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Resum

PTEN és un dels gens més freqlientment mutats en cancers humans. Les mutacions en PTEN sén

relativament habituals en els carcinomes d'endometri, de prostata, de tiroide i colorectals.

La perdua de PTEN condueix a la desregulacié del cicle cel-lular, contribuint aixi a la inestabilitat
genomica, que és un dels trets caracteristics del fenotip tumoral. Per aquest motiu, les proteines
implicades en cicle cel-lular s'han presentat com a possibles dianes per al tractament de processos
tumorals. En aquest context, el factor de transcripcié E2F-1 és una proteina intrigant, ja que presenta
una funcié dual, com a oncogen i gen supressor tumoral, en funcié del context i del tipus cel-lular. Aixi
doncs, en la actualitat, la rellevancia clinica i la implicacié de I'expressié d’E2F-1 en els processos
tumorals continuen essent desconegudes. En la primera part d'aquest treball, s’ha estudiat el paper
d’E2F-1 en tumors deficients en PTEN in vivo. L'ablacié d'ambdds gens no afecta la progressié ni dels
tumors d’endometri ni de prostata. No obstant aix0, i sorprenentment, la pérdua monoal-lélica i
bial-lelica d’E2F-1 indueix un increment de la incidencia i de la progressid de la tumorigenesi a colon
induida per la perdua de PTEN. A més, I'absencia d'E2F-1 augmenta el nombre i la mida de les lesions

observades.

En el context de la regulacié del cicle cel-lular, s'ha descrit també que PTEN controla |'expressié de
Ciclina D1 a través de diversos mecanismes. A més, la deficiencia en PTEN promou l'acumulacié de
complexos del cicle cel-lular, com ara Ciclina D1-CDK4/6. Aixi doncs, en la segona part d'aquest treball,
s’han avaluat els efectes antitumorals de I'ablacié de Ciclina D1 en tumors induits per perdua de PTEN
in vivo. S’ha observat que la deficiencia en Ciclina D1 ddna lloc a una reduccié de les lesions

endometrials, pero no de les hiperplasies de tiroide ni dels carcinomes de prostata.

Finalment, s’ha estudiat el potencial terapeutic de dos inhibidors diferents en neoplasies
endometrials, de prostata i tiroide induides per la pérdua de PTEN in vivo. En primer lloc, i d'acord
amb els resultats anteriors, la inhibicid de CDK4/6 amb el tractament amb Palbociclib redueix només
I'extensié dels carcinomes endometrials, sense afectar la progressié de les hiperplasies de tiroide ni
de les neoplasies de prostata. D'altra banda, el tractament amb I'inhibidor multiquinasa Regorafenib
és capac de reduir les lesions presents a la tiroide, pero no les neoplasies d'endometri i prostata. A
més, mentre que ambdds farmacs, Palbociclib i Regorafenib, frenen la progressié tumoral, cap d'ells

elimina completament les malalties.






Resumen

PTEN es uno de los genes mas frecuentemente mutados en cdnceres humanos. Las mutaciones en

PTEN son relativamente habituales en carcinomas de endometrio, prdstata, tiroides y colorrectales.

La pérdida de PTEN conduce a la desregulacion del ciclo celular, contribuyendo asi a la inestabilidad
gendmica, rasgo caracteristico del fenotipo tumoral. Por este motivo, las proteinas implicadas en ciclo
celular se han presentado como posibles dianas para el tratamiento de procesos tumorales. En este
contexto, el factor de transcripcién E2F-1 es una proteina intrigante que presenta una funcién dual,
como oncogen y gen supresor tumoral, en funcién del contexto y del tipo celular. En la actualidad, la
relevancia clinica y la implicacion de la expresidon de E2F-1 en los procesos tumorales siguen siendo
desconocidas. En la primera parte de este trabajo, se ha estudiado el papel de E2F-1 en tumores
deficientes en PTEN in vivo. La ablaciéon de ambos genes no afecta a la progresion ni de los tumores
endometriales ni de prdstata. Sin embargo, sorprendentemente, la pérdida monoalélica y bialélica de
E2F-1 incrementa la incidencia y la progresidn de la tumorigénesis en colon inducida por pérdida de

PTEN. Ademas, la ausencia de E2F-1 aumenta el numero y el tamafio de las lesiones observadas.

En el contexto de la regulacidon del ciclo celular, se ha descrito también que PTEN controla la expresidn
de Ciclina D1 a través de varios mecanismos. Ademas, la pérdida de PTEN promueve la acumulacion
de complejos del ciclo celular, tales como Ciclina D1-CDK4/6. En la segunda parte de este trabajo se
han evaluado los efectos antitumorales de la ablacion de Ciclina D1 en tumores inducidos por pérdida
de PTEN in vivo. Se ha observado que la deficiencia en Ciclina D1 reduce las lesiones endometriales

pero no las hiperplasias de tiroides ni los carcinomas de préstata.

Finalmente, se ha estudiado el potencial terapéutico de dos inhibidores diferentes en neoplasias
endometriales, de prdstata y tiroides inducidas por la pérdida de PTEN in vivo. En primer lugar, y de
acuerdo con los resultados anteriores, la inhibicion de CDK4/6 con el tratamiento con Palbociclib
reduce soélo la extensidn de las lesiones endometriales, sin afectar a la progresion de las hiperplasias
de tiroides ni de las neoplasias de préstata. Por otra parte, el tratamiento con el inhibidor
multiquinasa Regorafenib es capaz de reducir las lesiones presentes en la tiroides, pero no las
neoplasias de endometrio y prdstata. Ademds, mientras que ambos farmacos, Palbociclib y
Regorafenib, frenan la progresion tumoral, ninguno de ellos elimina completamente las

enfermedades.






Abstract

PTEN is one of the most frequently mutated genes in human cancers. A significant proportion of
human malignancies present PTEN deficiency, such as endometrium, prostate, thyroid and colorectal

carcinomas.

Loss of PTEN leads to a dysregulation of cell cycle contributing to genomic instability, which is an
important feature of the tumoral phenotype. For that reason, cell cycle proteins have been presented
as key targets in the treatment of cancer. In this context, the transcription factor E2F-1 appears as
intriguing protein because its dual function as oncogene and tumor suppressor gene depending on
tissue-context. The clinical relevance and implication of E2F-1 expression in tumoral processes remain
largely unknown at present time. Therefore, in the first part of this work, we have studied the role of
E2F-1 in PTEN deficient tumors in vivo. Ablation of both genes does not affect the progression of
endometrial, prostate and thyroid malignancies. However, surprisingly, monoallelic and biallelic
deletion of E2F-1 induces an increment of the incidence and progression of colonic tumorigenesis
driven by PTEN loss. In addition, absence of E2F-1 increases the number and the size of the colonic

lesions.

In the context of cell cycle regulation, it has been also described that PTEN controls the expression of
Cyclin D1 through various mechanisms. Furthermore, PTEN deficiency promotes the accumulation of
cell cycle complexes, such as Cyclin D1-CDK4/6. In the second part of this work, we have assessed the
antitumoral effects of Cyclin D1 ablation in PTEN-induced malignancies in vivo. We have observed that
Cyclin D1 loss triggers shrinkage of PTEN deficient endometrial neoplasias, but not on thyroid

hyperplasias and prostate carcinomas.

Finally, we have evaluated the therapeutic potential of two different inhibitors in endometrial,
prostate and thyroid neoplasias induced by PTEN loss. First, and in accordance with previous results,
inhibition of CDK4/6 with Palbociclib treatment only reduces the extent of PTEN-induced endometrial
carcinoma in vivo, without affecting the progression of thyroid hyperplasias and prostate neoplasias.
On the other hand, treatment with multikinase inhibitor Regorafenib was effective reducing thyroid
lesions, but not endometrial and prostate neoplasms. While both drugs, Palbociclib and Regorafenib,

slow down tumors progression, none of them eliminated the disease.
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Introduccio
1. El gen supressor tumoral PTEN

A finals de la decada dels 90, PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10) va
ésser identificat com el possible gen supressor tumoral localitzat al cromosoma huma 10923, una
regié objecte de mutacions o delecions en nombrosos cancer humans primaris(Li et al., 1997; Steck
et al., 1997). Pocs mesos més tard, un tercer grup va corroborar i contribuir a aquest descobriment
amb el seu treball(Li and Sun, 1997). Aixi, des de I'any 1997, PTEN, també anomenat MMACI1 (mutated
in multiple advanced cancer 1) o TEP1 (TGF-8-regulated and epithelial cell-enriched phosphatase 1),
ha estat extensament estudiat i s’ha establert com un dels gens supressors tumorals més importants

de I'actualitat i com un destacat regulador de I’'homeostasi cel-lular en eucariotes(Pulido, 2015).

1.1 Estructura de PTEN

En humans, el gen PTEN es localitza a la regié 10923 del cromosoma 10 i presenta una extensio de
105 kb, que inclouen 9 exons diferents(Hollander et al., 2011; Li et al., 1997; Steck et al., 1997). El gen
codifica per una proteina multifuncional de 47 KDa que conté 403 aminoacids. L’estudi cristal-lografic
de PTEN va revelar que presenta dos dominis clau per a la seva activitat com a supressor tumoral: el
domini fosfatasa i el domini C2. El primer domini, que s’estén entre els aminoacids 14 i 185, és el
responsable de I'activitat catalitica de la proteina i conté el lloc actiu HCxxGxxR entre els aminoacids
123 i 130. En segon lloc, el domini C2, que comprén la regié des de I'aminoacid 190 fins al 350, es
correspon amb la zona d’unié a fosfolipids de membrana i permet orientar adequadament el domini
fosfatasa en relacio al seu substrat lipidic(Georgescu et al., 2000; Hollander et al., 2011; Lee et al.,
1999). A més d’aquests dos dominis, PTEN posseeix també dues regions més en els extrems N i C-
terminal. Per una banda, a l'extrem N-terminal s’hi localitza el domini d’unié a PIP;
(phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate binding domain, PBD), que es troba situat entre els
aminoacids 7 i 13, i permet la unié de PTEN a la membrana, juntament amb el domini C2. Per I'altra
banda, a I'extrem C-terminal, PTEN presenta una cua (aminoacids 351-400) que posseeix seqiéncies
de prolina-acid glutamic-serina-treonina (PEST), i que es troba seguida del domini d’unié a PDZ (PDZ
binding domain, PDZ-BD), que s’estén entre els aminoacids 401-403. Aquest extrem C-terminal regula
I’estabilitat i I’activitat enzimatica de la proteina, i a més, la regido PDZ-BD permet la unié de PTEN a
multiples proteines que contenen aquest domini(Georgescu et al., 1999; Hollander et al., 2011; Worby

and Dixon, 2014).
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HCxxGxxR

\ /

PTEN‘ PBD H Domini fosfatasa H Domini C2 H Cua C-terminal HPDZ-BD‘

Figura 1: Estructura esquematica de la proteina PTEN. PTEN esta compost per 4 dominis funcionals diferents:
PBD, domini fosfatasa, domini C2 i extrem carboxil, que engloba la cua C-terminal i el domini d’unié a PDZ
(modificat de (Hollander et al., 2011)).

Recentment, diversos grups de recerca independents han identificat i validat I’existencia de diverses
isoformes de PTEN, encara que la proteina de 403 aminoacids és la més abundant. Aquestes isoformes
es produeixen a partir del mateix mRNA canonic pero, es generen a partir d’inicis de traduccié
alternatius. Fins al moment, s’han definit 4 variants traduccionals de PTEN (PTEN-L, PTEN-M, PTEN-N
i PTEN-O), que presenten extrems N-terminals de diferent longitud, perdo sempre més llargs que la
proteina PTEN canonica. En concret, la proteoforma PTEN-M, que conté 146 aminoacids addicionals,
és la més abundant de les 4 variants traduccionals. No obstant, la forma PTEN-L, que presenta 173
aminoacids més que la proteina canonica, és la més estudiada. A més, la proteoforma PTEN-L pot
ésser secretada i entrar en cel-lules veines, on pot executar la seva funcié habitual com un agent
exogen. En l'actualitat, s’esta treballant per tal d’intentar definir I'estructura, les propietats
fisicoquimiques i la rellevancia biologica d’aquestes noves proteoformes identificades ja que sembla
possible que es comportin de manera diferent pel que fa a la seva funcié i a la seva localitzacié

subcel-lular(Hopkins et al., 2013; Malaney et al., 2017; Tzani et al., 2016).

Finalment, és interessant remarcar que la seqiiéncia aminoacidica de PTEN es troba altament
conservada, especialment entre vertebrats. En ratoli, Pten es localitza al cromosoma 19 i codifica per
una proteina que presenta també una longitud de 403 aminoacids. Ambdues proteines humana i
murina difereixen només en un Unic canvi aminoacidic d’una serina a una treonina, localitzat a la regio
de la cua carboxil terminal, de manera que sén idéntiques en un 99,75% de la seva seqiiéncia(Leslie

et al., 2016).

1.2 Funcié molecular de PTEN a la via PI3K/AKT

Durant les dues darreres decades, s’han destinat nombrosos esforgos i recursos a la identificacio i
caracteritzacié de les funcions de PTEN, especialment en un context patologic, pero també en relacié
a la seva implicacié en el manteniment de I'homeostasi normal cel-lular. En aquest sentit, PTEN

participa no només en diversos processos centrals per al desenvolupament del cancer, sind també en
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un ampli ventall de situacions bioldogiques que van més enlla de la supressié tumoral. A més, a nivell
cel-lular, PTEN pot localitzar-se tant a nucli com a citosol, i la seva activitat també varia en funcié de

la seva localitzacio subcel-lular(Pulido, 2015; Worby and Dixon, 2014).

PTEN és una fosfatasa dual no redundant que actua sobre substrats lipidics i proteics. La seva funcié
catalitica més ben caracteritzada és la seva activitat com a fosfatasa lipidica, que permet que actui
com a element regulador negatiu de la via PI3K/AKT(Stambolic et al., 1998; Wu et al., 1998). Aquesta
via, conservada al llarg de I'evolucid, regula diversos processos cel-lulars essencials, i la seva
desregulacidé condueix al desenvolupament de diverses patologies, com diabetis i cancer, on la seva

hiperactivacié és especialment freqient(Courtney et al., 2010; Vivanco and Sawyers, 2002).

Les PI3Ks (phosphatidylinositol 3-kinases) constitueixen una familia de quinases lipidiques agrupades
en tres classes diferents (I-11l), que varien en estructura i en especificitat al substrat. Els enzims de la
classe | s’activen per una gran varietat de receptors de membrana i es classifiquen en dos tipus. Per
una banda, les molécules de la classe IA son heterodimers formats per una subunitat reguladora, p85
(p850a, p85PB, p55a, p50a o p55y), i una subunitat catalitica, p110 (p1000a, p100B o p1008), de manera
gue cada isoforma de p85 és pot associar a qualsevol de les tres isoformes de p110. Per I'altra banda,
la classe IB es troba constituida per PI3Ks formades exclusivament per la subunitat catalitica p110y i
una subunitat reguladora diferent, p101 o p87. Finalment, les classes Il i lll no estan tan ben
caracteritzades i la seva implicacid en cancer és més desconeguda. Per contra, es coneix que les
molécules de classe IA es troben clarament implicades en processos tumorals(Courtney et al., 2010;

Thorpe et al., 2015).

Les PI3Ks de la classe IA s’activen a partir de la unié d’un factor de creixement (growth factor, GF) o
lligand al receptor tirosina quinasa (receptor tyrosine kinase, RTK) respectiu, en el seu domini
extracel-lular. D’aquesta manera, es desencadena l'activacié de la via PI3K/AKT. Entre els RTKs
possibles s’inclouen I'EGFR (human epidermal growth factor receptor), el PDGFR (platelet-derived
growth factor receptor) i I'lGFR-1 (insulin growth factor 1 receptor). Després de la unid al lligand, els
RTKs s’activen, es dimeritzen i s’autofosforilen, incrementant aixi, la seva activitat quinasa. En aquest
context, la PI3K pot interaccionar amb el domini intracel-lular del receptor, a través de la seva
subunitat reguladora. La subunitat p85 pot unir-se directament al RTK activat a partir de la interaccio
fisica del seu domini SH2 (Scr-homology 2) amb el residu fosfotirosina del receptor, o de manera
indirecta, a través de fosfoproteines intermédies, com IRS1 i IRS2 (insulin receptor substrates). Per

tant, p85 és clau per a I'activacié completa de la PI3K, no només perque li serveix d’ancoratge al RTK
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i la condueix cap a la membrana plasmatica, sind també perque la unié elimina I'efecte inhibitori de
p85 sobre p110. Alternativament, la PI3K (p110ai p110y), i en conseqiieéncia, la via, també pot activar-
se através de la GTPasa RAS, que s’uneix directament a la subunitat p110(Courtney et al., 2010; Pacold
et al., 2000; Thorpe et al., 2015). Per altra banda, les subunitats p110B i p110y poden estimular-se a
través de receptors acoblats a proteines G (G protein-coupled receptors, GPCR)(Courtney et al., 2010;

Guillermet-Guibert et al., 2008; Thorpe et al., 2015).

Un cop activa, la PI3K catalitza la fosforilaci6 de PIP, (phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate),
transformant-lo a PIPs (phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate). Aquests lipids sdn missatgers
secundaris que propaguen la senyal intracel-lular mitjancant el reclutament a membrana de diverses
proteines, a través de la unid directa als seus dominis PH (pleckstrin homology). En concret, permet
el reclutament de les serina/treonina quinases PDK-1 (phosphoinosite-dependent protein kinase 1) i
AKT, també coneguda com PKB (protein kinase B), atansant-les espacialment. De manera basal, I'AKT
es manté en un estat inactiu mitjancant la interaccio intramolecular dels seus dominis PH i quinasa.
En canvi, quan interacciona amb PIP;, a través del seu domini PH, experimenta un canvi
conformacional que permet a PDK-1 fosforilar-la en la Thr308 del seu domini d’activacié(Alessi et al.,
1997), i al complex mTORC2 (mammalian target of rapamycin complex 2)(Sarbassov et al., 2005) i a
la quinasa DNA-PK (DNA-dependent protein kinase)(Bozulic et al., 2008; Surucu et al., 2008), en la
Ser473 del motiu hidrofobic del domini regulador. Aquestes fosforilacions en provoquen I'activacid
completa. En aquest punt, I’AKT es dissocia de la membrana i actua fosforilant multiples proteines
senyalitzadores al citosol, que tenen com a finalitat promoure proliferacid, supervivencia, creixement
i metabolisme cel-lular, i angiogénesi, entre altres(Engelman, 2009; Hers et al., 2011; Vivanco and

Sawyers, 2002).

Aixi doncs, les dianes de I’AKT sdn un gran varietat de proteines responsables de transmetre la senyal
per multiples processos cel-lulars. Per una banda, 'AKT promou la supervivencia mitjangant la
fosforilacié inhibitoria de proteines pro-apototiques com BIM (BCL-2 interacting mediator of cell
death) i BAD (BCL-2-associated agonist of cell death), i dels factor de transcripcié FoxO (forkhead box
O transcription factors), entre altres. A més, I’AKT pot fosforilar també a MDM2, permetent que la
seva translocacio a nucli sigui més eficient i pugui unir-se a p53 per induir la seva degradacié. Per altra
banda, I'AKT pot promoure també la proliferacié cel-lular, impedint I'acumulacié de p27, o potenciant
la de Ciclina D1 a través de GSK-3B (glycogen synthase kinase 38). L'AKT també inactiva a TSC2

(tuberous sclerosis 2), induint aixi, I'activacié de RHEB (Ras homologue enriched in brain), que al seu
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torn estimula I'activitat fosfotransfersa de mTOR. Pel contrari, quan TSC2 no es troba fosforilat, forma
un complex amb TSC1 (tuberous sclerosis 1), inhibint a RHEB. Finalment, ’AKT pot activar també al
complex mTORC1 per fosforilacio inhibitoria de PRAS40 (proline-rich AKT substrate of 40 kilodaltons),
qgue és un regulador negatiu d’aquest complex. Aixi, el complex mTORC1 activa la traduccié proteica
per mitja de la fosforilacié activadora de p70-S6K (ribosomal protein S6 kinase beta 1) i inhibidora de
4EBP1 (eukariotic translation initiation factor binding protein 1), permetent, aquesta Ultima, que
s’alliberi elFAE (eukariotic translation initiaton factor 4E)(Hollander et al., 2011; Vivanco and Sawyers,

2002).

En conjunt, la cascada PI3K/AKT s’encarrega de regular multiples funcions cel-lulars essencials. Per
aquest motiu, és necessari un control rigords de la senyalitzacid per aquesta via. Aixi, per una banda,
la senyalitzacié per I’AKT finalitza quan la Thr308 i la Ser473 sén defosforilades per les fosfatases PP2
(protein phosphatase 2)(Andjelkovi¢ et al., 1996) i PHLPP (PH domain leucine-rich repeat
phosphatase)(Brognard et al., 2007; Gao et al., 2005), respectivament. No obstant, I'element
regulador negatiu per excel-léencia de la via és PTEN. PTEN actua com una fosfatasa lipidica dels lipids
de membrana, generant PIP2 a partir de la defosforilacid de PIP3. Aixi doncs, presenta activitat
antagonica a la PI3K, evita 'activacié de I’AKT, i en conseqiiéncia, condueix a una disminucié de la

fosforilacié dels seus substrats(Hers et al., 2011; Maehama and Dixon, 1998).

Figura 2: Esquema de la via de senyalitzacié PI3K/AKT (modificat de (Engelman, 2009)).
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A més de la seva participacié en la via PI3K/AKT com a fosfatasa lipidica a citoplasma, PTEN també pot
actuar com a fosfatasa proteica i a nucli, encara que aquestes funcions sén menys
conegudes(Hollander et al., 2011). Per exemple, la funcié fosfatasa proteica de PTEN va quedar
demostrada in vitro en observar que era capac¢ de defosforilar diversos fosfopeptids(Myers et al.,
1997). A més, gracies a aquesta propietat, PTEN pot actuar en les adhesions focals, amb
conseqiiencies sobre la migracié cel-lular. En aquest sentit, s’ha descrit que un dels seus substrats és
la tirosina quinasa SRC (proto-oncogen tyrosine-protein kinase scr). Aixi, la inactivacié de PTEN com
fosfatasa proteica provoca l'activacié de SRC, conferint resisténcia als inhibidors d’"HER2 (human
epidermal gorwth factor receptor-related 2), com el trastuzumab, en cel-lules de cancer de
mama(Zhang et al., 2011). Finalment, el propi PTEN pot també ésser diana de la seva activitat
fosfatasa proteica(Tibarewal et al., 2012). Per tant, sembla clar que totes aquestes funcions no
canoniques poden ser també rellevants per a la seva activitat com a supressor tumoral. En un apartat

posterior d’aquesta tesi es descriuen les funcions de PTEN nuclear.

1.3 Regulacié de PTEN

Degut al paper que desenvolupa com a gen supressor tumoral, I'expressié i I'activitat de PTEN estan
regulades de manera estricta a multiples nivells i emprant diversos mecanismes moleculars, que
inclouen tant la modulacié transcripcional com les modificacions post-traduccionals. A més, la
localitzacié cel-lular de PTEN, citoplasmatica i nuclear, i les interaccions amb altres proteines també
contribueixen a la regulacié de la seva funcio tant positiva com negativament. Gracies a tots aquests
mecanismes és possible mantenir una activitat robusta i apropiada de PTEN, regular el contingut
cel-lular de PIPs i restringir aixi, una possible proliferacid i supervivéncia cel-lular aberrant promoguda
per la senyalitzacié mitjangada per la PI3K(Song et al., 2012; Tamguney and Stokoe, 2007; Worby and
Dixon, 2014).

Inicialment, es pensava que PTEN s’expressava de manera ubiqua i constitutivament. No obstant, més
endavant, es va observar que la transcripcié del gen es modula positivament per diversos factors
transcripcié(Milella et al., 2015), com per exemple EGR1 (early growth response protein 1) i PPARy
(peroxisome proliferator activated receptor y)(Patel et al., 2001; Virolle et al., 2001), entre altres. A
més, PTEN i p53 comparteixen un complex sistema de regulacié. Per una banda, p53 s’uneix al
promotor de PTEN, de manera que potencia la seva expressid. Conseqiientment, PTEN pot estabilitzar

p53 a través de mecanismes dependents i independents de la seva activitat fosfatasa. Pel que fa a la
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primera situacid, la inhibicié de la via PI3K/AKT per PTEN déna lloc a la inactivaci6 de MDM2, de
manera que s’evita la degradacié de p53. En el segon context, PTEN s’associa fisicament a p53,
I’estabilitza i potencia la seva unié a DNA(Freeman et al., 2003; Stambolic et al., 2001). Pel contrari,
SNAIL(Escriva et al., 2008), ID1 (inhibitor of DNA binding 1)(Lee et al., 2009), c-JUN(Hettinger et al.,
2007) i NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)(Vasudevan et al., 2004;
Xia et al., 2007), entre altres, regulen negativament la transcripcié de PTEN. Finalment, la via de
senyalitzaci6 NOTCH1 actua com a regulador negatiu i positiu de la transcripcié de PTEN a través de
la interaccid6 amb CBF-1 (c-repeat binding factor 1)(Whelan et al., 2007, Whelan et al., 2009) i

MYC(Kaur and Cole, 2013), respectivament.

Un altre mecanisme de regulacid transcripcional negativa de PTEN és el silenci epigeneétic, que juga
un paper fonamental en els processos tumorals, mitjangant la metilacié del promotor del gen(Milella
et al., 2015; Song et al., 2012). Diversos estudis han demostrat la preséncia d’illes CpG hipermetilades
al promotor de PTEN en casos de cancer colorrectal(Yazdani et al., 2016), endometrial(Salvesen et al.,
2001), de tiroide(Alvarez-Nufiez et al., 2006), de mama(Khan et al., 2004), de prostata(Rennie and
Nelson, 1998) o de pulmé(Soria et al., 2002). A més, també s’ha descrit un processament alternatiu
del missatger de PTEN, que ddna lloc a variants que mantenen regions dels introns 3i 5, i que s’han
detectat en casos de cancer de mama(Agrawal and Eng, 2006). Se suggereix que ambdds fenomens

juguen un paper clau en processos tumorals(Song et al., 2012).

En conjunt, la modulacié transcripcional de PTEN és un procés altament regulat que depén d’una
complexa xarxa de proteines interrelacionades que necessariament han de conservar-se en equilibri

per tal d’assegurar el manteniment de la homeostasi del sistema(Song et al., 2012).

A nivell post-transcripcional, determinats micro-RNAs (miRNAs) poden contribuir a la regulacié de
I'expressi6 de PTEN. S’ha descrit que, en un context tumoral, molts miRNAs es troben
sobreexpressats, i que aquest increment correlaciona amb una reduccioé dels nivells del mRNA i de la
proteina de PTEN. Aixi, per exemple, entre els miRNAs identificats com a reguladors de PTEN
destaquen miR-17(Xiao et al., 2008), mir-19(Jia et al., 2013; Liu et al., 2017), mir-21(Meng et al., 2007),
mir-25(Poliseno et al., 2010a), mir-200a(Li et al., 2016) i mir-205(Cai et al., 2013), entre altres. A més,
recentment s’ha descrit I'existéncia d’'un pseudogén conegut com PTENP1 (PTEN pseudogene 1) que
permet també regular I'expressié de PTEN. El producte de la transcripcié de PTENP1 presenta una
gran homologia de seqiiéncia amb el mRNA de PTEN, concretament en la zona diana dels miRNAs. El

pseudogen permet incrementar els nivells proteics de PTEN ja que s’encarrega de segrestar els
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miRNAs que en regulen negativament la traduccid. Per tant, pot considerar-se un regulador positiu
del gen. La rellevancia d’aquest mecanisme de regulacié s’ha demostrat en mostres de cancer de
mama i colon on la perdua genomica del locus del pseudogen correlaciona amb una disminucié dels

nivells de PTEN(Poliseno et al., 2010b; Song et al., 2012).

Finalment, PTEN pot experimentar multiples modificacions post-traduccionals (PTMs) que en regulen
I'activitat catalitica, I'estabilitat, la localitzacié subcel-lular i les interaccions amb altres proteines.
Concretament, PTEN és susceptible de fosforilacié, ubiquitinitzacié, oxidacid, acetilacié i
sumoilacié(Milella et al., 2015; Worby and Dixon, 2014). La fosforilacié permet regular I'estabilitat de
PTEN, augmentar o disminuir la seva activitat fosfatasa, en funcié del lloc de fosforilacié i de la quinasa
responsable, i modificar la seva localitzacié. Concretament, PTEN pot ésser fosforilat en multiples
residus del domini C2 i de la cua C-terminal. Les fosforilacions que tenen lloc al domini C2 potencien
I'activitat i estabilitat de la proteina, ja que faciliten la localitzacié de PTEN a la membrana i en
redueixen la degradacié per poliubiquitinitzacié. Per contra, les fosforilacions a la cua carboxil
terminal en disminueixen l'activitat ja que condueixen a un canvi conformacional que limita
I"associacié de PTEN a la membrana pero en potencia I'estabilitat. A més, impedeixen les interaccions
amb proteines que contenguin el domini PDZ. L'autodefosforilacid reverteix aquesta
conformacio(Torres and Pulido, 2001; Vazquez et al., 2001; Worby and Dixon, 2014; Zhang et al.,
2012). A més, la GSK-3B pot també fosforilar a PTEN i promoure la seva localitzacié nuclear(Patel et
al., 2013). Un altre mecanisme que esta implicat en la regulacié de PTEN és la ubiquitinitzacid, que
controla la degradacié de la proteina. En alguns tipus de cancers, com al carcinoma pulmonar de
cél-lules petites, la degradacié de PTEN per ubiquitinitzacid és un dels principals mecanismes que
condueixen a la seva perdua. A més, i tot i que aquesta modificacié post-traduccional és important
per controlar els nivells de la proteina, també en regula la localitzacié. Aixi, la monoubiquitinitzacio
promou la translocacié de PTEN a nucli, mentre que la desubiquitinitzacié condueix a I'exclusié
nuclear(Amodio et al., 2010; Maddika et al., 2011; Trotman et al., 2007). L’activitat catalitica de PTEN
també pot controlar-se a través de I'oxidacid i de I'acetilacié. Concretament, les espécies reactives
d’oxigen (reactive oxygen species, ROS) poden oxidar PTEN i reduir la seva activitat, de manera
reversible, mitjancant la formacidé de ponts disulfur entre els residus C71 i C124 del domini catalitic
fosfatasa(Lee et al., 2002). L’acetilacié també disminueix I’activitat catalitica de PTEN i altera la seva
interaccid amb proteines que contenen el domini PDZ(Okumura et al., 2006). Per acabar, també s’han
descrit que PTEN és susceptible de sumoilacié. Aquesta modificacid post-traduccional sembla que pot

també alterar la localitzacié nuclear de PTEN i regular la seva funcid en resposta al dany al DNA(Bassi
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et al., 2013). Finalment, és important remarcar que algunes d’aquestes PTMs actuen com a primers

esdeveniments per a futures modificacions(Malaney et al., 2017).

1.4 Models murins per a I’estudi de PTEN

El desenvolupament de models murins geneticament modificats ha estat crucial per estudiar els
mecanismes moleculars que governen i promouen els processos tumorals, aixi com per identificar
noves i millors estrategies terapeutiques i de diagnostic. En termes generals, els models de ratoli
modificats geneticament emprats per a I’estudi del cancer inclouen ratolins que sobreexpressen un
transgen, models knock-in (Ki) per a mutacions puntuals i knock-out (Ko) complets i condicionals

emprant el sistema Cre-LoxP(Carver and Pandolfi, 2006).

A finals dels 90, tres grups independents van desenvolupar ratolins knock-out de Pten, que van
permetre demostrar la seva funcid com a gen supressor tumoral(Di Cristofano et al., 1998;
Podsypanina et al., 1999; Stambolic et al., 2000; Suzuki et al., 1998). En els tres models, la mutacié en
homozigosi que ddna lloc a la perdua bial-lelica de Pten provoca letalitat embrionaria. Aixi, els ratolins
Pten’" no sén viables i moren entre E6,5 i E9,5, en funcié del model, a causa de defectes durant el
desenvolupament embrionari i malformacions en el tub neural(Di Cristofano et al., 1998; Freeman et
al., 2006; Podsypanina et al., 1999; Suzuki et al., 1998). Malgrat aquest inconvenient, I'estudi dels
ratolins heterozigots (Pten*) en totes tres publicacions va resultar de gran utilitat i va permetre
concloure que la perdua d’un unic al-lel de Pten és suficient per induir el desenvolupament de
diferents tipus tumorals. Aixi, per exemple, els ratolins Pten*/- poden desenvolupar neoplasies
d’endometri, prostata i mama, tumors de glandula adrenal, hiperplasies gastrointestinals i limfomes.
No obstant aix0, el fenotip tumoral varia d’un model a I'altre, ja que no tots els models desenvolupen
les mateixes lesions, ni amb la mateix freqiiéncia ni a la mateixa edat(Di Cristofano et al., 1998;
Podsypanina et al., 1999; Stambolic et al., 2000; Suzuki et al., 1998). Aquestes diferéncies poden ser
degudes, en primer lloc, a la estratégia emprada per generar el Ko de Pten. Cada model presenta una
escissio diferent entre els exons 3-6, encara que coincideixen amb la delecid de I'exd 5, que codifica
per al domini fosfatasa de la proteina. Pero, i més important, s’ha demostrat que les variacions en
I’espectre tumoral, en les freqUéncies descrites i en el moment d’aparicio de les diferents alteracions
histologiques depenen especialment del fons genetic en qué s’estableix la colonia(Freeman et al.,

2006). No obstant, tot i les diferéncies reportades, aquests tres treballs en conjunt demostren de
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manera concloent que PTEN és important a nivell de desenvolupament embrionari i que, a més, juga

un paper clau en l'origen de diversos processos neoplasics(Hollander et al., 2011).

Més endavant, es van generar series de ratolins mutants que expressaven un al-lel hipomorfic de Pten
(Pten™* o Pten™), de manera que I'expressié d’aquest disminueix seqiiencial i progressivament:
Pten*/*>Pten™/*>Pten*/>Pten™’. Aquests treballs van mostrar que el nivell d’expressié de PTEN és un
factor clau per a la progressié tumoral i que, fins i tot, una petita reduccié d’un 20% en I’expressié del
gen (Pten"™’*) pot donar lloc al desenvolupament d’un ampli espectre de tumors. També es va poder
comprovar que l'al-lel hipomorfic de Pten no és suficient per rescatar completament la letalitat

embrionaria(Alimonti et al., 2010; Trotman et al., 2003).

Finalment, en dos treballs independents, es van generar ratolins knock-in de Pten per a quatre
mutacions puntuals del gen(Papa et al., 2014; Wang et al., 2010). La primera d’aquestes alteracions

és una mutacio sense sentit, Pten®*>

, que dona lloc a la pérdua dels exons 4 i 5 del gen, a diferéncia
dels altres tres casos, en qué les mutacions puntuals es deuen a substitucions aminoacidiques, PTEN
C124S, PTEN C124R i PTEN G129E. Les mutacions C124S i C124R generen una variant de PTEN sense
activitat catalitica, que n’elimina completament I'activitat fosfatasa proteica i lipidica, mentre que la
forma G129E suprimeix selectivament la funcié fosfatasa lipidica, perd manté I'activitat sobre els
fosfopéptids. La caracteritzacié d’aquests ratolins Ki va permetre descriure en primer lloc que, de
manera analoga al ratolins Ko de Pten, les quatre mutacions en homozigosi sén letals a nivell
embrionari, ja que condueixen a defectes durant el desenvolupament. A més, els ratolins heterozigots
per a les diferents mutacions presenten variacions pel que fa al fenotip tumoral, que afecten tant ala
incidéncia de les lesions, com a la severitat i el moment d’aparicié(Papa et al., 2014; Wang et al.,
2010). A més, el treball realitzat al laboratori del Dr. Pandolfi va permetre concloure també que els
ratolins Ki heterozigots per a les formes mutades de PTEN C124S i G129E presenten un increment de
la tumorigénesi en comparacié amb els ratolins Pten*, ja que exerceixen un efecte de dominant
negatiu in vivo. S’"ha observat que aquestes formes mutades de PTEN poden formar estructures
heterodimériques amb la proteina wild-type (wt), interferint aixi, amb la seva funcié normal. Per tant,
la presencia de mutacions puntuals de PTEN pot resultar en un fenotip tumoral exacerbat en

comparacié amb la perdua total d’'un dels dos al-lels del gen(Papa et al., 2014).

Malgrat que aquests models resulten d’utilitat per demostrar I'activitat supressora de tumors de
PTEN, presenten una serie de inconvenients. En primer lloc, la letalitat embrionaria causada per

I'excisid bial-lelica de Pten limita I'estudi de I'efecte de I'ablaci6 completa del gen en el
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desenvolupament de processos tumorals. En segon lloc, com que els ratolins Pten*” desenvolupen
multiples neoplasies en diverses localitzacions és dificil determinar la influeéncia de PTEN en un organ
en concret i estudiar aquelles neoplasies que es desenvolupen més tard en el temps. Totes aquestes
limitacions s’han superat gracies a la generacié dels models animals knock-out condicionals, en que
els dos al-lels de Pten es troben flanquejats per seqiiencies LoxP que permeten eliminar I'exd 5 del
gen (Ptenfloxed/floxed. prentf)(Lesche et al., 2002). En aquest cas, per aconseguir la delecié de Pten, els
animals Pten”f es creuen amb soques de ratoli que expressen la recombinasa Cre, que reconeix i actua
especificament sobre les seqliencies diana LoxP. La recombinasa Cre pot expressar-se sota el control
de promotors especifics de teixits, de manera que es pot dur a terme un control espacial de la delecié
selectiva del gen. A més, emprant un sistema induible és possible controlar també, el moment en que
té lloc la delecié. Finalment, combinant les dues estratégies, I'Us del sistema Cre-LoxP possibilita

controlar de manera espacial i temporal la delecid del gen diana.

Fent Us del sistema Cre-LoxP s’han generat diversos models animals en els quals I'ablacié bial-lelica
de Pten té lloc a diferents organs o tipus cel-lulars selectivament(Knobbe et al., 2008; Suzuki et al.,
2008), com a glandula adrenal(Korpershoek et al., 2009), mamal(Li et al., 2002), hepatocits(Horie et
al., 2004) o astrocits(Fraser et al., 2004), entre altres. Aixi, per exemple, la delecié especifica de Pten
a endometri, tant en cél-lules epitelials com de I'estroma, déna lloc al desenvolupament d’hiperplasia
epitelial quan les femelles tenen només 10 dies de vida, i de carcinoma endometrial a partir de les
tres setmanes d’edat. Finalment, més enlla dels 3 mesos, es pot observar invasié miometrial(Daikoku
et al., 2008). Pel que fa al cas de la prostata, existeixen multiples models, perd basicament, en tots
ells es mimetitza el curs de la formacid i progressié del cancer de prostata huma, comencant per les
lesions de tipus PIN (prostate intraepithelial neoplasia), que acaben progressant a adenocarcinomes
invasius i metastatics. No obstant, existeixen certes diferéncies fenotipiques entres aquests models,
sobretot pel que fa I'edat dels ratolins en quée es detecten les lesions. Aquestes variacions entre
models poden atribuir-se tant al fons geneétic en qué s’estableixen les colonies de ratolins com a I'Us
de diferents promotors, que poden diferir en la seva especificitat cel-lular i en el grau
d’activitat(Backman et al., 2004; Ma et al., 2005; Trotman et al., 2003; Wang et al., 2003). D’altra
banda, la delecid especifica de Pten a les cel-lules folliculars de la tiroide provoca l'aparicié
d’hiperplasies fol-liculars que progressen a carcinomes fol-liculars, en alguns casos invasius i
metastatics(Antico-Arciuch et al., 2010; Tiozzo et al., 2012; Yeager et al., 2007). Finalment, pel que fa
al tracte gastrointestinal, concretament intesti prim i gros, s’han desenvolupat una gran multitud de

models diferents, que han generat varietat de resultats. En qualsevol cas, sembla que la perdua
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bial-lélica de Pten a tracte gastrointestinal pot donar lloc a I'aparicié d’adenomes i adenocarcinomes
aintesti prim o intesti gros, pero després de periodes de latencia molt llargs. No obstant, altres treballs
conclouen que la inactivacié de Pten especificament a I’epiteli intestinal no és suficient per iniciar la
tumorigenesi intestinal encara que si potencia el fenotip tumoral desencadenat per la pérdua d’Apc.
A més, sembla que les cél-lules mare intestinals (ISCs) deficients per PTEN sén les responsables de
Iinici de la poliposi intestinal(Byun et al., 2011; Campbell et al., 1996; el Marjou et al., 2004; He et al.,
2007; Ireland et al., 2004; Kiihn et al., 1995; Langlois et al., 2009; Marsh Durban et al., 2014; Marsh et
al., 2008; Schneider et al., 2003). En qualsevol cas, en alguns d’aquests models I'especificitat no és
completa i és possible detectar recombinacions mitjancades per les diferents recombinases Cre en
altres organs o tipus cel-lulars. No obstant, tots aquests treballs posen de manifest que la pérdua
exclusiva de PTEN és suficient per promoure I'aparicié de tumors en determinats organs, mentre que
en altres localitzacions no causa tumorigénesi pero si coopera en el desenvolupament de processos

tumorals quan es produeixen altres alteracions genétiques addicionals(Hollander et al., 2011).

famb la

El control temporal de la delecié bial-lelica de Pten s’ha aconseguit creuant els ratolins Pten
linia transgénica de ratoli que expressa una recombinasa Cre induible per Tamoxifé (Cre:ERT) sota el
control del promotor Rosa26(Lu et al., 2007). En aquest model, I'administracié de Tamoxife déna lloc
a la pérdua de PTEN en una gran varietat de tipus cel-lulars, provocant aixi, el desenvolupament de
multiples tumors. Per exemple, els ratolins mascles mutants desenvolupen cancer de prostata, cancer

intestinal, carcinoma de cel-lules escamoses i limfomes, mentre que les femelles, cancer d’endometri

i també, carcinoma de cel-lules escamoses i limfomes.

La Cre induible és un proteina de fusid entre la recombinasa Cre i una forma mutada del domini d’unié
alligand del receptor d’estrogens (estrogen receptor, ER). Aquesta mutacio evita la unié de la proteina
de fusié al lligand natural del ER, és a dir, els estrogens endogens del ratoli, a concentracions
fisiologiques, pero si permet la unié a Tamoxifé. En abséncia de I'agent inductor, la Cre:ER" es troba
segrestada al citosol per Hsp90, de manera que s’evita la recombinacié nuclear. Pel contrari, la unié a
Tamoxifé causa la disrupcié de la interaccié amb Hsp90, permetent aixi, la translocacié de la Cre:ERT
a nucli i I'inici de la recombinacio(Feil et al., 1996; Metzger et al., 1995). A més, el sistemes Cre-LoxP
induibles permeten controlar de manera espacial la delecié del gen diana quan la recombinasa Cre

s’expressa sota el control de promotors especifics de teixit.
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Figura 3: Esquema del funcionament del sistema Cre-LoxP induible per Tamoxife. L'expressié de la
recombinasa Cre es controla amb promotors ubics o especifics de teixits. En abséncia de Tamoxife (Tam), la
proteina de fusid Cre:ERT es manté segrestada al citosol per Hsp90, de manera que no té lloc la recombinacié.
En administrar el Tamoxifé, la Cre:ERT és alliberada i pot translocar a nucli, on reconeix les seqiiéncies LoxP que
flanquegen el gen d’interés i duu a terme la recombinacié (modificat de (McLellan et al., 2017)).

Malgrat que s’han establert i caracteritzat una gran quantitat de models murins knock-out
condicionals de Pten especifics de teixit, fins al moment, només es coneixen dos models diferents en
gue la delecié de Pten té lloc de manera induible i especifica de teixit a la vegada, concretament a
I'epiteli prostatic adult i a cel-lules mare hematopoétiques(Ratnacaram et al., 2008; Yilmaz et al.,
2006). Pel que fa a la prostata, després de I’ablacié de Pten, com a conseqiiéncia de I'administracid
de Tamoxifé als ratolins mutants, té lloc al desenvolupament d’hiperplasia prostatica, PIN i
adenocarcinomes de prostata, que no sén en cap cas, metastatics. A més, molt recentment, s’ha
desenvolupat un nou model animal de delecié condicional i induible de Pten, que utilitza com a
recombinasa la Tmprss2-Cre:ER"(Gao et al., 2016). En aquest cas, la Cre es troba sota el control del
promotor del gen Tmprss2 (transmembrane protease serine 2), és induible per Tamoxifé i presenta
activitat recombinasa a I'epiteli luminal de la prostatai a les cél-lules epitelials de la bufeta i del tracte
gastrointestinal, principalment. Els ratolins mutants d’aquest model desenvolupen PIN amb
creixement cribiforme, pero no presenten canvis visibles ni alteracions histologiques de tipus tumoral
a colon. Tot i I'existéncia d’aquests models, la delecié induible i especifica de Pten a les cel-lules
epitelials d’altres teixits que permetin establir nous models de carcinogenesi continla essent encara

un repte a assolir.
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1.4.1 El modelinduible CAG-Cre:ERTPTEN"f per a I’estudi del paper de PTEN en el desenvolupament

de neoplasies endometrials i prostatiques, i hiperplasies de tiroide

Per acabar amb I'apartat dels models condicionals deficients de Pten és important descriure, en el
context d’aquesta tesi doctoral, la generacié i caracteritzacié del model CAG-Cre:ER'PTEN”" (en
endavant, Cre:ER'PTEN”’). Aquest model knock-out condicional de Pten induible per
Tamoxife(Mirantes et al., 2013) es va generar I'any 2013 a partir del creuament dels animals CAG-

Cre:ER™(Hayashi and McMahon, 2002) i Pten”f(Lesche et al., 2002), en un fons genétic mixt.

