1 o un mutante inactivo (K78Bhaw et al., 2004)Conseguimos de
esta manera establecer tres lineas isogénicasfegrerdunicamente en la expresion de
LKB1. La linea que denominaremos pBABE, fue infdatanediante retrovirus que
contenian el vector de expresion vacio, es pomaitot deficiente para LKB1 y se
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empleara como control. La linea DU145-pBABE-LKB1 WéKkpresa en un unico
transcripto la forma salvaje de LKB1 precedida @looctapéptido FLAG en el mismo
marco de lectura. La linea celular DU145-LKB1 KDpeesa un mutante LKB1 sin
actividad catalitica y con la marca FLAG. Este mtagdue generado con el objetivo de
discernir entre actividades dependientes e indepetad de la actividad quinasa de
LKB1.

A DU145 B
22RV1 PBABE pBABE-LKB1pBABE-LKBLKD 4.0+
LE ]
=
=
G-LKB1 - 2 3 *
FLAG- 4
R
“ee |
Lkl | . S T
2 204
-
L]
-
£
i T 104
B-Actina . . - - e - - . ﬁ
2
Cambio 0.0 T
relativo (u.a) 1.00 - 1,80 2,17 PBABE pBABE-LKB1  pBABE-LKB1 KD

FIGURA R8. La expresién de LKBL1 tras su introduccién en la linea celular DU145 es
comparable a la expresidn enddgena en la linea celular 22RV1

A. Western blot mostrando la expresion de LKBL1 tras la genéngoor infeccion retroviral de
células estables que sobreexpresan LKB1 o LKB1-KD en lalgsdular DU145. La expresion
de LKB1 fue cuantificada por densitometria y relativizadbbs niveles de expresion de
actina. Se muestra el aumento relativo de los niveles de L&Blas células DU145 frente a
las células 22RV1.

B. gRTPCR mostrando la expresion exdgena de LKB1 en la linedacddU145 (n=3).
*»*p <0,05; * p<0,01

Quisimos a continuaciéon comprobar el nivel de esipre obtenido en las
condiciones de expresion ectopica de LKB1, reatingpara ello el andlisis a nivel de
proteina y de transcriptfFig. R8). La sobreexpresion de LKB1 podria dar lugar a
efectos artefactuales si la abundancia de protairs®e ajusta a la endégena en sistemas
celulares relacionados. Con el objetivo de descadta situacion, llevamos a cabo un
andlisis semicuantitativo del WB. La aplicacion tenicas de densitometria nos
permite relativizar la expresion de LKB1 a los hégela proteina control seleccionada
(B-actina) y calcular de esta manera el cambio deesijn relativo a nivel proteico
(Fig. R8A). Observamos que el nivel de expresion de LKBlpgotoes comparable al
nivel que presenta LKB1 en la linea celular 22RMd..seleccion de esta linea celular
como control se realizé en funcidn de los resuliadierivados del analisis de expresion
sobre nuestro panel de células de cancer de @o&ias resultados mostraron que la
linea celular 22RV1 presenta unos niveles de expregrcanos a los mostrados por las
lineas celulares benignas RWPEL1 y PWREK). R7). El haber clonado el péptido
FLAG anexo a la secuencia codificante de LKB1 egpla diferencia de migracién de
LKB1 ectépico en geles de acrilamida en condiciaesnaturalizantes. Los resultados
derivados del analisis de expresion a nivel trapsional confirman que el nivel de
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MRNA de la forma ectépica de LKB1 se mantiene emismo orden de magnitud y a
concentraciones comparab(&sg. R8B).

Por lo tanto, hemos generado un modelo celulardoasa la reconstitucion de
LKB1 en células de cancer de préstata deficiendea el gen, en el que se consigue un
nivel de expresion comparable al observado endiheaorales. Antes de comenzar a
estudiar el mecanismo de accion de LKB1 en la tigeoesis de préstata, quisimos
confirmar que las construcciones introducidas cienplas funciones celulares que les
habian sido atribuidas anteriormente, analizanda elo la respuesta ante el estrés de
energia.

LKB1 ha sido descrita como una quinasa maestraaladbra del metabolismo
y del crecimiento a travées de AMPK y de la via mT(&hackelford, 2013)La
activacion de la via LKB1/AMPK regula negativamertecomplejo de sefalizacion
MTOR. En concreto, AMPK inhibe mTORC1 a través adoksforilacion directa del
complejo TSC2 y de la proteina de anclaje RAPTGIRdd lugar a un descenso en la
sefalizacion de la vi@rig. R9A). En concordancia con esta descripcidbn mecanistica,
ha observado que el tratamiento con fenforminaag@z de inducir una respuesta
diferencial en células de cancer de pulmén quecearde LKB1 funcional. Lo cual se
refleja en un diferente grado de sefalizacion déedanTOR y en una mayor activacion
de las vias apoptoticaShackelford et al., 2013parcialmente debida a la incapacidad
de facilitar un respuesta celular adapta(i8haw et al., 2004).a fenformina actia a
nivel de la mitocondria, inhibiendo de manera titans. el complejo | de la cadena de
transporte de electrond®©wen et al., 2000) (Dykens et al.,, 2008duciendo en
consecuencia la produccion de ATP mitocondrialoceeimentando la concentracién de
AMP intracelular. Tal como indicAbamos en la introcion, el AMP libre se une a la
subunidady reguladora de AMPK permitiendo asi su activadidawley et al., 2010)
Basandonos en este conocimiento, evaluamos el ctenpento de nuestro sistema
celular mediante el estudio de la respuesta agddaofas) ante el tratamiento con
fenformina (1 mM), analizando para ello el estagoadtivacion de la via mTOR a
diferentes niveleg¢Fig. R9B). El nivel de fosforilacion de la proteina ribosdr8é& se
emplea habitualmente como medida del grado deamdbin de la rutgDibble and
Manning, 2013) Por lo tanto, con el objetivo de confirmar laieation diferencial de
la via en funcion de la presencia de LKB1, decidimmoonitorizar el estado de
fosforilacion de AMPK, RAPTOR y S6. Observamos gee, ausencia de estrés
energeético, la presencia de LKB1 funcional se spwadia con una mayor inhibicion
de la ruta. Esta situacion se reflejo en las alien@s observadas en los niveles de
fosforilacion de las proteinas seleccionadas, tamoel aumento en los niveles de
fosforilacion de los inhibidores de la via, RAPTQRMPK, asi como en la inhibicion
del nivel de fosforilacion de S6. Cabe destacarfcgre al estrés energético inducido
por el tratamiento con fenformina observamos gsiditeeas celulares carentes de LKB1
funcional responden mediante un aumento moderadosemveles de fosforilacion de
RAPTOR y AMPK y un descenso, también moderado,lenvel de fosforilacién de
S6. Estos resultados indican que, en respuestatamiento con fenformina, las células
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tumorales del tejido prostatico deficientes paraBllKson capaces de compensar su
carencia mediante la accion de otra quinasa capagatizar parcialmente su cometido.
En células DU145 se ha observado que JNK es capaztivar AMPK en respuesta a
la privacion de glucos@run et al., 2005)yor lo que especulamos que esta puede ser la
guinasa que active AMPK en respuesta al tratamiemofenformina en este contexto
celular. En el cancer de otros tejidos se ha oagerque CAMKHK (Xi et al., 2013y
DNA-PK (Amatya et al., 20123on capaces de activar AMPK en ausencia de LKB1. D
todas formas, las células que carecen de la furd®drKB1 no alcanzan los niveles de
regulacion de la via que se observan en las caolapetentes, indicando que, aunque
otras quinasas puedan llevar a cabo parcialmerftesion, no lo hacen de una manera
tan efectivg(Fig. R9B). El estudio del grado de activacion de la via mT@Respuesta
frente al estrés energético, nos permitio verifigae las células que expresan LKB1
ectopico se comportan tal como habia sido desanteriormentgShackelford, 2013)
Este hecho se refleja en la activacion difererdgala ruta en funcion de la presencia de
la forma salvaje de LKB1. Confirmamos de esta fogqua el modelo celular generado
cumple las funciones que le han sido atribuiddsc@so su validez para el estudio del
mecanismo de accion de LKB1 en la supresion dederate prostata.

A B DU145

Adaptado de David B Shackelford ;
. ’ Fenformina
J Carcinog 2013; 12:16. 1mM (4h) pBABE PBABE-LKB1  pBABE-LKB1-KD
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FIGURA R9. La presencia de LKB1 en
células DU145 dicta una respuesta ; -
diferencial frente al tratamiento con S6 - e TP -

fenformina durante 4 horas

A. Esquema indicando la via de sefializacion
LKB1-AMPK-mTOR. LkB1 - o oo W VDD W
B. Western blot representativo mostrando el
cambio agudo en la sefializacién de la via m-
TOR provocado por el tratamiento con PATN | qu e e e e — - o o
fenformina (1mM) durante 4 horas.
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El sistema celular incluye la expresion de dos &mme LKB1, la salvaje y una
mutante sin actividad catalitica. Discutiremosresultados obtenidos en dos apartados
independientes:

1.3.2.- Evaluacién de las consecuencias de la sijprede LKB1. Efecto
dependiente de su actividad quinasa

1.3.3.- Evaluacion de las consecuencias de la sigorele un mutante LKB1 sin
actividad catalitica. Efecto independiente de sividad quinasa

1.3.2. Evaluacion de las consecuencias de la expresion de
LKB1. Efecto dependiente de su actividad quinasa

En este apartado caracterizamos dos lineas calulitd45 isogénicas, que
Unicamente difieren en la expresion de LKB1. Estteinos ambas lineas en funcién de
una seleccién parametros que evallan la competerglidlar en determinadas
caracteristicas tumorales requeridas para la idgredel cancer(Hanahan and
Weinberg, 2000) (Hanahan and Weinberg, 2010)ediante el analisis de las
consecuencias de su expresion nos propusimos degasl funciones celulares que
regula LKB1 en el cancer de prostata. Investigaasisismo si la presencia de LKB1
se opone a la capacidad de las células tumoralpsotiterar, de alterar su metabolismo
energético y/o a la de activar la invasion tisuRarcontinuacién, con el objetivo de
identificar genes implicados en su mecanismo d@®agcestudiaremos las alteraciones
inducidas por su presencia en el perfil de expregéhica.

1.3.2.1. Estudio de los efectos bioldgicos derivados de la
expresion de LKB1

LKB1 fosforila y activa un total de 14 quinasastpeecientes a la subfamilia
AMPK-RK (Alessi et al., 2006Que a su vez son potenciales mediadoras de sbnacci
inhibidora del desarrollo tumoral. Las dianas deBllKejercen sus funciones en la
regulacion de la proliferacion, del fenotipo metamy de la polaridad celulgAlessi
et al., 2006) Por lo tanto, decidimos estudiar si la presedeid KB1 alteraba alguno
de estos parametros.

DISENO EXPERIMENTAL

Objetivo: Analizar el niUmero relativo de células

Muestras: Lineas celulares DU145 pBABE y pBABE-LKB1

Metodologia: Ensayo de cristal violeta

Test estadistico: T de Student, analisis estadistico asumiendo eola de
distribucién
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El andlisis del niumero relativo de células indioa tp presencia de LKB1 no se
refleja en la disminucion del crecimiento celu{&ig. R10). La hipétesis planteada
predecia que la presencia de LKB1 podria inhibisd@alizacion y el metabolismo
proliferativos a través de AMPK. Sin embargo, lesultados obtenidos no muestran
diferencias, sugiriendo que el mecanismo de suprdsimoral de LKB1 no se ejerce a
través del control del crecimiento celular.

La presencia de LKB1 en condiciones basales naigdesnte para inhibir el
crecimiento celular, quiza4 debido a que ésta aetlaespuesta al déficit de energia
(Shackelford, 2013)Razonamos, por lo tanto, que en condiciones tiésesnergético
es posible que la expresion de LKB1 funcional sedpureflejar en la disminucion de la
viabilidad celular, cuestion que desarrollaremos etnobjetivo 2. También seria
interesante analizar el crecimiento celular desesttulas en condiciones de hipoxia, ya
que es un estimulo capaz de activar AMPK y descdamo habitual en el entorno
tumoral(Vaupel and Harrison, 2004)
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FIGURA R10. La expresion exdgena de
LKB1 no altera el crecimiento celular en la

linea DU145

NUmero relativo de células totales analiza
por cristal violeta. Se muestra u
experimento representativo y su desviaci 0 2 H &

estandar (n=9). Tiempo (en dias)

Numero relative de células (u.a.)

PERSPECTIVAS Y MEJORAS EXPERIMENTALES

Estudio del crecimiento celular
» Analizar el crecimiento en condiciones de hipoxia
> Analizar el ciclo celular

Observamos que la presencia de LKB1 no regulaeelmiento celular. Por otra
parte, los resultados derivados del estudio soardinea murinaPterf® Lkb1P®"
demuestran que la pérdida combinada de ambos genaste a las células tumorales
en transformacion maligna adquirir la capacidadoggaoica de desarrollar metastasis.
En base a estos datos, nos propusimos averigustesipodria ser el mecanismo de
supresion tumoral ejercido por LKB1. Con el objetiestudiar si LKB1 regula los
procesos biolégicos que permiten la metastasidizanes si su presencia se podria
reflejar en la disminucion de tres capacidades ldgara adquisicion a lo largo del
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desarrollo tummoral. Las tres capacidades seleadam fueron la capacidad de

formacion de colonias en condiciones independiahdesnclaje, la de migracién y la de
invasion.

DISENO EXPERIMENTAL

Objetivo: Analizar funcionalmente capacidades oncogénicas
Muestras: Lineas celulares DU145 pBABE y pBABE-LKB1
Metodologia:
» Analisis de la capacidad de crecimiento en condesoindependientes
anclaje: Ensayo de formacion de colonias en agaudbol
e Cuantificacion de las capacidades de migracion vasidn: Ensayo e
camaras de Boyden
Test estadistico: T de Student, analisis estadistico asumiendo wia de
distribucion.

Para evaluar el grado de transformacion maligndadecélulas DU145 en
funcion de la presencia de LKB1, decidimos llevaabo un ensayo de crecimiento en
condiciones independientes de anclaje. Con estesdimbramos células embebidas en
un sustrato de agar blando y analizamos al cal#i a@kas la capacidad sobrevivir y de
formar de colonias. Tal como se aprecia en lasafutwgrafias mostraddsig. R11A),
la presencia de LKB1 inhibié notablemente el créento de las colonias formadas en
estas condiciones, reflejandose en una reduccib25¥ en el numero de colonias
presentes(Fig. R11B) y de una manera mas acusada, en el tamafo de dasas)i
cuantificandose una disminucion cercana al 60%aeiorimacion de colonias de gran
tamafno(Fig. R11C).Estos resultados indican que la presencia de LKBibe tanto la
capacidad para iniciar la formacion de coloniasn@da capacidad de proliferacion de
las mismas, sugiriendo que parte del mecanismapesion del cancer de préstata de
LKB1 potencialmente radica suprimir estas funcidneigicas.
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FIGURA R11. La expresion exégena de LKB1 en célulddU145 hace disminuir el

ndmero y el tamafio de las colonias formadas en aghtando

A. Micrografias representativas de las colonias formadasdmacer 21 dias en agar blando.
Imagenes adquiridas a 100X

B. y C. Cuantificacion correspondiente al nimero total de cok{Ba y al nimero de colonias
de tamafio grand€C) formadas (n=8). Se consideraron grandes las colonias qoeiabs
triplicaban el tamafio medio del resto

** < 0,001

Quisimos también analizar si su presencia regutapecidad de migracion y/o
la de invasion, ambas de obligada adquisicion pamesarrollo de metastasis. Para
caracterizar las células en base a estas capasittedensayos fueron llevados a cabo
mediante el empleo de camaras de Boyden. El disEfi@stas camaras permite
cuantificar el porcentaje de células capaces deamétraves del poro del filtro situado
entre ambas cadmaras, o bien, el porcentaje deasétalpaz de atravesar, ademas del
poro, una capa de matrigel que imita a la matrizaerlular a invadir. El andlisis de las
capacidades de migracién e invasion revel6 quadaepcia de LKB1 reduce ambos
parametros en un 50% y en un 40% respectivan{eigeR12A y B), apuntando hacia
la posibilidad de que LKB1 sea un importante supree las capacidades invasivas de
las células tumorales
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PERSPECTIVAS Y MEJORAS EXPERIMENTALES

Estudio funcional de las capacidades oncogénidasisaadas con el desarrollo
metastasis
» Recuperar las células, tanto del cultivo de agamacdas que ha
migrado/invadido, y analizar la variacion del getfianscripcional y |
activacion de las dianas de LKBL1.
» Andlisis in vivo de las capacidades metastaticas: Ensayo de idyeeni la
vena de la cola

Podemos concluir que parte del mecanismo supresdurdores ejercido por
LKB1 se centra en la inhibicion de las capacidatiemigracion e invasion tisular.

Los resultados obtenidos nos permiten demostrarlgygesencia de LKB1
reduce la capacidad de formacion de colonias ediciones independientes de anclaje,
la capacidad de migracion y la de invasiéon. Esessiltados avalan parcialmente la
hipétesis planteada e indican que LKB1 puede ajeste mecanismo de accion
antitumoral a través de una potente inhibicidénodeprocesos bioldgicos que facilitan el
desarrollo de metastasis.
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1.3.2.2. Analisis de las consecuencias del silenciamiento de LKB1
sobre la linea celular PC3

Con el objetivo de investigar el mecanismo de sipnetumoral ejercido por
LKB1 y su potencial, quisimos averiguar si LKB1 piadlegar a regular la funcion de
una linea celular altamente metastatica, seleacttmpara ello la linea PC3. El analisis
de las consecuencias del silenciamiento de LKBiesebcrecimiento celular y sobre la
capacidad de formacién de colonias en condiciondgpendientes de anclaje nos
permitié determinar la implicacion de LKB1 sobréossparametros.

DISENO EXPERIMENTAL

Obijetivo: Analizar de las consecuencias del silenciamientokd®l sobre la line
celular PC3
Muestras: Lineas celulares isogénicas PC3 que difieremexpresion de LKB1
Metodologia:
» Generacion de las lineas celulares: Infeccion itativy seleccion co
puromicina
» Andlisis de la expresién de LKB1: WB
» Andlisis de la viabilidad celular: Ensayo de clisialeta
* Analisis de la capacidad de crecimiento en conde&soindependientes
anclaje: Ensayo de formacion de colonias en agadol
Test estadistico: T de Student, andlisis estadistico asumiendo wia de
distribucion

El RNA de interferencia (RNAI) es un RNA de doblebha que da lugar al
silenciamiento del gen de una manera espedfigahs et al., 2004 Con el objetivo de
conseguir el silenciamiento génico mediado por RN#rodujimos, a través de
vectores lentivirales, secuencias con bucle codas RNA (shRNA) disefiadas
especificamente para silenciar el gen LKB1, lo gog permitid6 mantener un nivel de
silenciamiento estable de manera indefinida graaida capacidad del lentivirus de
incorporar su material genético (incluyendo el RNém el genoma celular. La mayor
limitacion de la técnica se debe a los efectogiveln al silenciamiento inespecifico de
otros genes, para evitarlos se emplearon dos sgaseate silenciamiento diferentes. La
hipotesis planteada predice que el silenciamiergo LKB1 podria exacerbar la
agresividad de la linea celular PC3, caracterimaeldiante el estudio de la capacidad de
formacion de colonias en condiciones independieteesnclaje.

Con el objetivo de evaluar las consecuencias teigamiento de LKB1 sobre
una linea celular altamente metastética infectaimdsmea celular PC3 con particulas
lentivirales portadoras del vector de un RNAIi cohfscramble pLKO) o de una de las
dos secuencias cortas de silenciamiento empleaidB1.04 y shLKB1.05). El
analisis de expresion de proteinas realizado med\B nos permitio comprobar que
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ambas secuencias silenciaban la expresion del gendierente efectividadFig.
R13A). Las consecuencias del silenciamiento diferenditdrado se pueden apreciar en
los niveles de ACC (acetil-carboxilo-carboxilasagfbrilada presentes. La reduccion en
los niveles de fosforilacion de ACC, diana dired&a AMPK, es consecuencia de la
ausencia de sefializacion LKB1/AMPK. La correlacidositiva mostrada entre el
descenso en los niveles de activacion de ACC yféatieidad mostrada por el
silenciamiento demuestran la funcionalidad deksist celulaFig. R13A). El analisis
de viabilidad celular corrobora que este paramatree encuentra bajo la regulacion de
LKB1 (Fig. R13B) coincidiendo con lo observado anteriormente efinka DU145
(Fig. R10), sugiriendo que LKB1 no ejerce su accion antitiahorediante la inhibicidén
del crecimiento celular. Por otra parte, el anglidé la capacidad de formaciéon de
colonias en condiciones independiente de anclaepeamitié concluir que en la linea
celular PC3 esta capacidad tumoral no se encueguada por LKB1. Observamos la
ausencia de diferencias tanto en referencia al raidecolonias formaddgig. R13C)
como al tamafde las misma@~ig. R13D).

La caracterizacion de las lineas celulares de cateceréstata empleadas en la
investigacion oncologica en funcion de su potenciatastatico, ha permitido
identificar a la linea celular PC3 como altamentetastatica, mientras que la linea
celular DU145 muestra un potencial metastatico mamite(\Webber et al., 1997).0s
resultados obtenidos por el silenciamiento de LKKB1a linea celular PC3 nos llevan a
plantear que es posible que el silenciamiento dénico gen supresor de tumores no
altere el fenotipo de una linea celular tan ageesomo la empleada.

En referencia a la expresion de LKB1 cabe destquarla linea celular PC3
presenta una disminucién aproximada del 50% en aomn con la observada en
células benignafFig. R7), es posible que tal disminucién sea suficienta gatimular
la formacién de colonias en condiciones independg&nde anclaje de forma
irreversible. En este sentido, resultaria interesamalizar las consecuencias del
silenciamiento de LKB1 sobre células que preseniezies de expresion cercanos a las
células benignas, proponiendo para ello la linddare22RV 1.

PERSPECTIVAS Y MEJORAS EXPERIMENTALES

Consecuencias del silenciamiento de LKB1 en lalaular PC3
» Estudiar las consecuencias del silenciamiento gende LKB1 en la line
celular 22RV:
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FIGURA R13. El silenciamiento de LKB1 no disminuye la densi@ad celular ni la
clonogenicidad de la linea celular PC3

Las células PC3 fueron transfectadas con shR&thambleo con shRNA para LKB1,
utilizdndose 2 secuencias diferentes

A. Western blot mostrando el silenciamiento de LKBL1 y la fodieion de ACC en células
PC3

B. Numero relativo de células analizado por cristal violeta. rBuestra un experimento
representativo y su desviacién estandar (n=3)

C. y D. Cuantificacion correspondiente al nimero t¢@) y al nimero de colonias de tamafio
grande(D) formadas tras crecer 10 dias en agar blando (n=3). Se comsidecomo grandes
las colonias que al menos triplicaban el tamafio medio dtl res

ACC: Acetil-CoA carboxilasa

1.3.2.3. Anadlisis del mecanismo de accion de LKB1 en la
supresion del cancer de prostata

En este capitulo analizaremos el perfil metabdjicanscripcional regulado en
presencia de LKB1, con el fin de arrojar luz sobrenecanismo de accion ejecutado
por LKB1 en la supresion del cancer de prostata.
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1.3.2.3.1. Caracterizacion del fenotipo metabdlico regulado por
LKB1

LKB1, a través de la sefializacion sobre AMPK aalatta respuesta metabdlica
adaptativa ante los cambios en la disponibilidad\@E (revisado ershackelford and
Shaw, 200R Razonamos que la alteracion del metabolismo eneoggta oposicion al
efecto Warburg (Hanahan and Weinberg, 2011)odria ser potencialmente un
mecanismo mediante el que LKB1 podria llevar a dabdunciones observadas en la
supresion tumoral.

DISENO EXPERIMENTAL

Objetivo: Caracterizar el fenotipo metabdlico
Muestras: Lineas celulares DU145 pBABE y pBABE-LKB1 KD
Metodologia:
* Medida de la incorporacién de glucosa: Cuantifiégaae los niveles de 2D
H? intracelular
» Medida del lactato extracelular: Técnicas coloriés

» Estudio de la actividad metabdlica en tiempo reahalisis del flujo
extracelular mediantel sistem&eahorse

Test estadistico: T de Student, analisis estadistico asumiendo wla de
distribucion

Con el objetivo de estudiar si la presencia de LikBéra el metabolismo celular
en cancer de prostata, quisimos en primer lugantificar la glucosa incorporada y el
lactato producido, ya que la inhibicion de la digi§ (una de las actividades de LKB1 a
travées de AMPK) haria descender ambos parametars €llo, caracterizamos las
células en funcién de la incorporacién relativa Zdeoxid-[*H]-glucosa y de la
acidificacion del medio extracelular, medida asgaial lactato producido. Observamos
que la presencia de LKB1 no alter6 ni la cantidadydicosa incorporada ni el lactato
producido(Fig. R14A y B), sugiriendo que el mecanismo de accion de LKBtagcer
de prostata no se ejerce a traves de la reguldeifenglicolisis.

A continuacidon nos propusimos investigar si LKBIula el metabolismo
oxidativo y para ello se cuantificé el oxigeno aonglo en tiempo real utilizando el
sistemaSeahorse XF24Seahorse Biosciencel analizador del flujo extracelulXi~24
mide la actividad metabdlica de las células vivamitorizando simultdneamente el
consumo de oxigeno (medida de la respiracion miidcal) y la acidificacion del
medio extracelular (medida de la glicélisis). Medé esta técnica estudiamos la
respuesta frente a la inyeccion sucesiva de cortgmuaepie alteran la cadena de
transporte de electrones y por tanto el perfil giegsamo de oxigeno. Decidimos seguir
el protocolo establecido anteriormen(fdicholls et al.,, 2010)mediante el que se
describe como el analisis del perfil de consumoxdgeno (tras la adicion sucesiva de
oligomicina, FCCP y rotenona/antimicina A) perméstudiar diferentes parametros

118



Resultados y Discusion- Objetivo 1

implicados en la respiracion celular. La siguidigara muestra el perfil de consumo de
oxigeno obtenido en un experimento representdffign R14C). La respiracion basal
es la medida del consumo de oxigeno detectadaapmewte a la inyeccion de los
compuestos. El tratamiento con oligomicina nos gerrauantificar la cantidad de
oxigeno consumido en la produccién de ATP, reflejan el descenso resultante tras su
inyeccion. Observamos la ausencia de diferencigisifisiativas en el porcentaje de
oxigeno consumido para la producciéon de ATP enifunde la presencia de LKB1
(Fig. R14D) La sucesiva adicion de FCCP disipa el gradieatprdtones y permite asi
que la cadena de transporte de electrones y elicunde oxigeno operen a su maxima
capacidad lo que obliga a la célula a respirar bajanaximo potencial. En este caso
observamos que el consumo de oxigeno no supecamslimo basal, lo que sugiere que
la linea DU145 estd funcionando a su méaxima capdcitb que le imposibilita
aumentar el transporte de electrones y el consuenmxigeno tras la adicién de
oligomicina y/o FCCP. La incapacidad de la linealB% de responder frente a la
adicion de FCCP mediante la activacion de la cdpacrespiratoria maxima podria
indicar una hipersensibilidad ante los antitum@@ee ejercen su accion a través de la
mitocondria. Rotenona y antimicina A inhiben losngbejos mitocondriales | y Il
respectivamente, lo que permite medir el oxigeneritrdo en el mantenimiento del
gradiente de protones y la tasa de respiracion it@comdrial. Tampoco se observan
diferencias tras la adiciébn de Rotenona y antimicin Estos parametros reflejan el
estado oxidativo de la célula y su analisis estiadisnos permite concluir que la
presencia de LKB1 no altera el metabolismo oxidativ

El sistema Seahorse cuantifica ademas el ECAR ifdgés, “Extracellular
Acidification Rate)), tras la inyeccion de los compuestos metabolioescionados.
Tampoco fueron detectadas diferencias en la azadithn del medio extracelular (datos
no mostrados).

Los resultados obtenidos parecen indicar que elam&mo mediante el que
LKB1 inhibe la progresion tumoral no actla a traséda regulacion del metabolismo
energeético.

PERSPECTIVAS Y MEJORAS EXPERIMENTALES

Estudio del fenotipo metabdlico
» Analizar las consecuencias de la inyeccion de otomsnpuesto
potenciadores del estrés energético: Fenformina
> Estudiar la respuesta metabdlica ante situacioaestulés: estrés energétig¢o
y estrés inducido por ausencia de anclaje a lazreattracelular.
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FIGURA R14. La presencia de LKB1 no altera el metabolismo baal en la linea celular
DU145

A. La incorporacién de 2 desoxi-D-glucosa marcada e midié mediante un contador de
centelleo. Los resultados se muestran en nmoles de glucosag de proteina por minuto
(n=7)

B. Medida la concentracion del lactato extracelular al cabg4dieoras de la siembra (n=7)

C. Grafico correspondiente a un experimento representagializado con el sistentdeahorse.
Se representa el consumo de oxigeno a lo largo del tiempoimsi la desviacion estandar

D. Porcentaje de oxigeno destinado a la produccién de ATP. Ledidas se realizaron
utilizando el método de analiseahors€n=3)

3H: Tritio. OCR: Ratio de consumo de oxigeno. FCCP: carbanilaro 4-(trifluorometoxi)
fenilhidrazona. Rot/Anti: Rotenona/Antimicina A

Con el objetivo de identificar los genes implicagwsel mecanismo de accion
en estudio nuestra siguiente estrategia consistiGaralizar el perfil de expresion
transcripcional regulado por LKBL1.

1.3.2.3.2. Caracterizacion del perfil de expresion génica regulado
por LKB1

La introduccién de la tecnologia de los microarrdgsSRNA ha hecho posible el
andlisis de la expresion de miles de genes de feimaltanea(Hansen and Eyster,
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2010) Con el objetivo de estudiar el mecanismo de acd®hKB1 e identificar genes
implicados, nos propusimos analizar mediante e&taida el perfil de expresion
transcripcional regulado por LKB1. La identificaciode genes diferencialmente
expresados entre poblaciones nos permitié seleaciganes candidatos a mediar el
mecanismo objeto de estudio. También empleamogsdisebases de datos publicas
sobre las que llevamos a cabo andlisis de enriopieaio.

Previo a su inclusion en el andlisis se verificéddad del RNA, incluyendo en
el estudio de expresion Unicamente aquellas mgegtimalcanzaban un RIN (del inglés
“RNA Integrity Number”) minimo de 8. Tras la retrotranscripcion, ampligica y
marcaje con biotina el RNA fue cuantificado parafinente hibridarse con el chip HT-
12v4 delllumina. Este microarray de expresion de genoma humano letonga
cobertura transcripcional a genes bien caractargagenes candidatos, transcriptos y
variantes deplicing conteniendo més de 47.000 sondas.

DISENO EXPERIMENTAL

Objetivo: Caracterizar el perfil de expresion génica reguisar LKB1
Muestras: Lineas celulares DU145 pBABE y pBABE-LKB1
Metodologia: Microarray de expresién del genoma completo seganalogia d
lllumina. Validacion de los resultados mediante R
Test estadistico:
» Anadlisis de agrupacién muestral: Algoritmo Pearson
» Andlisis de expresion diferencial: Estadistico empit de Bayes moderado
» Anadlisis de enriquecimiento funcional: Test hipemgeétrico
* Andlisis de expresion por gRTPCR: T de Student,lisisaestadistic
asumiendo una cola de distribucion.

Previo al analisis, se corrigieron los valores \ad&tos del microarray, se eliming el
ruido de fondo, se transformaron los valores deeXpresion a logaritmo 2 y se
normalizaron en base a los cuartiles. Estos dacsgplearon, en primer lugar, para
estudiar el perfil genético obtenido mediante licapién de la metodologia de analisis
no supervisada, agrupando de esta manera las asiepile comparten un gran
porcentaje de su perfil de expresion. Los anatessdizadostanto el de agrupamiento
jerarquico como el de componentes principales, cod&m en la asociacion de los
perfiles obtenidos en dos grupos, constituidoslg®icélulas deficientes y competentes
para LKB1(Fig. R15). De esta manera verificamos tanto la validez dsésia celular
empleado, como la existencia de un determinadal geriético regulado en presencia
de LKB1.
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FIGURA R15. El andlisis estadistico no supervisado de los tizs derivados del

microarray revela la existencia de un perfil de expresién rgulado por la presencia de
LKB1

A y B. Representacion grafica del analisis de agrupacion jeicaqéd) y del andlisis de
componentes principal€B).

El siguiente paso consistio en llevar a cabo eldistde expresion diferencial
entre ambas condiciones. El andlisis comparativimsi@erfiles reveld la existencia de
un total de 132 genes diferencialmente expresadospmesencia de LKB1,
cuantificandose 72 genes incrementados y 60 disdusFig. R16). Los resultados
obtenidos se muestran mediante la representacéitgdenominada Volcano. En el
eje X se representa la correccion a logaritmo 2adeveces que cambia la expresion
(umbral establecido en + 1,5 veces), mientras quel eje Y se representa el potencial
estadistico que presenta el cambio (umbral esidblem valor de p ajustado<0,05).
Puntualizaremos que los valores correspondientegeaK se determinan gen a gen
mediante el calculo de la diferencia matematicaterie en los niveles de expresion
detectados entre células deficientes y competgaiesLKB1. De esta manera los genes
regulados de forma negativa (reprimidos) por LKBi situaran entre los valores
negativos (en azul en la representacion graficantras que los genes regulados
positivamente (activados) resultan en valores posit(marcados en rojo). El gréfico
indica ademas los nombres de los genes que prasanta mayor probabilidad de
encontrarse bajo el control de LKBHig. R16)
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FIGURA R16. El andlisis mediante microarray de RNA de la difeencias en la expresion
genética entre el grupo pBABE-LKB1 y el pBABE resulta en un tdal de 132 genes
diferencialmente expresados

Gréfico Volcano en el que se muestran los genes que se erpiesaanera diferencial en el
grupo pBABE-LKB1 con respecto al grupo pBABE. Los genes egpdos diferencialmente a
la baja se representan en azul y los expresados difererecitdral alza se representan en rojo.
Umbrales considerados: -1,5 > veces que cambia la expresidi; valor de p ajustado < 0,05

A partir de estos datos, quisimos explorar la phd#nd de que el perfil de
expresion génica revelado en presencia de LKBlepadraducirse en la alteracion de
un conjunto de funciones biolégicas potencialmaetponsables de su accion como
supresor de tumores en el tejido prostatico. Péodlevamos a cabo diversos analisis
de enriquecimiento. En primer lugar, en términosod&logia génica, utilizando la
aplicacion de BioconductdfGOstats” la cual ejecuta analisis funcionales. El proyecto
Ontologia Génica (GO, del inglé&ene Ontology”) es una iniciativa centrada en
unificar las descripciones de los productos génaeos gestiona una de las bases de
datos mas relevantes para la clasificacion y asignale funciones génicas y proteicas.
El proyecto GO se ha estructurado en 3 categorfemvés de las cuales se describen
transcriptos en base a términos asociados conwelae las ontologias establecidas.
Para determinar grupos de genes cuya expresioncserdra regulada por LKB1 se
llevé a cabo un andlisis de enriquecimiento enifimde cada una de las ontologias
descritas: procesos bioldgicos (GOBP), funcionekoutares (GOMF) y componentes
celulares (GOCC). El analisis realizado en fundil@nlos procesos biolégicos reveld
que la presencia de LKB1 se refleja en el enrigniegito en grupos de genes
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relacionados con procesos integrantes de la rdspuesiune, destacando los
mediadores de la respuesta a interf¢fdg. R17).

Respuesta a otro organismo -
Repuesta a interferdn tipo | 4
Ruta de sefializacion del interferon tipo |
Respuesta a estimulos externos
Regulacion de la muerte celular 4
Sefializacion -
Regulacion positiva de la inmunidad mediada por linfocitos <
Respuesta a estimulos bidticos -
Respuesta inmune -
Regulacion de la inmunidad mediada por leucocitos 4
Regulacion positiva de los procesos efectores inmunes
Regulacion positiva de la citotoxicidad mediada por las células T 4
Ruta de seiializacion mediada por el interferén gamma -
Procesamiento de antigeno y presentacion de péptido exégeno
T T T T
0 10 20 30
{-1)*Log?2 (Valor de p ajustado)

FIGURA R17. La presencia de LKB1 altera procesos bioldgicodntegrantes de la
respuesta inmune

Procesos biologicos incluidos en la base de datos GOBRiddteren presencia de LKB1. La
linea punteada indica el valor (-1)*Log2(0,05).

Con el objetivo de ampliar el nUmero de andlisigiéquecimiento y confirmar
los resultados obtenidos, quisimos contrastar ragesesultados con otra serie de bases
de datos verificadas. Empleamos para ello la heéerggmpublica facilitada por el Broad
Institute, “The Molecular Signature DatabasegMsigDB) la cual contiene diferentes
colecciones de grupos de genes anotados
(http://www.broadinstitute.org/gsea/msigdb/collentgsp#C2 Mediante esta
estrategia aumentamos la robustez de las concéssiderivadas, ya que nos permite
integrar en nuestro estudio los conocimientos @alter acerca de las rutas bioldgicas
incluidas en cada base de datos.

Los andlisis de enriguecimiento llevados a caboestals bases de datigEGG,
Reactome, Oncogenic Signatures, CMAP, HICBioCarta también mostraron en
repetidas ocasiones la presencia mayoritaria dpogrwe genes implicados en la
respuesta inmune y/o en la inflamatoria (datos nstrados). En resumen, los analisis
de enriguecimiento génico realizados coinciden astrar que la presencia de LKB1
potencia la exhibicién de un perfil de expresioreeque se encuentran incrementados
grupos de genes que participan en la regulaciénladeespuesta inmune. El
enriguecimiento es especialmente notorio en gemes igtervienen en la ruta del
interferén y en genes que responden al factoratesdripcion NkB. Estos resultados
confirman los obtenidos previamente tras el arslidel perfil genético de
adenocarcinomas de pulmon murinos deficienteslg€@iBd, llevado a cabo mediante la
tecnologia de microarray d&ffymetrix. Los autores de este estudio apuntan hacia la
potencial la regulacion que LKB1 puede ejercer sdarexpresion genes relacionados
respuesta inmundJi et al., 2007).Los resultados derivados de los andlisis de
enriguecimiento, asi como la concurrencia con keokado en la progresién tumoral de
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otros tejidos, sugieren que el mecanismo supresidroral de LKB1 pueda deberse
parcialmente a la activacion de la respuesta inmeurestion que desarrollaremos en el
siguiente capitulo.

Por otra parte, los analisis de enriguecimientoepotie manifiesto la ausencia
de grupos de genes relevantes en el desarrollardeteristicas metastaticas, tal como
seria de esperar tras el andlisis de los resul@olesidos tanten vivo comoin vitro.
Esta observacion apunta hacia la posibilidad de lgsieefectos que se observan en
presencia/ausencia de LKB1 relativos al potencietastatico puedan ser debidos a la
regulacion ejercida sobre genes discretos y nesgiupos de genes, sugiriendo que el
mecanismo de accion actla a través de vias muyataacy no mediante la alteracion
masiva del perfil de expresion. En base a esteneamiento seleccionaremos también
un gen regulado por la presencia de LKB1 cuyasifmes pudieran explicar las
diferencias observadas en las capacidades matastai través del estudio de este gen
candidato trataremos de esclarecer el potenciabhmmsoo de accion mediante el que
LKB1 podria regular la progresion tumoral.

Con el objetivo de validar los resultados obtenidwdiante la tecnologia del
microarray quisimos emplear una técnica alternatishcomo dictan las directrices
acordadas por la comunidad cientifica, empleanda pho la tecnologia de la PCR
cuantitativa en tiempo real (QRTPCR). Para ellosabdonos en los resultados
obtenidos a partir de los analisis de expresiGerelifcial y de enriquecimiento funcional
realizamos una seleccion de 16 genes cuya expresidéencuentra potencialmente
regulada por LKB1. La seleccion de estos gene®akzd® considerando el grado de
alteracion observado y el potencial estadistic@iado, incluyendo Unicamente genes
gue muestran un cambio absoluto mayor que 1,5 weaasotencial estadistico menor
que 0,05. Otro criterio de seleccion fue la funchiinlégica descrita para el gen,
incluyendo Unicamente funciones bioldgicas que mmémente podrian intervenir en
el mecanismo antitumoral de estudio. LKB1 actudaenegulacion del metabolismo
(Alessi et al., 2006)por lo que para la validacion quisimos considemargrupo de
genes que participan en esta funcion. Considerswloesultados de los analisis de
enriguecimiento, decidimos afadir también un graeo genes responsables de la
respuesta inmune. Por otra parte, los resultadsiolos del modelo murinBterf**"
Lkb2*°" muestran la implicacién de LKB1 en la regulaciénialenetastasis, lo que nos
llevé a incluir una serie de genes participes de poceso. Por ultimo, incluimos el
gen EPAS1 (también denominado Hdfr2or su intervencion en la regulacion de la
hipoxia, estimulo habitual en el entorno tumofdhupel and Harrison, 2004)Se
muestran a continuacion los resultados obtenidaiamt |la tecnologia del microarray
de expresién en referencia a la seleccion de geadigada. Los graficos muestran la
representacion del numero de veces que cambigtasan(Fig. R18A) Yy el potencial
estadistico que presenta el cam(pig. R18B)respectivamente.
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FIGURA R18. Seleccion de genes del microarray de RNA

Teniendo en cuenta el valor de p observado vy la funcion quarddien se escogieron 16
genes que en el andlisis de expresidn génica se mostratemendifilmente expresados en el
grupo pBABE-LKB1 frente al grupo pBABE. Se muestran los vefoobservados en el array
para los genes seleccionados.

A. Veces que cambia la expresidn en el grupo pBABE-LKB1 frehtgupo pBABE. La linea
punteada indica el valor 1.

B. Valor de p ajustado. Representado como logaritmo en base @ljoLa linea punteada
indica el valor (-1)*Log2(0,05).

La coincidencia observada tras el andlisis comparatealizado entre los
valores de expresion derivados del microarray yaéllisis mediante gqRTPCR, nos
permite confirmar la validez de la tecnologia deroarray empleadgrigs. R18 y 19)
Observamos que mediante la técnica de la gRTPC&elas 16 genes seleccionados
presentan el suficiente potencial estadistico pangalidacion directa. En cuanto a los 5
restantes, pese a no quedar validados estadistitmnpedemos decir que se observa la
misma tendencia de expresion mediante ambas t&cfocque nos hace suponer que en
caso de haber aumentado el valor muestral de ligsignde expresion realizados por
gRTPCR podriamos haber llegado a lograr la sigatificdad estadistica también en
estos gene@d=ig. R19)
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FIGURA R19. Las diferencias observadas en el microarray deg@resion se confirman
mediante gRTPCR

Los genes seleccionados se validaron en células pBABE y iBIA#B1 mediante qRTPCR
Se muestra el nUmero de veces que cambia la expresion ea ksgaiitmica (n=3).

*p <0,05;* p<0,01; **p<0,001

El andlisis de los datos obtenidos mediante laolegia del microarray nos
permitio dirigir la investigacion del mecanismosigresion tumoral ejercido por LKB1
en dos direcciones diferentes. Por una parte, massivalidar a nivel funcional los
resultados obtenidos del analisis de enriquecimiegénico, basandonos en la
convergencia que pone de manifiesto la potendigilagion ejercida por LKB1 sobre la
expresion de genes que intervienen en la respustae. Para ello investigaremos el
grado de activacion de la via del interferon y dexBlen funcion de la presencia de
LKB1. Por otra parte, de entre la lista de genedbahda(Figs. R18 y R19)
seleccionamos un candidato para mediante su estuaday de explicar el potencial
mecanismo de accion de LKB1 en la supresion tumemnakl tejido prostético. El
candidato fue de entre los genes cuyas funcionesiitp@ explicar el fenotipo
observado el que muestre la mayor alteracion ergeesion.

1.3.2.3.2.1. Validacién funcional del cambio de expresidn observado en genes
implicados en la respuesta inmune

Tal como hemos mencionado, los resultados obtenaasciden con los
aportados por otros grupos relativos a lo obseresda progresion maligna del tejido
pulmonar(Ji et al., 2007). Ambos estudios revelan la expresion diferenagaboipos
de genes implicados en la respuesta inmune endfurte la presencia/ausencia de
LKB1. Estas observaciones sugieren la posibilidad qlie parte del mecanismo
mediante el que LKB1 actua sobre la supresion tahs®a debido a la regulacion de
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otra caracteristica oncogénica descrita por Hangh¥einberg y no considerada
priori en nuestro estudio, la capacidad de evadir lawd®sdn inmunitaria mediante la
activacion del sistema inmur(éelanahan and Weinberg, 2011gn base a ello, nos
propusimos validar que la alteracién observada éfasstudio de expresién génica
tuviera el esperado reflejo funcional sobre lasespondientes rutas bioldgicas.

DISENO EXPERIMENTAL

Obijetivo: Validar a nivel funcional del cambio de expresi@ggnes implicados e
la respuesta inmune
Muestras: Lineas celulares DU145 pBABE y pBABE-LKB1
Metodologia:
» Analisis de enriquecimiento en funcion de factategranscripcion
» Andlisis de localizacion de proteinas mediante inofluorescencia
Test estadistico:
» Anadlisis enriquecimiento: Test hipergeométrico
* Andlisis de localizacion de proteinas: T de Studemtalisis estadistic
asumiendo una cola de distribucion

Con el objetivo de comprobar la funcionalidad destros resultados volvimos a
recurrir a los analisis de enriquecimiento realiaediante la informacion disponible
en la base de datos MsigDB. En este analisis s&id@aron las regiones promotoras
asociadas a los genes diferencialmente expresao®grupos de genes enriquecidos se
seleccionaron en funcion de la presencia de unaese@ de unidon a un factor de
transcripcion definido en la base de datos TRANSFAGtp://www.biobase-
international.com/gene-regulation

La clasificacion de las regiones promotoras prexaken funcion de los factores de
transcripcion que se unen a ellas, reveld que ¢éoeg potencialmente regulados por
LKB1 presentan en estas regiones el enriqguecimiel@oelementos de respuesta
relacionados con la ruta del interferon, mostrasidaificatividad para los factores de
transcripcion regulados por interferon 1y 8 (IRFIRF 8)(Fig. R20A).

Esta observacion nos hizo retomar los resultadasadi®s del microarray y analizar
sobre ellos el nivel de expresion de estos genassiguiente figura muestra la
representacion grafica de estos resultados, cuwtisensugiere que LKB1 podria
regular la expresion de genes que en sus regiegetadoras presentan secuencias de
respuesta a los factores de transcripcion regulpoiomterferonFig. R20B).
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FIGURA R20. La presencia de LKB1 altera la expresiéon de geneselacionados con la
ruta del interferén

A. Representacion grafica de los grupos de genes enriquesidsicion de la presencia de
una secuencia de unién a un factor de transcripcion defimidia base de datos TRANSFAC.
La linea punteada indica el valor (-1)*Log2(0,05).

B. Representacién de las veces que cambian los genes en cigmpegmotora se encuentran
las secuencias enriquecidas en presencia de LKB1. La lumgtegda indica el valor 1.

Los analisis de enriquecimiento llevados a cabgesalgunas de las bases de
datos incluidas en la herramienta MsigiDBiocarta, cMapy Oncogenic Signatures)
mostraron la repeticién del térmitisinata_nfkb_immu_inf”.Esta nomenclatura agrupa
una seleccion de genes inducidos pokBIKdel inglés,“Nuclear Factor kappa B,
factor de transcripcion regulado durante la redpudsamune y en procesos
inflamatorios (datos no mostrados). Por otra pkrtpresencia de LKB1 aumenta la
expresion en grupos de genes relacionados com ldeliinterferdn, especialmente con
la del interferon tipo (Fig. R17). Los interferones tipo | (IFNS) juegan un papelicoi
en la defensa del huésped mediante la modulacida elepresién de genes a través de
la activacion de transductores de sefial y factdeesanscripcion NEB (Yang et al.,
2005).La activacion del factor de transcripcion df-permite a las células desarrollar
las respuestas inmunes innata y adquirida contteoorganismos patégen@Romano
et al., 2004) (Blum et al., 200{Bai et al., 2011)NF«B también esta involucrado en el
desarrollo, la proliferacion celular, la apoptosassefalizacion del dafio, la transmision
sinaptica, la plasticidad neuronal y en enfermeslad@irodegenerativdgvalsby et al.,
2010) El complejo NKkB se encuentra inactivo en el citoplasma asociamo su
inhibidor IkB. Cuando un estimulo induce la fosforilacién B &ste se degrada por el
proteasoma, dejando expuestos los motivos NLS ifdgés, “Nuclear Localization
Signal”) de NKB, que se transloca al nucleo para unirse a se@senonsensa&B
presentes en el DNA e iniciar la transcripcion ¢@mayuda de coactivadores como
CBP/p300(Hwang et al., 2013jFig. R21A). La actividad de N&B da como resultado
la transcripcion de genes que codifican citoquifeagpres de crecimiento, proteinas de
fase aguda, inmunoreceptores, otros factores dsctipcion, moléculas de adhesion
celular, proteinas virales y reguladores de la tsip (revisado erPahl, 1999) La
proteina NKB incluye cinco mondémeros estructuralmente reladas. Todos
comparten el dominio de homologia Rel, que les fterrau dimerizacién y la
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translocacion al nucle¢el-Hage et al., 2008)El término NkB habitualmente se
refiere al heterodimero de p65/RelA y p50 comoimledlo mas prevalente localizado en
células(El-Hage et al., 2008)La activacion de la via se ha asociado con lalikacion
intracelular del complejo NéB, por lo que la deteccion inmunocitoquimica séizati
comunmente como pardmetro de estimacion del gradactivacion(Maguire et al.,
2011)

Con el objetivo de confirmar que el cambio obseoved la expresion génica y
en los analisis de enriquecimiento esta asociadoaaalteracion en la actividad de
NF«xB, cuantificamos los niveles de p65 nucleares. aseos que las células pBABE-
LKB1 el nivel de p65 nuclear era significativamentegayor en detrimento del
citoplasmatico, lo cual indica que la via®B-muestra un mayor grado de activacion en
presencia de LKBIFig. R21B). Presentamos también imagenes representativas de las
localizaciones celulares observadaig. R21C)
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Adaptado de Yu-Jin Hwang,
Scientific Reports 3, 3242.
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FIGURA R21. La expresion de LKB1 en la linea celular DU145 hacewamentar el nivel de
p65 nuclear

A. Esquema mostrando la translocacion al nicleo de p65 trativaeion de la ruta NheB.

B. Contaje del nimero de células en las cuales p65 se localizh emmpartimento celular
indicado (n=3).

C. Micrografias representativas de la localizacion de p65osncbmpartimentos celulares
indicados. Imagenes adquiridas a 100X..

*p<0,05;*** p<0,001
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Hemos confirmado que el cambio de expresion ensgenmlucrados en la
respuesta inmune es indicativo de una respuestéglma, la activacion de la ruta
NFkB. Seria interesante comprobar el significado Igiclh de la activacion de estas
rutas de sefalizacion. Hanahan y Weinberg, en \&gida del 2011, presentan una
potencial caracteristica tumoral que consideranrgemée ya que aun no se ha
establecido como una regla generalizada incluida #&rgo de la transformacion
tumoral, la evasion de la respuesta inm(H@nahan and Weinberg, 201 Bl papel de
la respuesta inmune en la oncogénesis es conidiveBe ha descrito que virtualmente
todas las lesiones neoplasicas presentan inftinasi de células del sistema inmune,
tanto de la inmunidad innata como de la adquiridpoy lo tanto mimetizan las
condiciones inflamatorias descritas en los tejioseoplasicogDvorak, 1986) (Pagés
et al., 2010).La inflamacion puede contribuir a multiples carasticas capacitadoras
de la progresion tumoral mediante el aprovisionatoiede moléculas bioactivas al
microambiente tumoral, incluyendo factores de ongmmto que mantienen la sefal
proliferativa y limitan la muerte celular, factoregro-angiogénicos, enzimas
modificadoras de la matriz extracelular y sefialee gctivan la transicion epitelio-
mesénquima (EMT), facilitando de esta manera laiogégesis, la invasion y la
metastasis(Hanahan and Weinberg, 2011Esta observacion, paraddjicamente, se
opone a la bien aceptada teoria de la vigilanereotal inmunolégica que propone que
las células y tejidos estan constantemente mordidois mediante el sistema inmune.
Esta vigilancia inmunoldgica es la responsableet®rocer y eliminar la mayoria de
las incipientes células tumorales y por lo tantdodetumores en sus origenes. Estudios
en modelos experimentales murinos revelan queatosies inmunodeprimidos son mas
susceptibles a desarrollar tumores, demostrando lajuactivacion de la respuesta
inmune, tanto la innata como la adaptativa, conyen a la vigilancia inmunologica y
por lo tanto a la erradicacion del tunfdeng et al., 2008) (Kim et al., 200Hanahan y
Weinberg sugieren la respuesta a esta paradojamiesmlo que los tumores sélidos que
llegan a desarrollarse han evitado la detecciérppde del sistema inmune o han sido
capaces de limitar su poder destructor, llegandwaalir la erradicacién. Segun esta
teoria, las células en transformacién maligna, ddguirido la capacidad de evadir la
respuesta inmune, también denominada inmunoevasi®mo una emergente
caracteristica tumoral que les permitira benefsgate la contribucion de la respuesta
inflamatoria en la adquisicion de otras de capal@daoncogénicas permitiendo asi la
progresion del tumor. Seria interesante estudigrogtncial papel de LKB1 en este
contexto. En linea con este razonamiento, se henamo que la delecién genética de
IKKa, integrante del complejo inhibidokB, en modelos murinos da lugar al
desarrollo de cancer de pulmon de células escanidgas et al., 2013)El mecanismo
descrito se basa en el aumento de la sefializaeide vWia NikB y en una consecuente
pérdida de expresion dekbl Estos resultados indican que la sefalizacioradéd
NF«B puede ser oncogénica y plantean que la exprelgdriKB1 puede ser regulada
mediante la activacion de NB. Lo cual, junto con los resultados obtenidos &n |
presente tesis, apuntan a una regulacion bidineatld<B1-NFB.
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Por otra parte, los pacientes afectados de PJSenpaes defectos en la
sefalizacion de TQF poniendo de relevancia el control ejercido porBllKen la
regulacion de este factor de crecimiefiatajisto et al., 2008) Ademas, estudios
derivados de modelos murinos condicionales hanadwejue la delecion condicional
de Lkblen el endotelio anula la secrecionTags (Londesborough et al., 2008)GH3
se ha descrito como una inmunocitoquina supresiv@a romueve la progresion
tumoral (Flavell et al., 2010),habiéndose puesto de manifiesto la comunicacion
funcional establecida entre NB y TGH} en el cancer de diversos tejidos
(Freudlsperger et al., 2013) (Azuma et al., 19%0)\ak et al., 1999Modelos murinos
condicionales de pulmén LKB1-PTEMKnockoutsdesarrollan cancer de células
escamosas con caracteristicas de supresion inmoadle las cuales es la alteracion de
TGH (Xu et al., 2014)Seria interesante analizar si la presencia de LEBdra la
sefalizacion de TGB-en nuestro sistema celular. También seria deémtanalizar la
potencial alteracién de la via NB y de TGP en nuestro modelos murin{@terf®*"
Lkb2*°"" y Ptei® Lkb1*°"), y en ese caso, confirmar el significado bioldgieolal
alteracion. Para ello, proponemos determinar lalslapmnes de células inmunes
predominantes con el objetivo de caracterizar gélaida de LKB1 puede inducir un
estado de supresion inmune que permita la progrégiaoral. Se ha observado que la
perdida de LKB1 en cancer endometrial da lugaeealutamiento de macréfagos con
actividades promotoras de tumo(Befia et al., 2015Estas observaciones nos llevan a
pensar que la regulacion de la respuesta inmurgemer un mecanismo relevante en la
supresion tumoral ejecutada por LKB1.

PERSPECTIVAS Y MEJORAS EXPERIMENTALES

Validacion funcional del cambio de expresién deegeimplicados en la respuesta
inmune
» Usar inhibidores de N8B y comprobar si se alteran las capacidafies
oncogeénicas celulares que ayudan en la adquisiciéncapacidade
metastaticas

» Analizar la sefializacion de TGFy la via de NkB en nuestros model
murinos(Pter?®"" Lkb1"**" y PteR®*" Lkb1°°"). Caracterizar las poblacion
de células inmunes predominan

1.3.2.3.2.2. Caracterizacion del nivel de expresion de CD24 en diferentes
modelos de estudio. Estudio de correlacién con LKB1

De entre los 16 genes seleccionados anteriornfEige. R18 y R19) quisimos
seleccionar un candidato cuya funcion permitieqaliear las consecuencias biologicas
observadas en presencia/ausencia de LKB1. Lostadssl obtenidos del analisis del
modelo murinoPter?*”"Lkb1°°” y los obtenidosin vitro indican que LKB1 podria
inhibir la progresion maligna oponiéndose a la &lqgidn de la capacidad tumoral de
activar la invasion y la metastasis. Basandonassen hipotesis, decidimos fijar nuestra
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atencion sobre genes implicados en estos procastigibos. La validacion de los
datos obtenidos a partir del microarray mediant&daica de la gRTPCR confirmé la
alteracion observada en los genes CD24, CADM1 y &RTodos ellos involucrados
en la progresion metastatiogrigs. R18 y R19) Entre estos candidatos CD24
presentaba mediante ambas técnicas una mayor piddéby un mayor cambio
absoluto en presencia de LKB1. Los resultados ahisrapuntan a la posibilidad de
que LKB1 regule negativamente su expresion, coiecdb con los mostrados
previamente mediante estudios de expresion géeatzados en melanonfaiu et al.,
2012) y en cancer de pulmofli et al., 2007).Estos trabajos demuestran que la
expresion de CD24 se encuentra regulada negativanpen LKB1 en la progresion
tumoral de los tejidos mencionados. AUn mas, Iesltados derivados de la generacion
de ratones que presentan hiperactivacion de K-R#&s geficiencia de LKB1 en
melanocitos murinofLiu et al., 2012demuestran en este contexto la expansion de una
subpoblacion tumoral prometastatica caracterizaldappresencia de CD24, (CD%4
Los autores confirman la implicacion de LKB1 enrégulacion de CD24 de modo
correlativo y asociado al tipo de célula mas g &efalizacion. Se observa ademas
que la presencia de CD24 permite un incrementoitatiad de las propiedades
metastaticas observadasvitro ein vivo.

Estas observaciones nos hicieron dirigir la ingesfion hacia el estudio de
CD24 como gen candidato a mediar en el mecanisradmndube la progresion tumoral
en la prostata ejercido por LKB1. CD24 ha sido d&sccomo una proteina de
superficie que se encuentra anclada a la membrapdasmatica via glicosil-fosfatidil
inositol (GPI). El gen CD24 humano codifica unatpioa de 31 aminoacidos con 16
potenciales sitios de O-glicosilacion y N- glicasibn. Debido a la amplia decoracion
en carbohidratos que presenta el peso moleculanamo mediante analisis SDS-
PAGE varia entre los 30 y los 70 KDa, lo que lefieva caracteristicas similares a las
de las proteinas de las familia de las mucinass{idrisen et al., 2004d)ebido a su
anclaje via GPI, CD24 se localiza exclusivamentelean dominios de membrana
enriguecidos en glicolipidos, también conocidos @dmalsas de lipido§Zarn et al.,
1996). Estos microdominos de membrana estan considerados importantes
plataformas de sefalizacigvarma and Mayor, 1998¢n los que se ha descrito la
localizacion de moléculas vinculadas con esta @mdales como receptores tipo
tirosina-quinasas, proteinas G o receptores ansla@oGP|I como CD24Simons and
Gerl, 2010).En el tejido normal CD24 se expresa en precursdeedinfocitos-B,
neutréfilos, células neuronaléslernandez-Campo et al., 200¥)en algunas células
epiteliales, como en el tejido prostati(@etkova et al., 2013)En tumores solidos
humanos de pulmdn, cerebro, estomago, colon, mamwano se ha observado una alta
expresion de CD24Kristiansen et al., 2004En el contexto del cancer de prostata,
existen diversos estudios en los que el analiarsstripcional de biopsias de prostata
revela un incremento en los niveles de expresiortarter(Schostak et al., 2006
(Kristiansen et al., 2004(Kristiansen et al., 2005) (Nagy et al., 200Ppr otra parte,
estudios experimental@s vivo e in vitro realizados en la dltima década han facilitado
evidencias que revelan su implicacién sobre cramitoi adhesion, migracion, invasion
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y metastasis tumorgBaumann et al.,, 2005) (Kristiansen et al., 2Q0dabiéndose
relacionado el incremento de su expresién con uypomgrado de agresividad de la
enfermedad (Liu et al., 2012) (Ji et al., 2007) {Benn et al., 2005) (Baumann et al.,
2012) (Bretz et al., 2012[n referencia al cancer de prostata el nivel trgmsonal de
CD24 se ha propuesto como marcador prondgKcistiansen et al.,, 2004En base a
estas observaciones nos planteamos que el aumentoexpresion de CD24 podria
explicar los efectos observados en el modelo muBtef*":Lkb1"" (Fig. R5).
Conversamente, su disminucion en células relacemadn el proceso de agresividad
tumoral observada en estas célifiigs. R11y R12).

Con el objetivo de evaluar si CD24 se encuentr@ ledjcontrol de LKB1
decidimos analizar su expresion en funcion de ésqucia/ausencia de la quinasa. La
convergencia de los resultados nos permitiria ooafi la regulacion ejercida por
LKB1 sobre la expresion de CD24, tal como predigestra hipotesis.

DISENO EXPERIMENTAL

Objetivo: Caracterizar el nivel de expresion de CD24 en eiiftys modelos d
estudio y estudiar la correlacién con LKB1
Muestras: Lineas celulares DU145 pBABE y pBABE-LKB1, lineasurinas
Lkb2**"* y Lkb1**" y datos de expresion de especimenes humanos
Metodologia:
 Estudio de la expresibn de CD24 mediante gRTPCRdiante
inmunodeteccion por FACS y mediante analisis barimftico
Test estadistico:
» Estudio de expresion, modeln vitro: T de Student, analisis estadistigo
asumiendo una cola de distribucion
» Estudio de expresion, modeio vivo: T de Student, analisis estadistico [de
varianza desigual, asumiendo una cola de distdipuci
* Andlisis de comparacion entre multiples componeritest ANOVA
» Analisis de correlacion LKB1-CD24: Estadistico d=fson
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FIGURA R22. Las diferencias de expresion observadas para CI en el microarray se
confirman mediante al andlisis en células, ratones y paciées. La expresion de CD24 y de
LKB1 correlacionan de manera inversa

A. gRTPCR mostrando la diferencia de expresion de CD24 enasShBABE y pBABE-LKB1
(n=3).

B. Andlisis por FACS de la expresion de CD24 en la membrana legaptica en células
pBABE y pBABE-LKB1 (n=3).

C. Andlisis mediante gRTPCR de la diferencia de expresion €el@d24 en tejido de préstata

murino de ratonekkb1Pc** y LkbPe- de 12 meses (n=5).

D. Diagrama de cajas mostrando los niveles de expresion de €Dpécientes. El andlisis fue

realizado a partir de los datos generados por el estudio gerTet. al. Cancer Cell, 2010)Se
representa la mediana asi como los valores maximo y minimoSaos; PT: Tumores
primarios; Met: Tumores metastaticos.

E. Diagrama de dispersion correspondiente al analisis deelegién entre la expresion de
CD24 y LKB1 Se consideraron tumores primarios y metastatita linea roja representa la

recta de regresion.
F. Esquema R1.Esquema en el que se muestra el modelo propuesto segun &h @uelencia

de LKB1 podria hacer que CD24 desarrolle sus funciones arigatl colaborando asi en la

progresion del cancer.
*p <0,05;* p<0,01
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Quisimos estudiar en primer lugar, tanto a niveR$&\ mensajero como a nivel
de la proteina que se encuentra anclada a la meanbitoplasmatica, si la presencia
LKB1 regula el nivel de expresion de CD24 en cdéuisogénicas DU145. Los
resultados obtenidos muestran entre ambos par&@netna relacion inversa y
estadisticamente significatiyiig. R22A y B).A continuacién, nos preguntamos si esta
relacion se extiende también al tejido prostaticmino, para lo cual analizamos el nivel
de expresion de CD24 en la prostata de ratoneg aeetes pertenecientes a las lineas
Lkb2*°*"* y Lkb1*°". Los resultados obtenidos confirman la relaciéreiss observada
entre la expresion de ambos ge(ieig. R22C). Por otra parte, con el objetivo ampliar
el estudio a especimenes humanos, analizamos &l aév CD24 sobre uno de los
andlisis del perfil de expresion en cancer emplgadeiamentgTaylor et al., 2010)El
andlisis bioinformatico revel6 que la expresionGi#24 se encuentra incrementada en
pacientes con cancer primario de prostata y queeatamain mas a lo largo de la
progresion tumoralFig. R22D). Esta base de datos también nos permitio llewaba
el analisis de correlacion entre los niveles deresipn de LKB1 y CD24 revelando,
con un alto poder estadistico, la correlacion isaexistente entre amb@sg. R22E).

Los resultados obtenidos nos hacen postular un lmedeel que la presencia de
LKB1 inhibe la expresion de CD24. En base a estdatog la pérdida de expresion de
LKB1 a lo largo de la transformacion maligna indigcipotencialmente la expresion de
CD24, lo cual podria facilitar a la célula tumodal adquisicion de capacidades
metastaticagFigs. R22F) Tal como hemos mostrado anteriormente, algunaigsie
funciones bioldgicas que se ven afectadas por [@esidon de LKB1l son las de
migracion, invasion y formacion de colonias en ¢odes independientes de anclaje.
Es factible pensar que la regulacion de CD24 psed&l mecanismo mediante el que
LKB1 inhibe estos parametros, oponiéndose de eateera a la capacidad tumoral de
activar la invasion y la metéastasis.

Los resultados derivados del estudio de los modelasnos generados indican
que la pérdida de LKB1 en el contexto de la hetgosidad de PTEN confiere a las
células la capacidad de metastat{fag. R5). Los estudios realizada@s vitro, a su vez,
revelan que la presencia de LKB1 reduce la capdaéamigracion e invasion y la de
formacion de colonias en condiciones independieti¢eanclajgFigs. R11 y R12)En
células DU145 la caracterizacion de la poblacidtulae propagadora de esferas
identifica la expresion de CD24 en la membranalaelle las esferas formad@ybak
et al., 2011)en linea con los resultados mostrados. En bade,aespeculamos que la
regulacion negativa de CD24 en presencia de LKBewser la causa de la inhibicidon
de la capacidad de formacién de colonias en cambsi independientes de anclaje.
También, hemos demostrado que LKB1 regula el meetxpresion de CD24 a lo largo
de diferentes modelos de estudio de cancer deapaddiig. R22) Ademas, la
bibliografia existente apoya la candidatura de Cb@#o mediador en el mecanismo
antitumoral regulado por LKB1 ya que, tal como a&fiamos anteriormente, su
expresion se ha relacionado con un incrementosdealpacidades tumorales de migrar,
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invadir y desarrollar metastas{aumann et al., 2005)Por otra parte, resultados
obtenidos en este trabajo, tamiovivo comoin vitro, indican que LKB1 regula estas
mismas funciones bioldgicas.

En conjunto, estas observaciones nos hacen posugala regulacién negativa
de LKB1 sobre CD24 podria ser el mecanismo a trdeésual LKB1 se opone a la
capacidad tumoral de desarrollar metastasis, iehdi@ en consecuencia la progresion
del cancer de prostata.

Los resultados obtenidos muestran que LKB1 incidbres la regulacion
transcripcional de CD24 y de genes implicados endd\FB. En cancer de mama se
ha descrito que la activacion de w-regula negativamente la expresion de CD24, lo
cual se refleja en un descenso en la proporciécélligas madre del canc@riondo et
al., 2015) Creemos que seria interesante analizar si estariseno se reproduce en
nuestro sistema celular.

PERSPECTIVAS Y MEJORAS EXPERIMENTALES

Estudio del potencial mecanismo de supresion deoresnejercido por LKB1
CD24
» Construir un sistema de sobreexpresion inducible 2D24 que no
permita su expresion estable en células pBABE y RBAKB1 con el
objetivo de estudiar si esta proteina revierte eslofipo de supresid
tumoral observado tras la expresion de LKB1 entnoiesstema

Ry

sefalizacion de NdB en presencia de LKB1

El siguiente cuadro recapitula los resultados abtenhasta ahora:

RESUMEN DE RESULTADOS

LKB1 inhibe la progresion y diseminacion del cancede prostata

La pérdida concurrente de PTEN y LKB1 cooperan faveeciendo la
progresion del cancer de prostata

El mecanismo de accién de LKB1 en la supresién dedincer de préstata se
ejecuta mediante la oposicion a la adquisicion depacidades oncogénicas,
potencialmente mediante la inhibicion de la expre8h de CD24

La presencia de LKB1 activa la sefializacion de NéB
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1.3.3. Evaluacion de las consecuencias de la expresion de un
mutante de LKB1 sin actividad quinasa. Efecto independiente
de la actividad quinasa

Estudios previos han descrito en pacientes afestddoPJS la existencia de
mutaciones que anulan la capacidad de autofosfinilade LKB1 impidiendo su
activacion y en consecuencia su funcién quiridhenni et al., 1998Por otra parte,
se ha observado que estos pacientes presentan maggo a padecer cancer
(Boardman et al., 1998) (Giardiello et al., 198 Basandonos en estas observaciones
nos planteamos la posibilidad de que las mutaciamegivantes de LKB1 pudieran
incidir en la progresion del cancer de préstata.

HIPOTESIS

Las mutaciones inactivantes de LKB1 inciden en lagiogénesis y progresion
del cancer de prostata.

Con este objetivo, evaluamos si las capacidadesesuas de tumores
mostradas en presencia de la forma salvaje de L4tBldependientes de su actividad
catalitica. Para ello expresamos en la linea geDl&l45 un mutante sin actividad
quinasa (K78l) y evaluaremos su comportamientotdrda linea DU1415-pBABE,
deficiente en LKB1. La forma mutante expresadact@senXenopus laevissustituye
la lisina del residuo 78 por isoleucina, lo cuacth al subdominio Il del lugar de unién
del ATP de la proteina XEEK{Mehenni et al., 1998y anula su capacidad de
autofosforilacion(Su et al., 1996)al como indicabamos en el apartado 1.3.1, mediante
infeccidn retroviral, generamos lineas celularegésicas que difieren en la expresion
de LKB1. Tras comprobar que las formas ectOpicaexg@esan en un orden de
magnitud similar a la de la proteina enddég@rg. R8) y su correcta funcionalidad
(Fig. R9), procedimos a estudiar el efecto de la expresionrdghnte sin actividad
catalitica. Si la sefializacién ejecutada por LKBIresponsable de la inhibicion de las
caracteristicas tumorales descritas para la foatvaje, la expresion del mutante LKB1
KD deberia resultar una fenocopia de la linea aeldDlU145-pBABE, lo cual avalaria la
hipotesis planteada.

En base a este razonamiento, evaluamos las cons@ésibiologicas de la expresion de

LKB1 KD en la linea celular DU145 en base a losmas parametros analizados para
la forma salvaje.
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1.3.3.1. Estudio de los efectos bioldgicos derivados de la
expresion de LKB1 KD

Los resultados mostrados anteriormente indicaneju@ecimiento celular en
condiciones basales se muestra independiente gdeesancia de la forma salvaje de
LKB1 (Figs. R10) Con el objetivo de estudiar las consecuencida é&presion de un
mutante sin actividad quinasa quisimos confirmamer lugar que la expresion de
LKB1 KD no altera este parametro.

DISENO EXPERIMENTAL

Obijetivo: Analisis del numero relativo de células
Muestras: Lineas celulares DU145 pBABE y pBABE-LKB1 KD
Metodologia: Ensayo de cristal violeta

Test estadistico: T de Student, analisis estadistico asumiendo wia de
distribucior

s
=
1

== pEABE
=g= pBABE41KB1KD

]
=
L

FIGURA R23. La expresion exégena de
LKB1-KD no altera el crecimiento celular
en lalinea DU145
Crecimiento celular relativo analizada por
cristal violeta. Se muestra un experimento
2 H representativo y su desviacién estandar
Tiempo (en dias) (n=9).

-
=
L

Niumero relativo de células (u.a.)
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El analisis del namero relativo de células, coimsido con los resultados
mostrados para la forma salvaje, indica que lagmaa de LKB1 KD no influye sobre
la tasa de crecimiento celuléffig. R23) Estos resultados, junto con los presentados
para la forma salvaje, indican que el nimero nedatie células en condiciones basales
esindependiente de la presencia de LKB1.

Tal como hemos mostrado en el apartado 1.3.2drelsencia de LKB1 inhibe
caracteristicas oncogeénicas, tales como la capmhai@aformacion de colonias en
condiciones independientes de anclaje, la de mdgrag la de invasior{Figs. R11 y
R12). Con el objetivo de dilucidar si la actividad gusaale LKB1 es la responsable del
mecanismo de supresion tumoral ejercido, estudi@geias consecuencias de la
expresion de LKB1 KD en funcion de los citados petios. En base a nuestro
planteamiento, esperamos que el mutante sin aativiglinasa pierda la capacidad
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supresora de tumores mostrada por la forma sal&gwms resultados avalarian la
hipotesis propuesta, segun la cual las mutaciamedivantes de LKB1 inciden en la
progresion del cancer de préstata.

DISENO EXPERIMENTAL

Objetivo: Analizar funcionalmente capacidades oncogénicasbhase a |
expresion de LKB1 KD
Muestras: Lineas celulares DU145 pBABE y pBABE-LKB1 KD
Metodologia:
* Analisis de la capacidad de crecimiento en condesoindependientes
anclaje: Ensayo de formacién de colonias en agaudbol
» Cuantificacion de las capacidades de migracion vasion: Ensayo e
camaras de Boyden
Test estadistico:T de Student, andlisis estadistico no pareadmiasdo dos cola
de distribucion

Una de las caracteristicas oncogénicas que senaugsbida en presencia de la
forma salvaje de LKB1 es la capacidad de formarordak en condiciones
independientes de anclgjeig. R11). En base a ello nos propusimos investigar si esta
capacidad tumoral depende de la actividad quinashkB1, para lo cual, crecimos
durante 21 dias las células en un sustrato de ldgado. Sorprendentemente, los
resultados obtenidos muestran que la expresiomdglnte cataliticamente inactivo de
LKB1 hace disminuir tanto el nimero como el tamdBdas colonias formaddEig.
R24B y C) tal como se observa en la micrografias represessdFig. R24A) Dado
gue la hipétesis planteada no se cumple, la etadée rehizo usando una estrategia de
dos colas. Dicho andlisis confirmé la significadiad estadistica de los resultados
obtenidoqFig. R24B y C).

Observamos que el mutante expresado, carente idigladtcatalitica, retiene la
capacidad supresora de tumores descrita para maaf@alvaje, reflejandose en la
disminucién del numero y del tamafio de las colofuasadas. Estos resultados indican
que la presencia de LKB1 KD es capaz de inhibiffdanacion de colonias en
condiciones independientes de anclaje, sugiriendg® & mecanismo que lo ejecuta
depende de LKB1 pero no actia por mediacion detstdad quinasa.
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FIGURA R24. La expresion exdgena de LKB1-KD influye sobre ehimero y sobre el tamafio de las
colonias formadas en agar blando
A. Micrografias representativas de las colonias formadasdrmecer 21 dias en agar blando. Imégenes

adquiridas a 100X.

B y C. Cuantificacion correspondiente al nimero t¢&) y al nimero de colonias de tamafio gra@g
formadas. (n=8) Se consideraron como grandes las colonéalgnenos triplicaban el tamafio medio del
resto.

*»p<0,01; * p<0,001

Los resultados obtenidos no apoyan la hipotesistgdala ya que apuntan la
posibilidad de que las mutaciones inactivantes KIBILpermitan ejercer parcialmente
la accion supresora de tumores mostrada por laafeatvaje. En base a estos resultados
decidimos rechazar la hipoétesis inicial y proponea alternativa en la que se plantea
gue las mutaciones que inactivan la actividad eqairde LKB1 inhiben la progresion
del cancer de prostata.

HIPOTESIS ALTERNATIVA

Las mutaciones inactivantes de LKB1 inhiben la progesion del cancer de
préstata
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Con el objetivo de estudiar si el resto de car&tteas tumorales inhibidas por
la forma salvaje de LKB1 se encuentran reguladas Ipopresencia del mutante
cataliticamente inactivo quisimos estudiar lassegnencias de su expresion en funcion
de las capacidades de migrar e invadir. Para #@dgamos a cabo los ensayos
correspondientes mediante el empleo de camarasogdeB. Observamos que la
presencia de LKB1 KD reduce a la mitad, aproximaslaey ambas capacidades
celulares, mostrando ademas un alto poder estadidfior lo tanto, también en
referencia a estos parametros el mutante sin datlvguinasa retiene la capacidad
supresora de tumores que muestra la forma sgiv@eR25A y B)

A B

*k .

g
L

g
A

Porcentaje de migracion (u.a.)
g

Porcentaje de invasion (u.a.)
g

pBABE-LKB1 KD

pBABE pBABE-LKB1 KD

C PBABE PBABE-LKB1 KD FIGURA R25. La presencia de LKB1 KD
i P reduce la capacidad de migracion e
- invasion en la linea celular DU145
) e TN A y B. Porcentaje de migracion e invasion
5 R 3 tras la expresion exdgena de LKB1 KD en la
o S linea celular DU145 (n=4).
MR C. Micrografias representativas de las células
“oon gue han invadido. Imagenes adquiridas a
L 100X e invertidas, de base DAPI
Ry e monocromada.
¢ **p<0,01

En resumen, los andlisis de las consecuenciasgimak) de la expresion de un
mutante de LKB1 sin actividad catalitica convergémostrar que las capacidades de
formar colonias sin el anclaje a la matriz extralee| de migrar y de invadir son
inhibidas en presencia de LKB1 de forma independiensu actividad quinasa. Los
resultados obtenidos avalan la hipétesis alteragtianteada ya que demuestran que
mutante de LKB1 K78l retiene la capacidad suprestgatumores en la prostata.
Estudios realizados con lineas celulares de melangme el nivel de expresion de
LKB1 es independiente a la migracion hacia factodes crecimiento solubles
(quimiotaxis). Din embargo la expresion del mutaki@l demuestra que la capacidad
de migrar direccionalmente hacia gradientes deimattracelular (haptotaxis) depende
de la capacidad quinasa de LKB1. La pérdida devzidatli de LKB1 se refleja en la
incapacidad para detectar y respetar los limitela aeatriz extracelular confiriendo a
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las células mayor nivel de plasticidad y capacidadnvasion(Chan et al., 2014)EI
fenotipo diferencial mostrado por el mutante K7@um@ta a que su capacidad de
supresion tumoral sea dependiente de tejido o sixeldle la préstata.

Los resultados obtenidos apuntan firmemente hagmosibilidad de que LKB1
disponga de funciones adicionales mas alla deslasiadas con su actividad catalitica.
La confirmacion de esta teoria podria resultarnadtste novedosa ya que en la
bibliografia existente todas las competencias @ttds a LKB1 estan vinculadas con su
actividad quinasa.

PERSPECTIVAS Y MEJORAS EXPERIMENTALES

Estudio funcional de las capacidades oncogénidasioaadas con el desarrollo
metastasis
» Ultilizar otras mutaciones inactivantes de LKB1 peocaroborar su efect
supresor independiente de actividad quinasa (preutante D194A)
» Andlisisin vivo de las capacidades metastaticas: Ensayo de idyeenia
vena de la cola

1.3.3.2. Analisis del mecanismo de accion de LKB1 KD en la
supresion del cancer de prostata

Con el objetivo de abordar el estudio del mecanisiaaaccion del mutante de
LKB1 sin actividad catalitica empleamos tres esg@s diferentes. En primer lugar
estudiamos si la alteracion de la estequiometiiza®plejo LKB1:STRAD:MO25 es
capaz de explicar las funciones supresoras de asmexhibidas por el mutante de
LKB1 sin actividad catalitica. A continuacion, y derma paralela a la estrategia
empleada para el estudio del mecanismo de accida figma salvaje, analizamos el
fenotipo metabdlico y el perfil de expresion géniegulado por la presencia de LKB1
KD.

1.3.3.2.1. Andlisis de las consecuencias del silenciamiento de M0O25
sobre la linea celular deficiente (DU145) o competente (PC3) para LKB1

Tal como se ha descrito en la introduccion, LKBllancélulas se encuentra en
un complejo heterotrimérico 1:1:1 con la pseudoagenSTRADBaas et al., 2003y la
proteina de anclaje MOZBoudeau et al., 2003Fig. R26A). La expresion ectopica de
LKB1 KD da lugar a la formacion del heterotrimexonque careceria de actividad
catalitica, por lo que especulamos que el acomplejgo de MO25 o STRAD
potencialmente podria impedir que la forma libreedi@s proteinas llevaran a cabo otra
funcién biologica. En este caso las capacidadesesoms de tumores observadas no
serian dependientes de LKB1 en sentido estrictiogie la formacion del complejo.
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Basandonos en este razonamiento quisimos desdartaipotesis de que el efecto
supresor de tumores observado en presencia denfe fimactiva de LKB1 estuviera
mediado por alguna de las proteinas presenteshatezbtrimero.

DISENO EXPERIMENTAL

Objetivo: Analizar de las consecuencias del silenciamienti@®5 sobre un
linea celular deficiente (DU145) y competente (P8R LKB1
Muestras: Lineas celulares isogénicas DU145 y PC3 querdiii@n la expresio
de MO2w
Metodologia:
* Generacion de las lineas celulares: Infeccion itativy seleccion co
puromicina
» Analisis de la expresion de MO25: gRTPCR
« Andlisis de la viabilidad celular: Ensayo de clisialeta
» Analisis de la capacidad de crecimiento en condesoindependientes
anclaje: Ensayo de formacién de colonias en agaudbl
Test estadistico: T de Student, analisis estadistico asumiendo wia de
distribucién

Segun la bibliografia la Unica proteina a la quarse STRAD es LKB1, lo cual
limita sus posibilidades de tener funciones adwles (Baas et al., 2003)Se ha
observado ademas que lahockoutde LKB1 reduce ampliamente sus niveles de
expresion, no asi los de MO25, probablemente debidpe STRAD es inestable a
menos que no se encuentre en complejo con LiRdvley et al., 2003)Por su parte,
MO25 se une y regula diferentes quinasas STERPpi et al., 2011)y sus niveles de
expresion se muestran independientes al silenadonigénico de LKB1 en modelos
murinos (Hawley et al., 2003) En base a estas observaciones razonamos que el
silenciamiento de MO25 potencialmente podria tgwencialmente un reflejo mas
profundo en la sefializacibn mas alla de LKB1. Sisgénciamiento de MO25
(especialmente en células deficientes para LKBhddolas consecuencias de sus
niveles no son atribuibles al complejo LKB1:STRADDA5) mimetiza la inhibicion del
fenotipo tumoral observado en el andlisivitro tras la expresion de LKB1 KD, podria
ser indicativo de que el mecanismo de supresion oaim observado en
presencia/ausencia de LKB1 se debe a la dispatabilde MO25 para participar en
otros complejos proteicos.
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FIGURA R26. Estudio de la expresion y silenciamiento de MO25

A. Representacion de la superficie molecular del heterotdfeemado por LKB1, STRAD y
MO25.

B. Cuantificacion de la expresiéon de MQ2%y de MO2%3 por qRTPCR. Se muestra un
experimento y su desviacion estandar. La expresion se rauest funcion del Ct (ciclo
umbral) por lo que hay que considerar que a mayor numero dee@mmivel de expresion.

C.y D. gRTPCRs mostrando los niveles de RNA de M@2% la lineas celulares DU14E)

y PC3 (D) tras la infeccién con lentivirus portadores de shREi&ambleo shRNA contra
luncia isoformaa de MO25 (shMO2&). Se utilizaron dos secuencias de silenciamiento
diferentes. Se representa la desviacién estandar.

En humanos existen dos isoformas conocidas paraSMPD25 y MO253.

Ambas se encuentran altamente relacionadas edttaracon LKB1 de manera similar

(Boudeau et al.,, 2004)Por lo tanto, en primer lugar quisimos determirgr
silenciamiento de cual de las dos isoformas pddriar mayores consecuencias a nivel
biologico y para ello evaluamos la abundancia d#gacana de ellas en las lineas
celulares DU145 y PC3. Los analisis de expresiahzados muestran que ambas lineas
celulares mantienen un grado de expresion simdea [as isoformas y  (ACt medio
isoformaa = 4,33 y 4,20 yACt medio isoformg3 = 9,21 y 10,57 en DU145 y PC3
respectivamente), en consecuencia, la diferencial emimero de ciclos es similar en
ambas lineas, situandose entre 5 y 6 ciclos. Cerasido que cada 3 ciclos equivalen a
10 veces de diferencia en abundancia de transpdidemos estimar que MO2%®s
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aproximadamente 80-100 veces mas abundante que MBRH R26B). A pesar de la
diferencia de observada a nivel de RNA mensajelisigas verificar diferencia de
expresion a nivel de proteina. Para ello silenceM@®23 y analizamos su expresion
mediante un anticuerpo que reconoce ambas isoforBaslinea con el analisis
realizado a nivel transcripcion@Fig. R26B), observamos que el silenciamiento de
MO253 no afecta al nivel de expresion de MO25 totaldslato mostrados), lo cual
apunta el bajo nivel de expresion de MPB25

Basandonos en la diferencia de expresion obserdadalimos silenciar la
isoformao de MO25. Con ese objetivo infectamos las lineaslases DU145 y PC3
con lentivirus portadores de secuencias de silener@o para MO2b Tras la
seleccién con puromicina evaluamos la efectividielcsilenciamiento mediante andlisis
de expresidon. Mediante esta estrategia seleccianamantre las cinco secuencias de
silenciamiento probadas las dos que mostraban agarndisminucion en los niveles de
RNA mensajerdFig. R26C y D).

A continuacion evaluamos las consecuencias deicidmiento de MO2b en
funcién del crecimiento celular y de la capacidasl fdrmacién de colonias en
condiciones independientes de anclaje. Los resdtatliestran que el nimero total de
células es independiente del silenciamiento de MG2bambas lineas celular@sg.
R27A y B), coincidiendo con lo observado tras la sobreesipnede LKB1 en la linea
celular DU145(Figs. R10 y R23) Este resultado apunta a que la regulacion del
complejo LKB1:MO25:STRAD no afecta a la viabilidadlular en cancer de prostata.
En cuanto a la capacidad de formacion de colomasoediciones independientes de
anclaje observamos que el silenciamiento de MO8 inhibe esta caracteristica
tumoral, ni en términos de numero de colonkg.(R27C y D)ni en tamafio de las
mismas(Fig. R27E y F)

Observamos que el silenciamiento de M@25 se refleja en la inhibicion de la
capacidad de formar colonias en condiciones indéipetes de anclaje. Los resultados
obtenidos descartan la implicacion de otros coropléelependientes de MO25 para la
accion independiente de quinasa de LKB1. En bastearazonamiento nos propusimos
averiguar si el mecanismo ejecutor podria actuaa\es de la regulacion del fenotipo
metabdlico o a través del control del perfil trafmgonal.
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FIGURA R27. El silenciamiento de MO25%. no disminuye la agresividad en las lineas

celulares DU145y PC3

A. y B. Crecimiento celular relativo analizado por cristal vialein células DU14%A) y PC3

(B). Se muestra un experimento representativo con su desviasténdar (n= 3).

C. y D. Cuantificacion correspondiente al nimero total de lasrdatbformadas por células

DU145(C) y PC3(D) tras silenciar MO2& (n=3).