Per una banda, la recombinasa CAG-Cre:ER" (en endavant, Cre:ER") es troba sota el control del
promotor de la beta actina de pollastre (CAG), que li confereix tedricament una expressié constitutiva
en un ampli espectre de tipus cel-lulars tant en etapes embrionaries com adultes. Tal com s’ha descrit
anteriorment, la Cre:ERT és una proteina de fusid entre la recombinasa Cre i una forma modificada del
receptor d’estrogens, que permet la unié a Tamoxifé perd no als estrogens endogens de I'animal.
D’aquesta manera, la Cre:ER" es manté al citosol fins que no rep I'estimul necessari. En estimular el
sistema amb Tamoxifé, la proteina Cre:ER" es transloca a nucli, on pot executar la seva activitat
recombinasa sobre les seqiiéncies diana LoxP (Figura 4).

-
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Figura 4: Esquema del funcionament del sistema CAG-Cre:ER™-LoxP. La recombinasa CAG-Cre:ER" es manté al
citosol fins que s’estimula amb Tamoxife (Tam). En aquest moment, pot translocar a nucli on promou la
recombinacié especifica gracies al reconeixement de les seqiieéncies LoxP.

Per I'altra banda, els ratolins Pten”f presenten I'exd 5 dels dos al-lels de Pten flanquejats per les
sequeéncies LoxP, reconegudes per la Cre:ER". La delecié d’aquest exd, que codifica pel domini

fosfatasa de la proteina, déna lloc a la perdua total de PTEN.

Curiosament, la injeccié d’una Unica dosi de Tamoxifé als ratolins Cre:ER™PTEN”f déna lloc a la

pérdua de PTEN majoritariament només en cel-lules epitelials, perdo no estromals, mesenquimals o
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hematopoetiques, i en forma de mosaic. D’aquesta manera, conviuen, en un mateix teixit, cél-lules

que han perdut I'expressié de Pten i cel-lules normals, que mantenen I'expressié del gen.

En els ratolins Cre:ER™-PTEN', la pérdua de PTEN déna lloc a un rapid desenvolupament de neoplasia
intraepitelial endometrial (EIN), hiperplasia de tiroide i PIN, a les 6-8 setmanes posteriors a la injeccio

de Tamoxifé, i amb una incidéncia propera al 100%.

Cre:ER™/- PTEN'f Cre:ER™/-PTENf/f

Tiroide Uter

Prostata

Figura 5: Els ratolins Cre:ER™/-PTENYf desenvolupen EIN, hiperplasies de tiroide i PIN a les 6-8 setmanes
després de la injeccié de Tamoxifé. Imatges representatives de la tincié amb H-E a endometri (panell superior),
tiroide (panell central) i prostata (panell inferior) de ratolins Cre:ER™PTEN"f i Cre:ER™ PTEN"f tractats amb
Tamoxifé (10x) (modificat de (Dosil et al., 2017)).

No obstant, la injeccié de Tamoxifé no només indueix recombinacié a I’'endometri, la tiroide i la
prostata dels animals Cre:ER™-PTEN"', sind que també s’observa en el teixit epitelial de ronyo, fetge,
pulmadicolon. En qualsevol cas, la perdua de PTEN en aquests organs no condueix al desenvolupament

de neoplasies ni d’altres alteracions histologiques.

29



Introduccié

Ronyd Fetge

Control Tamoxife Control Tamoxife

Figura 6: La perdua d’expressié de Pten no ddona lloc a alteracions histologiques en altres teixits epitelials.
Imatges representatives de la tincio amb H-E (panell superior) i de la immunohistoquimica de PTEN (panell
inferior) a ronyé (A), fetge (B), pulmé (C) i colon (D) de ratolins Cre:ER™ PTEN"f tractats o no amb Tamoxifé
(modificat de (Mirantes et al., 2013)).

Finalment, és important remarcar que la recombinasa Cre:ERT no presenta activitat en teixit
hematopoétic. Aixi, els ratolins Cre:ER™PTEN”f no mostren pérdua d’expressié de Pten en drgans

limfoides, on tampoc hi desenvolupen alteracions histopatologiques.

Moll de I'6s Melsa
Control Tamoxifée Control Tamoxife

Figura 7: L’administracié de Tamoxifé als ratolins Cre:ER™ PTEN"f no condueix a la pérdua de PTEN ni al
desenvolupament d’alteracions histologiques en organs limfoides. Imatges representatives de la tincié amb H-
E (panell superior) i de la immunohistoquimica de PTEN (panell inferior) a moll de I’ds (A) i melsa (B) de ratolins
Cre:ER™PTEN"f tractats o no amb Tamoxifé (modificat de (Mirantes et al., 2013)).
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Es important remarcar que el model Cre:ER'PTEN”f és el primer model descrit on s’aconsegueix
delecionar Pten de manera induible i especifica a les cel-lules epitelials, perd no estromals, de
'endometri. Esta ampliament acceptat que els carcinomes d’endometri, aixi com tots els
adenocarcinomes, apareixen com a resultat de 'acumulacié de mutacions a les cél-lules epitelials. Per
tant, en aquest sentit, el model Cre:ER'PTEN”, que permet la inactivacié del gen de manera especifica
en el component epitelial, representa una eina molt valuosa a I'hora d’entendre els mecanismes
autonoms implicats en la carcinogenesi induida per la perdua de PTEN, no només a endometri, sind
també a prostata i tiroide. A més, el rapid desenvolupament de les lesions neoplasiques en tots tres

organs el converteixen en una plataforma molt util per estudiar I'efecte de farmacs antineoplastics.
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2. Alteracions de PTEN en patologies oncologiques

Des del seu descobriment, PTEN s’ha establert com un dels gens supressors de tumors més
freqlientment inactivats en cancers esporadics. A més, el seu paper com a gen supressor tumoral es
veu reforcat per I'existencia de desordres neoplasics hereditaris, autosomics dominants, com la
sindrome de Cowden, la malaltia Lhermitte-Duclos i la sindrome Bannayan-Riley-Ruvalcaba, que es
coneixen col-lectivament amb el nom de PHTS (PTEN hamartoma tumour syndromes). Aquestes
sindromes sén causades majoritariament per la preséncia de mutacions germinals en PTEN. La
sindrome de Cowden és la PHTS millor descrita i concretament, un 80% dels pacients presenten
mutacions germinals en el gen i un alta predisposicié a desenvolupar cancer de mama, tiroide i
endometri. A més, aquestes observacions correlacionen amb el fet que quan aquests tipus tumorals
es desenvolupen de manera esporadica acostumen a presentar mutacions somatiques en PTEN. Els
pacients amb PHTS sén una poblacié ideal, encara que minoritaria, per estudiar la biologia de PTEN i
el desenvolupament de terapies dirigides, ja que la perdua de PTEN sembla ser el mecanisme
conductor responsable de molts dels trets fenotipics d’aquestes sindromes. Els ratolins Pten*- sén un
bon model per a I'estudi de PHTS, sempre en funcié del fons genétic, ja que recapitulen part del

fenotip tumoral associat tipicament a aquestes sindromes(Hollander et al., 2011).

La premissa classica sobre la supressié tumoral afirma que és necessaria la perdua de les dues copies
d’un gen supressor tumoral per a que tingui lloc I'aparicié de cancer(Knudson, 1971). Aquesta hipotesi
es coneix com la doble mutacid i és el cas per exemple dels tumors retinoblastoma, que experimenten
pérdua homozigotica del gen RB1. No obstant, a mesura que va anar evolucionant el coneixement
sobre la supressio tumoral i es van estudiar casos concrets, van sorgir dos paradigmes més, que
actualitzen la hipotesi de la doble mutacid. Aixi, per exemple, sorgeix el model de I’haploinsuficiéncia,
gue ddéna cabuda a aquells casos en qué una Unica copia normal del gen és insuficient per al
manteniment d’un escenari no patologic, tal com ocorre amb TP53. Per acabar, en el darrer
paradigma, el gen supressor tumoral actua de manera dosi-depenent i quasi suficient(Berger et al.,
2011; Venkatachalam et al., 1998). Els treballs sobre PTEN descriuen que el seu comportament com
a gen supressor tumoral s’ajusta al model de la quasi suficiéncia, ja que petites reduccions en el seu
nivell d’expressid, sense que tingui lloc ni tan sols la pérdua d’un dnic al-lel, poden causar el
desenvolupament de neoplasies(Alimonti et al., 2010). A més, també es pot considerar com un gen
d’haploinsuficiéncia obligada donat que, en determinats escenaris, la pérdua de PTEN en heterozigosi

és més tumorigenica que la pérdua completa del gen. Per exemple, en un context amb expressio de
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p53, I'haploinsuficiencia de PTEN és més agressiva a nivell tumoral a prostata que la pérdua completa
del gen, ja que aquesta desencadena una senescencia depenent de p53, que presenta un efecte
protector(Chen et al., 2005). Aixi doncs, el context cel-lular en qué té lloc I'alteracié de la funcié de
PTEN determinara el resultat de la péerdua parcial o total del gen. Les conseqliencies d’aquestes
alteracions poden variar entre teixits i definir diferents Ilindars necessaris per al desenvolupament

dels processos neoplasics(Berger et al., 2011).

Nivell Nivell Nivell
d’expressid d’expressio d’expressio
No fenotip No fenotip No fenotip
Cancer
Susceptibilitat Cancer 50%
a cancer

Senescéncia

0% ) Cancer 0% 0%
Doble mutacié Haploinsuficiéncia Quasi suficiéncia +
(RB) (TP53) Haploinsuficiencia

obligada (PTEN)

Figura 8: Paradigmes de la supressié tumoral. El comportament de PTEN con a gen supressor tumoral no
s’ajusta al model de doble mutacié ni al d’haploinsuficiéncia, sind a un tercer paradigma que es coneix amb el
nom de quasi suficiencia i haploinsuficiéncia obligada (modificat de (Berger et al., 2011)) .

En qualsevol cas, una gran proporcié de cancers humans esporadics presenten pérdua de I'expressid
de PTEN de manera parcial o total(Milella et al., 2015). No obstant, la desaparicié completa de PTEN
acostuma a tenir lloc en cancers que es troben en un estadi avancat(Hollander et al., 2011). A més, la
pérdua de la funcié de PTEN pot succeir a través de diferents mecanismes, que inclouen tant
alteracions genétiques com epigenetiques, i que engloben mutacions puntuals, delecions,
hipermetilacié del promotor, LOH (loss of heterozigosity), amplificacié dels miRNA que en controlen
I’expressio, i fins i tot, una localitzacid alterada de la proteina, entre altres. També, les mutacions
somatiques poden ocdrrer en qualsevol dels seus dominis, de manera que cada regié diferent de la
proteina, i en conseqliéncia, I’activitat de PTEN que s’hi relaciona, pot ser patologicament rellevant
per a l'inici i la progressio del cancer(Milella et al., 2015). Finalment, és especialment important el

tipus d’alteracié que sofreix PTEN per a I'estudi de la seva implicacié en la patologia tumoral, i podria
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fins i tot, tenir certa implicacid clinica. L'any 1998, es va descriure que els pacients amb sindrome de
Cowden que presentaven mutacions sense sentit de PTEN en el domini fosfatasa desenvolupaven un
major nombre de lesions que aquells que en presentaven delecions(Marsh et al., 1998). Recentment,
s’ha revelat el mecanisme molecular que explica aquest fenotip. S’"ha demostrat que PTEN existeix en
una forma heterodimérica que presenta activitat fosfatasa lipidica. La preséncia de mutacions
puntuals en PTEN ddna lloc a la formacié d’heterodimers amb la proteina wild-type, que inactiven aixi,
la seva activitat fosfatasa. Per tant, les formes mutades de PTEN actuen com a dominants negatius,
gue acaben desencadenant un fenotip més agressiu en comparacié amb la perdua de la proteina(Papa

et al,, 2014).

Les alteracions en PTEN poden trobar-se en cancers de mama, pulmg, tiroide, endometri, prostata,
colon, melanomes, limfomes i leucémies, gliomes, i feocromocitomes, entre altres. No obstant, la
freqliencia d’alteracions en PTEN és variable en funcié del tipus tumoral(Hollander et al., 2011). En
aquesta tesi, ens centrarem en el paper de PTEN en el cancer d’endometri, prostata, tiroide i cancer

colorectal, que es descriuen a continuacié, més extensament.

2.1 PTEN en el cancer d’endometri

2.1.1 L'uteril’endometri en condicions fisiologiques

L'Uter és un organ clau del sistema reproductor femeni ja que proporciona I'ambient adequat perqué

es produeixi la implantacid i el posterior desenvolupament embrionari i fetal.

En humans, es tracta d’un drgan muscular buit de paret gruixuda, amb forma de pera, que es localitza

a la cavitat pelvica, entre la bufeta i el recte. (Porth and Grossman, 2014; Ross and Pawlina, 2015).

Des d’un punt de vista histologic, la paret uterina esta formada per tres capes diferents, que son,
comengant des de la llum cap a fora, les segiients: 'endometri, que és la capa més interna i constitueix
la mucosa de I'Gter, el miometri, que és la capa muscular de I’Gter i la part més gruixuda de la paret
uterina, i el perimetri o serosa, que és la capa serosa externa o la coberta peritoneal visceral del uter.
El perimetri cobreix tota la superficie posterior de I'Uter perdo només una part de la superficie anterior.

La resta de la superficie anterior consisteix en teixit connectiu o adventicia.
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Figura 9: Representacié esquematica dels organs reproductors interns femenins humans. Vista frontal que
il-lustra I'obertura des de la vagina fins a I'Gter i les trompes de Fal-lopi. Es remarquen les tres capes de la paret
uterina: la capa interna, 'endometri, que revesteix la cavitat uterina, la capa intermédia, més gruixuda, el
miometri, i la capa externa, el perimetri (modificat de (Porth and Grossman, 2014)).

En concret, 'endometri esta revestit per un epiteli cilindric simple amb cel-lules secretores i ciliades.
L'epiteli superficial s'invagina a la lamina propia subjacent, I'estroma endometrial, per formar les
glandules uterines, que de vegades, poden ramificar-se a la part més profunda de I'endometri. Cal

remarcar que no existeix una capa submucosa que separi I’endometri del miometri.

Al llarg de la vida fertil, I'endometri esta compost per dues capes o zones que es diferencien
estructural i funcionalment, i que sén I'estrat o capa funcional i I'estrat o capa basal. Aquestes dues
capes sén important durant el cicle menstrual, que prepara I'endometri per a una possible implantacio
de I'embrid i posterior embaras. El cicle menstrual es troba coordinat amb el cicle ovaric, ja que les
hormones d’aquest darrer regulen al primer, i pot descriure’s en tres fases successives, que recullen
processos proliferatiu i degeneratius. Aixi, la fase proliferativa (dies 6-14) s’inicia pels estrogens
ovarics i es caracteritza per la reconstitucio de les glandules de I'estrat funcional a partir de les cel-lules
epitelials de la porcié basal. Al final d’aquesta fase de proliferacid, I'endometri presenta un espessor
de 3 mmiiles glandules presenten una llum estreta i sén relativament rectes, amb un aspecte lleument
onejat. A continuacio, té lloc la fase secretora (dies 15-28), que déna lloc a una série de canvis a I'estrat
funcional per efecte de la progesterona. Les glandules creixen i adquireixen un aspecte de tirabuixd i
la seva llum es distén a mesura que s’'omple de productes de secrecid. L'endometri es torna edematds
i pot acabar assolint un gruix d’entre 5 i 6 mm. Finalment, té lloc la fase menstrual, que comenca a
causa de la davallada en la secrecié ovarica de progesterona i estrogens. Es caracteritza perqueé les
glandules detenen la seva secrecid i I'endometri redueix el seu espessor fins a 1 mm a mesura que

I’estroma es torna menys edematés. Es produeix la destruccié de I'epiteli de revestiment superficial i
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el trencament dels vasos sanguinis. Aixi, es forma el fluix hematic corresponent a la menstruacié. El
despreniment continua fins que només queda la capa basal. L'estrat funcional es regenerara amb el

seglient cicle, durant la fase proliferativa(Porth and Grossman, 2014; Ross and Pawlina, 2015).

Aixi doncs, I'estrat funcional pot definir-se com la porcié de 'endometri que prolifera i es degenera
durant el cicle menstrual, i I'estrat basal, com la capa que serveix com a font per a la regeneracié de

I’estrat funcional després de la menstruacié.

A

= Miometr

Figura 10: Esquema del cicle menstrual. (A) Representacio esquematica I’evolucio del cicle menstrual i els canvis
gue tenen lloc a 'endometri. (B) Fotomicrografies del revestiment uteri en les fases proliferativa (esquerra),
secretora (central) i menstrual (dreta). A la fase proliferativa, I'estrat funcional, separat de I'estrat basal per
mitja de la linia de punts, augmenta molt el seu espessor. Durant la fase secretora, les glandules adquireixen un
aspecte tortuds a causa del seu gran creixement. L'endometri és encara més gruixut. Finalment, durant la fase
menstrual, I'estrat funcional degenera i es desprén (modificat de (Ross and Pawlina, 2015)).

A diferencia del humans, en els ratolins I’Gter és bicorni, és a dir, es troba constituit per dues branques
gue comencen a I'oviducte i que s’uneixen caudalment en forma d’Y, per connectar amb la vagina a
través del cervix. En néixer, I'Gter dels ratolins no presenta glandules endometrials i consisteix en un

epiteli simple envoltat d’'un mesenquima indiferenciat. La invaginacid de I'epiteli glandular no té lloc
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fins al cinque dia després del naixement, i la genesi de les glandules endometrials comenca a partir
del seté dia. Fins i tot en I'edat adulta, les glandules endometrials dels rosegadors sén tubulars

simples, no excessivament entortolligades ni ramificades(Croy et al., 2014).
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Figura 11: Anatomia de I’Gter muri. (A) Representacié de I'Uter de ratoli, on es distingeixen els ovaris, les dues
branques i el cervix. (B) Fotografia real d’un uter de ratoli (modificat de (Treuting et al., 2017)).

De manera similar al que ocorre en humans, I'Gter de les femelles adultes de ratoli també experimenta
canvis ciclics de creixement i degeneracio, que es coneixen amb el nom de cicle estral. El cicle estral
comencga un cop s’assoleix la maduresa sexual (entre les 5-7 setmanes d’edat) i es produeix de manera
continua durant tot I'any, controlat per factors ambientals, com el fotoperiode, la temperatura, la
disponibilitat d’aliments i les feromones. Té una durada d’entre 4-5 dies i pot dividir-se en 4 etapes
diferenciades(Groothuis et al., 2007; Sato et al., 1997; Tan et al., 2003). En primer lloc, el proestre té
una durada aproximada de 18 hores i es caracteritza per l'inici de la proliferacié de les cél-lules
endometrials. Durant aquesta fase, té lloc un increment gradual de les concentracions d’estrogens. A
continuacié, durant I'estre, que dura 28 hores, es déna una proliferacié cel-lular abundant i I'Gter es
prepara per a la implantacié. Aquesta etapa constitueix el periode receptiu de les femelles i s’hi
produeix la ovulacié. Tot seguit, en cas que no s’hagi produit la fecundacid, té lloc el metaestre. Amb
una durada de 8 hores, es caracteritza per una apoptosi massiva de les cel-lules epitelials i uns nivells
molt baixos d’estrogens. Finalment, la femella resta en repos i es manté sexualment inactiva durant

la fase coneguda com diestre, que té una durada d’unes 35 hores.

2.1.2 El cancer d’endometri

El carcinoma d’endometri (endometrial carcinoma, EC) és el cancer més habitual del tracte genital

femeni i representa la quarta neoplasia més freqgiient en la dona en els paisos desenvolupats(Murali
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et al.,, 2014). La seva incidéncia actual se situa entre 10-20 nous casos anuals per cada 100.000
habitants(Piulats et al., 2017). Generalment, el EC es troba confinat a I'Gter i s’associa a un bon
pronostic, de manera que la supervivencia a 5 anys oscil-la entre el 74 i el 91%. Tanmateix, en
aproximadament el 15-20% dels casos, el tumor es presenta de forma disseminada o recidiva després
del tractament, reduint la supervivéncia a 5 anys a menys d’un 20%(Murali et al., 2014; Siegel et al.,
2017). EI 67% de tots els cancers uterins s’originen a partir de les glandules de I'endometri, rad per la

qual reben el nom d’adenocarcinomes(Rose, 1996).

Bokhman va descriure per primera vegada |'existencia de dues manifestacions clinicopatologiques
diferents del cancer d’endometri en funcid de criteris clinics, endocrins i epidemiologics(Bokhman,
1983). Tradicionalment, els ECs s’han classificat en tumors de tipus | o carcinomes endometrioides
(endometrioid endometrial carcinoma, EEC) i tumors de tipus Il o carcinomes no endometrioides (non-
endometrioid endometrial carcinoma, NEEC). Els ECCs representen el 85% dels casos i tenen lloc
majoritariament en dones pre- i peri- menopausiques. Son tumors dependents d’estrogens que es
desenvolupen a partir de lesions precursores (hiperplasia endometrial/neoplasia intraepitelial
endometrioide). Microscopicament, els EECs de baix grau (EEC 1-2) contenen glandules tubulars, que
recorden d’alguna manera a I'endometri proliferatiu, encara que amb un cert grau de complexitat
amb fusio entre glandules i patré cribiforme. Per contra, els ECCs d’alt grau presenten un patré de
creixement solid. Els NEECs, que son majoritariament tumors serosos, es desenvolupen en dones més
grans post-menopausiques en abséncia de hiperestrogenisme i s’associen amb atrofia endometrial.
Entre les seves caracteristiques microscopiques destaca la preséncia de papil-les gruixudes, fibroses o
edematoses amb una estratificacié prominent de les cel-lules tumorals, i de cél-lules anaplasiques
amb citoplasmes eosinofils grans. La gran majoria dels EECs son tumors de baix grau (graus 1i 2) i
s’associen amb un bon pronostic quan es troben confinats a I'Uter. Els carcinomes d’endometri d’alt
grau engloben els ECCs de grau 3, que representen un 10% del total dels casos de EC, sén agressius i
acostumen a associar-se amb metastasis als ganglis limfatics, i els tumors serosos, que sén molt
agressius i representen un 15% dels ECs. No obstant, tot i no ser els tipus tumorals més freqlients son
els responsables d’un 39% i un 27% de les morts per cancer, respectivament(Kandoth et al., 2013;

Piulats et al., 2017).

Més enlla de les diferencies histologiques, els tumors de tipus | i tipus Il s’associen a certes alteracions
moleculars. Aixi, els EECs presenten inestabilitat de microsatel-lits (microsatellite instability, MSI) i

mutacions freqlients a PTEN (77%), PI3KCA (53%), CTNNB1 (36%), ARID1A (35%) i KRAS (24%), entre
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altres. En canvi, els NEECs mostren inestabilitat cromosomica, LOH, mutacions a TP53 (90,7%), PI3KCA
(41,9%) i altres alteracions moleculars que afecten a SKT15, p16, E-cadherina i HER2(Kandoth et al.,
2013; Piulats et al., 2017).

Figura 12: Carcinoma d’endometri. A I'esquerra, tall histologic d’un carcinoma d’endometri endometrioide de
grau 1, que presenta una citoarquitectura ben diferenciada. A la dreta, tall histologic d’un carcinoma
d’endometri no endometrioide on s’aprecia una citoarquitectura aberrant, caracteristica d’un tumor d’alt grau
(modificat de (Prat et al., 2007)).

Malgrat tot, el carcinoma d’endometri és una malaltia molt heterogénia, de manera que la seva
classificacid s’ha anat actualitzant a mesura que s’han detectat diferents tipus histologics. Aixi,
recentment, la WHO (World Health Organization) ha definit una nova classificacio histologica dels ECs
gue inclou 9 subtipus diferents i que s’enumeren a la taula 1. No obstant, els EECs i els carcinomes

serosos continuen representant la gran majoria dels casos(Piulats et al., 2017).

Subtipus del Carcinoma Endometrial

1

- Carcinoma endometrioide

- Carcinoma mucinds

- Carcinoma intraepitelial serés endometrial

- Carcinoma serods

- Carcinoma de cel-lules clares

- Tumors neuroendocrins

- Adenocarcinoma de cel-lula mixta

- Carcinoma no diferenciat

- Carcinoma desdiferenciat

Taula 1: Classificacié histologica dels carcinomes endometrials segons la WHO a I’any 2014 (modificat de (Piulats
etal, 2017).

Malgrat els esforgos per establir una classificacié histologica completa i ben definida dels tumors
endometrials, moltes vegades aquesta és dificil d’aplicar a nivell de la practica clinica. Existeixen
solapaments entre les caracteristiques dels diferents subtipus que en dificulten la seva distincié.

Concretament, moltes vegades resulta complicat diferenciar els EECs d’alt grau dels tumors serosos.
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Una correcta classificacié del tipus tumoral és critica per tal de seleccionar la terapia clinica adjuvant
apropiada per a cada cas. En aquest sentit, s’han realitzat importants estudis moleculars que han
proporcionat informacio Util a I’'hora de predir el prondstic i la resposta al tractament. Aixi, el TCGA
(The Cancer Genome Atlas Research Network) va realitzar I’'any 2013 un estudi a nivell genomic,
transcriptomic i proteomic per tal de caracteritzar més extensament aquesta patologia tan
heterogenia. Aixi, es va establir una nova classificacié que inclou 4 subtipus diferents en funcié de
|’'espectre de mutacions, de les alteracions en el nimero de copies i de la inestabilitat de

microsatel-lits, i que s’especifica a la taula 2(Kandoth et al., 2013; Murali et al., 2014):

mutacions

Tipus histologic

Grau

PFS

ARID1A (76%)
KRAS (53%)
ARID5B (47%)

Endometrioide

Variable (1-3)

PIK3CA (54%)
PIK3R1 (40%)
ARID1A (37%)

Endometrioide

Variable (1-3)

Intermeédia

Baix numero de

PIK3R1 (33%)
ARIDIA (42%)

Endometrioide

Grauli2

Intermedia

Alt niumero de

POLE MSl copies copies
(Ultramutat) (Hipermutat) (endometrioide) (pseudoserads)
Alteracions en el R - R
numero de Baix Baix Baix Alt
copies
MSI/Metilacid
SI/Metilacié Variable MSI elevat MSI estable MSI estable
MLH1
T
axa .de Molt elevada Elevada Baixa Baixa
mutacions
POLE (100%) .
PTEN (94%) : PT fg(éif;)) PTEN (77%)
Prevalenca de PIK3CA (71%) KRAS (35;) CTNNB1 (52%) TP53 (92%)
¢ FBCW?7 (82%) 2 PIK3CA (53%) PPP2R1A (22%)

PIK3CA (47%)

Seros,
endometrioide i
mixt

Grau 3

Taula 2: Classificacié de les 4 classes de tumors d’endometri endometrioides i serosos en funcio de les seves
caracteristiques genomiques. PFS: progression free survival (modificat de (Murali et al., 2014)).

El 35-50% dels carcinomes d’endometri esporadics presenten mutacions en PTEN, i aquest
percentatge s’eleva fins al 80% en els EECs. Fins i tot, entre un 15-55% de les hiperplasies endometrials
presenten perdua de 'activitat del gen supressor tumoral, suggerint que executa un paper clau a l'inici

de la malaltia. Concretament, el 60% de les mutacions acostumen a ser insercions o delecions que
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donen lloc a canvis en la pauta de lectura, que sén habituals en MSI. Per altra banda, també s’ha
observat LOH per delecié en un 40% dels carcinomes endometrials(Eritja et al., 2015; Hollander et al.,
2011). Un dels mecanismes addicionals descrits per a la inactivacié de PTEN és la hipermetilacio del

seu promotor(Salvesen et al., 2001).

Finalment, els estudis realitzats fins al moment mostren taxes més elevades de mutacions de PTEN
en tumors d’endometri amb MSI, suggerint que PTEN pot ésser objecte de mutacions en un context
on els mecanismes de reparacié del dany al DNA fallen. La delecié o hipermetilacié de MLH1 s’ha

associat amb una LOH de PTEN més prematura(Kandoth et al., 2013; Wang et al., 2002).

2.2 PTEN en el cancer de prostata

2.2.1 La prostata en condicions fisiologiques

La prostata és un organ fibromuscular i glandular, que en els humans, presenta una forma i grandaria
comparables als d'una nou. Es tracta de la glandula sexual accessoria més gran del sistema genital
masculi dels mamifers i la seva funcid principal consisteix en secretar un liquid clar, lleugerament alcali
(pH 7,29) que contribueix a la composicié del semen. Es troba ubicada a la pelvis, just per sota de la
bufeta i davant del recte, rodejant la uretra proximal, que és el conducte de transport de I'orina i el

semen(Porth and Grossman, 2014; Ross and Pawlina, 2015).
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Figura 13: Representacio de la prostata humana i de la seva localitzacié (modificat de la pagina web del
National Cancer Institute: www.cancer.gov).
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Anatomicament, la prostata es divideix en diverses zones morfologiques i funcionals, que sén
clinicament diferents. Aquestes zones presenten trets histologics caracteristics i, sobretot, tenen
predisposicié especifica a malalties neoplasiques benignes o malignes. Per una banda, la zona central
envolta els conductes ejaculadors a mesura que travessen la prostata. Conté entorn el 25% del teixit
glandular i és resistent tant als carcinomes com a la inflamacié. Per altra banda, la zona periféerica
constitueix el 70% del teixit glandular de la prostata. Envolta la zona central i ocupa la part posterior
i les porcions laterals de la glandula. La major part dels carcinomes prostatics s'originen en aquesta
zona, que es pot palpar en un tacte rectal. Aquesta zona també és la més susceptible a la inflamacid.
També s’hi troba la zona de transicié, que envolta la uretra prostatica, constitueix el 5% del teixit
glandular prostatic i conté les glandules mucoses. Aquesta zona esta intimament lligada amb el
desenvolupament de la hiperplasia prostatica benigna (benign prostatic hyperplasia, BPH). En gent
gran, les cél-lules parenquimatiques d'aquesta zona pateixen freqliientment una proliferacidé extensa
i formen masses nodulars de cel-lules epitelials. Per acabar, la zona periuretral conté glandules
mucoses i submucoses. En etapes avancades de la BPH, aquesta zona pot experimentar també una

proliferacié patologica, pero sobretot dels components de I'estroma.

A més, la superficie anterior de la prostata, per davant de la uretra, esta ocupada per un estroma
fibromuscular format per teixit connectiu dens i irregular amb una gran quantitat de fibres musculars

Ilises(Ross and Pawlina, 2015; Shappell et al., 2004).

Estroma fibromuscular
anterior m_-Uretra

Zona de transicio \ ; /
. ;//
Zona periuretral— \\(’\ e &
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Uretra prostatica—L___ \, Vesicula /

seminal
\ Zona Conducte
central deferent

Zona periféerica

Figura 14: Dibuix esquematic de la prostata humana. S’hi il-lustra la ubicacid relativa, per colors, de les 4 zones
de la prostata i I’estroma fibromuscular anterior de la glandula (modificat de (Ross and Pawlina, 2015)).

En cadascuna de les zones prostatiques, I'epiteli glandular és generalment cilindric simple, tot i que
poden identificar-se parcel-les d'epiteli simple cubic, pla simple i de vegades, pseudoestratificat. A

nivell histologic, I'epiteli de la prostata madura presenta al menys tres tipus cel-lulars diferents. Les
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cel-lules epitelials luminals secretores sén predominants i formen un epiteli cilindric. S6n dependents
d’androgens i produeixen diverses secrecions al lumen, com PSA (prostate-specific antigen) o
fosfatasa alcalina. El segon tipus cel-lular més abundant sén les cél-lules epitelials basals, que es
localitzen entre les cel-lules luminals i la membrana basal. No presenten activitat secretora ni
expressen el receptor d’androgens. Es postula que entre elles resideixen les cel-lules mare
responsables de la regeneracio tissular. Finalment, les cel-lules neuroendocrines representen una
poblacié minoritaria dispersada per tota la membrana basal, i proporcionen senyals paracrines que

suporten el creixement de les cél-lules luminals(Abate-Shen and Shen, 2000).

Cél-lules Neuroendocrines Lamina Basal

Figura 15: Representaciéo esquematica dels tipus cel-lulars de I’epiteli prostatic huma (modificat de (Abate-
Shen and Shen, 2000)).

De forma global, les glandules prostatiques es disposen en tres capes concéntriques al voltant de la
uretra: una capa mucosa interna, una capa submucosa intermédia i una capa periféerica, que conté
les glandules prostatiques principals, que generen quasi tot el volum secretat. Les glandules de la capa
mucosa segreguen directament cap a la uretra, mentre que les altres dues capes connecten amb Ila

uretra a través d’una série de conductes(Porth and Grossman, 2014; Ross and Pawlina, 2015).

A diferéncia de la prostata humana, que es troba constituida per un Unic lobul, la prostata de ratoli
presenta una estructura lobular formada per 4 [0buls diferents, I'anterior (AP), el ventral (VP), el dorsal
(DP) i el lateral (LP). Aquests darrers també es coneixen col-lectivament com lobul dorsolateral. Tots
4 Iobuls es troben separats els uns dels altres i recoberts per una capsula fina de teixit mesotelial.
Entremig, s’hi localitza una capa de teixit connectiu fibroadipds laxe que conté vasos, nervis i ganglis.
Cada lobul esta compost per una serie de conductes ramificats o tubuls cecs, que es troben envoltats
d’una tdnica fibromuscular fina, no comparable amb el dens estroma present a la prostata

humana(Abate-Shen and Shen, 2000; Shappell et al., 2004).
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A nivell histologic, cadascun dels lobuls de la prostata murina presenta trets caracteristics que el
diferencien de la resta. Per una banda, el I0bul anterior, també anomenat glandula coagulant, és
proper a les vesicules seminals, al llarg de tota la seva longitud corba. Histologicament, presenta un
patrd papil-lar i cribiforme més complex que els altres Iobuls, amb cel-lules epitelials cuboidals-
columnars. Per I'altra banda, el Iobul ventral presenta una mucosa plana, amb invaginacions epitelials
puntuals. El Idbul dorsal presenta un epiteli columnar simple, lleugerament estratificat de manera
ocasional. El grau d’invaginacié de la mucosa és intermedi, menor que en AP. Finalment, el |obul
lateral presenta un epiteli cuboide, lleugerament columnar, i una superficie luminal plana, amb

escasses invaginacions de la mucosa.

Les glandules de cadascun dels lobuls de la prostata murina sembla que tenen poblacions cel-lulars
homologues a les presents a la prostata humana. Aixi, disposen de cél-lules secretores luminals, una
capa de cél-lules basals i una menor poblacié de cél-lules neuroendocrines(Abate-Shen and Shen,

2000; Shappell et al., 2004).

Figura 16: Anatomia de la prostata murina. A |'esquerra, vista ventral de la prostata de ratoli. A la dreta, vista
dorsal. S’hi distingeixen els 4 lobuls: glandula coagulant (CG), lobul dorsal (DP), lobul lateral (LP) i lobul ventral
(VP), i també les vesicules seminals (SV) i la bufeta (B) (modificat de (Treuting et al., 2017)).

2.2.2 El cancer de prostata

El cancer de prostata (PCa) és el cancer més diagnosticat en homes i representa la tercera causa de
mort per cancer en el sexe masculi. S’estima que durant I'lany 2017 es diagnosticaran 161.360 nous
casos de PCa i tindran lloc 26.730 morts a causa d’aquest. Aixi doncs, la previsid és que representi el

19% dels nous casos diagnosticats i sigui responsable del 8% de les morts(Siegel et al., 2017).

L’edat és el principal factor de risc per al PCa. De fet, aproximadament el 95% dels homes majors de

70 anys presenten hiperplasia prostatica. No obstant, les lesions preneoplasiques poden diagnosticar-
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se entre els 20 i els 50 anys, suggerint que es tracta d’'una malaltia que es desenvolupa lentament i

gue presenta una llarga fase preclinica(Valkenburg and Williams, 2011).

El PCa és molt depenent dels androgens per créixer i proliferar. Per aguest motiu, la castracié quimica,
per mitja de la deprivacié androgenica, s’ha convertit en el tractament estandard, i generalment,
causa la regressio tumoral. La cirurgia i la radioterapia també sén claus en el tractament del PCa. No
obstant, cap d’aquestes estratégies és valida quan el PCa metastatitza i/o recidiva(Shen and Abate-
Shen, 2010). El conjunt d’aquestes estratégies terapeutiques i les millores en el diagnostic han permés
assolir una supervivencia als 5 anys del 98,9% per als pacients amb una malaltia local(Valkenburg and
Williams, 2011). Per tant, encara que molts homes pateixen PCa, la majoria moren per altres causes,
fins i tot, molt abans que els simptomes del PCa es manifestin clinicament(Bell et al., 2015). No
obstant, la supervivencia disminueix drasticament al 29,3% per als casos de malaltia metastatica. Les
metastasis esquelétiques son les més freqlients i es troben aproximadament en el 90% dels pacients

gue moren de PCa(Valkenburg and Williams, 2011).

A diferéncia d’altres cancers d’origen epitelial, no existeix una classificacid histopatologica ben
definida del PCa que n’identifiqui diferents subtipus que variin en el pronostic o tractament. Malgrat
la gran diversitat fenotipica, el 95% dels tumors de prostata son adenocarcinomes, de tipus acinar, i
comparteixen molts dels trets caracteristics d’altres cancers epitelials. Potser, la variant més
significativa histologicament parlant és el cancer de prostata neuroendocri, pero representa un
nombre molt petit dels casos de PCa diagnosticats. No obstant, habitualment poden observar-se focus
de diferenciacié neuroendocrina en tumors recurrents al tractament quirdrgic o de deprivacié
androgenica, i s’associen amb el desenvolupament de tumors resistents a la castracid. En qualsevol
cas, s’espera que els estudis genomics a gran escala permetin establir una classificacié molecular que
tingui el potencial per identificar noves dianes terapéutiques i permeti estratificar fidedignament els

pacients(Colicchia et al., 2017; Shen and Abate-Shen, 2010; Taylor et al., 2010).

El PCa és una malaltia heterogenia i multifocal en qué el tumor conviu amb glandules benignes i focus
de lesions precursores. S’ha descrit I'existéncia d’una lesié premaligna precursora que rep el nom de
neoplasia intraepitelial prostatica (PIN). El PIN es caracteritza a nivell histologic per I’existéncia d’una
hiperplasia epitelial luminal, amb una reduccié de les cél-lules basals i atipia nuclear. A més, quan el
PIN és d’alt grau (high-grade PIN, hgPIN) apareix un elevat increment en els marcadors de proliferacié
cel-lular. Encara que la relacié del PIN amb el PCa no s’ha demostrat de forma concloent, es pensa

gue aquestes lesions precursores podrien evolucionar a tumors de prostata. A més, els
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adenocarcinomes poden existir en un estat latent o clinic, i poden arribar a convertir-se en invasius
i/o metastatics. Aixi doncs, sembla que a la glandula prostatica poden tenir lloc multiples
esdeveniments neoplasics que condicionaran I'aveng i la progressié de la malaltia(Abate-Shen and

Shen, 2000; Shen and Abate-Shen, 2010).

Un dels esdeveniments més habituals que té lloc a I'inici d’'un 80% dels processos tumorals a la
prostata és la perdua de la regié 8p12-21. Existeixen multiples treballs que evidencien a NKX3.1 com
al gen candidat per aquesta regié. A més, també pot tenir lloc la sobreexpressié de MYC. Durant la
progressié cap a adenocarcinoma de prostata tenen lloc una serie d’alteracions moleculars que
causen la hiperactivacio de les vies RAS-MAPK (mitogen-activated protein kinase) i PI3K/AKT, essent
la inactivacié de PTEN un dels factors clau. A més, també s’han descrit alteracions en I'expressio de
gens implicats en cicle cel-lular, com RB i p27. Finalment, en estadis més avangats i metastatics del
PCa s’observa perdua de la dependéncia a androgens, mutacions en TP53 i desregulacié dels gens
reguladors de I'apoptosi, com la sobreexpressio de Bcl-2 (B cell lymphoma 2), entre altres(Abate-Shen

and Shen, 2000; Shen and Abate-Shen, 2010).

'ei’*eiii-;:gyg
N I\ . 0
Epiteli ) int:;’:;iatzll?al > Adenocarcinoma > Adenoc?rFinoma Metastasi
normal . (latent) (clinic)
prostatica
Pérdua de NKX3.1 Inactivacio de PTEN Perdua de NKX3.1
Sobreexpressié de MYC Alteracions via RAS-MAPK Sobreexpressié de Bcl-2

Perduade RBip27

Figura 17: Etapes en el desenvolupament del cancer de prostata. S’indiquen les diferents fases, els
esdeveniments caracteristics i les principals alteracions moleculars que hi tenen lloc (modificat de (Shen and
Abate-Shen, 2010)).

La hiperactivacié de la via PI3K/AKT és la segona aberracié genomica més comuna en el PCa avangat,
després de les alteracions en la senyalitzacid androgenica, i acostuma a tenir lloc a través de la
inactivacié de PTEN. La pérdua del gen supressor tumoral és un esdeveniment primerenc en la
carcinogenesi de prostata, que fins i tot, es relaciona amb lesions de tipus PIN. Generalment, aquestes
fases mostren haploinsuficiencia del gen, i és en estadis més avancats o metastatics quan PTEN

s’inactiva completament. La freqiiéncia de mutacié varia en funcié de I'estadi tumoral entre un 16 i

47



Introduccié

un 41%, essent els tumors resistents a la castracio els que presenten nivells més alts de mutacié. En

aquests casos, la perdua en homozigosi de PTEN és el fenomen més freqlient.

Aixi doncs, la funcio de PTEN es perd freqlientment en el PCa, ja sigui per alteracions en el nimero de
copies, reorganitzacions estructurals i/o mutacions puntuals. La delecié de PTEN és l'alteracié més
habitual, mentre que les mutacions puntuals representen una minoria dels casos. Concretament,
s’han observat delecions en el gen supressor tumoral en un 10-70% dels pacients que han estat

sotmesos a tractament quirudrgic(Ciccarese et al., 2017; Colicchia et al., 2017; Wise et al., 2017).

2.3 PTEN en el cancer de tiroide

2.3.1 Latiroide en condicions fisiologigues

La tiroide és una glandula endocrina bilobulada, localitzada a la regié anterior del coll, que consisteix
en dos grans lobuls laterals ubicats a cada costat de la laringe i de la traquea superior, i que es
connecten per una banda prima de teixit tiroidal anomenat istme. Cada Iobul presenta una longitud
aproximada de 5 cm, una amplada de 2,5 cm i un pes d’entre 20 30 g. La glandula esta rodejada per
una capsula prima de teixit connectiu i presenta una alta vascularitzacié. La tiroide s’encarrega de la
produccié de tres hormones indispensables per al metabolisme i I'homeostasi normals: la tiroxina
(3,3',5,5'-tetrayodotironina, T4), la 3,3',5-triiodotironina (T3) i la calcitonina(Porth and Grossman,

2014; Ross and Pawlina, 2015).

La tiroide es composa d’un gran nombre d’estructures mindscules similars a sacs, més o menys
esferoidals, que s’anomenen fol-licles, i que sén les unitats funcionals i estructurals de la glandula.
Centenars de milers de fol-licles, el diametre dels quals varia de 0,2 mm a 1 mm, constitueixen gairebé
tota la massa de la glandula. Els fol-licles presenten una paret formada per un epiteli simple cubic o
cilindric baix anomenat l'epiteli fol-licular, i contenen en el seu interior una massa gelatinosa
denominada col-loide. Les superficies apicals de les cel-lules estan en contacte amb el col-loide i les
superficies basals es recolzen sobre una lamina basal tipica. L'epiteli fol-licular conté dos tipus
cel-lulars diferents. Per una banda, les cél-lules fol-liculars o tirocits constitueixen el principal
component cel-lular de I'epiteli i sén les responsables de la produccié de les hormones T3 i T4. Varien
en forma i mida d'acord amb l'estat funcional de la glandula. Per I'altra banda, les cel-lules
parafol-liculars o cél-lules C se situen en la periferia de I'epiteli fol-licular i per dins de la lamina basal
del fol-licle, de manera que no estan exposades a la llum fol-licular. S’encarreguen de la secreci6 de

calcitonina, que regula el metabolisme del calci. Son dificils d’identificar amb el microscopi optic.
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Lumen amb
col-loide

Ceél-lula fol-licular

Figura 18: Representacié esquematica de la tiroide. (A) Vista anterior de 'anatomia de la tiroide. (B) Estructura
microscopica dels fol-licles (modificat de (Porth and Grossman, 2014)).

Les caracteristiques generals de la tiroide de ratoli, tant a nivell histologic com fisiologic, sén

comparables amb les de la tiroide humana, tret de la diferéncia en la mida(Treuting et al., 2017).

Figura 19: Anatomia de la glandula tiroide de ratoli. S’hi distingeixen els dos Iobuls (delineats) de la tiroide,
disposats un a cada costat de la traquea (Tr). Els Iobuls estan connectats per un istme prim que no és aparent
(modificat de (Treuting et al., 2017)).

2.3.2  El cancer de tiroide

El carcinoma de tiroide és el cancer endocri més comu. Afecta un 1% de la poblacid i la seva incidéncia
sembla que comenga estabilitzar-se, després d’un augment continu al llarg dels anys. La incidéncia del
cancer de tiroide és 3 vegades més gran en les dones que en els homes, i se situa en 21 i 7 nous casos
anuals per cada 100.000 habitants, respectivament. No obstant, la taxa de mort és equivalent entre
els dos sexes i es troba en 0,5 morts per cada 100.000 habitants(Siegel et al., 2017). La supervivencia
a 5 anys en casos de cancer de tiroide localitzat és superior al 95%. No obstant, hi ha un subgrup dels
pacients, el 20-30%, que desenvolupen malaltia recurrent i/o metastatica i que, en conseqliéncia,

presenten un pitjor pronostic(Kirschner et al., 2016).