E. y F. Cuantificacién correspondiente al nUmero de colonias afi® grande formadas por
células DU145E) y PC3(F) tras silenciar MO2& (n=3). Se consideraron como grandes las
colonias que al menos triplicaban el tamafio medio del resto.

*p<0,05
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1.3.3.2.2. Caracterizacion del fenotipo metabdlico regulado por
LKB1 KD

Mediante esta estrategia nos propusimos confirmat gual que sucede para la
forma salvajg(Fig. R14) la presencia de LKB1 KD no se refleja en la altémadel
perfil metabdlico.

DISENO EXPERIMENTAL

Obijetivo: Caracterizar el fenotipo metabdlico
Muestras: Lineas celulares DU145 pBABE y pBABE-LKB1 KD
Metodologia:

* Medida de la incorporacién de glucosa: Cuantifiégaae los niveles de 2D
H2 intracelular

* Medida del lactato extracelular: Técnicas coloricéas
» Estudio de la actividad metabdlica en tiempo reahalisis del flujo
extracelular mediante el sistef@aahorse

Test estadistico: T de Student, andlisis estadistico asumiendo wia de
distribucion.

Con el objetivo de caracterizar el perfil metabdlaelular se llevaron a cabo
andlisis de incorporacion d#i-2DG, de acidificacion del medio extracelular y de
cuantificacion del oxigeno consumido en tiempo meadiante el sistem&eahorse

XF24.En ninguno de los ensayos se observaron difereeciduncion de la presencia
del mutante cataliticamente inacti{fig. R28).

Los resultados obtenidos indican que la regulad&rperfil metabdlico, en las
condiciones estudiadas, es independiente de lanmiesel LKB1 KD. Investigaremos a
continuacion si la regulacién transcripcional padér el mecanismo ejecutado por este
mutante cataliticamente inactivo para inhibir lajadicion de capacidades agresivas
(formacion de colonias en condiciones independgedéeanclaje, migracion e invasion)
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FIGURA R28. La presencia de LKB1 KD no altera el metabolismo lasal en la linea
celular DU145

A. La incorporacion de 2 desoxi-D-glucosa marcada#tse midié mediante un contador de
centelleo. Los resultados se muestran en nmoles de glucosag de proteina por minuto
(n=7).

B. Medida la concentracion del lactato extracelular al cab®4dkoras de la siembra (n=7).

C. Gréfico correspondiente a un experimento representatiaizvado con el sistenfaeahorse
Se representa el consumo de oxigeno a lo largo del tiempo@si la desviacion estandar.

D. Porcentaje de oxigeno destinado a la producciéon de ATP. Ledidas se realizaron
utilizando el método de analisgeahors€n=3).

3H: Tritio. OCR: Ratio de consumo de oxigeno. FCCP: carbanilero 4-(trifluorometoxi)
fenilhidrazona. Rot/Anti: Rotenona/Antimicina A

1.3.3.2.3. Caracterizacion del perfil de expresion génica regulado
por LKB1 KD

Con el objetivo de investigar el mecanismo supresotumores ejecutado por
LKB1 de forma independiente a su actividad quinasaalizamos mediante la
tecnologia del microarray ddumina el perfil de expresién génica regulado por la
presencia de LKB1 KD. De esta manera esperamodifidan genes candidatos a
mediar en el mecanismo de accion de estudio.
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DISENO EXPERIMENTAL

Obijetivo: Caracterizar el perfil de expresion génica reguiaar LKB1 KD
Muestras: Lineas celulares DU145 pBABE y pBABE-LKB1 KD

Metodologia: Microarray de expresiéon del genoma completo segdnalogia d
lllumina. Validacion de los resultados mediante R

Test estadistico:

» Andlisis de agrupacién muestral: Algoritmo Pearson
» Andlisis de expresion diferencial: Estadistico empit de Bayes moderado
» Andlisis de enriquecimiento funcional: Test hipemgetrico

* Andlisis de expresion por gRTPCR: T de Student,lisisaestadistic
asumiendo una cola de disucior

Tras normalizar los datos derivados del microaselilevé a cabo un analisis no
supervisado de los mismos, lo cual reveld la existede dos grupos en funcién de la
presencia de LKB1 K§Fig. R29). De esta manera confirmamos que exisite un perfil

de expresion regulado especificamente por la pcesede LKB1 e independiente de su
actividad quinasa.

A B PBABE
B rBABE-LKBLKD B

Componente principal 2 (35,6%)

Componente principal 1 (46,4%)

FIGURA R29. El andlisis estadistico no supervisado de los datoderivados del

microarray revela la existencia de un perfil de expresion rgulado por la presencia de
LKB1 KD

A y B. Representacion grafica del analisis de agrupacion jerarqéiray del andlisis de
componentes principaléB).

A continuacion procedimos a realizar el analisisedpresion diferencial que
mostro significatividad estadistica (p ajustadoSpfara un nimero limitado de genes,
detectandose 24 incrementados y 9 disminuiBims R30).

150



Resultados y Discusion- Objetivo 1

3.5

3.0

2.5

- 2
=]
o - LOCEE
>‘Q CcR2 5649
Q.N e ® e ®
= FEMF —
E E t__u 5
g e
_'f % 0 e
? . .8 3 9" -
° . °
= o. e® ...‘ -...'
o e (] L]
- ° o %ol *‘! %es
L ]
'] ®e
L ]
° .‘: J L
0 . oo Se
(=] LI
(] ™
[ ]
9 v 24
e 15 1.0 0 0.5 1.0

.0.5 0.
log2(fold_change)

FIGURA R30. El andlisis mediante microarray de RNA de las diErencias en la expresion
genética entre el grupo pBABE-LKB1 KD el pBABE resulta en un btal de 33 genes
diferencialmente expresados

Gréfico Volcano en el que se muestran los genes que se erptesaanera diferencial en el
grupo pBABE-LKB1 KD con respecto al grupo pBABE. Los genespresados
diferencialmente a la baja se representan en azul y los saghos diferencialmente al alza se
representan en rojo.

Umbrales considerados: -1,5 > veces que cambia la expresifin5; valor de p ajustado <
0,05

Acorde con el escaso numero de genes diferencitédnesipresados, los andlisis
de enriquecimiento no mostro grupos de genes esuidos de forma consistente (datos
no mostrados). Los resultados obtenidos nos llevaroonsiderar que la inhibicién de
las capacidades oncogénicas observada en presencikB1 KD podria ser debida a la
accion de genes discretos y no de grupos de géfresbase a ello, decidimos
seleccionar de entre la lista de genes diferenematienexpresados genes candidatos a
intervenir en el mecanismo supresor de tumoresagtiea en presencia de LKB1 KD.
Razonamos que el andlisis del perfil trasncripdiosagulado por la expresion de la
forma salvaje de LKB1 muestra tanto la regulaciériadexpresion génica dependiente
de su actividad quinasa y como la independientia deisma, lo cual nos hizo retomar
el grupo de genes seleccionados para la validadgda tecnologia del microarray
(Figs. R18 y R19) Decidimos por lo tanto cotejar la lista de gedderencialmente
expresados en presencia de LKB1 y de LKB1 KD coobgttivo de detectar genes
coincidentes en ambas listas. El analisis comiparatvel6 la presencia de dos genes
gue figuraban diferencialmente expresados en arabuglios, EPAS1 y CD24. Para
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ambos genes se observa que su expresion dismilgnyicativamente en presencia de
LKB1 (Figs. R18)y de LKB1 KD (Tabla R1). Las funciones atribuidas a estos genes
candidatos ademas podrian explicar el mecanismesupde tumores observado en

presencia de LKB1 KD, tal como se discutira a kgdade los préximos apartados de
este trabajo.

- Tabla R1. Tabla en la que se indican las
Cauble s veces que cambian y con qué probabilidad
CD24 -2,095 0,0019 los genes EPAS1 (o HI2 y CD24 en el

—— . e grupo pBABE-LKB1 KD vs pBABE.

Tras la seleccion de los genes candidatos quisittesminar si la presencia de
LKB1 KD correlaciona con su expresion en diferentes modelos de estudio
empleados, basados en su presencia/ausencia. Dma&sera trataremos de evaluar la
potencial implicacion de estos genes en el mecangrmpresor de tumores ejecutado en
bajo el control de LKB1 de forma independiente achividad quinasa.

DISENO EXPERIMENTAL

Objetivo: Caracterizar el nivel de expresion de EPAS1 y C@24diferente
modelos de estudio y estudiar la correlacion coB1K
Muestras: Lineas celulares DU145 pBABE y pBABE-LKB1 KD, éias murina
Lkb2*™* y Lkb1”*" y datos de expresion de muestras humanas
Metodologia:
e Estudio de la expresion de EPAS1 y CD24 mediant€P§FR y mediant
andlisis bioinformaticos
» Estudios de correlacion mediante andlisis bioinfdicos.
Test estadistico:
* Estudio de expresion, modela vitro: T de Student, analisis estadistigo
asumiendo una cola de distribucion

* Estudio de expresion, modeio vivo: T de Student, analisis estadistico [te
varianza desigual, asumiendo una cola de distdinuci

» Andlisis de comparacion entre multiples componeritest ANOVA

» Analisis de correlacion: Estadistico de Pearson

1.3.3.2.3.1. Caracterizacidon del nivel de expresion de EPAS1 en diferentes
modelos de estudio. Estudio de correlaciéon con LKB1

EPAS1 (del inglés,Endothelial PAS domain protein 1"también denominado

HIF2a, es un factor de transcripcion que regula la resjauadaptativa a la hipoxia
(Schonenberger and Kovacs, 201mbiéndose relacionado ampliamente el incremento
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de su nivel de expresion con la progresion tumeralun amplio nimero de tejidos
(revisado en(Bertout et al.,, 2008)y en (Cairns et al., 2011)) En base a ello,
especulamos que la disminucién en los niveles de&SERyodria tener un efecto en la
supresion tumoral. Con el objetivo de investigarlasiregulacion de EPAS1 es
dependiente LKB1 e independiente de su actividadaga nos propusimos evaluar el
nivel de expresion de EPAS1 en los diferentes nosdele estudio empleados en
funcién de la presencia/ausencia de LKB1.

El analisis de expresion de EPAS1 en células isogemU145 que difieren en
la expresion de la forma salvaje o del mutantetivacle LKB1 valido a través de una
técnica adicional y en otro conjunto muestras, remultados obtenidos mediante la
tecnologia del microarray. El analisis mediante BRR confirmé que la expresiéon de
EPAS1 disminuye en presencia de LKB1 de forma iaddg@nte a su actividad quinasa
(Fig. R31A). Estos resultados coinciden ademas con los oloerd la validacion del
microarray realizado con el objetivo de analizapeiffil de expresion regulado por la
forma salvaje de LKBXFig. R19) A continuacion, nos preguntamos si LKBlpodria
regular la expresion de EPAS1 en la préstata denauPara ello analizamos el nivel de
expresion de EPASL en el en el 16bulo anterioradprbstata de ratonékb1"* y
Lkb1*” de 12 meses de vida. El anlisis de los resultaduslé un aumento
significativo en los niveles de expresion en funcife la delecion de LKBIFig.
R31B). Finalmente con el objetivo de trasladar estodisaméa especimenes humanos
recurrimos a la base de datos de perfiles de dgpres cancer de préstata empleada
previamente en este trabgjbaylor et al., 2010)El analisis bioinformatico realizado
mostro como la expresion de EPAS1 disminuye sigatitamente a medida que
progresa el cancer de prostéidg. R31C). Esta base de datos también nos permitio
llevar a cabo un analisis de correlacion entrexfaresion de EPASL y LKB1, el cual
revelo la ausencia de correlacidiig. R31D)

Los resultados obtenidos avalan la posibilidad de §KB1 pueda regular
negativamente a nivel transcripcional la expresi®@fPAS1, sin embargo el analisis de
correlacion en especimenes de cancer de prosthta ique la regulacion propuesta no
es relevante en este contexto. Con el objetivaoodérmar estos resultados proponemos
construir un sistema de sobreexpresion inducibla EEPAS1 y emplearlo en este
mismo modelo celular. La retencion del fenotiporsgpr de tumores tras la induccion
confirmaria que la regulacion de EPASL1 es indegeneidel mecanismo que actla en
la inhibicion de la progresién tumoral.
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FIGURA R31. Las diferencias de expresion observadas para E&S1 en el microarray se
confirman en células DU145, en ratones y en pacientes. La egsion de EPAS]1 y de
LKB1 no correlacionan

A. qRTPCR mostrando la diferencia de expresion de CD24 eraséhBABE y pBABE-
LKB1 (n=6).

B. Analisis por gqRTPCR de la diferencia de expresion del Beaslen tejido de préstata
murino de ratonekkb1Pc** y Lkb1re- de 12 meses (n=5).

C. Diagrama de cajas mostrando los niveles de expresion de EBAPacientes. El analisis
fue realizado a partir de los datos del estudio Tdgylor et. al. (Cancer Cell, 2010).Se
representa la mediana asi como los valores maximo y minimo.

D. Diagrama de dispersion correspondiente al andlisis deelegién entre la expresion de
EPAS1 y LKB1 considerando tumores primarios y metastaticaslinea roja representa la
linea de regresion.

*p <0,05; ** p<0,001

PERSPECTIVAS Y MEJORAS EXPERIMENTALES

Caracterizacion del perfil de expresion génicaladp por LKB1 KD
» Construir un sistema de sobreexpresion inducibla gEPAS1 para s
empleo en nuestro tema celular de lineas isogénicas DU

154



Resultados y Discusion- Objetivo 1

1.3.3.2.3.2. Caracterizacion del nivel de expresion de CD24 en funcidn de la
presencia de LKB1 KD

El andlisis de expresion diferencial en funcionlaleresencia de LKB1 KD
revel6 de nuevo la regulacién negativa ejercidaes@id24, tal como habia mostrado el
analisis correspondiente a la forma salv@&eg. R16) Tal como mostrdbamos en el
apartado 3.2.3.2. de esta tesis, los resultadosnidos apuntan firmemente a la
posibilidad de que el nivel transcripcional de CD&# encuentre regulado por la
presencia/ausencia de la forma salvaje de LKBgJ. R22) Quisimos investigar si este
control se podia ejercer de una forma independsie actividad quinasa para lo cual
analizamos el nivel de expresion de CD24 en préselet mutante inactivo de LKB1.
El andlisis se llevé a cabo tanto a nivel de RNAsagero como a nivel de proteina
anclada a la membrana, revelando que la preserciaBKi81 KD se refleja en la
inhibicion de la expresion de CD24 a ambos nivéfas R32).

>
w
i

*kk

Intensidad media senal CD24

Exproesion relativa de CD24 vs GAPDH

T T
pBABE-LKB1 KD pBABE-LKB1 KD

FIGURA 32. Las diferencias de expresién observadas para C32en el microarray se
confirman mediante al analisis por gqRTPCR vy por FACS en céluhs DU145

Ay B. Analisis mediante gRTPCR de la diferencia de expresion da4qB) y analisis por
FACS de la expresion en la membrana citoplasmd®&jan células pBABE y pBABE-LKB1
KD (n=3).

**p<0,01; * p<0,001

Podemos concluir que la regulacién de CD24 se maué@stiependiente de la
funcidén quinasa de LKB1, ya que la presencia denutante de LKB1 sin actividad
catalitica es suficiente para inhibir la expresas CD24 en células tumorales de
prostata. Por otra parte el analisis transcripdideabiopsias muestra una correlacion
negativa entre la expresion de CD24 y LK@Big. R22E), apuntando la relevancia de la
regulacion descrita en el cancer de la prostatan €loobjetivo de investigar esta
cuestion proponemos utilizar el sistema de sobresidn propuesto en el apartado
1.3.1 en el contexto de LKB1 KD. El rescate deflaiones afectadas por LKB1 KD
tras la expresion de CD24 indicaria que la reg@itaanegativa de CD24 es el
mecanismo responsable de los efectos observadassapresion del cancer de pristata
en presencia de LKB1 e independientes de su aatihidinasa.
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PERSPECTIVAS Y MEJORAS EXPERIMENTALES

Caracterizacion del perfil de expresion génicailadp por LKB1
» Utilizar un sistema de sobreexpresion de CD24 qeepermita su insercio
estable en células pBABE y pBABE-LKB1 KD con el @fpjo de estudia
si se revierte el fenotipo de supresion tumoraéolalo tras la expresion
LKB1 en este sistema
» Validar la regulacién de CD24 con otros mutanted lB1 sin actividad
catalitica (p.e. D194A)

El estudio realizado nos permite concluir que LKBé&sempeia un papel
supresor de tumores mas alla de su actividad cuigasque demostramos que un
mutante sin actividad catalitica mantiene parciat@el fenotipo antitumoral exhibido
por la expresion de la forma salvaje. Estos redofiaugieren que parte de la capacidad
supresora de LKBL1 es, al menos en parte, indepetedile su actividad catalitica. Cabe
destacar lo novedoso de los resultados obtenidagigaen la bibliografia existente no
se ha descrito ninguna funcion de LKB1 independiaig¢ su accion quinasa, quiza
debido a que este pueda ser un fenotipo restringitko prostata. En linea con este
razonamiento y en discrepancia con los resultaddsnmos en la presente tesis, el
andlisis del perfil transcripcional tras la sobmegidn de LKB1 en células de cancer de
pulmén carentes de su expresion revela que losesivie CD24 y EPAS1 aumentan en
presencia de la forma salvaje. Sin embargo, enepces del mutante sin actividad
quinasa los niveles de expresion de ambos genesticardaente no varian,
observandose, en todo caso, un ligero aum@ntd al., 2007).

El siguiente cuadro recapitula los resultados obtenen referencia al estudio
de la actividad independiente de quinasa ejeradd. KB1.

RESUMEN DE RESULTADOS

LKB1 regula funciones celulares mediante un mecaniso independiente a su
actividad quinasa

El mutante inactivo de LKB1 K78l inhibe determinadas caracteristicas
oncogeénicas

La activacion de la sefializacién de NEB observada en presencia de LKB1 es
dependiente de su actividad quinasa

Con el objetivo de validar la hipotesis alternatprapuesta seria conveniente
extender estas observaciones a otros mutantes d&l ldfh actividad catalitica,
proponemos como candidatos el mutante sin activedsalitica D194A(Lizcano et al.,
2004 y los mutantes descritos en pacientes con PJO§B/3D176N y L67P)
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(Mehenni et al., 1998) a validacion de los resultados permitiria confirfaahipotesis
de que las mutaciones inactivantes de LKB1 no seoggénicas en el tejido prostatico.

PERSPECTIVAS Y MEJORAS EXPERIMENTALES

Evaluacion del efecto independiente de la activigisidasa de LKB1
» Validar los resultados obtenidos mediante la soipresion de otro
mutantes de LKB1 sin actividad catalitica
» Validacion de los resultados en células derivadasndbdelo genético
Infeccion de cultivos primarios de células de mtzsderivadas de raton
PterP*"Lkb1°°”" con construcciones que expresen LKB1 y LKB1 KD apgr
Su posterior inyeccion subcutanea o intraprostatica

En resumen, nuestros resultados indican que LKBdriree la progresion
tumoral de la prostata afectando a las capacidddesecimiento en condiciones de

ausencia de anclaje, migracion e invasién por ucamemo independiente de su
actividad quinasa.

CONCLUSION

La pérdida de expresion de LKB1, y no la de su asfidad quinasa, contribuye a
la progresion del cancer de préstata favoreciend@ladquisicion de capacidades
oncogeénicas
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Objetivo 2

Explorar el potencial uso de LKB1
como biomarcador terapeutico
en cancer de prostata

2. OBJETIVO 2: EXPLORAR EL POTENCIAL USO DE LKB1
COMO BIOMARCADOR TERAPEUTICO EN CANCER DE
PROSTATA
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La estratificacion de pacientes con el objetivaldenir la terapia a aplicar en el
tratamiento del cancer de préstata se realiza em ®parametros clinicos (edad, estado
de salud general o antecedentes familiares) ydaatals (grado y estadio del tumor).
Casi en ningun caso se consideran las caractasgignéticas del tumgresto genera
variaciones entre criterios clinic@Bedelaar and Schalken, 201B)pr ello, necesitamos
definir biomarcadores que contribuyan a la decisiéna terapia mas beneficiosa para
el paciente en cada caso y a monitorizar su efdatly abriendo las puertas de la
practica clinica a la medicina de precision.

Medicina de precision: Definicion
La medicina de precision es una metodologia climogo principal objetivo
consiste en aunar los indices patologicos estaloecton el andlisis del perfil
molecular individualizado para dar lugar a estriategde diagnostico, d
prognéstico y de terapia a la medida de las neadssgd de cada paciente
(Mirnezami et al., 201.

13

La investigacion en cancer de préstata esta dandoptimeros pasos hacia la
estratificacidon de pacientes en base a clasifiemdonoleculares que contribuyan a
definir terapias selectivg&aufman et al., 20155in embargo, en otros tipos tumorales
se han logrado establecer protocolos que permiteahepir la respuesta terapéutica en
funcién de marcadores moleculares. En la practio&ca diaria la decision de la terapia
a aplicar en el tratamiento del cancer de mama oselidona a los resultados
observados tras el analisis del tumor. Como ejemapsobreexpresion del gen HER2 es
indicativa de una respuesta positiva ante la tareqn trastuzumagrebin et al., 1985)
(Vogel et al., 2002)

HIPOTESIS

La presencia/ausencia de LKB1 contribuye a definiterapias selectivas en el
tratamiento del cancer de préstata

Existen 2 estrategias para determinar la teramatdra la que los tumores
deficientes en LKB1 pueden tener una respuesteeditel:

1. Estudiar la via por la que opera el gen. El arsitisilos resultados obtenidos
potencialmente permite identificar potenciales pandébiles en las bases
moleculares del tumor con el fin de atacarlo deereselectiva.

2. Emplear técnicas de alto rendimiento. El uso de rah@entas

bioinforméaticas para el andlisis de datos faciéitaplicacion del concepto de
letalidad sintética en la terapia contra el cancer.
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En este objetivo decidimos explorar ambas posHulées.

2.1. EVALUACION DEL POTENCIAL USO DE LKB1 COMO
BIOMARCADOR PREDICTIVO DE EFECTIVIDAD TERAPEUTICA
FRENTE A TERAPIAS BASADAS EN EL ESTRES METABOLICO

Una de la funciones principales de LKB1 es regldaactivacion de la via que
detecta limitaciones energétiqad&lden et al., 2011Es por lo tanto factible pensar que
terapias que alteran este pardmetro podrian aesftctivas en tumores de prostata
deficientes para LKB1. Tal y como demuestran estigrevios, las células que carecen
de LKB1 son mas sensibles a la apoptosis induciola ggentes que limitan la
generacion de ATRPShaw et al., 2004) (Shackelford et al., 20F3ra explicar estos
resultados los autores proponen que las célulasielges en LKB1 son incapaces de
detectar el estrés energético. Esto conlleva queusalen activar mecanismos que
favorezcan la recuperacion de la homeostasis eigevando al colapso metabdlico
y a la muerte. De esta manera se abre la positiidauso de LKB1 como herramienta
molecular valida para estratificar pacientes qeeaadan positivamente a la terapia del
tipo mencionado. En linea con la idea del uso dB1Komo clasificador molecular, se
ha publicado que células de cancer de pulmon nogiesg(Non Small Cell Lung
Cancer, NSCLC) deficientes para LKB1, responden ante la inducai®l estrés
metabolico por fenformina con una activacion dagdaptosigShackelford et al., 2013).
Segun los datos obtenidos en el analisis del napale tejidos, la expresion de LKB1
varia en cancer de prostata, habiendo observademe 38% de los tumores no se
detecta su expresiéfFig. R1). Basandonos en los estudios mencionados, quisimos
realizar en cancer de prostata una prueba de dondelbbmodelo propuesto pShaw et
al. Para ello sometimos a células competentes o eefes para LKB1 a diferentes
formas de estrés metabdlico. El objetivo radicacemprobar si la presencia de la
quinasa determina una respuesta diferencial atédips de estrés.

2.1.1. Evaluacion del potencial uso de LKB1 como
biomarcador de efectividad terapéutica frente al tratamiento
con fenformina

Nuestra primera estrategia para inducir estréshtbkta fue el tratamiento con
fenformina. Tanto la metformina como su analogofdanina son biguanidas que
actian a nivel de la mitocondria, inhibiendo de enartransitoria el complejo | de la
cadena de transporte de electrof@wen et al., 2000) (Dykens et al., 2008 pmo
consecuencia, se inhibe la producciéon de ATP mitdgal y se incrementa la
concentracion de AMP intracelular que es capaz mesal a la subunidad gamma
reguladora de AMPK permitiendo asi su activac{etawley et al., 2010) Ambos
compuestos mejoran el control glicémico, siendon&tformina el medicamento mas
aceptado para el tratamiento de la Diabetes Mgltipo 2(revisado en Pernicova and
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Korbonits, 2014).En algunos paises, la fenformina comenz6 a utsizacomo
antidiabético pero fue retirada del mercado dela@da alta incidencia de acidosis
lactica. El efecto inhibidor de la fenformina esv&@es mayor que el de la metformina.
Ambos compuestos son internalizados principalmemégliante transporte activo, a
través del transportador de cationes organicos Q@dib la fenformina muestra una
mayor afinidad y actividad de transporte, con uraacada diferencia en la cinética de
internalizacion con respecto a la metformif@game et al., 2009) (Pernicova and
Korbonits, 2014) La metformina se internaliza principalmente pélutas hepaticas y
es mas dependiente de transporte activo que larfeinfa, siendo esta ultima accesible
para un mayor namero de tejid@egal et al., 2011)

DISENO EXPERIMENTAL

Objetivos: Evaluacion de la respuesta frente a fenformina10mM) en funcién
de la expresion de LKB1

* Analisis de la viabilidad celular

» Andlisis del grado de proliferacion

« Andlisis del porcentaje de apoptosis
Muestras: Lineas celulares DU145 pBABE, pBABE-LKB1 y pBABEKB1 KD
Metodologia:

» Ensayo de cristal violeta

* Ensayo de incorporacion de BrdU

» Cuantificacion de la poblacion SubG1 mediante FACS
Test estadistico: T de Student, analisis estadistico asumiendo urla de
distribucién

Con el objetivo de seleccionar las condiciones exmntales adecuadas,
realizamos ensayos en base a dosis y tiempo obserwma respuesta al cabo de 48
horas de tratamiento con fenformina 1 mM (datosmustrados). El analisis de la

densidad celular relativdrig. R33A) mostré un mayor niumero de células viables en la

linea que expresa LKB1 funcional. Esta diferenestadisticamente significativa, era
dependiente de la dosis empleada. Dado que el numlativo de células corresponde
al equilibrio entre las que se han dividido y lag ¢han muerto, quisimos determinar si
la diferencia observada en nuestros resultadosebéa da la proliferacion o a la
apoptosis. El ensayo de proliferaci@fig. R33B) no mostré diferencias en la
incorporacion de BrdU en estado basal. Sin embarg® el tratamiento con fenformina
las células que expresaban LKB1 funcional presentam menor descenso en la
proliferacion. Por otra parte, la presencia de LKBA dio lugar a diferencias
significativas en el porcentaje de células en aggipt ni a las 24 horas del tratamiento
(datos no mostrados), ni a las (@8g. R33C).

A pesar de la ausencia de apoptosis no podemoacdesiue el tratamiento
pudiera inducir otras vias de muerte celular comelcrosis
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B. Proliferacion celular relativa analizada a
través de la incorporacion de BrdU (n=5).
10 C. Porcentaje de apoptosis tras el tratamiento
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Porcentaje de apoptosis (% )
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La fenformina se retir6 del uso clinico por su dericia en acidosis lactica
(Pernicova and Korbonits, 2014)yaan asi podria ser de utilidad como farmaco
anticancerigeno ya que la dosis administrada yfaaibn del tratamiento pueden ser
muy diferentes respecto a su uso anterior comaliah@tico. Creemos que seria
recomendable evaluar la aplicacion de fenformindeeapia combinada, ya que si se
encuentra un efecto sinérgico con otro citotéxiegadria disminuir su concentracion.
Ademas, aunque en cancer de prostata no induzepdptosis selectiva en células
carentes de LKB1, es posible que las sensibileatéra la accion de otros farmacos.

2.1.2. Evaluacion del potencial uso de LKB1 como
biomarcador de efectividad terapéutica frente al estrés
provocado por la restriccion nutricional

Decidimos explorar también otras vias de inducdénestrés metabdlico con el
fin de determinar si la expresion de LKB1 da lugama respuesta diferencial.
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DISENO EXPERIMENTAL

Objetivo: Andlisis de la viabilidad celular a las 72 horas ldeinduccién de
diferentes formas de estrés metabdlico
Muestras: Lineas celulares DU145 pBABE, pBABE-LKB1 y pBABE-B4 KD
Mecanismos de induccion del estrés metabdlico:

¢ Privacion de suero (1% SFB)

» Tratamiento con 2-Deoxi-D-glucosa (5 mM)

» Privacion de glucosa y uso de suero dializado
Metodologia Ensayo de cristal violeta
Test estadistico: T de Student, andlisis estadistico asumiendo una de
distribucion

2.1.2.1 Privacion de suero

En primer lugar nos preguntamos si las célulasmastienen la funcionalidad
de LKB1 son mas resistentes ante la privacion @eoglrig. R34A). Tras crecer las
células durante 72 horas en DMEM completado cord&%uero fetal bovino (SFB) no
observamos diferencias significativas en el nuntetal de células viables. En las tres
lineas la densidad celular se redujo de media emota un 55%, mostrandose
independiente de la presencia de LKB1.

2.1.2.2 Inhibicion de la glicdlisis

Las células tumorales basan su metabolismo prilmegrde en la glucosa y en la
glutamina como fuente de energia y carbdRuiz-Perez et al., 2014lp que nos llevd
a pensar que inhibiendo atacando especificamentglidalisis quiza pudiéramos
observar una respuesta diferencial marcada paekepcia de LKB1. La inhibicion de
la glicdlisis activa AMPK que a su vez controlafdaforilacion de enzimas y factores
de transcripcion implicados en el metabolismo dbatadratosLuo et al., 2010)Si se
cumple el modelo propuesto por Shaw al., podemos predecir que las células
deficientes en LKB1 no podrian activar AMPK y naiae capaces de adaptarse al
estrés entrando asi en un estado de crisis metaboli

Con el fin de alterar el estado metabdlico a tralek inhibicién de la glicdlisis
hemos empleado dos estrategias.

2.1.2.2.1- Tratamiento con 2-Deoxy-D-glucosa

La 2-Deoxy-D-glucosa (2-DG) es un inhibidor espeoifde la glicdlisis. Este
compuesto es captado por transportadores de glycesafosforilado por lgrimera
enzima de la ruta, la hexoquinasa. La 2-DG fosfddlno podréa ser metabolizada en la
glicdlisis, actuando como un inhibidor competitide la enzima e inhibiendo la via
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metabolicaMuhlenberg et al., 2015En este caso, la presencia de LKB1 tampoco dio
lugar a una diferencia en el nimero de célulaslegatas el tratamiento, observandose
una disminucion media de, aproximadamente, el 60%®tres lineas celularésig.
R34B).

El empleo de concentraciones inferiores de 2DG ameéilas que se observaba
una disminucion del 20% de la densidad celular taopevel6 diferencias en funcion
de la presencia de LKB1 (datos no mostrados).

2.1.2.2.2. Crecimiento en condiciones de privacion de glucosa y
empleo de suero dializado.

La ausencia de glucosa en el medio hace que ldligiscse mantenga inhibida
mientras que la didlisis del suero reduce sigrifieanente las concentraciones de
moléculas pequefias (MW 10 KDa) disminuyendo los nutrientes y factores de
crecimiento disponibles y aumentando en consecaegichivel de estrés metabdlico
(Xie et al., 2014)El empleo de este modelo experimental tampocolGeni@guna
respuesta diferencigFig. R34C). El descenso en el numero de células se mostro
independiente de la presencia de LKB1. La compamacion las células control,
crecidas en medio con glucosa completado con un d®%uero, mostro en todos los
casos una disminucion del numero total de céludh8@Pb6 aproximadamente.

Los resultados obtenidos indican que LKB1, en eitexto del cancer de
préstata, es un biomarcador que predice una resppesitiva frente al tratamiento con
fenformina. Sin embargo no resulta efectivo antasoterapias basadas en la induccion
del estrés energético. En el presente trabajo moosieconfirmado la activacion de
AMPK ni hemos indagado en el mecanismo que potknerge la ejecuta tras la
induccion del estrés metabdlico. Por ello, Unicamepmodemos especular que la
explicacion para el efecto observado podria raddcala capacidad de AMPK de ser
activada a través de diferentes mecanismos segtipoetie estimulo recibido por la
célula.

El crecimiento de las células en galactosa las mage dependientes de la
fosforilacion oxidativa(Dykens et al., 2008 Especulamos que en estas condiciones la
presencia de LKB1 pueda tener un reflejo mas acusada respuesta celular frente las
terapias basadas en el estrés metabdlico, espeaigran el caso del tratamiento con
fenformina.
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FIGURA R34. La expresion exdgena de
LKB1 no varia la tasa de crecimiento
celular al someter a las células DU145 a
diferentes formas de estrés metabdlico
Mediante cristal violeta se analiz6 al cabo de
72 horas el efecto de:

A. Privacion de suero (n=6).

B. Tratamiento con 2 deoxiglucosa 5 mM
(n=6).

C. Privacion de glucosa en el medio de
cultivo completado con suero dializado
(n=5).

PERSPECTIVAS Y MEJORAS EXPERIMENTALES

Evaluacion del potencial uso de LKB1 como biomaocadie efectividad
terapéutica frente terapias basadas en el esttébdtieo
» Comprobar la activacion de AMPK en respuesta dilfesentes tratamientos

» Explorar el mecanismo de activacion de AMPK y eaalla implicacion de
LKB1 tras la induccién

» Evaluar el efecto de la presencia de LKB1 antea¢ghmiento corienformina
en las diferentes lineas isogénicas mantenidaalantgsa

Los datos obtenidos indican que LKB1, en el cowtedel cancer de préstata,
podria ser un estratificador molecular de efectogsderados. Mostramos datos
preliminares sobre su validez para predecir unpuesga positiva frente al tratamiento
con fenformina, no asi ante otras estrategiasdeataas basadas en el estrés energético.
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2.2. EVALUACION DEL POTENCIAL USO DE LKB1 COMO
BIOMARCADOR PREDICTIVO DE SENSIBILIDAD A FARMACOS
EN CANCER DE PROSTATA

Las posibilidades que ofrece hoy en dia la biomftdica, entendida como la
aplicacion de la tecnologia informatica a los psosebioldgicos, nos ha permitido
generar, gestionar y manejar una gran cantidagtibes despecialmente los derivados de
tecnologias de alto rendimiento. Las herramientasformaticas pueden incrementar
la eficacia en el desarrollo de terapias persomddiz en cancer, tanto en términos de
tiempo como de inversion econdémica.

Con el fin de valorar la capacidad de LKB1 comoniaocador terapéutico
frente a farmacos aplicados en clinica revisamdm$® de datos generada a partir del
proyecto “Genomica de la sensibilidad a farmacosc@&@mcer” (“Genomics of drug
sensitivity in cancer”) (Garnett et al., 2012Este proyecto es un programa de
investigacion académica desarrollado en colabanagatre el Instituto Sanger
“Wellcome Trusty el Centro del Cancer del hospital general desddahusetts. Su
objetivo consiste en identificar qué caracteristiceleculares de los tumores predicen
respuesta a agentes citotoxicos. Los autores evallestado mutacional de una serie
de genes, entre los que se encuentra LKB1, comoaghares moleculares que dictan
sensibilidad a determinados farmacos en célulasrales(Garnett et al., 2012)Estos
resultados estan en linea con nuestra hipétesessajgicacion de LKB1 en el desarrollo
de terapias dirigidas.

Las bases tedricas de este proyecto radican emmeépto de letalidad sintética
aplicado en la terapia contra el cancer. Este g@iadgene su origen en estudios con
Drosophila melanogasteen los cuales la combinaciéon de mutaciones en dosio
genes deriva en la muerte celu{aucchesi, 1968)En los ultimos tiempos la idea de
letalidad sintética ha sido explorada en el amudib desarrollo de nuevos agentes
anticancerigenos que ataquen de manera selecih@ds con una mutacion genética
especifica, en la identificacion de nuevas diaresptuticas y en la caracterizacion de
genes asociados con la respuesta al tratam(gtticornan et al., 2014)

Tal como hemos indicado, todos los compuestos zatils se aplican en la
clinica o estan bajo evaluacion preclinica, pogue si se establece que la interaccion
farmaco-mutacién es sintéticamente letal, la tergoidria ser aplicada en un plazo de
tiempo reducido. En el estudio se contrasta lauestp de 662 lineas tumorales
humanas frente a 130 farmacos. Para llevar a cadaescripcion multiparamétrica de
la sensibilidad al farmaco, incluyendo la mitadl@eoncentracion inhibitoria maxima
(ICs0) y la pendiente de la curva dosis respuesta, 8@ el efecto del tratamiento sobre
la viabilidad celular a las 72 horas. Con el objetde identificar asociaciones entre
genes individualegelacionados con el cancer y la sensibilidad aaomdco se aplico el
analisis multivariante de la varianza (MANOVA), arporando los dos parametros
mencionados anteriormente.
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Al consultar en esta base de datos qué farmacasapocksultar mas efectivos
en tumores nulos para LKBt{p://www.cancerrxgene.org/translation/Gene/STK11
se nos muestra un diagrama de Volcano en el qeéeaa X figura el efecto que tiene
la mutacion sobre la diferencia en lasd@ en el eje Y el potencial estadistico de la
asociacion del farmaco con el estado mutaciondlKiR1l. Los dos compuestos que
mostraban un mayor efecto y una mayor probabilideesh GW441756, inhibidor
selectivo de tirosina quinasa A (TrkA) y 17-AAG hibidor de HSP90, proteina de
respuesta a choque térmidgeg. R35).

1T-AAG

GWA441756

Bryostatint

p-value

BMS-703163
102 §20% FOR {

Gene IC 50 Effect

Increzsed sensitivity ncressed resistance

FIGURA R35. Existe un grupo de farmacos ante los que LKB1 puee actuar como
marcador de sensibilidad a la respuesta

Diagrama Volcano de los resultados analizados con el tealisico MANOVA mostrando la
probabilidad que tiene un farmaco de ser efectivo en tumguesno expresan LKB1. Cada
circulo representa el resultado de una Unica combinacidmaf@-gen, y su tamafio el nimero
de lineas celulares analizadas.

MANOVA: Andlisis multivariante de la varianza

Razonamos que nuestro modelo celular, basado Bnela DU145 de la que
derivamos tres lineas isogénicas, podia resulsuadio para verificar que la presencia
de LKB1 es el factor clave que dictamina la selidénl a los farmacos propuestos y
validar asi su capacidad como marcador de respfresta a los mismos en cancer de
préstata.
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DISENO EXPERIMENTAL:

Objetivo: Analisis de la viabilidad celular tras 48 horas tdetamiento con
farmacos que, junto con la carencia de LKB1, potémente inducen letalida
sintética
Muestras: Lineas celulareBU145 pBABE, pBABE-LKB1 y pBABE-LKB1 KD
Compuestos:
* Inhibidor de TrkA: GW441756 (0,1-10M)
* Inhibidores de HSP90:
= 17-DMAG (10-50 nM)
= Geldanamicina (10-100 nM)
Metodologia: Ensayo de cristal violeta
Test estadistico: T de Student, andlisis estadistico asumiendo uria de
distribucion

2.2.1. Evaluacion del potencial uso de LKB1 como
biomarcador predictivo de sensibilidad ante la inhibicion de
TrkA

TrkA es el receptor del factor de crecimiento nagvf@wo (NGF) y su inhibicion
sensibiliza a las células de cancer de mama fremgaclitaxel e inhibe la metastasis
(Zhang et al., 2015para confirmar que la sensibilidad al farmacodet@rminada por
la presencia de LKB1, las células isogénicas DUiL#Bon tratadas durante 48 horas
con GW441756 y se determind el nimero total delagiiablesFig. R36).A la vista
de estos resultados, LKB1 no contribuye a una estpudiferencial frente al
tratamiento.

Entendemos que la validez de estas prediccionascestlicionada al tejido de
origen del cancer. Por lo tanto, seria recomendatddizar la expresion de TrkA en el
tejido prostéatico ya un bajo nivel de expresionrpglstificar los resultados obtenidos.

GW441756, 10 uM

LK e e e e e e L T

0.8 +

FIGURA R36. La presencia de LKB1 no

dicta una respuesta diferencial frente al

0.4 tratamiento con el inhibidor de tirosina

quinasa A (TrkA) GW441756

0.2 Efecto del tratamiento con GW441756, 10
UM sobre el crecimiento celular analizado

PBABE pBABELKB1 pBABELKB1kp  POT Cristal violeta a las 48 horas (n=6).

0.6 -

0.0-=

Niamero relativo de células (u.a.)

170



Resultados y Discusion- Objetivo 2

2.2.2. Evaluacion del potencial uso de LKB1 como
biomarcador predictivo de sensibilidad ante la inhibicion de
HSP90

HSP90 es una chaperona ubicua y altamente consemald largo de la
evolucion(Sreedhar et al., 2004).as proteinas chaperonas ayudan en el plegamiento
de proteinas inmaduras, lo que proporciona unaoomafcion adecuada y evita la
agregaciorn(revisado en (Young et al., 2001ctian como moduladores alostéricos y
participan en el trafico intracelular, en la actiéa/inhibicion y en la
degradacion/estabilizacion de sus proteinas chgivteung et al., 2001)El grupo de
proteinas clientes descrito para HSP90 es muy anglincluye gran cantidad de
moléculas cuya desregulacion se ha visto implieadi aparicién y/o en la progresion
del cancer, tales como v-SRC, BCR-ABL, p53 mut&RkBB2 (HER-2), AKT, HIF-&

0 B-RAF (Blagosklonny, 2002)En base a estudios que muestran que inhibidaes d
HSP90 inducen la ubiquitinacion y la degradaciorotgasomal de numerosas
oncoproteinagStravopodis et al., 20073e ha sugerido que la importancia de HSP90
en cancer radica en promover la estabilidad y tevidad de oncogene@ichter and
Buchner, 2001) Estas observaciones han promovido el avance atesdrrollo de
inhibidores especificos de HSP90. La geldanamiciatibiotico producido por
levaduras, y su analogo sintético 17-AAG tienereptas efectos antiproliferativos y
apoptaticos en lineas celulares de origen tumoh xenografts de células humanas
implantadas en rat§fTatokoro et al., 2012)Con el objetivo de mejorar la solubilidad y
evitar efectos secundarios toxicos, se han detatoobnalogos de estos compuestos
como el 17-DMAG que es el que utilizaremos en masstxperimentos

Las células DU145 que expresaban o no LKB1 funtifugon tratadas con 17-
DMAG vy se cuantifico el numero total de célulashlés (Fig. R37A). Observamos una
respuesta diferencial basada en la presencia dd lfiiigcional, la cual confiere menor
sensibilidad al tratamiento. La comparacion entkilas pBABE y pBABE-LKB1
resulta en una diferencia estadisticamente sigiifia. Con el objetivo de extender
esta observacion, evaluamos la respuesta citotéxigaldanamicindFig. R37B). De
nuevo observamos una mayor sensibilidad ante ldbiadn de HSP90 en células
carentes de LKB1, estadisticamente significativa go rango de confianza del 95%.
Sorprendentemente, las lineas celulares pBABE yBIBAKB1 KD mostraron una
clara diferencia en la respuesta al farmaco. Esdssltados sugirieren que la mera
presencia de LKB1 podria ser suficiente para pravaoa respuesta diferencial frente a
geldanamicina, independientemente de su actividathsa.
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>

Nimero relativo de células (u.a.)

0.8 -

0.6

0.4 -

0.2 4

0.0 -

17DMAG, 40 nM

pBABE

T
pBABE LKB1

pBABE LKB1-KD

Niamero relativo de células (u.a.)
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1.0 4
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0.4 4
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Geldanamicina, 100 nM

T
pBABE pBABE LKB1 pBABE LKB1-KD

FIGURA R37. La presencia de LKB1 puede dictar una respuesta iferencial frente al
tratamiento con inhibidores de HSP90
A. y B. Crecimiento celular relativo analizado por cristal vialdtas el tratamiento con
17DMAG, 40 nM (n=4)(A) y con geldanamicina, 100 nM durante 48 horas (n83)

*p<0,05;,*p<0,01

Los datos obtenidos revelan que existe una seidsithilexacerbada de células
deficientes en LKB1 ante la inhibicion de HSP90.ri@samente, este efecto es
comparable al de la fenformina, cuyo razonamiengranistico estd ampliamente
justificado. Seria de gran interés determinar edansmo de accion implicado en esta
respuesta diferencial, y establecer si resulta mepatencial interés clinico para la
estratificacion de pacientes frente al tratamieoto inhibidores de HSP90.

PERSPECTIVAS Y MEJORAS EXPERIMENTALES

Evaluacion del potencial uso de LKB1 como biomaocatk sensibilidad ante Ig
inhibicion de TrkA
> Realizar un analisis de la expresion de TrkA

Evaluacion del potencial uso de LKB1 como biomaocatk sensibilidad ante Ig
inhibicion de HSP90
» Comprobar la inhibicion de HSP90
» Evaluar la respuesta a inhibidores de HSP90 efas&tompetentes para

LKB1 tras su silenciamiento

» Ampliar el estudio realizando el tratamiento cor®tinhibidores de HSP9(

(Radicicol, Herbimicina A)

> ldentificar la proteina cliente involucrada en lkensbilidad frente a |

inhibicion de HSP90

> Evaluar el efecto diferencial de los inhibidoredHP90 en nuestras lineag
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En resumen, nuestros resultados extienden a cdagepstata la observacion de
qgue la expresién de LKB1 contribuye a incrementéarespuesta antitumoral ante la
fenformina, no asi ante otros tratamientos indestatel estrés metabdlico. Por otra
parte, consideramos significativo haber mostradge lg inhibicion de HSP90 puede
tener una actividad antitumoral condicionada paxpresion de LKB1. Curiosamente,
observamos que frente al tratamiento con geldamaaniel mutante de LKB1 sin
actividad catalitica mantiene la capacidad protactonostrada por la forma salvaje,

apuntando la posibilidad de que LKB1 ejerza funesrindependientes a las de
sefalizacion.

CONCLUSIONES

La expresion de LKB1 dicta en cancer de prostata umrespuesta diferencial
frente a fenformina

Se ha establecido una actividad de similar potencente la inhibicion de HSP90
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LKB1 COMO SUPRESOR DE TUMORES EN CANCER DE
PROSTATA: ESPECULACIONES SOBRE EL MECANISMO

Haploinsuficiencia, inactivacidon bialélica y reduccion de la expresion de
LKB1: Implicacion en la progresion tumoral

LKB1 es un gen haploinsuficiente para el desarrddd®JS en humanos ya que
su heterocigosidad se asocia a la aparicion deeilbmes caracteristicas que incluyen el
desarrollo de podlipos (hamartomas) gastrointegmgEntius et al.,, 2001).La
haploinsuficiencia también ha sido demostrada erdetos murinos, habiéndose
observado que la heterocigosidad sistémicaLklel se refleja en el desarrollo de
polipos gastrointestinales benignos que retienaaxpmesion del alelo salva{Rossi et
al., 2002) (Miyoshi et al., 2002) (Bardeesy et al., 200Rx generacion de ratones
hipomorficos para LKB1Lkb1™"™§, en los cuales la expresiéon de LKB1 se reduce
aproximadamente 5-10 veces, ha demostrado que L#&Bdn gen haploinsuficiente
obligado para el desarrollo de hamartomas ya cuieatones hipomorfoskb™™Pno
desarrollan polipos intestinal@duang et al., 2008).

En el contexto de la progresion tumoral se ha obsler que el hipomorfismo
sistémico dd_kb1l no promueve el desarrollo de lesiones precance(@sexcepcion de
linfomas presentes también en animales salvélitsgdng et al., 2008)Sin embargo, la
inactivacién bialélica condicional de LKB1 da lugata transformacién neoplastica en
un amplio numero de tejidos incluyendo puln{dnet al., 2007)gepidermis(Liu et al.,
2012) (Gurumurthy et al., 2008pancreas(Hezel et al., 2008plandula mamaria
(McCarthy et al., 2009)endometriqContreras et al., 2010y prostata(Pearson et al.,
2008) Estas observaciones indican que unos nivelexpieson de LKB1 minimos
son suficientes para mantener la supresion tumwoiahtras que la pérdida completa da
lugar a la iniciacién del cancer de una forma ddjne de tejido. En el modelo
murino Lkb1 condicional de prostata generado hasta la fechdetaones neoplasicas
detectadas son consecuencia de la delecion detmyda practica totalidad del tracto
genito-urinario(Pearson et al., 2008a)Por lo que, tal como hemos discutido en el
apartado 1.2.1, este modelo no permite determingaeel de LKB1 como supresor de
tumores en la prostata de forma especifica.

En cancer de préstata, al igual que estudios anés(Park et al., 2009)hemos
observado que existe un grupo de tumores careatksakpresion de LKB1 a nivel de
proteina asi como un descenso en el nivel tracsonial de diferentes cohortes. Estos
resultados apuntan la posibilidad de que LKB1 @jeimciones como supresor de
tumores de prostata. Los resultados derivados pieetgente tesis indican que la pérdida
bialélica deLkbl como Unico evento genético no da lugar a lesiomeeplasicas, por
tanto LKB1 no es un factor determinante en la auin del cancer de prostata.
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Por otra parte hemos estudiado las consecuencids pérdida de LKB1 en
concurrencia con la haploinsuficiencia de PTEN eodo de manifiesto la
cooperatividad existente entre ambos genes enpl@sidn del cancer de préstata. En
linea con los resultados obtenidos en la presesi £n el cancer de otros tejidos se ha
descrito que la pérdida bialélica de LKB1 coopera gtras alteraciones genéticas en la
progresion tumoral, habiéndose demostrado la catpelad tanto con genes
supresores de tumores (PTEXKu et al., 2014)y p53 (Wei et al., 2005)como con
oncogenes (B-RaiGonzalez-Sanchez et al., 2038K-ras (Liu et al., 2012) (Ji et al.,
2007)) También se ha observadae la dosis de LKB1puede influir de manera critica
en la susceptibilidad al cancghi et al., 2007) (Liu et al., 2012Y.anto en cancer de
pulmén como en melanoma se observa que en la grogreumoral dirigida por la
sobreexpresion de K-Ras la hemicigosidad de LKBilita la transformacion y la
metastasis tumoral mientras que la inactivacioteliéa condicional se asocia con un
tiempo de latencia mas corto y con un espectrolbgito diferente caracteristico de
tumores diferenciada@i et al., 2007) (Liu et al., 2012tstas observaciones nos hacen
pensar que el mecanismo supresor de tumores ajecpitst LKB1 puede depender del
contexto tisular y/o de la combinacion de alteraegooncogénicas, alternando entre el
modelo que cumple la hipétesis de dos eventostiuaaton bialélica) y el modelo de
haploinsuficiencia.

En el contexto del cancer de prostata el hipomuodisleLkb1 no es suficiente
para hacer progresar el cancer de préstata dirigadtola haploinsuficiencia deten
(genotipoPteri” Lkb1™P™8 (Huang et al., 2008)Este dato apunta la posibilidad de
gue el cancer de préstata requiera la pérdida éesalelos de LKB1 para promover la
progresion tumoral. Recordemos que el modelo sistérmurino indica que la
haploinsuficiencia déten (Pten”) da lugar al desarrollo de PIN a los meses con un
50% de penetranciéDi Cristofano et al., 2001)El modelo condicional de prostata
(Pterf®*") generado en nuestro laboratorio ha permitido sdivéetalidad del modelo
Pteri’”” debida a la aparicién de lesiones linfoproliferasivrevelando que las lesiones
PIN no progresan(Torrano and Valcarcel-Jimenez datos no publicagosiatos
preliminares de esta tesis doctorab),dan lugar a cancer con poca penetrancia y larga
latencia (como se demuestra en el genotipo adalizal8 meseBter?®";Lkb1"*)
(Esqg. D1). En linea con estas observaciones, los resultabienidos en la presente
tesis indican que la haploinsuficiencia combinad@tény Lkb1 es indistinguible del
fenotipo tumoral observado en animaR®rf**". Los resultados obtenidos muestran
una mayor penetrancia de las lesiones debido aedibifidad de realizar un estudio de
mayor longevidad. La haploinsuficiencia dib1, al igual que el hipomorfismo, no se
refleja en la aceleracion de la progresion tumaiaén una mayor agresividad del
fenotipo resultant¢Huang et al., 2008jEsqg. D1) Sin embargo la pérdida bialélica de
Lkb1, en combinacion con la haploinsuficienciaRten facilita la transformacion y la
metastasis tumoral asociandose con una letalidagréma e invariablemente con el
desarrollo de céancer de células escamosas. Estssltados indican la
haploinsuficiencia d@tenno altera el modelo de dos eventos observado suplasion
tumoral ejecutada pdukbl, ya que la progresion tumoral se acelera Unicaar@mtaso
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de la pérdida completa. Estos resultados su canjaptintan la posibilidad de que
pérdida bialélica de LKB1 sea el mecanismo favatecee la progresion tumoral y no
la disminucion de su expresi@iasg. D1).

m 12 méses 18 méses

50% PIN

o]a%

Di Cristofano, et al.
! +-
Nat Gens, 2001 Pten

30% HGPIN

Torrano, Valcéarcel-
Jmnz, et al. Pten pc+/-
(datos no publicados)

20% Adc
20% LGPIN 20% SCC
PtenPe+: Lkb1pe+- A
Pten*- Lkb1*"* 25% Adc
Huang, et al.
Biochem J, 2008
Pten*- Lkb1hyp 25% Adc
60% SCC
Vo 100% SCC
/- -I- g
Ptenpc* Lkb1re 4 metastatico letal

Esquema D1: Implicacion del nivel de expresiéon deLkbl en cooperacién con la
haploinsuficiencia dePtensobre la agresividad del cancer de prostata murino

Se indican los estudios de referencia, el genotipo y el fpaaibservado en la préstata en
relacion a la edad del ratén

PIN: Neoplasia intraepitelial de préstata; HGPIN: PIN d® arado; LGPIN: PIN de bajo
grado; Adc: Adenocarcinoma de prostata; SCC: Cancer deasédscamosas

Diferentes estudios demuestran que los modelospgesentan heterocigosis
(sistémica o condicional) para LKB1 retienen larespn del alelo salvaj@&ossi et al.,
2002) (Ji et al., 2007) (Wei et al., 200%p cual también se ha descrito en material
derivado de pacientes con P(ato et al., 2001)Estas observaciones sugieren que
LKB1 es un gen haploinsuficiente para el desarrdéi@0dlipos y apuntan la posibilidad
de que la pérdida bialélica de LKB1 pueda faciigtal tumor la adquisicion de algun
tipo de ventaja selectiva adicional. La caracter@a histologica de nuestro modelo
doble heterocigoto a diferentes tiempos muestdiféaenciacion progresiva a cancer de
células escamosas, llegando a representar el 50%s demores examinados (20% de
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las muestras). La pérdida completa revela la psbgaee invariable diferenciacion hacia
cancer de células escamosas, letal a los 10 mEses D1) Estos resultados se
encuentran en linea con estudios anteriores quechialado la posibilidad de québl
ejerza funciones en la diferenciacién tumoral, &goho la tipologia tumoral de tipo
escamosdJi et al., 2007) (Liu et al., 2012) (Xu et al.,1A) (Esteve-Puig et al., 2014)
(Gurumurthy et al., 2008).0s resultados obtenidos en la presente tesis apangue la
pérdida bialélica de LKB1 podria determinar el dedln de cancer de células
escamosas, caracterizado por su alta agresividagacidad de metastatizar.

Por lo tanto, en el tejido prostatico el mecanisteopérdida de expresion de

LKB1 influye sobre el fenotipo tumoral. Los resdits obtenidos en la presente tesis
sitian a LKB1 entre los genes supresores de tunguestienen que perder ambos
alelos para permitir la progresion tumoral. Esteseg, que cumplen la hipotesis de dos
eventos(two-hit hypothesis)plantean un modelo discreto de supresion tumaratle
gue Unicamente la pérdida bialélica permite la m@sign del cancefKnudson, 1971).
En el contexto del cancer de préstata se ha deswlostjue PTEN sigue un modelo de
supresion tumoral continuo en el cual cambios nosiran su nivel de expresion se
reflejan en el fenotipo resultan{@rotman et al., 2003) (Berger et al., 2010abe
destacar la cooperatividad demostrada entre lasedifes mecanismos de supresion
tumoral que concurren en la prostata.

Importancia y dificultades de la evaluaciéon de los genes supresores de
tumores como biomarcadores pronosticos

En el campo de la oncologia clinica es muy impoetageentificar marcadores
moleculares para la evaluacién de la prognosissi@dcientes con cancer. Por lo tanto,
a lo largo de los ultimos afios se ha investigadpliamente y se han establecido
asociaciones entre alteraciones oncogénicas elasdélumorales y la prognosis de los
pacientes en diversos tipos de cancer. Por ejeraptonplificacion del oncogen N-myc
actualmente esta disponible para pacientes corollestoma(Brodeur et al., 1984)
(Seeger et al., 1985) la amplificacion/sobreexpresion del oncogen HEBs también
un marcador de agresividad en canceres de ovad® pnama(Slamon et al., 1987)
(Slamon et al., 1989 ambiéen habria que considerar la inactivacionrpetilacion un
mecanismo de alteracion génica tumoral. Asimismbedamos considerar que el
significado biolégico de las diferentes mutaciorees un mismo gen supresor de
tumores podria ser distinto en funcion del tipaélecer. Los resultados obtenidos en el
presente trabajo apuntan a la posibilidad de quet eontexto del cancer de prostata no
todas las mutaciones de LKB1 reduzcan el poterstigresor. Nuestros resultados
muestran ademas que el mecanismo de pérdida desexpiincide sobre el fenotipo
tumoral resultante, por lo tanto para realizar tonfstico correcto en este caso no seria
suficiente con la evaluacion del nivel de expredi@bria que conocer también el
mecanismo mediante el cual se ha perdido. Ponto,taon el objetivo de establecer un
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prondstico en base al analisis de genes supredertesnores es importante dilucidar de
una forma critica la asociacion de fenotipos tutesraon sus genotipos tumorales.

Cooperacion LKB1-PTEN en la supresion tumoral, ées una convergencia
de vias?

La mutacion de LKB1 en la linea germinal provocalesarrollo de PJS, pero
existen mas sindromes humanos caracterizados patesrrollo de hamartomas
(revisado en Jelsig et al., 2014ntre ellos, la enfermedad de Cowden y la essilero
tuberosa presentan un fenotipo muy similar al P3S®jcev et al., 2013)Estos
sindromes son causados por mutaciones inactivgatesnales en los genes supresores
de tumores PTEN y TSC1 o TSC2 respectivamente.cuago genes (PTEN, LKB1,
TSC1 y TSC2) actian regulando negativamente la aisota de sefalizacion,
MTORC1, que permite la adaptacion celular antat&aeion de los niveles de factores
de crecimiento y de nutrientegsevisado en Dibble and Manning, 2013Fn el
desarrollo tumoral se ha observado que la inadtvade TSC1 y TSC2 y de PTEN se
asocian con una elevada actividad de mT@Risado en Manning and Cantley, 2003)
(Cantley and Neel, 1999).a deficiencia de LKB1 también provoca la activacio
aberrante de la via mTORC1 tamtovitro, como en polipos gastrointestinales derivados
de modelos murinos heterocigotiskb1”) (Shaw et al., 2004)Estas observaciones
han llevado a plantear que la desregulacion dédanMORC1, donde convergen las
rutas de sefializacién controladas por los suprestegumores, es la responsable del
desarrollo de poélipos y de la tendencia a desarrathncer caracteristica de las
alteraciones genéticas citadas.

El modelo murino generado en la presente te3isf*"" Lkb1°", permite
constatar que la pérdida combinada de ambos gerssézgica a favor de la progresion
del cancer de prostata. La pérdida completa de LK&Ela que el mecanismo de
supresion tumoral ejercido en la prostata incluyanhibicion de la adquisicion de
capacidades metastéaticas, mientras que la via mTO&&ce sus funciones en el
control del crecimiento y de la proliferacion calu(Laplante and Sabatini, 2012)
Recordemos que los tumores deficientes para PTHA gidstata son adenocarcinomas
no metastaticogGray et al., 1998) (Trotman et al., 20033in embargo, nuestros
resultados muestran que la pérdida bialélica delg®voca el desarrollo de cancer de
células escamosas altamente invasivo, sugiriendadedn de vias independientes. El
modelo murinoPterf®"" Lkb1***" generado en la presente tesis presenta un 40% de
lesiones cancerosas en las cuales se observadanpi@ de adenocarcinomas y de
cancer de células escamosas a partes igualesnBargo queda patente que la pérdida
completa de LKB1 en este modelo predispone inviamabnte a la aparicion de cancer
de células escamoso, el cual se diferencia endonde la progresién tumoréEsq.
D1). Estos resultados plantean la posibilidad de gqueéldida de heterocigosidad de
Lkb1l pudiera detectarse en el 20% de los SCC iderddgaen el modelo doble
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heterocigoto. La validacion de esta especulacioensentraria en linea con el modelo
mecanistico planteado en base a los resultadosidbseen la presente tesis. Segun esta
nueva hipoétesis la pérdida bialélica kbl podria comprometer la diferenciacion
tumoral hacia una tipologia escamosa. En linea magstros resultados, modelos
murinos en cancer de pulmon han permitido demogtrada perdida bialélica de LKB1
y PTEN desarrolla sistematicamente tumores corctafaticas escamosésu et al.,
2014) La diferenciacion hacia cancer de tipo escamaswien se ha observado en la
progresion tumoral de pulmon y piel, en el contadéda inactivacion bialélica dekbl1
concurrente con la activacion oncogénica&eRas(Ji et al., 2007) (Liu et al., 2012)a
convergencia de resultados independientementeodétxdo genético adicional apunta
a que la pérdida completa dekbl derive en la ejecucibn de un mecanismo
independiente aPten Por otra parte, estudios previos han revelado tpe
heterocigosidad sistémica de LKB1 sensibiliza aglitératamiento con carcinégenos
determinando la aparicion de cancer de célulasvessa@s de pie{Gurumurthy et al.,
2008) (Esteve-Puig et al., 2014)no de estos estudios demuestra ademas que @l tum
pierde el alelo salvaje de LKB1, lo cual sugiere gquon el objetivo de permitir la
progresion tumoral es necesaria la inactivacionelza (Gurumurthy et al., 2008).
También se ha observado que la delecién genétitiikie, inhibidor de la via N&B,
provoca mediante la regulacion negativa de la eipmede LKB1 el desarrollo de
carcinomas de células escamosas de pulxdao et al., 2013) Los resultados
derivados apuntan la posibilidad de que la pérdidaLKB1 pueda ser uno de los
mecanismos que determine el desarrollo de canceéldi&as escamosas, cuestion que
no podemos analizar mediante los estudios basadot alelecion genética. La
convergencia de estos resultados nos lleva a peuogata inactivacion bialélica de
LKB1 determina la tipologia tumoral a favor del aesllo de cancer de células
escamosas. Por otra parte, observamos que el hifpsemo deLkbl en el contexto de
la haploinsuficiencia déten no se refleja en la aparicion de tumores de lugtal
escamosa. El analisis comparativo entre los feostipresentes en animales
hipomdérficos y en animales expuestos a la deled&malelos apunta la posibilidad de
gue el mecanismo responsable de la diferenciacigrortal pueda ser la pérdida de
alélica deLkbly no la disminucion de sus niveles de expregitsy. D1)

Los resultados obtenidos en la presente tesisandicie la delecion de LKB1
como unico evento genético no induce la formaciéntwmores, sugiriendo que la
pérdida combinada de PTEN y de LKB1 facilita la @dgion de capacidades
oncogénicas complementarias que permiten la prdgrésmoral. Especulamos que la
concomitancia de la pérdida bialélica de LKB1 yoatrsulto oncogénico (exposicién a
carcindgenos Yy/o alteraciones genéticas en sugesde tumores y oncogenes)
determina el desarrollo de cancer de células essasnde una forma independiente a
PTEN.
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EFECTO INDEPENDIENTE DE LA ACTIVIDAD QUINASA DE
LKB1: IMPLICACIONES Y ESPECULACIONES SOBRE EL
MECANISMO

Los resultados obtenidos en el presente trabajocandjue, en el contexto del
cancer de prostata, LKB1 tiene funciones indepeneéea las de su actividad como
quinasa. Dichas funciones se reflejan a nivel tidpsional en la regulacion negativa
de la expresién de CD24. En linea con nuestrodtagss, estudios anteriores han
implicado a LKB1 en la regulacidon transcripciona denes dependientes de p53
(Tiainen et al., 2002) (Cheng et al., 20085 mas, LKB1 ha sido identificado junto con
AMPK y p53 en un complejo unido a la cromatina a® flegiones promotoras de los
genes diana de p53, p21 y CPT1c. Tanto la fostiditade p53 como la de la histona
2B han sido propuestos como mecanismos de congoladtranscripcion génica
(Bungard et al., 2010)

Los resultados obtenidos en este trabajo revelan ejumutante K78I, sin
actividad catalitica, retiene algunas capacidadpeesoras de tumores mostradas por la
forma salvaje. La mutacion K78l, descrita @nopus laevisafecta al lugar de unién
del ATP de la proteina(Mehenni et al., 1998)anulando su capacidad de
autofosforilacion(Su et al., 1996)Para explicar el potencial mecanismo de accién
proponemos un modelo en el cual la formacion dedrbimero LKB1:STRAD:MO25
podria desempefiar un papel en la regulacion deasnes de LKB1 dependientes e
independientes de su actividad quinasa. Estudiesigy han demostrado que la
formacion del complejo es la responsable de laidetil quinasa de LKB{Zeqiraj et
al., 2009).LKB1 acomplejada puede ejecutar su actividad ddipete de quinasa. Los
resultados obtenido de la presente tesis indicenassividad en cancer de pristata se
refleja tanto en estado basal (activacion de Id\W@B) como en situaciones de estrés
energético (activaciéon ante el tratamiento condienina). Con el objetivo de explicar
los resultados referentes a la actividad indepatelide quinasa, planteamos que el
conjunto de moléculas de LKB1 no unidas a MO25 RRAD podria ser responsable de
los efectos observados. Proponemos que sus fuscianeataliticas podrian deberse a
su implicacion en el control transcripcional géniqmtencialmente mediante la
regulacion negativa de CD24. La inhibicion transcional de CD24 podria explicar los
efectos observados en la supresion ciertas capl@sidancogénicas (formacién de
colonias en condiciones independientes de andmjgracion e invasion). Estudios
previos relacionan CD24 con el mantenimiento deckascteristicas de las células
madre en la oncogénesis de diversos tejiesuna et al., 2009) (Lim et al., 2014)
(Gao et al.,, 201Q) apoyando la posibilidad de que la diferencia nlzsta en la
capacidad clonogénica sea debida a la regulacigativa de CD24. La implicacion de
CD24 en la diferenciacion de las células madrecépter le convierte en un potencial
candidato a explicar la aparicion de tumores dedgramoso. La expresion de CD24 se
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encuentra regulada especificamente en la poblai@océlulas madre de este tipo de
cancer(Han et al.,, 2014) (Todoroki et al., 2018}D24 también ha sido propuesto
como biomarcador de prondstico en canceres escardesdiversos tejidd$ano et al.,
2009) (Shi et al., 2012)Estas observaciones plantean la posibilidad @elajpérdida
bialélica de LKB1, a través de la regulacion de €D@otencialmente influya en la
eleccion del linaje de las células progenitorascdecer. Por otra parte observamos que
la presencia de LKB1 se refleja en la reducciéonta@®lanio de las colonias formadas en
ausencia de anclaje, sugiriendo que en estas comekc LKB1 podria desempeiar
algun papel en regulacion de la proliferacion tuahocuestion que potencialmente
también podria ser explicado mediante la regulagd@®@D24.(Esq. D2).

Efecto dependiente de quinasa

~
~

P -
AMPK-RK —— = — > Sefializaciéon NF-kB

{Efecto independiente de quinasa
Inhibicién de capacidades oncogénicas
—_— | I (Crecimiento 3D, migracién e invasién)

Esquema D2: Modelo propuesto para la regulacion de la actidad dependiente e
independiente de quinasa observada en la supresion tumordk la prostata

Los conectores rojos indican inhibicion y los verdes aciida. Las flechas punteadas indican
potenciales vias de activacion

LKB1 posee una region NLS (residuos 38-43) y ha $idtalizada tanto en el
nacleo como en el citoplasma de diversas lineaslacek (Tiainen et al., 1999)
(Marignani et al.,, 2001) (Karuman et al., 2001$e han descrito ademas varios
mecanismos para la regulacion de la localizacidnlarede LKB1 (Liu et al., 2012)
(Zhan et al., 2012) (Dorfman and Macara, 200BE entre ellos, por la relevancia en
nuestro sistema celular, cabe destacar el desentda linea DU145 donde se ha
observado que STRADregula la localizacion de la quinasa. Andlisis pamativos
entre la actividad quinasa observada tras la eXyresctopica de LKB1 en células
deficientes (HelLa) y la actividad de la proteinalG@gena en células competentes
(HEK293) indican que la actividad de LKB1 dependgkamente de la disponibilidad
de MO25 y/o STRAOHawley et al., 2003)STRADu se ha descrito como inestable si
no esta unido a LKBIHawley et al., 2003)pero cabe la posibilidad de que este
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parametro se encuentre alterado en cancer de fardstacélulas HelLa (deficientes para
LKB1) se ha descrito que en ausencia de LKB1 noesgm STRAD pero la expresion
ectopica de LKB1 induce su expresi@dawley et al., 2003)A su vez, estudios
comparativos en las lineas celulares HelLa y LSIRAM{carentes de expresion
inherente de LKB1 pero inducible con doxiciclifgaas et al., 2004 han mostrado que
LKB1 se localiza en el nucleo si se expresa ennmisede MO25 y STRAD. Sin
embargo, la co-expresion con STRADace que la quinasa se relocalice al citoplasma
(Baas et al., 2004) (Boudeau et al., 2003) (Dorfreard Macara, 2008) Estos
resultados sugieren que el transporte nucleo-eisoph juega un papel en la regulacion
de las funciones de LKBL1. En linea con este raz@r@mse han detectado 12 mutantes
de LKB1 en pacientes con PJS que no interacciomanSTRAD y son nucleares
constitutivog(Boudeau et al., 2004Resconocemos el nivel de expresion de STRAD en
nuestro sistema celular asi como si este incremamtpresencia de LKB1. Aunque
hemos generado un sistema celular con un niveblokescpresion de LKB1 equiparable
al endogeno, especulamos que la expresion ectolgicaKB1 podria acomplejar la
totalidad de las moléculas de STRAD presentes. fae neanera el conjunto de
moléculas de LKBL1 libres potencialmente podriadi@rarse al nucleo, donde estaria
en disposicion de ejercer funciones independiemti@s de su actividad como quinasa.
En este caso, la deregulacion de la estequiontttieomplejo LKB1:MO25:STRAD y
la consecuente alteracién en la localizacién cetida KB1 podria ser el mecanismo de
accion responsable de la supresiéon tumoral depatedie LKB1 KD. En linea con este
razonamiento proponemos analizar el nivel de eigreka estabilidad y la localizacién
celular de STRAD en nuestro sistema celular, agiocta localizacion de LKB1 y si
ésta varia en caso de la co-expresion con STRADod#s formas, observamos que la
regulacion de Cd24 en funcion de la presencia kil se mantiene en el modelo
empleado para los estudios in vivo, lo cual noglooe a razonar que el modelo celular
empleado no presenta artefactos. EI mantenimieatta degulacion LKB1-CD24n
vivo sugiere que la hipotesis planteada en base a ¢@funuclear de Lkb1l podria ser
correcta ya que en situaciones de expresion endogbl mantiene funciones
atribuidas a su capacidad independiente de quinasaque al carecer de datos
derivados de la expresion de LKB1 Kibvivo no podemos determinar su validez.

En una familia con PJS se ha detectado la mute8ld@® (Hemminki et al.,
1998) Este mutante es incapaz de unirse a STRAD Yy egaruconstitutivaNezu et
al., 1999)(Baas et al., 2003pero retiene la capacidad catalitica de LKR&zu et al.,
1999).SL26 es incapaz de mediar en el arresto del calidar dependiente de LKB1
(Baas et al.,, 2003)sugiriendo que esta funciéon esta supeditada #&oalizacion
citoplasmatica. Con el objetivo de evaluar la irrgdion de la localizacion celular de
LKB1 sobre el mecanismo de accion llevado a cabo gdomutante K78l seria
interesante analizar el fenotipo exhibido por etante SL26 en nuestro sistema celular.
Si ambas formas (K78l y SL26) resultan fenocopiadrigmos atribuir los resultados
obtenidos a la localizacion nuclear de LKB1. Edtaepvacion abriria las puertas a la
posibilidad de que las mutaciones que inactivadoehinio quinasa de LKB1 no sean
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las Unicas que retienen parcialmente la capacidiesora de tumores mostrada por la
forma salvaje.

Cabe destacar que el mutante K78l presenta un atanmento diferencial en
nuestro sistema celular respecto a otros modelosstiglio de cancer donde ha sido
estudiado tales como pulmdai et al., 2007)y melanomaChan et al., 2014)En el
cancer de estos tejidos no se ha llegado a pulgjimel mutante de LKB1 K78l ejerza
funciones en la supresion tumoral. Ademas el asali perfil transcripcional regulado
por la presencia de LKB1 realizado en pulmén maegtre la regulacion déd24 es
dependiente de la forma salvajeldév1 no asi del mutante sin actividad catalifidiaet
al., 2007) apuntando a una funcién dependiente de tejide. d¥@ parte, las
mutaciones inactivantes de LKB1 son un evento &etal en otros tipos de cancer
(revisado en Alessi et al., 2006) (Sanchez-Cespetdals, 2002)no asi en los tumores
de prostata. En base a estas observaciones espesutpie el fenotipo de supresion
tumoral mostrado por la forma mutante pueda sdusixo de la prostata.

Por otra parte, en el contexto del cancer de gedstase detectan mutaciones en
el gen(Boudeau et al., 2003%in embargo, tanto estudios anteriqfeark et al., 2009),
como los resultados obtenidos en la presente fiesisiten observar la reducciéon de la
expresion de LKB1 a nivel de proteina. Los reswalsadbtenidos del estudio de la
actividad independiente de quinasa de LKB1 revegaa un mutante sin actividad
catalitica retiene la capacidad supresora de twlsmoostrada por la forma salvaje. Estas
observaciones podrian explicar por qué duranteshrtdollo del cancer de prostata se
selecciona el descenso en los niveles de exprdsida proteina frente a las mutaciones
como mecanismo favorecedor de la progresion tumdal cuanto al mecanismo
ejecutado para reducir la expresion, especulame®lgcancer de prostata selecciona la
inactivacion bialélica de LKB1, tal como desarrbiénos en el apartado 1 de la
discusion. En base a los datos obtenidos en ekemesrabajo cabe destacar la
posibilidad de que la frecuencia de la pérdida 81 en cancer pueda incrementar
con respecto a estudios previos en caso de lireitanalisis a tumores de tipologia
escamosa.

LKB1 COMO BIOMARCADOR PREDICTIVO DE
EFECTIVIDAD TERAPEUTICA

LKB1 como biomarcador predictivo de efectividad terapéutica frente a
terapias basadas en la activacion de AMPK

Los resultados obtenidos en este trabajo indicanldiB1, en el contexto del
cancer de proOstata, es un biomarcador valido padepir una respuesta positiva frente
al tratamiento con fenformina, no asi ante otregpias basadas en el estrés energeético.
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Tal y como demuestran estudios previos, las célgies carecen de LKB1 son mas
sensibles a la apoptosis inducida por agentesimitar la generacion de ATShaw et
al., 2004).En cancer de préstata observamos que el tratamamadfenformina en
células carentes de LKBL1 tiene un efecto diferéruiastatico y no proapoptético, en
contraposicion a lo observado en cancer de puli8backelford et al., 2013Por tanto
especulamos que su empleo en clinica como terapetpmores de préstata carentes
de expresion de LKB1 podria depender de su poteco@peratividad con otros
farmacos en la promocion de la apoptosis seleetivaste contexto.

Por otra parte, los resultados obtenidos en edb@jtr indican que LKB1, en el
contexto del cancer de prostata, es un biomarcaimo para predecir una respuesta
positiva frente al tratamiento con fenformina, red ante otras terapias basadas en el
estrés energético. La explicacion para estos eeRgtpuede radicar en la capacidad de
activacion de AMPK a través de diferentes mecanssisegun el tipo de estimulo
recibido por la céluldLi et al., 2013) (Ramirez-Peinado et al., 20{Aykin-Burns et
al., 2009).Sin embargo, no se ha descrito el mecanismo duea aa células de cancer
de préstata. En el caso de la fenformina el Uniezanismo que se conoce para la
activacion de AMPK tras el tratamiento es el in@at en los niveles de AMP
intracelular que se une a AMPK permitiendo su acidn (Hawley et al., 2010)
(Dykens et al., 2008)Es posible que LKB1 sea indispensable en la agitw de
AMPK en respuesta al cambio en los niveles de AMéhtras que en respuesta a otros
tipos de estrés metabdlico es puedan que exislis guinasas capaces de cumplir esta
funcién como CAMKHK3 (Xi et al., 2013)c-JUN(Yun et al., 20050 DNA-PK (Amatya
et al., 2012).

Las evidencias recogidas por este y otros trabajos,llevan a formular un
modelo de clasificacion de tumores que nos ayutiecalir la terapia adecuada en base
a la respuesta prevista. En este modelo se prap@hkd1l como marcador que, en un
primer nivel de estratificacion, discrimina entrgmbres con diferentes estrategias
moleculares. Creemos que en el caso del tejidotgtims es importante la
estratificacion en base a marcadores adicionapgepgonemos como segundo marcador
el grado de activacion de AMPK, basando este rammrdo en 3 observaciones: i) a la
luz de nuestros resultados, el tratamiento conoferiha no produce la apoptosis
selectiva en células deficientes para LKB1, tal ca@sperariamos de un biomarcador
terapéutico, aunque disminuye su proliferaciongn)ratones condicionales del tracto
genito-urinario deficientes para LKB1 se ha se hseovado un alto nivel de AMPK
activo en las neoplasias epiteliales resulta(fesrson et al., 2008)o cual sugieren
que LKB1 puede no ser el principal regulador de AMéh la préstata; iii) mediante
analisis inmunohistoquimico se ha observado queteexin grupo de tumores de
prostata en los que los niveles de fosforilaciOmMNEPK son muy elevado@ark et al.,
2009),siendo propuesto como factor de supervivencia tam8e ha observado ademas
el papel positivo que AMPK juega en el desarrod cincer de préstata ya que su
activacion promueve el crecimiento celul@hhipa et al., 2010y su inhibicion reduce
la supervivencid&Park et al., 2009).
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En el tratamiento de cancer de préstata, la adhvastigacion esta dirigida
principalmente al desarrollo de farmacos que pddena activacion de AMPK pero en
base a los estudios que revelan un papel oncogéri&MVPK esta estrategia deberia
ser reconsiderada. En células tumorales de pulardbién se ha observado que AMPK
puede exhibir un papel positivo en la progresiandral. El estudio demuestra que en
condiciones de estrés de energia y de estrés @doquor pérdida de adherencia, la
activacion de AMPK ayuda a mantener los niveledNd®PH, atenuando el estrés
oxidativo mediante la regulacién del equilibrio rensintesis y oxidacion de acidos
grasos facilitando y asi la adaptacion y supendgierelular(Jeon et al., 2012)En
estas condiciones de estrés la hiperactivacion| kdsaAMPK podria ayudar al
desarrollo tumoral. Especulamos la activacion faot@ica de AMPK produce un
efecto citoestatic¢Zadra et al., 2014).

Nivel de
estratificacion

CAMKKB
JNK
1 0 O30
]

V4

’
{

\4

p-AMPK

/N

Actlvadores Inh|b|dores Inhlbldores " Inhibidores
de AMPK de AMPK de CAMKKB \ de HSP90

Dianas AMPK HSP90
terapéuticas

[ TERAPIAS PERSONALIZADAS PROPUESTAS J

Esquema D3: Niveles de estratificacion sugeridos y poteradeés soluciones terapéuticas propuestas en el
tratamiento de tumores de préstata deficientes para LKB1

En azul se muestran los marcadores moleculares y en moradoilzasas que se han propuesto como activadoras de
AMPK en ausencia de LKB1. La flecha punteada indica una p®sik de activacion aberrante en cancer de prostata

Creemos que si queremos desarrollar terapias wdectigue ataquen
selectivamente los tumores deficientes para LKBkres que determinar también el
grado de activaciéon de AMPK. En caso de observarajm grado de activacién puede
ser conveniente el tratamiento combinado con femfta ya que en ese escenario la
ausencia de LKB1 podria sensibilizar a las céltlaste al farmaco. Si el grado de
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activacion de AMPK es alto en el tumor, incluscaesencia de LKB1, las células seran
capaces de detectar el cambio en los niveles ditag€ya que otra quinasa cumple
esta funcion posibilitando la adaptacién. Estapi@raodria incluso resultar beneficiosa
para el tumor ya que le podria ayudar a vencesteds oxidativo. La opcion indicada
podria consistir en el tratamiento con inhibidodesAMPK o con inhibidores de las
proteinas candidatas a suplir la funcién de LKB&.edtre las quinasas propuestas en la
bibliografia CAMKKB es la que soporta un mayor niumero de evidencaslopque
pensamos que seria interesante explorar el usthiedores especificos de CAMKK
como STO-609 que tengan utilidad clinica y compraan el contexto de cancer de
prostata también muestra los efectos antitumordieservados en otros tejid@keon et
al., 2012) Otro candidato a considerar en nuestro contastdat seria JNK que en
células DU145 ha demostrado ser capaz de activd?iadun et al., 2005(Esq. D3) .

Las células deficientes en LKB1 exhiben una mayemswilidad ante la
inhibicion de HSP90, lo que le convierte en unaepoial diana terapéutica para el
tratamiento de tumores de prostata carentes de LEBL. D3) Discutiremos a
continuacion el potencial mecanismo y la implicacde la inhibicion de HSP90 en
ausencia de LKB1.

LKB1 como biomarcador predictivo de efectividad terapéutica frente a
farmacos basados en la inhibicion de HSP90

Los ensayos basados en la inhibicion de HSP90 namegque la ausencia de
LKB1 se refleja en una mayor sensibilidad al tratamto. En el caso de la
geldanamicina se observa un claro efecto indepetedide la actividad quinasa de
LKB1.

Actualmente existen varios ensayos clinicos queactarizan el potencial de
compuestos inhibidores de HSP90 como farmacos uamirales (Sidera and
Patsavoudi, 2014 Seria interesante estudiar su efecto sobre tuncarestes de LKB1
ya que los resultados obtenidos de la presentgepesiicen que los tumores carentes de
LKB1 presentan una mayor sensibilidad ante losutnéntos basados en la inhibicion
de HSP9(QEsqg. D3).