El cancer de tiroide d’origen epitelial, també conegut com cancer de tiroide no medul-lar (non-

medullary thyroid cancer, NMTC), representa el 95-97% dels casos, i es pot classificar en tres subtipus
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histologics diferents: papil-lar, fol-licular i anaplasic. El cancer de tiroide papil-lar és el més comu i
representa el 80% de tots els casos, mentre que el fol-licular i I'anaplasic comprenen el 10-15% i el 5%
dels casos de cancer de tiroide, respectivament. La resta de casos, un percentatge molt petit,
corresponen al cancer de tiroide medul-lar (medullary thyroid cancer, MTC), que prové de les cel-lules

parafol-liculars(Charles, 2015; Kirschner et al., 2016).

El tumors de tipus papil-lar sén tumors ben diferenciats que presenten citoarquitectura papil-lar i
alteracions nuclears. Sén tumors no encapsulats i amb una gran heterogeneitat, que metastatitzen
als ganglis limfatics en un 50% dels casos. No obstant, tenen un pronostic molt favorable. Aquests
tumors presenten freqliientment activacié de la via ERK (extracellular signal-regulated kinase). S’han
descrit 4 alteracions moleculars diferents que donen lloc a aquesta activacio. Aixi, en primer lloc, és
habitual identificar reordenaments cromosomics dels receptors tirosina quinasa RET i NTRK1. També
poden tenir lloc mutacions activadores a BRAF, com BRAF%¢ que és la més comuna i ocorre en un

40-60% dels casos, i als membres de la familia RAS.

Els tumors de tipus follicular sdn tumors ben diferenciats encapsulats que es caracteritzen pel
manteniment de l'arquitectura fol-licular. Aquest tipus tumoral és més habitual en arees amb
deficiencia en iode dietetic, i generalment, presenta pitjor pronostic que els tumors papil-lars, degut
a la reduccid en l'efectivitat del tractament amb iode radioactiu. Segueix un patré de propagacio
hematogena i metastatitza a pulmé sense intervencio dels ganglis limfatics. Donat que aquest tipus
tumoral és menys freqlient, s’han realitzat un nombre més limitats d’estudis genetics. No obstant,
se’n coneixen algunes de les alteracions més caracteristiques. Per exemple, un 45% dels tumors
presenten mutacions puntuals en els oncogens de la familia RAS, i un 35%, fusid entre els gens PAX8

i PPARG. També s’han observat amplificacions o mutacions en PI3KCA i mutacions en PTEN.

Finalment, els tumors de tipus anaplasic representen els tumors més indiferenciats i per sort, es
corresponen a un percentatge molt petit del total dels casos, ja que desafortunadament, presenten
un dels pitjors pronostics de tots els tumors solids. S6n tumors molts agressius que manifesten invasio
local i disseminacié metastatica, i la seva supervivéncia mitjana és inferior als 6 mesos. Poden
desenvolupar-se espontaniament o progressar a partir de tumors ben diferenciats (papil-lars o
fol-liculars). Molecularment, en aquest tipus de tumors, s’hi troben implicades les vies de senyalitzacié
PI3K/AKT i RAS-MAPK, pero a més, també presenten mutacions addicionals en TP53(Charles, 2015;
Kirschner et al., 2016; Knostman et al., 2007).
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Els tumors de tiroide van ser un dels primers tumors associats amb la sindrome de Cowden, i
conseqiientment, amb la inactivacié de PTEN. Les mutacions en PTEN en aquest tipus tumoral sén
menys freqlents pero se segueixen altres mecanismes per a la perdua de la seva funcié. Aixi, per
exemple, el 25% dels adenomes benignes i també, multiples tumors malignes esporadics de tiroide
presenten LOH de PTEN. La perdua completa del gen supressor tumoral només té lloc en menys d’un
10% dels casos, perd ocorre amb una freqliéncia molt més alta en el subtipus anaplasic(Hollander et
al., 2011). A més, la inactivacié de PTEN per la metilacié del seu promotor s’ha trobat en un 50% dels
tumors, especialment, de tipus fol-licular(Alvarez-Nufez et al., 2006). En tumors papil-lars s’han
detectat també reorganitzacions cromosomiques que afecten al gen supressor tumoral(Hollander et

al., 2011; Puxeddu et al., 2005).

2.4 Intesti grosicolon

2.4.1 Lintesti grosi colon en condicions fisologiques

En humans, l'intesti gros presenta una longitud d’1,5 m, un diametre d’entre 6 i 7 cm i
estructuralment, es constitueix pel cec, colon, recte i canal anal. El cec, que conté I'apéndix, presenta
un histologia molt similar a la del colon. El colon es divideix, segons la seva localitzacié anatdmica, en
4 porcions diferents. En primer lloc, el colon ascendent s’estén des del cec fins a la cara inferior del
fetge. A partir d’aquest punt, gira de forma abrupta per constituir I’angle colonic dret. A continuacié,
el colon transvers travessa la meitat superior de la cavitat abdominal de dreta a esquerra, i després
es corba en forma aguda en direccid inferior, per formar I'angle colonic esquerre. Tot seguit, el colon
descendent s’estén fins arribar a una zona denominada sigma, que desemboca en el recte, i finalment,
en I'anus. La part superior del recte es distingeix de la resta de I'intesti gros per la preséncia d’uns
plecs anomenats plecs rectals transversos i la seva mucosa és molt similar a la del colon distal.
Funcionalment, en el cdlon ascendent i transvers s’absorbeixen I'aigua i els electrolits mentre que al
colon descendent i al recte s’emmagatzemen les mateéries fecals fins la seva expulsié via anus(Porth

and Grossman, 2014; Ross and Pawlina, 2015).
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Figura 20: Representacié esquematica del colon huma i la seva localitzacid. S’hi remarquen les 4 porcions:
ascendent, transversa, descendent i sigmoides (modificat de (Porth and Grossman, 2014)).

Histologicament, el colon es composa de 4 capes ben diferenciades, que sén la mucosa interna, la

submucosa, la muscular externa i la capa serosa externa.

La primera capa, la capa mucosa interna de lintesti gros, esta constituida per un epiteli de
recobriment, un teixit connectiu subjacent denominat lamina propia, i la muscular de la mucosa, que
esta composta per cel-lules musculars llises. La capa mucosa de l'intesti gros presenta una superficie
llisa, sense plegaments circulars ni vellositats, i conté abundants glandules intestinals (criptes de
Lieberklhn). Aquestes glandules sén estructures simples tubulars, rectes i no ramificades d’epiteli
cilindric simple, que s’estenen des de la muscular de la mucosa, a través de la lamina propia i
desemboquen a la superficie luminal de l'intesti. L'epiteli mucds conté almenys 4 tipus cel-lulars
diferents. Per una banda, destaquen els enterocits, que sén les cel-lules absortives especialitzades en
el transport de substancies des de la llum de l'intesti cap al sistema circulatori. Sén cel-lules
cilindriques altes amb el nucli posicionat en forma basal. També s’hi troben cél-lules caliciformes, que
son glandules unicel-lulars secretores de mucina, cél-lules enteroendrocrines, que produeixen
diversos tipus d’hormones, i finalment, les cel-lules M, que sén cel-lules epitelials que cobreixen les
plaques de Peyer i altres noduls limfatics de la lamina propia. No obstant, les cél-lules epitelials
principals de la mucosa sdn les absortives i les caliciformes. Les primeres predominen sobre les

segones a gairebé tot el colon, excepte a la zona propera al recte, on les proporcions s’equilibren.

Les cel-lules epitelials de la mucosa experimenten un recanvi constant. El temps de recanvi varia en
funcid del tipus cel-lular. Aixi, per a les cél-lules absortives i caliciformes és d’uns 6 dies, mentre que

per a les enteroendocrines, d’'unes 4 setmanes. Totes les cél-lules epitelials de I'intesti gros deriven
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d’una Unica poblacié de cel-lules mare intestinals, localitzada a la base de la glandula intestinal. Les
cel-lules generades sofreixen dues o tres divisions addicionals a mesura que comencen a migrar cap a
la superficie luminal. Quan arriben a la superficie de la mucosa experimenten apoptosiis’exfolien cap

a la llum en el punt mitja entre dues glandules intestinals contiglies.

La segona capa o submucosa es troba constituida per teixit connectiu dens, irregular i conglomerat

de teixit adipds. Aquesta capa allotja vasos sanguinis, limfatics i nervis.

La tercera capa, la muscular externa, consisteix en una capa interna de cél-lules de muscul llis
disposades en sentit circular, i una capa externa de fibres de muscul llis que es troben disposades en
sentit longitudinal. Part de la capa muscular llisa longitudinal esta engrossida per formar tres bandes
longitudinals ben definides i equidistants denominades ténies del colon. Els feixos musculars de les
ténies del colon penetren a la capa muscular interna circular en intervals irregulars en tota la longitud
i circumferéncia del colon. Aquestes discontinuitats visibles a la muscular externa permeten que
diferents segments del colon es contreguin de forma independent, fenomen que condueix a la

formacio de les haustres del colon, que sén saculacions a la paret colonica.

Finalment, la quarta capa o serosa és la més externa i és una membrana formada per una capa
d’epiteli pla i simple denominada mesoteli i una petita quantitat de teixit connectiu subjacent. La
serosa no és present a tot l'intesti gros. De fet, les zones que es troben en contacte directe amb altres
estructures, com el colon ascendent i descendent, el recte i el conducte anal, es fixen a la paret de
I'abdomen i de la pelvis per un teixit connectiu, I'adventicia, que fa de capa externa i que es barreja
amb el teixit connectiu propi de la cavitat. En la resta de I'organ, pero, la capa externa és una serosa

tipica(Porth and Grossman, 2014; Ross and Pawlina, 2015).
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Figura 21: Representacio esquematica d’un tall transversal d’intesti gros. Es representen les 4 capes ben
diferenciades que composen l'intesti gros (modificat de (Porth and Grossman, 2014)).
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L'intesti gros dels ratolins és estructural i histologicament molt similar a ’"huma, excepte petites
diferéncies que es descriuen a continuacid. En primer lloc, el cdlon dels rosegadors es divideix en tres
regions: proximal, mitjana i distal, que es caracteritzen per la preséncia o abséencia de plecs mucosals
que permeten diferenciar els segments histologicament, a diferéncia del colon huma, en queé les
regions coloniques sén practicament indistingibles. El colon proximal presenta plecs transversals de
la mucosa (generalment en forma de V), mentre que la mucosa mitjana del colon és plana i la distal
conté plecs longitudinals. A més, el cec dels ratolins, que no presenta apendix, és comparativament
molt més gran i prominent que I'huma, a diferencia del recte, que és més petit i indistingible

histologicament de la part distal del colon.

Tot i aquestes petites variacions, tal com succeeix en els humans, la mucosa murina no presenta
vellositats, i el colon es composa també de les 4 capes descrites anteriorment. No obstant aixo, els
rosegadors disposen d’unes capes mucosa i submucosa molt més primes que les humanes, i no
presenten ni tenies ni haustres del colon a la muscular externa, fet que permet que la serosa sigui

molt més llisa(Treuting et al., 2017).

i Cec

Colon proximal

Figura 22: Representacio esquematica de l'intesti gros muri. L'intesti gros dels ratolins esta format pel cec
sense apendix, el colon (proximal, mitja i distal), el recte i I'anus. L’'intesti prim connecta amb el cec a través de
I'ili (modificat de (Treuting et al., 2017)).

2.4.2  El cancer colorectal

El cancer colorectal (CRC) és el tercer més comu en tot el mén i representa la quarta causa de mort
per cancer(Marmol et al., 2017; Zhang et al., 2017a). Cada any es diagnostiquen entre 1 i 2 milions de
nous casos. La probabilitat de ser diagnosticada de CRC oscil-la entre el 4-5%, i la majoria dels casos,

el 55%, es diagnostiquen en paisos occidentals(Das et al., 2017; Marmol et al., 2017). La majoria dels
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CRCs son esporadics (70%), de manera que els pacients no presenten predisposicié genetica ni historia

familiar.

El CRC és generalment asimptomatic en estadis inicials. No obstant, quan evoluciona a un estadi més
avancat és frequent I'apariciéd de sang a les femtes, canvi en el ritme de les deposicions, dolor
abdominal, fatiga extrema i perdua de pes(Das et al.,, 2017; Simon, 2016). En conseqliéencia, la
implementacié de técniques de cribratge que permetin un diagnostic preco¢ del CRC és critica per al
control i la supervivéncia global d’aquesta patologia. Si els pacients amb CRC es diagnostiquen en
estadis primerencs (estadi i Il), el pronostic acostuma a ser bo i la supervivéncia a 5 anys pot arribar
fins al 90%. Desafortunadament, més d'un 60% dels casos de CRC han evolucionat fins a estadis més
avancats (estadis lll i IV) en el moment de la deteccid, disminuint aixi drasticament la supervivencia a
un 9-13%. A més, el 50% dels pacients diagnosticats de CRC poden desenvolupar metastasi en

gualsevol moment de la seva vida(Majithia and Grothey, 2016; Zhang et al., 2017a).

Durant els darrers 20 anys, la recerca genetica i molecular ha permeés concloure que l'inici i la
progressié del CRC es deuen a I'acumulacié progressiva d'alteracions genétiques i epigenéetiques que
transformen I’epiteli normal en adenocarcinomes(Das et al., 2017). La varietat en totes aquestes

alteracions donen lloc a una malaltia molt heterogénia(Bettington et al., 2013; Simon, 2016).

En primer moment, tenen lloc una serie de canvis focals que condueixen al desenvolupament d’unes
lesions precanceroses benignes conegudes com polips. Els polips sén agrupacions cel-lulars
localitzades que presenten un creixement anormal, i que es troben a la mucosa intestinal sobresortint
cap a la llum de l'intesti. Els polips amb potencial maligne poden classificar-se en adenomes
tradicionals o polips que deriven de la via serrada, en funcié de la histologia i de les alteracions
moleculars que han donat lloc al seu origen. Els polips serrats acostumen a localitzar-se a la regié

proximal del colon.

La progressio de polip a cancer comporta I'acumulacié d’una série de canvis genétics o epigenétics.
Existeixen dos vies genétiques principals, la inestabilitat cromosomica (chromosomal instability, CIN)
i el fenotip de metilacié a les illes CpG (CpG island methylation pathway, CIMP), que donen lloc al
desenvolupament del CRC i que corresponen generalment, amb els dos tipus de polips descrits
anteriorment. Aixi, la via de CIN s’associa generalment amb els adenomes tradicionals i s’observa en
el 65-70% dels casos de CRC esporadics. Es caracteritza per la preséncia d’alteracions cromosomiques,
numeriques i estructurals. Els tumors que es generen per aquesta via poden distingir-se per

I'acumulacié de mutacions en oncogens i gens supressors de tumors especifics, com APC, KRAS,
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PI3KCA, SMAD4 i TP53. Normalment, les primeres mutacions que desenvolupen aquests tipus de
tumors tenen lloc en el gen APC, que regula la segregacié cromosomica durant la divisié cel-lular, i a

continuacid, poden océrrer en KRAS, i més endavant, en TP53, entre altres.

En canvi, durant el desenvolupament dels CRCs per la via serrada, una de les alteracions més comunes
és la hipermetilacié6 de promotors (CIMP), com per exemple dels gens MLH1, BMP3 (bone
morphogenic protein 3) i NDRG4 (N-Myc downstream-regulated gene 4), entre altres. Poden distingir-
se dos subgrups de tumors que sén positius per CIMP: els tumors CIMP-H (CIMP-high) que es
relacionen amb mutacions en BRAF i la metilacié6 de MLHI, i els tumors CIMP-L (CIMO-low),
relacionats amb mutacions en KRAS. No obstant, les primeres mutacions acostumen a afectar el gen

BRAF, mentre que les mutacions en KRAS sdn més infreqlients en aquesta via.

Finalment, la metilacio del promotor de MLH1 esta relacionada amb un tercer mecanisme, la MSI, que
té el seu origen en alteracions en els gens reparadors del DNA, donant lloc a un fenotip hipermutador.
La MSI pot océrrer tant en els tumors que s’originen a partir de la via classica com els de la via serrada,
i s’associa en molts casos amb mutacions germinals, com a la sindrome de Lynch, encara que també
es troba en un 15% dels tumors esporadics. De manera analoga al CIMP, també existeixen tumors
MSI-H (MSI high) i MSI-L (MSI-low). Els tumors esporadics que presenten MSI sén CIMP positius i
normalment es localitzen en la regié proximal del colon. Aixi doncs, les mutacions activadores de BRAF
ocorren de manera practicament exclusiva en els tumors MSI i CIMP positius(Bogaert and Prenen,

2014; Das et al., 2017; Simon, 2016; Wiland et al., 2014).

Es important remarcar que aquestes tres vies que confereixen inestabilitat gendmica no sén
mutualment excloents. Per tant, és possible que els tumors presentin caracteristiques de més d’una.
No obstant, i en conclusid, encara que aproximadament el 60-70% dels CRCs deriven de la via
tradicional amb CIN, existeixen un 25-35% dels cancer colorectals que presenten patré de serracid, i
que es caracteritza per I'activacio de la via MAPK (mutacions en BRAF o KRAS mutualment excloents)
i la presencia de CIMP. Per altra banda, encara que la MSI és habitual, no es requereix obligatoriament

per a la via serrada(Bogaert and Prenen, 2014).

Seguint totes aquestes caracteristiques, I'any 2007 es va establir una classificacio dels CRCs en 5

subtipus diferents que es presenten a la taula 3(Jass, 2007):
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Subtipus de cancer colorectal

Tipus 1 CIMP-H, MSI-H, mutacions en BRAF
Tipus 2 CIMP-H, MSI-L o MSS, mutacions en BRAF
Tipus 3 CIMP-L, MSI-L o MSS, mutacions en KRAS
Tipus 4 CIMP negatiu, MSS

Tipus 5 o Sindrome de Lynch CIMP negatiu, MSI-H

Taula 3: Subtipus de cancer colorectal segons les vies d’alteracions genétiques i epigenetiques que presenten.
MSS: estabilitat de microsatel-lits (modificat de (Jass, 2007)).

Finalment, I'any 2012, el projecte TCGA va publicar els resultats d’un estudi basat en la identificacié
del perfil genomic de multiples casos de CRC. A més de totes les alteracions anteriorment descrites,
van poder identificar mutacions en altres gens, com ARID1A i ATM en tumors no hipermutats, i POLE,

en tumors hipermutats, entre altres(Network, 2012).

La inactivacié de PTEN és relativament prevalent en el CRC i és particularment freqilient en els tumors
gue presenten MSI. L’activitat de PTEN es perd en una proporcio variable de CRCs esporadics (5-30%)
a través de diversos mecanismes que inclouen mutacions, perdues al-leliques i la metilacié del seu
promotor. Tant les mutacions com la hipermetilacié del promotor son més habituals en els tumors

gue presenten MSI(De Roock et al., 2011; Hiihns et al., 2014; Milella et al., 2015).

No obstant, el paper de PTEN en el cancer colorectal encara genera discrepancies(De Roock et al.,
2011). S’ha suggerit que I'estat d’activacié de PTEN pot constituir un marcador potencial de la
resposta a les terapies basades en I’Gs d’inhibidors d’EGFR i MAPK. A més, alguns treballs evidencien
gue la pérdua de PTEN en els tumors primaris esta significativament relacionada amb un risc de mort
incrementat i una baixa supervivencia en cas de metastasi. Per contra, altres treballs han reportat
correlacions negatives entre la perdua de PTEN en el CRC metastatic i la supervivéncia dels pacients i
la resposta al tractament(Atreya et al., 2013; Loupakis et al., 2009). Finalment, també s’ha associat

I'abséncia de la proteina PTEN nuclear a tumors més agressius(Zhou et al., 2002).
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3. El cicle cel-lular

Tradicionalment, el cicle cel-lular s’ha dividit en 4 fases diferents: G1 (gap-phase 1), S, G2 (gap-phase
2) i M, que ocorren de manera successiva per tal de transmetre la informacié genética a dues noves
cél-lules filles. Durant la fase G1, la cél-lula acumula la massa i els metabolits necessaris per a la
replicacié del DNA, que té lloc durant la fase S. A continuacio, la fase G2 prepara la cél-lula per a la
divisio cel-lular i és necessaria per assegurar que la replicacié del DNA s’ha produit correctament.
Finalment, la mitosi ocorre a la fase M(Darling et al., 2017). Quan la citocinesi es completa, les noves
cél-lules generades poden continuar dividint-se o entrar en una fase de quiescéncia coneguda com

GO(Malumbres and Barbacid, 2005).

El cicle cel-lular esta governat per unes serina/treonina quinases dependents de ciclina (cyclin-
dependent kinases, CDKs) que presenten una activitat oscil-lant durant les diferents fases del cicle
cel-lular. L'activitat de les CDKs depen majoritariament de processos de fosforilacié i defosforilacio
reversibles, de la sintesi i de la degradacid dels seus cofactors activadors, les ciclines(Bendris et al.,
2015), i de I'expressid, disponibilitat i degradacié de diversos inhibidors (CDK inhibidors, CKls). Les
quinases Weel i Mytl inhibeixen I'activitat quinasa dels complexos Ciclina-CDK per la fosforilacio
d’uns residus especifics. Per contra, les fosfatases cdc25 activen l'activitat quinasa ja que en
desfosforilen aquests mateixos residus. A més, els complexos Ciclina-CDK actius requereixen d’una
fosforilacié addicional mitjancada per la quinasa activadora de CDK (CDK-activating kinase, CAK). A
més, existeixen dues families de CKls, la familia INK4, formada per p16'N¥42, p15/NKab 57 gINKic j 57 gINKad
i la familia CIP/KIP, constituida per p21“P!, p27%P! j p57P2, Els membres de la familia INK4 s’uneixen
especificament a monomers de CDK4 i CDK6, i impedeixen la formacié dels complexes amb les Ciclines
D, mentre que les proteines CIP/KIP s’uneixen als complexos Ciclina-CDK, encara que el seu efecte
inhibitori més potent és sobre els complexos Ciclina E/A-CDK2(Malumbres and Barbacid, 2005). Fins
al'actualitat, s’han identificat 29 ciclines i 20 CDKs en les cél-lules humanes, encara que no totes estan

implicades en el cicle cel-lular(Malumbres, 2014).

La progressio al llarg del cicle té lloc per mitja de la fosforilacid d’infinitat de proteines per part dels
complexos heterodimerics Ciclina-CDK(Sherr and Roberts, 2004). En primer lloc, la progressid a través
de la fase G1 es regula per un mecanisme complex que implica a tres CDKs diferents i a les seves
corresponents ciclines i proteines reguladores(Brandmaier et al., 2017; Malumbres and Barbacid,
2005). Inicialment, I'estimulacié mitogénica indueix la sintesi de les Ciclines D, de manera que la seva

expressio es regula per mitja de les condicions ambientals extracel-lulars(Sicinski et al., 1995). Els
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complexos actius Ciclina D-CDK4/CDK6 fosforilen a RB, i altres proteines relacionades, com p107 i
p130(Vélez-Cruz and Johnson, 2017). Aquestes proteines contenen multiples llocs de fosforilacié per

CDK, pero les CDK4/6 només en reconeixen alguns(Dick and Rubin, 2013).

Les proteines RB reprimeixen la transcripcié per mitja de la unid i la modulacioé de I'activitat de factors
de transcripcié, com els membres de la familia E2F, histones deacetilases i complexes remodeladors
de la cromatina. La fosforilaci6 de RB per les CDK4/6 permet als factors E2F dur a terme el seu
programa transcripcional de manera que indueixen I'expressié de diversos gens necessaris per a
I’entrada de la cél-lula a la fase S. Una de les dianes transcripcionals més importants dels complexes
RB-E2F sdn les ciclines E, necessaries per activar la CDK2 i permetre la finalitzacié i el progrés de la
fase G1i S, respectivament(Vélez-Cruz and Johnson, 2017). Aixi doncs, a l'inici de la fase G1, RB es
troba hipofosforilat, i s’hiperfosforila a mesura que aquesta fase va avancant(Sherr et al., 2016).
Encara que els complexos Ciclina D-CDK4/6 s’encarreguen de la fosforilacid inicial de RB, és el complex
Ciclina E-CDK2 qui I’acaba inactivant i dirigint la cél-lula de manera irreversible a la fase S(Malumbres,
2014). A més, els complexos Ciclina D-CDK4/6 també juguen un segon paper important en la
progressio de la fase G1 ja que permeten el segrest dels CKlIs p21“°! i p27%P! donant lloc a I'activacié

dels complexos constituits amb CDK2(Sherr and Roberts, 2004).

"

\\

|

Senyalitzacié

mitogénica

Figura 23: Breu visidé general de la transicio de la fase G1 a la S del cicle cel-lular. Els factors de creixement
extracel-lulars activen I'expressio de les Ciclines D, que formen complex amb la CDK4/6. El complex Ciclina D-
CDK4/6 inicia la fosforilacié de RB, donant lloc a I'alliberament dels factors de transcripcié E2F, que indueixen
I’expressio de la Ciclina E i d’altres gens necessaris per a la sintesi del DNA. Els complexos Ciclina E-CDK2
fosforilen també a RB, inactivant-lo completament (modificat de (Law et al., 2015)).

|
-

Més tard, durant les fases S, G2 i M, la CDK2 i la CDK1 juguen papers importants per al cicle cel-lular

amb les seves companyes Ciclina A i Ciclina B(Dickson, 2014).
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3.1 CiclinaD1

En les cel-lules de mamifer, s’ha descrit I'existencia de tres ciclines diferents de tipus D, la Ciclina D1,
la D2 ila D3, que tot i ser codificades en gens diferents, presenten una gran similitud pel que fa a la
seva seqliencia aminoacidica(Sherr and Roberts, 1999). No obstant, s’expressen de manera diferencial
en funcio del tipus de teixit(Matsushime et al., 1991). D’entre totes tres Ciclines D, la Ciclina D1 s’ha

convertit en la més ben estudiada i caracteritzada.

3.1.1  Estructura de la Ciclina D1

La Ciclina D1 esta codificada pel gen CCND1, que conté 5 exons i es localitza al cromosoma 11q13 en
humans, i al cromosoma 7 en ratoli(Ramos-Garcia et al., 2017). El gen CCND1 codifica per una proteina

d’aproximadament 34 KDa i 295 aminoacids.

A nivell proteic, poden distingir-se alguns dominis principals. Per una banda, I'extrem N-terminal
conté el lloc d’'unié a RB amb el motiu conservat LXCXE i s’estén de I'aminoacid 5 al 9. El seglient
domini és la cyclin box, que s’encarrega d’interactuar amb les CDK4/6 i amb els CKl, i compren els
aminoacids del 56 al 145. Finalment, I'extrem C-terminal regula I'estabilitat proteica. En concret,
aquest domini conté una sequéncia PEST (241-290) i el residu Thr286, que és necessari i suficient per
a la degradacid proteica de la Ciclina D1 dependent d’ubiquitinitzacié. A més, la Ciclina D1 també
presenta dos dominis necessaris per a la seva funcié en la regulacié transcripcional. La regié compresa
entre la cyclin box i el domini C-terminal conté regions responsables de la interaccié de la Ciclina D1
amb factors de transcripcid. L'activacié transcripcional per Ciclina D1 s’associa amb el motiu LXXLL
(aminoacids 251-255), que és un lloc important de reclutament de co-activadors, mentre que la
repressid transcripcional s’associa a la preséncia d’un domini repressor (142-253) de factors

transcripcionals(Knudsen et al., 2006; Qie and Diehl, 2016).

Y(CXE LXXLL, Thr286

Ciclina D1 | RBBM -‘ Cyclin Box Domini Repressor PEST

Figura 24: Estructura esquematica de la proteina Ciclina D1. A I'extrem N-terminal, s’hi localitza el motiu d’unié
a RB (RBBM), seguit de la cyclin box. A continuacid, es destaca el domini repressor i el motiu activador LXXLL.
Finalment, a I'extrem C-terminal, s’hi troba la seqiiéncia PEST i la Thr286 (modificat de (Qie and Diehl, 2016)).
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3.1.2  Funcid de la Ciclina D1

Tal com s’ha descrit anteriorment, la Ciclina D1, aixi com les altres Ciclines D, actua com a lligam
essencial entre I’'entorn cel-lular i la maquinaria que governa el cicle cel-lular(Fantl et al., 1995; Sicinski
et al., 1995). A diferéncia de I'expressid de la resta de ciclines, que fluctua periodicament durant la
progressio del cicle, I'expressid de la Ciclina D1 s’indueix rapidament després de la exposicié de les
cél-lules a mitogens extracel-lulars, i torna a disminuir un cop aquests agents mitogeénics es
redueixen(Diehl et al., 1997). Es la responsable, juntament amb la resta de Ciclines D, de promoure la
progressio del cicle cel-lular durant la fase G1 en complex amb la CDK4 i la CDK6, a través de dues
funcions principals. En primer lloc, el complex Ciclina D1-CDK4/6 fosforila RB, i permet aixi,
I'alliberament dels factors de transcripcié E2F(Kato et al., 1993). En segon lloc, el complex segresta els
membres de la familia d’inhibidors CIP/KIP com p21%F! | p27¥P!, En resposta a una estimulacié
mitogénica continua, el complex Ciclina D1-CDK4/6 actua estequiométricament per unir-se i segrestar
aquests inhibidors. D’aquesta manera, disminueix el seu potencial inhibitori i facilita I'activacié del

complex Ciclina E-CDK2(Sherr and Roberts, 1999).

Recentment, s’han evidenciat noves funcions de la Ciclina D1 que van més enlla de la seva implicacié
tradicional en la transicié G1/S, i algunes d’elles son independents de CDK i poden tenir lloc en el
citoplasma. Aixi, per exemple, s’ha descrit la seva implicacié en transcripcié génica, mitjancant la
regulacié de factors de transcripcid, en reparacid de dany al DNA, en la mort cel-lular, en la
diferenciacid cel-lular, en la migracié i invasio, i en el metabolisme(Hydbring et al., 2016; Pestell, 2013;

Ramos-Garcia et al., 2017).

3.1.3 Regulacio de la Ciclina D1

La capacitat de la Ciclina D1 per actuar com a sensor de proliferacié no només depéen de la seva rapida
induccid per mitogens sind també de la seva inestabilitat inherent, fet que garanteix la seva
degradacio en aquelles cél-lules deprivades de factors de creixement o que es troben sota estimuls

antiproliferatius(Diehl et al., 1997).

Les vies de senyalitzacid induides per mitogens regulen la Ciclina D1, a diferents nivells. Aixi, per
exemple, en controlen la transcripcio, la traduccid, les modificacions post-traduccionals, I'estabilitat i
la formacid dels complexos amb les CDK4/6. Aquesta regulacid té lloc principalment a partir de les
vies de senyalitzacié RAS/MAPK i de vies dependents de RAS(Ramos-Garcia et al., 2017). No obstant,

existeixen altres vies de senyalitzacid, com la via Wnt/B-Catenina o NF-kB, que poden regular també
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I’expressié de la Ciclina D1(Guttridge et al., 1999; Tetsu and McCormick, 1999). En concret, el complex
nuclear format per B-Catenina i LEF/TCF (lymphoid enhancer factor/T cell factor) pot unir-se al
promotor de CCND1 i activar-ne la transcripcid, tal com també pot fer el factor de transcripcié NF-
kB(Qie and Diehl, 2016). En primer lloc, la unié dels factors de creixement als RTKs de la membrana
inicia la cascada de senyalitzaci6 RAS-MAPK, que indueix I'expressié de la Ciclina D1(Filmus et al.,
1994; Lavoie et al., 1996; Liu et al., 1995; Weber et al., 1997). A més, la via de senyalitzacié PI3K/AKT,
gue també pot activar-se per RAS, regula la traduccié i I'estabilitzacié de la Ciclina D1(Vivanco and
Sawyers, 2002). Aixi, la senyalitzacié per PI3K/AKT/mTOR n’incrementa la traduccié, mentre que la
cascada PI3K/AKT/GSK-3B (glycogen synthase kinase 3 beta) en limita la degradacié. Durant la fase G1
del cicle cel-lular, la GSK-3B és principalment citoplasmatica pero durant la transicié G1/S, aquesta
proteina s’acumula a nucli on pot fosforilar la Ciclina D1 a la Thr286, potenciant aixi, la seva
translocacio a citoplasma i convertir-la en una diana per a la degradacio pel proteosoma(Diehl et al.,
1998). No obstant, I’AKT activa fosforila i, en conseqtiéncia, bloqueja I'activitat quinasa de la GSK-38,
de manera que permet I'estabilitzacié i I'acumulacié nuclear de Ciclina D1(Vivanco and Sawyers,
2002). A més, I’AKT pot també inhibir els factors de transcripcié FoxO, que poden suprimir I’expressio
de la Ciclines D(Schmidt et al., 2002), i influenciar negativament I'expressié dels CKls p21°r? j

p274PY(Liang et al., 2002; Zhou et al., 2001).

Per una altra banda, la Ciclina D1 també pot ser objecte d’una regulacié a nivell post-transcripcional
com a consequencia d’un splicing alternatiu. Aquest fenomen té lloc principalment en un context
tumoral i déna lloc a la formacié de la proteina Ciclina D1b, que no presenta el motiu regulador del
domini C-terminal, que dirigeix la degradacio de la Ciclina D1 per ubiquitinitzacié. En conseqiiéncia, la

Ciclina D1b pot acumular-se a nucli, on intervé en la tumorigénesi(Knudsen et al., 2006).

Finalment, la Ciclina D1 és una proteina molt labil, que presenta una vida mitjana de 10-30 minuts, i
la seva degradacid depen de les fases del cicle cel-lular. Tal com s’ha comentat anteriorment, la seva
degradacio proteica es dirigida per poliubiquitinitzacid i destruccié pel proteosoma, induida per la

fosforilacié de la Thr286 per GSK-3p.
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Figura 25: Regulacid fisiologica i funcions simplificades de la Ciclina D1. Els mecanismes que donen lloc a un
increment de I'activitat transcripcional del gen CCND1 inclouen I'activacié dels RTKs, que inicia la senyalitzacio
RAS-MAPK, i la senyalitzacié per les vies Wnt i NF-kB. Els nivells de Ciclina D1 també poden incrementar per
I'activitat de la via PI3K/AKT, que n"augmenta la transcripcid via mTOR o en redueix la degradacio per mitja de
la inhibicié de GSK-3B. En el nucli, la Ciclina D forma complexos amb les CDK4/6 i promou la proliferacié cel-lular
a través de la via de RB, afavorint la transicié G1/S. Finalment, més recentment, s’han descrit noves funcions de
la Ciclina D1, que poden ser dependents o independents de CDK, entre les quals destaquen la regulacié de la
transcripcio, la modulacié del metabolisme, I'activitat en reparacio de dany al DNA i la implicacié en la migracio
i diferenciacié cel-lular (modificat de (Ramos-Garcia et al., 2017)).

3.1.4 Models animals de Ciclina D1

L'any 1995, dos treballs independents, perd practicament simultanis en el temps, van descriure el
fenotip de dos ratolins knock-out de CCNDI1(Fantl et al., 1995; Sicinski et al., 1995). Els ratolins
deficients per la Ciclina D1 sén viables i fertils pero presenten defectes a nivell del desenvolupament
de lamamaila retina. A més, aquests ratolins presenten una mida i viabilitat reduides, en comparacid

amb els ratolins no mutants, i manifesten simptomes d’anormalitats neurologiques.

Anys més tard, es van publicar els resultats observats per als treballs respectius amb els knock-out de
la CCND2 i de la CCND3, i de manera analoga al Ko de Ciclina D1, tots dos ratolins sén viables perd

presenten defectes especifics de teixit. Aixi, per exemple, la deficiencia de Ciclina D2 provoca defectes
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en la proliferacié de les cél-lules gonadals i esterilitat en les femelles(Sicinski et al., 1996), mentre que
els ratolins deficients per Ciclina D3 mostren defectes en el desenvolupament dels limfocits T, en la
maduracié dels limfocits B i en la produccié de neutrofils(Sicinska et al., 2003). Tots aquests treballs
en global demostren que I'expressié de les tres Ciclines D és especifica de teixit(Matsushime et al.,

1991; Sun et al., 1996).

Finalment, en un altre treball, es va generar el ratoli deficient per a les tres Ciclines D(Kozar et al.,
2004). Els embrions d’aquest model es desenvolupen de forma normal fins a la meitat de la gestacio,
gue no pot completar-se degut a greus anémies i defectes coronaris. En aquest moment, pero, molts
dels organs vitals ja es troben ben desenvolupats, de manera que se suggereix que la manca de les
tres Ciclines D no afecta a la divisid cel-lular. No obstant, |a deficiencia de les tres Ciclines D causa

errors de proliferacio en la poblacié hematopoiética.

3.1.5 Ciclina D1i cancer

Donada la rellevancia dels complexos Ciclina-CDK a I’hora de promoure el cicle cel-lular és logic que
s’hagin documentat amplificacions, reordenaments génics i/o increment en I'expressié de les ciclines
i/o CDKs en tot tipus de tumors humans. En particular, I'amplificacié del gen de la Ciclina D1, CCND1,
és una de les alteracions de nimero de copies més freqiients en cancers humans(Casimiro et al., 2014;

Ramos-Garcia et al., 2017).

La Ciclina D1 es troba sobreexpressada en multiples tipus de cancers, com ara en les neoplasies
d’origen limfoide i de cap i coll, i en els cancers de pulmé, bufeta, glandula pituitaria, prostata,
endometri, mama i colon, entre altres(Bartkova et al., 1995; Casimiro et al., 2014; Cheung et al., 2001;
Dickson et al., 1995; Ruhul Quddus et al., 2002). Diversos estudis clinicopatologics han mostrat que la
sobreexpressié de la Ciclina D1 correlaciona amb la metastasi tumoral i amb un pitjor

pronostic(Musgrove et al., 2011).

Els mecanismes pels quals la Ciclina D1 pot sobreexpressar-se en un context tumoral sén multiples i
variats. Aixi, és habitual detectar reordenacions genetiques en els adenomes de paratiroide i en les
neoplasies limfoides, com el mieloma multiple i el imfoma de les cel-lules del mantell(Casimiro et al.,
2014; Motokura et al., 1991). Un dels altres mecanismes involucrats és I'amplificacié del locus de
CCND1, que en alguns casos, com en el cancer de mama, s’associa a un pitjor pronostic(Bieche et al.,
2002; Naidu et al., 2002). Per altra banda, també s’ha descrit I’existéncia de mutacions, com ara les

que afecten al residu Thr286, per exemple en cancers d’endometri i esofag(Benzeno et al., 2006) o les
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substitucions P287S i P287T en cancers d’endometri(Moreno-Bueno et al.,, 2003). A més, el
polimorfisme G/A870 s’ha associat amb el fenomen del splicing alternatiu de la Ciclina D1. El al-lel
A870 sembla que podria donar lloc preferentment a la isoforma Ciclina D1b, convertint-se aixi, en un

factor de risc de cancer(Ashton et al., 2008; Knudsen et al., 2006).

Per acabar, en un 30-50% dels cancers, la sobreexpressié de la Ciclina D1 pot no ésser conseqiiéncia
directa d’alteracions en el seu gen o proteina, siné de la propia senyalitzacid oncogenica. Aixi, les
mutacions que afecten als RTKs, RAS, RAF, PI3K o PTEN, o a vies de senyalitzaci6 com Wnt o NF-kB,
entre altres, poden potenciar un increment de I'expressié d’aquesta ciclina i de I'activitat del complex
Ciclina D1-CDK4/6(Casimiro et al., 2014; Mirantes et al., 2013). També pot donar-se la pérdua dels
miRNAs que controlen I'estabilitat de la Ciclina D1, com miR-15a i el miR-16 en cancer de pulmd de

cél-lula no petita(Bandi et al., 2009).

Totes aquestes observacions correlacionen perfectament amb nombrosos estudis realitzats amb
models animals que posen de manifest que I'increment de la Ciclina D1 pot promoure la formacié de
tumors col-laborant en la transformacié cel-lular i/o antagonitzant I'accié de gens supressors
tumorals. Tant les seves funcions dependents com les independents de CDK contribueixen al fenotip

tumoral(Casimiro et al., 2014; Musgrove et al., 2011; Qie and Diehl, 2016).

3.2 E2F-1

Tradicionalment, la familia de factors de transcripcié E2F s’ha considerat la diana principal dels
repressors transcripcionals de la familia RB. Existeixen 8 gens E2F relacionats (E2F-1-8) que donen lloc
a 9 proteines diferents. Els factors de transcripcié E2F-3a i E3F-3b s’originen com a conseqiiéncia de
la preséncia de promotors alternatius en el locus E2F-3. A més, existeixen dues isoformes diferents
per al factor E2F-7, E2F-7a i E2F-7b, que es generen a partir d’un Unic producte de transcripcid per
splicing alternatiu. D’altra banda, existeixen 3 gens DP relacionats (DP1, DP2/3 i DP4), que formen
complex amb els factors E2F-1-6. Aquests factors requereixen una heterodimeritzaci6 amb una
proteina DP per a crear un factor funcional d’unié a DNA, mentre que els factors E2F-7 i E2F-8 s’hi
uneixen de manera independent a DP. Tradicionalment, els factors E2F-1, E2F-2 i E2F-3a s’han associat
amb I'activacié de la transcripcid, mentre que els factors E2F-3b, E2F-4, E2F-5, E2F-6, E2F-7 i E2F-8,
amb la seva repressid. No obstant, cada vegada més, s’esta acceptant la idea que tots els factors
poden actuar com a activadors o repressors en funcié del context cel-lular i del gen diana. L’activitat

dels factors E2F-1-5 es regula per mitja de la unié a RB, p107 i p130, mentre que la dels E2F-6, E2F-7 i
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E2F-8 és independent de la familia RB(Biswas and Johnson, 2012; Castillo et al., 2015; Poppy Roworth
et al., 2015). D’entre tots aquests factors, I'E2F-1 és el membre fundador de la familia i un dels més

ben caracteritzats.

3.2.1  Estructura d’'E2F-1

El factor de transcripcid E2F-1 es troba codificat pel gen que té el mateix nom, E2F-1, i que es localitza
en el cromosoma 20g11.22 en humans, i en el cromosoma 2, en ratolins. El gen E2F-1 codifica per una

proteina d’aproximadament 47 KDa i 437 aminoacids.

Estructuralment, E2F-1 presenta un llarg extrem N-terminal, que conté la senyal de localitzacié
nuclear i el domini d’unio a Ciclina A. A continuacio, presenta el domini d’unié a DNA i el domini de
dimeritzacid, que inclou dos motius conservats: una seqtiencia de repeticions de leucines i la marked
box. Finalment, a I'extrem C-terminal, s’hi disposa el domini d’activacid transcripcional, que conté el

lloc d’unié a RB.

NLS CycA Dimeritzacio Rb

Figura 26: Estructura esquematica de la proteina E2F-1. A |'extrem N-terminal, s’hi troba la seqliéncia de
localitzacio nuclear (NLS) i el domini d’unid a Ciclina A (CycA). Tot seguit, s’hi localitza el domini d’'unié a DNA i
el domini de dimeritzacio, que conté la seqliéncia de repeticions de leucines (LZ) i la marked box. Finalment, a
I’extrem C-terminal hi ha el domini de transactivacid, amb el lloc d’unié a RB (modificat de (Chen et al., 2009)).

3.2.2  Funcions d’E2F-1

La familia de factors de transcripcié E2F participa en la regulacié d’'una gran varietat de processos
biologics que controlen el desti cel-lular, com ara la sintesi del DNA, la progressio del cicle cel-lular, la
reparacio de dany al DNA, I'apoptosi, la diferenciacid i també, el metabolisme. Per tant, sén de gran
importancia per al manteniment de I’homeostasi cel-lular(Dimova and Dyson, 2005). No obstant, i
malgrat tots els esfor¢os dedicats en aquest camp i la gran quantitat de treballs relacionats, la familia
E2F continua representant encara, en alguns casos, un gran enigma. Existeixen certs obstacles
principals que han limitat I'estudi complet del paper dels E2Fs in vivo, com per exemple, I’alt grau de
redundancia entre activadors i repressors, I'antagonisme funcional aparent que presenten, i
finalment, I'habilitat que tenen alguns membres per regular I'expressié d’altres components de la

familia(Chen et al., 2009).
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La funcié candnica més coneguda d’E2F-1 és permetre I'entrada a la fase S, promovent la transcripcié
de diversos gens imprescindibles per a la duplicacié del DNA i la progressio del cicle cel-lular, com la
ciclina E i la ciclina A. De fet, hi ha una gran multitud de treballs que relacionen I'activitat d’E2F-1 amb
el control de la proliferacid cel-lular. La supressio de I'activitat d’E2F-1 durant el cicle cel-lular té lloc
per mitja de RB i a 2 nivells: passivament, en la qual RB s’uneix i obstaculitza el domini d’activacio
transcripcional d’E2F-1, i activament, quan RB recluta histones deacetilases (HDACs) per alterar
|’estructura local de la cromatina dels gens diana d’E2F-1(Biswas and Johnson, 2012; Poppy Roworth

et al.,, 2015).

No obstant, pero, gracies a I'extensa recerca focalitzada en I'enteniment de les molt diverses, i
aparentment, dicotomiques funcions de I'activitat d’E2F-1, avui se sap que aquest factor de
transcripcié participa també en la resposta al dany al DNA, promovent I'apoptosi o bé la reparacio, en
la resposta a estrés i en la diferenciacié i metabolisme cel-lular. Per tant, pot ser més precis considerar
E2F-1 com un controlador clau del desti cel-lular, implicat en I'equilibri de diversos processos

cel-lulars(Castillo et al., 2015; Chen et al., 2011; Liu et al., 2006).

La participacié d’E2F-1 en la resposta al dany al DNA es pot descriure des de tres angles
diferents(Poppy Roworth et al., 2015). En primer lloc, alguns estudis han evidenciat que després de
I'exposicid a agents genotoxics, i en resposta al dany al DNA, els nivells proteics d’E2F-1
incrementen(Blattner et al., 1999), i a més, pot ser objecte de modificacions post-traduccionals. Aixi,
les quinases ATM (ataxia-telangiectasa mutated) i ATR (ataxia-telangiectasa and Rad3-related)
fosforilen E2F-1 a la serina 31, i la quinasa CHK2 (checkpoint kinase 2), a la serina 364. A més, E2F-1
també pot ésser acetilat en els residus de lisina 117, 120 i 125, per diverses acetiltransferases, com
p300/CBP (p300/CREB-binding protein), PCAF (p300-CREB-binding protein-associated factor), entre
altres. Totes aquestes modificacions contribueixen a |’estabilitzacié de la proteina i expliquen els
nivells elevats d’E2F-1 després d’un insult genotoxic(Galbiati et al., 2005; lanari et al., 2004; Lin et al.,
2001; Stevens et al., 2003). A més, s’ha demostrat també que el dany al DNA per se, causat per agents
com la radiacié UV o la doxorubicina, indueix la transcripcié de novo d’E2F-1, incrementant aixi també,
els seus nivells proteics(Carcagno et al., 2009). En segon lloc, I'activitat transcripcional d’E2F-1 després
del dany al DNA pot regular-se a través de la interaccié amb proteines especifiques. D’aquesta
manera, els complexes E2F-1-pRB inhibeixen la transcripcid quan es troben associats a proteines
remodeladores del nucleosoma, com metiltransferases o HDACs, pero |'activen després de la

interaccido amb histones acetiltransferases. Finalment, en darrer lloc, E2F-1 és reclutat al llocs de dany
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al DNA on promou el reclutament de factors reparadors, la formacié dels foci Rad51 i s’associa amb
el factor reparador del DNA, yH2AX(Castillo et al., 2015; Chen et al., 2011; Guo et al., 2010). Aquests
tres mecanismes i les xarxes que desencadenen determinen el futur cel-lular, ja que promouen

I"apoptosi o la reparacid del dany al DNA(Biswas and Johnson, 2012; Castillo et al., 2015).

Pel que fa a I'apoptosi, E2F-1 actua a través de multiples vies i mecanismes per induir aquest tipus de
mort cel-lular després de dany al DNA, incloent la via dels receptors de mort, p53, la induccioé de p73,
i també a través de la via intrinseca de I'apoptosi(Phillips et al., 1999; Poppy Roworth et al., 2015). En
aquest sentit, E2F-1 desencadena la transcripcid de diversos gens pro-apoptotics, que acaben
conduint a la mort cel-lular, sol o formant complex amb pRB. Tal com s’ha comentat anteriorment, es
poden formar dos complexes E2F-1-pRB en resposta al dany al DNA, un complex repressor que conté
I'HDAC1, i un complex activador que conté P/CAF(Biswas and Johnson, 2012; Nagy and Tora, 2007;
Poppy Roworth et al.,, 2015; Taubert et al.,, 2004). Aixi, es pot reprimir I'expressié de gens que
promouen el cicle cel-lular, com Ciclina A, i es pot activar la de gens pro-apoptotics. En concret, s’ha
descrit que la fosforilacié mitjancada per CHK2 incrementa I'afinitat d’E2F-1 a pRB, potenciant la
transcripcié de gens apoptotics(Stevens et al., 2003). En qualsevol cas, E2F-1 pot promoure I’expressid
d’ARF, que s’uneix a MDM2, dificultant la inactivacié de p53 i incrementant, en conseqiiéncia,
I"apoptosi dependent de p53(Bates et al., 1998). També s’ha descrit que pRB pot ser escindit per
caspases, i que el seu producte p68 pot unir-se amb E2F-1 als promotors de NOXA i p73 per
augmentar-ne la seva expressio. A més, |'acetilacié que sofreix E2F-1 no només incrementa la seva
estabilitat sind que també potencia la unié al promotor de p73(Bertin-Ciftci et al., 2013; Carnevale et
al., 2012). Finalment, E2F-1 també incrementa la transcripcié d’APAF1, de BIM, de les caspases 3i 7, i
de SMAC/DIABLO(Mdiller et al., 2001; Stanelle et al., 2002; Xie et al., 2006).

Recentment, s’ha descrit que davant la perdua d’activitat de RB, E2F-1 pot desencadenar una resposta
apoptotica amb la finalitat d’eliminar les cel-lules hiperproliferatives a través de PTEN. E2F-1 pot unir-
se al promotor del gen supressor tumoral de manera especifica per tal d’induir la seva transcripcid.
Se suggereix que PTEN podria promoure I'activacié de les caspases per mitja de la inactivacié de FAK

(focal adhesion kinase)(Morales et al., 2014).

Finalment, i malgrat el paper d’E2F-1 com a mediador de I'apoptosi després del dany al DNA, cada
vegada existeixen més evidencies que suggereixen que també pot bloquejar aquesta mort cel-lular a
favor de la reparacié. Concretament, el dany al DNA i la fosforilacié per ATM indueixen la interaccid

entre TopBP1 (topoisomerase Il 8-binding protein) i E2F-1(Liu et al., 2003). Es important remarcar que
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AKT s’encarrega de fosforilar TopBP1 perque pugui oligomeritzar-se, i conseqlientment, interactuar
amb E2F-1(Liu et al., 2006). A partir d’aquesta interaccio, TopBP1 reprimeix multiples activitats d’E2F-
1 durant la reparacid, com I’activitat transcripcional a I’hora d’induir I'entrada en fase S i I'apoptosi.
Tot i les evidencies que suggereixen que l'acetilaciéd d'E2F-1 desencadena I'apoptosi, altres estudis
plantegen també que participa en la reparacié del dany al DNA, ja que en redueix I’afinitat per pRB i
la incrementa a favor de TopBP1. A més, TopBP1 també pot reclutar E2F-1 als llocs de reparacié, amb
BRCA1(Liu et al., 2003). Per acabar, E2F-1 també promou el reclutament o la retencié de factors
reparadors als llocs de dany. Totes aquestes premisses posen de manifest la importancia d’E2F-1 en
el manteniment de la estabilitat genomica en un context de dany al DNA, tant a través de funcions
transcripcionals com no-transcripcionals(Biswas and Johnson, 2012; Castillo et al., 2015; Chen et al.,

2011; Poppy Roworth et al., 2015).
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Figura 27: Representacid esquematica del paper d’E2F-1 en el control de la proliferacio, de I’apoptosi i de la
reparacio del dany al DNA. En condicions normals (panell esquerre), E2F-1 regula I'expressio de gens necessaris
per a la progressid del cicle cel-lular. En un context de dany al DNA (panell central i dret), E2F-1 és objecte de
modificacions post-traduccionals que I'estabilitzen. Els alts nivells d’E2F-1 i les modificacions que sofreix
permeten I'activacié d’un ampli espectre de gens implicats en la induccid de I'apoptosi (panell central). A més,
E2F-1 pot jugar un paper important en la reparacio del dany al DNA a través de la interaccié amb determinades
proteines implicades en les vies de reparacid. Es creu que E2F-1 executa aquesta funcio reparadora de manera
independent a la seva activitat transcripcional (modificat de (Stevens and La Thangue, 2004)).
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3.2.3 Regulacido d’E2F-1

Tal com s’ha descrit anteriorment, el factor de transcripcié E2F-1 pot actuar paradoxalment bé
estimulant la proliferacio cel-lular o pel contrari, I'apoptosi, en funcioé de les senyals cel-lulars. Aquesta
funcié dual d’E2F-1 requereix necessariament que la seva expressid i activitat es regulin de manera
estricta durant el cicle cel-lular a diferents nivells i a través de multiples vies(Munro et al., 2012;

Stevens and La Thangue, 2004).

Encara que el control d’E2F-1 per mitja de la interaccid amb certes proteines, com RB, és clarament
molt important en la regulacié de la seva activitat, és també evident que |’activacié de la seva
transcripcié hi juga un paper significatiu. E2F-1 esta sotmes a un control transcripcional dependent
del cicle cellular i presenta el seu maxim nivell de mRNA al final de la fase G1. El mRNA d’E2F-1 es
troba a nivells molts baixos en cél-lules quiescents, perd s’acumula al final de la fase G1 després d’'una
reestimulacio(Slansky et al., 1993). A més, durant les fases GO i al comencament de la fase G1, la
proteina E2F-1 es troba inhibida com a conseqiiéncia de I'efecte repressor de RB. S’ha descrit que
després de I'activacio dels complexos formats per les CDKs i les Ciclines de la fase G1, i la conseqlient
fosforilacié de RB, I'E2F-1 alliberat pot autoregular la seva transcripcié des del seu promotor, de
manera que incrementa la seva propia transcripcié(Johnson et al., 1994). A més, també s’ha descrit
gue RAS actiu indueix un increment dels nivells de mRNA d’E2F-1, ja que n‘augmenta la seva
estabilitat, i dels nivells proteics, de manera que s’acaba potenciant la seva activitat transcripcional.
A més, sembla que aquest increment del mRNA i de la proteina tenen lloc de manera dependent a les

vies RAS/MAPK i PI3K/AKT, i independent a RB(Berkovich and Ginsberg, 2001).

D’altra banda, tal com s’ha explicat anteriorment, 'activitat d’E2F-1 es modula també a través de la
interaccio amb altres proteines i per mitja de modificacions post-traduccionals. Aixi, per exemple, RB
regula a E2F-1 a partir de la seva associacié. A més, també s’ha demostrat que el complex CDK2-Ciclina
A s’uneix de manera estable i fosforila a I’heterodimer E2F-1-DP-1, reduint aixi, la seva capacitat
d’unid al DNA(Dynlacht et al., 1997; Xu et al., 1994). Pel que fa a les modificacions post-traduccionals,
la fosforilacio d’E2F-1, que pot tenir lloc en diversos residus de serina, evita la interaccié entre el factor
de transcripcid i RB, és important per al seu export nuclear i la subseqiient degradacio, i també, tal
com s’ha descrit en I'apartat anterior, per a la resposta al dany al DNA(Fagan et al., 1994; Ivanova et
al., 2009; Munro et al., 2012). D’altra banda, E2F-1 pot ésser acetilat, potenciant la seva capacitat
d’unid al DNA, la seva activitat transcripcional i la seva estabilitat proteica(Martinez-Balbas et al.,

2000).
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Finalment, per acabar, el recanvi proteic d’E2F-1 també es troba estrictament controlat(Munro et al.,
2012). Es tracta d’una proteina de curta durada que es degrada a través de la via del proteosoma. A
mesura que les cél-lules progressen de la fase S a la fase G2, el factor de transcripcié experimenta una
rapida degradacio, i existeixen diversos mecanismes que potencien aquest fenomen, com ara les
modificacions post-traduccionals ubiquitinitzacid i metilacié(Carr et al., 2015; Munro et al., 2012). Per
exemple, E2F-1 pot interactuar amb p19, potenciant la seva ubiquitinitzacié(Martelli et al., 2001). Per
contra, MDM2 pot unir-se al factor de transcripcid i n’incrementa la seva vida mitjana(Zhang et al.,
2005). A més, la unié a RB protegeix E2F-1 de la ubiquitinitzacid i subseqiient degradacié(Campanero
and Flemington, 1997). La metilacié antagonitza la fosforilacié i I'acetilacié que tenen lloc durant la
resposta al dany al DNA, ja que condueix a la ubiquitinitzacid i posterior, degradacié d’E2F-1(Kontaki

and Talianidis, 2010).

3.2.4 Models animals d’E2F-1

L'any 1996 es van publicar simultaniament en el temps dos treballs independents que descrivien per
primera vegada el fenotip dels ratolins knock-out d’E2F-1(Field et al., 1996; Yamasaki et al., 1996).
Aquests animals deficients per al factor de transcripcidé es desenvolupen i reprodueixen de manera
normal. No obstant, presenten alguns defectes especifics de teixit i sén propensos al
desenvolupament de tumors. Aixi, per exemple, mostren anormalitats a nivell de timus, que
correlacionen amb un excés de limfocits T com a conseqliéncia de defectes en I'apoptosi dels timocits.
A més, també presenten atrofia testicular amb I'edat i displasia de les glandules exocrines. Pel que fa
a la tumorigenesi, els ratolins E2F-17- desenvolupen un ampli espectre de tumors entre els 8 i els 18
mesos d’edat, com sarcomes al tracte reproductiu, adenocarcinomes de pulmé i limfomes. Per acabar,

aquests animals també mostren alteracions metaboliques(Denechaud et al., 2016; Fajas et al., 2004).

D’altra banda, i contrariament, la sobreexpressid d’E2F-1 sota el control del promotor de la queratina
5 predisposa també els animals a cancer, predominantment, de vagina, de pell i d’estémac(Pierce et

al., 1999).

3.2.5 E2F-1icancer

E2F-1 és un factor de transcripcio intrigant que juga un paper remarcable en processos tumorals. La
seva funcio en el control del desti cel-lular ha generat un debat important donat que E2F-1 presenta
un comportament d’oncogen o de gen supressor tumoral dependent del tipus tumoral i del context

cel-lular(Macleod, 1999; Poppy Roworth et al., 2015; Yamasaki et al., 1998; Zacharatos et al., 2004).
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No obstant, les alteracions genétiques que afecten al propi E2F-1 sén rares(Poppy Roworth et al.,
2015). La base de dades COSMIC (catalogue of somatic mutations in cancer) només detalla 105
mostres que presenten mutacions en E2F-1 de 31.035 analitzades. Malgrat tot, alguns treballs han
descrit la presencia d’amplificacions en carcinoma hepatocel-lular, cancer de pulmé de cél-lula no
petita i cancer de cérvix, entre altres. A més, també pot tenir lloc una sobreexpressié del factor de
transcripcié, com en casos de cancer de pulmé de cel-lula no petita, d’'ovari i de mama, i en
glioblastomes(Chen et al., 2009; De Meyer et al., 2009; Han et al., 2003). Finalment, i en contraposicid,
també s’ha evidenciat en certs tipus de cancers, com I'adenocarcinoma gastric, el cancer de bufeta i
el cancer colorrectal, una funcié d’E2F-1 com supressor tumoral, ja que la seva expressio correlaciona
amb les zones del tumor que presenten major index apoptotic(Bramis et al., 2004; Lee et al., 2008;
Rabbani et al., 1999). De fet, aquesta funcié dual d’'E2F-1 que se suggereix amb els casos de cancer

humans, també queda palesa amb els treballs realitzats en models murins.

Per tant, sembla clar que el context cel-lular és critic per a I'activitat resultant d’E2F-1, i presenta en

conseqiencia, importants implicacions en el camp de la terapia oncogénica.

3.3 Control del cicle cel-lular i de la integritat genomica per PTEN

La transmissié de la informacioé genética de manera continua i sense errors és clau per al manteniment
de I'estabilitat genomica. El desenvolupament de tumors en pacients humans i models animals que
presenten alteracions genétiques i aberracions cromosomiques exemplifiquen aquest
principi(Brandmaier et al., 2017). La preservacié de la integrat genomica requereix del correcte
funcionament del cicle cel-lular, que presenta com a funciod principal assegurar un control exhaustiu
de dos processos fonamentals: |la replicacié del DNA i la segregacié cromosomica, que sén susceptibles
d’errors(Bendris et al., 2015). Aixi, per tal d’assegurar la progressid unidireccional del cicle, el
prerequisit imprescindible per iniciar una nova fase és que I'anterior es completi sense errors. En
aquest context, PTEN podria participar inevitablement en la determinacid del desti cel-lular, actuant

com a guardia del genoma(Brandmaier et al., 2017).

Diversos estudis han demostrat que la perdua de PTEN ddéna lloc a una desregulacié del cicle
cel-lular(Mirantes et al., 2016; Mirantes et al., 2013). Per tant, queda palés que en un context amb
PTEN funcional, aquest actua com a fre de la progressid del cicle cel-lular per prevenir la proliferacid
descontrolada. Si bé PTEN pot no controlar cadascuna de les fases del cicle cel-lular en tots els tipus

cel-lulars, s’ha descrit que si que executa un paper important en el control de les transicions
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G1/S(Cheney et al., 1999; Ramaswamy et al.,, 1999) i G2/M(Kandel et al., 2002). A més, i molt
important, juga un rol essencial en el control del dany al DNA(Puc et al., 2005). Per tant, es troba
involucrat en processos imprescindibles durant la transmissid de la informacié genética per promoure
la replicacié correcta del DNA i la segregaci® cromosOmica, evitant aixi, la inestabilitat

genomica(Brandmaier et al., 2017; Hou et al., 2017).

Especificament, nombrosos treballs relacionen PTEN amb la regulacié de la progressié de la fase G1 i
de la transicié G1/S, tant a partir de la seva activitat fosfatasa lipidica, de manera dependent a la via
PI3K/AKT i en el citoplasma, com també per mitja de I'activitat fosfatasa proteica i de la seva
localitzacié nuclear(Brandmaier et al., 2017; Song et al., 2012). Des del seu descobriment, PTEN
s’havia associat al citoplasma, degut a la seva implicacid en la via PI3K/AKT. No obstant, actualment
es coneix que aquesta proteina pot localitzar-se també a nucli, on desenvolupa funcions rellevants,
de manera independent a aquesta via. En qualsevol cas, PTEN es localitza preferentment en el
compartiment citoplasmatic quan la via PI3K/AKT es troba activada, i al nucli, en cél-lules
diferenciades o en repos. En conseqiiéncia, PTEN és preferentment nuclear durant les fases GO/G1 i,
citoplasmatic, durant la transicié G1/S(Chung and Eng, 2005; Ginn-Pease and Eng, 2003; Lian and Di
Cristofano, 2005; Liu et al., 2007).

Entre altres, PTEN citoplasmatic inhibeix I'activacié de I’AKT, i indueix en conseqiiéncia, I'acumulacié
de p27. Aquesta acumulacio redueix I’activitat del complex Ciclina E-CDK2 i evita la progressio del cicle
cel-lular(Li and Sun, 1998; Weng et al., 2001). De fet, s’ha demostrat que p27 és un mediador critic de
I'aturada en G1 induida per PTEN(Gottschalk et al., 2001). No obstant, a part de p27, altres reguladors
de la fase G1 i de la transici6 a la fase S també estan implicats en I'arrest del cicle cel-lular per PTEN,
com per exemple, p18(Bai et al., 2006) i les Ciclines D(Radu et al., 2003; Weng et al., 2001; Zhu et al.,
2001).

Concretament, pel que fa a la Ciclina D1, s’han descrit dos mecanismes pels quals PTEN pot regular la
seva expressio. Indirectament, quan no és actiu, a través de la via PI3K/AKT/GSK-3B, que ddna lloc a
I"acumulacié de Ciclina D1 a nucli i per tant, al progrés del cicle cel-lular(Vivanco and Sawyers, 2002).
Directament, per mitja de la seva localitzacié nuclear, reduint els nivells i la localitzacié nuclear de
Ciclina D1. D’aquesta manera, condueix a I'aturada del cicle cel-lular(Radu et al., 2003; Weng et al.,

2001).

A més, PTEN nuclear pot interaccionar directament amb p300 per promoure I'acetilacié de p53ila

formacid del complex PTEN-p53 en resposta al dany al DNA, conduint també, a I'aturada del cicle
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cel-lular(Li et al., 2006). Finalment, I'activitat fosfatasa proteica de PTEN nuclear resulta en la

defosforilacié d’ERK1/2(Chung and Eng, 2005).

Tal com s’ha comentat anteriorment, PTEN nuclear executa diverses funcions en fases més avancades
del cicle cel-lular i en processos tant importants com el mateniment de la integritat estructural dels
cromosomes i la reparacio del DNA en resposta a insults genotoxics. A més, PTEN es troba directament
implicat amb la maquinaria de la transmissié genetica(Brandmaier et al., 2017; Hou et al., 2017). Per
exemple, pot controlar la maquinaria de replicacid i permetre la recuperacié de les forquilles de
replicacié estancades en resposta a un estrés replicatiu, mitjangcant el reclutament de Rad51(He et al.,
2015). D’altra banda, pot formar complex amb la Ciclina B1 i la CDK1 a nucli, donant lloc a I'aturada
del cicle cel-lular en G2/M(Kim et al., 2016). A més, pot associar-se també i incrementar I'estabilitat
de Top2A (DNA topoisomerase lla) per tal d’evitar entortolligaments de la cromatina abans d’entrar
en mitosi(Kang et al., 2015). Finalment, s’ha descrit que PTEN pot interaccionar a través del seu extrem
C-terminal amb proteines centromeriques com CENP-C (centromere protein C), i que la seva pérdua
ddna lloc a inestabilitat cromosomica, tant a nivell estructural com numeéric(Shen et al., 2007; Sun et

al., 2014).

Aixi doncs, la funcié nuclear de PTEN participa també en el seu paper com a supressor tumoral, i de
fet, nombrosos estudis a nivell clinic proposen que la localitzacié de PTEN podria esdevenir un factor
pronostic de la malaltia, ja que I'abséncia de la proteina nuclear s’associa a tumors més agressius, per
exemple, de colon(Lian and Di Cristofano, 2005; Zhou et al., 2002). En qualsevol cas, la complexa
regulacié que executa PTEN del cicle cel-lular tant a nivell citoplasmatic com nuclear és critica per ala

supressio tumoral(Brandmaier et al., 2017; Song et al., 2012).
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4. Intervencid farmacologica en processos tumorals deficients en PTEN

4.1 Inhibicié de CDK4/CDK6: Palbociclib

Les alteracions a I’eix Ciclina D-CDK4/6 sén comuns en cancers humans i contribueixen a la proliferacio
tumoral i a la inestabilitat genomica i cromosomica(Kato et al., 2015). Aquesta via pot alterar-se a
través de multiples mecanismes, com I'amplificacié6 de CCND1 o la sobreexpressié de la Ciclina
D1(Bartkova et al., 1994; Bartkova et al., 1995; Dickson et al., 1995; Jiang et al., 1992; Knudsen et al.,
2006; Motokura et al., 1991), I'amplificaci6 o la preséncia de mutacions activadores de
CDK4/6(Cheung et al., 2001; Khatib et al., 1993; Park et al., 2014; Sheppard and McArthur, 2013) i
també, la pérdua de I'inhibidor p16™*%*(lacobucci et al., 2011; Xing et al., 2013).

En aquest context, I'Us d’inhibidors de CDKs s’ha establert com una estratégia per generar nous
farmacs anticancerigens(Asghar et al., 2015; Dickson, 2014). No obstant, I’Us dels primers inhibidors
de CDKs que es van emprar en terapia oncogénica van deixar resultats decebedors en una gran
guantitat d’assaigs clinics(Aklilu et al., 2003; Hofmeister et al.,, 2014; Law et al., 2015). Pero,
recentment, s’han desenvolupat inhibidors especifics de CDK4/6 que estan resultant ser més
prometedors. D’entre tots ells, el Palbociclib s’ha convertit en el primer inhibidor de CDKs que ha

demostrat efectivitat en el tractament de diversos tipus de cancers(Dickson, 2014).

El Palbociclib o PD0332991, que es comercialitza sota el nom de Ibrance® per Pfizer, és un inhibidor
oral potent que inhibeix especificament les CDK4/6 amb una ICso que oscil-la entre 10-20 nM. No
presenta activitat inhibidora sobre altres CDKs, com la CDK1 i la CDK2, que sén unes 1000 vegades

menys sensibles al farmac(Clark et al., 2016; Sherr et al., 2016).

A nivell quimic, el Palbociclib és una molécula petita de piridopirimidina que inhibeix I’activitat CDK4/6

per mitja de I'ocupacid dels seus llocs d’unié a ATP(Fry et al., 2004).
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Figura 28: Estructura quimica del Palbociclib.
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Des del seu descobriment, s’han realitzat una gran quantitat d’estudis preclinics per tal de determinar
els efectes antitumorals del Palbociclib. Aquests treballs suggereixen que I'activitat terapéutica del
Palbociclib es basa en la seva capacitat per induir un fort arrest citostatic reversible del cicle cel-lular
en fase G1. D’aquesta manera, déna lloc a una disminucié de la proliferacié cel-lular, que permet
disminuir el creixement de tumors subcutanis establerts amb diverses linies cel-lulars, i fins i tot en
alguns casos, causar-ne la regressio (Bollard et al., 2017; Comstock et al., 2013; Fry et al., 2004). En
linies cel-lulars i models animals de leucemia limfoblastica aguda de tipus T induida per Notch, el
tractament amb Palbociclib no només bloqueja I'entrada a la fase S del cicle cel-lular siné que també

provoca apoptosi(Sawai et al., 2012).

L'eficacia en la terapia clinica del Palbociclib s’ha demostrat en diversos estudis clinics, que han
facilitat la seva aprovacié per la U.S. Food and Drug Administration (FDA). El marg del 2015, gracies
als resultats de l'assaig clinic fase Il conegut com PALOMA-1, el Palbociclib va rebre I'aprovacio
accelerada per aquest organisme per al tractament, en combinacié amb letrozol, de cancer de mama
avancat que reté |'expressid del receptor d’estrogens pero no, la d’HER2 en dones post-
menopausiques com a primera linia terapéutica endocrina(Finn et al., 2015). Els resultats positius
obtinguts en aquest estudi van potenciar la realitzacié del fase Ill conegut com PALOMA-2, que tenia
per objectiu validar els resultats del fase Il en una poblacié major(Finn et al., 2016). Aquest nou estudi
va permetre que la FDA concedis finalment, I'aprovacio regular per aquesta indicacioé al marg del 2017.
Entremig, al febrer del 2016, el farmac es va aprovar de manera regular per al seu Us, en combinacid
amb fulvestrant, en la mateixa patologia, pero un cop ha tingut lloc el progrés de la malaltia després
de la terapia endocrina(Cristofanilli et al., 2016). Per acabar, a finals del 2016, la EMA (European

Medicines Agency) també va concedir I'aprovacié al farmac en les mateixes condicions patologiques.

L'Us del Palbociclib com a estrategia terapéutica, sol o en combinacié amb altres terapies dirigides,
també s’ha avaluat en una série d’assajos clinics per a altres tipus de tumors, diferents al cancer de
mama, com per exemple, limfomes de cel-lules del mantell(Leonard et al, 2012) o
liposarcomes(Dickson et al., 2013), encara que es requereixen estudis addicionals. En I'actualitat,
s’estan conduint assajos en fase Il i lll per determinar I'eficacia del farmac en cancer de prostata
metastatic, cancer de pulmd de cél-lula no petita i tumors estromals gastrointestinals en estadi

avangat, entre altres(Clark et al., 2016).
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4.2 Inhibicié de receptors tirosina quinasa: Regorafenib

El Regorafenib o BAY 73-4506, que es comercialitza sota el nom de Stivarga®, és un inhibidor
multiquinasa oral desenvolupat per Bayer i relacionat intimament amb el Sorafenib(Strumberg and

Schultheis, 2012).

A nivell quimic, el Regorafenib és una difenilurea que es diferencia del Sorafenib Unicament per la
presencia d’'un atom de fluor a I'anell fenolic central. Aquesta petita alteracié estructural li
proporciona un perfil bioquimic similar pero diferent al del Sorafenib, i li confereix altres aplicacions

cliniques i una activitat farmacologica potencialment més potent(Wilhelm et al., 2011).
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Figura 29: Estructura quimica del Regorafenib.

El Regorafenib pertany a la familia urea dels inhibidors de proteines quinases i es considera un
inhibidor de tipus Il, donat que s’uneix de manera adjacent als llocs d’unié ocupats per ATP de les
seves dianes, que son multiples i molt variades. L’activitat antitumoral del Regorafenib és mitjancada
per lainhibicid dels receptors tirosina quinasa de membranaii altres quinases intracel-lulars implicades
en funcions cel-lulars normals, com la proliferacié, i amb una gran rellevancia en processos patologics
com la oncogeénesi, I'angiogénesi i el manteniment del microambient tumoral. Entre les seves dianes
destaquen VEGFR 1-3 (vascular endothelial growth factor receptor), FGFR (fibroblast growth factor
receptor), PDGFR-B (platelet-derived growth factor receptor), TIE2 (tyrosine kinase with
immonoglobulin and epidermal growth factor homology domain 2), c-KIT, RET, RAF-1, BRAF i la seva
forma mutant hiperactiva BRAF*®(Strumberg and Schultheis, 2012; Wilhelm et al., 2011). Donat que
els receptors tirosina quinasa son els principals activadors de la via PI3K/AKT, el tractament amb
Regorafenib podria aportar beneficis terapeutics en aquelles neoplasies que presenten hiperactivacié
d’aquest eix. De fet, s’ha suggerit que els subgrups de pacients amb mutacions en PI3KCA tractats

amb Regorafenib presenten un major benefici clinic(Tabernero et al., 2015).
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Dianes moleculars 1Cso obtinguda en assajos in vitro (nM) + SD

RAF1 2,5+0,6
BRAF 28+10
BRAF V600 19+6
VEGFR-1 13+0,4
VEGFR-2 42+1,6
VEGFR-3 46+ 10
TIE-2 311+46
PDGFR-B 22+3
FGFR1 202 + 18
c-KIT 742
RET 1,5+0,7

Taula 4: Dianes moleculars del Regorafenib.

La capacitat d’inhibir diferents receptors i proteines intracel-lulars implica que els efectes
antineoplastics del Regorafenib poden atribuir-se a diversos mecanismes d’accid. En alguns estudis
preclinics s’han reportat un efecte antiangiogénic, bloquejant la vascularitzacié tumoral, una reduccié
de la proliferacié i induccié de I'apoptosi cel-lular, aixi com la inhibicid de la capacitat invasiva i
metastatica. En molts d’aquests estudis, la principal via de senyalitzacié implicada és I'eix
RAS/MAPK(Abou-Elkacem et al., 2013; Schmieder et al., 2014; Tsai et al., 2017; Tuchen et al., 2017;
Wilhelm et al., 2011).

Durant els darrers 10 anys, s’han realitzat diversos assajos clinics amb el farmac per avaluar la seva
eficacia en tumors solids. Es important destacar 'assaig CORRECT, que ha estat el primer assaig en
fase Ill que ha avaluat I'eficacia del Regorafenib en pacients amb cancer colorectal metastatic
refractari a totes les terapies estandard aprovades(Grothey et al., 2013). Gracies als resultats

favorables d’aquest assaig, la FDA va aprovar, el 27 de setembre de 2012, I'Us de Regorafenib per al
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tractament de pacients amb cancer colorectal metastatic que han estat tractats, préviament, amb
fluoropirimidina, oxaliplati, irinotecan, anticos monoclonal anti-VEGF, i en cas de tumors amb KRAS
no mutat, terapia anti-EGFR. Posteriorment, va rebre també I'aprovacio al Japd i per part de la EMA
al marg i agost de 2013, respectivament. Al febrer del 2013, la FDA va ampliar les indicacions del
Regorafenib per incloure el tractament de pacients amb tumors estromals gastrointestinals avancats
(advanced gastrointestinal stromal tumors, GIST) en base als resultats de I’assaig GRID(Demetri et al.,
2013). Per acabar, molt recentment, I’abril de 2017, el Regorafenib va ser aprovat per la FDA per al
tractament de pacients amb carcinoma hepatocel-lular, préviament tractats amb Sorafenib(Bruix et

al., 2017).

A més, s’ha realitzat també un estudi fase Il per a avaluar I'activitat del Regorafenib en carcinomes
renals. El farmac va mostrar certa activitat antitumoral pero la toxicitat experimentada pels pacients
va ser elevada(Eisen et al., 2012). Finalment, s’estan desenvolupant també assajos clinics per validar

I’Gs del Regorafenib en altres tipus tumors, com cancer biliar o gastric(Chan and Ma, 2014).
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Objectius

PTEN és I'’element regulador negatiu per excel-léncia de la via PI3K/AKT. La seva funcié com a gen

supressor tumoral I’'ha convertit en un dels gens més freqlientment mutats en cancers humans. Les

delecions o mutacions en PTEN que donen lloc a la péerdua de la seva funcié condueixen al

desenvolupament de diversos tipus tumorals, tant en humans com en ratolins.

Décades de recerca han permeés postular diversos efectors moleculars de la carcinogénesi induida per

la pérdua de PTEN. Entre aquests, destaquen les proteines implicades en cicle cel-lular i els receptors

tirosina quinasa, principals activadors de la via PI3K/AKT. En aquest sentit, els objectius d’aquesta tesi

son:

1.

3.

Estudi de la implicacio del factor de transcripciéo E2F-1 en processos tumorals induits per la

perdua de PTEN.

1.1 Establiment d’'un model muri per a I'estudi del paper d’E2F-1 en la tumorigénesi induida

per la pérdua de PTEN.

1.2 Avaluacié de I'efecte de la manca d’E2F-1 en tumors solids induits per pérdua de PTEN.

Estudi de la implicacié de I’axis Ciclina D-CDK4/6 en les neoplasies induides per la pérdua

de PTEN.

2.1 Establiment d’'un model muri per a I’estudi del paper de Ciclina D1 en la tumorigénesi

induida per la perdua de PTEN.

2.2 Avaluacié de I'efecte de la manca de Ciclina D1 en tumors solids induits per péerdua de

PTEN.

2.3 Avaluacio de l'efecte de I'inhibidor de CDK4/6, Palbociclib, en tumors d’endometri i

prostata, i hiperplasies de tiroide causades per la perdua de PTEN.

Avaluacio de I'efecte de I'inhibidor multiquinasa Regorafenib en el tractament de tumors

solids deficients per PTEN.
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Materials i métodes

1. Técniques de Biologia Cel-lular

1.1 Reactius emprats en els experiments amb cultius cel-lulars

Els medis de cultiu Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) i DMEM/F12, el sérum fetal bovi
inactivat (FBSi), el serum de cavall (horse serum, HS), la tripsina, el Hank’s balanced salt solution
(HBSS), I'anfotericina B, I'EGF (epidermal growth factor) i el ITS (insulin-Transferrin-Sodium Selenite)
s’adquireixen a Invitrogen. El piruvat sodic, I’hepes, la penicil-lina/estreptomicina, la tripsina al 0,25%
d’EDTA, el dimetilsulfoxid (DMSQ), el bromur de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-ilo)-2, 5 difeniltetrazol (MTT),
el iodur de propidi, el Trité X-100, la Ribonucleasa A, la bromodeoxyuridine (BrdU) i el Hoechst 33258
son de Sigma-Aldrich. El Matrigel® s’obté a la casa comercial BD Biosciences i el DCC (dextran-coated

charcoal-stripped serum) a GIBCO.

1.2 Cultiu cel-lular en dues dimensions de linies tumorals

En aquest treball, s’"ha emprat linies cel-lulars de diferents tipus tumorals. Aixi, s"han utilitzat tres linies
cel-lulars humanes, Ishikawa (IK), HEC-1A i MFE-296, de carcinoma d’endometri, dues linies cel-lulars,
també humanes, Cal-62 i FTC-133, de carcinoma de tiroide, i finalment, les cél-lules de rata R33327-

5’A (R’A) de carcinoma de prostata. A la taula 5 es detallen les seves caracteristiques.

Nom Patologia Origen mar?titlel;ciir:ent
IK Adenocarcinoma d’endometri _ ATCC _ 1/8
HEC-1A  Adenocarcinoma d’endometri ATCC 1/8
MFE-296 Adenocarcinoma d’endometri ECACC 1/8
Cal-62 Carcinoma anaplasic de tiroide Dra. Pilar Santisteban 1/8
FTC-133 Carcinoma fol-licular de tiroide Dra. Pilar Santisteban 1/3
R’'A Adenocarcinoma de prostata Dr. Eloi Gari 1/8

Taula 5: Caracteristiques i manteniment de les linies cel-lulars emprades en aquest treball.
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Totes les linies cel-lulars anteriorment esmentades creixen de manera adherent en monocapa a les
plaques de poliestiré en medi DMEM suplementat amb 10% de FBSi, 1 mmol/L d’hepes, 1 mmol/L de
piruvat sodic, 1% de penicil-lina/estreptomicina i 0,1% d’anfotericina B. Totes cinc linies cel-lulars es

mantenen a 372C en atmosfera humida al 5% de CO..

Aquestes linies es divideixen cada 3-4 dies quan es troben confluents, per tal d’assegurar el seu
manteniment. En primer lloc, es fa un rentat amb tampd fosfat sali (PBS), i tot seguit, es disgreguen
amb tripsina al 0,25% d’EDTA durant 5 minuts a 379C. A continuacid, s’inactiva la tripsina amb medi
DMEM amb 10% de serum, es recullen les cel-lules i se centrifuguen a 1.000 rpm durant 3 minuts.
Finalment, el pellet cel-lular es resuspen amb el mateix medi de cultiu, i les cel-lules es planten en

noves plaques p100 a una dilucié determinada, en funcié de la taxa de creixement de cada linia.

Un cop assegurat el manteniment de les linies, es realitza el recompte de les cél-lules sobrants
emprant una cambra de Burker, i un cop coneguda la densitat cel-lular, es pot procedir a plantar les
linies cel-lulars per als futurs experiments. El nimero de cél-lules i el tipus de placa que s’empra depén

de cada experiment.

1.3 Establiment de cultius tridimensionals amb la linia cel-lular humana de carcinoma

d’endometri HEC-1A

En aquest treball, s’"han establert cultius tridimensionals (3D) amb la linia cel-lular humana de
carcinoma d’endometri HEC-1A. En primer lloc, per a I'establiment d’un cultiu 3D, es disposa un llit de
Matrigel® de 7 pl sobre la base de cada pou d’una placa M96, i es deixa polimeritzar a 372C durant 30
minuts. Es important remarcar que el Matrigel® ha de mantenir-se sempre en gel, ja que polimeritza
rapidament a temperatura ambient. A continuacid, es planten 1.000 cél-lules/pou sobre el llit
polimeritzat, tenint com a Unica premissa que les cél-lules no es trobin formant agregats. El medi
emprat per resuspendre les cél-lules és DMEM/F12 (1:1) suplementat amb 1 mmol/L d’hepes, 1% de
piruvat sodic, 1% de penicil-lina/estreptomicina, 0,1% d’anfotericina B i 2% de DCC. Els cultius en tres

dimensions es mantenen també a 372C en atmosfera humida al 5% de CO,.

1.4 Aillament de cél-lules epitelials d’endometri de ratoli i establiment de cultius

tridimensionals

Per a I'aillament de cel-lules epitelials d’endometri de ratoli i el seu posterior establiment en cultius

tridimensionals, s’empren femelles d’entre 3-4 setmanes d’edat. En primer lloc, se sacrifiquen els
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animals per dislocacié cervical, s’extreu I'Uter, que és bicorn, i es talla cada branca en 3-4 trossos de
4 mm aproximadament. Aquests trossos d’uUter es netegen amb HBSS i es digereixen amb 1% de
tripsina en HBSS, durant 1 hora a 42C, i durant 45 minuts a temperatura ambient. La tripsina s’inactiva
afegint medi DMEM amb un 10% de FBSi. En aquest moment, es pot procedir ja a I'obtencié de les
cél-lules epitelials de la llum de I’Gter. Amb aquesta finalitat, s’aplica una lleu pressié amb una fulla de
bisturi sobre els trossos d’uter digerits, obtenint aixi, una lamina de cél-lules. Aquesta lamina epitelial
es recull i es neteja amb PBS dues vegades. Posteriorment, es disgrega mecanicament passant les
cél-lules a través d’'una pipeta p1000, 50 cops. A continuacid, les cel-lules, que es troben formant
agregats de 4-5 cél-lules, es resuspenen en medi DMEM/F12 suplementat amb 1 mM d’hepes, 1% de
penicil-lina/estreptomicina, 0,1% d’anfotericina B i 2% de DCC, i es planten, en primer lloc, en dues
dimensions. Aquestes cél-lules es cultiven durant 24 hores a 372C en una atmosfera humida i al 5% de

CO2.

L'endema, es procedeix a plantar les cel-lules endometrials en tres dimensions. En primer lloc, les
cel-lules epitelials d’endometri de ratoli, que es troben creixent en dues dimensions, es netegen amb
PBSies disgreguen amb tripsina al 0,25% d’EDTA durant 5 minuts a 37 2C. Tot seguit, la digestid s’atura
amb I'adicié de medi DMEM suplementat amb 10% FBSi. Es recullen les cél-lules i se centrifuguen a
1.000 rpm durant 3 minuts. Posteriorment, es netegen amb PBS dues vegades, i es disgreguen
mecanicament, fins a formar agregats cel-lulars de 2 a 8 cél-lules. Qualsevol intent d’individualitzar les
cél-lules provoca una drastica disminucio de la viabilitat cel-lular. Tot seguit, les cél-lules es resuspenen
en medi DMEM/F12 suplementat amb 1 mM d’hepes, 1% de penicil-lina/estreptomicina, 0,1%
d’anfotericina B i 3% de Matrigel®, i es planten a una concentracié final de 4x10* agregats
cel-lulars/ml, sobre un llit de Matrigel®, préviament polimeritzat. Al dia segiient, es canvia el medi per
medi nou igual a I'anterior pero suplementat també amb 5 ng/ml d’EGF, una dilucié 1:100 d’ITS i 3%
de Matrigel®. A partir d’aguest moment, el medi es canvia cada 2-3 dies emprant cada vegada, aquest

darrer medi suplementat.

1.5 Tractaments farmacologics in vitro

1.5.1 Tamoxifé

El Tamoxifé s’adquireix en pols (Sigma-Aldrich) i es dissol, per al seu Us in vitro, en etanol absolut fins

a una concentracié stock d’1 mM.
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Per realitzar I'escissié de Pten in vitro en cél-lules epitelials d’endometri de ratolins femella Cre:ER™"
PTEN, un cop aillades les cél-lules i en el moment de plantar-les en dues dimensions s’afegeixen 0,5
pug/ml de Tamoxifé al medi de cultiu. L'endema, es pot procedir normalment per tal de dur a terme el

cultiu tridimensional.

1.5.2 Palbociclib

El Palbociclib o PD-332991 s’obté en pols a Pfizer Inc. Per als tractaments in vitro, el Palbociclib es
dissol en DMSO esteéril a una concentracio stock de 2,5 mM, i es guarda congelat a -802C, protegit de
la llum, en aliquotes d’un sol Us. En el moment del tractament, el Palbociclib es dilueix en medi de

cultiu i s’utilitza a concentracions de 2,5; 51 10 uM en funcid de cada experiment.

Per I’assaig de viabilitat cel-lular, es planten 7.000 cél-lules/pou en plagues M96. 24 hores després, es
preparen les pertinents dilucions de Palbociclib i es realitza el tractament, que té una durada de 48

hores. Passat aquest temps, s’avalua la viabilitat cel-lular mitjangant la tecnica del MTT.

Per a I'analisi de la distribucié de cicle cel-lular, es planten 100.000 cél-lules/pou en plaques M6. A les
24 hores, es tracten amb les dosis corresponents de Palbociclib durant 48 hores, i es procedeix a

avaluar la distribucio del cicle cel-lular amb la técnica del iodur de propidi.

Per al tractament de cultius tridimensionals de la linia cel-lular humana HEC-1A, es planten 1.000
ceél-lules/pou en M96 sobre el Ilit de Matrigel®, i el cultiu es deixa créixer entre 4-5 dies. Passat aquest
temps, el cultiu tridimensional es tracta amb Palbociclib a les dosis corresponents durant 48 hores i

posteriorment, s’avalua la mida dels diametres dels esferoides.

1.5.3 Regorafenib

El Regorafenib o Stivarga® (BAY 73-4506) s’obté en pols a Bayer Healthcare Pharmaceuticals. Per als
tractaments in vitro, el Regorafenib es dissol en DMSO esteril a una concentracié stock de 10 mM, i
es guarda congelat a -209C protegit de la llum. En el moment del tractament, el Regorafenib es dilueix

en medi de cultiu i s’utilitza a concentracions de 5, 10, 25 i 50 uM, en funcié de I'experiment.

Per a I'assaig de viabilitat cel-lular, es planten 7.000 cél-lules/pou en plaques M96. 24 hores després,
es preparen les pertinents dilucions de Regorafenib i es realitza el tractament, que té una durada de

72 hores. Passat aquest temps, s’avalua la viabilitat cel-lular mitjangant la técnica del MTT.
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Per al tractament agut amb Regorafenib, es planten 75.000 cél-lules/pou en plaques M24. El
procediment és el mateix que per a l'assaig anterior, perd en aquest cas, el tractament només dura

16 hores. Passat aquest temps, les cél-lules es renten amb PBS i es realitza I'extraccié proteica.

1.6 Mesura del diametre de les glandules o esferoides

En aquest treball, s’han establert cultius tridimensionals amb la linia cel-lular humana de carcinoma
d’endometri HEC-1A i amb cél-lules epitelials d’endometri de ratoli. Es possible determinar els

diametres dels esferoides o glandules d’ambdds tipus de cultius.

En primer lloc, es capturen imatges dels esferoides o glandules amb un microscopi confocal (Fluoview
FV1000), i finalment, es realitza la mesura dels diametres emprant un software d’analisi d’imatge
(Image J version 1.46r; NIH, Bethesda, MD). Es quantifica, almenys, el diametre de 150 esferoides o

glandules per a cada condicid.

1.7 Avaluacio de la viabilitat cel-lular mitjangant MTT

L'avaluacid de la viabilitat cel-lular es duu a terme amb I’assaig colorimetric MTT. En aquest assaig, es
mesura |'activitat de I'enzim succinat-deshidrogenasa, present als mitocondris, que catalitza la
reduccio del MTT, producte de coloracié groguenca, a un compost de coloracié purpura, anomenat
formazan. Donat que la reduccié del MTT a formazan només pot tenir lloc en cel-lules metabolicament
actives, el nivell d’activitat d’aquest enzim, i per tant, la quantitat de formazan produida, és

proporcional a la viabilitat cel-lular del cultiu.

Un cop finalitzat el tractament d’interés, es pot procedir a realitzar I'assaig MTT. En primer lloc,
s’incuben les cél-lules a 372C durant 30-45 minuts amb el reactiu MTT a 1 mg/ml, a les fosques. A
continuacié, s’aspira el medi i s’afegeixen 50 pl de DMSO, per tal de dissoldre els cristalls de formazan
produits per les cél-lules actives, i s'incuba 5 minuts a les fosques a temperatura ambient. La quantitat
de formazan solubilitzat i alliberat el medi es mesura amb un espectrofotometre (Bio-Rad) a una
longitud d’ona dual de 595 i 620 nm. La lectura de I'absorbancia obtinguda és proporcional a la
viabilitat cel-lular. La resistencia de les cél-lules al tractament es representa com el percentatge de

cél-lules vives que han sobreviscut al tractament, en relacié amb la condicié control.
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1.8 Avaluacio de la distribucid del cicle cel-lular

La distribucié del cicle cel-lular es determina amb el métode del iodur de propidi i la posterior lectura

amb el citometre de flux.