HSP90 presenta multitud de dianas, por lo tantousirestudio mas profundo
resulta imposible predecir cual de ellas podriaiarezh el mecanismo que permite una
respuesta diferencial ante su inhibicion en funa@éna presencia de LKB1. De todas
formas, en base a los resultados obtenidos eresemie tesis discutiremos la potencial
implicacién de la regulacion de CD24 y de la seiaion de NkB en la proteccion
que ejerce LKB1 ante la inhibicion de HSP90. Diseatos también los mecanismos
moleculares que potencialmente podrian permiprddeccion.
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Mediante ensayos de co-inmunoprecipitacion se tsrile que HSP90 se
asocia con CD24Chen et al., 2009por lo que el empleo de inhibidores de HSP90
podria alterar su estabilidad. En caso de que daepcia de LKB1 contrarreste el
potencial efecto de los inhibidores de HSP90 stdbrestabilidad de CD24 se podria
explicar la respuesta diferencial observada arieetestamiento ya que CD24 es capaz
de regular la proliferacion tumorgBaumann et al., 2005)Por otra parte, CD24
también se ha implicado en la regulacion de la teusglular programada, habiéndose
demostrado su capacidad para activar las vias @pmgs a través de diversos
mecanismos (despolarizacion de la membrana mito@dngroduccion de ROS, o
mediante la supresion de la ruta de sefalizacibapaptotica NikB) (Ju et al., 2011)

En este contexto, la presencia de LKB1 podria dimta respuesta diferencial ya que,
tal como apuntaremos a continuacion, potencialmeste&apaz de contrarrestar los
efectos pro-apoptéticos ejecutados por CD24. Par parte, la presencia de LKB1
provoca la hiperactivacion de AMPK, potenciandoesdéa manera la produccion de
NADH, la acumulacion de poder reductor y la inhiiicdel estrés provocado por la
acumulacion de ROS. CD24 a través de la regulagéia via NkB promueve la
supervivencia celulgidu et al., 2011)Esta observacion y los resultados obtenidos en la
presente tesis nos llevan a especular que estéasmirel mecanismo responsable de la
respuesta diferencial observada ante el tratamiento inhibidores de HSP90 en
funcion de la presencia de LKB1. Los resultadosemidbs en la presente tesis
(discutidos en el apartado 1.3.2.3.2.1.) asi clanconvergencia con estudios anteriores
(Xu et al., 2014) (Xiao et al., 2013puntan la posibilidad de que la pérdida de LKB1
regule la sefalizacion de NB y promueva la evasion de la respuesta inmune. La
regulacion diferencial de la respuesta inmune emwifun de la presencia de LKB1
potencialmente podria reflejarse en una sensililidgacerbada a la inhibicion de
HSP90 (Liu et al., 2014).Estas observaciones dan pie a la posibilidad de lqu
letalidad sintética mostrada entre la deficienaaldkB1l y la inhibicion de HSP90
pueda ser efectiva también frente a otros tratawsecuyo mecanismo terapéutico se
base en la activacion de la respuesta inmune.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en la presente tesisrowandi la hipbtesis de partida,
demostrando que LKB1 actla como supresor del catequrostata. Los resultados
obtenidos se resumen en los siguientes puntos:

+ La expresion de LKB1 se encuentra disminuida a lnik@nscripcional y
proteico en cancer de prostata

4+ La pérdida deLkblcomo Unico evento genético no es un factor detexmbén
en la iniciacién del cancer de préstata

+ Lkbly Ptencooperan en la supresion del cancer de prostatastagco de
células escamosas

+ La expresion de LKB1, independientemente de swidat quinasa, inhibe
aspectos de la biologia tumoral de préstata asoienh la agresividad

+ Proponemos la regulacién negativa de CD24 como msrna potencialmente
responsable de la accion de LKB1 en la supresidioral de la prostata

+ La carencia de LKB1 sensibiliza a las células #&reat fenformina y a la
inhibicion de HSP90

Conclusion
Los resultados obtenidos demuestran la implicac&usal de LKB1 en la supresion del
cancer de prostata y su asociacion a la patogémesitsincer de prostata metastatico de
células escamosas. Se proponen ademas nuevasgatrderapéuticas basadas en la
expresion de esta quinasa que contribuyan potemeié a la estratificacion de
pacientes para la aplicacion de medicina de pdetisi
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Anexos

En el presente apartado se detallan los siguianisos:

ANEXO I. Tablas indicativas de los valores correspondiendeslos genes
diferencialmente expresados entre los grupos:

= Tabla Al: pBABE-LKB1 vs pBABE
= Tabla A2: pBABE-LKB1 KD vs pBABE
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Tabla Al. Tabla en la que se indican los valores correspateiea los genes diferencialmente expresadosgromd pBABE-LKB1 con respecto al grupo pBABE

ProbelD SYMBOL Acc_No FoldChange PValue AdjPValue Gene_descr
ILMN_1891067 AK127526 -2,0089 6,31E-07 0,00194965 Homo sapiens cDNA FL45619 fis, clone BRTHA3027318
ILMN_1837428 AF131784 -1,6615 3,35E-05 0,0176894 Homo sapiens clone 25194 mRNA sequence
ILMN_1672148 AKR1B10 NM_020299.3 -1,9209 0,000161461 0,0409829 Homo sapiens aldo-keto reductase family 1, member B10 (aldose reductase) (AKR1B10), mRNA.
ILMN_2412336 AKR1C2 NM_001354.4 -5,2947 6,85E-07 0,00194965 Homo sapiens aldo-keto reductase family 1, member C2 (AKR1C2), transcript variant 1, mRNA
ILMN_1687757 AKR1C4 NM_001818.2 -1,8957 2,21E-05 0,0140223 Homo sapiens aldo-keto reductase family 1, member C4 (AKR1C4), mRNA.
ILMN_2387995 ANTXR1 NM_053034.1 -1,6562 1,80E-05 0,0125469 Homo sapiens anthrax toxin receptor 1 (ANTXR1), transcript variant 2, mRNA.
ILMN_1811877 ANTXR1 NM_018153.2 -1,8323 3,06E-05 0,0173311 Homo sapiens anthrax toxin receptor 1 (ANTXR1), transcript variant 3, mRNA.
ILMN_1694548 ANXA3 NM_005139.2 1,5837 0,000110838 0,0346311 Homo sapiens annexin A3 (ANXA3), mRNA.
ILMN_1671731 AVPI1 NM_021732.1 -2,2697 0,000250784 0,0489732 Homo sapiens arginine vasopressin-induced 1 (AVP11), mRNA.
ILMN_1725427 B2M NM_004048.2 1,775 1,47E-05 0,0117504 Homo sapiens beta-2-microglobulin (B2M), mRNA.
ILMN_2148459 B2M NM_004048.2 1,8188 6,02E-05 0,0252783  Homo sapiens beta-2-microglobulin (B2M), mRNA.
ILMN_2182704 BIRC2 NM_001166.3 1,5628 5,45E-05 0,0240898 Homo sapiens baculoviral IAP repeat-containing 2 (BIRC2), mRNA.
ILMN_1681644 BIRC3 NM_001165.3 1,734 1,71E-05 0,0123612 Homo sapiens baculoviral IAP repeat-containing 3 (BIRC3), transcript variant 1, mRNA.
ILMN_1740900 BMP4 NM_130851.1 -1,8914 9,13E-05 0,0312847 Homo sapiens bone morphogenetic protein 4 (BMP4), transcript variant 3, mRNA.
ILMN_1662640 C200rf127 NM_080757.1 1,5002 0,000276619 0,0497864 Homo sapiens chromosome 20 open reading frame 127 (C200rf127), mRNA.
ILMN_1714278 C9orf30 NM_080655.1 1,6902 2,11E-05 0,0137594 Homo sapiens chromosome 9 open reading frame 30 (C90orf30), mRNA.
ILMN_1653001 CABLES1 NM_138375.1 -1,6827 0,000151097 0,0401786 Homo sapiens Cdk5 and Abl enzyme substrate 1 (CABLES1), transcript variant 1, mRNA.
ILMN_1680132 CADM1 NM_014333.3 -1,9121 0,000269255 0,0496991 Homo sapiens cell adhesion molecule 1 (CADM1), transcript variant 1, mRNA.
ILMN_1748840 CALB2 NM_007088.2 -1,5615 0,000119108 0,0357836 Homo sapiens calbindin 2 (CALB2), transcript variant CALB2c, mRNA.
ILMN_1678454 CASP4 NM_001225.3 1,5178 0,000192412 0,0436834 Homo sapiens caspase 4, apoptosis-related cysteine peptidase (CASP4), transcript variant alpha, mRNA.
ILMN_1717234 CAST NM_001042445.1 1,5188 0,000146696 0,0401786 Homo sapiens calpastatin (CAST), transcript variant 11, mRNA.
ILMN_1657234 CCL20 NM_004591.1 2,1573 3,12E-05 0,0173894 Homo sapiens chemokine (C-C motif) ligand 20 (CCL20), mRNA.
ILMN_1805519 CD24 NM_013230.2 -2,8266 2,81E-08 0,00027432 Homo sapiens CD24 molecule (CD24), mRNA.
ILMN_2060413 CD24 NM_013230.2 -3,0449 1,91E-07 0,000931269 Homo sapiens CD24 molecule (CD24), mRNA.
ILMN_2388142 CD99L2 NM_134445.2 -1,6247 7,23E-05 0,0288051 Homo sapiens CD99 molecule-like 2 (CD99L2), transcript variant 3, mRNA.
ILMN_1673788 CDV3 NM_017548.3 1,8995 1,31E-05 0,0112496  Homo sapiens CDV3 homolog (mouse) (CDV3), mRNA. XM_945284 XM_945286 XM_945287
ILMN_1810977 CDhV3 NM_017548.3 1,7366 0,000107003 0,0337026 Homo sapiens CDV3 homolog (mouse) (CDV3), mRNA. XM_945284 XM_945286 XM_945287
ILMN_1774287 CFB NM_001710.4 2,5653 1,50E-06 0,0027869 Homo sapiens complement factor B (CFB), mRNA.
ILMN_1754103 CLDN11 NM_005602.4 1,9495 7,68E-06 0,00833363 Homo sapiens claudin 11 (oligodendrocyte transmembrane protein) (CLDN11), mRNA.
ILMN_1784294 CPA4 NM_016352.2 -2,0248 3,80E-05 0,0185947 Homo sapiens carboxypeptidase A4 (CPA4), mRNA.
ILMN_1796925 CXADR NM_001338.3 -1,811 3,41E-05 0,0177343 Homo sapiens coxsackie virus and adenovirus receptor (CXADR), mRNA.
ILMN_1787897 CXCL1 NM_001511.1 4,1871 1,19E-05 0,0109322 Homo sapiens chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melanoma growth stimulating activity, alpha) (CXCL1), mRNA.
ILMN_1779234 CXCL6 NM_002993.2 1,7926 1,18E-05 0,0109322 Homo sapiens chemokine (C-X-C motif) ligand 6 (granulocyte chemotactic protein 2) (CXCL6), mRNA.
ILMN_3243441 EEF1AL7 NR_003586.1 1,6143 0,000173002 0,0422297 Homo sapiens eukaryotic translation elongation factor 1 alpha-like 7 (EEF1AL7), non-coding RNA.
ILMN_2350634 EFEMP1 NM_001039348.1 -2,1778 1,87E-05 0,0126006 Homo sapiens EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1 (EFEMP1), transcript variant 2, mRNA.
ILMN_1673880 EFEMP1 NM_004105.3 -1,829 0,000169426  0,0419744 Homo sapiens EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1 (EFEMP1), transcript variant 1, mRNA.
ILMN_1704753 EPAS1 NM_001430.3 -2,8438 4,20E-06 0,00536237 Homo sapiens endothelial PAS domain protein 1 (EPAS1), mRNA.
ILMN_1672022 EPHA4 NM_004438.3 -1,5934 7,62E-05 0,0294583  Homo sapiens EPH receptor A4 (EPHA4), mRNA.

ILMN_2122103 ETS1 NM_005238.2 1,5946 0,000214835 0,0463569 Homo sapiens v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1 (avian) (ETS1), mRNA.




ProbelD SYMBOL Acc_No FoldChange PValue AdjPValue Gene_descr
ILMN_1673113 F2RL1 NM_005242.3 -1,558 1,40E-05 0,0116728 Homo sapiens coagulation factor Il (thrombin) receptor-like 1 (F2RL1), mRNA.
ILMN_3271098 FAM176A NM_001135032.1 1,78 0,000170348 0,0419744 Homo sapiens family with sequence similarity 176, member A (FAM176A), transcript variant 1, mRNA.
ILMN_1713266 FAM46C NM_017709.3 -1,7695 3,54E-06 0,00500611 Homo sapiens family with sequence similarity 46, member C (FAM46C), mRNA.
ILMN_2367428 FAM96A NM_001014812.1 1,5077 0,000230196 0,0473187 Homo sapiens family with sequence similarity 96, member A (FAM96A), transcript variant 2, mRNA.
ILMN_1682599 GPRC5A NM_003979.3 -1,5891 9,34E-05 0,0314342 Homo sapiens G protein-coupled receptor, family C, group 5, member A (GPRC5A), mRNA.
ILMN_3237376 = GRAMD1B NM_020716.1 -1,779 0,000149699  0,0401786 Homo sapiens GRAM domain containing 1B (GRAMD1B), mRNA.
ILMN_1778401 HLA-B NM_005514.5 1,9728 6,57E-05 0,0270259 Homo sapiens major histocompatibility complex, class |, B (HLA-B), mRNA.
ILMN_2186806 HLA-F NM_018950.1 1,6084 9,88E-05 0,0319577 Homo sapiens major histocompatibility complex, class |, F (HLA-F), mRNA.
ILMN_2130441 HLA-H NR_001434.1 1,8143 0,000239534 0,0482229 Homo sapiens major histocompatibility complex, class |, H (pseudogene) (HLA-H), non-coding RNA.
ILMN_1792497 HRB NM_004504.3 -1,6885 7,26E-06 0,00809905 Homo sapiens HIV-1 Rev binding protein (HRB), mRNA.
ILMN_1745374 IF135 NM_005533.2 1,651 0,000201609 0,0447388 Homo sapiens interferon-induced protein 35 (IFI135), mRNA.
ILMN_2347798 IFI6 NM_022872.2 1,9222 1,54E-05 0,0117504 Homo sapiens interferon, alpha-inducible protein 6 (IFI6), transcript variant 2, mRNA.
ILMN_1687384 IFI6 NM_022873.2 1,8958 2,24E-05 0,0140223 Homo sapiens interferon, alpha-inducible protein 6 (IFI6), transcript variant 3, mRNA.
ILMN_1781373 IFIH1 NM_022168.2 1,7451 6,36E-06 0,00730809 Homo sapiens interferon induced with helicase C domain 1 (IFIH1), mRNA.
ILMN_1746085 IGFBP3 NM_000598.4 -2,4439 0,000155841 0,0404599 Homo sapiens insulin-like growth factor binding protein 3 (IGFBP3), transcript variant 2, mRNA.
ILMN_1665865 IGFBP4 NM_001552.2 -2,0626 4,05E-05 0,0192958 Homo sapiens insulin-like growth factor binding protein 4 (IGFBP4), mRNA.
ILMN_2368530 1132 NM_001012633.1 2,502 1,06E-06 0,00210137 Homo sapiens interleukin 32 (IL32), transcript variant 4, mRNA.
ILMN_1778010 1132 NM_001012636.1 2,2654 2,43E-06 0,00395041 Homo sapiens interleukin 32 (IL32), transcript variant 7, mRNA.
ILMN_1745964 IRAK2 NM_001570.3 1,9115 4,00E-05 0,0192958 Homo sapiens interleukin-1 receptor-associated kinase 2 (IRAK2), mRNA.
ILMN_1708375 IRF1 NM_002198.1 1,6677 1,16E-05 0,0109322 Homo sapiens interferon regulatory factor 1 (IRF1), mRNA.
ILMN_1745471 IRF9 NM_006084.4 1,8365 0,000180051 0,0428957 Homo sapiens interferon regulatory factor 9 (IRF9), mRNA.
ILMN_1728885 KIAA1644 XM_936510.2 -2,1476 4,26E-07 0,00151107 PREDICTED: Homo sapiens KIAA1644 protein (KIAA1644), mRNA.
ILMN_1801442 KRT81 NM_002281.2 -2,7368 6,99E-07 0,00194965 Homo sapiens keratin 81 (KRT81), mRNA.
ILMN_1696434 LAMA1 NM_005559.2 -1,5807 0,000242721  0,0483658 Homo sapiens laminin, alpha 1 (LAMA1), mRNA.
ILMN_1692223 LCN2 NM_005564.3 4,7851 4,81E-08 0,000312986 Homo sapiens lipocalin 2 (LCN2), mRNA.
ILMN_2139761 LIMCH1 NM_014988.1 -1,943 3,39E-06 0,00500611 Homo sapiens LIM and calponin homology domains 1 (LIMCH1), mRNA.
ILMN_3275447 LOC391126 XR_017684.2 1,6666 8,99E-05 0,0310781  PREDICTED: Homo sapiens misc_RNA (LOC391126), miscRNA.
ILMN_3244176  LOC399959 NR_024430.1 1,8162 5,34E-05 0,0240346 Homo sapiens hypothetical LOC399959 (LOC399959), non-coding RNA.
ILMN_1767665 LOC493869 NM_001008397.1 1,5077 0,000120941 0,036057  Homo sapiens similar to RIKEN cDNA 2310016C16 (LOC493869), mRNA.
ILMN_3213573  LOC645715 XR_017484.1 1,5761 8,08E-05 0,0302563  PREDICTED: Homo sapiens misc_RNA (LOC645715), miscRNA.
ILMN_3205162 LOC646688 XR_037673.1 1,6811 0,000179718  0,0428957 PREDICTED: Homo sapiens misc_RNA (LOC646688), miscRNA.
ILMN_2053546 LOC653314 NM_001080544.1 1,638 0,00012934 0,0374184 Homo sapiens similar to ribosomal protein L19 (LOC653314), mRNA.
ILMN_1707434 LOC653778 XM_929667.1 1,7156 5,94E-05 0,0252067  PREDICTED: Homo sapiens similar to solute carrier family 25, member 37 (LOC653778), mRNA.
ILMN_3224907 LOC728672 XR_015580.2 1,5669 1,76E-05 0,0125298 PREDICTED: Homo sapiens misc_RNA (LOC728672), miscRNA.
ILMN_1751016 LONRF2 NM_198461.3 -1,9047 6,87E-05 0,0276752 Homo sapiens LON peptidase N-terminal domain and ring finger 2 (LONRF2), mRNA.
ILMN_2376205 LTB NM_002341.1 8,2388 2,02E-09 7,32E-05 Homo sapiens lymphotoxin beta (TNF superfamily, member 3) (LTB), transcript variant 1, mRNA.
ILMN_2376204 LTB NM_002341.1 4,231 2,25E-07 0,000970916 Homo sapiens lymphotoxin beta (TNF superfamily, member 3) (LTB), transcript variant 1, mRNA.
ILMN_1759030 MAP4KS NM_198794.1 1,5971 0,000170881 0,0419744 Homo sapiens mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 5 (MAP4KS5), transcript variant 2, mRNA.
ILMN_1673409 MGC16121 XM_001128419.1 -1,5821 0,000178428  0,0428957  PREDICTED: Homo sapiens hypothetical protein MGC16121 (MGC16121), mRNA.
ILMN_1795342 MLPH NM_001042467.1 -2,5801 1,02E-06 0,00210137 Homo sapiens melanophilin (MLPH), transcript variant 2, mRNA.
ILMN_1778333 MMP24 NM_006690.3 -1,6233 8,37E-05 0,0305421 Homo sapiens matrix metallopeptidase 24 (membrane-inserted) (MMP24), mRNA.
ILMN_2136089 MTE NM_175621.2 1,8494 0,000127902  0,0374184 Homo sapiens metallothionein E (MTE), mRNA.
ILMN_1662358 MX1 NM_002462.2 2,2403 8,89E-05 0,0310781 Homo sapiens myxovirus (influenza virus) resistance 1, interferon-inducible protein p78 (mouse) (MX1), mRNA.
ILMN_2049766 NFE2L3 NM_004289.5 2,0333 1,04E-05 0,0104647 Homo sapiens nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 3 (NFE2L3), mRNA.
ILMN_1773154 NFKBIA NM_020529.1 1,5418 0,000249306 0,0489291 Homo sapiens nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha (NFKBIA), mRNA.
ILMN_1719695 NFKBIZ NM_001005474.1 3,5327 3,98E-08 0,000310608 Homo sapiens nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, zeta (NFKBIZ), transcript variant 2, mRNA.
ILMN_1745397 OAS3 NM_006187.2 1,8349 4,85E-06 0,00592136 Homo sapiens 2'-5'-oligoadenylate synthetase 3, 100kDa (OAS3), mRNA.




ProbelD SYMBOL Acc_No FoldChange PValue AdjPValue Gene_descr
ILMN_2381899 OPTN NM_001008213.1 1,5775 0,000151961 0,0401786 Homo sapiens optineurin (OPTN), transcriptvariant 4, mRNA.
ILMN_1795778 PAHA2 NM_001017973.1 1,6745 0,000161598 0,0409829 Homo sapiens prolyl 4-hydroxylase, alpha polypeptide Il (P4HA2), transcript variant 2, mRNA.
ILMN_1710571 PAPDS NM_001040285.1 -1,5029 3,23E-05 0,0176508 Homo sapiens PAP associated domain containing 5 (PAPD5), transcript variant 2, mRNA.
ILMN_2262044 PARP10 NM_032789.1 1,5128 8,21E-05 0,0302563 Homo sapiens poly (ADP-ribose) polymerase family, member 10 (PARP10), mRNA.
ILMN_2058795 PGCP NM_016134.2 1,5282 0,000187746 0,04329 Homo sapiens plasma glutamate carboxypeptidase (PGCP), mRNA.
ILMN_2413158 PODXL NM_001018111.1 -1,5092 0,000244335 0,0484404 Homo sapiens podocalyxin-like (PODXL), transcript variant 1, mRNA.
ILMN_2408683 PPAP2B NM_177414.1 -1,8372 2,11E-05 0,0137594 Homo sapiens phosphatidic acid phosphatase type 2B (PPAP2B), transcript variant 2, mRNA.
ILMN_1747195 PSMB8 NM_148919.3 1,7513 2,42E-05 0,0147536 Homo sapiens proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 8 (large multifunctional peptidase 7) (PSMB8), transcript variant 2, mRNA.
ILMN_1767006 PSMB8 NM_148919.3 1,6148 5,49E-05 0,0240898 Homo sapiens proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 8 (large multifunctional peptidase 7) (PSMB8), transcript variant 2, mRNA.
ILMN_2390299 PSMB8 NM_004159.4 1,5381 0,000180123 0,0428957 Homo sapiens proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 8 (large multifunctional peptidase 7) (PSMB8), transcript variant 1, mRNA.
ILMN_2376108 PSMB9 NM_002800.4 1,9503 0,000125766 0,0372116 Homo sapiens proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 9 (large multifunctional peptidase 2) (PSMB9), transcript variant 1, mRNA.
ILMN_1780189 PSMC5 NM_002805.4 1,5083 0,000224854 0,0473187 Homo sapiens proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase, 5 (PSMC5), mRNA.
ILMN_1740426 RASD1 NM_016084.3 -2,6793 4,63E-05 0,0215209 Homo sapiens RAS, dexamethasone-induced 1 (RASD1), mRNA.
ILMN_1747673 RASL10A NM_001007279.1 1,611 0,000249147 0,0489291 Homo sapiens RAS-like, family 10, member A (RASL10A), transcript variant 2, mRNA.
ILMN_3242405 RMRP NR_003051.2 -2,0844 2,98E-05 0,0172267 Homo sapiens RNA component of mitochondrial RNA processing endoribonuclease (RMRP), RNase MRP RNA.
ILMN_3234762 RN5S9 NR_023371.1 -2,8385 0,000114023 0,0350653  Homo sapiens RNA, 5S ribosomal 9 (RN5S9), ribosomal RNA.
ILMN_1755115 RPL23 NM_000978.3 1,6794 0,000217759  0,0466389 Homo sapiens ribosomal protein 123 (RPL23), mRNA.
ILMN_1689725 RPLP1 NM_001003.2 1,5558 8,47E-05 0,030543  Homo sapiens ribosomal protein, large, P1 (RPLP1), transcript variant 1, mRNA.
ILMN_1681983 RSPO3 NM_032784.3 -2,6432 8,09E-08 0,000451163 Homo sapiens R-spondin 3 homolog (Xenopus laevis) (RSPO3), mRNA.
ILMN_1712545 S100A3 NM_002960.1 2,8909 2,49E-07 0,000970916 Homo sapiens S100 calcium binding protein A3 (S100A3), mRNA.
ILMN_1753342 SAT1 NM_002970.1 -1,9364 5,67E-05 0,024615  Homo sapiens spermidine/spermine N1-acetyltransferase 1 (SAT1), mRNA.
ILMN_2149164 SFRP1 NM_003012.3 -1,9748 3,81E-05 0,0185947 Homo sapiens secreted frizzled-related protein 1 (SFRP1), mRNA.
ILMN_3310065 SFTA1P NR_027082.1 2,0076 5,35E-05 0,0240346 Homo sapiens surfactant associated 1 (pseudogene) (SFTA1P), non-coding RNA.
ILMN_3235647 SIK1 NM_173354.3 -2,4801 1,32E-05 0,0112496 Homo sapiens salt-inducible kinase 1 (SIK1), mRNA.
ILMN_1717639 SIK1 NM_173354.3 -2,1202 3,79E-05 0,0185947 Homo sapiens salt-inducible kinase 1 (SIK1), mRNA.
ILMN_1734897 SLC4AA4 NM_003759.2 -2,0175 3,35E-06 0,00500611 Homo sapiens solute carrier family 4, sodium bicarbonate cotransporter, member 4 (SLC4A4), transcript variant 2, mRNA.
ILMN_3235096 SNORA28 NR_002964.1 -1,9316 3,27E-05 0,0176508 Homo sapiens small nucleolar RNA, H/ACA box 28 (SNORA28), small nucleolar RNA.
ILMN_3235270 SNORA38B NR_003706.2 -1,9669 0,000130698 0,0375298 Homo sapiens small nucleolar RNA, H/ACA box 38B (retrotransposed) (SNORA38B), small nucleolar RNA.
ILMN_3248575 SNORA42 NR_002974.1 -2,0152 7,46E-05 0,0294135 Homo sapiens small nucleolar RNA, H/ACA box 42 (SNORA42), small nucleolar RNA.
ILMN_3249167 SNORA63 NR_002586.1 -2,2062 1,61E-06 0,00285605 Homo sapiens small nucleolar RNA, H/ACA box 63 (SNORA63), small nucleolar RNA.
ILMN_3247018 SNORA67 NR_002912.1 -2,0502 3,73E-06 0,00502755 Homo sapiens small nucleolar RNA, H/ACA box 67 (SNORA67), small nucleolar RNA.
ILMN_1660900 SNORA7B NR_002992.2 -2,2817 3,30E-05 0,0176508 Homo sapiens small nucleolar RNA, H/ACA box 7B (SNORA7B), small nucleolar RNA.
ILMN_3238554 SNORA80 NR_002996.2 -1,656 0,000148073 0,0401786 Homo sapiens small nucleolar RNA, H/ACA box 80 (SNORA80), small nucleolar RNA.
ILMN_3235969 SNORA9 NR_002952.1 -1,949 2,93E-05 0,0172267 Homo sapiens small nucleolar RNA, H/ACA box 9 (SNORA9), small nucleolar RNA.
ILMN_2336781 SOD2 NM_001024465.1 1,7902 4,26E-06 0,00536237 Homo sapiens superoxide dismutase 2, mitochondrial (SOD2), nuclear gene encoding mitochondrial protein, transcript variant 2, mRNA.
ILMN_2406501 SOD2 NM_001024466.1 1,6755 3,52E-05 0,0178455 Homo sapiens superoxide dismutase 2, mitochondrial (SOD2), nuclear gene encoding mitochondrial protein, transcript variant 3, mRNA.
ILMN_1753547 STATSA NM_003152.2 1,6402 0,000204917 0,0449946 Homo sapiens signal transducer and activator of transcription 5A (STAT5A), mRNA.
ILMN_1766657 STOM NM_004099.4 1,6328 2,78E-05 0,0167044 Homo sapiens stomatin (STOM), transcript variant 1, mRNA.
ILMN_1693270 SUSD2 NM_019601.3 -2,6458 0,000134753 0,0381369 Homo sapiens sushi domain containing 2 (SUSD2), mRNA.
ILMN_1686116 THBS1 NM_003246.2 -1,7125 8,97E-05 0,0310781  Homo sapiens thrombospondin 1 (THBS1), mRNA.
ILMN_1674009 TKTL1 NM_012253.2 2,0549 1,03E-06 0,00210137 Homo sapiens transketolase-like 1 (TKTL1), mRNA.
ILMN_2120695 TSPAN7 NM_004615.2 -2,0326 8,55E-07 0,00208604 Homo sapiens tetraspanin 7 (TSPAN7), mRNA.
ILMN_1809291 TSPAN7 NM_004615.2 -1,9986 1,08E-06 0,00210137 Homo sapiens tetraspanin 7 (TSPAN7), mRNA.
ILMN_1772824 WNT5B NM_032642.2 2,3861 0,000129114 0,0374184 Homo sapiens wingless-type MMTV integration site family, member 5B (WNT5B), transcript variant 1, mRNA.
ILMN_1672295 ZC3H12A NM_025079.1 3,5805 3,75E-09 7,32E-05 Homo sapiens zinc finger CCCH-type containing 12A (ZC3H12A), mRNA.
ILMN_3237956 ZC3H12C NM_033390.1 1,5115 0,000118443 0,0357836  Homo sapiens zinc finger CCCH-type containing 12C (ZC3H12C), mRNA.







Tabla A2. Tabla en la que se indican los valores correspateiiea los genes diferencialmente expresadosgrnpm pBABE-LKB1 KD con respecto al grupo pBABE

ProbelD SYMBOL Acc_No FoldChange PValue AdjPValue Gene_descr
ILMN_2294762 AMY1A NM_004038.3 2,1055 1,48E-05 0,0117504 Homo sapiens amylase, alpha 1A (salivary) (AMY1A), transcript variant 1, mRNA.
ILMN_2041101 ANXA2P1 NR_001562.1 1,5477 0,000236351 0,0480778 Homo sapiens annexin A2 pseudogene 1 (ANXA2P1) on chromosome 4.
ILMN_1694548 ANXA3 NM_005139.2 1,5134 9,90E-05 0,0319577 Homo sapiens annexin A3 (ANXA3), mRNA.
ILMN_2148459 B2M NM_004048.2 1,6304 2,26E-05 0,0140223 Homo sapiens beta-2-microglobulin (B2M), mRNA.
ILMN_1805519 CD24 NM_013230.2 -2,0953 7,62E-07 0,00198343 Homo sapiens CD24 molecule (CD24), mRNA.
ILMN 2060413 CD24 NM_013230.2 -2,0725 9,50E-06 0,00976423  Homo sapiens CD24 molecule (CD24), mRNA.
ILMN_1673788 CDV3 NM_017548.3 1,6313 5,81E-05 0,0249384 Homo sapiens CDV3 homolog (mouse) (CDV3), mRNA. XM_945284 XM_945286 XM_945287
ILMN_2350634 EFEMP1 NM_001039348.1 -1,7335 3,52E-05 0,0178455 Homo sapiens EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1 (EFEMP1), transcript variant 2, mRNA.
ILMN_1673880 EFEMP1 NM_004105.3 -1,5825 9,82E-05 0,0319577 Homo sapiens EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1 (EFEMP1), transcript variant 1, mRNA.
ILMN_1704753 EPAS1 NM_001430.3 -1,9856 0,000227258 0,0473187 Homo sapiens endothelial PAS domain protein 1 (EPAS1), mRNA.
ILMN_1713266 FAM46C NM_017709.3 -1,5857 7,58E-05 0,0294583 Homo sapiens family with sequence similarity 46, member C (FAM46C), mRNA.
ILMN_1696911 FTHL8 NR_002203.1 1,7121 1,20E-05 0,0109322 Homo sapiens ferritin, heavy polypeptide-like 8 (FTHL8) on chromosome X.
ILMN_2395043 HSPA4 NM_198431.1 1,5676 0,000229754 0,0473187 Homo sapiens heat shock 70kDa protein 4 (HSPA4), transcript variant 2, mRNA.
ILMN_3267017 L0C100129028 XM_001722134.1 1,9854 3,59E-06 0,00500611  PREDICTED: Homo sapiens similar to 60S acidic ribosomal protein P1 (LOC100129028), mRNA.
ILMN_3294222 LOC100132673 XR_039018.1 1,5763 0,000182556 0,0429562 PREDICTED: Homo sapiens misc_RNA (LOC100132673), miscRNA.
ILMN_3245517 LOC100134273 XM_001724343.1 1,7715 1,30E-05 0,0112496 PREDICTED: Homo sapiens similar to mCG7602 (LOC100134273), mRNA.
ILMN_ 3241834 LOC100134504 XM_001725687.1 1,6692 0,000140396 0,0394482 PREDICTED: Homo sapiens hypothetical protein LOC100134504 (LOC100134504), mRNA.
ILMN_3206132 LOC388076 XM_001722259.1 1,5441 8,52E-05 0,030543 PREDICTED: Homo sapiens hypothetical LOC388076 (LOC388076), mRNA.
ILMN_3279414 LOC440595 XR_038356.1 1,8012 5,95E-06 0,00704389 PREDICTED: Homo sapiens misc_RNA (LOC440595), miscRNA.
ILMN_3275771 LOC642567 XR_038054.1 1,6335 1,59E-05 0,0117504 PREDICTED: Homo sapiens misc_RNA (LOC642567), miscRNA.
ILMN 3289352 LOC642828 XR_016385.2 1,5515 0,000199639 0,0445548 PREDICTED: Homo sapiens misc_RNA (LOC642828), miscRNA.
ILMN_1690295 LOC648343 XR_018327.1 1,7064 1,54E-05 0,0117504 PREDICTED: Homo sapiens similar to protein phosphatase 1 regulatory subunit 14B (LOC648343), mRNA.
ILMN_2181241 LOC649946 NR_003040.1 1,7735 9,43E-06 0,00976423 Homo sapiens ribosomal protein L23a pseudogene (LOC649946), non-coding RNA.
ILMN_3224907 LOC728672 XR_015580.2 1,7587 1,58E-05 0,0117504 PREDICTED: Homo sapiens misc_RNA (LOC728672), miscRNA.
ILMN_3227315 LOC729009 XR_042330.1 1,5516 0,000100486 0,0321687 PREDICTED: Homo sapiens misc_RNA (LOC729009), miscRNA.
ILMN_2136133 PABPC1 NM_002568.3 1,6587 0,000168061 0,0419744 Homo sapiens poly(A) binding protein, cytoplasmic 1 (PABPC1), mRNA.
ILMN_1759954 PTMA NM_001099285.1 1,6734 4,39E-05 0,0206434 Homo sapiens prothymosin, alpha (PTMA), transcript variant 1, mRNA.
ILMN_ 1744937 PTPRM NM_002845.2 -1,5103 0,000182577 0,0429562 Homo sapiens protein tyrosine phosphatase, receptor type, M (PTPRM), mRNA.
ILMN_1689725 RPLP1 NM_001003.2 2,1834 1,73E-06 0,00294129 Homo sapiens ribosomal protein, large, P1 (RPLP1), transcript variant 1, mRNA.
ILMN_1651228 RPS28 NM_001031.4 1,6422 3,00E-05 0,0172267 Homo sapiens ribosomal protein S28 (RPS28), mRNA.
ILMN_1681983 RSPO3 NM_032784.3 -3,124 1,77E-08 0,000230873 Homo sapiens R-spondin 3 homolog (Xenopus laevis) (RSPO3), mRNA.
ILMN_1734897 SLC4A4 NM_003759.2 -1,5667 0,000195739 0,0439355 Homo sapiens solute carrier family 4, sodium bicarbonate cotransporter, member 4 (SLC4A4), transcript variant 2, mRNA.

ILMN_1674009 TKTL1 NM_012253.2 1,5756 1,86E-05 0,0126006 Homo sapiens transketolase-like 1 (TKTL1), mRNA.
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matically increasing in western societies in the past decades, suggesting that this type of tumor is
exquisitely sensitive to lifestyle changes. Prostate cancer frequently exhibits alterations in the PTEN gene
(inactivating mutations or gene deletions) or at the protein level (reduced protein expression or altered
sub-cellular compartmentalization). The relevance of PTEN in this type of cancer is further supported
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Molecular biology methods, using PTEN as proof of concept, to study different molecular characteristics of prostate cancer.
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tumor suppressor is located at the top of a highly oncogenic sig-
naling pathway, the PI-3 Kinase (PI-3K) cascade, which contains
many other oncogenes and tumor suppressors [2]. In addition,
regulatory feedback loops stem from the PTEN/PI-3K pathway
to ensure cell homeostasis, which decrease the efficacy of single
agent therapies [2,3].

PTEN down-regulation is not restricted to genetic events, and
regulation of its transcription, translation and stability can play
an important role. PTEN is frequently lost in heterozygosity,
whereas mostly advanced cancers exhibit complete loss of the
tumor suppressor. Interestingly, the prostate epithelium is
exquisitely sensitive to the reduction in PTEN levels. This
concept has been formally proven in mice through the use of
genetic interference, which allows a partial reduction of the
expression of the interfered allele [4,5]. While PTEN heterozy-
gous mice present PIN lesions in the prostate with long latency
[6], PTEN hypomorphic mice show progression of the prostate
lesions to invasive cancer at higher penetrance [5]. Importantly,
while a gradual decrease of PTEN promotes prostate cancer
progression, acute and complete PTEN-loss elicits the activation
of a fail-safe senescence response, which is driven by the
up-regulation of the tumor suppressor p53 [7]. This novel type
of senescence is genuinely distinct from the classic oncogene-
induced senescence [8]. Importantly, genetic or environmental
events regulating this process may be key players in the progres-
sion of prostate cancer and therefore attractive targets for anti-
cancer therapy [9,10].

All these evidence point to the need of studying PTEN-depen-
dent pathways in prostate cancer. However, the technical chal-
lenges related to the study of this type of tumor require special
attention, and hence, in this review we aim at describing a series
of methodologies to study prostate cancer biology, with a reference
to the pathway aforementioned.

2. Methods and results

2.1. Preparation of well-diagnosed prostate cancer specimens for
molecular studies

Cancerous lesions in the prostate, unlike in other tissues, are
difficult to identify macroscopically. This poses a challenge when
the aim is to obtain well-diagnosed frozen tissue. To overcome this
limitation, we have set up together with the Basque Biobank
and Basurto University Hospital (OSI-Basurto, Bilbao, Spain), in

collaboration with the Dept. of Pathology at Mount Sinai, a proce-
dure to obtain this type of specimen.

2.2. Key materials
- A biopsy punch (Miltex Ref. 33-34).

Due to the characteristics of prostate cancer, we established a
procedure by which fresh tissue obtained from radical prostatecto-
my is sliced into left and right lobe (after delimiting the margins of
the surgical piece with ink and fixing the ink with acetic acid). All
prostate specimens were obtained upon informed consent and
with evaluation and approval from the corresponding ethics com-
mittee (CEIC code OHEUN11-12 and OHEUN14-14). From each
lobe, the dermatologic punch is employed to harvest 8 tissue cylin-
ders of 4 mm diameter. The site of the punches is selected blindly
due to the lack of macroscopic alterations associated to cancerous
lesions. However, we did notice that the expertise of the patholo-
gist does influence the rate of success in harvesting cylinders with
cancer. Of note, this approach prevents from damaging the capsule
and a drop of eosin on the site of tissue harvest can help monitor-
ing the histological alterations surrounding the area for diagnostic
purposes. Tissue cylinders are then divided longitudinally with a
scalpel and dedicated to snap-freeze (in liquid nitrogen or isopen-
tane at —80 °C) and to paraffin embedding for diagnostic purposes
(procedure in Fig. 1A-D). Due to the width of the cylinder (4 mm
diameter), the diagnosed tissue fraction will closely represent the
histological properties of the frozen adjacent tissue. In Fig. 1E,
hematoxylin/eosin staining of whole tissue sections from cylinders
with different tumor abundance are shown, together with a zoom
that shows the correct preservation of the histological properties of
the sections. Importantly, this protocol allows us to closely esti-
mate the tumor abundance that we have in the frozen tissue piece,
hence solving an otherwise challenge in the acquisition of frozen
material. The material obtained from this approach is sufficient
to carry out different molecular biology studies, including RNA
preparation (described below), protein extraction and metabolite
profiling (data not shown).

2.3. Molecular biology analysis from frozen tissue: tips for good quality
RNA preparation

Preparation of RNA of high quality from prostate cancer speci-
mens remains a challenge, primarily due to the abundance of
RNAses and proteases in the prostate and prostatic fluid. A variety

E
Tumor % 0 60 100

Whole section

Zoom

Fig. 1. Preparation of well-diagnosed fresh frozen biopsies. (A-D) Preparation of the punch biopsy (A) and excision with scalpel (B), identification of the harvest point in
surgical piece with eosin (C) and longitudinal separation of the punch with scalpel (D). (E) Histological features of punch biopsies with different abundance of tumoral tissue,
whole section hematoxylin/eosin staining is shown together with a zoom to show the histological features of the piece.
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of protocols have been proposed to maximize the quality and yield
from biopsies of different origin [11-14] (see also protocols from
Prostate Cancer Biorepository Network; SOP N:006 http://www.
prostatebiorepository.org). While real time PCR is a low-demand-
ing approach in terms of RNA integrity, the latest OMIC technolo-
gies, including RNA sequencing, require material in optimal
conditions.

To define the technical needs of an appropriate RNA extraction
strategy, we have tested one main technical implementation (the
use of phenolic extraction agents) and one variable (the presence
of ink and acetic acid in the preparation).

2.4. Key materials

- Trizol (Life Technologies/Invitrogen Ref. 15596-018).
- Total RNA extraction kit (NucleoSpin® miRNA Ref. 740971.10/
50/250).

The protocol is the following, where the alternative procedure
with and without Trizol is underlined (the Trizol-based implemen-
tation is described in the user manual of the NucleoSpin® miRNA
kit):

1. RNAse inhibition and tissue thawing (a minimal amount of tis-
sue of 10 mg is sufficient for the procedure). RNA later ICE (Life
Technologies Ref. AM7030) is used to ensure the maximal inhi-
bition of RNAses and the optimization of tissue homogenization
afterwards. The protocol is based on transferring frozen tissue
(stored dry at —80 °C) to RNA later ICE (also at —80°C) and
thawing the tissue at —20 °C overnight.

2. Regular lysis buffer. Tissue is transferred to the recommended
volume of NucleoSpin® miRNA lysis buffer.

Trizol-based lysis. Tissue is transferred to 400 uL volume of

Trizol. Additional 400 pL are added after homogenization.

3. Homogenization. 5-6 beads/tube (Ceramic Bead Tubes 2.8 mm,
Cat.: 13114-50; MO BIO Laboratories). Homogenization is car-
ried out in Precellys in two cycles of 6000 rpm and 30 s.

4. RNA extraction. Following the manufacturefs instructions.

RNA extraction. Following homogenization, we add 160 pL of
Chloroform, mix by vortex, incubate 3 minand centrifuge
15 minat 12,000g in tabletop centrifuge. The supernatant
(350-400 plL) is transferred to a new tube and mixed with
1 mL of MX buffer. After vortex, the product is loaded in the
column and the same process indicated in point 4 is followed.

The results obtained from frozen tissues with a stabilizing agent
(RNA later ICE), a total RNA extraction kit, and with or without Tri-
zol implementation are shown in Fig. 2. RNA stabilizing agents and
the standard non-phenol based lysis buffer is not sufficient to pre-
vent the RNA from degrading (Fig. 2A), while Trizol implementa-
tion results in total RNA of optimal quality for transcriptomic
studies (Fig. 2B, RNA Integrity Number - RIN - values in Fig. 2C).
Of note, although small RNAs have not been monitored in this pro-
cedure, the kit presented herein would allow for their isolation.

On the other hand, we have evaluated with an independent
phenol-based RNA extraction kit (Absolutely RNA miRNA KIT.
Cat. 400814, Agilent) whether the presence of ink and acetic acid
from the margins of the non-tumoral prostate tissue could influ-
ence RNA quality. To this end, we selected biopsies containing
increasing amounts of these contaminants (Fig. 2D). The presence
of these agents did not impact the quality of RNA, as quantified
by Agilent Bioanalyzer (Fig. 2E). We further studied if despite
yielding good quality RNA, ink and acetic acid could interfere with
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Fig. 2. Evaluation of the impact on phenol-based lysis and ink/acetic acid contaminants in RNA quality. (A-C) Bioanalyzer analysis of RNA preparations performed in the
absence (A) or presence (B) of Trizol lysis (average RIN values for the samples analyzed are presented in C; **, significance p < 0.01). (D and E) Representative images of the
lysis of samples with increasing amount of ink (the intensity of the dark color reflects the increasing concentration of ink in the sample of origin, which has been separated in
three groups as indicated) (D), and RIN values obtained from the RNA preparation (E). (F) Real time quantitative PCR of PTEN (two Tagman probes) and GAPDH shows average
Ct amplification values in all samples (left panel) and the lack of correlation between Ct values and the increase in ink (right panel).
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the retrotranscription and real time quantitative PCR process. We
predicted that if the ink/acetic acid interferes with the retrotran-
scription or real time PCR, we would observe an increase in the
Ct values of the genes studied in the high ink conditions. However,
evaluation of PTEN expression with two independent Tagman
probes (PTEN 48: Universal Probe library [Roche] #48; primer F:
ggggaagtaaggaccagagac Primer R: tccagatgattctttaacaggtage; PTEN
60: Universal Probe library [Roche] #60; primer F: gcacaagaggccc-
tagatttc Primer R: cgcctctgactgggaatagt) and GAPDH (REF. Life
Technologies Hs02758991_g1) as housekeeping gene clearly
showed a lack of correlation between the amount of ink and any
alteration in gene expression (Fig. 2F). In summary, phenol-based
RNA extraction coupled to column-based purification significantly
improves RNA quality and the presence of ink/acetic acid in the tis-
sue sample does not influence RNA preparation, retrotranscription,
or real time PCR amplification.

2.5. Monitoring PTEN expression in prostate cancer: an
immunohistochemical (IHC) procedure

Immunodetection of PTEN could become critical in the coming
years to stratify patients and define the best therapeutic strategies
[15,16]. Therefore, good standardized IHC procedures need to be
established. Lotan et al. recently established an immunohisto-
chemical protocol for PTEN [17]. We have employed a different
clone from Cell Signaling Technology PTEN (138G6) and we have
established a sensitive and specific IHC protocol for research
purposes.

2.6. Key material

- Rabbit monoclonal PTEN antibody, clone 138G6 (Cell Signaling
Technology, Ref. 9559).

Antigen retrieval was performed with Tris-EDTA (pH 9) in
microwave (4 min). H,O, was used to block the endogenous
peroxidase, followed by blocking with goat serum and primary
antibody (1:100) incubation overnight at 4 °C. Goat anti-rabbit
IgG antibody (1:1000) was incubated at room temperature for
30 min. IHC detection was performed with the ABC Kit from Vector

Laboratories. This protocol with DAB-based development results in
specific detection of PTEN, which was setup in DU145 (PTEN posi-
tive) and PC3 (PTEN negative) xenograft-derived formalin fixed,
paraffin embedded (FFPE) slides. Sections were counterstained
with hematoxylin.

With this protocol, tumors with known PTEN status (described
above) were correctly identified (Fig. 3A and B). We also stained
human biopsies consisting of benign hyperplasias and prostate
cancer. We could identify PTEN positive epithelia in the hyper-
plasia cases as well as prostate cancer biopsies with and without
detectable PTEN immunoreactivity (Fig. 3C). Of note, we observed
that often the stromal component exhibited greater PTEN expres-
sion that the adjacent epithelial tissue (see asterisks in Fig. 3). In
summary, we present here a protocol that is valuable for the detec-
tion of PTEN in human specimens for research purposes.