Un cop finalitzat el tractament en qiestid, les cel-lules es recullen i es resuspenen en 500 ul de PBS i
1 ml d’etanol fred al 70%, mentre s’agita enérgicament. A continuacid, les mostres es guarden
congelades a -202C, fins al dia de I'analisi. En aquest moment, es realitzen dos rentats amb PBS i
s’'incuben les cél-lules amb la solucié de iodur de propidi, que conté 0,04 pg/ml de iodur de propidi;
0,1% de Tritd X-100 i 50 pug/ml de Ribonucleasa A en PBS. La incubacié es duu a terme durant 30
minuts en foscor a 372C, i passat aquest temps, ja es poden analitzar les mostres amb el citometre de

flux. Els resultats s’analitzen amb el programa Win MDI 2.9.

1.9 Avaluacio de la proliferacié cel-lular mitjangant I’assaig d’incorporacié de BrdU

La BrdU és un nucleotid sintétic analeg a la timidina que s’empra molt comunament per detectar
cél-lules que proliferen. Aixi, les cel-lules poden incorporar la BrdU, enlloc de la timidina, a les noves
cadenes de DNA quan es repliquen. En aquest treball, només s’ha dut a terme I'assaig de BrdU en

cultius en tres dimensions de cél-lules epitelials de ratoli.

Per fer I'assaig d’incorporacié de la BrdU, cal en primer lloc, afegir la BrdU al medi de cultiu a una
concentracio final de 4 pg/ml durant 16 hores. Passat aquest temps, els cultius en tres dimensions es
fixen amb paraformaldehid (PFA) fred al 4% durant 20 minuts, i tot seguit, es fan tres rentats amb
PBS. A continuacid, es desnaturalitza el DNA amb HCl 2M durant 30 minuts a 372C. Aquest pas permet
que l'anticos primari pugui reconeixer la BrdU. Transcorreguts els 30 minuts, s’afegeix Tetraborat
Sodic 0,1 M durant 2 minuts per tal de neutralitzar I'HCI. Tot seguit, el cultiu es renta 3 vegades més
amb PBS i s’hi afegeix la solucié de bloqueig durant 1 hora. Aquesta solucié de bloqueig conté un 5%
HS, 5% FBSi; 0,2% de glicina i 0,1% de Trité X-100 en PBS. A continuacio, es realitzen tres rentats més
amb PBS, i s’incuben les cél-lules amb I'anticos primari de ratoli anti-BrdU (ref. M0744, dilucié 1/100,
Dako) durant 18 hores. Finalment, es retira I'anticos primari, es renten els pous tres cops amb PBS i
s’'incuba amb I'anticos secundari de cabra anti-ratoli Alexa Fluor 546 (ref. A11003, dilucié 1/500, Life
Technologies) i Hoechst 33258 durant 3-4 hores. Transcorregut aquest temps, ja es pot visualitzar la

tincié de la BrdU emprant un microscopi confocal.
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2. Animals d’experimentacio

2.1 Consideracions prévies

En aquest treball, s’Than emprat com a animals d’experimentacid ratolins de laboratori allotjats en
instal-lacions de barrera. Els ratolins s’han sotmeées a procediments lliures de patogens i s’han
mantingut a 20+22C i una humitat relativa del 50+5%, seguint cicles de 12 hores de llum/foscor i amb
un accés ad libitum a menjar i aigua. A més, els ratolins immunodeprimits SCID (severe combined

immunodeficiency) s’"han mantingut en condicions SPF (specific-pathogen free).

Tots els estudis in vivo realitzats en aquest treball, i per tant, emprant ratolins d’experimentacid, s’han

regit per les seglients disposicions legals:

Llei 5/1995, del 21 de juny, de la Generalitat de Catalunya, de proteccié dels animals emprats

per a experimentacid animal y per a altres finalitats cientifiques.

- Decret 214/1997, del 30 de juliol, de la Generalitat de Catalunya, pel qual es regula la

utilitzacidé d’animals per a experimentacio i per a altres finalitats cientifiques.

- Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las normas basicas aplicables
para la proteccidon de los animales utilizados en experimentacién y otros fines cientificos,

incluyendo la docencia.

- En el marc de la legislacié europea, la Directiva 63/2010/UE, que deroga a la Directiva
86/609/CEE, del 22 de setembre del Consell d’Europa sobre la proteccién de los vertebrados

utilizados con fines experimentales y otros fines cientificos.

Finalment, tots els procediments amb ratolins s’han realitzat sota la supervisié del personal
corresponent del nostre centre, i sempre respectant les directrius legals i étiques vigents. A més,

I’estudi ha estat aprovat pel Comite Etic d’Experimentacié Animal de la Universitat de Lleida.
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2.2 Soques de ratolins emprades

2.2.1 Ratolins CAG-Cre:ER”

Els ratolins CAG-Cre:ERT (en endavant, Cre:ER") (B6.CG-Tg(CAG-cre/Esr1)5Amc/J) van ser generats al
laboratori del Dr. Andrew P. McMahon mitjancant la técnica de la injeccié pronuclear, en la qual el
material genétic s’injecta en el pronucli d’un oocit fecundat(Hayashi and McMahon, 2002). El nostre

laboratori va adquirir els ratolins Cre:ER" a través de la companyia The Jackson Laboratory.

Aquest ratolins transgénics expressen la recombinasa Cre induible per Tamoxifé sota el control del
promotor de la CAG acoblat al enhancer del citomegalovirus (CMV). El transgen conté la proteina de
fusié formada per la recombinasa Cre i una forma mutant del domini d’unié a lligand del receptor
d’estrogens muri (ERT), que impedeix la unié amb els estrogens enddgens. La proteina de fusid Cre:ERT
es manté al citoplasma quan no s’estimula, pero després de la exposicié a Tamoxife, pot translocar al

compartiment nuclear i actuar com recombinasa sobre les seqliéncies LoxP.

Aquesta colonia de ratolins es manté en heterozigosi, i els animals Cre:ER™" sén viables, fértils,

presenten una mida normal, i a més, no mostren alteracions morfologiques ni de comportament.

2.2.2  Ratolins Pten floxed (Pten/f)

Els ratolins Pten” (C;12954-Pten'™"/]) van ser generats pel Dr. Hong Wu mitjancant la técnica de
I’electroporacid de cél-lules mare embrionaries (ESC) i posterior injeccid en blastocists(Lesche et al.,

2002). El nostre laboratori va adquirir-los a través de The Jackson Laboratory.

Aquests ratolins presenten seqiiencies LoxP que es troben flanquejant I'exd 5 de Pten, que codifica
per al domini fosfatasa de la proteina. Es important remarcar que el creuament d’aquests ratolins
amb una soca que expressi qualsevol tipus de recombinasa Cre déna lloc a la pérdua de I'exd 5, i com
a conseqtiencia, a I'abséncia de la proteina PTEN. Aixi doncs, el seu Us permet I'excisié de Pten en

diferents teixits o moments del desenvolupament en funcié de la recombinasa que s’utilitzi.

Aquesta colonia de ratolins es manté en homozigosi i els ratolins Pten”f sén viables, fértils, presenten
una mida normal, i a més, no mostren alteracions morfologiques ni de comportament. Si no es creuen

amb cap recombinasa, presenten nivells normals de PTEN.
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2.2.3  Ratolins CAG-Cre:ERTPTEN"f

Els ratolins CAG-Cre:ER'PTEN"f (en endavant, Cre:ER'PTEN”") van ser generats I’any 2013 per la Dra.
Cristina Mirantes(Mirantes et al., 2013) a partir del creuament de ratolins Cre:ER™" i PTEN”f, en un

fons genetic mixt.

Per tal d’induir la delecié de Pten, els ratolins Cre:ER™PTEN”f reben una Unica injeccié de 0,5 mg de
Tamoxifé entre la 4-5 setmana de vida. Entre les 6-8 setmanes posteriors, els ratolins desenvolupen

EIN, hgPIN i hiperplasia de tiroide, com a conseqiéncia de la perdua de PTEN.

2.2.4 Ratolins knock-out de Ccnd1 (CycD17")

Els ratolins knock-out de Ccndl (CycD17) (FVB.129S2(B6)-Ccnd1tm1Wbg/J) van ser generats al
laboratori del Dr. Robert A. Weinberg, mitjancant la tecnica d’electroporacié d’ESC i posterior injeccio
en blastocists(Sicinski et al., 1995). El nostre laboratori va adquirir-los a través de The Jackson

Laboratory.

El vector emprat per generar aquest ratoli permet reemplacar un fragment genomic del gen Ccnd1,
que conté part de I'exé 1, i els exons 2 i 3, pel cassette neo. La seqliencia reemplacada codifica per al

domini cyclin box, que es requereix per a I'activitat proteica.

Aquests ratolins es mantenen en heterozigosi, donat que els ratolins homozigots per a la mutacio
dirigida, encara que son viables, fertils i es desenvolupen a termini, mostren un retard en el
creixement molt pronunciat a les tres setmanes d'edat. La majoria dels ratolins homozigots per a la
mutacido moren al cap de pocs dies del naixement, sovint durant el primer mes de vida. A més, els
animals que aconsegueixen sobreviure a aquest periode continuen mostrant un pes inferior al normal
i un increment de la mortalitat. Finalment, els ratolins CycD1”* presenten també defectes neurologics,

entre altres alteracions.

2.2.5 Ratolins knock-out d’E2f-1 (E2F-17)

Els ratolins knock-out d’E2f-1 (E2F-17) (B6; 12954-E2f1tm1Meg/J) van ser generats al laboratori del
Dr. Michael E. Greenberg, mitjancant la técnica d’electroporacié d’ESC i posterior injeccid en

blastocists(Field et al., 1996). El nostre laboratori va adquirir-los a través de The Jackson Laboratory.

El vector emprat per generar aquest ratoli permet reemplacgar un fragment genomic del gen E2f-1,
corresponent al’exd 3, pel cassette neo. A més, I'exd 4 també es deleciona. La seqiiéncia reemplacada

del gen E2f-1 codifica per al domini d’unié al DNA i part del domini de dimeritzacié. Mutacions en
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aquestes regions permeten abolir la capacitat de I'E2F-1 per unir-se al DNA, activar la transcripcio,
induir la progressid del cicle cel-lular o conduir a I'apoptosi.
Els ratolins E2F-17 sén viables i fértils. No obstant, presenten alteracions de maduracié dels timocits

i desenvolupen un ampli espectre de cancers. A més, amb |'edat, desenvolupen atrofia testicular.

2.2.6  Ratolins SCID (severe combined immunodeficiency)

Els ratolins SCID presenten una mutacié genética autosdmica recessiva designada com Prkdc™, que
es localitza al cromosoma 16, i que impedeix la correcta recombinacié VDJ. D’aquesta manera, els
ratolins, que sén homozigots per la mutacid, no sén capacos de generar limfocits funcionals i
desenvolupen una immunodeficiéncia combinada greu que afecta tant els limfocits B com els T. A
nivell funcional, aquesta mutacié provoca que el sistema immunologic no maduri i aquests ratolins no
poden combatre infeccions ni rebutjar tumors o trasplantaments. Per tant, sdn un model animal molt
util per I'estudi de tumors subcutanis o xenografts. El nostre laboratori va adquirir els ratolins SCID a

través de la companyia The Jackson Laboratory.

2.3 Sexatge i Genotipatge

Els ratolins es deslleten i se sexen als 21 dies de vida, moment en qué es procedeix al seu genotipatge.
Amb aquest objectiu, els ratolins s’adormen amb isofluora al 2% per via inhalatoria, es marquen, per
tal d’identificar-los i diferenciar-los els uns dels altres, mitjancant un codi de talls en els orelles, i es

procedeix a obtenir una biopsia de la cua, inferior a 5 mm de longitud.

Tot seguit, les cues es digereixen en un tampd de genotipatge (100 mM Tris pH 8,5; 200 mM NaCl, 5
mM EDT i 0,2% SDS) i proteinasa K a 10 mg/ml (Sigma-Aldrich). La digestié es realitza durant
aproximadament 4 hores a 56 2C i amb una agitacié de 750-800 rpm. A continuacid, s’inactiva la
proteinasa K a 952C durant 5 minuts i es descarten les restes de la cua no digerides per centrifugacid.
Es recull el sobrenedant i, tot seguit, es precipita el DNA amb etanol absolut fred. Finalment, es

resuspen el DNA amb aigua milliQ.

Un cop extret el DNA de cadascuna de les cues tallades, es pot procedir a realitzar la PCR (polymerase
chain reaction) corresponent (taula 6). Finalment, els productes de la PCR s’analitzen mitjancant
separacio electroforetica en gel d’agarosa i les bandes es visualitzen per tincié amb Safe View Nucleic

Acid Stain (NBS Biologicals).
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Fwd
Cre:ERT
Rev
Pten Fwd
floxed Rev
Comu
Cend1 WT
Mutant
Comu
E2f-1 WT
Mutant

Seqiieéncia dels primers emprats

ACG AAC CTG GTC GAA ATC GT GCG
CGG TCG ATG CAA CGA GTG ATG AG

CAA GCACTCTGC GAA CTG AG
AAG TTT TTG AAG GCA AGATGC

TAG CAG AGA GCT ACAGACTTCG
CTCCGT CTT GAG CATGGCTC
CTAGTG AGA CGT GCTACTTC

CTA ATT CTG ACC ACC AAA CGC
GGA TAT GAT TCT TGG ACT TCT TGG

CAA GTG CCA GCG GGG CTG CTA AAG

Programa de PCR

94 oC
94 oC
65 °C
72C
72C
94 °C
94 oC
60 °C
72°C
72°C
94 oC
94 oC

64 °C

Temps

Cicles

32

35

35

35
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Bandes obtingudes

Genotip

Cre:ERT/-
Cre:ER™/-

PTEN*/+
PTENf/+
PTEN(/f

CycD1**
CyCD1+-
CycD1/

E2F-1++
E2F-1+-
E2F-17

Mida

no banda

350 bp

156 bp
156 i 328 bp
328 bp

224 bp
224391 bp
391 bp

172 bp
1721227 bp
227 bp

Taula 6: Genotipatge dels ratolins emprats en aquest treball. S’especifica la seqliéncia dels primers, el programa

de PCR i la mida de les bandes per discriminar entre els diferents genotips possibles.

2.4 Establiment de tumors subcutanis en ratolins SCID

Per a I'establiment de tumors subcutanis o xenografts in vivo s’utilitzen femelles SCID d’entre 8-12

setmanes d’edat i amb un pes compres entre els 20-25 grams. S’injecten subcutaniament, a cada flanc

del ratoli, 10°cél-lules de cadascuna de les linies cel-lulars emprades, HEC-1A o MFE-296, en un volum

total de 100 pl. El creixement tumoral es mesura cada setmana amb un peu de rei digital i el volum

tumoral es calcula d’acord amb la férmula: TV (tumor volume) = (Dxd?)/2, on D correspon al diametre

gran del tumor i d, al petit. Els ratolins es comencen a tractar en el moment que els tumors mesuren
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100 mm3. Un cop finalitzat el tractament, els ratolins se sacrifiquen per dislocacié cervical i el tumor

es col-lecta per al seu analisi macroscopic i immunohistologic.

2.5 Establiment de tumors subcutanis amb mostres derivades de pacients

Els tumors subcutanis amb mostres derivades de pacients o PDX (patient-derived tumor xenograft) es
van establir a I'Institut de Recerca Vall Hebron amb col-laboracié amb el grup de recerca biomedica
de ginecologia. Tots els procediments es van dur a terme segons protocols aprovats pel Comite Etic

d’Experimentacié Animal de I'Hospital Universitari Vall Hebron.

El tumor subcutani PDX741 es genera a partir d’'una mostra de teixit tumoral fresc d'una pacient amb
EEC que s’'implanta de manera subcutania als flancs dels animals. Per testar I'eficacia de farmacs, es
trasplanten quirdrgicament per via subcutania petites peces del PDX a nous ratolins femella nude
Swiss de 6 setmanes d'edat. De nou, els tumors es mesuren segons la férmula TV = (Dxd?)/2, dos cops
per setmana amb un peu de rei digital per tal de monitoritzar el creixement tumoral. Els tumors es
deixen créixer fins que arriben aproximadament a un volum de 200 mm?3, moment en qué comenca
el tractament. Un cop aquest finalitzat, els ratolins se sacrifiquen per dislocacio cervical i els tumors

es col-lecten per al seu analisi macroscopic i immunohistologic.

2.6 Tractaments farmacologics in vivo

2.6.1 Tamoxifé

Tal com s’ha comentat anteriorment, el Tamoxifé s’adquireix en pols (Sigma-Aldrich) i es dissol, per al
seu Us in vivo, en etanol absolut fins a una concentracié de 100 mg/ml, i en oli de blat de moro (corn
oil, Sigma-Aldrich) per tal d’arribar a la concentracié final de 5 mg/ml. Es important escalfar la

preparacio a 37 2C i vortejar-la bé per dissoldre completament el Tamoxife.

Per induir "activacié de la recombinasa Cre:ER" i la conseqiient delecid de Pten, els ratolins reben una
Unica injeccié intraperitoneal de 0,5 mg de Tamoxifé a les 4-5 setmanes d’edat. Per assegurar la
fiabilitat dels resultats obtinguts, i que la induccié de la Cre:ERT es deu exclusivament a I’estimulacié
amb Tamoxifé i no a I'efecte dels estrogens endogens, en tots els experiments s’inclou un grup
d’animals que s’injecta només amb oli de blat de moro com a control, donat que aquest és el diluent

emprat durant la preparacioé de la droga.
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2.6.2  Palbociclib

Com s’ha comentat anteriorment, el Palbociclib o PD-332991 s’obté en pols a Pfizer Inc i es conserva

a temperatura ambient i en la foscor, protegit de la llum.

Per als experiments in vivo, el Palbociclib es dissol en un tampd de Lactat de Sodi (Sigma-Aldrich) (50
mM, pH 4,0) fins a una concentracié de 20 mg/ml. Un cop dissolt, el Palbociclib es manté congelat a -

20°C i en la foscor.

Els ratolins Cre:ER"PTEN" reben una dosi diaria de 100 mg/kg de Palbociclib per via oral durant 21
dies, comencant el tractament 2 setmanes després de la injeccié de Tamoxifé. Per al tractament agut
amb Palbociclib, el farmac s’administra només durant tres dies consecutius a tres dosis diferents, 75,
100 o 150 mg/kg. Finalment, en I'experiment de supervivéncia, el animals es tracten 5 cops per
setmana amb Palbociclib, fins al moment en qué requereixen I'eutanasia. En tots els experiments, els
animals controls van rebre vehicle, que consisteix en el mateix tampé de Lactat de Sodi emprat per

dissoldre el Palbociclib.

En els experiments de tumors subcutanis establerts amb les linies cel-lulars HEC-1A i MFE-296, els

animals es tracten per via oral amb vehicle o Palbociclib a una dosi de 150 mg/kg durant 15 dies.

En I'experiment amb PDX, els ratolins es tracten per via oral amb vehicle o Palbociclib a una dosi de

150 mg/kg durant 10 dies.

2.6.3 Regorafenib

Tal com s’ha descrit previament, el Regorafenib o Stivarga® (BAY 73-4506) s’adquireix en pols a Bayer
Healthcare Pharmaceuticals i es manté a temperatura ambient i en la foscor, protegit de la llum, tant

en pols com un cop diluit.

Per tal de dissoldre la droga, en primer lloc, es prepara una solucio stock d’1,2-propylenglycol (Fluka),
PEG 400 (Fluka), Pluronic F68 (VRW) i Regorafenib. La dissolucié de tots els components és molt lenta,
aixi que pot ser necessari deixar la barreja tota la nit a una temperatura de fins a 502C i en agitacid,
fins que s’esclareixi completament. Aquesta solucid stock s’aliquota rapidament, ja que un cop a
temperatura ambient, solidifica molt de pressa. Abans del seu Us, cal afegir un 20% d’aigua esteril a
la solucid stock, de manera que s’arriba aixi, a una concentracié final de 10 mg/ml. Com que la solucié

de Regorafenib és solida a temperatura ambient, cal mantenir-la escalfada fins a 502C fins obtenir una
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solucié liquida que sigui administrable per via oral. A més, un cop afegida I'aigua a la solucid, el

Regorafenib només hi és estable durant 1 hora, aixi que cal treballar amb certa celeritat.

El Regorafenib s’administra diariament als ratolins de la coldnia Cre:ER'PTEN" per via oral a una dosi
de 60 mg/kg. El tractament s’inicia 3 setmanes després de la injeccié amb Tamoxifé i es duu a terme
durant 21 dies. Per a I'experiment de supervivencia, el Regorafenib s’administra seguint cicles de 5
dies de tractament diaris, seguits de 9 dies de descans, abans de comengar el seglient cicle. En aquest

cas, el tractament s’allarga en el temps fins que els animals requereixen I'eutanasia.

2.7 Colonoscopies

Per a la monitoritzacié continuada de les lesions presents a colon es realitzen colonoscopies d’alta
resolucié als ratolins d’interés experimental de la coldnia Cre:ER'PTEN"E2F-1, i a diferents punts

temporals després de la induccié de la delecié de Pten amb Tamoxifé.

Les colonoscopies a ratolins vius es realitzen amb I'aparell Coloview rigid colonoscope (Karl Storz), i se
segueix el protocol descrit previament en altres treballs, perdo amb petites modificacions(Becker et
al., 2006; Huang et al., 2002). Els ratolins es deixen en deju durant les 12 hores previes a la
colonoscopia perd amb accés a aigua. Abans de comengar, s’anestesien amb un 2% d’isofluora i es
col-loquen en la posicié adequada, sobre la esquena, de panxa cap a d’alt. D’aquesta manera, s’injecta
1 ml de PBS via anus, com si es tractés d’un enema, per tal de netejar acuradament l'intesti gros i
aconseguir una adequada lubricacid. Finalment, I’endoscopi s’introdueix per I’anus i el colon s’unfla
suaument amb una bomba d’aire per facilitar la visualitzacid, perd amb cura de no perforar I'intesti.
Es possible visualitzar fins uns 3 cm de colon i es poden prendre imatges de les lesions, per tal de

seguir la seva progressio.
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3. Histologia i Immunohistoquimica

3.1 Histologia Basica

Un cop sacrificats els animals, es documenta la preséncia d’alteracions macroscopiques, en cas que
existeixin, i s’extreuen els organs d’interes, que es fixen immediatament amb formol durant 16 hores
a 42C. A continuacid, es col-loquen en cassets, es deshidraten i s’inclouen en parafina. Amb la finalitat
d’estudiar la histologia de cada teixit, es fan talls de cada bloc de parafina de 5 um i es tenyeixen amb
hematoxilina i eosina (H-E). Dos patolegs revisen i avaluen de manera independent i a cegues la

histologia de cadascun dels teixits seguint criteris preestablerts.

3.2 Immunohistoquimica

Després d’incloure els teixits en parafina, pot ésser necessari recérrer a I'analisi immunohistoquimic
de les mostres en cas que es vulguin estudiar marcadors especifics. Aixi, es realitzen talls de 3 um dels
blocs de parafina i s’assequen durant 1 hora a 659C. A continuacio, es realitza un pretractament de
desparafinacio i rehidratacid del teixit. El segilient pas consisteix en el desemmascarament antigenic,
gue permet recuperar i exposar antigens emmascarats durant la preparacié de la mostra. Aixi,
s’'incuben els portaobjectes amb un tampd comercial, que conté Tris/EDTA 50X a pH 9, en un modul
de pretractament PT-LINK (Dako) durant 20 minuts a 952C. A continuacid, es bloqueja la peroxidasa
endogena de la mostra incubant els portaobjectes amb una solucié d’H,0; al 3% per reduir el soroll
de fons que s’obté amb el cromogen emprat. Tot seguit, es realitzen tres rentats amb PBS i s’incuba
la mostra amb I'anticos primari durant 30 minuts a temperatura ambient. Posteriorment, es fan tres
rentats més amb PBS i s’incuba la mostra amb I’anticos secundari. Si la senyal és prou forta, s’utilitza
un anticos secundari conjugat amb la peroxidasa (HRP) i s’incuba durant 30 minuts. Per contra, en
aquells casos en que sigui necessari amplificar la senyal, s"empra un anticos secundari conjugat a
biotina durant 30 minuts, i finalment, s’incuba la mostra 15 minuts més amb estreptavidina unida a
la peroxidasa (HRP), sempre a temperatura ambient. Per acabar, s’aplica el cromogen
diaminobenzimida (DAB, Dako) per rebel-lar la reaccid, i es realitza una contra-tinci6 amb
hematoxilina per visualitzar els nuclis de les cel-lules del teixit analitzat. A la taula 7 s’indiquen els

anticossos que s’han emprat en aquest treball per als analisis immunohistoquimics:
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Anticos Dilucié Proveidor Referéncia
PTEN _ 1:100 _ Dako _ M3627
Ki-67 1:50 Dako M7249
Ciclina D1 1:25 Dako M3642
p-RB 1:100 BD Biosciences 558385
B-Catenina RTU Dako IR702
EnVision FLEX detection kit  RTU Dako K8002
Conill anti-Biotina 1:200 Jackson 111-065-144
Estreptavidina 1:400 Jackson 016-030-084

Taula 7: Anticossos primaris i secundaris emprats per a la immunodeteccié de proteines mitjangant tincio
immunohistoquimica en parafina. RTU: Ready to use.

3.3 Avaluacio dels resultats de I’analisi immunohistoquimic

Els resultats de I'analisi immunohistoquimic s’avaluen emprant un sistema d’imatge automatitzat,
I'instrument ACIS Il (Dako). En aquest treball, Unicament s’ha valorat la intensitat de la

immunohistoquimica de pRB.

Aixi, s’escanegen les tincions realitzades i el sistema ofereix automaticament un valor d’intensitat per
a cada cas, en un rang que oscil-la entre 60 i 255. Per a cada condicié experimental, cal determinar la
intensitat de com a minim tres tincions independents, corresponents a 3 animals diferents que formen

part del conjunt.

3.4 Analisi de proliferacio cel-lular

El Ki-67 és un marcador que s’expressa en cel-lules proliferatives. D’aquesta manera, la quantificacid
de la immunohistoquimica de Ki-67 déna una mesura de la taxa de proliferacié d’un determinat teixit

en unes determinades condicions, per exemple, després d’un tractament.

Per a la quantificacid, es prenen fotografies de 5 camps representatius de cada animal i es calcula la

proliferacié cel-lular com el percentatge de nuclis positius per Ki-67 respecte al nUmero total de nuclis
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a cada camp. S’avaluen entre 1.500-2.000 nuclis per animal. Les imatges de la tincid es prenen amb el

microscopi DMD 108 (Leica) i es quantifiquen manualment amb el programa Image J.

3.5 Analisi de I'apoptosi cel-lular amb TUNEL

Per a la deteccié immunohistoquimica de I'apoptosi cel-lular s’empra el kit comercial In situ cell death
detection, POD de Roche (ref. 11684817910), que es basa en la tecnologia TUNEL, i se segueixen les
instruccions del fabricant. Aquesta tecnologia permet detectar els trencaments de la doble cadena de
DNA que tenen lloc durant I'apoptosi mitjancant la incorporacid, per una reaccié enzimatica, de
nucleotids marcats amb fluoresceina als extrems 3’OH lliures de les cadenes del DNA. En aquest
treball, s’ha valorat I'apoptosi en mostres parafinades de colon provinents de ratolins de la colonia

Cre:ER'PTENfE2F-1.

Breument, els talls de colon inclosos en parafina s’assequen durant 1 hora a 652C, es desparafinen i
es rehidraten. A continuaci, es bloqueja la peroxidasa endogena amb H,0; al 3% en aigua Milli Qi es
permeabilitzen les cél-lules amb 20 ug/ml de proteinasa K en 10 mM Tris-HCl a pH 7,4-8 durant 30
minuts a 372C. Tot seguit, els talls es renten amb PBS i s’incuben a les fosques amb la barreja de TUNEL
durant 1 hora, en un cambra humida, i a 379C. La mix de TUNEL conté I'enzim TdT (terminal
deoxinucleotidyl transferase) i els nucleotids marcats amb fluoresceina. Transcorregut aquest temps,
les mostres es tornen a netejar amb PBS i s’incuben durant 30 minuts amb I’anticos anti-fluoresceina,
també a 372Ci en un cambra humida. Finalment, es renten de nou amb PBS i es rebel-la la tincié amb

DAB.

Per a la quantificacio, es prenen fotografies de 5 camps representatius de cada animal i es calcula
I"apoptosi cel-lular com el percentatge de nuclis positius per TUNEL respecte al numero total de nuclis
a cada camp. S’avaluen entre 2.000-3.000 nuclis per animal. Les imatges de la tincié es prenen amb el

microscopi DMD 108 (Leica) i es quantifiquen manualment amb el programa Image J.
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4. Tecniques de bioquimica i biologia molecular

4.1 PCR atemps real quantitativa: RT-PCR

4.1.1 Extraccié de RNA

En aquest treball, s’han realitzat extraccions de RNA a partir de cultius cel-lulars tridimensionals que

es troben creixent sobre un llit de Matrigel®.

L'extraccié del RNA es realitza amb el kit comercial RNAeasy Total RNA kit (Qiagen), seguint les
instruccions del fabricant. A més, s’hi acobla també una digestié amb DNAsa |, que permet eliminar el
DNA genomic contaminant que pugui restar a la mostra. Els extractes de RNA es quantifiquen amb el
NanoDrop® (ND-1000 UV/Vis Spectofotometer, Nanodrop Technologies) i es guarden congelats a -
80°C.

4.1.2 Sintesi de cDNA

A partir del RNA extret en el pas anterior, es pot sintetitzar, mitjancant la reaccié de la transcripcid
inversa o retrotranscripcio (RT), el cDNA. En primer lloc, cal sotmetre 500 ng del RNA a 902C durant 2
minuts, per tal de desfer possibles dimers o bucles que s’hagin generat en la seva estructura. Tot
seguit, es duu a terme la reaccié de sintesi de cDNA amb I’'enzim retrotranscriptasa del kit Tagman®
(Applied Biosystems), i seguint les instruccions del fabricant. Les condicions de la reaccié de
retrotranscripcié sén: 10 minuts a 252C, 60 minuts a 429C i 5 minuts a 952C. Un cop sintetitzat, el
cDNA es pot guardar a -202C fins al moment del seu Us, o es pot emprar directament per a la técnica

de la PCR a temps real (RT-PCR).

4.1.3 PCR a temps real (RT-gPCR)

La tecnica de PCR a temps real utilitza una sonda especifica per a cada gen a analitzar. Aquesta sonda
esta marcada amb un fluorocrom que el termociclador CFX96™ (BioRad) llegeix i quantifica. El
programa que s’utilitza comenga per 10 minuts a 952C i després, consta de 40 cicles a 95°C durant 15
segons i 1 minut a 602C. Les sondes emprades s’adquireixen a Applied Biosystems i es detallen a la

taula 8. Como a control endogen d’expressid s’'empra B-glucuronidasa (GusB).
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Gen Espeécie N2 de cataleg

GusB Mouse Mm00446957_m1l

Ccndl  Mouse Mm00432359 m1l

Ccnd2 Mouse Mm00438070_m1

Ccnd3 Mouse Mm01612362_m1

Taula 8: Sondes emprades per a I'analisi per RT-PCR obtingudes a Applied Biosystems.

Els resultats s’obtenen en forma de nombre de Ct (cycle threshold), que és el cicle de PCR en qué
comenca el creixement exponencial del producte de la PCR, i per tant, de la sintesi de la mostra
analitzada. Aixi, com més gran és el valor de Ct obtingut, menor és el nivell d’expressid del gen

estudiat. La quantitat relativa de mRNA de cada gen es calcula de la seglient manera:
ACt = Ct del gen diana - Ct del gen GusB
A(ACt) = ACt condicid experimental - ACt control

A partir d’aquests calculs, el nivell relatiu de mRNA de la condicié experimental respecte al control és
22 Amb aquests valors es calcula la mitjana de cada mostra (es realitzen triplicats) i Ierror

estandard.

En tots els experiments realitzats, s’inclou també, per a cada sonda, un control negatiu amb aigua i un

control negatiu de la retrotranscripcié RT, per descartar la preséncia de DNA gendmic contaminant.

4.2 Immunodeteccioé de proteines
4.2.1 Western blot

4.2.1.1  Extraccid de proteina total en SDS

En aquest treball, s’han realitzat extraccions proteiques a partir de cultius cel-lulars creixent en placa

i de teixits procedents de ratoli.

Es important realitzar I'extraccié proteica de forma rapida i eficient, per evitar I'alteracié i la

degradacio de la mostra, de manera que reflecteixi I'estat fisioldgic amb la major fidelitat possible.
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Pel que fa als cultius cel-lulars, després de cada tractament, les cél-lules de I’experiment en qliestié es
renten amb PBS fred, i a continuacid, es recullen en el tampd d’extraccié proteica. Pel que fa als teixits
procedents de ratoli, en primer lloc, se sacrifica I'animal i s’extreuen els teixits d’interes. Es renten
amb PBS, es tallen en diversos fragments i es congelen rapidament amb nitrogen liquid. Un cop
congelats, es poden guardar a -802C fins al moment del seu Us o processar-los directament. Per a
|’extraccio proteica, es talla un petit fragment de 4 mm de cada mostra de teixit congelat, i es posa en
50 ul d’'urea 5M amb perles de vidre (Sigma-Aldrich). A continuacio, es disgrega la mostra emprant el
disruptor FastPrep FP120 (Thermo Savant) durant 45 segons a intensitat 5 i tot seguit, es bull durant
5 minuts a 952C. Posteriorment, s’afegeixen 75 ul de tampd d’extraccio proteica, es torna a bullir i se
centrifuga 5 minuts a 7.000 rpm. Aixi, el sobrenedant, descartant el volum d’urea afegit, és el nostre

extracte proteic.

El tampd d’extraccid proteica, emprat tant per linies cel-lulars com per teixits, és una solucié de lisi
desnaturalitzant que conté 62,5 nM Tris-HCI (pH 6,8) i 2% de SDS (sodium dodecyl sulfate, Sigma-
Aldrich). Aquest tampo permet dur a terme una extraccié eficient perqué trenca les interaccions entre
les proteines i permet I’alliberament de les proteines unides a estructures macromoleculars. A més,
el detergent SDS desnaturalitza i inactiva la majoria d’enzims presents a la mostra, incloses fosfatases

i proteases, que podrien danyar I'extracte.

Finalment, tant en el cas d’extractes proteics procedents de cultius cel-lulars com de teixits, se

soniquen les mostres abans de quantificar-les.

4.2.1.2 Quantificacio de proteines pel métode Lowry

Donat que el nimero de cél-lules, la quantitat de teixit de cada condicid i la eficiencia de I'extraccié
proteica poden variar entre una mostra i una altra, és important quantificar la quantitat de proteina
present a cadascuna d’elles per tal de facilitar la posterior interpretacié dels resultats. Si la quantitat
de proteina carregada en el gel és diferent entre condicions sera impossible extreure conclusions
fiables dels nostres resultats, ja que no es podra discernir si les diferéncies observades es deuen al
tractament estudiat o a I'efecte de la carrega. Per aquest motiu, s’utilitza el metode de Lowry per a
determinar la quantitat de proteina total present a cada mostra, emprant els reactius comercialitzats
per Bio-Rad, i comparant amb una recta patré de concentracié proteica de BSA (albumina seérica
bovina) coneguda. Aixi, breument, en una placa M96, en primer lloc, s’afegeixen 5 pl de cadascuna de
les diferents mostres que constitueixen la nostra recta patrd i 3 pl de cada llisat experimental, sempre

per duplicat. Tot seguit, es barregen els reactius A i S en proporcié 50:1, is’afegeixen 25 ul d’aquesta
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barreja a cadascun dels pous, on préviament hi haviem afegit mostra o recta patrd. A continuacié,
s’afegeixen 200 pl del substrat fluorogénic (reactiu B), i s'incuba durant 15 minuts a temperatura
ambient i protegit de la llum. Transcorregut aquest temps, es llegeix I'absorbancia de la placa a 595
nm. Els valors d’absorbancia obtinguts per a les mostres s’extrapolen als de la recta patrd,

determinant aixi, la concentracié proteica de cadascuna de les mostres.

4.2.1.3  Electroforesi en gel de SDS-Poliacrilamida (SDS-PAGE)

Un cop els extractes proteics s’han obtingut i quantificat, les mostres es preparen agafant la mateixa
guantitat de proteina per a les diferents condicions que es volen comparar i afegint tampd de carrega
5x (10% de SDS, 50% de glicerol, 720 nM B-mercaptoetanol, 250 mM Tris pH 6,8 i blau de bromofenol).
A més, es porten totes a un mateix volum amb el mateix tampd de lisi i es bullen 5 minuts a 952C per
acabar de desnaturalitzar les proteines. D’aquesta manera, les mostres ja estan llestes per dur a terme
la separacié proteica per electroforesi en gels de poliacrilamida amb SDS. Aquests gels sén
desnaturalitzants i permeten la separacid de les diferents proteines de la mostra en funcié del seu pes
molecular. Es preparen a partir de la solucié ACRYL/BIS™ (BioRad), que conté 39% d‘acrilamida i un
1% de bis-acrilamida. La polimeritzacio es realitza amb 0,1% de TEMED (Sigma-Aldrich) com a iniciador

de la reaccid i persulfat d’amoni (Sigma-Aldrich) al 0,05 % com a catalitzador.

En aquest treball, s’Than emprat gels discontinus, formats basicament per dos parts amb percentatges
d’acrilamida diferents. En la part superior o gel apilador es carreguen les mostres, i serveix per
concentrar el front de proteines de manera que totes entrin a la vegada al gel separador. Es troba
constituit per un percentatge baix d’acrilamida (5%) que es prepara en tampé 125 uM Tris-HCl a pH
6,8. Per I'altra banda, el gel separador és on realment se separen les proteines segons el seu pes
molecular. Es prepara en tampd 375 uM Tris-HCl a pH 8,8, i el seu percentatge d‘acrilamida depen del

pes molecular de les proteines que es volen detectar, oscil-lant entre el 6 i el 15%.

Un cop els gels han polimeritzat, s’hi carreguen les mostres préviament preparades i es deixen migrar
a un voltatge constant de 120 V en un tampo de migracié (25 mM Tris 25; 1,44% de glicina i 0,1% de
SDS) en el sistema MiniProtean® de BioRad. Es important carregar també, en un dels carrils, un
marcador de pes molecular pretenyit (Page Ruler, ThermoFisher Scientific), per disposar d’un

referéncia sobre el pes molecular de les proteines detectades.
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4.2.1.4  Transferéncia de proteines

Després de la separacié de les proteines en el gel, es transfereixen a una membrana de PDVF
(Immobilon-P, Millipore). El métode emprat per la transferencia és de nou el sistema MiniProtean®
de BioRad, on es forma un sandvitx amb el gel, la membrana, dos papers Watman i dues espongetes.
El sandvitx es col-loca en una solucié de transferéncia (25 mM Tris 25 i 192 mM glicina a pH=8,3) amb
un bloc de gel que evita els sobreescalfaments, i es deixen transferir les proteines del gel a la

membrana durant 1 hora a un voltatge constant de 70V.

En acabar la transferéncia i per tal d’evitar possibles unions inespecifiques, la membrana es bloqueja
amb llet en pols descremada al 5% en tampd TBS-T (20 mM Tris a pH 7,4; 150 mM NaCl i 0,1% de

Tween 20) durant una hora a temperatura ambient.

4.2.1.5 Immunodeteccio de proteines

Un cop bloguejada la membrana, es fan tres rentats de 15 minuts amb TBS-T i s’incuba la membrana
amb I'anticos primari d’interes. Els anticossos i les dilucions emprades en aquest treball es detallen a
la taula 9. La dilucié de I'anticos primari es prepara en una solucié de TBS-T amb 3% de BSA i 0,02%
d’Azida sodica, que evita contaminacions bacterianes i permet reutilitzar I'anticos. Generalment, la
incubacié s’acostuma a realitzar durant tota la nit a 42C, encara que en alguns casos i en funcié de

I'anticos, es pot dur a terme durant 1 hora a temperatura ambient.

A continuacid, es recupera I'anticos primari i es guarda a 42C fins al seu proper Us. Es fan tres rentats
a la membrana de 15 minuts cadascun amb TBS-T, i s'incuba amb la dilucié adequada d’anticos
secundari (taula 9) en solucié de bloqueig durant 1 hora a temperatura ambient. Finalment, la

membrana es torna a rentar tres vegades més amb TBS-T.

Arribats en aquest punt, es pot procedir a la visualitzacié de la immunodeteccid proteica. Per aixo,
I’anticos secundari es troba conjugat a peroxidasa, que permet la deteccid de la senyal. En aquest
sentit, la membrana s’incuba durant 3 minuts amb el reactiu comercial Luminata™ Forte Western
HRP Substrate (Millipore). Aquest reactiu associa la catalisi de I'aigua oxigenada a la oxidacié de
luminol, produint un increment de la quimioluminiscéncia. Finalment, la membrana es visualitza amb
el sistema de documentacié ChemiDoc™ MP Imaging System (BioRad) i s’analitza amb el programa

informatic associat, Image Lab.
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Antigen Dilucié Proveidor Referéncia

Ciclina D1 _ 1:1.000 _ Santa Cruz Biotechnology _ sc:20044

Ciclina D2 1:250 ThermoFisher Scientific AHF0112
Ciclina E 1:1.000 Cell Signaling technology 4129S

CDK4 1:250 Abcam ab3112

CDK6 1:250 Santa Cruz Biotechnology sc-53638

CDK2 1:250 Santa Cruz Biotechnology sc-748

p27 1:1.000 BD Biosciences Pharmigen 610241

pl6 1:500 Santa Cruz Biotechnology sc-1661

p-RB (Ser780) 1:1000 BD Biosciences 558385
p-S6K (Thr389) 1:1.000 Cell Signaling technology 9205
p-AKT (Serd73) 1:1.000 Cell Signaling technology 4060

AKT total 1:1.000 Santa Cruz Biotechnology sc-1618
PTEN 1:1.000  Cell Signaling technology 9188

B-RAF 1:500 Santa Cruz Biotechnology sc-5284
p-SAPK/INK (Thr183/Tyr185) 1:1.000  Cell Signaling technology 9251
JNK total 1:1.000  Cell Signaling technology 9258

p-ERK 1/2 (Thr202/204) 1:1.000 Biolegend 675502
pan-ERK 1:5.000 BD Biosciences Pharmigen 610623

p-p38 (Thr180/Tyr182) 1:1000 Biolegend 903501

Taula 9: Anticossos primaris i secundaris emprats per a la deteccid proteica mitjangant la técnica del Western
blot.

112



Materials i métodes

Antigen Dilucié Proveidor Referéncia
p38 total 1:500 Santa Cruz Biotechnology sc-81621
p-p53 (Serl5) 1:1.000 Cell Signaling technology 9284
p53 1:500 Santa Cruz Biotechnology sc-126
p-elF4E (Ser209) 1:1.000 Upstate 07-823
elF4E 1:1.000 Santa Cruz Biotechnology sc-9776
MLH-1 1:1.000 Abcam ab92312
p-H2AX (Ser139) 1:1.000 Upstate 05-636
a-Tubulina 1:20.000 Sigma-Aldrich T9026
B-Actina 1:5.000 Santa Cruz Biotechnology sc-1616
GAPDH 1:20.000 Abcam 8245
Conill IgG-HRP 1:10.000 Jackson 111-035-003
Ratoli IgG-HRP 1:10.000 Jackson 115-035-003
Cabra IgG-HRP 1:10.000 Jackson 705-035-147

Taula 9. Continuacié: Anticossos primaris i secundaris emprats per a la deteccid proteica mitjangant la técnica

del Western blot.
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1. Estudi de la implicacié del factor de transcripcié6 E2F-1 en processos

tumorals induits per la pérdua de PTEN

1.1 Generacié del model muri Cre:ERTPTEN/fE2F-1

El factor de transcripcié E2F-1 és un proteina intrigant pel que fa al seu rol en tumorigenesi. Diversos
treballs han analitzat la seva funcidé en processos tumorals induits per mutacions concretes i els
resultats obtinguts rebel-len la seva activitat com a promotor i supressor de tumors en funcié del tipus
i context cel-lular(Fujiwara et al., 2011; Yamasaki et al., 1998). Per aquest motiu, amb aquests

antecedents, vam voler estudiar el paper d’E2F-1 en la tumorigenesi induida per la pérdua de PTEN.

Aixi, vam generar un model muri a partir del creuament del nostre model knock-out de Pten induible
per Tamoxifé (Cre:ER'PTEN”f) amb el knock-out d’E2f-1. Tal es com es pot veure en la figura 30, es va
seguir un protocol de tres creuaments, emprant com a fundadors els ratolins amb genotip Cre:ER™
PTEN'f i E2F-17. D’aquesta manera, es van obtenir ratolins amb el genotip desitjat Cre:ER™"
PTEN'FE2F-17", i el corresponent control, Cre:ER™-PTEN7’E2F-1*/*. A més, els ratolins amb el genotip
Cre:ER™PTENY’E2F-17 van ser utilitzats com a controls de la manca exclusiva d’E2F-1. En aquest punt,
és important remarcar que tots els controls emprats en aquest treball provenen de la mateixa colonia
Cre:ER'PTEN"E2F-1, per tal d’assegurar que tots els animals analitzats presenten el mateix fons

genetic. Aixi, és possible evitar errors a I’hora d’avaluar el fenotip dels animals i tenir la certesa que

els efectes observats es deuen al genotip d’estudi i no, a diferents fons genétics.

Com que estavem interessats en estudiar la implicacié d’E2F-1 en els tumors deficients en PTEN, la
colonia es va mantenir de manera que la delecié de Pten fos bial-lélica en tots els animals que

expressaven la recombinasa, i només variés el grau d’ablacié d’'E2f-1.
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Cre:ER™-PTEN/ E2F-17
| J
Cre:ER™PTEN*E2F-1*/ Cre:ER™ PTEN/*E2F-1*"
| J
Cre:ER™/-PTEN'fE2F-1+" Cre:ER™/-PTENYfE2F-1+-
Cre:ER™PTEN'/fE2F-1+/+ Cre:ER™PTENE2F-1+/+
Cre:ER™-PTEN"fE2F-1+- Cre:ER™-PTENTfE2F-1+/-
Cre:ER™-PTEN"fE2F-1- Cre:ER™PTEN*E2F-17/

Figura 30: Estratégia de cria per a la generacié del model animal Cre:ERTPTENY/fE2F-1.

1.2 Efecte de l'abséncia d’E2F-1 en les neoplasies de prostata i endometri i les

hiperplasies de tiroide induides per la pérdua de PTEN

Després d’establir la colonia Cre:ER'PTENY'E2F-1 i un cop obtinguts animals de tots 6 genotips
diferents, es va procedir a caracteritzar I'efecte de I'abséncia d’E2F-1 en les neoplasies de prostata i

endometri, i en les hiperplasies de tiroide, originades a conseqiiéncia de la perdua de PTEN.

El disseny experimental que es va dur a terme es mostra a la figura 31. Per comengar, es va injectar
intraperitonealment una Unica dosi de Tamoxife, per tal d’induir la delecié de Pten, a ratolins mascles
i femelles de 5 a 7 setmanes d’edat i de tots 6 genotips possibles. Els animals es van monitoritzar

exhaustivament fins que van requerir I’eutanasia.

| 3 setmanes | 5-7 setmanes | 9-12 setmanes -
I I I -

Naixement Deslletament Injeccié Tamoxifé Sacrifici

Figura 31: Disseny experimental per a I’analisi dels animals de la colonia Cre:ERTPTENfE2F-1. Breument, els
ratolins de tots els genotips reben una Unica dosi de Tamoxife per via intraperitoneal entre les 5-7 setmanes de
vida. Els ratolins se sacrifiquen 9-12 setmanes després de la induccié de la delecié de Pten.
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A diferéncia de la colonia Cre:ER'PTENY, en qué els animals se sacrifiquen entre 6 i 8 setmanes
després de la injeccid de Tamoxife, en aquest cas, I'empitjorament de I’estat fisic dels ratolins es va
observar més tard en el temps, amb independéncia del genotip. Per aquest motiu, els animals es van
sacrificar entre 9 i 12 setmanes després de la induccidé de la delecié de Pten. S’ha demostrat que el
fons genetic dels ratolins afecta al desenvolupament dels tumors induits per la pérdua de
PTEN(Freeman et al., 2006). Per aquest motiu, és important tenir present que poden existir
diferéncies entre les dues colonies de ratolins, més enlla de les causades propiament pel diferent
genotip. Aixi doncs, per exemple, els ratolins Cre:ER™-PTEN"f i Cre:ER™"PTEN'E2F-1*/* que s’empren
com a controls de la pérdua exclusiva de PTEN en les colonies Cre:ERTPTEN”* i Cre:ERTPTEN"’E2F-1,
respectivament, poden presentar un fenotip diferent, simplement com a conseqliéncia del fons

genétic en qué s’ha establert la colonia.

En primer lloc, I'avaluacié macroscopica va permetre determinar que la pérdua monoal-lélica o
bial-lélica d’E2F-1 no alterava la mida de les prostates dels ratolins Cre:ER™"PTEN7'E2F-1*/- i Cre:ER™"
PTEN"E2F-17- en comparacié amb les dels ratolins Cre:ER™PTENE2F-1*/*. A més, tal com es pot
observar a la figura 32, I'analisi pels patolegs va concloure que no existien diferéncies histologiques
significatives entre els animals que expressaven la Cre:ERT recombinasa, amb independéncia de

I’expressié o absencia d’E2F-1. La gran majoria dels ratolins van presentar hgPIN.
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Figura 32: E2F-1 és dispensable en les neoplasies prostatiques induides per la pérdua de PTEN. (A) Comparacio
entre prostates wild-type i knock-out per a E2F-1 a les 9-12 setmanes després de la delecid de Pten. (B) Imatges
representatives de la tincié amb H-E a les prostates de ratolins Cre:ER™PTEN/fE2F-1*/*, Cre:ER™ PTENYfE2F-1*"
, Cre:ER™PTENYE2F-17, Cre:ER™ PTENY*E2F-1*/*, Cre:ER™-PTEN"E2F-1*/ i Cre:ER™/ PTENYE2F-17 (10x). (C)
Quantificacid de I'avaluacio de les lesions diagnosticades. No s’observen diferéncies segons I’analisi Chi quadrat.

IgPIN significa low-grade prostatic intraepithelial neoplasia i hgPIN, high-grade prostatic intraepithelial
neoplasia.
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A continuacid, es va procedir a I'analisi histologic dels endometris. En aquest cas, es va observar que
la manca d’E2F-1 conduia a un lleuger increment de la incidéncia i la progressidé dels tumors
endometrials deficients per PTEN. No obstant, les diferencies histologiques observades entre els
genotips experimentals no van ser estadisticament significatives. Els ratolins femella Cre:ER™"
PTENfE2F-1*/*, Cre:ER™PTENY'E2F-1* i Cre:ER™PTEN”E2F-17 desenvolupaven hiperplasia

complexa o EIN independentment de la preséncia o abséncia d’E2F-1.
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Figura 33: E2F-1 és dispensable en els tumors endometrials induits per la pérdua de PTEN. (A) Imatges
representatives de la tincié amb H-E de I'endometri de ratolins Cre:ER™ PTENY’E2F-1*/*, Cre:ER™"PTEN"fE2F-1*/"
, Cre:ER™PTEN"E2F-17, Cre:ER™ PTENfE2F-1*/*, Cre:ER™-PTENY’E2F-1*/i Cre:ER™ PTEN"E2F-17 (10x). (B)
Quantificacio de I'avaluacid de les lesions diagnosticades. No s’observen diferéncies segons I'analisi Chi quadrat.
EIN significa endometrial intraepithelial neoplasia.
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A més, mitjancant la tincié amb Ki-67, es va demostrar que les lesions presents a 'endometri dels
ratolins Cre:ER™"PTEN"'E2F-1*/* i Cre:ER™"PTEN"'E2F-17 presentaven el mateix nivell d’expressié del
marcador de proliferacid, i que per tant, I'abséncia d’E2F-1 no exercia cap efecte en la proliferacié

d’aquests tumors.

Cre:ER™/-PTENTfE2F-1+/+ Cre:ER™-PTENTfE2F-17
ST ; AT e s o Vg

60+

O3 Cre:ERT™-PTEN'
E2F1+/+

50

40
€3 Cre:ER™/-PTEN'f
E2F17

IHC: Ki-67

30

204

% cel-lules Ki-67*

10

Figura 34: La manca d’E2F-1 no indueix un efecte antiproliferatiu en els tumors endometrials deficients per
PTEN. (A) Imatges representatives de la tincié amb Ki-67 dels tumors endometrials de ratolins Cre:ER™"
PTENY E2F-1*/*i Cre:ER™-PTEN'E2F-17- (10x). (B) Quantificacié de la tincié de Ki-67. Les dades provenen de n=5
animals per a cada grup i els valors s’expressen com la mitjana = s.e.m. No s’observen diferencies segons analisi
t-test.

Per acabar, vam estudiar I'efecte de I'absencia d’E2F-1 en les hiperplasies de tiroide induides per la
pérdua de PTEN. En aquest cas, és important destacar que només un petit percentatge (34%) dels
ratolins Cre:ER™'PTEN"fE2F-1*/* van desenvolupar aquesta patologia, mentre que en els ratolins
Cre:ER™PTEN"" de la colonia Cre:ERTPTEN"f aquest percentatge és proper al 100%. Sembla clar doncs,
que el fons genétic en qué es troba establerta la colonia Cre:ER'PTEN7fE2F-1 juga un paper important
a I’'hora de disminuir la incidéncia i alentir la progressié de les hiperplasies de tiroide induides per la

pérdua de PTEN.

No obstant aixd, vam voler caracteritzar I'efecte de la manca d’E2F-1 en aquestes hiperplasies. De
nou, i tal com s’observa a la figura 35, no es van detectar diferéncies macroscopiques ni histologiques
entre els tres genotips experimentals, Cre:ER™"PTENE2F-1*/*, Cre:ER™"PTEN”'E2F-1*/"i Cre:ER™/
PTENYE2F-17-.

Es important destacar que la manca exclusiva d’E2F-1 en els animals que conservaven I'expressié de

PTEN no donava lloc a I'aparicié d’alteracions histologiques en cap dels tres teixits analitzats.
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Figura 35: E2F-1 és dispensable en les hiperplasies de tiroide induides per la pérdua de PTEN. (A) Comparacio
entre tiroides wild-type i knock-out per a E2F-1 a les 9-12 setmanes després de la delecié de PTEN. (B) Imatges
representatives de la tincié amb H-E a les tiroides de ratolins Cre:ER™PTENYfE2F-1*/*, Cre:ER™-PTEN"E2F-1*/",
Cre:ER™-PTEN"E2F-17-, Cre:ER™-PTEN"E2F-1*/*, Cre:ER™ PTENY'E2F-1*- i Cre:ER™PTENfE2F-17 (10x). (C)
Quantificacid de I'avaluacio de les lesions diagnosticades. No s’observen diferéncies segons I’analisi Chi quadrat.
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1.3 L’abséncia d'E2F-1 potencia la carcinogénesi de colon per la via serrada induida per la

pérdua PTEN

Un cop analitzats els tres tipus tumorals d’interés habituals, neoplasia de prostata i endometri, i
hiperplasia de tiroide, vam procedir a realitzar una avaluacié macroscopica i histologica exhaustiva de
la resta d’organs dels ratolins de la colonia Cre:ER'PTEN7'E2F-1, per tal de detectar possibles

alteracions.

Aixi, es van identificar macroscopicament una série de lesions, facilment quantificables, als colons dels
ratolins Cre:ER™ PTEN"fE2F-1*/*. Esta ampliament acceptat que PTEN és un important gen supressor
tumoral a colon i que la seva pérdua déna lloc al desenvolupament de cancer colorectal(Di Cristofano
et al., 1998; Marsh Durban et al., 2014; Milella et al., 2015; Podsypanina et al., 1999; Suzuki et al.,
1998). Per tant, el fet que els ratolins Cre:ER™-PTEN”fE2F-1*/* desenvolupin aquestes lesions concorda
perfectament amb el que s’ha descrit préviament. Sembla que de nou el fons genetic de la colonia
CreER'PTEN'E2F-1 déna lloc a un fenotip tumoral diferent en els ratolins que només sén deficients

per a PTEN en comparacié amb la coldonia CreERTPTEN',

Tot seguit, es va voler estudiar I'efecte que exercia I'abséncia d’E2F-1 sobre aquestes lesions induides
per la perdua de PTEN a colon. Macroscopicament, es va observar que els colons dels ratolins
Cre:ER™-PTEN”E2F-1*- i Cre:ER™/PTEN7'E2F-17- presentaven un major numero de lesions
observables en la mateixa longitud de codlon, en comparacié amb els animals Cre:ER™ PTENY'E2F-1*/+,
A més, es va determinar també que les lesions es localitzaven majoritariament a la part més proximal
del colon en tots tres genotips analitzats. Es important remarcar que en cap cas es van identificar
lesions d’aquest tipus en els animals amb genotip Cre:ER™PTEN"fE2F-1*/*, Cre:ER™-PTEN"E2F-1*/" i

Cre:ER™PTENY’E2F-17, que conserven I'expressié de PTEN.
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Figura 36: La pérdua monoal-lélicai bial-lélica d’E2F-1 incrementa el nimero de les lesions observades al colon
dels ratolins Cre:ER™/PTEN"E2F-1*/ i Cre:ER™/-PTEN/’E2F-17- en comparacié amb els ratolins Cre:ER™"
PTEN"fE2F-1*/*. (A) Imatges macroscopiques dels colons de ratolins Cre:ER™PTENYfE2F-1*/*, Cre:ER™"
PTENYE2F-1*- i Cre:ER™-PTEN”fE2F-17-. Les fletxes remarquen les lesions observades. (B) Imatges
macroscopiques de la zona proximal dels colons de ratolins Cre:ER™ PTENY’E2F-1*/*, Cre:ER™/ PTEN/fE2F-1*- i
Cre:ER™PTEN"E2F-17. Els cercles grocs remarquen les lesions observades. (C) Quantificacié del nimero de
lesions observades als colons de ratolins de tots tres genotips. *P<0.05 **P<0.01, mitjangant analisi one-way
ANOVA, seguit del test de Tukey per comparacions multiples. (D) Quantificacié de la longitud dels colons de tots
tres genotips. No s’observen diferéncies segons analisi one-way ANOVA, seguit del test de Tukey per
comparacions multiples.
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A més, tal com es pot observar en la figura 37, els ratolins Cre:ER™-PTEN7'E2F-1*"i Cre:ER™PTEN"f
E2F-17 no només presentaven un increment en el nimero de lesions, sind que aquestes eren també
més grans en comparacié amb les dels animals Cre:ER™ PTEN"fE2F-1*/*. Fins i tot, en algunes ocasions

aquestes lesions eren tan grans que causaven I'obstruccié de I'intesti gros.
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Figura 37: La manca d’E2F-1 incrementa la mida de les lesions observades a colon. *P<0.05 ***P<0.001,
mitjancant analisi one-way ANOVA, seguit del test de Tukey per comparacions multiples.

A continuacid, després de I'avaluacié macroscopica, es van incloure en parafina els colons sencers
dels ratolins, des del recte fins al cec, per al seu posterior analisi. Tal com s’observar a la figura 38, el
13% dels ratolins Cre:ER™PTEN"'E2F-1*/* van ser diagnosticats d’adenocarcinoma intraepitelial, el
25%, d’adenoma, i un 6%, d’adenoma amb patré de serracid. No obstant, la gran majoria dels animals
d’aquest genotip, concretament un 56%, presentaven una histologia completament normal. Per
contra, en el cas dels ratolins Cre:ER™PTEN” E2F-1*/- només un 5% va mantenir una histologia normal,
mentre que la resta d’animals van ser diagnosticats d’adenoma (55%), adenoma serrat (35%) i
adenocarcinoma intraepitelial (5%). Per acabar, cap animal Cre:ER™PTENY'E2F-17" va presentar
histologia normal mentre que un 42% dels ratolins van desenvolupar lesions diagnosticades com
adenocarcinomes intramucosos. A més, un 25% dels animals van presentar adenomes, i un 33% més,
adenomes que encara conservaven el patro serrat. A la figura 39 es mostren H-E d’un adenoma serrat

i d’'un adenocarcinoma intramucosos, diagnosticats en animals Cre:ER™"PTEN"'E2F-17-.
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Figura 38: La perdua monoal-lélica i bial-lélica d’E2F-1 incrementa la incidéncia dels adenocarcinomes de colon
induits per la perdua de PTEN. (A) Imatges representatives de la tincié amb H-E de colon de ratolins Cre:ER™
PTEN"E2F-1*/*, Cre:ER™PTEN'E2F-1*/ i Cre:ER™"PTENY'E2F-17- (4x i 10x). (B) Imatges representatives de la
tincié amb H-E de cdlon de ratolins Cre:ER™ PTENY'E2F-1*/*, Cre:ER™ PTEN"'E2F-1*" i Cre:ER™/-PTEN"'E2F-17

(4x i 10x). (C) Quantificacié de les lesions diagnosticades a cada grup. *P<0.05 ***P<0.001, segons el test exacte
de Fisher amb estandarditzats corregits.
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Cre:ERT-PTEN"E2F-1--

Figura 39: Exemplificacié de les lesions desenvolupades en els ratolins Cre:ER™/ PTEN/’E2F-17". (A) Imatges
representatives de la tinci® amb H-E de colon de ratoli Cre:ER™-PTEN/E2F-17- que mostren un adenoma amb
patré de serracid (esquerra 4x, centre 10x i dreta 20x). (B) Imatges representatives de la tincié amb H-E de colon
de ratoli Cre:ER™"PTENfE2F-17 que mostren un adenocarcinoma intramucés (esquerra 10x i dreta 20x).

Es important remarcar que, coincidint amb I’avaluacié macroscopica, no es va diagnosticar cap lesié
al colon dels ratolins amb genotip Cre:ER™PTEN7'E2F-1**, Cre:ER™'PTEN'E2F-1*/ i Cre:ER™"
PTEN7'E2F-17- ja que presentaven una histologia completament normal. Gracies a la
immunohistoquimica de PTEN es va comprovar que aquests animals conservaven I'expressio de PTEN
sense canvis entre genotips. A més, aquest resultat es va corroborar amb un Western blot de llisats
totals de colon de ratolins Cre:ER™PTEN7E2F-1*/* i Cre:ER™PTEN7E2F-17", que va permetre
concloure que la manca d’E2F-1 no alterava I'expressié de PTEN. En canvi, en tots els ratolins Cre:ER™/
PTEN"E2F-1**, Cre:ER™/"PTENY'E2F-1*/i Cre:ER™"PTEN"’E2F-17-s’observava la pérdua de I'expressié

del gen supressor tumoral en forma de mosaic, sense diferéncies entre genotips.
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Figura 40: La perdua de PTEN és imprescindible per al desenvolupament de les lesions a colon i la manca
d’E2F-1 no n’altera I'expressid. (A) Avaluacio de I’expressio de PTEN per Western blot a partir de llisats de colon
de ratolins Cre:ER™-PTEN"fE2F-1*/*i Cre:ER™PTENY'E2F-17". La tubulina s’empra com a control de carrega. (B)
Imatges representatives de la immunohistoquimica de PTEN al colon dels ratolins Cre:ER™ PTENYfE2F-1+/*,
Cre:ER™-PTENE2F-1*/-, Cre:ER™PTENY'E2F-17-, Cre:ER™ PTEN"'E2F-1*/*, Cre:ER™-PTEN"E2F-1*/- i Cre:ER™
PTEN"E2F-17- (10x).

Per acabar amb la caracteritzacié descriptiva d’aquestes alteracions, es van dur a terme colonoscopies
a ratolins de cadascun dels sis genotips. Les colonoscopies es van realitzar a diferents punts temporals
després de la injeccié de Tamoxife, per tal de monitoritzar I'aparicid i el progrés de les lesions. De nou,
no es van identificar canvis en els colons dels ratolins Cre:ER™ PTEN7fE2F-1*/*, Cre:ER™"-PTEN"'E2F-1*"
i Cre:ER™PTEN"fE2F-17", tal com ja s’havia comprovat préviament. Pel contrari, entre les 6 i les 9
setmanes després de la induccid de la delecié de PTEN, es van poder detectar lesions en els animals
Cre:ER™PTENY'E2F-1* i Cre:ER™"PTEN"E2F-17, que van anar creixent amb el temps. Una mica més
tard, aquestes lesions també van observar-se en els animals Cre:ER™ PTEN7'E2F-1*/*. No obstant, tal
com s’observa a la figura 41, només vam ser capacgos de detectar i monitoritzar aquelles lesions que
es trobaven a la part més distal del colon, propera al recte. Com a conseqiiencia de la rigidesa de
I’endoscopi va resultar técnicament impossible arribar a la part proximal del mateix, que és

concretament la zona on s’acumulen preferentment les lesions.
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6-7 setmanes 8-9 setmanes 10-11 setmanes

11-12 setmanes

Cre:ERT/-PTEN/f

Cre:ERT/-PTENf/f

Cre:ER™/-PTEN/FE2F-17/-

PATOLOGIA

Distal

Figura 41: Imatges endoscopiques del ratolins de tots sis genotips. (A) Els ratolins es van sotmetre a analisi
endoscopic a diferents punts temporals després de I'administracié de Tamoxife. Les fletxes grogues assenyalen

el moment de la deteccié de les lesions a cada genotip. (B) Imatge macroscopica de la zona del colon visible amb
I’endoscopi.
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En conjunt, aquests resultats permeten concloure que la pérdua monoal-lélica i bial-lelica d’E2F-1
potencia el desenvolupament i la progressié del cancer colorectal induit per la pérdua de PTEN. A

més, I’abséncia exclusiva d’E2F-1, que no altera I'expressié de PTEN, no ddna lloc al desenvolupament

de lesions pre-malignes ni malignes a colon.

Finalment, és important remarcar que aquestes lesions desenvolupades per la perdua de PTEN i

potenciades per la manca d’E2F-1 només s’observen a colon i en cap cas, per a cap dels 6 genotips

analitzats, a intesti prim.

E2F-1+/+ » E2F-1+-

Cre:ERT/-PTEN/f

Cre:ER™/-PTENf/

Figura 42: La péerdua de PTEN, amb independéncia de I’expressié d’E2F-1, no condueix al desenvolupament
de lesions tumorals a l'intesti prim dels ratolins. Imatges representatives de la tincié amb H-E a l'intesti prim
de ratolins Cre:ER™"PTENY'E2F-1*/*, Cre:ER™"PTEN"'E2F-1*/, Cre:ER™-PTENY'E2F-17, Cre:ER™/-PTENY'E2F-1*/*,
Cre:ER™-PTENfE2F-1*" i Cre:ER™-PTENfE2F-17- (10x).

1.4 La pérdua de PTEN condueix al desenvolupament de tumors de colon de manera

independent a la senyalitzacié per WNT

Un cop finalitzat I'analisi histopatologic, vam voler analitzar si les lesions diagnosticades als colons
dels ratolins de la colonia Cre:ER'PTEN”fE2F-1 presentaven una activacié aberrant de la senyalitzacié
per WNT, ja que la majoria dels adenomes colorectals humans presenten mutacions en APCila pérdua
d’aquest gen es considera un esdeveniment iniciador de la tumorigenesi per la via canonica. Donat
gue aquestes mutacions resulten en la translocacié a nucli de B-Catenina, vam voler determinar per

immunohistoquimica el seu patré d’expressié.

Tal com es mostra a la figura 43, I'analisi immunohistoquimic va evidenciar que la pérdua de PTEN,

amb independéncia de I'expressié d’E2F-1, no va alterar en cap cas la localitzacié de B-Catenina. En
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els ratolins deficients per PTEN, Cre:ER™-PTEN7E2F-1*/*, Cre:ER™PTENYE2F-1* i Cre:ER™"
PTEN"fE2F-17", la immunoexpressié de B-Catenina conservava la seva localitzacio citoplasmatica i de
membrana en totes les condicions. A més, pel que fa als animals Cre:ER™ PTEN7'E2F-1*/*, Cre:ER™"

PTEN'fE2F-1*/ i Cre:ER™PTENY'E2F-17, la manca d’expressié del factor de transcripcié E2F-1 no va

causar tampoc la translocacid nuclear de la B-Catenina.

Aixi doncs, aquest patrd de localitzacié de la B-Catenina permet descartar que la via WNT es trobi

implicada en la tumorigenesi desencadenada per la pérdua de PTEN.

E2F-1*-

Cre:ERT/-PTENf/f

Cre:ER™/-PTEN/f

N

g&i“zﬁqif 5
IHC: B-Catenina

Figura 43: Els tumors de colon deficients per PTEN no presenten activacio aberrant de la via WNT. Imatges
representatives de la immunohistoquimica de PTEN al colon dels ratolins de tots sis genotips possibles (10x).

1.5 L’abséncia d’E2F-1 ddéna lloc a una reduccié de I'apoptosi en les lesions de colon

deficients per PTEN

A continuacio, en un intent per elucidar el mecanisme molecular pel qual el factor de transcripcid E2F-
1 controla el desenvolupament i el creixement dels tumors de colon induits per la pérdua de PTEN,
vam considerar en primer lloc certes evidencies prévies que demostren que E2F-1 es troba
especificament involucrat en la regulacié de I'apoptosi(Engelmann and Pltzer, 2012). Per tal
determinar si aquest rol d’E2F-1 era rellevant en el nostre model, vam realitzar un assaig TUNEL en
lesions de colon provinents de ratolins Cre:ER™ PTEN'E2F-1*/* i Cre:ER™-PTEN7'E2F-17". Tal com es

mostra a la figura 44 amb els talls histologics, el TUNEL va revelar que I'abséncia d’E2F-1 causava una
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reduccié del numero de cél-lules apoptotiques presents a les lesions de colon propera al 20% en
comparacié amb aquelles desenvolupades pels animals Cre:ER™PTENfE2F-1*/*, que conserven per

tant, 'expressié del factor de transcripcio.

Cre:ER™/-PTENT/fE2F-1+/+ Cre:ER™/-PTENYE2F-17

N

80
i O Cre:ER™-PTEN(/
70 E2F1++

60
€3 Cre:ER™/-PTEN/f

E2F17

50
40

30

% cel-lules TUNEL*

20

10+

Figura 44: Les lesions de colon deficients per E2F-1 presenten una disminucié de 'apoptosi. (A) Imatges
representatives de I'assaig TUNEL en les lesions de colon induides per la pérdua de PTEN en ratolins Cre:ER™"
PTEN"E2F-1*/* i Cre:ER™ PTEN"fE2F-17 (20x). (B) Quantificacié del TUNEL. Les dades provenen de n=5 animals
per a cada grup i els valors s’expressen com la mitjana + s.e.m. *P<0.05, segons |’analisi t-test.

Aixi doncs, els nostres resultats suggereixen que la reduccié en I'apoptosi observada en els animals

deficients per E2F-1 podria contribuir a la taxa de creixement tumoral a colon.

1.6 La manca d’E2F-1 provoca una activacié exacerbada de les MAPKs i a una acumulacié

del dany al DNA a les lesions de colon induides per la pérdua de PTEN

Finalment, vam voler caracteritzar les alteracions moleculars desencadenades per la pérdua d’E2F-1
gue permeten incrementar la incidéncia i la progressié de les lesions tumorals a colon induides per la
deficieéncia en PTEN. Aixi, es va analitzar per Western blot I’expressié de diverses proteines implicades
en diversos processos cel-lulars relacionats amb la tumorigénesi emprant llisats de teixit de colon

tumoral de ratolins Cre:ER™PTEN"'E2F-1*/*, Cre:ER™/ PTEN"E2F-1*/"i Cre:ER™-PTEN"E2F-1"".

En primer lloc, vam observar que la doble deficiencia de PTEN i E2F-1 donava lloc a una hiperactivacié
de la via RAS-MAPK, que es reflectia amb un increment en la forma fosforilada de JNK, p38 i ERK1/2,
sense alterar els nivells de la proteines totals, i amb una acumulacié de la proteina B-Raf. A més, en
els ratolins deficients per PTEN que presentaven pérdua monoal-lélica o bial-lélica d’E2F-1 s’observava
també un augment de I'expressio de p-p53 (Serl5), p53 i p-H2AX, suggerint en conjunt un increment
en el dany al DNA. No obstant, no es van detectar diferencies pel que fa a I'expressié de Mlh-1.
Finalment, tampoc es van veure variacions en els nivells proteics dels inhibidors de cicle cel-lular p16

i p27, Ciclina D1 ni p-elF4E.
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Val la pena destacar que I'animal nimero 4 dels ratolins amb genotip Cre:ER™/ PTEN"E2F-1*"
representava un cas excepcional ja que presentava molt poques lesions tumorals al colon. Aquest
fenotip tumoral disminuit podria explicar les diferencies moleculars observades entre aquest animal

i la resta del seu grup pel que fa a I'expressid de les diferents proteines analitzades.

A
E2F-1+/+ E2F-1+- E2F-17
#1 #2 #3 HA HS H1 #2 #3 #4 H1 H2 H3 #4 #5
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Figura 45: Els ratolins deficients per PTEN i E2F-1 presenten una hiperactivacié de la via RAS-MAPK i una
acumulacié del dany al DNA. (A) Avaluacié de I'expressid de diverses proteines relacionades amb tumorigenesi
per Western blot a partir de llisats de colon tumoral de ratolins Cre:ER™ PTENY’E2F-1*/*, Cre:ER™ PTEN"'E2F-
1*/i Cre:ER™PTENYfE2F-17". La tubulina s’empra com a control de carrega.
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B
E2F-17* | E2F-17 p-value

Expressio relativa p-JNK 0,751 2,457 *¥%020,0005
SEM +0,078 | £0,202

Expressio relativa p-p38 1,679 9,239 *¥%0-0,0006
SEM +0,678 | +1,665

Expressio relativa B-RAF 1,517 4,007 *%%5-0,0010
SEM + 0,286 | + 0,404

Expressio relativa p-ERK 1,824 24,900 *%0=0,0043
SEM +0,673 | +4,065

Expressio relativa p-p53 1,179 3,594 **p=0,0055
SEM +0,333 | £+ 0,508

Expressio relativa p53 1,098 2,336 *%0=0,0015
SEM +0,139 | +£0,205

Expressio relativa p-H2AX 0,612 1,372 £4%0=0 0010
SEM +0,107 | £0,043

Figura 45: Continuacid. Els ratolins deficients per PTEN i E2F-1 presenten una hiperactivacié de la via RAS-
MAPK i una acumulacié del dany al DNA. (B) Quantificacié de les bandes immunoreactives mitjangant analisi
de densitometria emprant el software Image J per als ratolins amb genotip Cre:ER™ PTEN"fE2F-1*/* (E2F-1*/*) i
Cre:ER™ PTEN"E2F-17- (E2F-17"). Els valors relatius s’expressen emprant la tubulina com a referéncia. *P<0.05
**p<0.01 ***P<0.001, segons analisi t-test.
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2. Estudi de la implicacié de I’axis Ciclina D-CDK4/6 en les neoplasies induides

per la pérdua de PTEN

2.1 Lapérduade PTEN dénallocaunincrement delI’expressio de Ciclina D1 en endometri,

tiroides i prostata

Estudis previs al nostre treball han demostrat que la perdua de PTEN condueix a una divisio cel-lular
aberrant, que és un dels trets caracteristics del fenotip tumoral(Mirantes et al., 2013). A més, s’ha
descrit que PTEN influencia I'expressié de la Ciclina D1, malgrat que els resultats al respecte son

encara forga controvertits(Paramio et al., 1999; Radu et al., 2003; Weng et al., 2001).

Per aquest motiu, en el segon objectiu d’aquest treball, ens vam plantejar en primer lloc, intentar
determinar I'efecte de la perdua de PTEN sobre I'expressid de la Ciclina D1, en diferents teixits
epitelials emprant el nostre model muri knock-out de Pten induible per Tamoxife:

Cre:ER'PTEN{(Mirantes et al., 2013).

Aixi doncs, a partir de llisats de cultius tridimensionals de cél-lules epitelials d’endometri de ratoli i de
llisats de teixit de tiroide i prostata es va observar per Western blot que aquelles mostres que havien
perdut I'expressiod de PTEN presentaven majors nivells de Ciclina D1 en comparacié amb les mostres

control, que per tant, retenien I'expressio del gen supressor tumoral.

A B C
PTEN #1 PTEN #2 Cre:ERT+ Cre:ERTH- Cre:ERTF Cre:ERTH-
WT KO WT KO PTEN™ PTEN PTEN PTENf/
CiclinaD1 | - | |— _| #1 #2 #1 #2 #1 #2 #1 #2
PTEN |— | | -— | CiclinaD1 | — — | CiclinaD1 | -— A
Tubuling | e e | [ ] Actina | - ———— | ctina | |

Figura 46: La delecié de PTEN dodna lloc a increment de I’expressié de Ciclina D1. (A) Avaluacio de I'expressio
de la Ciclina D1 per Western blot a partir de llisats de cultius tridimensionals de cel-lules epitelials d’endometri
muri. La tubulina s’"empra com a control de carrega. (B-C) Avaluacid de I'expressié de la Ciclina D1 per Western
blot amb llisats de proteina total de tiroide (B) i prostata (C). L’actina s’empra con a control de carrega.

A més, aquests resultats es van corroborar gracies a la immunohistoquimica de Ciclina D1 a
endometri, tiroide i prostata. De nou, vam comprovar que la pérdua del gen supressor tumoral donava

lloc a un increment de la expressio de Ciclina D1 en tots tres teixits analitzats.
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Figura 47: La delecié de PTEN déna lloc a un increment de I'expressié de la Ciclina D1. (A, C i E) Imatges
representatives de la immunohistoquimica de Ciclina D1 a endometri (A), tiroide (C) i prostata (E) de ratolins
Cre:ER™-PTEN"fi Cre:ER™ PTENYf 6 setmanes després de la injeccié amb Tamoxifé (10x). (B, D i F) Quantificacié
de la immunohistoquimica de Ciclina D1 per als tres teixits analitzats. Els valors s’"han obtingut amb n=5 per a
cada genotip, i s’expressen com la mitjana * s.e.m. ¥*P<0.05 **P<0.01, segons analisi t-test.

Finalment, aquest augment en |'expressid de la Ciclina D1 correlacionava a la perfecci6 amb un

increment de I'expressié del marcador de proliferacié Ki-67.
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Figura 48: La delecié de PTEN dona lloc a increment de I'expressio de Ki-67. Imatges representatives de la
immunohistoquimica de Ki-67 a Uter, tiroide i prostata de ratolins Cre:ER™PTEN"fi Cre:ER™PTEN" 6 setmanes
després de la injeccié amb Tamoxifé (10x).

En conjunt, tots aquests resultats suggereixen que la pérdua de PTEN condueix a un increment de

I’expressié de la Ciclina D1.

2.2 Generacié del model muri Cre:ERTPTEN/fCycD1

Després de comprovar que la delecié de PTEN donava lloc a un increment de I'expressié de la Ciclina
D1, vam voler caracteritzar la implicacié d’aquesta ciclina i del seu augment d’expressié en la

tumorigenesi induida per la deficiencia en PTEN.

Amb aquest objectiu, vam generar en primer lloc, el model muri Cre:ER'PTEN"'CycD1, a partir del
creuament de I'animal knock-out de Pten induible per Tamoxifé (Cre:ERTPTENY) amb el ratoli knock-
out de Ccnd1 (en endavant, CycD177). Tal es com es pot veure a la figura 49, es va seguir un protocol
de tres creuaments, emprant com a fundadors els ratolins amb genotip Cre:ER™PTEN”" i CycD17-.
D’aquesta manera, es van obtenir ratolins amb el genotip desitjat Cre:ER™ PTEN'CycD17", i els

corresponents controls, Cre:ER™PTEN” CycD1**. A més, els ratolins amb el genotip Cre:ER™"
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PTEN”fCycD17 van ser utilitzats com a controls de la delecié exclusiva de la Ciclina D1. En aquest punt,
és important remarcar que tots els controls emprats en aquest treball provenen de la mateixa colonia
Cre:ERTPTEN"'CycD1, per tal d’assegurar que tots els animals analitzats presenten del mateix fons
genetic. Aixi, és possible evitar errors a I’'hora d’avaluar el fenotip dels animals i tenir la certesa de qué

els efectes observats es deuen al genotip d’estudi i no, a diferents fons genétics.

Com que estavem interessats en estudiar la implicacié de la Ciclina D1 en els tumors deficients en
PTEN, la colonia es va mantenir de manera que la delecié de PTEN fos bial-lélica en tots els animals

gue expressaven la recombinasa, i només variés el grau d’ablacié de la Ciclina D1.

Cre:ER™/-PTENY/f CycD17
! |
Cre:ER™-PTEN**CycD1*" Cre:ER™-PTEN"*CycD1*"
| |
Cre:ER™PTEN" CycD1*" Cre:ER™PTEN"fCycD1*"
Cre:ER™PTEN"CycD1*/* Cre:ER™PTEN#CycD1*/*
Cre:ER™PTENfCycD1*" Cre:ER™PTENfCycD1*"
Cre:ER™PTENfCycD1/ Cre:ER™PTEN/fCycD17-

Figura 49: Estratégia de cria per a la generacié del model animal Cre:ER'PTEN"fCycD1.

Es important remarcar que els nostres ratolins knock-out de Ccnd1 sén molt petits, tenen una viabilitat
reduida i presenten defectes neurologics. Aquest fenotip va comprometre extremament la viabilitat
dels animals Cre:ER™-PTEN”fCycD17, i per tant, va limitar el nimero de ratolins que es van poder

avaluar en aquest estudi.

2.3 Efecte de I'abséncia de Ciclina D1 en les neoplasies de prostata i endometri i les

hiperplasies de tiroide induides per la péerdua de PTEN

Un cop establerta la colonia Cre:ER'PTEN"'CycD1 i obtinguts tots els genotips d’interés, vam procedir

a caracteritzar |'efecte de la perdua de la Ciclina D1 en les neoplasies de prostata i endometri, i en les
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hiperplasies de tiroide originades a consequliéncia de la pérdua de PTEN. Aixi, vam utilitzar femelles i
mascles Cre:ER™PTEN7'CycD17,, Cre:ER™PTEN”f CycD1** i Cre:ER™PTEN”'CycD17 d’entre 5-7
setmanes d’edat i amb un pes superior als 15 g. Com s’ha comentat amb anterioritat, els ratolins
knock-out de Ccnd1 presenten una mida molt inferior en comparacié amb els seus germans wild-type.
Per aquest motiu, vam monitoritzar exhaustivament el pes d’aquests animals abans de comencar
qualsevol protocol experimental a fi d’evitar morts prematures. L'esquema experimental que es va
seguir es detalla a la figura 50. Poc temps després del deslletament, els ratolins van rebre
intraperitonealment una Unica dosi de Tamoxife, per tal d’induir la delecié de PTEN, i es van sacrificar
a les 4-6 setmanes posteriors. Finalment, després de I'analisi macroscopic, les prostates, les tiroides i

els endometris dels animals es van incloure en parafina per tal de dur a terme I'analisi histopatologic.

| 3 setmanes | 2-4 setmanes | 4-6 setmanes -
I I I -

Naixement Deslletament Injeccié Tamoxife Sacrifici

Figura 50: Disseny experimental per a I’analisi dels animals de la colonia Cre:ERTPTEN"/fCycD1. Breument, els
ratolins de tots els genotips reben una Unica dosi de Tamoxifé per via intraperitoneal entre les 5-7 setmanes de
vida, i se sacrifiquen 4-6 setmanes després de la induccio de la delecié de PTEN.

En primer lloc, tal com s’observa a la figura 51, gracies a I’avaluacié macroscopica es va determinar
que I'abséncia de Ciclina D1 no reduia la mida de les prostates dels ratolins Cre:ER™-PTEN”fCycD17-
en comparacié amb les dels ratolins Cre:ER™PTEN”'CycD1**. A més, I'analisi histopatologic pels
patolegs a cegues va deixar palés que no hi havia diferencies histologiques remarcables entre ambdds

genotips. Tots els ratolins analitzats presentaven hgPIN amb independeéncia del genotip.
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Figura 51: La Ciclina D1 és dispensable en les neoplasies prostatiques induides per la pérdua de PTEN. (A)
Comparacié de prostates wild-type i knock-out per a la Ciclina D1 a les 4-6 setmanes després de la delecié de
PTEN. (B) Imatges representatives de la tincié amb H-E (panell superior) i de la immunohistoquimica de Ciclina
D1 (panell inferior) a les prostates de ratolins Cre:ER™ PTEN"'CycD17-, Cre:ER™PTEN"fCycD1*/* i Cre:ER™"
PTEN”"CycD17- (10x). (C) Quantificacié de I'avaluacié de les lesions diagnosticades. No s’observen diferéncies
segons |’analisi Chi quadrat. hgPIN significa high-grade prostatic intraepithelial neoplasia.
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Pel que fa a la tiroide, de nou es va determinar que no existien diferéencies macroscopiques ni
histologiques entre els dos genotips experimentals. Aixi, la manca de Ciclina D1 no disminuia ni la

mida de les glandules ni el grau de les lesions.
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Figura 52: La Ciclina D1 és dispensable en les hiperplasies de tiroide induides per la pérdua de PTEN. (A)
Comparacié de tiroides wild-type i knock-out per a la Ciclina D1 a les 4-6 setmanes després de la delecié de
PTEN. (B) Imatges representatives de la tinciéd amb H-E (panell superior) i de la immunohistoquimica de Ciclina
D1 (panell inferior) a les tiroides de ratolins Cre:ER™PTENfCycD17-, Cre:ER™PTEN"'CycD1** i Cre:ER™"
PTEN7fCycD17- (10x). (C) Quantificacié de I'avaluacié de les lesions diagnosticades. No s’observen diferéncies

segons |’analisi Chi quadrat.
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Finalment, els resultats van ser diferents per a I'endometri. Si bé no es van detectar diferencies
estadisticament significatives, la manca de Ciclina D1 va conduir a una lleugera disminucié de la
incidéncia i la progressid de les lesions endometrials induides per la pérdua de PTEN. La gran majoria
dels ratolins Cre:ER™-PTEN” CycD17 van desenvolupar hiperplasies complexes, i només un 17% van

presentar EIN. Per contra, la incidéncia d’EIN va ser del 53% en els animals Cre:ER™-PTEN/'CycD1**,
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Figura 53: L’abséncia de Ciclina D1 déna lloc a una reduccio de les lesions endometrials induides per
la pérdua de PTEN. (A) Imatges representatives de la tinci6 amb H-E (panell superior) i de la
immunohistoquimica de Ciclina D1 (panell inferior) als Gters de ratolins Cre:ER™PTEN”'CycD17,
Cre:ER™-PTEN"fCycD1** i Cre:ER™PTEN"'CycD17 (10x). (B) Quantificacié de 'avaluacié de les lesions
diagnosticades. No s’observen diferéncies segons |’analisi Chi quadrat. EIN significa endometrial

intraepithelial neoplasia.
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En conclusid, els resultats obtinguts fins al moment deixen entreveure que I'abséncia de Ciclina D1
podria exercir un efecte protector sobre la incidencia i la progressié de les neoplasies endometrials
induides per la perdua de PTEN. Per contra, les neoplasies prostatiques i les hiperplasies de tiroide,

també deficients per a PTEN, son independents de I'expressié de Ciclina D1.

2.4 L’abséncia de Ciclina D1 no redueix la proliferacié de les neoplasies solides induides

per la pérdua de PTEN

Tot seguit, vam estudiar I'efecte de la deficiéncia de Ciclina D1 sobre la proliferacié i el cicle cel-lular
en els tumors d’endometri i prostata, i en les hiperplasies de tiroides originades per la pérdua de
PTEN. En primer lloc, gracies a la tincié de Ki-67, es va determinar que I'abséncia de Ciclina D1 no

modificava la taxa de proliferacié de cap dels tres teixits analitzats deficients per PTEN.
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Figura 54: La manca de Ciclina D1 no modifica I'expressié de Ki-67. (A, Ci E) Imatges representatives de la tincié
per Ki-67 a endometri (A), tiroide (C) i prostata (E) de ratolins Cre:ER™ PTENYfCycD1** i Cre:ER™/ PTEN"CycD1
/- (10x). (B, D i F) Quantificacié de la immunohistoquimica de Ki-67 per als tres teixits analitzats. Els valors
s’obtenen amb n=5 per a cada grup i es representen com la mitjana * s.e.m. No s’observen diferencies
significatives segons I'analisi t-test.
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A continuacid, per Western blot, es va analitzar I'expressio de diversos components del cicle cel-lular
implicats en la transicid G1/S. De nou, tal com es mostra a la figura 55, es observar que la manca de

Ciclina D1 no produia canvis en I'expressid de les proteines analitzades en cap dels genotips d’estudi.
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Figura 55: L’abséncia de Ciclina D1 no modifica I’expressié de proteines implicades en la transicié G1/S. (A, C
i E) Avaluacié de I'expressio de Ciclina D1 (CycD1), Ciclina D2 (CycD2), CDK4, CDK6 i Ciclina E (CycE) mitjangant
Western blot a Gter (A), tiroide (C) i prostata (E) de ratolins Cre:ER™PTEN”'CycD1** i Cre:ER™-PTEN/ CycD17".
La tubulina s’empra com a control de carrega. (B, D i F) Quantificacid de les bandes immunoreactives mitjangant
analisi de densitometria emprant el software Image J. Els valors relatius s’expressen emprant la tubulina com a
referéncia. ¥*P<0.05 **P<0.01, segons analisi t-test.
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Finalment, vam analitzar I'expressio de la forma fosforilada de RB (p-RB) en la Serina 780, donat que
es fosforila especificament per la CDK4/6 i és una de les dianes més conegudes de I'eix Ciclina D-
CDK4/6. Tal com es mostra a la figura 56, la tincié de p-RB (Ser780) va revelar que la manca de Ciclina

D1 no donava lloc a una disminucio de la fosforilacié de RB.

Cre:ERT/-PTEN'f Cre:ER™/- PTENf Cre:ER™/- PTEN/f
CycD1+/+

Prostata

IHC: p-RB

Figura 56: L’abséncia de Ciclina D1 no déna lloc a una disminucié dels nivells de p-RB. Imatges representatives
de la immunohistoquimica de p-RB (Ser780) a Uter (panell superior), tiroide (panell central) i prostata (panell
inferior) de ratolins Cre:ER™"PTEN"fCycD17", Cre:ER™-PTEN/ CycD1** i Cre:ER™-PTEN"*CycD17- (10x).

En conjunt, tots aquests resultats suggereixen que la pérdua d’expressié de Ciclina D1 no exerceix un
efecte antiproliferatiu ni condueix al bloqueig de I'activitat de I’eix Ciclina D-CDK4/6 en cap dels tres

tipus tumorals estudiats.
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2.5 Lainhibicié especifica de CDK4/6 desencadena un efecte antiproliferatiu en cél-lules

epitelials d’endometri de ratoli deficients per PTEN

Després de demostrar in vivo, amb el model de ratoli Cre:ER'TPTEN”'CycD1, que I'abséncia de Ciclina
D1 no disminuia la proliferacié dels tumors deficients per PTEN ni causava el bloqueig del cicle cel-lular
a nivell de I'axis Ciclina D-CDK4/6, vam pensar que pot ser les altres Ciclines D, com sén la Ciclina D2 i

la Ciclina D3, compensaven I'efecte de la manca de la Ciclina D1.