2.7. Extracellular vesicle isolation from urine samples of prostate
cancer patients

Due to the close proximity of the prostate to the urinary track,
urine-mediated diagnosis of prostate cancer has remained an
attractive concept. Extracellular vesicles (EVs) have been described
to contain mRNA, protein and metabolites that could be selectively
loaded [18]. Importantly, EVs have been identified in urine and
cancerous alterations in the bladder have been shown to impact
on their composition, suggesting that they could serve as a source
for non-invasive biomarker identification. Since current non-inva-
sive prostate cancer biomarkers have been proven to have limita-
tions [19-21], urine EVs might provide a future source of novel
biomarkers. Here, we describe the current protocol for urine EV
isolation we are employing (a setup carried out by the group of
Dr. Falcon-Pérez).

2.8. Key material
- Ultracentrifuge.

Urine EVs can be isolated through this methodology starting
from 50 mL of urine. Urine is centrifuged in a tabletop centrifuge
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F A P 1 g g : A 2 ’ R '}:'
| "'I ( . » 9 * \' .

PCa (PTEN negative) ',."'f’i :

Fig. 3. An immunostaining protocol for PTEN in human prostate cancer specimens. (A and B) Representative immunohistochemical images (200x) of PTEN expressing
(DU145) and PTEN deficient (PC3) human tumor xenografts. Asterisks indicate stromal cells. (C) Representative micrographs (200x ) of PTEN staining in benign hyperplasia
tissue (BPH) and prostate cancer (PCa) biopsies with PTEN high and low immunoreactivity, arrows indicate epithelial cells and asterisk depict stromal area.
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at 3000 rpm for 5 min and the supernatant is filtered (0.22 micra)
at the moment of collection, and then frozen at —80 °C. At the time
of processing, urine is subjected to a first centrifugation of 11,500g
for 30 min, and the supernatant is subjected to a second centrifu-
gation of 118,000g for 90 min. The pellet (containing EVs) is then
collected, resuspended in 150 pL of cold PBS and frozen for later
processing. The EV pellet is subjected to RNA extraction, for which
purpose we employ the miRCURY RNA isolation kit (EXIQON, fol-
lowing manufacturefs instructions, DNAse I - Qiagen - digestion)
and we carried out the retrotranscription with SuperScript III
(Invitrogen). 35 pL of total RNA is isolated, and despite the low
yield of RNA in the preparation (in the range of nanograms),
60-80 L of cDNA can be prepared for qPCR analysis (Fig. 4A and
B). As proof of concept of the validity of this method, we have
carried out gqPCR analysis in 10 benign hyperplasias and 13
prostate cancers (paired samples to the biopsies presented in the
histochemical analysis). We have used as positive control a gene
known to be present in EVs, GAPDH [22] (Fig. 4C).

PTEN has been recently reported to be secreted [23,24], and
PTEN protein abundance in blood exosomes has been suggested
to reflect status of the tumor suppressor in the prostate tumor
([25]. Hence we sought to ascertain to which extent the transcript
abundance of PTEN would be altered in urine EVs from prostate
cancer patients. The results revealed that both PTEN and GAPDH
were present in all EV preparations analyzed at a similar abun-
dance regardless of the benign of the tumoral status. This result
was in discordance with PTEN protein expression, since the urine
samples analyzed include cases that we identified as negative for
PTEN immunoreactivity (displayed in Fig. 3). This lack of differ-
ences could be due to two main factors: first, the content of EVs
in urine might be strongly influenced by bladder cells, perhaps
more than by prostate cells. Second, PTEN is down-regulated at
multiple levels, through mutations, deletions, but also through
post-transcriptional regulation, which would not necessarily
impact on the transcript levels.

3. Discussion

In this methods manuscript, we present approaches that allow
us to study the biology of prostate cancer. While much work

remains to be carried out in order to understand the molecular
changes in this disease, we believe that the technological improve-
ments that we present herein could serve as the basis to ensure the
acquisition of (i) fresh and well diagnosed prostate cancer tissue,
(ii) RNA of high quality for OMIC studies, (iii) immunostaining
methodology to ascertain the expression of PTEN in human tissues
and (iv) isolation of urine EVs for molecular studies.

The interaction between pathologists, uro-oncologists and basic
scientists is fundamental in order to reach clinically relevant con-
clusions in prostate cancer research. The fresh tissue preparation
procedure that we present has proven to be sustainable in a
hospital with biobanking support and, importantly, to preserve
the integrity of the surgical material for diagnostic purposes.
Unpublished evidence also suggest that the area/volume ratio of
the biopsy is directly proportional to the quality of the RNA
obtained, and it is therefore plausible that the dimensions of these
punch biopsies will allow molecular studies of the highest quality
requirements. It is worth noting that the surgical material in our
studies was obtained from robotic surgeries, where the warm
ischemia period (the time the surgical piece stays excised and
inside the patient) is of 60-80 min, while the cold ischemia (the
time elapsed from the extraction of the piece to the snap-freeze
of the punch biopsy) is at least of 30 min. These ischemic periods
do not alter the RNA quality of the biopsy (which we consider a
good readout of tissue integrity) and can be achieved in any
urology and pathology service.

Importantly, the molecular studies described herein can greatly
benefit from the analysis of public databases. In the recent years,
bioinformatic platforms have been developed in order to aid in
the analysis of publicly available genomic, epigenomic, transcrip-
tomic and proteomic studies. These platforms now allow quickly
browsing through tens of studies (which imply thousands of sam-
ples) looking at a gene or pathway of interest. Two outstanding
examples of this effort are Oncomine (www.oncomine.org) [26]
and cbioportal (www.cbioportal.org) [27,28]. These sites allow
the researcher to get information about the status of a gene or
genes of interest in a given cancer, the mutational landscape
throughout different cancers, the epigenetic modifications regulat-
ing its expression and the clinical variables associated with its
expression. Therefore, these platforms can serve both as a
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Fig. 4. A method to harvest RNA from urine EVs. (A) Experimental procedure of the EV isolation from urine samples. (B) Representative image by cryo-Transmission Electron
Microscopy (TEM) of the isolated EVs with this approach (scale represents 100 nm). (C) Abundance of PTEN (with two probes) and GAPDH transcript in urine EVs by real time
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discovery starting point or a clinical validation end point. In sum-
mary, a good balance between experimental approaches with
human cancer specimens and data mining studies can maximize
the relevance of the conclusions met by the researcher.
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ABSTRACT

Extracellular vesicles (EV) are emerging structures with promising properties for
intercellular communication. In addition, the characterization of EV in biofluids is an
attractive source of non-invasive diagnostic, prognostic and predictive biomarkers.
Here we show that urinary EV (uEV) from prostate cancer (PCa) patients exhibit
genuine and differential physical and biological properties compared to benign
prostate hyperplasia (BPH). Importantly, transcriptomics characterization of uEVs led
us to define the decreased abundance of Cadherin 3, type 1 (CDH3) transcript in uEv
from PCa patients. Tissue and cell line analysis strongly suggested that the status of
CDH3 in uEVs is a distal reflection of changes in the expression of this cadherin in the
prostate tumor. CDH3 was negatively regulated at the genomic, transcriptional, and
epigenetic level in PCa. Our results reveal that uEVs could represent a non-invasive
tool to inform about the molecular alterations in PCa.

INTRODUCTION

In the recent years, the search of biomarkers in urine
has focused on the characterization of urinary extracellular
vesicles (UEVs), trying to overcome the complexity and
variation of this biofluid [1, 2]. Under the denomination
of uEVs, there is a complex mixture of vesicles, including
exosomes, microvesicles and apoptotic bodies [3, 4].
Although there are no clear markers to distinguish them,
exosomes are defined as small membrane vesicles with a

diameter of 40—150 nm formed by inward budding of the
membrane of late endosomes resulting in the formation
of multivesicular bodies (MVB) fulfilled of intraluminal
vesicles. Then, some of these (MVB) fuse to the plasma
membrane releasing in this manner the exosomes to the
extracellular milleu [5]. Microvesicles or ectosomes refer
to plasma membrane shedding vesicles of 0.1-1 pum [6].
Apoptotic bodies are assumed to be of bigger size [7].
uEVs are released by several tissues along the urinary
tract and their cargo varies depending on their origin [8].
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Evidence of the presence of uEVs belonging to prostate
has been already reported [9, 10] and the cargo includes
proteins of prostate origin such as prostate-specific
membrane antigen (PSMA) [11]. Proteomic analysis of
uEVs in PCa patients has been recently carried out with
promising results as a source of biomarkers [12] and the
use of microRNAs as markers for this disease have been
also extensively reported and reviewed [13]. Most of
the studies to date focus on the comparative analysis of
healthy and PCa patients. This raises the question of the
existence of biomarkers that can discriminate PCa from
BPH [14], a pathology that has been shown to interfere
with well established biomarkers such as prostate-specific
antigen (PSA) [15]. In the present work, we aimed at
identifying PCa biomarkers within uEVs through the
analysis of the uEV transcriptome. We selected transcripts
with a presence-absence pattern in BPH and PCa, and we
extensively validated the candidate transcript encoded
by the Cadherin 3, type 1 gene (CDH3). Importantly,
we corroborated this observation in a miniaturized assay
that could facilitate the translation of the results into the
clinic. Finally, the analysis of mRNA in prostate tumor
tissue from patients revealed alterations in this gene,
coherent with genomic transcriptional and epigenetic
changes, all pointing at the inhibition of CDH3 in PCa.
Overall, our results support that analysis of uEVs could
represent a non-invasive method to evaluate and monitor
PCa alterations.

RESULTS

Characterization of uEVs from BPH and PCa
patients

As a first approach, we analyzed the physical
characteristics of uEVs from patients with BPH and PCa by
comparing more than 23-30 independent preparations from
each group (Supplementry Table S1). In order to validate
the ultracentrifugation procedure [16] for isolation of uEVs,
the presence of double membrane vesicles by cryo-electron
microscopy (Figure 1A) and EV markers by western blot [28]
was confirmed (Supplementary Figure S1). We next analyzed
uEV size and number in urine of BPH and PCa patients.
Nanoparticle-tracking analysis (NTA) was performed
in samples before and after urine ultracentrifugation.
NTA-estimated particle number was comparable before
(8.9¢'° £ 1.47¢' particles/ml in BPH, and 9.3e'® + 1.29¢'°
particles/ml in PCa; mean + s.e.m.; n = 5; p > 0.05) and was
reduced in PCa after ultracentrifugation (2.49¢® + 2.46¢’
particles/ml in BPH, and 1.56¢® + 1.69¢” particles/ml in PCa;
mean * s.e.m.; p = 0.04) (Figure 1B). However, no significant
changes were observed in particle size before (217 + 13.2 nm
in BPH, and 215.8 £ 6.9 nm in PCa; mean + s.e.m.; n = 5;
p>0.05) or after ultracentrifugation (176.6 + 6.7 nm in BPH,
and 182.4 £ 6.9 nm in PCa; mean + s.e.m.; n = 5; p > 0.05)
(Figure 1C). It is worth noting that NTA analysis in

samples before ultracentrifugation could detect non-uEV
particles and contaminants as positive events (and hence
explain the larger number and average size) while after
filtration and ultracentrifugation the values obtained are
more representative of an uEV-enriched preparation.
Although no statistically significant differences were
found, NTA analysis revealed a trend to a different
size distribution of the uEVs, with a lower abundance
of small vesicles (0-100 nm) and a greater abundance
of large (150-200 nm) and very large (250-350 nm)
vesicles in PCa when compared with BPH (Figure 1D).
Of note, we observed a size discrepancy between TEM
and NTA analysis of uEVs. Although it warrants further
investigation, this fact is probably due to two main
factors: the technology employed by NTA to determine
particle size and the potential effect of the TEM sample
preparation protocol on this parameter.

Further to this characterization, we analyzed the
changes in cargo in BPH and PCa. RNA concentration per
vesicle was comparable in BPH and PCa uEVs (0.017 +
0.006 ng RNA per million uEVs in BPH and 0.0046 +
0.0005 ng RNA per million uEVs in PCa; mean + s.e.m.;
n = 9-10; Mann Whitney U p = 0.13). Similarly, we did
not observe significant differences in protein concentration
(0.041 £+ 0.01 pg protein per million uEVs in BPH and
0.019 £ 0.003 pg protein per million uEVs in PCa; mean +
s.e.m.; n = 9-10; Mann Whitney U p = 0.18).

Transcriptomic analysis of PCa and BPH uEVs

We next aimed at identifying molecular alterations
in uEV cargo from PCa patients. It has been recently
reported that these particles present a genuinely differential
proteome in patients harboring PCa [12]. However, little
is known about the transcript content of uEVs and the
potential of these molecules to inform about the biological
characteristics of PCa, especially when comparing to
patients with BPH. To address this question, we extracted
RNA of uEVs from BPH and PCa patient samples. First,
we observed lack of overt changes in overall RNA size
distribution (Figure 2A). Next, we labeled and hybridized
BPH and PCa uEV-derived RNA into whole genome
Illumina gene expression microarrays. The results showed
the detection (detection p-value < 0.01) of 1336 unique
transcripts in the two groups analyzed (presence in 50%
of the cases in either group was defined as positive,
Supplementry Table S3), 1010 in BPH and 956 in PCa
(Figure 2B). Venn analysis revealed an overlap of 47.1%
from total unique transcripts in BPH and PCa (Figure 2B).
We performed a further step in candidate transcript
selection by identifying genes that were selectively
detected in one of the two biological settings (BPH or
PCa, in at least 75% of the cases). Illumina platform
provides information about the probability of a probe to
present a signal that is different to background noise, for
which purpose we established a confidence interval of
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99% (p < 0.01). The list of differentially detected probes is
shown in Figure 2C. In addition, we took advantage of the
microarray analysis in order to define housekeeping genes
that would have similar abundance in uEVs from BPH
and PCa patients. To this end, starting from normalized
signal values, we defined genes with no differential
abundance (p-value > 0.95 and fold change no greater
than £ 5%; Supplementry Table S4). From this analysis,
we selected two transcripts, Eukaryotic Elongation Factor
1A1 (EEF1A1) and Ribosomal Protein L6 (RPL6), that
we monitored in subsequent studies. In addition, we also
included Glyceraldehyde Phosphate Dehydrogenase
(GAPDH) as a housekeeping gene supported by prior
studies of our group [16].
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Validation of uEV biomarkers of PCa

To ascertain the potential of candidate uEV transcripts,
we performed qRTPCR from an independent set of
ultracentrifuge-purified uEV retrotranscribed RNA (using an
average of 1.5¢” uEVs per reaction). Firstly, the abundance
of housekeeping transcripts (RPL6, EEF1A1, GAPDH) was
strongly correlated (Supplementry Figure S2A), reinforcing
the notion of their value as housekeeping transcripts. The
use of these controls allowed us to identify 4 cases with
lack of amplification in all three transcripts, which was
considered an exclusion criterion for the analysis. Secondly,
the evaluation of 10 transcripts of interest (From Figure 2C)
revealed that two candidates, Cadherin 3, type 1 (CDH3)
and CKLF-Like MARVEL Transmembrane Domain
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Figure 1: Physical characterization of uEVs from PCa and BPH samples. (A) Representatives cryo-TEM micrographs of uEVs
isolated from BPH and PCa urine samples. Bar, 100 nm. n = 3. (B and C) Box-plots showing number (B) or size (C) of particles isolated
from each group, indicating the mean and s.e.m. (n = 23 fo BPH and 30 for PCa). (D) Size distribution of the particles isolated from each
preparation (Mean + s.e.m. is depicted, n = 23 fo BPH and 30 for PCa). Statistic test: Student ¢ test.
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Containing 3 (CMTM3), exhibited the predicted behavior
in the validation dataset (Figure 2D). These two transcripts
were predominantly detected in BPH uEVs, whereas the
detection rate was below 30% in PCa uEVs. Of note,
we confirmed that these transcripts were contained in
uEVs, since they exhibited resistance to RNase treatment
(Supplementary Figure S2B).

Our results demonstrate that we can identify
transcripts with differential abundance in PCa uEVs,
employing 50 mL of urine and using an ultracentrifugation-
based method for uEV isolation [16]. However, biomarker
identification requires miniaturization of the assay with
the consequent scaling down of the starting material. To
refine our detection method, we employed a commercial
exosomal RNA purification procedure (Norgen Biotek) in
an independent set of samples that allowed us to reduce
urine volume to 10 mL. We then performed qRTPCR from
Norgen-purified retrotranscribed RNA. We evaluated the
expression level of the two best candidates, CMTM3 and
CDH3. As shown before, the two housekeeping transcripts
employed (GAPDH and RPL6) exhibited a strong and
significant correlation (Supplementry Figure S2C).
Interestingly, this purification method precluded detection
of CMTM3, while recapitulated the reduction in CDH3
with higher sensitivity using normalization against RPL6
(0.69 + 0.1; mean + s.e.m.; p = 0.055) and GAPDH (0.65
+ (0.08; mean £+ s.e.m.; p = 0.01) (Figure 2E).

Taken together, our transcriptomic analysis reveals
that CDH3 abundance is reduced in PCa uEVs and sets the
basis for PCa biomarker search based on uEV transcript
analysis.

uEVs are indicators of PCa alterations

Our results convincingly show that CDH3
abundance is reduced in uEVs from PCa patients. On the
basis of these results, we hypothesized that the alteration
observed in uEVs might be a reflection of transcriptomic
changes in the prostate tumor.

In order to confirm our hypothesis, we studied the
expression of CDH3, in a set of BPH and PCa tissue
specimens. The results of CDH3 expression analysis
demonstrated that it was significantly decreased in tissue
from patients with PCa compared to BPH (0.52 + 0.12;
mean + s.e.m.; p = 0.018), in full coherence with our
observation in uEVs (Figure 3A). Of note, these results
could lead to the notion that the association between
transcriptomic tumor cell landscape and exosome RNA
cargo correlate at high frequency. However, prior studies
from our lab showed that known cancer genes, such as
PTEN, do not exhibit a direct correlation between uEVs
mRNA abundance and PTEN tumor alterations [16],
suggesting a selective process in cargo loading into uEVs.

Next, we ascertained the potential extrapolation
of this observation to other biological contexts, such
as a panel of benign prostate cells and metastatic

prostate cancer cell lines and large human PCa datasets.
Interestingly, the expression of CDH3 in prostate cell lines
revealed a down-regulation of the transcript in metastatic
cancer cell lines (black), compared to benign-immortalized
cells (grey) (0.17 £ 0.07; mean + s.e.m.) (Figure 3B).
Importantly, this observation was confirmed in two datasets
where the expression of PCa specimens was compared to
biopsies from healthy patients [24, 25] (Figure 3C) and
was in full agreement with a previous report [29].

We also monitored the expression levels of other
transcripts identified in uEVs. On the one hand, CMTM3
expression, which was shown to be down-regulated in the
ultracentrifugation uEVs (but not detected with Norgen
extraction method), showed a significant reduction in
PCa compared with BPH tissues, but this result was
not reproduced in publicly available PCa datasets
and exhibited only a modest trend in PCa cell lines
(Supplementary Figure S3A—S3C). On the other hand,
our housekeeping genes RPL6 and EEF1A1 showed no
consistent alterations throughout the same analytical
layout (Supplementary Figure S3A-S3C).

We next ask whether the reduction of CDH3
expression observed in PCa could be extrapolated to other
urogenital cancers. Data mining analysis was performed
in bladder and renal cancer datasets (wWww.oncomine.
org, [30]). Although there was certain consistency in the
alteration of CDH3 expression within the same tumor type,
the directionality of the alterations was not preserved among
the different tumor types (Supplementary Figure S3D).

In order to address whether gene expression
alterations in CDH3 could be translated in a decrease in the
protein expression, we took advantage on publicly available
initiatives for immunoreactivity analysis. Proteinatlas
(www.proteinatlas.org, [31-35]) allows the visualization
of immunohistochemistry (IHC) staining in a wide array
of tissues. There was data available for CDH3 staining
with high quality IHC-specific antibodies. Importantly,
the staining in normal prostate epithelia corroborated the
staining of basal prostate epithelial cells, in agreement
with reports in this and other epithelial tissues [29, 36, 37]
(Figure 3E, middle panel and Supplementary Figure S3F).
As predicted, CDH3 expression was decreased in PCa
specimens. This result was particularly evident in tumor
samples with adjacent non-neoplastic tissue (Figure 3D).
Interestingly, CDH3 sub-cellular distribution was altered
in tumor cells, with a predominant loss of membrane
immunoreactivity (Figure 3D).

We next asked the molecular cues leading to the
down-regulation of CDH3 in PCa. On the one hand, we
studied the genomic and epigenetic changes occurring
in CDH3 locus. The genomic analysis showed frequent
shallow deletions of CDH3 in four independent PCa
datasets (Figure 4A, [24, 25, 38, 39]). Moreover,
epigenetic analysis of CDH3 promoter indicated increased
methylation in PCa and a correlation between the
methylation status of the locus and the transcript abundance
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(Figure 4B, 4C; [38, 39]), in line with a previous report transcriptional regulation and promoter methylation

[29]). On the other hand, we evaluated the association contribute to the down-regulation of CDH3 in PCa.

of CDH3 expression with well-known upstream

regulators. Tp63 is a basal prostate epithelial marker DISCUSSION

which is down-regulated in PCa specimens [40—42],

and that has been reported to regulate CDH3 expression Extracellular vesicles including exosomes have
[43]. We found a strong correlation between the mRNA been detected and characterized in urine [2, 44, 45].
expression of Tp63 and CDH3 in prostate specimens, These vesicles vary in composition and are associated
which suggests that transcriptional regulation of this with different diseases [12, 46]. Importantly, recent
cadherin downstream p63 is at play in PCa (Figure 4D). evidence suggests that PCa might exhibit alterations in
Altogether, our results indicate that genomic loss, the composition of uEVs [12, 47, 48]. The majority of
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ILMN_1749868 [FAM171A1 0.030 0.021 0.016 0.010 0.017 0.016 0.086 0.008 0.004 0.000
ILMN_1787980 | SNORD109B 0.012 0.012 0.021 0.119 0.022 0.013 0.006 0.038 0.004 0.003
ILMN_3236468 | TMEM14E 0.062 0.014 0.042 0.086 0.017 0.023 0.032 0.005 0.009 0.004
ILMN_3299929 [LOC730236 0.048 0.032 0.032 0.016 0.053 0.066 0.009 0.001 0.051 0.000
ILMN_1697998 | FAM54A 0.056 0.018 0.140 0.099 0.017 0.031 0.042 0.008 0.001 0.006
ILMN_1676980 |[MTSS1 0.030 0.282 0.053 0.135 0.017 0.014 0.006 0.005 0.004 0.077
ILMN_1887553 |HS.380575 0.208 0.092 0.029 0.014 0.017 0.179 0.001 0.005 0.001 0.004
ILMN_1739384 [USP35 0.039 0.070 0.130 0.023 0.043 0.197 0.001 0.005 0.114 0.004
ILMN_1667840 |CMTM3 0.039 0.062 0.277 0.045 0.461 0.030 0.027 0.005 0.004 0.000
ILMN_1736460 [MDM1 0.062 0.043 0.106 0.091 0.252 0.149 0.000 0.379 0.004 0.004
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ILMN_1704294 |CDH3 0.134 0.092 0.281 0.052 0.375 0.309 0.006 0.000 0.012 0.000
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ILMN_3178471 [LOC100129121] 0.000 0.000 0.004 0.000 0.008 0.006 0.084 0.564 0.903 0.106
ILMN_3285162 |LOC100131541| 0.001 0.000 0.006 0.000 0.234 0.000 0.131 0.126 0.013 0.145
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Values indicate detection p-value in microarray analysis; p<0.01 was considered as detected probe (highlighted in green/pink)
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Figure 2: Transcriptomic analysis of uEVs reveals transcripts with differential abundance in BPH and PCa.
(A) Representative analysis of RNA size distribution obtained from the Bioanalyzer analysis of uEV preparations. n = 4—6. (B) Venn
diagram depicting the number of unique transcripts identified in each experimental condition (» = 4 for BPH and n = 6 for PCa).
(C) Transcripts exhibiting a presence-absence pattern in BPH and PCa. The transcripts shown complied with the requirements of being absent
in one condition and with a minimum presence of 75% of cases in the other. Detection p-value is presented, where a limit was established in
p <0.01 in the microarray analysis (significant conditions are highlighted in pink or green in BPH and PCa, respectively). (D) Detection of
ultracentrifugation-purified candidate uEV transcripts by qRTPCR. Detection was established as consistent amplification in the technical
settings employed in the assay. n = 7 for BPH and n = 9 for PCa. (E) Transcript abundance of CDH3 relative to GADPH (/eff) and RPL6
(right) in Norgen-purified uEVs-associated RNA samples. n = 6—7 for BPH and n = 18 for PCa. FU: fluorescence units. S: seconds. Error
bar represents s.e.m. a.u. = Arbitrary units. Statistic test: Mann Whitney U test (E).
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Figure 3: CDH3 expression is reduced in PCa specimens. (A) CDH3 expression in tissue biopsies from BPH and PCa. CDH3
expression relative to GAPDH is shown. n = 14 for BPH and n = 15 for PCa. (B) CDH3 expression in a panel of metastatic prostate cancer
cell lines (black bars) and benign immortalized prostate cell lines (grey bars) relative to beta-Actin. n = 3. (C) CDH3 expression in two
PCa datasets (Taylor PCa n = 150, normal n = 29; Grasso PCa n = 76, normal n = 12). (D) Representative images of immunohistochemical
detection of CDH3 protein in PCa. Middle panel corresponds to a normal area and right panel to high grade PCa (HG PCa). Data source:
Human Protein Atlas. Statistic test: Mann Whitney U test (A), Student ¢ test (C).
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the studies are carried out comparing healthy individuals
with PCa patients. It is worth noting that there is an
increasing incidence of BPH in association with age [14],
and the interference that this might introduce to biomarker
identification is poorly understood. To address this
question, we have performed a transcriptomics analysis
comparing the mRNA content of uEVs from patients with
BPH or PCa. The results reveal that urine from these two
groups have significant alterations in vesicle number.
Little is known about alterations in EV production in
different pathologies as compared to the nature of its cargo
and this aspect warrants further investigation. Importantly,
we found a markedly different transcriptomics profile
in uEVs from BPH and PCa. We were able to reduce a
whole genome analysis (which revealed 1336 transcripts
detected in uEV preparations) to two candidate transcripts
(CMTM3 and CDH3) with decreased abundance in PCa.
Interestingly, the miniaturization of the assay employing

A B

an alternative purification method revealed that CMTM3
detection is sensitive to the approach used. This suggests
that the detection of uEV transcripts might be affected
by the uEV purification protocol and calls for further
refinement and characterization of the selectivity and
specificity of the uEV isolation methods.

Placental cadherin (P-Cad or CDH3) has been widely
studied in cancer [37, 49—59]. This protein regulates cell-cell
adhesion processes and cellular differentiation. Interestingly,
both oncogenic and tumor suppressive activities of this gene
have been described in tissue-specific manner [37, 49-59].
We observe that CDH3 mRNA levels are down-regulated
in PCa. This is coherent with preliminary observations
at the protein level. It has been suggested that CDH3 is
down-regulated and exerts tumor suppressive functions in
hepatocellular carcinoma [50] and a prior study reported
changes of CDH3 in PCa [29]. Our data suggest that CDH3
may be exerting tumor suppressive activities in PCa.
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Figure 4: Evaluation of the molecular events accounting for CDH3 down-regulation in PCa. (A) Analysis of the genomic
alterations in CDH3 locus in four PCa databases (Taylor n = 93, Grasso n = 61, TCGA n = 258, Broad n = 56). (B and C) Promoter
methylation analysis from TCGA database evaluating methylation in CDH3 locus (B) n = 49 for normal tissue, n = 101 acinar PCa and
n = 196 for PCa) and the correlation between methylation status and CDH3 mRNA expression (C) n = 294). (D) Correlation analysis
between CDH3 and Tp63 expression in two independent datasets. (Grasso, n = 49; Taylor, n = 131; primary tumors). Statistic test: Student
t Test (B); Pearson’s coefficient (R) (C, D).
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We show that the regulation of CDH3 expression in
PCa occurs at multiple levels. On the one hand, genomic
and epigenetic analysis strongly suggests that deletion
and methylation of the locus accounts for changes
in expression. On the other hand, we find potential
regulations at the level of upstream transcriptional
regulators. Prior studies showed that CDH3 is a basal
epithelial cell marker [29, 37]. Interestingly, Tp63,
an upstream regulator of CDH3 [36], presents similar
behavior to our gene of interest. Tp63 localizes to basal
epithelial cells and is down-regulated in PCa [40—42, 60].
Our correlation analysis in public PCa supports the notion
that p63 is a transcriptional upstream regulator of CDH3.

Of note, immunoreactivity analysis has provided
preliminary evidence of mis-localization of CDH3 in PCa
cells compared to non-tumoral counterparts, Interestingly,
this alteration is also observed in other cancers and is
associated to poor prognosis [59].

Altogether, our data show multiple means
of regulation (genomic loss, DNA methylation,
transcriptional regulation, and protein mis-localization)
that could potentially lead to the alteration of CDH3
function in PCa.

The function of EVs in cell communication and
cancer aggressiveness has emerged in the past years [61, 62].
While their use as source of biomarkers is under intense
investigation, there is limited evidence about their
potential role as readouts of the tumoral genetic alterations
[9]. This study informs about the properties of uEVs to
reflect genetic alterations in the tumor of origin. We
find that the decrease in abundance of CDH3 in uEVs
is coherent with mRNA changes in the prostate tumor
cells. This data opens new avenues in the non-invasive
characterization of genetic alterations in PCa using uEVs,
with the consequent potential for patient stratification.

MATERIALS AND METHODS

Patient samples and cell lines analysis

All urine samples were obtained from the Basque
Biobank for research (BIOEEF, http://www.biobancovasco.
org, Basurto University Hospital) upon informed consent
and with evaluation and approval from the corresponding
ethics committee (CEIC code OHEUNI1-12 and
OHEUNI14-14). Inclusion criteria: For BPH patients,
samples were obtained from cases with normal PSA,
with symptomatic alterations (polyuria, distress), and
that were scheduled for surgery. For PCa cases, samples
were obtained from patients with primary localized
cancer diagnosed de novo and that were scheduled for
radical prostatectomy. Urine (40—-100 ml) was collected
by spontaneous urination between 8—10 AM, in fasting
conditions. Patient information, tumor characteristics
and urine volume is described in Supplementry Table S1.
For prostate tissue specimens, samples were prepared and

diagnosed as described in [16]. Cell lines were cultured as
described in [17] and RNA was harvested in conditions of
exponential growth.

Urine extracellular vesicle purification

uEV isolation by ultracentrifugation was performed
as described in [16]. Briefly, urine was centrifuged at
2000 x g for 5 min to remove cell debris and filtered
through 0.22 pm pore-filter before frozen at —80°C. For
uEV isolation sample was thawed and subjected to two
sequential centrifugations of 11500 % g for 30 min and
second 118000 x g for 90 minutes. The pellet containing
uEVs was resuspended in 150 pl of cold PBS and frozen
for later processing. RNase treatment was not performed
unless otherwise specified.

Western blot

Western blot was performed as described [18], using
CD26 (Abcam, Cambridge, UK), CD63 (clone H5C6; from
Developmental Studies Hybridoma Bank, lowa, US), CD13
(clone 3D8; from Santa Cruz Biotechnology Inc.), FLT1
(clone 18; from BD Biosciences) and AQP2 (Sigma-Aldrich)
antibodies.

Transmission electron microscopy (TEM)
analysis

For cryo-electron microscopy, uEV preparations
were directly adsorbed onto glow-discharged holey
carbon grids (100 Holey carbon film of Cu with mess
200; Quantifoil®, Germany). Grids were blotted at 95%
humidity and rapidly plunged into liquid ethane with
the aid of VITROBOT (Maastricht Instruments BV,
The Netherlands). Vitrified samples were imaged at
liquid nitrogen temperature using a JEM-2200FS/CR
transmission cryo-electron microscope (JEOL, Japan)
equipped with a field emission gun and operated at an
acceleration voltage of 200 kV.

Size analysis and size distribution

Size distribution within uEV preparations was
analyzed by nanoparticle-tracking analysis (NTA) by
measuring the rate of Brownian motion using a NanoSight
LMI10 system (Malvern, U.K.), which is equipped with
a fast video capture and particle-tracking software.
NTA post-acquisition settings were kept constant for all
samples, and each video was analyzed to give the mean,
mode, and median vesicle size, as well as an estimation of
the concentration [19]. For each preparation, two videos of
30 seconds each were taken. For each video, at least 200
tracks were completed in post-capture tracking analysis.
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Transcriptomic analysis

Total RNA isolation from uEV was achieved
by RNeasy columns (Qiagen, Inc). The integrity, size
and quantification were evaluated in RNA Pico Chips
(Bioanalyzer; Agilent Technologies). For transcriptomic
analysis of mRNA-associated uEVs, Illumina whole
genome (HumanHT-12 V4.0; DirHyb, nt) method was
used as reported [20]. cRNA synthesis was obtained out of
2-25 ng of Total RNA, with TargetAmp™ Nano-g™ Biotin-
aRNA Labeling Kit for the Illumina® System (Epicentre,
Cat# TAN(07924) and subsequent amplification, labelling
and hybridization were performed according to “Whole-
Genome Gene Expression Direct Hybridization”
[llumina Inc.’s protocol, except the hybridization
cRNA concentration, which was 285 ng instead of the
standard 750 ng. Raw expression data were background-
corrected, log2-transformed and quantile-normalized
using the lumi R package [21], available through the
Bioconductor repository. Probes with a “detection
p-value” lower than 0.01 in at least one sample were
regarded as detected.

Retrotranscription and quantitative real time
PCR analysis

To extract RNA from uEVs isolated by
ultracentrifugation, we employed miRCURY™ RNA
Isolation Kit Cell & Plant (Exiqon). In average, 1.5¢’
vesicles were used per retrotranscription reaction. In
addition, a set of samples was extracted by Norgen
Biotek Exosomal RNA purification kit, following
the manufacturers’ instructions. For cell lines, RNA
was extracted using NucleoSpin® RNA isolation kit
from Macherey-Nagel (ref: 740955.240C). cDNA
was synthesized from 0.1-1 pg of RNA using
Superscript III (Life Technologies) following the
manufacturer’s recommendations. For prostate tissue
samples, RNA was extracted as reported in [16].
Quantitative Real Time PCR (Tagman qRTPCR) was
performed as previously described [18]. Universal
Probe Library (Roche) primers and probes employed
are detailed in Supplementary Table S2. B-ACTIN
(Hs99999903 ml1) and GAPDH (Hs02758991 gl)
housekeeping assays were from Applied Biosystems and
showed similar results.

DNA methylation

Raw intensity CDH3 DNA methylation was
extracted from The Cancer Genome Atlas dataset (https://
tcga-data.nci.nih.gov/tcga/) based on Illumina’s 450K
methylation array. Data analysis from normal tissues
(n=49), prostate carcinoma (n = 196) and acinar prostate
carcinoma (n = 101) were included. A three step-based
normalization procedure was performed using the lumi

[21] package available for Bioconductor [22], under
the R statistical environment [23], consisting in color
bias adjustment, background level adjustment and
quantile normalization across arrays, as specified in [21].
Methylation level (B-value) for each of the 485, 577 CpG
sites was calculated as the ratio of methylated signal
divided by the sum of methylated and unmethylated signals
plus 100. After normalization step, probes related to X and
Y chromosomes were removed as well as those containing
a SNPs with a frequency > 1% (1000 Genome project)
in the probe sequence or interrogated CpG site.

Bioinformatics analysis and statistics

The following statistical analysis were employed:

Database normalization: all the datasets used for
the data mining analysis were downloaded from GEO and
subjected to background correction, log, transformation
and quartile normalization. In the case of using a
pre-processed dataset, this normalization was reviewed
and corrected if required.

For CDH3 genomic analysis, data from PCa patients
with copy number alteration information in Taylor [24],
Grasso [25], Broad/Cornell [26] and Robinson [27] et al.
datasets was extracted from cbioportal.org.

Correlation analysis

Pearson correlation test was applied to analyze
the relation between paired genes. From this analysis,
Pearson’s coefficient (R) indicates the existing linear
correlation (dependence) between two variables X and 7,
giving a value between +1 and —1 (both included), where
1 is total positive correlation, 0 is no correlation, and —1
is total negative correlation. The p-value indicates the
significance of this R coefficient.

Statistical analysis

Data represent mean + s.e.m. of pooled experiments
unless otherwise stated. For data mining analysis, ANOVA
test was used for multi-component comparisons. Student T
test or Mann Whitney U test for two-group parametric or
non-parametric comparisons, respectively. The confidence
level used for all the statistical analyses was of 0.95 (alpha
value = 0.05). Two-tail statistical analysis was applied for
experimental design without predicted result and one-tail
for validation experiments.
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Abstract: Urine sample analysis has an irreplaceable value as a non-invasive method
for the diagnosis and follow-up of diseases. However, only urinary extracellular vesicles
(uEVs) seem to be able to preserve protein and RNA from the degradation inherent to
urine preservation. In recent years, methods for ukEVs enrichment that require low
volumes of urine and no sophisticated equipment have been developing with different
success. In parallel with the differential ultracentrifugation procedure, we have
performed a comparative study of four of these methods including a lectin-based
purification, Exoquick, Total Exosome Isolation from Invitrogen and an in-house
modified procedure of the exosomal RNA kit from Norgen. The analysis of selected
genes and proteins markers of extracellular vesicles revealed that each method display
differences in specificity and robustness, and importantly each of them seem to isolate
a different mixture of uEVs. One of the methods showing the highest performance in
terms of gene and protein detections as well as reproducibility was able to detect
alterations in uEV from urine samples of prostate cancer patients. This work showed
that the analysis of UEV is feasible in a clinical set-up although some cautions in the
selection of the enrichment method have to be undertaken for assuring the best

performance in clinical samples.

Keywords: urine, isolation of vesicles, mRNA, protein markers, prostate cancer



Introduction

Urine sample is an ideal source of biomarkers, particularly for diseases of the
genitourinary system, because it can be conveniently collected without risk to the
patient. Apart of soluble proteins and cell debris, urine samples contain extracellular
vesicles (UEVs) (1, 2), whose cargo includes lipids, proteins, mRNA, and microRNA.
Unlike tissue biopsy, an invasive and expensive procedure that provides only partial
sampling from an organ, uEVs provide a full representation of the entire urinary
system (3). Indeed, the analysis of uEVs has revealed markers from different tissues,
from kidney to collecting ducts (4). For this reason, the study of uEVs is attractive in
the field of biomarker discovery of diseases, and different markers have been
proposed for numerous diseases, reviewed elsewhere (5, 6). However, both the variety
of methods proposed, and the technical complexity of some of them, makes difficult
the translation into clinical practice (7). Although it exists a growing number of
commercial solutions, those methods add a new variable, since the results differ from

traditional isolation techniques (7, 8).

Certainly, the denomination of uEVs comprehends vesicles released not only from
different tissues but also from different cellular compartments. Mainly, exosomes,
microvesicles and apoptotic bodies, that differ in their characteristics, although no
consensus about markers to classify them have been establish so far (9, 10). Exosomes
are 30-150 nm diameter vesicles whose origin is related to the endocytic pathway,
accumulating in the cell, in the so-called large multivesicular bodies (11, 12).
Microvesicles or ectosomes are, on average, bigger vesicles (100-1000 nm), and they
originate by the direct budding from the plasma membrane (13). Moreover, the
different subcellular origin of EVs accounts for their specific function and cargo (14),
including variations in their proteins and nucleic acids (15). The origin of the vesicles
could be overlooked in the initial steps of the biomarker discovery, being the main
criterion the analysis of as much types of vesicles as possible, keeping in mind that
clinical samples are difficult to obtain. Afterwards, the knowledge about the type of
vesicles containing the candidate biomarker could provide clues to improve the

diagnosis and develop possible therapeutic strategies.



In the present study, we compared five methods; three commercial kits, a simplified
version of the traditional ultracentrifugation, and a lectin-based purification, a method
with affinity for glycosylated proteins usually enriched in the surface of uEVs (16, 17). A
comparison of their ability to recover protein markers associated to uEVs, and RNA
previously associated to these vesicles was achieved in healthy controls. Furthermore,
a performance of the most efficient and reproducible method was evaluated in a

prostate cancer clinical set-up.



Material and Methods
Human samples

The study follows all the ethical regulations and was approved by the Basque Ethical
Committee for Clinical Research (CEIC code 11-12 and 14-14). Samples from 10
healthy volunteers were obtained by collection of the first urine of the morning and an
aliqguot from each donor was used to determine 13 physicochemical parameters with
reactive strips (Urispec plus, Henry-Schein Inc.) (Supplemental Figure 1). Moreover,
samples from 28 patients cited for exploratory prostate biopsy were collected
previously to initiate the procedure. In all cases, the samples were obtained by
spontaneous micturition and previous to sample collection donors were informed
about the study and requested to sign the informed consent. For each sample, all the
urine was centrifuged at 2,000xg 10 min, filtered through a 0.22 pm-pore membrane,
and immediately frozen at -802C. A total of 19 samples were classified as prostate
cancer adenoma (PCA) and 9 as benign prostate hyperplasia (BPH) according to the
results of the histological examination, performed by the pathologist of the urology

service of Basurto University Hospital (for details see Supplemental Table S1).
Urinary EVs enrichment methods

To compare different uEVs enrichment methods, 100 ml of urine from each healthy
donor was thaw and vortexed during the process. Afterwards, the samples were
divided in 10 aliquots of 10 ml each of them, to perform the five protocols in
duplicated. In Figure 1 are indicated main steps for each methodology.
Ultracentrifugation was carried out in a single step, in a Beckman-Coulter 70Ti rotor.
The extraction with Exoquick-TC Exosome Precipitation Solution (System Bioscience)
was performed according to manufacturer’s instructions, as well as the extraction with
Total Exosome Isolation solution from urine (Invitrogen, Life technologies). In order to
obtain a sample for Western blot analysis, certain modifications were performed in the
protocol of Urine Exosome RNA Isolation kit (NORGEN, Biotek corp.). Once urine was
mixed with the slurry component, we divided each 10 ml aliquot in three aliquots as
detailed in Figure 1. For the extraction of RNA, we employed 7 ml of mix and the finally
volume for elution was 35ul. The pellet obtained from 2 ml was mixed with 40 ul 2x

NuPAGE LDS Sample Buffer (Life technologies). Finally, the extraction with biotinylated
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Solanum tuberosum (potato) lectin (STL) (Vector laboratories) was performed as
described previously (16). Briefly, the pH of each urine sample was adjusted at 7.5 with
NaOH, and the sample was incubated overnight at 42C with 0.1 mg of biotinylated SLT
lectin. The lectins were recovered by adding 0.5 mg of Streptavidin-coupled magnetic
Dynabeads (Life technologies) and incubated for 1 h at RT. Magnetic beads were
recovered with a magnet after washing them twice in PBS. The procedures that
required 12-h incubation were started right after thaw the sample and completed at
the same time than those that do not require incubations. For each method, we use
the abbreviation CEN (ultracentrifugation), NOR (NORGEN), INV (Total Exosome
Isolation Solution), EXQ (Exoquick-TC) and LEC (STL purification).