En primer lloc, per tal de fonamentar la nostra hipotesi, vam estudiar si la perdua de PTEN conduia
també a un augment de I'expressié de les Ciclines D2 i D3, de manera analoga al que succeia amb la
Ciclina D1. Amb aquest objectiu, es van establir cultius tridimensionals de cel-lules epitelials
d’endometri de ratolins Cre:ER™PTEN”" i Cre:ER™PTEN”, que mantenien o no I'expressié de PTEN,
respectivament, després del tractament amb Tamoxife. Per mitja de la técnica de RT-qPCR, vam
concloure que la perdua de PTEN desencadenava un increment de I'expressié de totes tres Ciclines D,
no només de la Ciclina D1. Aquests resultats suggereixen que I'abséncia d’una unica Ciclina D pot no

ésser suficient per bloquejar eficientment I’axis Ciclina D-CDK4/6.
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Figura 57: La pérdua de PTEN déna lloc a un increment de I'expressio de les tres Ciclines D. (A-C) Analisi per
RT-gPCR de I'expressié del mRNA de la Ciclina D1 (A), Ciclina D2 (B) i Ciclina D3 (C) en cultius 3D de ceél-lules
epitelials d’endometri de ratolins Cre:ER™-PTEN"fi Cre:ER™PTEN'. Els valors s'obtenen a partir d’'una n=4
(preparacions independents de mRNA) i es representen com la mitjana + s.e.m. *P<0.05, segons analisi t-test.

Arran d’aquesta descoberta, vam voler avaluar si la inhibicié especifica de CDK4/6 presentava un
efecte directe sobre la proliferacié cel-lular, a diferéncia de I'ablacié d’una uUnica Ciclina D. Aixi, vam
emprar el Palbociclib, que és un inhibidor selectiu de CDK4/6 i que no presenta efecte sobre la resta

de CDKs. Es van establir cultius tridimensionals amb cel-lules epitelials endometrials de ratolins
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Cre:ER™PTEN", tractades o no amb Tamoxifé per induir 'escissié de PTEN. Quan els cultius van
assolir la mida adequada, es van tractar amb Palbociclib a una dosi de 5 uM durant 48 h. Tal com es
mostra a la figura 58, es va observar que el tractament amb I'inhibidor donava lloc a una disminucié

de la mida glandular.

A
Control Palbociclib 5 uM
SR S @Y L AR
LR ol A
= - e I o
z | . 2 %
w | i R .
= ; :
o
B
% %
250 1 3 Control
5 e @R Palbociclib5 puM
S 200 A
=] *
s
o 150 -
2
D 100 -
£
«©
=] 50 4
R
0 v T

PTEN WT PTEN KO

Figura 58: El tractament amb Palbociclib disminueix el diametre de les glandules de cultius tridimensionals.
(A) Imatges representatives de contrast de fase de cultius 3D de cél-lules epitelials d’endometri de ratolins
Cre:ER™ PTEN"ftractats (PTEN KO) o no (PTEN WT) amb Tamoxifé per induir la delecié de PTEN, i tractats o no
amb Palbociclib (5 uM) durant 48 hores. Barres: 100 uM. (B) Mesura dels diametres glandulars. Les dades
provenen de n=3 experiments independents. Les barres d’error representen la mitjana * s.e.m. *P<0.05
**p<0.01, segons analisi t-test.

A més, per demostrar un efecte directe del Palbociclib sobre la proliferacid, es va dur a terme un
assaig BrdU sobre els mateixos cultius, tractats amb diferents dosis de Palbociclib (2,5; 5 i 10 pM).
Finalment, vam comprovar que el tractament amb I'inhibidor també reduia el nimero de cel-lules que

incorporaven la BrdU.
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Figura 59: El tractament amb Palbociclib disminueix el nimero de cél-lules que incorporen la BrdU. (A) Imatges
representatives de laimmunofluorescencia de BrdU en cultius tridimensionals de cél-lules epitelials d’endometri
de ratolins Cre:ER™PTEN"ftractats (PTEN KO) o no (PTEN WT) amb Tamoxifé per induir la delecié de PTEN, i
tractats o no amb Palbociclib a 2,5; 5i 10 uM durant 48 hores. Els nuclis s’evidencien amb la tincié amb Hoechst.
Barres d’error: 50 uM. (B) Quantificacié del nimero de cel-lules positives per a laimmunofluorescéncia de BrdU
per glandula. Les dades provenen de n=3 replicats experimentals i els valors s’expressen com la mitjana + s.e.m.
*P<0.05 **P<0.01***P<0.001, segons analisi t-test.

Per tant, els nostres resultats demostren que la inhibicid especifica de CDK4/6 efectuada pel
Palbociclib desencadena una disminucié de la proliferacio de les cél-lules epitelials endometrials de

ratoli in vitro.
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2.6 El tractament amb Palbociclib redueix la incidéncia i la progressio dels carcinomes

endometrials deficients per PTEN in vivo

Els resultats obtinguts in vitro amb els cultius tridimensionals ens van incitar a investigar I'efecte del

Palbociclib in vivo en el model knock-out de Pten induible per Tamoxife.

Per comencar, vam avaluar I'efecte antiproliferatiu de I'inhibidor en femelles Cre:ER™-PTENf i
Cre:ER™PTEN", tractades amb Tamoxifé. Aixi, dues setmanes després de la induccié de la delecié de
PTEN, les femelles es van comencar a tractar amb 100 mg de Palbociclib per Kg de pes corporal del
ratoli (100 mg/kg). El farmac es va administrar diariament per via oral durant 21 dies, i els animals
controls es van tractar amb el vehicle seguint la mateixa pauta d’administracid. Passat aquest temps,

els ratolins es van sacrificar per al seu posterior analisi.

Control |
l 3 setmanes |2setmanes | 2 setmanes !
I I I
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Naixement Deslletament InJecu.o‘ — . I
Tamoxife Palbociclib (diariament)

Sacrifici

Figura 60: Representacio esquematica del tractament amb Palbociclib in vivo. Breument, 2 setmanes després
de la injecci6 amb Tamoxife, els animals es comencen a tractar diariament amb Palbociclib a una dosi de 100
mg/kg per via oral durant 21 dies. Passat aquest periode de temps, els animals se sacrifiquen per al seu posterior
analisi.

L’analisi histopatologic dels Uters va revelar que el tractament amb Palbociclib donava lloc a una
reducciéd de les lesions endometrials. Les femelles tractades amb vehicle van desenvolupar
majoritariament EIN (67%) i hiperplasia complexa (33%), mentre que la majoria de les femelles que
havien rebut Palbociclib van ser diagnosticades d’hiperplasia (40%) i hiperplasia complexa (40%).

Només un 10% dels animals d’aquest grup va desenvolupar EIN, i fins i tot, un 10% més va conservar

una histologia normal.
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Figura 61: El tractament amb Palbociclib redueix les neoplasies endometrials originades per la pérdua de
PTEN. (A) Imatges representatives de la tincid amb H-E d’endometris de ratolins femella Cre:ER™ PTEN" i
Cre:ER™-PTEN" tractats o no amb Palbociclib (10x). (B) Quantificacié de les lesions diagnosticades a cada grup.
*P<0.05, segons I'analisi Chi quadrat. EIN significa endometrial intraepithelial neoplasia.

A més, vam poder comprovar també que els uters de les femelles Cre:ER™ PTEN"f tractades amb

Palbociclib presentaven menor expressié del marcador de proliferacié Ki-67, en comparacié amb

aquelles que havien estat tractades amb el vehicle.
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Figura 62: Els uters de les femelles Cre:ER™/-PTEN"/f tractades amb Palbociclib durant 21 dies presenten menor
expressio del marcador de proliferacio Ki-67. (A) Imatges representatives de la tincié de Ki-67 a I'endometri de
ratolins Cre:ER™PTEN"f tractats amb vehicle o Palbociclib durant 21 dies (10x). (B) Quantificacié de la
immunohistoquimica de Ki-67. Els valors s’obtenen a partir d’'una n=5 de cada grup i es representen com la
mitjana * s.e.m. **P<0.01, segons I'analisi t-test.

Aixi, vam poder concloure que el Palbociclib no només desencadenava un efecte antiproliferatiu in
vitro sind també, in vivo, a 'endometri de ratoli. Per tant, els nostres resultats suggereixen que el
tractament amb I'inhibidor exerceix un efecte beneficids sobre les neoplasies endometrials causades

per la perdua de PTEN.

Encoratjats per aquests bons resultats, i donat que els ratolins Cre:ER™-PTEN”f també desenvolupen
neoplasies de prostata i hiperplasies de tiroide, vam decidir estudiar I'efecte del Palbociclib també en

aquestes patologies, seguint el mateix protocol experimental .

.....

Cre:ER™-PTEN"f tractats amb Palbociclib presentaven unes prostates i unes tiroides de menor mida i
pes que els animals del mateix genotip tractats amb vehicle. A més, el tractament amb Palbociclib
també donava lloc a una disminucié de I'expressié del marcador de proliferacié Ki-67 en ambdds

teixits.
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Figura 63: El Palbociclib redueix el pes i proliferacié de les prostates de ratolins Cre:ER™/-PTEN"*. (A) Imatges
macroscopiques de les prostates de ratolins Cre:ER™ PTENY tractats amb vehicle o Palbociclib. (B) Quantificacié
del pes de les prostates analitzades. ***P<0.001, segons l'analisi t-test. (C) Imatges representatives de la
immunohistoquimica de Ki-67 a les prostates de ratolins Cre:ER™ PTEN"f tractats amb vehicle o Palbociclib. (D)
Quantificacio de la tincié de Ki-67. Les dades s’obtenen amb n=5 per a cada grup i els valors s’expressen com la
mitjana = s.e.m. **P<0.01, segons I'analisi t-test.
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Figura 64: El Palbociclib reudeix el pes i la proliferacié de les tiroides de ratolins Cre:ER™/PTEN"". (A) Imatges
macroscopiques de les tiroides de ratolins Cre:ER™ PTEN”ftractats amb vehicle o Palbociclib. (B) Quantificacié
del pes de les tiroides analitzades. ***P<0.001, segons l'analisi t-test. (C) Imatges representatives de la
immunohistoquimica de Ki-67 a les tiroides de ratolins Cre:ER™-PTEN"ftractats amb vehicle o Palbociclib. (D)
Quantificacid de la tincié de Ki-67. Les dades s’obtenen amb n=5 per a cada grup i els valors s’expressen com la
mitjana + s.e.m. *P<0.05, segons I'analisi t-test.
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No obstant aixo, sorprenentment, I’analisi histopatologic de les prostates va deixar palés que el
Palbociclib no disminuia la incidéncia de les lesions presents, ja que tots els ratolins van presentar

hgPIN amb independeéncia del tractament rebut, vehicle o inhibidor.
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Figura 65: El tractament amb Palbociclib no redueix les neoplasies de prostata induides per pérdua de PTEN.
(A) Imatges representatives de la tincié amb H-E de prostates de ratolins Cre:ER™"PTEN i Cre:ER™/ PTENf
tractats amb vehicle o Palbociclib (10x). (B) Quantificacié de les lesions diagnosticades a cada grup. No hi ha

diferéncies significatives segons I'analisi Chi quadrat. hgPIN significa high-grade prostatic intraepithelila
neoplasia.

De manera analoga al resultats obtinguts amb les prostates, novament el Palbociclib no va mostrar
efecte terapeutic sobre la histologia de les lesions de les tiroides i tots els ratolins van desenvolupar

hiperplasia lleu o severa de tiroides, amb independéncia del grup experimental.
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Figura 66: El tractament amb Palbociclib no redueix les hiperplasies de tiroide induides per pérdua de PTEN.
(A) Imatges representatives de la tincié amb H-E de tiroides de ratolins Cre:ER™PTEN"fi Cre:ER™ PTEN"f tractats

amb vehicle o Palbociclib (10x). (B) Quantificacié de les lesions diagnosticades a cada grup. No hi ha diferéncies
significatives segons I'analisi Chi quadrat.

En conjunt, els nostres resultats indiquen que el Palbociclib no presenta el mateix efecte terapeutic

en les diferents patologies d’estudi, malgrat que totes tres s’indueixen per una mutacié en comy, la

perdua de PTEN.
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2.7 Les diferents respostes al tractament amb Palbociclib correlacionen amb I'estat de

fosforilacié de RB en la Serina 780 in vivo

Després de comprovar que les tres patologies analitzades, és a dir, les neoplasies endometrials, les
neoplasies prostatiques i les hiperplasies de tiroide, responien de manera diferent al tractament amb
Palbociclib in vivo, i que per tant, I'eficacia de I'inhibidor era variable en funcié del teixit analitzat, vam

decidir estudiar el mecanisme molecular que governava aquest fenomen.

En aquest cas, vam plantejar-nos administrar un tractament agut de Palbociclib als ratolins Cre:ER™"
PTEN". Aixi, els animals es van tractar només durant tres dies consecutius, a una dosi diaria de
I'inhibidor de 75, 100 o 150 mg/kg, comencant el tractament dues setmanes després de la injeccid
de Tamoxifé. De nou, els animals controls van rebre vehicle seguint la mateixa pauta d’administracio.

Els ratolins es van sacrificar 6 hores després de la darrera administracié del farmac.

Control [
[ 3setmanes | 2setmanes | 2 setmanes |
I | Inj o 24h 24h 6h |
Naixement Deslletament njeccio / |
Tamoxifé /[\ /[\
Sacrifici
Palbociclib
(diariament)

Figura 67: Representacio esquematica del tractament agut amb Palbociclib in vivo. Breument, 2 setmanes
després de la injeccio amb Tamoxife, els animals es comencen a tractar amb Palbociclib, i el farmac s’administra
només durant tres dies consecutius a tres dosis diferents, 75, 100 o 150 mg/kg. Passat aquest periode de temps,
els animals se sacrifiquen per al seu posterior analisi.

Després del processament de les mostres, es va realitzar, en primer lloc, una immunohistoquimica
per avaluar els nivells de fosforilacid de la proteina RB a la Serina 780. Es va comprovar que el
tractament agut amb Palbociclib donava lloc a una reduccid de |'expressi6 de p-RB només a
I’endometri, amb les tres dosis analitzades. Per contra, 'administracié del farmac, a qualsevol de les

dosis emprades, no va modificar els nivells de p-RB ni a la prostata ni a la tiroide.
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[ Palbociclib 75 mg/Kg
Palbociclib 100 mg/kg
B Palbociclib 150 mg/Kg

Immunohistoquimica p-RB
Min | Max | Mean | SEM p-value

Vehicle 164 | 198 | 180 | 6,98
75mg/kg | 101 | 138 |114,67| 11,72 | **p=0,0038
100mg/kg | 93 | 144 | 113 | 15,72 | **p=0,0076
150mg/kg | 104 | 142 [124,67| 11,1 | **p=0,0067
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Figura 68: El tractament agut amb Palbociclib disminueix I'expressié de p-RB a I'endometri, pero no a la
prostata ni a la tiroide, dels ratolins Cre:ER™PTEN', (A) Imatges representatives de la immunohistoquimica
de p-RB (Ser780) a endometri (panell superior), tiroide (panell central) i prostata (panell inferior) de ratolins
Cre:ER™PTEN" tractats amb vehicle o Palbociclib durant tres dies consecutius i a tres dosis diferents. (B)
Quantificacié de la immunohistoquimica de p-RB a I’'endometri emprant el sistema automatic ACIS lll. Les dades
provenen de n=3 de cada grup i els valors s’expressen com la mitjana + s.e.m. **P<0.01, segons |’analisi t-test.

Encoratjats per aquestes observacions, vam voler estudiar també |'efecte de tractaments més llargs
amb Palbociclib sobre els nivells de p-RB. En aquest cas, i tal com es mostra a la figura 69, I’analisi
immunohistoquimic va revelar que I'administracié de l'inhibidor durant 21 dies no disminuia

I’expressié de p-RB en cap dels tres teixits analitzats.
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Figura 69: El tractament de 21 dies amb Palbociclib no redueix I'expressié de p-RB. (A, C i E) Imatges
representatives de laimmunohistoquimica de p-RB (Ser780) a endometri (A), tiroide (C) i prostata (E) de ratolins
Cre:ER™'PTEN" tractats amb vehicle o Palbociclib durant 21 dies. (B,D i F) Quantificacié de la
immunohistoquimica de p-RB a endometri (B), tiroide (D) i prostata (F) emprant el sistema automatic ACIS Il
Les dades provenen de n=6 de cada grup i els valors s’expressen com la mitjana * s.e.m. No s’observen
diferéncies segons I'analisi t-test.

Aixi doncs, en conclusid, el nivell d’expressio de p-RB només es redueix a I'endometri, i no a la prostata
ni a la tiroide, com a conseqléncia d’un tractament agut amb Palbociclib. Per tant, sembla que el
farmac és capac de bloquejar d’alguna manera I'axis Ciclina D-CDK4/6 a temps curts. No obstant,

I’estat de fosforilacié de la proteina es recupera quan el tractament s’allarga en el temps.

Per tal de trobar una possible explicacié a aquest fenomen, vam analitzar per Western blot el nivell
d’expressid de diverses proteines implicades en senyalitzacié tumoral i cicle cel-lular, en mostres

d’endometri de ratolins Cre:ER™/ PTEN tractats durant 21 dies amb Palbociclib.
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Figura 70: El tractament de 21 dies amb Palbociclib déna lloc a dos possibles escenaris diferents. Analisi per
Western blot de I'expressié de diverses proteines implicades en senyalitzacié tumoral i cicle cel-lular en mostres
d’endometri de ratolins Cre:ER™PTEN”ftractats durant 21 dies amb Palbociclib (CycD1: Ciclina D1, CycE: Ciclina
E).

Sorprenentment, els resultats obtinguts ens van plantejar dos possibles escenaris diferents en funcié
del nivell d’expressié de determinades proteines. Per una banda, algunes femelles presentaven alts
nivells de p-ERK, Ciclina D1, Ciclina E, p27 i p-RB. Per I'altra, i en contraposicio, la resta de femelles

analitzades van mostrar una menor expressio de totes elles, p-ERK, Ciclina D1, Ciclina E, p27 i p-RB. A

més, no es van observar diferéncies en els nivells de p-AKT, p-S6K i CDK2 entre ambdues situacions.

Alguns treballs previs d’altres grups descriuen que en abséncia d’activitat de I'eix Ciclina D-CDK4/6 i
amb baixa activitat dels inhibidors de CDKs, com ara p27, |’eix Ciclina E-CDK2 pot fosforilar RB(Barriére
et al,, 2007; Geng et al., 2001; Kozar et al., 2004). En conjunt, sembla que els nostres resultats poden
encaixar amb aquestes observacions previes. Aixi, encara que el Palbociclib bloqueja I'activitat de
I’axis Ciclina D-CDK4/6, les Ciclines D encara poden continuar unint-se a inhibidors de CDKs, permetent

aixi, que el complex Ciclina E-CDK2 fosforili a RB.
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2.8 El tractament cronic amb Palbociclib alenteix la progressié de les neoplasies

endometrials originades per pérdua de PTEN in vivo

Una vegada avaluats els beneficis terapéutics que el tractament de 21 dies amb Palbociclib presentava
sobre les neoplasies endometrials deficients en PTEN, vam voler estudiar la resposta d’aquesta
patologia a tractaments cronics amb el farmac. De nou, el tractament va comencar dues setmanes
després de la injeccié amb Tamoxifé. En aquest cas, les femelles Cre:ER™-PTENf van rebre 5 dosis de
Palbociclib de 100 mg/kg a la setmana, fins al moment en qué van requerir I'eutanasia. Es va
administrar el mateix tractament als ratolins Cre:ER™"PTEN"f per controlar la toxicitat. Finalment, els

animals control van rebre vehicle seguint el mateix esquema.

control 'I
1 3 setmanes | 2 setmanes | 2 setmanes
| | |
i Injeccio 0 e
Naixement Deslletament Tamoxife Palbociclib ‘I
(diariament durant 5 dies consecutius Sacrifici

seguits de 2 dies de descans)

Figura 71: Representacié esquematica del tractament cronic amb Palbociclib in vivo. Breument, 2 setmanes
després de la injeccio amb Tamoxife, els animals es comencen a tractar 5 cops a la setmana amb Palbociclib a
una dosi de 100 mg/kg per via oral fins el moment que requereixen I’eutanasia.

Tal com s’ observar a la figura 72, el tractament amb Palbociclib permetia allargar la supervivéncia de
les femelles Cre:ER™-PTEN". La mitjana de supervivéncia de les femelles tractades amb el farmac va
ser de 47 dies, mentre que aquest valor es va reduir a 32 dies per als ratolins control. Tots els ratolins
Cre:ER™PTENY tractats amb I'inhibidor es van mostrar actius i sans fins al final de 'experiment,

suggerint una bona tolerancia als efectes toxics del farmac a la dosi emprada.

125+
H Cre:ER™- PTEN'f Control, n=6

100+ B 3 Cre:ER™- PTEN' Palbociclib, n=6
é 754 + Cre:ER™- PTEN'f Control, n=10
g & Cre:ER™-PTEN' Palbociclib, n=10
- 504
X

254 ***p-value<0.001
c ] L} ] 1

0 10 20 30 40 S50 60 70

Dies post-Tamoxifé

Figura 72: El tractament cronic amb Palbociclib augmenta la supervivéncia dels animals Cre:ER™/PTEN™",
Corba de Kaplan-Meier de la supervivéncia dels 4 grups analitzats. ***P<0.001, mitjangant analisi Mantel-Cox.
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A continuacid, la valoracié histologica dels Uters va revelar que la majoria de les femelles Cre:ER™"
PTEN"f van desenvolupar hiperplasies complexes i EIN, amb independéncia del tractament. Per tant,

el tractament amb Palbociclib no era suficient per eliminar completament la patologia.
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Figura 73: El tractament cronic amb Palbociclib no redueix les neoplasies d’endometri induides per pérdua de
PTEN. (A) Imatges representatives de la tincié amb H-E d’endometris de ratolins Cre:ER™PTEN"fi Cre:ER™"
PTEN tractats amb vehicle o Palbociclib (10x). (B) Quantificacié de les lesions diagnosticades a cada grup. No
hi ha diferencies significatives segons I'analisi Chi quadrat. EIN significa endometrial intraepithelial neoplasia.

Donat que les femelles Cre:ER™-PTEN”f també desenvolupen hiperplasia de tiroide, vam avaluar
I’efecte del tractament cronic amb Palbociclib sobre aquesta patologia. Segons s’observa a la figura

74, no es van observar diferencies macroscopiques ni histologiques entre les tiroides dels ratolins

Cre:ER™PTEN" tractats amb vehicle o amb Palbociclib.
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Figura 74: El tractament cronic amb Palbociclib no redueix les hiperplasies de tiroide induides per pérdua de
PTEN. (A) Imatges macroscopiques de les tiroides de ratolins Cre:ER™"PTEN"f i Cre:ER™-PTEN"f tractats amb
vehicle o Palbociclib. (B) Imatges representatives de la tincié amb H-E de les tiroides de ratolins amb genotip
Cre:ER™PTEN"f i Cre:ER™PTEN"f tractats amb vehicle o Palbociclib (10x). (C) Quantificacié de les lesions
diagnosticades a cada grup. No hi ha diferéncies significatives segons I’analisi Chi quadrat.

Per tant, en conjunt, els nostres resultats suggereixen que el tractament amb Palbociclib presenta

només un efecte terapeutic beneficids en les neoplasies d’endometri, alentint el seu

desenvolupament i progressid. D’aquesta manera, permet incrementar aixi la supervivéncia dels

ratolins. No obstant, I'administracié de Palbociclib no causa la regressié de la patologia.
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2.9 El Palbociclib redueix la proliferacié in vitro de les linies cel-lulars humanes de

carcinoma endometrial

Alguns treballs de la literatura descriuen que el Palbociclib redueix la proliferacié de multiples linies
cel-lulars humanes tumorals(Fry et al., 2004). Per aix0, després de demostrar I'efecte antitumoral del
farmac en les neoplasies endometrials deficients en PTEN en un model de ratoli, vam voler determinar

el seu potencial terapéutic en diferents models humans de carcinoma d’endometri.

Aixi doncs, primerament, es van tractar dues linies cel-lulars humanes de carcinoma d’endometri,
HEC-1A i MFE-296, amb dosis creixents de Palbociclib durant 48 hores i a continuacio, es va avaluar la
seva viabilitat amb un assaig MTT. Les dues linies analitzades van mostrar sensibilitat al tractament

de manera dosi depenent.

150~ Hok dk
e e
*
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Palbociclib (M) 0 25 5 10 0 255 10
HEC-1A MFE-296

Figura 75: El tractament amb Palbociclib disminueix la viabilitat de les linies humanes de cancer d’endometri
in vitro. Les dues linies cel-lulars es van tractar amb concentracions creixents de Palbociclib durant 48 hores. La
viabilitat cel-lular es va mesurar amb I'assaig MTT. *P<0.05 **P<0.01 ***P<0.001, mitjancant analisi two-way
ANOVA, seguit del test post hoc de Bonferroni.

A continuacio, les mateixes cél-lules HEC-1A i MFE-296 es van tractar amb dues dosis diferents de
I'inhibidor (5 i 10 uM) durant 48 h per tal de dur a terme I'analisi de distribucio de cicle cel-lular
emprant el citometre de flux. Es va observar que ambdues linies tractades amb el farmac es trobaven
aturades a la fase G1 del cicle cel-lular, de manera que semblava que el Palbociclib evitava I'entrada

de les cel-lules a la fase S.
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Figura 76: El tractament amb Palbociclib indueix aturada en fase G1 del cicle cel-lular. (A) Després de 48 h de
tractament amb Palbociclib a les dosis de 5i 10 uM, les cél-lules HEC-1A i MFE-296 es tenyeixen amb iodur de
propidi per avaluar el contingut de DNA amb citometria de flux. Els resultats provenen de tres experiments
diferents. **P<0.01 ***P<0.001, mitjancant analisi one-way ANOVA, seguit del test de Tukey per comparacions

multiples.

Finalment, es va establir un cultiu tridimensional amb les cel-lules HEC-1A, que es va tractar amb
Palbociclib a dues dosis diferents, 5 i 10 uM, durant 48 hores. Passat aquest temps, es van mesurar
els diametres dels esferoides de les diferents condicions, i com es mostra a la figura 77, es va observar
gue els esferoides analitzats presentaven una reduccio significativa de la mida glandular de manera
dosi depenent amb el tractament amb Palbociclib. Aquest experiment no es va poder realitzar amb la

linia cel-lular MFE-296, ja que aquestes cél-lules no creixen en tres dimensions sobre el Matrigel®, sin

gue s’expandeixen pel llit, colonitzant-lo.
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Figura 77: El tractament amb Palbociclib disminueix el diametre dels esferoides de linia cel-lular HEC-1A en
cultiu tridimensionals. (A) Imatges representatives de contrast de fase de cultius 3D de la linia cel-lular HEC-1A
tractats o no amb Palbociclib (5 i 10 uM) durant 48 hores. (B) Mesura dels diametres dels esferoides. Les dades
provenen de n=3 experiments independents. Els valors es presenten com la mitjana + s.e.m. ***P<0.001,
mitjangant analisi one-way ANOVA, seguit del test de Tukey per comparacions multiples.

En conjunt, els resultats d’aquests experiments deixen palés que el Palbociclib exerceix un efecte

antiproliferatiu in vitro en les linies humanes de carcinoma d’endometri.

2.10 El Palbociclib redueix el creixement de les linies cel-lulars de carcinoma d’endometri

in vivo

Un cop demostrat I'efecte antiproliferatiu que el Palbociclib exerceix sobre les linies cel-lulars
d’endometri in vitro, vam voler analitzar I'activitat d’aquest farmac sobre les mateixes linies in vivo,
aprofitant que les cél-lules HEC-1A i MFE-296 sén capaces de generar xenografts quan s’injecten en

ratolins immunodeprimits SCID.
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Aixi doncs, les cél-lules es van injectar de manera subcutania a I'esquena dels ratolins SCID i es va anar
monitoritzant el creixement tumoral setmanalment, fins que els xenografts van assolir una mida de
100 mm?3. Arribats en aquest punt, els ratolins portadors d’aquests tumors es van comencar a tractar
amb Palbociclib. L'inhibidor es va administrar diariament durant 15 dies per via oral i a una dosi de

150 mg/kg.

Com es pot observar en a les figura 78 i 79, els tumors establerts amb ambdues linies cel-lulars HEC-
1A i MFE-296 en ratolins tractats amb Palbociclib presentaven un volum menor en comparacié amb
els que no havien rebut el farmac. A més, la reduccié del creixement tumoral observada

correlacionava perfectament amb una disminucié de la tincié del marcador de proliferacio Ki-67.
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Figura 78: El tractament amb Palbociclib redueix el creixement in vivo dels tumors subcutanis establerts amb
les linies cel-lulars d’endometri HEC-1A. Els animals SCID portadors dels tumors subcutanis es van tractar amb
150 mg/kg de Palbociclib diariament durant 15 dies. (A) Comparacio de tumors establerts amb HEC-1A tractats
amb vehicle o Palbociclib. (B) Grafica del creixement tumoral en el temps de tumors de cel-lules HEC-1A.
***P<0.001, mitjancant analisi two-way ANOVA, seguit del test post hoc de Bonferroni. (C) Imatges
representatives de la tincié amb Ki-67 dels tumors subcutanis de HEC-1A provinents de ratolins tractats amb
vehicle o Palbociclib. (D) Quantificacid de la tincioé de Ki-67 en els tumors establerts amb la linia cel-lular HEC-
1A. Les dades provenen de n=4 animals per a cada grup i els valors s’expressen com la mitjana £ s.e.m. **P<0.01,
segons analisi t-test.
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Figura 79: El tractament amb Palbociclib redueix el creixement in vivo dels tumors subcutanis establerts amb
les linies cel-lulars d’endometri MFE-296. Els animals SCID portadors dels tumors subcutanis es van tractar amb
150 mg/kg de Palbociclib diariament durant 15 dies. (A) Comparacié de tumors establerts amb MFE-296 tractats
amb vehicle o Palbociclib. (B) Grafica del creixement tumoral en el temps de tumors de cél-lules MFE-296.
***P<0.001, mitjancant analisi two-way ANOVA, seguit del test post hoc de Bonferroni. (C) Imatges
representatives de la tincié amb Ki-67 dels tumors subcutanis de MFE-296 provinents de ratolins tractats amb
vehicle o Palbociclib. (D) Quantificacié de la tincid de Ki-67 en els tumors establerts amb la linia cel-lular MFE-
296. Les dades provenen de n=4 animals per a cada grup i els valors s’expressen com la mitjana * s.e.m.
**P<0.01, segons analisi t-test.

Per tant, aquests resultats indiquen que el Palbociclib inhibeix el creixement dels tumors subcutanis

desenvolupats per les cél-lules HEC-1A i MFE-296 quan s’injecten en ratolins SCID.

2.11 El Palbociclib presenta un efecte antitumoral en el cancer d’endometri huma

Un cop definit I'efecte antitumoral que el Palbociclib presenta en el carcinoma d’endometri amb
diversos models animals i linies cel-lulars tumorals humanes, vam voler fer un pas enlla per testar
I'eficacia del farmac en aquesta patologia emprant un model de PDX (patient-derived tumor
xenografts). Aquesta aproximacio representa un model pre-clinic més avangat que ofereix resultats
més acurats i predictius pel que fa al resultat clinic de la terapia, i permet superar aixi, les limitacions

dels models pre-clinics tradicionals respecte a la transferéncia dels resultats. Aixi doncs, es va generar
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un PDX amb I'establiment de tumors subcutanis a partir d’'una mostra humana primaria de carcinoma

endometrial endometrioide deficient per PTEN.

IHC:PTEN

Figura 80: Mostra humana del carcinoma endometrial endometrioide deficient per PTEN emprat per establir
els PDXs. Imatges representatives de la tincidé per PTEN.

Primerament, es van establir els xenografts trasplantant subcutaniament petites peces del tumor en
femelles de ratoli Swiss nude, i la mida dels tumors es va monitoritzar fins que van assolir un volum
de 200 mm3. En aquest moment, es va comencar el tractament amb I'inhibidor, que va ser administrat

diariament durant 10 dies, a una dosi de 150 mg/kg per via oral.

Tal com es pot observar a la figura 81, el tumors establerts en ratolins tractats amb Palbociclib

presentaven un volum menor en comparacié amb els no tractats.
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Figura 81: El tractament amb Palbociclib redueix el creixement in vivo dels tumors PDX. Els animals portadors
dels tumors subcutanis es van tractar amb 150 mg/kg de Palbociclib diariament durant 10 dies. (A) Comparacio
representativa dels tumors tractats amb vehicle o Palbociclib. (B) Grafica del creixement tumoral dels PDXs en
el temps. **P<0.01, mitjancant analisi two-way ANOVA, seguit del test post hoc de Bonferroni. (C) Pendent del
creixement tumoral a dia 8 i 10 del tractament. **P<0.01, mitjancant analisi t-test.
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A més, aquesta reduccié observada en el creixement tumoral correlacionava perfectament amb una

disminucié de la taxa de proliferacio, tal com es va comprovar mitjangant la tincié de Ki-67.
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Figura 82: El tractament amb Palbociclib disminueix I'expressi6 de Ki-67 en els PDXs. (A) Imatges
representatives de la tincié amb Ki-67 dels tumors PDX provinents de ratolins tractats amb vehicle o Palbociclib.
(B) Quantificacié de la tincié de Ki-67 en els PDXs establerts. Les dades provenen de n=3 animals per a cada grup
i els valors s’expressen com la mitjana = s.e.m. ***P<0.001, segons analisi t-test.

Finalment, es va determinar també, mitjangant analisis immunohistoquimic, que els tumors dels
ratolins tractats amb el farmac no experimentaven una reduccié dels nivells de p-RB després de 10

dies de tractament en comparar-los amb els tumors dels ratolins tractats amb el vehicle.

Control Palbocclib
¥ . FLY s

Figura 83: El tractament de 10 dies amb Palbociclib no redueix I’expressié de p-RB. Imatges representatives de
la immunohistoquimica de p-RB (Ser780) als PDXs tractats amb vehicle o Palbociclib.

Per tant, els resultats obtinguts amb el model PDX permeten concloure novament que el tractament

amb el farmac Palbociclib és capa¢ d’inhibir el creixement dels tumors endometrials.
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3. Avaluacié de l'efecte de l'inhibidor multiquinasa Regorafenib en el

tractament de tumors solids deficients per PTEN

3.1 El tractament amb Regorafenib redueix la viabilitat in vitro de linies cel-lulars de

cancer d’endometri, prostata i tiroide

Treballs anteriors del nostre grup van demostrar que les linies de cancer d’endometri humanes eren
sensibles al tractament amb I'inhibidor multiquinasa Sorafenib(Llobet et al., 2010). Seguint aquesta
linia d’estudi, vam decidir estudiar I'efecte d’un nou inhibidor multiquinasa anomenat Regorafenib.
Ambdés farmacs es troben estructuralment relacionats i presenten un perfil bioquimic similar pero

no identic(Strumberg and Schultheis, 2012).

Aixi doncs, ens vam plantejar testar I'eficacia del Regorafenib en les linies cel-lulars d’endometri, i
també en linies de cancer de tiroide i prostata, per tal de poder comparar les respostes entre els
diferents tipus tumorals. Amb aquest motiu, es van tractar cél-lules MFE-296, IK, Cal-62, FTC-133 i R'A
amb dosis creixents de Regorafenib durant 48 hores, i es va avaluar la viabilitat cel-lular emprant un
assaig MTT. Les cinc linies cel-lulars estudiades van mostrar sensibilitat al tractament amb I'inhibidor

de manera dosi depenent.
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Figura 84: El tractament amb Regorafenib disminueix la viabilitat de les linies cel-lulars de cancer d’endometri,
tiroide i prostata in vitro. Les diferents linies cel-lulars es van tractar amb concentracions creixents de
Regorafenib durant 48 hores. La viabilitat cel-lular es va mesurar amb |'assaig MTT. *P<0.05 **P<0.01
***P<0.001, mitjancant analisi two-way ANOVA, seguit del test post hoc de Bonferroni.
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3.2 El tractament amb Regorafenib disrupciona la senyalitzacié de la via PI3K/AKT en les

linies de cancer d’endometri, tiroide i prostata in vitro

A continuacié, després de comprovar que totes les linies analitzades presentaven sensibilitat al
Regorafenib, vam voler caracteritzar I'efecte d’aquest tractament a nivell molecular. Donat que els
receptors tirosina quinasa, dianes del Regorafenib, son els principals activadors de la via PI3K/AKT

vam pensar que l'inhibidor podria estar provocant alteracions en la senyalitzacié d’aquesta via.

Per estudiar-ho, es van tractar les mateixes linies cel-lulars amb dosis creixents de I'inhibidor durant
16 hores, i es va analitzar I'expressioé de diversos components de la via de senyalitzacié PI3K/AKT i

d’altres proteines relacionades per Western blot.
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Figura 85: El tractament amb Regorafenib indueix una disminucié dels nivells de p-ERK i p-elF4E in vitro en
linies de cancer d’endometri, tiroide i prostata. Les diferents linies cel-lulars van ser tractades amb
concentracions creixents de Regorafenib durant 16 hores. Tot seguit, es va avaluar I'efecte del farmac sobre
diferents components de vies de senyalitzacié cel-lular importants en carcinogénesi mitjancant Western blot.
La GAPDH s’empra com a control de carrega.

Tal com es mostra a la figura 85, el tractament amb Regorafenib causava una disrupcié de la via en les
cinc linies cel-lulars, basicament a través de p-elF4E, tot i que I'efecte no era identic en totes elles. Aixi
doncs, la fosforilacié d’elF4E va disminuir de manera drastica amb el tractament amb Regorafenib,
fins i tot a la dosi més baixa, a les cél-lules MFE-296 i R’A. A més, en aquestes dues linies cel-lulars
també es va observar una davallada dels nivells de p-AKT a la dosi de 10 uM, tot i que es recuperava
I’expressié a dosis superiors. La resta de linies cel-lulars, IK, Cal-62 i FTC-133, també van experimentar
una disminucié en els nivells de p-elF4E, principalment a 25 i 50 uM. No obstant, la fosforilacié d’AKT

no va patir alteracions en cap de les tres darreres linies analitzades.
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Per altra banda, també es va observar que I'administracié de Regorafenib donava lloc a una davallada
en els nivells de p-ERK, que seguia un patrd similar al observat per a p-elF4E. En les cel-lules MFE-296
i R’A es produia una disminucié completa de I'expressio de la forma fosforilada d’ERK, mentre que en

IK, Cal-62 i FTC-133 aquest efecte no era total a cap de les dosis testades.

En conjunt, aquests resultats ens suggereixen que el Regorafenib causa una disrupcié de la via
PI3K/AKT sobretot a través de la reduccio de I’expressio de p-elF4E. No obstant, no es tracta de I’Gnic
mecanisme molecular implicat, ja que el tractament amb I'inhibidor també podria estar alterant altres

vies de senyalitzacid, com es pot deduir de la disminucié dels nivells de p-ERK.

3.3 El tractament amb Regorafenib in vivo redueix la hiperplasia de tiroide causada per
la deficiéncia en PTEN, pero no presenta efecte terapeéutic en les neoplasies de

prostata i endometri induides per la pérdua del gen

Després de demostrar |'eficacia in vitro del Regorafenib sobre les linies cel-lulars de cancer
d’endometri, prostata i tiroide, i de comprovar 'efecte inhibitori del tractament sobre la via de
senyalitzacié PI3K/AKT, vam decidir avaluar el seu potencial terapéutic in vivo emprant el model
knock-out de Pten induible per Tamoxifé (Cre:ER'PTEN”f)(Mirantes et al., 2013). Donat que aquests
ratolins presenten una hiperactivacié de la via PI3K/AKT com a conseqliéncia de la pérdua de PTEN,
vam pensar que el tractament amb Regorafenib, i la conseqlent inhibicid dels receptors tirosina
guinasa, podria presentar un avantatge terapeutic sobre les patologies tumorals que desenvolupen

aquests animals: hiperplasia de tiroide i neoplasia prostatica i endometrial.

Aixi doncs, per aquest treball, es van emprar tant mascles com femelles Cre:ER™PTEN" i Cre:ER™"

PTEN", i 'esquema experimental que es va seguir es mostra a la figura 86. Com es pot veure, cinc
setmanes després del naixement dels ratolins, es va injectar Tamoxifé als animals per tal d’induir la
delecio de PTEN, i tres setmanes després, es va comengar el tractament amb el farmac. El Regorafenib
es va administrar diariament per via oral a una dosi de 60 mg/kg durant 21 dies consecutius. Passat
aquest temps, el animals van ser sacrificats per al seu posterior analisi macroscopic i

anatomopatologic.

173



Resultats
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Tamoxifé Regorafenib (diariament)
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Figura 86: Representacié esquematica del tractament amb Regorafenib in vivo. Breument, 3 setmanes després

de la injeccié6 amb Tamoxifé, els animals es comencen a tractar diariament amb Regorafenib a una dosi de 60
mg/kg per via oral durant 21 dies. Passat aquest periode de temps, els animals se sacrifiquen per al seu posterior

analisi.

En primer lloc, I'analisi macroscopic dels animals va revelar que el tractament amb Regorafenib
donava lloc a una important reduccié en la mida i el pes de les tiroides dels ratolins Cre:ER™PTEN,
De fet, les tiroides deficients en PTEN tractades amb el farmac eren molt similars, en quant a pes i

mida, a les dels ratolins Cre:ER™PTEN', i que per tant, conservaven I'expressié del gen.
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Figura 87: El tractament amb Regorafenib redueix la mida de la tiroide en ratolins Cre:ER™/-PTEN"/'. (A) Imatges
representatives de les tiroides de ratolins Cre:ER™PTEN”fi Cre:ER™-PTEN" tractats o no amb Regorafenib. (B)

Quantificacid del pes de les tiroides. ***P<0.001, mitjancant analisi two-way ANOVA, seguit del test post hoc
de Bonferroni.
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Després de I'analisi macroscopic, les tiroides es van incloure en parafina per a la seva posterior
avaluacio histopatologica, i es va confirmar que el tractament amb Regorafenib disminuia la incidencia
de les lesions hiperplasiques de la tiroide originades per la pérdua de PTEN en els ratolins Cre:ER™/

PTEN"".
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Figura 88: El tractament amb Regorafenib redueix la hiperplasia de tiroide induida per la pérdua de PTEN. (A)
Imatges representatives de la tincié amb H-E de tiroides de ratolins Cre:ER™PTENi Cre:ER™ PTEN” tractats o
no amb Regorafenib (10x). (B) Quantificacio de les lesions diagnosticades a cada grup. ***P<0.001, mitjancant
analisi Chi quadrat.

Donat que els animals Cre:ER™-PTEN”f també desenvolupen neoplasia de prostata o d’endometri, a
més d’hiperplasia de tiroide, vam voler estudiar també I'efecte del Regorafenib en aquestes dues

patologies.
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En primer lloc, en el cas dels mascles, gracies a I’avaluacio histopatologica es va poder comprovar que

el Regorafenib no reduia el grau de les lesions existents a les prostates deficients per PTEN.

A
Control Regorafenib
w
[ )
a —~
&
ey
L
o
=
w
l_
a.
%
w L4
5
o
B
100+
[ Normal
80 1 I1gPIN
B s [ hgPIN
£
&
5 404
xX - _ - -
204 |N=12 n=5 n=12 n=10
0 T T T T
Regorafenib - & = +

Cre:ER™-PTENYf  Cre:ER™/-PTENf

Figura 89: El tractament amb Regorafenib no redueix les neoplasies de prostata induides per la pérdua de
PTEN. (A) Imatges representatives de la tincié amb H-E de prostates de ratolins Cre:ER™-PTEN” i Cre:ER™"
PTEN tractats o no amb Regorafenib (10x). (B) Quantificacié de les lesions diagnosticades a cada grup. No hi
ha diferéncies significatives segons I’analisi Chi quadrat. IgPIN significa low-grade protatic intraepithelial
neoplasia i hgPIN, high-grade protatic intraepithelial neoplasia.

Finalment, es van estudiar els Uters de les femelles Cre:ER™-PTEN” tractades amb Regorafenib. De
nou, i de manera analoga als resultats obtinguts per a les prostates, tal com s’observa a la figura 90

no es van detectar diferencies en el diagnostic de les lesions.

176



Resultats

A
=
w
'_
a
-~
e
oc
w
L
]
S
z
w
|_
a.
*
r
L
L
()
B
100-
30+ 1 Normal
W)
™ 3 Hiperplasia
£ oo PP
B 3 Hiperplasia Complexa
T 404
xX
20+
n=6 n=2 n=6 n=7
0 T T T T
Regorafenib = * = Sk

Cre:ER™-PTENYf  Cre:ER™/-PTEN'f

Figura 90: El tractament amb Regorafenib no redueix les neoplasies endometrials originades per la pérdua de
PTEN. (A) Imatges representatives de la tincid amb H-E d’endometris de ratolins femella Cre:ER™ PTEN" i
Cre:ER™-PTENf tractats o no amb Regorafenib (10x). (B) Quantificacié de les lesions diagnosticades a cada grup.
No hi ha diferencies significatives segons I'analisi Chi quadrat.

Es important remarcar que en tots aquests experiments es van emprar ratolins Cre:ER™-PTENf
tractats amb Regorafenib com a control de toxicitat. Després de 21 dies de tractament, el farmac va
presentar certs nivells de toxicitat tant en els ratolins Cre:ER™"PTEN”f com en els experimentals, que

revertia negativament sobre I'estat fisic dels animals.