RNA and Protein extraction

In the case of NORGEN-based method we proceed as described in the previous section.
In the remaining four methods, after last centrifugation or magnet beads recovery,
each sample was suspended in 100 ul of Exosome Resuspension Buffer (ERB) contained
in the Total Exosome RNA and Protein Isolation Kit (Life technologies). From that, 70 ul
were employed for organic RNA extraction according to manufacturer’s protocol, with
a final elution volume of 35 ul. After extractions, 1 ul of RNA was analyzed by RNA Pico
Chips with a Bioanalyzer (Agilent Technologies). On the other side, 20 ul of ERB were
mixed with 20 ul of 2x loading buffer, and incubated 10’ at 372C, 10’ at 602C and 5’ at
959C, and centrifuged at 10,000 xg to carry out the protein analysis. The remaining 10

ul of ERB-suspended material were preserved for electron microscopy analysis.
Western Blot Analysis

For each sample, 15 ul of the protein extracted in loading buffer were separated under
non-reducing conditions on 4-12% pre-casted gels from Life technologies, Inc. After
being transferred to nitrocellulose membranes and blocked for 1h (5% milk and 0.05%
Tween-20 in PBS), primary antibody was added and incubated by 12-h, followed by
PBS washing and the application of secondary HRP-conjugated antibody. The primary
antibodies employed were Mo oAIP1 (clone 49) and Mo aFLT1 (clon 18) from BD
Biosciences, Mo aTSG101 (clone 4A10) and Rb aCD26 from Abcam (Cambridge, UK),
Mo a.CD63 (clon H5C6) from Developmental Studies Hybridoma Bank, Mo aCD10 (clon
F4) and Rb aTHP (H-135) from Santa Cruz Biotechnology Inc, Mo a.CD9 (clon 209306)
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from R&D Systems, Rb aAQP2 from Sigma-Aldrich. Anti mouse and rabbit antibodies
HRP-conjugated were purchased from Jackson Immuno Research Inc.
Chemiluminiscence detection of bands was performed with Clarity™ western ECL
(Biorad). To offer a relative quantification of proteins, scanned films were quantified

by optical density using the Image J software 1.48v (NIH. USA).
Reverse transcriptase and gPCR

For each sample and extraction method, cDNA was synthesized from 10 ul of RNA
using Superscript lll (Invitrogen) following the manufacturer’s recommendations in a
reaction volume of 20 ul. Primers for Tagman reactions were designed using the

Universal ProbelLibrary Assay Design Center (https://lifescience.roche.com). The list of

primers and probes are given in Supplemental Table S2. To amplify targeted fragments
and estimate relative quantification of genes, tagman PCR was performed in duplicates
using TagMan® Fast Advanced Master Mix (Life Technologies). Each reaction contains

0.5 ul of cDNA in a total volume of 6 ul of reaction.
Electron microscopy

For cryo-electron microscopy, preparations were directly adsorbed onto glow-
discharged holey carbon grids (QUANTIFOIL, Germany). Grids were blotted at 95%
humidity and rapidly plunged into liquid ethane with the aid of VITROBOT (Maastricht
Instruments BV, The Netherlands). Vitrified samples were imaged at liquid nitrogen
temperature using a JEM-2200FS/CR transmission cryo-electron microscope (JEOL,
Japan) equipped with a field emission gun and operated at an acceleration voltage of

200 kV.
Statistics analysis

Correlation matrixes and associated p-values were obtained using cor function, and

plotted using corrplot package of R v3.1.0 (2014-04-10).



Results
Initial characterization

In this study, we obtained uEVs enriched preparations employing five different
methods (Figure 1): ultracentrifugation (CEN), EXOQUICK (EXQ), Total Exosome
Isolation (INV), Norgen-modified procedure (NOR), and potato lectin-based purification
(LEC). We analyzed the preparations by cryo-electron microscopy and we could only
observe vesicles in the CEN, INV and LEC methods (supplemental Figure 2A). Then, we
analyzed the RNA isolated by each methodology and as can be observed in the
Bioanalyzer analysis (supplemental Figure 2B) the profiles showed the presence of
mostly small RNA in all cases. The highest amount of RNA was yielded by NOR
methodology with an average of 550 ng, followed by CEN and INV method with
average of 100 ng and LEC and EXQ that yield the lowest values with average of 40 ng.

Protein characterization

Next, we analyzed the presence of some proteins previously described to be
associated to extracellular vesicles that includes CD9, CD10, CD63, TSG101, CD10,
AIP1/Alix, AQP2 and flotilin-1 (FLT1). In Figure 2 we showed the Western blot analysis
of these proteins in two independent biological samples isolated using the five
methods in duplicated. The first interesting observation is that different methods
provided material containing different levels of the EVs protein markers. Also, it was
notice that the electrophoretic mobility of proteins obtained using INV methodology
was slightly different to the other methods (Figure 2). In agreement with the inter-
individual variability showed in several studies on EVs in human biofluids, we could
also observed clear differences between individuals in our sample group. For instance,
sample M3 has weaker bands of AIP1 and CD9 than sample F3, but stronger for CD10,
AQP2 and CD26. In order to have quantitative data, densitometry and background
subtraction of the Western blot bands for the 10 samples was performed and absolute
values transformed into relative values by referring to the highest value obtained for
each protein, and for each sample (Figure 3A). For instance, NOR methodology gives a
value of 100% for AIP1 in the samples showed in Figure 2. For CD63 the 100% value is
given to the levels obtained using CEN methodology. Figure 3A showed the average of

the quantitative results for all samples, and clearly shows that NOR isolated a mixture
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enriched in AIP1 and CD26 and lower in AQP2 and CD63, while CEN sediment vesicles
enriched in CD63, CD9, AQP2 with lower level of vesicles containing AIP1 (Figure 3A).
Both methods (NOR and CEN) seem to isolate a mixture containing CD10 and FLT1 with
similar efficiency. LEC-based method seems to be very specific for CD9-positive vesicles,
having the lowest efficiency for the isolation of AIP1 and CD26 containing vesicles
(Figure 3A). On the contrary, the highest efficiency of INV-based methodology was
obtained for CD26 and CD63 proteins (Figure 3A). Remarkably, under assayed
conditions, EXQ provided the lowest efficiency for most of the UEV protein markers,

being CD63 the better detected among them (Figure 3A).

We attempted to determine which proteins were co-isolated, identifying
subpopulation markers within each method. In order to establish associations between
proteins, we performed correlations between the absolute intensity measured by
densitometry of Western blot obtained images for each sample within the methods
(Supplemental Figure 3). A positive correlation between EV markers CD9 and TSG101
was reached in NOR, INV and CEN methodologies. This may indicate that those
methods isolate subpopulation of vesicles that harbor both markers. A significant
association of CD9 and CD63 was observed in NOR and INV methodologies, however
although CEN had the best efficiency for CD63 positive vesicles there was a low
correlation with CD9 using this methodology. On the contrary, LEC methodology
performs better in pulling down CD9 positive vesicles and not correlation with CD63
was observed (Supplemental Figure 3). These results suggest that among uEVs there
are subpopulations containing CD9 and CD63 proteins and subpopulations containing
only one of the markers. Interestingly, these different uEV sub-populations can be
discriminated by using different enrichment procedures. Another interesting
association was found for CD10 and FLT1 using NOR, CEN, LEC and EXQ methodologies
indicating the presence of these two proteins in the same subpopulation of uEVs.
Remarkably, EXQ-based methodology presents high correlation coefficients between
most markers what could suggest this method retrieves a homogeneous population, in
terms of protein markers, although with low efficiency. These results together clearly
suggest that the different methodologies render a material enriched in distinct sub-

population of EVs.



Next we evaluated if any of directly measured physical parameters of the urine
samples could predict the uEV isolation performance of the methods. By averaging the
values obtained for all the proteins per each method and sample, we constructed
Supplemental Table S3 that links the physicochemical characteristics of the urine
samples with the performance of each method. Among the 13 properties directly
measured by using specific sticks, pH, density and presence/absence of ascorbic acid
were the only properties that vary among samples and were further considered for the
correlation analysis. However, no significant correlation was observed between any of
the physical parameter with the performance of uEV isolation. Only a trend could be
observed for CEN isolation method, that shows a better performance for urine samples
with higher density (Supplemental Table S3). The reduced number of samples does not

allow us reaching any further conclusion on this aspect.
Gene characterization

We selected a panel of gene targets (Supplementary Table S2) among transcripts
previously detected in uEVs (18) including EEF1A1, RPL6, SOD1 and ROCK2.
Furthermore, we included housekeeping genes, such as GAPDH and ACTB1 also
reported in EVs (9), and the gene coding for GNB2L enriched in EVs (19). We also
included in the analysis the gene coding for AQP2 that has been described in uEVs
secreted by cells associated with urinary collecting ducts (4). The presence of these
eight transcripts was evaluated in the uEV preparations enriched by using the five
methodologies (Figure 1). Among all of them, only EEF1A1 and GAPDH were detected
in almost all samples with all methods, while ROCK2 or AQP2 were detected very
seldom (Figure 3B). However, NOR methodology clearly performed better than the
other methods, detecting six genes in at least eight of the ten samples tested (Figure
3B). This high performance of the NOR methodology allowed us performing a
correlation analysis between the gene transcripts, to identify those that could co-
precipitate. A significant association was observed between the transcripts ACTB1,
SOD1 and GNB2L1 from one side, and GAPDH, EEF1A1 and RPL6 in another (Figure 4).
According to these relationships, we might speculate that each set of transcript is
associated to different subpopulation of uEVs in the analyzed urine samples, and NOR

technique can precipitate both. The other methodologies may fail to precipitate
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vesicles containing ACTB1, SOD1 and GNB2L1, given that none of these three

transcripts were efficiently detected in the samples using those methods.

We further analyzed the influence of the analytical parameters of urine samples in the
RNA isolation performance displayed by the five methods (Supplementary Table 4).
We observed that the performance of NORGEN-based method to isolate vesicles
containing RPL6/GAPDH/ EEF1A1 is inversely related to urine density, although it is
important to have in mind that other factors, such as sex, may influence this

correlation, since men seems to have denser urine in our set of samples.
Analysis of samples obtained from prostate condition patients

According to the results exposed, we decided to perform our NOR isolation approach
in a clinical set of samples of patients suffering benign hyperplasia (BPH) or prostate
cancer (PCA). We did the similar protein and gene analyses as performed in the
previous section. A representative panel of the Western-blot analysis is showed in
Figure 5. Densitometry analysis of the protein bands showed no significant differences
between groups (Supplemental Figure 4), and again, it was remarkable the high
heterogeneity among the individual samples. Interestingly, the correlation analysis of
the proteins showed differences between uEV-enriched preparations form BPH and
PCA samples (Figure 6). For example, while in BPH samples the correlation value
between the proteins CD63 and TSG101 was 0.76 (Figure 6) similar to the correlation
value obtained for healthy samples (Supplemental Figure 4), this correlation was not
observed in PCA samples (Figure 6). This result suggests a change in the cargo of CD63-
containing vesicles in PCA patients. Finally, we performed the analysis of the eight
selected genes obtaining similar amplification profile than in healthy samples for both
BPH and PCA samples (Supplemental Figure 5A). We could not observe a significant
difference in this profile between BPH and PCa groups. The correlations between
EEF1A1, GAPDH and RPL6, and between GNB2L1, ACTB1 and SOD1, that were
described in the previous section by analyzing healthy samples, were observed here
again (Supplemental Figure 5B) reinforcing the idea of these two set of transcripts

loaded in different subpopulations of UEVs.
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Discussion

Urinary EVs provided a source of metabolites, lipids, nucleic acids and proteins that
can be used as biomarkers for a range of genitourinary pathologies. Indeed, the
number of methods developed to improve the isolation of uEVs (7, 20, 21) indicates
the technical difficulties to translate this research to routine diagnostics. In the current
study, our approach to isolation has taken a clinical point of view, where the
availability of sophisticated equipment and the amount of urine sample that can be
storage are limited. In this work we have performed a comparative analysis of different
methodologies that could be applied in a clinical setting to evaluate uEVs. The
differences observed between the methods were not just a matter of effectiveness,
but also we observed qualitative changes in the type of vesicles that were pulled down
by each of the methods. We have confirmed previous results showing the affinity of
CEN for CD9/CD63 populations and the poor performance of EXQ (7) what could be
due to the filtration step, or the requirement of slight modification of the protocol, as
mentioned previously (8). We have observed that commercial methods like NOR and
INV had a better efficiency capturing the ectopeptidases CD10 and CD26, and
remarkably NOR specifically capturing the ESCRT component AIP1/Alix. The reason for
this specificity remain unclear given that to our knowledge this is the first work
reporting a protein analysis using NORGEN-based methodology. In addition, it was also
interesting to observe that some of the uEV markers correlate each other for example
CD9 and TSG101 or CD10 with FLT1 indicating that they are forming part of the same
vesicle. These associations between different EV markers could be useful to identify
uEV subpopulations in urine samples. Furthermore we also observed associations not
only of proteins but also among gene transcripts such as ACTB1/GNB2L1/SOD1 or
GADPDH/RPL6/EEF1A1 indicating their presence in different subpopulation of EVs.
Remarkably, while GAPDH/ RPL6/ EEF1A1 were detected with all isolation methods
ACTB1/GNB2L1/SOD1 was detected preferentially by using NORGEN-based
methodology. We did not find any previous report that establishes such relationship
between these transcripts. These findings clearly support the idea of existing different
subpopulations loaded with different transcripts and could help to define

subpopulations of EVs that is one of the major goals nowadays in the field.
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Given the high heterogeneity existing in urine samples between individuals it is
important to try to establish some criteria that would help to group samples that can
be further compared in order to detect significant disease biomarkers in uEVs. We
have performed a pilot analysis in this aspect by studying the influence of individual
physicochemical characteristics of urine sample on the uEVs isolation. From the 13
parameters analyzed we observed that the density of urine samples could be an
important parameter to consider for the isolation of uEV-containing
EEF1A1/GAPDH/RPL6 gene transcripts using NORGEN-based methodology. These
results are in agreement with previous reports showing that viscosity has influence in
the nature of isolated uEVs (22). Although still there is limited data on this aspect, it
seems that by analyzing physicochemical properties of urine previous to the ugEv
enrichment procedure could certainly establish quality control and parameters to
perform the comparison increasing in this manner the effectiveness of biomarker

discovery studies based on uEVs.

Tamm-Horsfall protein (THP) is a typical contaminant of uEV preparations and
although a number of methods have been implemented to remove it (8, 23, 24)
previous to the vesicle isolation we decided the easiest, more conservative approach
of working with THP. In our analysis, although a negative correlation between THP and
the detection of UEV markers was observed for some samples (Figure 5) it was not a
general observation (Figure 2). Importantly, the lowest amount of this contaminating-
protein was obtained by using INV and EXQ methodologies, what could be considered

of interest to analyze problematic samples containing elevated levels of THP protein.

Finally, we wanted to evaluate the performance of our NORGEN-based approach in a
clinical set of samples in the context of prostate cancer comparing urine samples from
9 benign prostate hyperplasia and 19 prostate cancer patients. Although there is works
showed difference in the urinary vesicles isolated from prostate cancer patients (25-
28), we could not detect significant differences for the nine proteins and eight gene
transcripts analyzed in our study. The low number of markers that we have analyzed as
well as the fact that we have compared BPH with PCa samples, instead healthy and
PCA samples done in most of the studies, could be some reasons for this discrepancy.

However, our approach was able to detect significant change in the relationship
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between protein markers CD63 and TSG101 that was altered in patients with prostate
cancer. This result may indicate that CD63-positive UEV are differentially loaded in PCa
compared to BPH patients and healthy individuals. These results support that the
NORGEN-based approach could be useful to analyze protein markers of EVs in a clinical

setting.

In conclusion, this pilot work showed the high complexity accompanying the analysis of
uEVs with clinical perspectives. We have compared many of the clinically friendly
available methods to enrich in UEV and showed that depending on the method we
could enrich in different uEV subpopulations with different outcome in terms of
proteins and RNA detection. In addition, this study highlights the benefits to establish
guality control parameters in urine samples previous to uEV enrichment, and urges to

standardize the methodologies for applying in clinical settings.
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Figure Legends

Figure 1. Experimental design for comparing five ukEVs enrichment methods. Two
aliqguots of 10 ml of urine samples from 10 independent healthy individuals were
employed to perform each of the five methods. The final pellet obtained in each
method was suspended in 100 ul of Exosome Resuspension Buffer (ERB, from Life
Technologies) and then divided for RNA, protein and EM according to the proportion
(70:20:10). The same proportion was maintained for NOR extraction, before proceed

to the first centrifugation (see Material and Methods section for more details).

Figure 2. Western-blot analysis of two representative independent biological samples.
uEVs were enriched by using indicated methodologies in duplicated. uEVs enriched
preparations were analyzed by Western-blotting using antibodies against indicated

proteins. Molecular weights are indicated.

Figure 3. Analysis of the uEV enrichment performance of methods. (A) Average of the
relative quantification for each protein and method. Optical densitometry was
determined by using Image-J analysis software, and relative quantification was
calculated respect to the strongest band for each protein and sample. (B) Number of

samples where the indicated gene transcript was detected for each of the methods.

Figure 4. Gene correlation analysis. A correlation matrix was obtained by using Ct
values for each gene and sample. A value of 45 was assigned to non-detected genes in
order to avoid the loss of data. The numbers correspond to r coefficients, and only

significant values (p<0.05) are colored with a proportional r-scale color grade.

Figure 5. Western-blot analysis of NORGEN-enriched ukEVs from BPH and PCA urine
samples. NOR methodology was employed to enrich uEVs from urine samples of
indicated BPH and PCA patients as described in Materials and Method section.
Indicated proteins were analyzed by Western-blot analysis. Molecular weights are

indicated.

Figure 6. Protein correlation analysis in uUEVs from BPH and PCA patients. A correlation
matrix was constructed with absolute densitometry values (background subtracted) for

each protein. To avoid the loss of data, a value of 0 was given to non-detected proteins.
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The numbers correspond to r coefficients, and only significant values (p<0.05) are

colored with a proportional r-scale color grade.
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Supplemental Figure 1. Physicochemical parameters of urine samples. Detail of the
strips employed for the physicochemical analysis of urine samples. In the left image, a
sample with pH 5, density of 1.020 and positive for ascorbic acid is shown, while a strip
analysis from a sample with pH 7, density 1.005 and negative for ascorbic acid is placed

at the right. The left panel shows the color code to interpret the strip.

Supplemental Figure 2. Initial characterization of uEV enriched preparations. (A) Cryo-
EM micrographs (Bar represents 100 nm). (B) Bioanalyzer RNA profiles of

representative samples from each of the methods.

Supplemental Figure 3. Different methods enrich different subpopulation of uEVs. In
order to determine which protein markers behave in the same way for each method, a
correlation matrix was constructed with the absolute values for each protein and
sample, within each method. The numbers present r coefficients, and only significant
values (p<0.05) are colored with a proportional r-scale tone.

Supplemental Figure 4. Protein analysis of uEVs NORGEN-enriched from BPH and PCA
urine samples. Box-plots (median, 1* and 3" guartiles) are calculated with the
absolute values (background subtracted) obtained by densitometry analysis after
Western Blotting.

Supplemental Figure 5. Gene transcript analysis of uEVs NORGEN-enriched from BPH
and PCA urine samples. (A) Number of samples where indicated gene transcripts were
detected by gPCR. (B) Correlation analysis. A correlation matrix was constructed by
using Ct values for each gene transcript and sample. To avoid the loss of data, a value
of 45 was given to non-detected genes. The numbers correspond to r coefficients, and

only significant values (p<0.05) are colored with a proportional r-scale color grade.
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Figure 2
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Figure 3A
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Figure 5
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Supplemental Figure 4
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Supplemental Figure 5A
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Supplemental Figure 5B

BPH
GAPDH
RPL6  0.31
SOD1
N

PCA Q

60
GAPDH 017 009 018 [Ros

EEF1A1

RPLE  0.38 0.34 0.43 0

SOD1

32



Supplemental TABLE 1

Table S1: Summary of clinical data of patients with BPH or PCA

‘ ID CONDITION AGE GRADE

1 BPH 69

2 BPH 61

3 BPH 79

4 BPH 73

5 BPH 68

6 BPH 76

7 BPH 76

8 BPH 77

9 BPH 70

10 Cancer 58 pT2c

11  Cancer 65 pT2c

12 Cancer 66 pT2c

13  Cancer 66 pT2c

14  Cancer 68 pT2c

15 Cancer 53 pT2c

16 Cancer 62 pT2c

17  Cancer 63 pT2c

18 Cancer 50 pT2c

19 Cancer 69 pT2c

20 Cancer 59 pT2c

21  Cancer 63 pT3a

22  Cancer 72 pT3a

23 Cancer 72 pT3a

24  Cancer 55 pT3a

25 Cancer 56 pT3a

26  Cancer 61 pT3b

27  Cancer 61 pT3b

28  Cancer 71 pT2c

Supplemental Table 2
Table S2. Gene transcripts selected for the study.
Life technologies

GENE FORWARD REVERSE PROBE reference
ACTB1 Hs99999903_m1
AQP2 acaccggctgctctatgaat aggggtccgatccagaag 36
EEF1A1 gtgatgctgccattgttgat agcgacccaaaggtggata 72
GAPDH Hs02758991 gl
GNB2L1 cctaaccgctactggcetgtg ctacaatgatctttccctctaaatcc 57
ROCK2  cccatcaacgtggagagc aagcaggaaaatctaaatcaagga 42
RPL6 tacggagcagcgcaagat tccattcgtcagagcaaaca 73
SOD1 tcatcaatttcgagcagaagg gcaggccttcagtcagtcc 60
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Supplemental Table 3

Table S3. Relationship between clinical parameters and the protein enrichment performance of each

method
SAMPLE ID SEX pH DENSITY Ascorbic Acid CEN* EXQ* INV* LEC* NOR*
F4 F 7 1,005 NEG 37,95 1,22 17,38 57,81 58,13
F5 F 5 1,005 NEG 40,44 1,21 28,81 25,10 77,89
F1 F 7 1,01 NEG 83,27 28,94 44,04 40,76 57,40
M2 M 5 1,01 NEG 46,28 1,65 42,67 28,11 75,43
F2 F 5 1,01 POS 73,44 2,94 43,94 28,14 64,13
M1 M 5 1,015 NEG 68,74 0,90 22,71 24,26 71,73
M3 M 5 1,015 POS 62,16 11,92 29,25 28,41 81,61
F3 F 6 1,02 POS 44,41 1,21 25,14 14,48 86,21
M4 M 5 1,025 POS 67,79 0,15 51,95 46,27 60,22
M5 M 5 1,025 POS 66,52 15,67 27,79 34,68 56,93

*The data represent the average of the relative quantification of all proteins detected for each method and
sample. The color scale is calculated in vertical and range from green (sample with the poorest relative

performance) to red (sample with best performance for that method)

Supplemental Table 4

Table S4. Relationship between clinical parameters and the RNA enrichment performance for

NORGEN-based method.

SAMPLE
ID
F4
F5
F1
M2
F2
M1
M3
F3
M4
M5

SEX pH DENSITY

L < n << <

7

5
7
5
5
5
5
6
5
5

1,005
1,005
1,01
1,01
1,01
1,015
1,015
1,02
1,025
1,025

Ascorbic
Acid
NEG
NEG
NEG
NEG
POS
NEG
POS
POS
POS
POS

ACTB1*
35,17
36,38
34,90
35,01
34,32
34,92
34,28

32,04

EEF1A1*
26,24
29,01
30,93
29,69
30,12
30,46
30,21
31,25
27,99
32,74

GAPDH*
28,45
28,20
33,17
29,54
32,60
33,19
31,92
30,54
30,97
34,16

GNB2L1* RPL6* SOD!
33,80 | 2754 353
34,75 3051 | 381
31,91 31,77 345
33,81 31,48 3573
31,56 32,74 351
3236 32,41 358
30,79 32,36 36,3
3687 30,9 Y
29,77 30,74 | 33,5

35,35

*UEVs were enriched with NORGEN methodology and afterwards analyzed by gPCR. In the table are indicated
values obtained for each gene transcript and sample. The color scale is calculated in vertical and range fro
green (sample not detected, ND) to red (sample with lowest Ct values, and therefore largest amounts of th
specific gene transcript) Color grade is calculated in vertical, and green goes from non detected samples (ND),
red (lowest Ct values, and therefore largest amounts of that specific gene transcript).
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Loss of Tribbles pseudokinase-3 promotes Akt-driven
tumorigenesis via FOXO inactivation

M Salazar'>'*'5 M Lorente'*'*, E Garcia-Taboada', E Pérez Gomez', D Davila'?, P Zuiiga-Garcia®, J Maria Flores®, A Rodriguez®,
Z Hegedus®, D Mosén-Ansorena®, AM Aransay’, S Hernandez-Tiedra"2, | Lopez-Valero'2, M Quintanilla®, C Sanchez'?, JL lovanna®,
N Dusetti®, M Guzman"'°, SE Francis'’, A Carracedo*'>'3, E Kiss-Toth'' and G Velasco*'?

Tribbles pseudokinase-3 (TRIB3) has been proposed to act as an inhibitor of AKT although the precise molecular basis of this
activity and whether the loss of TRIB3 contributes to cancer initiation and progression remain to be clarified. In this study, by
using a wide array of in vitro and in vivo approaches, including a Trib3 knockout mouse, we demonstrate that TRIB3 has a tumor-
suppressing role. We also find that the mechanism by which TRIB3 loss enhances tumorigenesis relies on the dysregulation of
the phosphorylation of AKT by the mTORC2 complex, which leads to an enhanced phosphorylation of AKT on Ser473 and the
subsequent hyperphosphorylation and inactivation of the transcription factor FOX03. These observations support the notion
that loss of TRIB3 is associated with a more aggressive phenotype in various types of tumors by enhancing the activity of the
mTORC2/AKT/FOXO axis.

Cell Death and Differentiation (2015) 22, 131-144; doi:10.1038/cdd.2014.133; published online 29 August 2014

AKT," which has been suggested to suppress insulin
signaling.”"2 In addition, administration of different antic-

Pseudokinases constitute a group of proteins that have a
kinase-like domain that lacks at least one of the conserved

catalytic residues.'-? Different studies have shown that some
pseudokinases can exhibit low levels of kinase activity, while
others have critical roles as activators of their specific
targets.'? Moreover, aberrant regulation of pseudokinases
has been implicated in the etiology and progression of a
variety of diseases, including cancer.®

The Tribbles family of pseudokinases was first described in
Drosophila as a negative regulator of cell division in early
embryogenesis.*~” There are three mammalian Tribbles iso-
forms (Trib1, Trib2 and Trib3), homologs to the Drosophila
tribbles proteins, and they all share a highly conserved central
kinase-like domain, which lacks catalytic residues, and a
‘tribbles specific’ C-terminal domain, which has been proposed
to participate in the binding to different Tribbles partners.®

Tribbles pseudokinase-3 (TRIB3; also named TRB3, NIPK
and SKIP3) has been proposed to interact with several
proteins, including the transcription factors activating tran-
scription factor 4 (ATF-4) and CHOP® as well as with several
MAPKs."® TRIB3 has also been shown to interact and inhibit

ancer agents promotes cancer cell death via TRIB3 upregula-
tion and the subsequent inhibition of Akt."*~'® However, the
precise molecular basis of the regulation of Akt by TRIB3 and
whether loss of this pseudokinase may contribute to cancer
initiation and progression remains to be clarified.

In this study, we investigated the effect of the genetic
inactivation of TRIB3 in several cellular and animal models of
cancer. Our findings indicate that genetic inhibition of TRIB3
enhances tumorigenesis and that this effect is due — at least
primarily — to a selective inactivation of the transcription factor
FOXO by the mammalian target of rapamycin complex 2
(MTORC2)/AKT axis.

Results

Genetic inhibition of TRIB3 facilitates oncogene trans-
formation and enhances the tumorigenicity of cancer
cells. As a first approach to analyze the role of TRIB3 in
cancer generation and progression, we investigated the
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susceptibility to transformation of mouse embryonic fibro-
blasts (MEFs) derived from Trib3~/~ and wild-type (WT)
animals (see Supplementary Methods section and
Supplementary Figures S1a—e). Expression of Ras''? (a
constitutively active form of the oncogene Ras) was capable
of transforming MEFs derived from Trib3-deficient mice
(Figure 1a). Similar results were obtained when the SV40
T-large antigen was used (Supplementary Figure Sif),
suggesting that loss of TRIB3 facilitates oncogene-induced
transformation overall. In line with this idea, a higher number
of Trib3-deficient Ras""?-transformed (Figure 1b) and SV40-T
large antigen-transformed (Supplementary Figure S1g)
MEFs were obtained after several days in culture when
compared with their corresponding WT counterparts.

Next, we generated Ras"'?/E1A-transformed MEFs as a
cellular model to conduct additional mechanistic studies on
the role of TRIBS in cancer. In line with the aforementioned
results, a higher percentage of Ras''?/E1A-transformed
Trib3-deficient MEFs were positive for Ki67, a marker
expressed specifically in dividing cells, when compared with
their corresponding WT counterparts (Figure 1c). Likewise,
Ras"'%/E1A-transformed Trib3~’~ MEFs formed four times
the number of colonies in soft agar (Figure 1d) as their
corresponding WT MEFs. Moreover, this behavior was
abolished by re-expressing an HA-tagged form of TRIB3 in
Trib3-deficient cells (Figures 1c and d), which strongly
supports that the enhanced tumorigenic features of Trib3-
deficient cells rely solely on the inactivation of this pseudo-
kinase. Furthermore, the onset of tumor xenografts generated
by subcutaneous injection of Trib3-deficient Ras''?/E1A-
transformed MEFs in the flank of nude mice was remarkably
accelerated compared with that of tumors generated with their
WT counterparts (Figure 1e).

Of note, TRIB3 is focally deleted in tumors of epithelial
origin and in breast cancer patients (tumorscape data set;
Supplementary Table Sl). In addition, analysis of gene
expression profiles of cancer patients from published studies
reveals that TRIB3 mRNA levels are downregulated in
different tumor types (Supplementary Tables SlI and SllI).
Therefore we next investigated the effect of the genetic
inhibition of TRIB3 in human cancer cell lines. In line with the
results obtained with Trib3-deficient MEFs, knockdown of
TRIB3 strongly enhanced the ability to form colonies in soft
agar of breast carcinoma (BT474) and hepatocellular carci-
noma (HepG2) cells lines (Figure 2a). Moreover, TRIB3
silencing increased the number of BT474 and HepG2 cells
obtained after several days in culture (Supplementary Figures
S2a-b). Furthermore, stable silencing of TRIB3 both accel-
erated tumor onset and enhanced the rate of tumor growth of
xenografts generated with BT474 cells (Figure 2b) and
accelerated the onset of HepG2 cell-generated tumors
(Figure 2c). Taken together, these observations strongly
support that loss of TRIB3 enhances the tumorigenic capacity
of different types of cancer cells.

Genetic deletion of Trib3 accelerates the progression of
mouse skin papillomas to a more aggressive phenotype.
As a first approach to investigate the role of TRIB3 in the
control of cancer progression, we analyzed the expression of
this pseudokinase in several mouse skin carcinoma cell lines

Cell Death and Differentiation

exhibiting different degrees of differentiation and aggressive-
ness. Specifically, we studied the expression of Trib3 in the
MSC11B9/MSC11A5 and CarC-R/CarC cell lines, as they
constitute homogenous cellular systems of malignant pro-
gression (MSC11B9 and MSC11A5 cells were derived,
respectively, from the squamous component and the more
undifferentiated region of the same carcinoma;?° and CarC-R
is a minority population of less aggressive epithelial cells
isolated from the fusocellular carcinoma cell line CarC.?").
Trib3 expression was much lower in MSC11A5 and CarC
cells than in their corresponding more differentiated counter-
parts (Figure 3a). Likewise, Trib3 levels were lower in the
spindle cell carcinoma cell line CarB when compared with
those of PDV cells (derived from a squamous cell carcinoma
cell line) (Figure 3a). Moreover, comparison of Trib3 mRNA
levels of normal skin, papillomas and skin carcinomas from
mice revealed that Trib3 expression correlated inversely with
the aggressiveness of the lesion (Figure 3b). These
observations support that downregulation of Trib3 expres-
sion is associated with a more aggressive phenotype in
mouse epithelial skin carcinomas.

Based on these observations, we therefore next investigated
the effect of Trib3 genetic inactivation on the progression of the
lesions observed in mice subjected to the two-stage skin
carcinogenesis model as this is one of the best established
paradigms for studying the mechanisms underlying malignant
transformation in vivo.?2 Skin tumors were induced in Trib3*/+
and Trib3~'~ mice of a mixed C57BL6/J 129/0la background
(see Supplementary Methods for details) by topical treatment
with a single dose of 7,12-dimethylbenz[a]anthracene (DMBA)
followed by a repeated administration of the phorbol ester
12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) for 20 weeks.
After DMBA/TPA challenge, we observed no differences
between Trib3*/* and Trib3~'~ mice either in the latency
(time from treatment initiation to tumor development) or the size
(data not shown) of the skin lesions. However, the frequency of
malignant conversion, as determined by the percentage of
papillomas that progressed into a more aggressive phenotype
(squamous papillomas or squamous papillomas with dyspla-
sia), was significantly higher in Trib3~/~ mice than in their
corresponding WT littermates after 20 or 32 weeks of the
initiation of the treatment (Figures 3c and d). Statistically
significant differences were not found between Trib3*/* and
Trib3~'~ mice in the frequency of ‘in situ or squamous cell
carcinomas (Supplementary Figure S3).

Loss of TRIB3 enhances the phosphorylation of AKT in
cancer cells via mTORC2. TRIB3 has been shown to
interact with and inhibit AKT, and dysregulation of this kinase
has a crucial role in cancer generation and progression.?®
Therefore we next investigated whether the enhanced
tumorigenic properties of cells in which TRIB3 has been
genetically inhibited rely on an enhanced stimulation of the
AKT signalling pathway. In line with this idea, RasV'?/E1A-
transformed Trib3-deficient MEFs, as well as breast
carcinoma (BT474) and hepatocellular carcinoma (HepG2)
cell lines in which TRIB3 had been knocked down, exhibited
an enhanced phosphorylation of AKT (Figure 4a and
Supplementary Figure S4a). Moreover, the increase trig-
gered by the genetic inhibition of Trib3 in the number of
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Figure 1 Genetic inhibition of TRIB3 facilitates oncogene transformation and enhances the tumorigenicity of transformed embryonic fibroblasts. (a) Effect of RasV'?
expression on the ability of Trib3 */* and Trib3 ~/~ MEFs to form colonies in soft agar (cells were transduced with a retroviral vector encoding Ras''?) (mean+S.D.; n=3;
**P<0.01 from Trib3 /" MEFs). (b) Effect of transduction with a retroviral vector encoding Ras"'2 or with the empty retroviral vector pBABE on Trib3*/*+ and Trib3 '~
MEF cell number. Data correspond to the number of cells at each time point (as determined by crystal violet staining) relative to the number of cells at day 0 for each
experimental condition (mean + S.D.; n=23; **P<0.01 from RasV'%Trib3*/* MEFs). (c) Effect of HA-TRIB3 expression on the percentage of Ki67-positive RasV'?/E1A-
transformed Trib3*/* and Trib3 =/~ MEFs. Data correspond to the percentage of Ki67-positive cells relative to the total number of cells in each experimental condition
(mean+S.D.; n=4; **P<0.01 from empty vector-transfected Trib3 +1+ cells and **P<0.01 relative to empty vector-transfected Trib3 =/~ cells). Upper panel: Western
blotting analysis of TRIB3 expression. A representative experiment (n = 4) is shown. (d) Effect of HA-TRIB3 expression on the ability RasV''%/E1A-transformed Trib3+/* and
Trib3 ~/~ MEFs to form colonies in soft agar (mean + S.D.; n=6; **P<0.01 relative to empty vector-transfected Trib3 */* cells and *P<0.05 relative to empty vector-
transfected Trib3 =/~ cells). (e) Effect of Trib3 genetic inactivation on the growth of tumor xenografts generated by subcutaneous injection of RasV''%/E1A-transformed MEFs
in nude mice. Data correspond to the mean volume change + S.E.M. at each time point (n = 8 for each condition; 4 x 10° cells were injected in each experimental condition).
Right panel: Data correspond to the time elapsed from the injection of the cells until the tumors reach an average volume of 250 + 25 mm® (mean + S.E.M.; n=8 for each
condition; **P<0.01 from tumors generated with Trib3 =/~ MEFs)
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Figure 2 Genetic inhibition of TRIB3 enhances the tumorigenicity of cancer cell lines. (a) Effect of TRIB3 stable knockdown on the ability of BT474 (left panel) and HepG2
(right panel) cells to form colonies in soft agar (mean £ S.D.; n=3; **P<0.01 relative to BT474 or HepG2 cells stably transduced with a lentiviral vector encoding a control
(non-targeted) shRNA sequence (shC)). (b and ¢) Effect of TRIB3 stable knockdown on the growth of tumor xenografts generated by subcutaneous injection of BT474 (b) and
HepG2 (c) cells in nude mice. Data on the lower panels correspond to tumor volume (mean £ S.E.M.; n=6 for each condition; *P<0.05 and **P<0.01 from tumors
generated with shC BT474 (b) and shC HEPG2 (¢) cells). Upper panels: Data correspond to the time elapsed from the injection of the cells until the tumors reach an average
volume of 250 = 25 mm? (mean + S.E.M.; n= 6 for each condition). Insets in panels b and ¢ show the expression of human TRIB3 mRNA levels (hTRIB3) (as determined by

RT-PCR) in tumors generated with shC- and shTRIB3-transduced cells

HepG2 and BT474 cells observed after several days in
culture was prevented by the pharmacological inhibition of
the Akt pathway (Supplementary Figures S4b—c). Likewise,
knockdown of TRIB3 enhanced AKT phosphorylation in
BT474- and HepG2- cell-derived tumor xenografts
(Figure 4b). Moreover, tumors derived from Ras''%/E1A-
transformed Trib3~/~ cells exhibited higher phosphorylation
levels of AKT than those derived from their corresponding
WT counterparts (Figure 4b). Furthermore, cutaneous
squamous papillomas from Trib3~/~ mice also showed
higher AKT phosphorylation levels than the papillomas
derived from their WT littermates (Figure 4c).

To investigate the mechanism by which the loss of TRIB3
enhances AKT phosphorylation, we analyzed the effect of re-
expressing an HA-tagged form of TRIB3 in Trib3-deficient
cells. TRIB3 re-expression abolished the enhanced phos-
phorylation of AKT in Ser 473 but did not modify the
phosphorylation of the kinase in Thr 308 (Figure 4d). As
AKT is phosphorylated on Ser473 by the mTORC2,%* we next
investigated whether the enhanced phosphorylation of AKT
on Ser 473 observed in Trib3-deficient cells relied on the
dysregulation of the phosphorylation of AKT by mTORC2. In

Cell Death and Differentiation

line with this idea, silencing of the mTORC2 protein
component rapamycin-insensitive companion of mTOR
(RICTOR) or incubation with the mTOR kinase inhibitor
torin-1 abolished the enhanced phosphorylation of AKT
observed in Ras"'?E1A-transformed Trib3~'~ MEFs
(Figure 4e) as it also did the re-expression of HA-TRIB3
(Supplementary Figure S4d). Moreover, Rictor knockdown
prevented the increase (triggered by the genetic inhibition of
Trib3) in the number (Figure 4f) and clonogenicity (Figure 4g)
of Ras"'?/E1A-transformed MEFs, thus suggesting that the
tumorigenic properties of Trib3-deficient cells rely on the
enhanced phosphorylation of AKT by mTORC2.

Loss of Trib3 enhances the incidence of premalignant
and malignant lesions in Pten™'~ mice. To investigate the
relevance of the TRIB3-dependent regulation of AKT in cancer,
we next analyzed the in vivo effect of the genetic inactivation of
Trib3 together with that of the tumor-suppressor gene
phosphatase and tensin homolog (PTEN). PTEN is a highly
mutated and frequently lost tumor suppressor in cancer that
negatively regulates the activation of the PI3K pathway through
the  dephosphorylation of  phosphatidylinositol  3,4,5
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SCCIII/V, respectively; **P<0.01 from normal skin; “*P < 0.01 from papillomas and ao.P < 0.01 from SCC I/l samples). (c) Effect of TRIB3 genetic inactivation on the degree
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Trib3 '~ mice; **P<0.01 or *P<0.05 from Trib3™* animals). (d) Representative images of hematoxilin/eosin (upper panel, x 2) and PCNA staining (lower panel, x 10)
of squamous papillomas and squamous papillomas with severe dysplasia observed in Trib3*/* and Trib3~'~ mice. See also Supplementary Fig S3

trisphosphate.®® Importantly, studies in mice have demon-
strated that PTEN is a haplo-insufficient tumor suppressor, as
genetic deletion of one copy of the gene is sufficient to unleash
oncogenic responses in different organs.?® Accordingly,
Pten™’~ mice exhibit an enhanced activation of the AKT
pathway and spontaneously develop malignant lesions in
different tissues, including prostate, adrenal glands and
thyroid.?” Therefore we crossed Trib3~'~ mice with
Pten*’/~ mice to study whether loss of Trib3 results in an
acceleration of these lesions. Eight-month-old animals were
kiled, and histopathological analyses were performed to
analyze the presence of premalignant and malignant lesions

in different tissues. Trib3~'~ mice exhibited a very low
frequency of lesions in the different tissues analyzed. However,
Pten*’~ Trib3*'~ and Pten*/~ Trib3~'~ mice showed a
higher frequency of premalignant and malignant lesions than
Ptent’~ micein prostate, adrenal glands and thyroid (Table 1,
Figure 5a and Supplementary Figure S5). Specifically, 100% of
Pten*’~ Trib3~'~ versus 50% of Pten™’~ mice developed
prostatic intraepithelial neoplasia. Likewise, 67% of Pten™’~
Trib3~'~ versus 37% of Pten*’/~ mice showed hyperplasia
of the adrenal glands, and 11% of Pten™’'~ Trib3~'~ versus
0% of Pten™~ mice developed pheochromocytomas
(Figure 5a). Moreover, AKT phosphorylation was increased
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in hyperplasic adrenal medullas of Trib3~'~ Pten*’~
animals when compared with the same lesion in Pten*’~
mice (Figure 5b). These findings strongly support that loss of
Trib3 accelerates the formation of premalignant and malig-
nant lesions in Pten™’

mice.
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Loss of Trib3 promotes FOXO inactivation. Next, we
investigated the targets of AKT that are involved in the
enhanced tumorigenic features of cells in which TRIB3 has
been genetically inhibited. Remarkably, genetic inhibition of
Trib3 led to an enhanced phosphorylation of some of the

Tumors
RasV12/E1A
MEFs HepG2 BT474
-/- shC shTRIB3 shC shTRIB3

+/+
P-AKT 5473 | (il il

AKT |—-|
a-tubulin :‘

1l

i

1.7+0.8 7.0£0.7** 1.1+0.1 2.8+0.3*"

d RasV12/E1A MEFs
Trib3 -/-
Trib3 +#+  pCDNA  HA-TRIB3
P-AKT T308 | |
>
P-AKTS473| B —— |§
= 3
AKT | “-+
Trib3 -/-
Trib3 +/+ pCDNA HA-TRIB3
=
AT [ S - —] 2
o
HA-TRB3 i 8

Ras V12/E1A MEFs
Trib3 +/+ Trib3 -/-
veh torin1  veh torin1

AKT I-* |

P-AKTS473 | -

a-tubulin

1.120.1 0.6+0.17 6.1+0.8" 1.3:0.3"

g RasV12/E1A MEFs
siC SiRICTOR

) ;4
N

Trib3 +/+ |

Trib3 - |.




downstream targets of AKT — namely the transcription factor
Forkhead box O3 (FOXO3) and the BH3-only protein BCL2-
associated agonist of cell death (BAD) — but not of others
such as glycogen synthase kinase 3 (GSKS3) or proline-rich
AKT substrate (PRAS40) (Figure 6a and Supplementary
Figure S6a). Likewise, phosphorylation of FOXO3 (but not of
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the ribosomal protein S6 — whose phosphorylation correlates
under many cellular settings with activation of the mTORC1
complex) was enhanced in TRIB3-silenced BT474 and
HepG2 cells (Supplementary Figure S6b).

We therefore next investigated whether the enhanced phos-
phorylation of FOXO3 and BAD observed in TRIB3-deficient cells

Table 1 Loss of TRIB3 accelerates the formation of premalignant and malignant lesions in Pten™’~ mice

Wild type Trib3 +/~ Trib3 =/~ Pten */~ Pten */~ Pten */~
n=14 n=9 n=12 n=38 Trib3 */~ Trib3 =/~
n=14 n=9
Lymph node
Lymphoid hyperplasia submandibular 0% 0% 0% 62% 57% 67%
Lymphoid hyperplasia abdominal ganglea 0% 0% 0% 0% 0% 22%
Thyroid
Hyperthyroidism 0% 1% 0% 12% 64% 55%
Thyroid adenoma 0% 0% 0% 0% 14% 11%
Liver
Lymphoid infiltrates 0% 0% 8% 12% 0% 0%
Steatohepatitis 0% 0% 0% 0% 7% 11%
Intestine
Adenoma 0% 0% 0% 12% 7% 11%
Spleen
Lymphoid hyperplasia 0% 0% 0% 0% 0% 11%
Wild type Trib3 +/~ Trib3 ~/~ Pten *'~ Pten *'~ Pten '~
n=9 n=>5 n=4 n=4 Trib3 */'~ Trib3 =/~
n=12 n=3
Anterior prostate
Hyperplasia 11% 0% 0% 75% 100% 100%
Adenoma 0% 0% 0% 25% 36% 67%
PIN 0% 0% 0% 50% 63% 33%
Dorsal prostate
Hyperplasia 11% 0% 0% 50% 83% 100%
Adenoma 0% 0% 0% 0% 25% 0%
PIN 0% 0% 0% 50% 75% 100%

Incidence of premalignant and malignant lesions (as determined by histopathological analysis) in different tissues and organs of 8-month-old wild-type, Trib3"’~,
Trib3~'~, Pten*’~, Pten™'~ Trib3"'~ and Pten*’~ Trib3~'~ mice. Values in bold correspond to lesions that are more frequentin Pten ™/~ Trib3*/~ and Pten ™/~
Trib3 =/~ mice than in Pten ™/~ mice.

<
Figure 4 Loss of TRIB3 enhances the phosphorylation of AKT in cancer cells via mTORC2. (a) Effect of TRIB3 genetic inactivation on AKT phosphorylation of RasV "2/

E1A-transformed MEFs. Values below each of the western blottings correspond to the densitometric analysis of the ratio Phospho-Akt (P-Akt)/tubulin and total Akt (t-Akt)/
tubulin, respectively, and are expressed as the mean fold change + S.D. relative to Trib3+/* cells. Data on the right panel correspond to the P-Akt/t-Akt ratio and are
expressed as the mean fold change + S.D. relative to Trib3"/* cells. (n=4; *P<0.01 from Trib3*/* cells) (b) Effect of TRIB3 genetic inactivation (left panel) or stable
knockdown (middle and right panels) on AKT phosphorylation as determined by western blotting analysis of tumor xenografts generated by subcutaneous injection of RasV'%/
E1A-transformed MEFs (left panel), HepG2 (middle panel) and BT474 (right panel) cells in nude mice. Data correspond to the densitometric analysis of AKT phosphorylation
expressed as the P-Akt/t-Akt ratio relative to Trib3"* -MEFs (left panel), shC BT474 (middle panel) or shC BT474 (right panel) tumors (n = 3; mean # S.D.) (**P<0.01 from
tumors generated with Trib3"/+ MEFs, shC HEPG2 or shC BT474 cells). (c) Effect of TRIB3 genetic inactivation on AKT phosphorylation of cutaneous squamous
papillomas. Representative images ( x 40) of P-AKT and t-AKT immunohystochemistry staining from three cutaneous squamous papillomas per experimental condition are
shown. (d) Effect of HA-TRIB3 expression on the phosphorylation of Akt on Thr 308 and Ser 473 of RasV'%/E1A-transformed Trib3~/~ MEFs (n=3, a representative
experiment is shown). Upper panel: AKT was immunoprecipitated from cell extracts obtained from RasV'?/E1A-transformed Trib3*/* or Trib3~'~ MEFs transfected with an
empty vector (DCDNA) or a plasmid encoding HA-TRIB3. Lower panel: Analysis of total AKT and HA-TRIB3 levels in the corresponding whole cell extracts (samples were
loaded by duplicate). (e) Effect of RICTOR knockdown (left panel) or incubation in the presence of torin1 (250 nM, 18 h; right panel) on the phosphorylation of AKT on Ser 473
of RasV'%/E1A-transformed Trib3"/* or Trib3~'~ MEFs (n = 3; a representative western blotting analysis is shown). Values below each of the western blottings correspond
to the P-Akt/t-Akt ratio and are expressed as the mean fold change + S.D. relative to shC, Trib3*/ (left panel) or veh-treated Trib3™* (right panel) cells. (n = 3; **P<0.01
from shC Trib3"/* (left panel) or veh-treated shC Trib3 ™/ (right panel) cells and *P< 0.01 from shC Trib3~'~ cells (left panel) or from veh-treated Trib3~/~ (right panel)
cells) (f) Effect of RICTOR knockdown on the number (as estimated by the MTT test) of RasV'?/E1A-transformed Trib3*/* and Trib3~/~ MEFs. Data are expressed as
themean fold increase + S.D. relative to siC Trib3"'+ MEFs at 24 h; (n=4; **P<0.01 from siC-transfected Trib3*'* MEFs; *P<0.01 from siC-transfected Trib3 ~/~
MEFs). (g) Effect of RICTOR knockdown on the ability of RasV'%/E1A-transformed Trib3"/* and Trib3~’~ MEFs to form colonies in soft agar (n=3. Images of one
representative experiment are shown). (e-g) Transfection with RICTOR siRNA reduced RICTOR mRNA levels (as determined by quantitative real-time PCR) of Trib3/* and
Trib3~~ cells by 83+ 1 and 91 + 2%, respectively (P<0.01 from the corresponding siC-transfected RasV12/E1A-MEFs; n=4)
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Figure5 Loss of TRIB3 enhances the incidence of premalignant and malignant lesions in Pten ™/~ mice. (a) Effect of the genetic inactivation of TRIB3 on the incidence of
premalignant and malignant lesions in the adrenal glands of Pten™’~ mice. Data are expressed as the percentage of animals of each genotype that exhibit hyperplasia of the
adrenal glands (upper panel) or pheocromocytomas (middle panels). Bottom panel: Representative microphotographs ( x 10) of the different lesions observed in the adrenal
glands of Pten™’~ Trib3*'~ and Pten™'~ Trib3~'~ animals stained with hematoxilin/eosin. (b) Representative microphotographs of anti-phospho AKT and total Akt
immunostaining of the adrenal glands of WT, Pten™/~ and Pten*’~ Trib3~/~ animals. Note that the hyperplasic region located in the medulla of the adrenal gland exhibits
strong phospho-AKT immunostaining in Pten ™/~ Trib3 '~ mice but notin Pten™/~ mice (n=3; x 40). Insets show details of the different panels at higher magnification.

See also Supplementary Figure S5

relied on the dysregulation of the phosphorylation of AKT by
mTORC2. In line with this idea, silencing of the mTORC2 protein
component Rictor or incubation with the mTOR kinase inhibitor
torin-1 abolished the enhanced phosphorylation of FOXO and
BAD observed in Trib3-deficient MEFs at the same extent as the
re-expression of HA-TRIB3. By contrast, phosphorylation of
Pras40 was not modified in any of those experimental conditions
(Figure 6b and Supplementary Figures S6¢ and d).

It has been widely reported that the FOXO family of
transcription factors has an important tumor-suppressing
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role.?® As genetic inhibition of Trib3 enhances FOXO3
phosphorylation — an event that typically leads to the
inactivation and the subsequent sequestration in the cytosol
of this transcription factor?®2°3° — we asked whether the
activity of FOXO is altered in Trib3~’~ cells. In line with this
idea, FOXO3 exhibited a primarily cytosolic localization in
Ras"'2/E1A-transformed Trib3~/~ MEFs subjected to serum
withdrawal — an insult that typically leads to FOXO3
translocation to the nucleus®® (Figure 6c). In contrast,
the distribution of FOXO3 was mainly nuclear in
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Figure 6 Loss of TRIB3 promotes FOXO inactivation. (a) Effect of TRIB3 genetic inactivation on the phosphorylation of FOXO, of Ras" '2/E1A-transformed MEFs. Values
below the western blottings correspond to the densitometric analysis of the ratio Phospho-FOXO (P-FOXO)/tubulin and total FOXO (t-FOXO)/tubulin respectively and are
expressed as the mean fold change + S.D. relative to Trib3" /" cells. Data on the right panel correspond to the P-FOXO/t-FOXO ratio and are expressed as the mean fold
change * S.D. relative to Trib3™/* cells. (n=4; **P<0.01 from Trib3*/* cells) (b) Effect of TRIB3 re-expression (upper panel), and RICTOR knockdown (lower panel) on
the phosphorylation of FOXO, of RasV'?/E1A-transformed Trib3*/* and Trib3~'~ MEFs. Values at the bottom of the panels correspond to the P-FOXO/t-FOXO ratio and
are expressed as the mean fold change + S.D. relative to pPCDNA Trib3* ' (upper panel) or siC-transfected Trib3*/* (lower panel) MEFs. (n=3; *P<0.01 and *P<0.05
from pCDNA Trib3* '~ (upper panel) or siC-transfected Trib3*/* (lower panel) cells. Transfection with RICTOR siRNA reduced RICTOR mRNA levels (as determined by
quantitative real-time PCR) of Trib3"'* and Trib3 '~ cells by 83+ 1 and 91 + 2%, respectively (n=4; P<0.01 from the corresponding siC-transfected RasV12/E1A-
MEFs). (c) Effect of serum withdrawal on the sub-cellular distribution (as determined by cellular fractionation and subsequent western blotting analysis of cytosolic and nuclear
fractions) of endogenous FOXO in RasV'2/E1A-transformed Trib3"/* and Trib3 '/~ MEFs. f-Actin was used as a loading control. lic-« and Lamin A/B were used as
markers of the cytosolic and the nuclear fractions, respectively (n = 3; a representative experiment is shown). (d) Effect of serum withdrawal on the activity of the Bim promoter
of RasV'?/E1A-transformed Trib3~/~ MEFs transfected with a vector encoding HA-TRIB3 or a control plasmid and co-transfected with a luciferase reporter vector containing
the sequence of the Bim promoter (WT or mutated on the FOXO-binding sites). Data correspond to the luciferase activity and are expressed as the mean fold increase + S.D.
relative to HA-TRIB3-transfected Trib3 =/~ cells incubated in the presence of serum (n= 3; *P< 0.05 from serum-treated HA-TRIB3-transfected Trib3 =/~ cells). (e) Effect
of TRIB3 genetic inactivation (e, left panel) or stable knockdown (e, middle and right panels ) on FOXO phosphorylation as determined by western blotting analysis of tumor
xenografts generated by subcutaneous injection of RasV "2/E1A-transformed MEFs (left panel), HepG2 (middle panel) and BT474 cells (right panel) in nude mice. Values in the
bottom of the panels correspond to the P-FOXO/t-FOXO ratio and are expressed as the mean fold change = S.D. relative to Trib3™ /™ tumors (left panel) or shC HepG2
tumors (middle panel) or shC BT474 tumors (right panel) (n=3; **P<0.01 or *P<0.05 from tumors generated with Trib3*’* MEFs, shC HEPG2 or shC BT474 cells).
(f) Effect of TRIB3 genetic inactivation on FOXO3 phosphorylation of cutaneous squamous papillomas. Representative images ( x 40) of phospho-FOXO1/3 or total FOXO3
immunohistochemistry staining from three cutaneous squamous papillomas per experimental condition are shown. See also Supplementary Figure S6

Ras''?/E1A-transformed Trib3"'" MEFs upon the same gene Bcl-2 interacting mediator of cell death (BCL2-like 11
experimental conditions (Figure 6c¢). Likewise, serum with- (BIM)) in a FOXO-dependent manner — led to the activation of
drawal — which triggers the upregulation of the Bcl-2 family the Bim promoter in Trib3"'* but not in Trib3~'~ cells
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(Supplementary Figure S6e). Furthermore, TRIB3 re-expres-
sion restored the ability of serum deprivation to activate the
Bim promoter in Trib3~'~ cells, and this effect was abolished
when the FOXO-binding sites were mutated in this promoter,
thus supporting that TRIB3 participates in the regulation of
FOXO activity (Figure 6d). To investigate the in vivorelevance
of our findings, we next analyzed whether genetic inhibition of
TRIB3 affects the phosphorylation of FOXO in tumor samples.
Knockdown of TRIB3 enhanced FOXO3 phosphorylation in
HepG2- andBT474-cell-derived tumor xenografts (Figure 6e)
which occurred in concert with an enhanced expression of a
the cell proliferation marker Ki67 in those tumors
(Supplementary Figures S6f and g). Likewise, tumors derived
from Ras"'?/E1A-transformed Trib3~'~ cells exhibited a
higher phosphorylation of FOXO (Figure 6e) that was
associated with an enhanced Ki67 immunostaining
(Supplementary Figure S6h) compared with tumors derived
from their corresponding WT counterparts. Furthermore,
cutaneous squamous papillomas from Trib3~/~ mice also
showed higher FOXO1/3 phosphorylation levels than the
papillomas derived from their WT littermates (Figure 6f).

Loss of Trib3 enhances tumor growth via FOXO
inactivation. To study whether the enhanced tumorigenic
properties of Trib3~'~ cells relies on FOXO inhibition, we
made use of a construct encoding a form of FOXOS3 in which
the residues phosphorylated by AKT are mutated to Ala
(FOXO-AS). Unlike the endogenous form of FOXOS, the
FOXO-A3 mutant is located in the nucleus of Trib3~'~ cells
(Figure 7a). Moreover, the expression of FOXO-A3 in
Trib3~'~ cells re-established the pattern of FOXO-regulated
genes (Supplementary Figure S7a), as well as the ability of
serum deprivation to activate the Bim promoter
(Supplementary Figure S7b). In addition, FOXO-A3 expres-
sion abolished the increase in the number of cells and the
enhanced clonogenicity characteristic of Trib3~'~ cells
(Figures 7b and c).

Therefore, we next analyzed the effect of the stable
expression of the FOXO-A3 mutant on the ability of Ras"'?/
E1A-transformed Trib3~/~ MEFs to generate tumor xeno-
grafts. As shown in Figure 7d, the growth rate of tumors
generated with Foxo-A3-Trib3~/~ cells was strongly reduced

in comparison with that of Trib3~'~ cells. Likewise, tumors
derived from FOXO-A3-Trib3~ '~ cells exhibited a decreased
expression of Ki67 when compared with those generated with
Trib3~'~ cells (Figure 7e). Taken together, these observa-
tions strongly support that the enhanced tumorigenic proper-
ties of Trib3-deficient cells rely — at least in major part — on the
enhanced phosphorylation and subsequent inhibition of
FOXO transcription factors.

Discussion

Several observations presented in this work show that TRIB3
has a remarkable tumor-suppressive role. For example,
(i) oncogenic transformation is facilitated in MEFs derived
from Trib3-deficient mice; (ii) genetic inhibition of TRIB3
enhances proliferation, clonogenicity and the ability to
generate tumor xenografts of oncogene-transformed MEFs
and of several human cancer cell lines; (iii) loss of TRIB3
enhances the frequency of malignant conversion of papillo-
mas generated in mice subjected to DMBA/TPA treatment;
and (iv) loss of TRIB3 enhances the incidence of premalignant
and malignant lesions in Pten™’~ mice.

Our findings demonstrate that the tumor inhibitory role of
TRIB3 relies to a large extent on the ability of this
pseudokinase to regulate the activity of the AKT pathway. In
line with this idea, we found that the genetic inactivation of
Trib3 enhances the effect of the deletion of one of the two
copies of Pten on the formation of premalignant and malignant
lesions in mice. Of note, AKT phosphorylation is increased in
hyperplasic adrenal medullas of Pten™’~ Trib3~/~ animals
when compared with the same lesion in Pten*’~ mice, thus
suggesting that loss of Trib3 produces an increase in the
phosphorylation of AKT that contributes to the malignant
progression in this tissue. In the same line of reasoning,
Trib3~'~ mice subjected to the two-step skin carcinogenesis
protocol generated papillomas of a more aggressive pheno-
type and with higher levels of AKT phosphorylation than
papillomas generated in WT littermates. Likewise, tumor
xenografts generated with Ras"'%/E1A-transformed Trib3~ '~
MEFs or with different cancer cell lines in which TRIB3 had
been knocked down exhibited an enhanced phosphorylation
of AKT when compared with their corresponding WT or control

Figure 7 Loss of TRIB3 enhances tumor growth via FOXO inactivation. (a) Upper panel: Analysis of FOXO protein levels in RasV'%/E1A-transformed Trib3*/* and
Trib3~'~ MEFs stably transfected with a constitutively active version of FOXO (FOXOAB3) or the corresponding empty vector (pBABE). Lower panel: Sub-cellular distribution
(as determined by cellular fractionation and subsequent western blotting analysis of cytosolic and nuclear fractions) of FOXO protein in RasV'2/E1A-transformed Trib3 '~
MEFs stably transfected with FOXOA3. f-Actin was used as a loading control. lkf-» and Lamin A/B were used as markers of the cytosolic and the nuclear fractions,
respectively (n=3; a representative experiment is shown). (b) Effect of TRIB3 genetic inactivation and stable expression of FOXOA3 on the number of RasV'%/E1A-
transformed MEFs (as estimated by the MTT test) at the indicated time points. Data are expressed as the mean fold change + S.D. relative to pBABE-TribS” *cellsat24h
(mean £ S.D.; n=3; *P<0.01 from pBABE-Trib3"'* cells; *P<0.01 from pBABE-Trib3~'~ cells). (c) Effect of TRIB3 genetic inactivation and stable expression of
FOXOA3 on the ability of RasV'?/E1A-transformed MEFs to form colonies in soft agar (n = 3. A representative experiment is shown). (d) Effect of FOXOA3 stable expression
and TRIB3 genetic inactivation on the growth of tumor xenografts generated by subcutaneous injection of RasV "%/E1A-transformed MEFs in nude mice. Data are expressed as
the mean tumor volume + S.E.M for each experimental condition (n = 8 for each condition; volume of Trib3~/~ FOXOA3 cell-derived tumor is compared with that of tumors
derived from Trib3~'~ pBabe cells; **P<0.01 from pBABE-Trib3 '~ cell-derived tumors). Lower panel: Analysis of FOXO protein levels in tumors derived from FOXOA3-
Trib3 '~ and pBABE-Trib3~'~ cells. (e) Analysis of Ki67 immunostaining in samples from tumors derived from pBABE-Trib3*'*, pBABE-Trib3 '~ and FOXOA3-
Trib3~'~ cells. Values in the lower right corner of microphotographs correspond to the Ki67-stained area relative to the total number of nuclei in each section and are
expressed as the mean fold change relative to pBABE-Trib3™ = tumors + S.D. (**P<0.01 from pBABE-Trib3™/* tumors; *#*P<0.01 from pBABE-Trib3~'~ tumors; 18
sections for each of the 3 dissected tumors for each condition were counted). Representative microphotographs are shown. (f) Proposed model of the mechanism by which
TRIB3 controls tumorigenesis. TRIB3 interacts with AKT, which regulates the phosphorylation of the kinase by the mTORC2 complex (left panel). Genetic inhibition of TRIB3 in
combination with different oncogenic signals facilitates the hyperphosphorylation of AKT on Ser 473 by the mTORC2 complex and the subsequent hyperphosphorylation and
inactivation of the transcription factor FOXO3 (as well as of the BH3-only protein BAD) but not of the other AKT downstream targets. The hyperphosphorylation and inactivation
of FOXO is responsible — at least in part — for the enhanced tumorigenic features of TRIB3-deficient cells. See also Supplementary Figure S7 and Supplementary Table SlI
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siRNA-transfected counterparts. Taken together, these
observations strongly suggest that TRIB3 limits the capacity
of AKT to become overactivated in response to oncogenic
signals.

Our findings also define the mechanism of the tumor-
suppressive activity of TRIB3 downstream of AKT, which
relies on the selective regulation of FOXO3 activity. Thus, re-
expression of a mutant form of FOXOS3 in which the residues
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phosphorylated by AKT have been mutated to Ala abolished
the enhanced proliferation and clonogenicity of TRIB3-
deficient cells and re-established the pattern of FOXO-
regulated genes characteristic of WT cells. Furthermore,
re-expression of this construct decreased proliferation and
growth rate of tumors generated with Trib3-deficient cells.
Although care should be taken in the interpretation of data
derived from the overexpression of a transcription factor,
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these observations support that FOXOS inactivation has a
crucial role in the enhanced tumorigenic features of cells in
which Trib3 is genetically inactivated. Nevertheless, the
expression of the FOXO-A3 mutant affected the rate of tumor
growth but did not modify the time to occurrence of tumors
derived from Trib3~'~ cells, thereby suggesting that —
together with the regulation of FOXO activity — TRIB3 may
use additional mechanisms to control tumorigenesis. Further
research should therefore clarify the role played by FOXO in
the regulation of cell survival and proliferation in cells in which
TRIB3 has been genetically inhibited. Likewise, future studies
should investigate whether the regulation of additional AKT
targets (such as BAD) or of other targets of TRIB3 (including,
for example, those previously implicated in the control of cell
proliferation such as ATF-4, SMAD3 or CtIP33'-3%) may also
contribute to the tumor-suppressor activity of TRIB3.

TRIB3 has been previously shown to interact with AKT," "
although the precise mechanism by which this interaction
regulates the activity of the kinase as well as the physiological
consequences of this inhibition had not been completely
clarified yet. Data presented here show that TRIB3 regulates
the phosphorylation of AKT by the mTORC2 complex. Of
potential relevance in this context, Sabatini’s group has shown
that genetic ablation of the mTORC2 component RICTOR
affects the phosphorylation of FOXO but not of GSK3 or
TSC2,%* thereby suggesting that phosphorylation of AKT in
Ser 473 could be sufficient for the kinase to phosphorylate
some of its substrates. In line with this observation and with
the notion that TRIB3 participates in the regulation of AKT
phosphorylation by mTORC2, we found that genetic inactiva-
tion of TRIB3 leads to an enhanced phosphorylation of FOXO
and BAD but not of GSK3or PRAS 40. Moreover, we recently
found that treatment with A°-tetrahydrocannabinol (a com-
pound derived from the plant Cannabis sativa that exerts anti-
tumor effects in mouse models of cancer'*"%3%) triggers AKT
inhibition via an enhanced interaction of TRIB3 with AKT and a
subsequent decrease in the interaction of AKT and TRIB3 with
the mTORC2 complex.' Our data also show that Trib3
interacts more strongly with WT AKT, or with AKT mutants in
which Thr 308 and Ser 473 have been mutated to Ala, than
with AKT mutants in which these two phosphorylatable
residues have been mutated to Asp to mimic the negative
charge associated with their phosphorylation (author’s
unpublished observations). Altogether, these observations
cogently support that the interaction with TRIB3 negatively
regulates AKT by restricting the access of the kinase to the
mTORC2 complex (a schematic of the proposed model is
shown in Figure 7f). Moreover, our findings also show that
TRIB3 may contribute to the regulation of AKT selectivity for
some of its substrates. Of note, total Akt levels are increased
in Trib3~’~ RasV12/E1A-transformed MEFs when compared
with their corresponding WT counterparts. Although this effect
is much less pronounced than that of TRIB3 genetic
inactivation on Akt phosphorylation and does not take place
in HepG2 or BT474 cells in which TRIB3 expression was
silenced, these observations suggest that TRIB3 may also
have a role in the regulation of AKT stability.

Analysis of gene expression profiles of cancer patients from
published studies reveals that TRIB3 mRNA levels are
downregulated in different tumor types (Supplementary
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Tables Sl and Slll). Likewise, high TRIB3 protein levels are
associated with good prognosis in breast cancer patients.3®
In addition, TRIB3 is focally deleted in tumors of epithelial
origin (tumorscape data set; Supplementary Table Sl), thus
supporting that loss or downregulation of TRIB3 is an event
associated with human cancer. Nevertheless, other studies
have found an upregulation of TRIB3 mRNA levels in human
cancers.®®*%” |n addition, previous observations by other
laboratories indicate that TRIB3 can enhance proliferation
and invasiveness of cancer cells in vitro,*' % and a recent
study has shown that knockdown of TRIB3 produces a
moderate increase in the growth of orthotopic xenografts
generated with MDA-231 breast cancer cells.®® A plausible
explanation for the apparently contradictory results obtained
here and in those studies could be the existence of differences
in the genetic alterations, the degree of differentiation or other
relevant phenotypic characteristics in the cell lines used in the
various studies. In support of this idea, and as shown in the
present study, silencing of TRIB3 produces heterogeneous
effects on the tumorigenic properties of different cancer cell
lines as it enhances the growth rate of tumors generated with
UB7MG cells (data not shown), accelerates the onset of
HepG2 cell-derived tumors and hastens both processes in
tumors generated with BT474 cells. Thus, although the
findings presented here cogently support that genetic inhibi-
tion of TRIB3 enhances tumorigenesis in several genetic
contexts and, specifically, in the presence of activating
mutations of Ras or the deletion of one of the copies of Pten,
further research should clarify whether inactivation or
enhanced expression of TRIB3 may produce a different
outcome in a distinct genetic or cellular context. It is worth
noting that it has been reported that TRIB3-null animals show
upregulation of TRIB1 and TRIB2 in at least some tissues.*®
As TRIB2 is associated with induction of acute myelogenous
leukemia®*®*' and TRIB1 with other malignancies,****
changes in the levels of the other Tribbles isoforms may also
contribute to the phenotype observed in Trib3~/~ animals.

In summary, results presented here show that genetic
inhibition of TRIB3 increases tumorigenesis in several animal
models of cancer and that this effect is due — at least primarily
— to the enhanced phosphorylation of AKT by the mTORC2
complex and the subsequent hyperphosphorylation and
inactivation of FOXO3. These results may help to set the
basis for the development of novel targeted therapies for the
management of cancer.

Materials and Methods

A list of the reagents used, primer sequences, antibodies and other materials,
together with additional details of all techniques used in this study can be found in
Supplementary Methods.

Generation of Trib3~/~ mice. Trib3"'~ mice (B6;12955-Trib3Gt(OS-
T324148)Lex/leg obtained from European Mouse Mutant Archive, EMMA,
Miinchen, Germany; ID: EM-02346, LEXKO-1947) were back crossed with C57/
BL6 for 10 generations and were then inter-crossed to generate homozygous
knockout embryos. This line was developed using the OST324148 OmniBank ES
cell line from a sequence tagged gene trap library.** Briefly, the gene trap vector
included a two expression cassettes (Supplementary Figure S1a). The first
cassette encoded for a splice acceptor site (SA), followed by a fusion protein of
beta-galactosidase and neomycin, thereby disrupting transcription of the targeted
mRNA. The second cassette encoded for a ‘diagnostic marker’, followed by a



splice donor site and was used to determine the site of insertion for the targeting
vector by 3’ RACE. Using this gene trap vector, the TRIB3 allele was targeted
in the first intron (Supplementary Figure S1b). The sequence shown in
Supplementary Figure S1c includes 250 nucleotides on either side of the insertion
site, denoted by an asterisk (data kindly provided by Lexicon Pharmaceuticals,
The Woodlands, TX, USA). Exons 2-4 encode for the TRIB3 Open Reading
Frame (highlighted in red). Insertion of the gene trap vector prevented the
expression of the TRIB3 protein, as demonstrated by an anti-TRIB3 westemn
blotting (Supplementary Figure S1e), and did not produce a truncated version of
Trib3 as we had previously proposed in a previous work.'

Generation of Pten*/~ Trib3~/~ animals. Pten*'~ mice (C57/BI6/)
were kindly provided by Dr Manuel Serrano (Spanish Cancer Research Center,
Madrid, Spain). Characterization of these animals has been previously
described.*® Pten™’~ mice were crossed with Trib3*’~ mice and the progeny
inter-crossed. Animals of the different genotypes were killed at 8 months of age,
and histopathological analyses of different organs were performed. All procedures
involving animals were performed with the approval of the Complutense University
Animal Experimentation Committee in compliance with Spanish and European
official regulations.

Genotyping. Tail genomic DNA were isolated using standard procedures.
Primers used for PCR genotyping were: 5'-CCGCGACGAATGAAAGGTTTA-3;
5'-AGACTCCGAGAGCTGCTCAGTTAGG-3' for wt (Trib3) allele (483bp) and
5-CCGCGACGAATGAAAGGTTTA-3, 5'-AAATGGCGTTACTTAAGCTAGCTTGC-3
for KO (Trib3) allele (381 bp). PCR conditions were 40 cycles (30s at 95 °C, 30's
at 65°C and 30s at 72°C; supplementary Figure S1). Gentotyping of Pten
animals has been previously described.*®

Skin chemical carcinogenesis model: animals and treatments.
As pure C57BL6/J mice are refractory to DMBA/ TPA-induced carcinogenesis,
Trib3~'~ animals were bred to the DMBA/TPA-sensitive 129/Ola strain.
Heterozygous animals from this progeny were inter-crossed to generate the
Trib3*'* and Trib3~'~ littermates used in this study (129/SvEvBrd_C57BL6/J
mixed genetic background). For the two-stage carcinogenesis experiments, tumors
were induced on the shaved dorsal skin of WT (n=15) and TRB3 KO (n=20)
mice by topical application of a single dose of DMBA (32 mg in 200 ml of acetone),
followed by twice-weekly applications of TPA (12.5mg in 200 ml of acetone) for 20
weeks. The number of tumors (42mm in diameter) was recorded weekly. TPA
treatment was ended after 20 weeks, and animals were left untreated until week
32 after DMBA initiation to allow the development of carcinomas. Tumors were
collected at different time points and histologically typed as previously described.
At the end of the experiments, mice were killed and tumors or skin were collected.
Samples were divided into portions that were' frozen in Tissue-Tek (Sakura
Finetek Europe, Zoeterwoude, The Netherlands) for immunofluorescence
staining,? snap-frozen for protein and RNA extraction or® fixed in 10% buffered
formalin, pH 7.2, for 24-72h. All the tissues were processed by standard
histological techniques for the production of 4-um thick sections stained with
hematoxylin and eosin. Skin slides were studied and classified according to the
International Classification of Rodent Tumours (1993). In four cases of animal
death, necropsies were performed on all mice within 24 h of death, and samples of
cutaneous masses, lung, liver, kidney, spleen, stomach, small and large intestine,
adrenal and thyroid gland, reproductive tract and brain were collected and
processed the same way.

Cell culture. U87MG (human glioma cell line), BT474 (human breast cancer
cells) and HEPG2 cells (human hepatocellular carcinoma cell line) were obtained
from the American Culture Collection (Rockville, MD, USA). CarC, CarCR,
MSC11B9, MSC11A5, PDV and CarB murine skin carcinoma cell lines (see text
and Supplementary Methods for further details) were obtained from Miguel
Quintanilla. (CarC-R is a less aggressive epithelial cell line isolated from the
fusocellular carcinoma cell line CarC;?' MSC11B9 (B9) and MSC11A5 (A5) cells
were derived, respectively, from the squamous component and the more
undifferentiated region of the same carcinoma;?® PDV cells were derived from a
squamous cell carcinoma; and CarB cells from a spindle cell carcinoma).
Trib3+'* and Trib3~'~ MEFs were extracted as previously described*® and
transformed using different retroviral vectors to generate RasV'2-MEFs, RasV12/
E1A-MEFs, SV40 T-large antigen-MEF and FOXO3/RasV'¥E1A/-MEFs. Trans-
formed/stably transfected MEFs correspond to a polyclonal mix of at least 20
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different selected clones). Cells were cultured in DMEM containing 10% FBS and
penicillin/ streptomycin (5 g/ml). When required, cells were seeded at a density of
5000-10000 cells/cm? and transferred to medium containing 0.5% FBS (except
RasV12/E1A-transformed MEFs, which were transferred to media containing 2%
FBS) 18 h before performing the different treatments.

Genetic knockdown by small interfering RNA. SMARTpool siRNA
duplexes (a combination of four siRNAs into a single pool, which guarantees an
efficiency of silencing of at least 75%; Dharmacon, Lafayette, CO, USA) were
used to transiently silence the expression of the indicated genes. Controls were
transfected with a non-targeted control siRNA. Transfection efficiency was >70%
as monitored with a control fluorescent (red) siRNA (siGLO RISC-Free siRNA,
Dharmacon).

Infection with TRB3 shRNA- human lentiviral particles. A pool of
concentrated transduction-ready viral particles containing three shRNAs target-
specific (or three shRNA non-targeted control) constructs (Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Germany) was used to infect human cancer cell
lines. Clones of stably silenced (or control shRNA transduced) cells were selected.
At least 20 different selected clones were pooled for each of the cell lines
generated.

Luciferase assays. Cells were transfected with a luciferase reporter
constructs containing different promoters along with a Renilla luciferase
expression plasmid (pRL-TK) for normalization.

In vivo generation of tumor xenografts. Tumors were induced by
subcutaneous injection (Harlan Interfauna Iberica, Barcelona, Spain) of 4 x 10°
cells in PBS supplemented with 0.1% glucose in nude mice.

Statistics. Except when otherwise stated, statistical analysis was performed by
ANOVA with a post-hoc analysis by the Student-Neuman-Keuls test (paired or
unpaired). Differences were considered significant when the P-value was <0.05.
Wilcoxon’s signed-rank test was used in the analysis of cumulative number of
papillomas found in animals subjected to the DMBA/TPA treatment.
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In a recent article, we found that Tribbles pseudokinase 3 (TRIB3) plays a tumor suppressor role and that this effect
relies on the dysregulation of the phosphorylation of v-akt murine thymoma viral oncogene homolog (AKT) by the
mammalian target of rapamycin complex 2 (mTORC2 complex), and the subsequent hyperphosphorylation and
inactivation of the transcription factor Forkhead box O3 (FOXO3).

Pseudokinases—a subgroup of protein
kinases that lack at least one of the con-
served catalytic residues present in the
kinase domain and therefore exhibit no
(or very low levels of) kinase activity'—
have been proposed to play critical roles as
activators of their specific targets '. Like-
wise, their aberrant regulation has been
implicated in the etiology and progression
of a variety of diseases, including cancer.”
Tribbles pseudokinase-3 (TRIB3; also
named TRB3, NIPK, and SKIP3), which
belongs to the tribbles family of pseudoki-
nases, was first described in Drosophila as a
negative regulator of cell division in early
embryogenesis' and has been proposed to
interact with different targets including

mitogen  activated kinases

(MAPKs) and

protein

several  transcription

factors®). TRIB3 has also been shown to
interact with and inhibit v-akt murine
thymoma viral oncogene homolog
(AKT),* which has been suggested to sup-
press insulin signaling.

In our study,” we investigated the effect
of genetic inactivation of 7R/B3 in several
cellular and animal models of cancer. We
found that genetic inhibition of 7R/B3
enhances tumorigenesis and that this
effect relies to a large extent on the ability
of this pseudokinase to regulate activity of
the AKT pathway. For example, we found
that loss of TRIB3 enhances the frequency
of malignant conversion of papillomas
generated in mice subjected to 7,12-dime-
(DMBA)/12-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetate ~ (TPA)
treatment, and that loss of TRIB3

thylbenz[a]anthracene

enhances the incidence of premalignant
and malignant lesions in phosphatase and
tensin homolog heterozygous (Pten™t)
mice. Likewise, genetic inhibition of
TRIB3 enhances proliferation, clonogenic-
ity, and the ability to generate tumor xen-
ografts of oncogene-transformed mouse
embryonic fibroblasts (MEFs) and of sev-
eral human cancer cell lines, with a paral-
lel increase in the phosphorylation of
AKT in samples derived from these
tumors. Together, these findings indicate
that genetic inhibition of 7R/B3 enhances
tumorigenesis in several genetic contexts
and specifically in the presence of activat-
ing mutations of rat sarcoma virus onco-
gene (Hras) or deletion of one of the
copies of Pren. Nevertheless, other studies
have found that 7R/B3 mRNA levels are
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Figure 1. Putative mechanisms by which TRIB3 controls tumorigenesis. Tribble pseudokinase 3 (TRIB3) interacts with AKT, which regulates phosphoryla-
tion of the kinase by the mTORC2 complex (wild type). Genetic inhibition of TRIB3 in combination with different oncogenic signals facilitates hyperphos-
phorylation of AKT on Ser 473 by the mammalian target of rapamycin complex 2 (MTORC2 complex) and the subsequent hyperphosphorylation and
inactivation of the transcription factor Forkhead box O3 (FOXO3) and the BH3-only protein BCL2-associated agonist of cell death (BAD), but not that of
other AKT downstream targets. The hyperphosphorylation and inactivation of FOXO is, at least in part, responsible for the enhanced tumorigenic features

increased in certain types of human can-
cer”® and have proposed that TRIB3 may
play an oncogenic role.” Further research
should clarify whether inactivation or
enhanced expression of TRIB3 produces
different outcomes in distinct genetic or
cellular contexts.

Our findings indicate that the tumor
suppressive activity of TRIB3 relies on
its ability to limit the capacity of AKT
to become overactivated in response to
oncogenic signals. We found that
genetic inactivation of TRIB3 leads to
enhanced phosphorylation of Forkhead
box O3 (FOXO3) and BCL2-associated
agonist of cell death (BAD), but not of
other AKT substrates such as glycogen
synthase kinase 3 (GSK3) or AKT1
substrate 1 (AKT1S1; also named pro-
line rich AKT substrate or PRAS40),
suggesting that TRIB3 contributes to
the regulation of AKT selectivity for
some of its substrates. In line with this

€980134-2

idea, we have recently found that treat-
ment with  A’-tetrahydrocannabinol
(THC, a compound derived from the
plant Cannabis sativa that exerts antitu-
mor effects in mouse models of can-
cer®?) triggers AKT inhibition via
enhanced interaction of TRIB3 with
AKT and a subsequent decrease in the
interaction of AKT and TRIB3 with
the mTORC2 complex.'® These obser-
vations indicate that interaction with
TRIB3 negatively regulates AKT by
restricting access of the kinase to the
mammalian target of rapamycin com-
plex 2 (mTORC2 complex) and that,
through this mechanism, TRIB3 con-
tributes to the regulation of AKT selec-
tivity for some of its substrates (Fig. 1).

Another conclusion of our work is
that the mechanism underlying the
tumor suppressive activity of TRIB3
downstream of AKT relies at least in
part  on the regulation of FOXO3

Molecular & Cellular Oncology

activity. In support of this idea, we
found that re-expression of a mutant
form of FOXO3 in which the residues
phosphorylated by AKT have been
mutated to Ala (FOXO-A3) abolished
the enhanced proliferation and clonoge-
nicity of TRIB3-deficient cells and
decreased the proliferation and growth
rate of tumors generated with these
cells. These observations support that
FOXO3 inactivation plays a crucial
role in the enhanced tumorigenic fea-
tures of cells in which Trib3 is geneti-
cally inactivated. Nevertheless,
expression of the FOXO-A3 mutant
did not modify the time to occurrence
of tumors derived from TRIB3-defi-
cient cells suggesting that, together
with the regulation of FOXO activity,
TRIB3 may use additional mechanisms
to control tumorigenesis.

In summary, our findings show that
genetic inhibition of 7RI/B3 increases
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tumorigenesis in several animal models

phosphorylation of AKT by the
mTORC2 complex and subsequent

hyperphosphorylation and inactivation

of FOXO3.

of cancer and that this effect is due, at
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especially because you make me feel that way always. Tack sd mycket Emma e Itzi,
por ensefiarme buenas prdcticas de labo, buenas formas y bondad. JDSlab for
ever.

Esta tesis se debe también al haber tenido la oportunidad de disfrutar de
un gran ambiente de trabajo. En la planta O hay una mezcolanza de risas y alegria,
profesionalidad, karaokes improvisados, largas horas de experimentos, logros y
decepciones en cultivos, estrés porgue 'no llegas” y compresion por todo ello.
Gracias a tod@s por haber hecho durante estos 6 afos todo mds fdcil. Gracias a



RBlab por hacerme sentir como su adoptada. A MSRlab por vuestra alegria y buen
hacer. A |@s JA por emanar luz. A GSP por aportar tan necesaria calma. A BioCel
por su complicidad y amabilidad. A la -1 por sus aportaciones. Gracias caracolillas!/

Gracias |@s compaher®s, cientific@s y no, diseminados por el 800, 801 y
502. Animalario, informdtica, mantenimiento, administracion, limpieza... En el trato
con todos he encontrado un gesto amable y una sonrisa cercana. Gracias y dnimo a
/@s compafier@s gue se preocupan por los demds.

Gracias especialmente a I@s gue con su compromiso permiten el avance.
Pacientes y asociaciones, personal de Biobanco Vasco, del Hospital de Basurto, de/
Hospitall Norte de Marsella. Gracias a los Drs. S. Garcia y J.L. Iovanna. Gracias a
los PLKs. Gracias a Arantxa e Iker, por estar tan pendientes de ellos como yo.

Esta tesis ha sido posible ademds gracias al portatil de Jorge, la portada de
Diego, al carifio de Cris y Oskar, la complicidad de Iran, los cuidados de Cori, la
compresion de Itzi, la generosidad de Nori, los pitis con Lutxi, los yogures de &i,
las risas con Analia y Sari, las cafias con Nati, al equilibrio de Alfredo, al café de
Fafa, las espuelas con Enkarni, las conversaciones con Killi, al calor de las
Supernenas, a las barbacoas y sagardotegiak, a los saraos y bodorrios, a los
momentos en Donosti, a las excursiones a Piris.. También gracias al apoyo de
tod@s Jos gue en Atxuri y extranjero se han preocupado de preguntar "que tal con
lo tuyo?’. Gracias por confiar en mi y sentiros un poco orgullos@s. Eskerrik asko a
Sa y a Oski, a I@s de la uni'y el master. ¥ a los que no estdn a diario pero estdn ahi
siempre.

Pero sobre todo, se ha materializado gracias a que he tenido la gran suerte
de poder contemplar unos espejos brillantes, de los cuales ojala pueda tener yo
algun destello. Gracias abus. De su mano he conocido la tenacidad, la honestidad, /a
humildad, la entereza, el respeto y el valor del trabajo. E/ ejemplo me ayuda dia a
dia. Su reflejo es evidente en mis padres, que lo irradian con carifio, comprension y
mimos. Gracias Ama y Aita. Gracias Ra y Be por estar siempre ahi, sin condiciones.
Gracias Te y Ri por acogerme durante la estancia, cuidarme y consentirme. Gracias
al resto de los miembros de la didspora familiar, porgue sé que siempre puedo
contar con vosotr@s.

Entre todos hemos dado forma al polvo de estrellas
Eskerrik asko guztioi bihotz-bihotzez



Izarren hautsa egun batean bilakatu zen bizigai,
hauts hartatikan uste gabean noizpait ginaden'gu ernai.
Eta horrela bizitzen gera sortuz ta sortuz guré aukera,
atsedenik hartu gabe: lana eginaz goaz aurrera,
kate horretan denok batera gogorki loturik gaude.

Gizonak ba du inguru latz bat menperatzeko premia,
burruka hortan bizi da eta hori du bere egia.
Ekin ta ekin bilatzen ditu, saiatze hortan ezin gelditu,
jakintze eta argia; bide ilunak nekez aurkitu,
lege berriak noizpait erditu, hortan jokatuz bizia.

Gizonen lana jakintza dugu: ezagutuz aldatzea,
naturarekin bat izan eta harremanetan sartzea.
Eta indarrak ongi errotuz, gure sustraiak lurrari lotuz,
bertatikan irautea: ezaren gudaz baietza sortuz,

ukazioa legetzat hartuz befi aurrera joatea.

Ez dadukanak ongi ohi daki eukitzea zein den ona,
bere premiak bete nahirikan beti bizi da gizona.
Gu ere zerbait bagera eta, gauden tokitik hemendik bertan
saia gaitezen itkusten: amets eroak bazterturikan,
sast zikinak behin®oz erreta, bide on bat aukeratzen.

_ﬁ.u sortu ginen enbor beretik sortuko dira besteak,
burruka hortan iraungo duten zuhaitz-ardaxka gazteak.
Beren aukeren jabe eraikiz ta erortzean berriro jaikiz
ibiltzen joanen direnak: éertakizunen indanta argiz

gure ametsa arrazol garbiz egiztatuko dutenak.

Eta ametsa bilakaturik egiaren antziduri,

herri zahar batek bide berritik ekingo dio urduri;
guztian lana guztien esku jasoko dute sendo ta prestu,
beren bizitzen edergai, diru zakarrak bihotzik ez du,
lotuko dute gogor ta estu, haz ez dadin gizonen gain.

Xabier Lete