En conjunt, els nostres resultats suggereixen que |'efecte terapeutic del Regorafenib és diferent en

funcid del tipus tumoral estudiat, encara que les lesions s’indueixin per la mateixa mutacio, la pérdua

de PTEN.
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3.4 El tractament amb Regorafenib no doéna lloc a la disrupcié de la via de senyalitzacio

PI3K/AKT in vivo

Un cop analitzats els efectes del Regorafenib en el model Cre:ER'PTEN”f, vam voler caracteritzar
I’accioé del farmac en la senyalitzacié de la via PI3K/AKT in vivo, per tal de determinar si es reproduien
els mateixos resultats obtinguts en els experiments in vitro. Aixi, vam analitzar per Western blot
I’expressié i activacio dels principals components de la via i d’altres proteines relacionades a partir de
llisats de tiroide, prostata i Uter de ratolins Cre:ER™ PTEN" tractats o no amb Regorafenib durant 21

dies.

Tal com es mostra a la figura 91, en avaluar I'efecte del Regorafenib sobre la via PI3K/AKT es va
comprovar que el tractament amb I'inhibidor no disminuia I'expressié de la forma fosforilada d’elF4E
a la tiroide, suggerint que el Regorafenib no causa la disrupcié de la via PI3K/AKT in vivo seguint el
mateix patré observat in vitro. A més, no es van observar diferéncies remarcables entre els tres teixits
d’interes. Per tant, aquests resultats no van proporcionar una possible explicacié per a la diferent

activitat terapéutica de I'inhibidor sobre les lesions diagnosticades a tiroide, prostata i endometri.
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Figura 91: El tractament amb Regorafenib no provoca la disrupcié de la via PI3K/AKT ni en les hiperplasies de
tiroide ni en les neoplasies de prostata i d’endometri induides per la pérdua de PTEN. Després del tractament
de 21 dies, les tiroides, les prostates i els tters dels ratolins Cre:ER™-PTEN"f control o tractats amb el farmac es
van dissecar i processar per tal d’analitzar I’expressio de diverses proteines implicades en senyalitzacié tumoral
per Western blot. L’actina s’empra com a control de carrega.

Finalment, per mitja de la immunohistoquimica, es va comprovar que les tiroides dels ratolins

Cre:ER™PTEN"f tractats amb Regorafenib presentaven nivells inferiors de Ciclina D1 en comparar-les
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amb les tiroides dels seus respectius controls. Pel contrari, aquesta reduccio en I'expressio de la Ciclina
D1 no s’observava ni a les prostates ni als endometris dels ratolins Cre:ER™ PTEN"f tractats amb

I'inhibidor multiquinasa.

Control Regorafenib
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IHC: Ciclina D1

Figura 92: El tractament amb Regorafenib indueix una disminucié de I'expressié de la Ciclina D1 en les
hiperplasies de tiroides induides per la pérdua de PTEN. Imatges representatives de la tincié de Ciclina D1 a
tiroide, prostata i Uter dels ratolins Cre:ER™-PTEN"f control o tractats amb el farmac durant 21 dies (10x).

Per tant, en els nostres resultats deixen entreveure que els mecanismes pels quals el Regorafenib pot
exercir el seu efecte in vitro poden ser diferents en el model de ratoli in vivo, especialment a les
tiroides, on s’hi observa una millora histologica deguda al tractament. El Regorafenib podria exercir

un efecte antiproliferatiu en aquest teixit, i no a prostata i endometri, que a més, sembla no ser

conduit exclusivament per la via PI3K/AKT.
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3.5 El tractament amb Regorafenib no elimina les hiperplasies de tiroide causades per la

pérdua de PTEN

Després de caracteritzar el potencial terapéutic del Regorafenib a curt termini sobre les hiperplasies
de tiroide, vam plantejar-nos avaluar I'efecte, a llarg termini, del tractament de 21 dies. D’aquesta
manera, per una banda, aquest experiment ens permetria coneixer |'efecte global d’un tractament
curt amb Regorafenib sobre la supervivencia dels animals i per I'altra, determinar si el farmac era

capac de causar la mort de les cél-lules tumorals, i per tant, d’eliminar la malaltia.

La pauta d’administracid seguida es detalla a la figura 93, i és molt similar al que ja s’havia fet
anteriorment. Aixi, breument, tres setmanes després d’induir la delecié de PTEN amb la injeccié de
Tamoxife, es va comencar el tractament amb Regorafenib. Els animals van rebre una dosi diaria de 60
mg/kg de I'inhibidor per via oral durant 21 dies. A partir d’aguest moment, es va aturar el tractament
i els animals es van mantenir amb vida, tot monitoritzant I'estat fisic dels ratolins, fins que van requerir
I’eutanasia. Val a dir que aquest experiment només es va realitzar amb mascles, donat que els efectes

sobre la tiroide eren analegs en ambdds sexes.
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3 setmanes 2 setmanes 3 setmanes
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Figura 93: Representacio esquematica del protocol experimental seguit per avaluar I’efecte a llarg termini del
tractament amb Regorafenib durant 21 dies. De manera analoga a la figura 85, 3 setmanes després de la
injeccié amb Tamoxife, els animals es comencen a tractar diariament amb Regorafenib a una dosi de 60 mg/kg
per via oral durant 21 dies. En aquest cas, passat aquest periode de temps, els animals es mantenen sense
tractament i amb vida fins que el seu estat de salut requereix I'eutanasia.

Un cop finalitzat I'experiment, es va poder comprovar en primer lloc que el tractament de 21 dies
amb Regorafenib no era suficient per incrementar la supervivéncia global dels ratolins Cre:ER™"

PTEN",
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Figura 94: El tractament durant 21 dies amb Regorafenib no incrementa la supervivéncia dels animals
Cre:ER™'PTEN"f a llarg termini. Corba de Kaplan-Meier que mostra la supervivéncia dels quatre grups
analitzats. No s’observen diferéncies significatives segons el test estadistic Mantel-Cox.

A continuacid, a nivell macroscopic, es va comprovar que la mida de les tiroides i les prostates dels
ratolins Cre:ER™PTEN"f que havien rebut tractament durant 21 dies amb I'inhibidor era comparable
a la obtinguda en els animals del grup control. A més, no es van observar alteracions en la mida de les
tiroides i les prostates dels animals Cre:ER™PTEN", i que per tant, conservaven I'expressié de PTEN,

tractats o no amb Regorafenib.
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Figura 95: El tractament de 21 dies amb Regorafenib no redueix la mida de les tiroides ni de les prostates a
llarg termini. (A) Imatges representatives de les tiroides de ratolins Cre:ER™"PTEN"fi Cre:ER™ PTEN/ tractats o
no amb Regorafenib. (B) Imatges representatives de les prostates de ratolins Cre:ER™"PTEN"fi Cre:ER™/-PTEN/f
tractats o no amb Regorafenib.

A continuacid, es va dur a terme I'estudi histopatologic gracies a les tincions d’hematoxilina-eosina, i
es comprovar que si bé el tractament amb Regorafenib reduia les lesions de la tiroide a curt termini,
no era suficient per eliminar completament les hiperplasies de tiroide originades per la pérdua de
PTEN. En el moment del sacrifici, no es van observar diferencies remarcables en el diagnostic de les

lesions desenvolupades en els ratolins Cre:ER™ PTEN"f tractats o no amb I'inhibidor durant 21 dies.
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Figura 96: El tractament de 21 dies amb Regorafenib no disminueix, a llarg termini, les lesions hiperplasiques
de la tiroide induides per la pérdua de PTEN. (A) Imatges representatives de la tincié amb H-E de les tiroides de
ratolins Cre:ER™PTEN”fi Cre:ER™ PTEN"f tractats o no amb Regorafenib (10x). (B) Quantificacié de les lesions
diagnosticades a cada grup. No hi ha diferéncies significatives segons I’analisi Chi quadrat.

Finalment, i com era d’esperar donats els antecedents amb el farmac, segons s’observa a la figura 97
es va determinar que el Regorafenib tampoc reduia el grau de les lesions diagnosticades a les

prostates.

182



Resultats

A
Control Regorafenib
<~ - ), s A
=
w |
|_
a
fuy
= I
L
e
O
=
w
'—
[«
k3
=~ |
L
L
O
B
100+
” ] Normal
o 1 hgPIN
©
£ 60+
=
\ﬂ)
T 404
X
204
n=10 n=5 n= n=10
0 T T T T
Regorafenib - + & +

Cre:ER™-PTENYf  Cre:ER™/-PTEN'f

Figura 97: El tractament de 21 dies amb Regorafenib no disminueix, a llarg termini, les neoplasies de prostata
induides per la perdua de PTEN. (A) Imatges representatives de la tincié amb H-E de les prostates de ratolins
Cre:ER™-PTEN"f i Cre:ER™PTENYf tractats o no amb Regorafenib (10x). (B) Quantificacié de les lesions

diagnosticades a cada grup. No hi ha diferencies significatives segons I'analisi Chi quadrat. hgPIN significa high-
grade prostatic intraepithelial neoplasia.

3.6 Eltractament cronic amb Regorafenib alenteix el progrés de les hiperplasies de tiroide
originades per la pérdua de PTEN

Un cop vam haver conclos que el tractament de 21 dies amb Regorafenib no eliminava les hiperplasies
de tiroide en els ratolins Cre:ER™ PTEN"f ni incrementava la supervivéncia global dels animals, vam

plantejar-nos analitzar els efectes d’un tractament amb I'inhibidor de major durada en el temps.

Com s’ha comentat anteriorment, el tractament de 21 dies amb I'inhibidor multiquinasa posava de

manifest una alta toxicitat del farmac. Per tal de superar aquests efectes indesitjables, vam dissenyar
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una nova pauta de dosificacié. De nou, l'inici del tractament va tenir lloc tres setmanes després de la
injeccio de Tamoxifé. Pero, el Regorafenib es va administrar a una dosi de 60 mg/kg seguint cicles de
5 dies de tractament diari, seguits de 9 dies de descans, abans de comencar el segiient cicle. El
tractament es va allargar en el temps fins el moment en queé els animals van requerir |'eutanasia.

Aquest experiment es va dur a terme només amb mascles.

Control
| 3 setmanes | 2 setmanes | 3 setmanes
Injeccio i i
Naixement Deslletament Jecclo 5 dies | 9 dies
Tamoxifé |

Regorafenib No tractament

Sacrifici

l }
!

1 cicle

Figura 98: Representacié esquematica del tractament cronic amb Regorafenib in vivo. Breument, els animals
es comencen a tractar 3 setmanes després de la injeccié de Tamoxifé. Perd, en aquest cas, el tractament es
realitza per cicles de dues etapes: 5 dies d’administracio diaria de 60 mg/kg de Regorafenib per via oral i 9 dies
de descans, abans de comencar el seglient cicle. Els animals es mantenen vius fins que requereixen I'eutanasia.

Sorprenentment, el tractament discontinuat de Regorafenib va allargar la supervivencia dels ratolins
Cre:ER™PTEN"". Aixi, la delecié de PTEN reduia la supervivéncia mitjana a 37 dies, mentre que el
tractament amb Regorafenib va permetre incrementar-la fins als 67 dies. A més, cal remarcar que
amb aquesta nova aproximacid la toxicitat del farmac es va disminuir considerablement, i els ratolins

Cre:ER™PTEN” tractats amb I'inhibidor van conservar un bon estat de salut durant tot I’experiment.

.
o0 & & Cre:ER™- PTEN™ Control, n=1
3¢ Cre:ERT/ PTEN'f Regorafenib, n=2

- £ Cre:ER™- PTEN™ Control, n=5

E 50+ - Cre:ER™ PTEN™ Regorafenib, n=5
1]

=

®

*p-value<0.05
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0 20 40 60 80

Dies post-Tamoxifé

Figura 99: El tractament cronic amb Regorafenib augmenta la supervivéncia dels animals Cre:ER™/PTEN'",
Corba de Kaplan-Meier que mostra la supervivéncia dels 4 grups analitzats. *P<0.05, mitjancant analisi Mantel-

Cox.
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Finalment, es va realitzar I'analisi histopatologic de les tiroides i les prostates. Malauradament, i tot i
I'increment en la supervivéncia, el tractament amb Regorafenib no va reduir en cap cas les lesions
diagnosticades. Aixi, el 100% dels animals que van rebre I'inhibidor van desenvolupar hiperplasia

severa de tiroide i hgPIN, tal com es mostra a les figures 100 i 101, respectivament.
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Figura 100: El tractament cronic amb Regorafenib no redueix I'extensio de les lesions diagnosticades a les
tiroides dels animals Cre:ER™/-PTEN/". (A) Imatges representatives de la tincié amb H-E a les tiroides de ratolins
Cre:ER™PTEN"f i Cre:ER™-PTEN”f tractats o no amb Regorafenib (10x). (B) Quantificacié de les lesions
diagnosticades a cada grup. No hi ha diferéncies significatives segons I’analisi Chi quadrat.
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Figura 101: El tractament cronic amb Regorafenib no redueix I'extensié de les lesions diagnosticades a les
prostates dels animals Cre:ER™PTEN™. (A) Imatges representatives de la tincié amb H-E a les prostates de
ratolins Cre:ER™PTEN”fi Cre:ER™ PTEN" tractats o no amb Regorafenib (10x). (B) Quantificacié de les lesions
diagnosticades a cada grup. No hi ha diferencies significatives segons I’analisi Chi quadrat. hgPIN significa high-
grade prostatic intraepithelial neoplasia.

Per tant, en conjunt els nostres resultats indiquen que malgrat que el Regorafenib és capag d’alentir
I"aveng de les hiperplasies de tiroide induides per la pérdua de PTEN, no elimina completament les

cél-lules malignes, i per tant, la malaltia progressa al llarg del temps.
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Discussio

1. Estudi de la implicacio del factor de transcripcié E2F-1 en processos

tumorals induits per la pérdua de PTEN

La inactivacié de PTEN és un esdeveniment freqlient en molts tipus de cancers. En el cancer colorectal,
PTEN es troba alterat a partir de la combinacié de mecanismes tant genétics com epigenetics que
condueixen a la inactivacid bial-lélica del gen supressor tumoral en un 20-30% del casos(Molinari and

Frattini, 2013).

Existeixen diversos models animals preclinics que han abordat 'estudi de la implicacié de la delecié
bial-lélica de Pten en la tumorigénesi intestinal. No obstant, I'analisi de la majoria d’aquests models
presenta una série de limitacions, que fan que els resultats obtinguts siguin heterogenis i sovint,
contradictoris. Aixi, en primer lloc, alguns autors descriuen que la pérdua de PTEN per si sola no
produeix canvis visibles ni alteracions histologiques de tipus tumoral a colon(Campbell et al., 1996; el
Marjou et al., 2004; Gao et al., 2016; Ireland et al., 2004; Marsh et al., 2008), sind que es requereix
d’altres alteracions geneétiques addicionals, com la deficiencia d’APC(Langlois et al., 2009; Marsh et
al., 2008). A més, en aquells models en qué s’aconsegueix el desenvolupament del procés tumoral a
colon, aquest té lloc amb una baixa penetrancia i requereix de llargs periodes de laténcia, que poden
fins i tot, superar els 12 mesos(Marsh Durban et al., 2014). Per altra banda, la delecié de Pten pot
donar-se de manera heterogénia al llarg del tracte gastrointestinal. D’aquesta manera, s’ha descrit
també que la pérdua del gen supressor tumoral pot conduir sorprenentment al desenvolupament
d’adenomes i d’adenocarcinomes a intesti prim(Byun et al., 2011), sense afectar la histologia del
colon. Aquest fenomen presenta poca reproductibilitat en humans, on els tumors d’intesti prim sén
molt rars i infreqlients. En treballs realitats préviament al nostre laboratori, s’havien utilitzat els
ratolins de la colonia Cre:ER'PTEN", descrita amb anterioritat(Mirantes et al., 2013), perd en un fons
genetic diferent de l'utilitzat en el present treball. Tal com mostren nombrosos estudis, els nostres
resultats corroboren que la modificacié del fons genétic permet alterar el fenotip tumoral dels animals
d’estudi(Freeman et al., 2006), ja la delecié de Pten en el fons genétic mixt original del nostre model
no déna lloc a alteracions histologiques a colon. En qualsevol cas, aquest model supera en gran
mesura les limitacions esmentades anteriorment. Aixi, per exemple, les lesions de tipus tumoral es
desenvolupen a colon com a Unica regid exclusiva del tracte gastrointestinal, sense afectar, per
exemple, la histologia de I'intesti prim. A més, més d’un 40% dels animals presenten lesions entre les
9 iles 12 setmanes després de la injecciéo de Tamoxifé, de manera que es redueix considerablement

el periode de laténcia. Les diferencies observades entre el nostre model i tots els anteriors poden ser
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degudes als diferents promotors emprats per al control de I'’expressié de la recombinasa Cre i també,

al fons genétic emprat.

Histologicament, en el nostre estudi, les lesions a colon es classifiqguen majoritariament com
adenomes, que poden acabar progressant a adenocarcinomes. A més, en alguns d’aquests adenomes
deficients per PTEN es pot distingir el patré de serracié. Aquesta observacid correlaciona
perfectament amb un treball previ que descriu que I'expressié d’una forma mutada constitutivament
activa de la PI3K també ddna lloc a la formacidé d’adenomes serrats(Leystra et al., 2012). En conjunt,
aquestes evidéncies suggereixen que aberracions en la via PI3K/AKT poden provocar I'aparicié de
tumors de colon que segueixen la via serrada. A més, en ambdds treballs, els tumors s’inicien de
manera independent a la senyalitzacio per WNT, que és una de les vies de senyalitzacio més

freqlentment alterades en carcinomes de colorectals(Leystra et al., 2012).

El factor de transcripciod E2F-1 és encara a dia d’avui una proteina intrigant que posseeix I’habilitat de
regular processos tan antagonics com sén la proliferacié cel-lular i I'apoptosi. Fins al moment, la seva
implicacié en la tumorigenesi no esta completament definida i se suggereix que el seu comportament
pot ésser dependent del tipus de teixit i del context cel-lular(Chen et al., 2009; Xanthoulis and Tiniakos,
2013). En aquest treball, hem estudiat la implicacié d’E2F-1 en la carcinogénesi induida per la pérdua

de PTEN in vivo, i molt especialment, en els carcinomes colorectals.

En I'actualitat, I'existéencia d’una relacié funcional entre PTEN i E2F-1 en un context tumoral és
practicament desconeguda i molts pocs treballs s’han focalitzat completament en aquest ambit
d’estudi. No obstant aix0, alguns autors han reportat una interconnexié entre ambdues proteines,
gue sovint és forca discrepant i limitada a estudis majoritariament in vitro. Per una banda, s’ha
observat que el restabliment de I'expressié de PTEN en cél-lules deficients per al gen supressor
tumoral condueix a una disminucié de I'expressié d’E2F-1 en cel-lules de glioblastoma(Li et al., 2009).
Per I'altra, s’ha descrit que la pérdua d’expressié d’E2F-1 incrementa I'expressié de PTEN en una linia
cel-lular de carcinoma gastric(Wang et al.,, 2011). Contrariament, s’ha demostrat també que la
transcripcié de PTEN s’activa en alliberar-se E2F de la repressi6 de RB en un model in vitro
d’osteosarcoma, i se suggereix, que E2F-1 podria actuar com a activador de la transcripcié de PTEN.
Aquesta relacid és important per a I'apoptosi mitjancada per E2F, ja que la manca d’expressié PTEN
permet a les cel-lules sobreviure i superar els estimuls apoptotics induits per E2F-1(Morales et al.,
2014). En el nostre treball, I'analisiimmunohistoquimic i per Western blot ha revelat que la deficiéncia

d’E2F-1 no modifica substancialment I’expressio proteica de PTEN a colon in vivo. De nou, sembla logic
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pensar que el paper d’'E2F-1 en I'expressid de PTEN podria ésser també especific del tipus cel-lular i

del context analitzat.

Tal com es comentava anteriorment, es considera que E2F-1 presenta dualitat de funcions.
Inicialment, es va considerar un oncogen, i existeixen diversos treballs que recolzen aquesta hipotesi.
Aixi, per exemple, s’ha observat una major expressiéo d’E2F-1 en tumors de mama, de bufeta i de
tiroide, en comparacié amb el teixit normal, que correlaciona amb un major index proliferatiu(Saiz et
al., 2002; Zacharatos et al., 2004). A més, aquest increment de I'expressid s’associa a un pitjor
pronostic en casos cancer de pulmé i melanoma(Gorgoulis et al., 2002; Nelson et al., 2006). Pel
contrari, existeixen també evidéncies que remarquen funcions supressores tumorals per a E2F-1,
essent especialment rellevant la informacié aportada pel ratoli knock-out del factor de transcripcio,
gue és propens al desenvolupament de tumors(Field et al., 1996; Yamasaki et al., 1996). També s’ha
descrit que la sobreexpressié d’E2F-1 mitjancada per adenovirus en cel-lules de glioma desencadena
I"apoptosi i inhibeix el creixement tumoral tant in vitro com in vivo(Fueyo et al., 1998). En aquest
sentit, el nostre model d’estudi exemplifica a la perfeccié el paradigma d’E2F-1 i el seu rol en
tumorigenesi dependent del tipus tissular i del context cel-lular. Mentre que la manca d’E2F-1 no
afecta el desenvolupament de les neoplasies endometrials i prostatiques deficients per PTEN, si que
causa un increment significatiu de la incidéncia i la progressio de la tumorigenesi a colon en abséncia
del gen supressor tumoral. Val la pena remarcar que la delecid exclusiva d’E2F-1 no és suficient per
desencadenar el procés tumoral a colon, almenys durant el periode d’analisi d’aquest estudi, sind que

requereix de la presencia d’un insult oncogénic addicional, com és la perdua de PTEN.

Pel que fa al cancer de prostata, s’han realitzat diverses investigacions per tal de relacionar el factor
de transcripcié amb aquest tipus tumoral. S’"ha demostrat, per exemple, que les regions tumorals de
cancer prostata perden I'expressié del factor de transcripcid6 en comparacid6 amb el teixit
normal(Zacharatos et al., 2004). No obstant, i en sentit contrari, també s’ha descrit que la inhibicid
d’E2F-1 causa la regressid de xenografts establerts amb linies cel-lulars humanes de cancer de
prostata. Finalment, els nostres resultats mostren que I'abséncia d’E2F-1 no interfereix ni participa en
el procés tumoral en una situacié d’abséncia de PTEN. Per tant, novament queda palesa la importancia
del context cel-lular, que condiciona les funcions que executa E2F-1. Se suggereix aixi que davant la
perdua de PTEN, la implicacié d’E2F-1 en la carcinogénesi prostatica és nul-la, mentre que pot
esdevenir rellevant en el context d’altres alteracions moleculars. En quant a la carcinogenesi

endometrial, la literatura cientifica no recull fins al moment cap treball que abordi el paper d’E2F-1
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en aquest tipus tumoral. Per tant, sorgeix la necessitar d’aprofundir més en tots aquests ambits de la

recerca, per tal de contrastar i validar la gran varietat i disparitat de resultats existents.

Pel que fa als tumors colorectals, la rellevancia clinica i la implicacié d’E2F-1 en aquest tipus tumoral
és encara desconeguda i de nou, molt contradictoria, encara que existeix una certa tendéencia a
considerar-lo com un putatiu gen supressor tumoral(Xanthoulis and Tiniakos, 2013; Yang et al., 2009).
Els primers estudis que van avaluar I'expressié d’E2F-1 a través de I’analisi per immunohistoquimica
de séries de casos de cancer de colon descriuen un increment de I’expressio del factor de transcripcid,
i en consequeéncia, li atribueixen una funcid oncogénica(Suzuki et al., 1999). No obstant, més
endavant, alguns treballs han reportat una activitat antitumoral per a E2F-1. Aixi, s’ha descrit que la
sobreexpressié d’E2F-1 amb adenovirus en linies cel-lulars de cancer de colon indueix I'apoptosi en
aquestes cel-lules(Elliott et al., 2001; Elliott et al., 2002; Vorburger et al., 2003) i sensibilitza al
tractament amb certs agents citotoxics(Dong et al., 2003; Lin et al., 2015). També, i més interessant,
diversos autors han observat que |'expressid6 d’E2F-1 correlaciona de manera inversa amb el
creixement tumoral. Concretament, han mostrat que la seva expressio es detecta majoritariament en
aquelles zones de les lesions que presenten un major index apoptotic i una menor proliferacié(Bramis
et al.,, 2004; Xanthoulis et al., 2014; Zacharatos et al., 2004). Aquesta observacid correlaciona
perfectament amb els nostres resultats, ja que I'abséncia d’E2F-1 causa una reduccié de I'apoptosi en
els tumors de colon induits per PTEN. Aixi, se suggereix que aquesta disminucié en els nivells
apoptotics com a conseqiliéncia de la perdua del factor de transcripcié pot ésser responsable de
I'increment en la tumorigenesi colorectal observada en els ratolins deficients per PTEN i E2F-1, tal
com succeeix en altres models(Fujiwara et al., 2011). En qualsevol cas, les diferéncies entre estudis
poden ésser degudes a les limitacions de la propia técnica, la immunohistoquimica, i de I'especificitat
de I'anticos emprat per a I'analisi. A més, I'avaluacio de series que inclouen pocs casos pot també
esbiaixar els resultats observats. Finalment, les caracteristiques moleculars dels tumors poden també
variar en funcié de I'estadi, del tipus histologic i de les mutacions inductores, entre altres. En aquest
sentit, els cancers colorectals de la via serrada presenten un comportament diferent, a nivell
molecular, que els que s’originen per la via classica a partir de mutacions en APC. Aquestes perfil
mutagenic diferencial pot també interferir en el comportant d’E2F-1. Cal realitzar un analisi més

exhaustiu de grans séries de casos que prengui en consideracio tots aquests factors.

En qualsevol cas, els nostres resultats revelen que E2F-1 podria actuar com a fre de la tumorigénesi

colonica induida per la manca de PTEN, possiblement desencadenant I'apoptosi de les cel-lules
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tumorals. Aquest treball és el primer estudi que permet correlacionar E2F-1 amb una clara activitat
supressora de tumors a colon emprant un model animal genétic, i a més, s’associa una mutacié en
concret, la perdua de PTEN. Existeixen altres treballs que han estudiat també el paper d’E2F-1 en
processos tumorals concrets induits per mutacions especifiques. Aixi, en un model de cancer de mama
induit per MYC, la deficiencia d’E2F-1 accelera el creixement tumoral i redueix el periode de latéencia
ja que també causa una disminucid de I'apoptosi intratumoral(Fujiwara et al., 2011). No obstant,
altres models han descrit el fenomen contrari. S’ha vist que la perdua d’E2F-1 redueix els tumors de
tiroide i de pituitaria, i incrementa la supervivéncia dels animals RB*‘(Yamasaki et al., 1998).
Finalment, també s’ha observat que la perdua d’E2F-1 endarrereix I'aparicid i la capacitat metastatica

del tumors de mama induits per HER2(Andrechek, 2015).

Malgrat tot i aquests antecedents, és important destacar que el gen E2F-1 presenta una baixa
freqliencia de mutacions en processos tumorals humans de diversos tipus. S’ha postulat que el gen
podria ésser altament estable i conservatiu durant la tumorigénesi(Xiao et al., 2007) i que poden
existir altres alteracions que en regulin I'activitat. Aixi, Yang i els seus col-laboradors van plantejar que
en un context de tumorigenesi a colon, 'activacid d’E2F-1 podria trobar-se bloquejada com a
consequéncia de I'amplificacié génica dels seus inhibidors, com RB(Yang et al., 2009). A més, s’ha
demostrat també que modificacions en els nivells dels cofactors d’E2F-1 poden exercir una profunda
influencia en I’habilitat d’E2F-1 per potenciar o suprimir els processos tumorals(Engelmann and
Pitzer, 2012). Per exemple, s’ha descrit RIP140 (receptor interacting protein of 140 kDa) com un nou
actor en la regulacié de I'activitat transcripcional d’E2F-1, amb rellevancia com a marcador pronostic
en cancers de mama humans(Docquier et al., 2010). Finalment, també s’ha reportat que la
sobreexpressié del miRNA-205 en cel-lules de melanoma redueix els nivells proteics d’E2F-1(Dar et
al.,, 2011). Aixi doncs, queda palés que, durant la tumorigenesi, poden ocdrrer tota una série de
mecanismes aberrants que poden interferir en I'activitat del factor de transcripcié i poden
desencadenar un fenotip similar al que s’esperaria tant per amplificacions com delecions del gen E2F-
1. El coneixement de la complexa xarxa de proteines que exerceixen d’alguna manera el seu control
sobre E2F-1 és vital per a la comprensié del desti cel-lular. En el nostre model es mostra que la delecid
d’E2F-1 desencadena un augment de la tumorigenesi colorectal induida per pérdua de PTEN. Donat
que la delecidé d’E2F-1 és poc freqiient en els tumors humans, es planteja la hipotesi que poden existir
altres alteracions que afectin a I’activitat d’E2F-1, i no tant a la seva expressid. Sorgeix aixi d’aquest
treball la necessitat d’estudiar una possible correlacio entre les alteracions genetiques que afecten a

PTEN, el grau d’activitat d’'E2F-1 i el grau de les lesions observades en casos de tumors humans
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colorectals. D’aquesta manera, seria possible validar la hipotesi que el factor de transcripcid pot
esdevenir un actor principal a I’hora de controlar el progrés d’aquest tipus de lesions que presenten

deficiencia en PTEN.

En aquest sentit, molts treballs postulen la sobreexpressid d’E2F-1 com una possible estratégia
terapeutica per al cancer de colon avancat(Elliott et al., 2001; Elliott et al., 2002; Yang et al., 2009).
No obstant, cal ser previnguts i tenir present la multiplicitat de funcions d’E2F-1 de manera especifica
de teixit. Es dificil determinar quin efecte podria tenir en altres drgans la sobreexpressié del factor de
transcripcio, i per tant, seria interessant poder establir estratégies selectives d’administracio, per tal
d’evitar el seu rol pro-tumoral en altres localitzacions. A més, |’expressié d’E2F-1 s’ha descrit com un
factor important associat a la resisténcia al 5-FU i de fet, s’ha observat que una disminucid ens els
nivells d’E2F-1 en cél-lules resistents confereix de nou sensibilitat al 5-FU(Obama et al., 2002). No
obstant, altres treballs no corroboren aquesta relacié(Belvedere et al., 2004). Per tant, cal valorar

totes aquestes limitacions abans d’emprendre aquest cami.

Finalment, en aquest treball hem intentat dilucidar les diferéencies moleculars existents entre els
tumors originats per la perdua de PTEN que conserven |'expressié d’E2F-1 i aquells que presenten

delecié monoal-lelica o bial-lélica del factor de transcripcid.

Aixi, hem observat que la manca d’E2F-1 en els tumors deficients per PTEN condueix a increment de
I'expressié de la forma fosforilada de p53 a la serina 15. Aquesta fosforilacié té lloc com a
consequencia de la preséncia de dany al DNA i permet incrementar la vida mitjana de la proteina(Lakin
and Jackson, 1999), explicant aixi, 'augment observat en els nivells proteics de p53. A més, els
mateixos tumors presenten també una major expressié de p-H2AX, que es produeix novament en
resposta al dany al DNA i sutilitza habitualment com a marcador d’aquest dany(Bonner et al., 2008).
Aquestes observacions correlacionen perfectament amb la relacié entre PTEN i E2F-1 amb el dany al
DNA. Per una banda, s’ha descrit que PTEN nuclear executa multiples funcions per al manteniment de
la integritat dels cromosomes, de manera que mutacions en el gen supressor tumoral poden conduir
a inestabilitat cromosomica(Bassi et al., 2013; Shen et al., 2007; Sun et al., 2014). Per altra banda, E2F-
1 és un element clau en la reparacié del dany al DNA. Esta demostrat que la seva péerdua condueix a
unincrement i acumulacié d’aquest dany(Castillo et al., 2015; Chen et al., 2011). De fet, I'animal doble
knock-out d’E2F-1 i E2F-2 presenta acumulacié de p53 i increment de p-H2AX, en comparacié amb
ratolins wild-type(lglesias-Ara et al., 2015). Aixi doncs, tot plegat suggereix que la manca d’E2F-1 en

els tumors deficients en PTEN resulta en un augment del dany al DNA, i en una possible acumulacio
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d’aquest com a conseqliencia d’una reparacié ineficient. D’aquesta manera, la doble pérdua de PTEN
i E2F-1 podria donar lloc a una major inestabilitat gendmica, que en ultima instancia, podria explicar
també l'increment observat en la incidéncia i progressié de les lesions colorectals en els ratolins

Cre:ER™-PTEN"'E2F-1*/" i Cre:ER™ PTEN'E2F-17" en comparacié amb els animals Cre:ER™PTEN"E2F-
1+,

Finalment, els tumors doble deficients per PTEN i E2F-1 presenten una major expressié de B-RAF. S’ha
reportat que I'activacio de B-RAF és un factor rellevant en el desenvolupament dels tumors colorectals
per la via serrada, tot i que s’ha associat tradicionalment amb mutacions en el gen(Kambara et al.,
2004; Spring et al., 2006). Els nostres resultats suggereixen que I'augment de I'expressié de B-RAF
podria ésser també un mecanisme d’activacié de la proteina en processos tumorals a colon, tal com
s’ha descrit per a altres tumors, com gliomes i tumors de tiroide(Ciampi et al., 2005; da Silva et al.,
2015; Khan et al., 2014; Li et al., 2014). Per tant, pot resultar interessant avaluar aquesta hipotesi en
mostres humanes de tumors colorectals. En qualsevol cas, en linia amb els nostres resultats, s’ha
descrit, en un model animal especific d’intesti, que la mutacid Braf'®% inicia la tumorigénesi
colorectal per la via serrada i déna lloc a un increment de la fosforilacié de ERK1/2, tal com succeeix
en el nostre model(Rad et al., 2013). A més, en el nostre model, la manca d’E2F-1 condueix també a
una potent activacio de les altres dues MAPK, JNK (c-Jun N-terminal kinase) i p38, que es reflecteix en
un augment de la fosforilacié d’aquestes proteines, sense alterar-ne els nivells totals. En cancer
colorectal, la fosforilacié d’ERK1/2, JNK i p38 s’ha associat amb un fenotip més maligne(Lee et al.,
2011) i I'expressio de p-p38 s’ha descrit com un biomarcador de pitjor pronostic(Fan et al., 2014), pero
fins al moment, no s’ha estudiat en tumors colorectals de la via serrada. En qualsevol cas, en el nostre
model, la perdua d’E2F-1 condueix a una potent activacié de la senyalitzacid per les MAPKs en els

tumors deficients per PTEN.

En conclusid, aquest és, fins al moment, el primer estudi preclinic en que s'avalua I'efecte de la manca
d’E2F-1 en tumors colorectals, endometrials i de prostata causats per la deficiencia de PTEN. En
conjunt, els nostres resultats posen de relleu la influéncia del tipus i del context cel-lular en I'activitat
d’E2F-1 i revelen que E2F-1 podria actuar com a fre de la tumorigénesi colonica induida per la pérdua

de PTEN.
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2. Estudi de la implicacié de I’axis Ciclina D-CDK4/6 en les neoplasies induides

per la pérdua de PTEN

Les alteracions a l'eix Ciclina D-CDK4/6 sén comuns en diversos tipus de cancers humans i
contribueixen al fenotip tumoral(Malumbres and Barbacid, 2007, 2009). Es habitual detectar
amplificacions i/o sobreexpressions de les Ciclines D i de les CDK4/6 en una gran varietat de tipus
tumorals, fins i tot d’origen diferent. Per tant, sembla clar que aquests components del cicle cel-lular
participen en els processos neoplasics, tant en humans com en ratolins(Casimiro et al., 2014;
Deshpande et al., 2005; Malumbres and Barbacid, 2009). No obstant, els mecanismes pels quals
condueixen o participen en la tumorigénesi son en gran mesura encara desconeguts, i sovint, generen
controvéersia. En aquest sentit, es fa necessaria més recerca que permeti determinar si la seva
implicacio en els processos tumorals es limita a les funcions en el cicle cel-lular, o bé s’estén a noves
funcions no canoniques, recentment descrites, com per exemple la transcripcié genica, la reparacio
del dany al DNA, la mort cel-lular, la diferenciacié cel-lular i el metabolisme(Hydbring et al., 2016). En
aquest treball, hem demostrat la implicacié de I'eix Ciclina D-CDK4/6 en la carcinogénesi endometrial

induida per la perdua de PTEN in vivo.

Diversos tipus de tumors solids, entre els quals s’hi troben els cancers ginecologics, mostren
sobreexpressié de Ciclina D1(Casimiro et al., 2014). Aixi, per exemple, alguns treballs previs descriuen
un increment en |'expressio de Ciclina D1 tant en les hiperplasies com en els carcinomes endometrials
en comparaciéo amb I'endometri normal no patologic. Aquest patrd d’expressié alterat en les lesions
premalignes i malignes suggereix un paper clau per a la Ciclina D1 en la tumorigénesi
endometrial(Nikaido et al., 1996; Ozuysal et al., 2005; Ruhul Quddus et al., 2002). En linia amb aquests
resultats, les neoplasies endometrials induides per la perdua de PTEN en el nostre model animal
Cre:ER'PTEN"f també presenten una major expressié de Ciclina D1 en comparacié amb el teixit
normal. A més, la sobreexpressié de la Ciclina D1 normalment correlaciona amb un increment de la

immunodeteccié de Ki-67, tal com també succeeix, de nou, en el nostre model in vivo.

No obstant aix0, I'efecte directe de PTEN en I'expressié de la Ciclina D1 és encara controvertit, i pot
ésser diferent en funcié del teixit i fins i tot, del tipus d’alteracié de PTEN, com ara si es tracta d’una
delecié o una mutacié. S’ha descrit, per exemple, que la pérdua de PTEN condueix a un increment
dels nivells de Ciclina D1 en un model de malaltia hematopoética limfoide(Mirantes et al., 2016), tal

com succeeix en el nostre estudi, mentre que la forma mutant PTEN-G129E els disminueix en un
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model de cancer de mama(Weng et al., 2001). Alguns carcinomes endometrials presenten mutacions
en el domini fosfatasa lipidic de PTEN (G129D/E/R/V), i per tant, pot resultar interessant determinar
I'efecte d’aquestes formes mutants en els nivells de Ciclina D1. En qualsevol cas, els nostres resultats
no sén comparables amb aquesta darrera situacio, ja que el model Cre:ER"PTEN”f es basa en la delecié
de PTEN i no en la seva mutacid, i permet aixi, modelitzar els tumors endometrials deficients per al
gen supressor tumoral, que representen una fraccid important del total dels casos. Tanmateix, sembla
clar que la Ciclina D1 participa d’alguna manera en la tumorigénesi endometrial induida per péerdua

de PTEN, encara que el mecanisme responsable no és del tot conegut.

En els darrers anys, s’han dut a terme molts treballs amb models de ratoli per tal d’elucidar el paper
o la implicacié de l'eix Ciclina D1-CDK4/6 en la tumorigénesi, i de nou, els resultats sén forca
contradictoris. Per una banda, alguns treballs descriuen que I'ablacié d’'un o més dels components de
I’eix Ciclina D1-CDK4/6 resulta en la proteccié o resisténcia a determinats tipus de tumors. Per
exemple, la delecié de Ciclina D1 redueix la formacid dels tumors de pell induits per RAS(Robles et al.,
1998) i la carcinogenesi mamaria induida també per aquest oncogen. A més, la pérdua de CDK4 o de
Ciclina D1 confereix resisténcia al desenvolupament d’adenocarcinomes de mama causats per
HER2(Bowe et al., 2002; Choi et al., 2012; Landis et al., 2006; Reddy et al., 2005; Yu et al., 2001). Pel
contrari, en altres estudis s’ha observat que I'abséncia de Ciclina D1 és dispensable durant el procés
tumoral. Aixi, la deficiéncia d’aquesta ciclina no altera I'aparicid ni el desenvolupament dels tumors
de mama induits per c-MYC o WNT(Rowlands et al., 2003; Yu et al., 2001). Curiosament, en el nostre
cas, en un context d’abséncia de Ciclina D1 s’observa una lleugera reduccié de les lesions endometrials
induides per pérdua de PTEN, pero no es detecta afectacid del procés tumoral ni a prostata ni tiroide.
Tanmateix, tots aquests resultats suggereixen que la sobreexpressid de la Ciclina D1 esta implicada
en la transformacié cel-lular i en la formacié de tumors, perd ha de cooperar necessariament amb
altres insults oncogenics per promoure la tumorigénesi. Les diferéncies entre tots aquests models
poden explicar-se arran d’una sensibilitat a la sobreexpressid de la Ciclina D1 especifica de teixit i per
I'existencia de diferents mutacions inductores, que es tradueix en una diferent especificitat als
estimuls oncogenics. Es important remarcar que en aquest treball es descriuen els efectes de la
deficiencia de Ciclina D1 en l'escenari de tres tipus tumorals diferents, d'origen diferent, que
comparteixen el mateix insult oncogenic perdo que donen lloc a resultats confrontats. Ates que
I"absencia de Ciclina D1 no afecta la proliferacié cel-lular en cap dels teixits analitzats, pero si causa la
reduccio de les neoplasies endometrials, se suggereix la hipotesi que la Ciclina D1 pot controlar altres

processos biologics a I'endometri, diferents de la seva funcié canonica en la proliferacio.
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Desafortunadament, el fenotip dels ratolins Cre:ER™-PTEN” CycD17 ha limitat el nombre d'animals
utilitzats en aquesta part de I'estudi. Tanmateix, és important tenir en compte que els efectes de la
deficiencia de Ciclina D1 en el nostre model de ratoli knock-out induit per Tamoxifé poden trobar-se
també emmascarats per I'accié continua dels altres ciclines D, ja que I'ablacié de PTEN en cultius 3D
de cel-lules epitelials d’endometri muri indueix I'augment de I'expressié no només de la Ciclina D1,
sind també, de les Ciclines D2 i D3. En linia amb les nostres observacions, altres estudis demostren
gue totes tres Ciclines D s'expressen de forma solapada i que almenys una dels tres és suficient per
conduir el desenvolupament normal(Kozar et al., 2004; Sicinski et al., 1996). De fet, la proliferacio
cel-lular pot océrrer fins i tot, en absencia de totes tres Ciclines D, suggerint un mecanisme

independent d’aquestes ciclines(Kozar et al., 2004).

Ates que les aberracions en el cicle cel-lular juguen un paper fonamental en el fenotip tumoral, la
intervencié terapéutica dirigida a proteines de la maquinaria del cicle s’ha proposat com una possible
terapia antitumoral(Asghar et al., 2015; Sherr et al., 2016). En aquest sentit, durant les dues darreres
décades, s'han invertit grans esforcos per tal de desenvolupar inhibidors selectius de CDK4/6. En
I"actualitat, s'estan realitzant diversos assaigs clinics per examinar I'eficacia de tres agents existents,
el Palbociclib, el Ribociclib i I’Abemaciclib. D’entre tots tres, el Palbociclib va ser el primer en rebre
I'aprovacio de la US Food and Drug Administration, al febrer de 2015, per al tractament del cancer de
mama avangat i metastatic, en combinacié amb letrazol(Clark et al., 2016; Finn et al., 2016; Gohil,

2015).

En aquest estudi, hem avaluat el potencial terapéutic del Palbociclib en neoplasies d’endometri i de
prostata, i en hiperplasies de tiroide induides per la perdua de PTEN in vivo. Sorprenentment, el
Palbociclib redueix la proliferacio cel-lular en tots tres teixits pero causa Unicament la disrupcié del
procés tumoral a I'endometri. Curiosament, aquests resultats concorden amb el fet que la deficiencia

de Ciclina D1 per si sola només disminueix I'extensié de lesions endometrials.

No obstant aix0, els nostres resultats deixen entreveure que el manteniment dels tumors de prostata
i tiroide deficients en PTEN pot ser també dependent en certa mesura de I'eix Ciclina D-CDK4/6, ja
que el tractament amb Palbociclib disminueix la proliferacié cel-lular en ambdds teixits. En
concordangca amb aquestes observacions, Comstock i els seus col-laboradors reporten en un treball
previ, un efecte antiproliferatiu del Palbociclib en teixit tumoral de prostata humana ex vivo(Comstock
et al., 2013). A més, s’ha descrit una col-laboracié funcional entre p18 i PTEN en la supressié de

tumors, també per al cancer de prostata, entre altres(Bai et al., 2006), remarcant la implicacié de I'eix
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Ciclina D-CDK4/6 en els processos tumorals. No obstant, el tractament amb Palbociclib no afecta
I’extensié de les lesions de prostata i tiroide dels animals Cre:ER™PTEN. Existeixen certes variacions
entre ambdds models que poden explicar les diferéncies en els resultats. Per una banda, la pérdua de
PTEN i p18 ddna lloc a la hiperactivacié de I'eix Ciclina D-CDK4/6 mentre que el tractament amb
Palbociclib en causa la inhibicid. A més, per altra banda, en el primer model, s’intervé en el cicle
cel-lular abans i durant el desenvolupament tumoral, mentre que en el nostre model, el tractament
amb l'inhibidor s’inicia després de I'aparicid dels tumors. Aixi, tant el plantejament de la intervencid

com el moment en qué aquesta té lloc poden generar diferencies en el patrd de resposta.

En I'actualitat, s’estan realitzant nombrosos assaigs clinics per donar a coneixer el benefici terapéutic
del Palbociclib sol o en combinacié amb altres farmacs(Asghar et al., 2015; Clark et al., 2016; Sherr et
al., 2016). A nivell preclinic, els PDXs representen un model més avancat per a l'estudi de
farmacs(Hidalgo et al., 2014; Malaney et al., 2014). En aquest treball, s’evidencia que el Palbociclib
presenta potencial terapeutic en un model PDX primari de carcinoma endometrial deficient per PTEN.
Tanmateix, el farmac no indueix la regressid tumoral ni causa mort cel-lular. En aquest sentit, es fa
imprescindible desenvolupar terapies combinatories de Palbociclib amb agents citotoxics. Aquests
estudis requereixen un disseny acurat, ja que alguns treballs in vitro realitzats amb linies cel-lulars de
cancer de mama reporten activitat antagonica entre el Palbociclib i certs agents
guimioterapéutics(McClendon et al., 2012; Roberts et al.,, 2012). No obstant, amb una correcta
sincronitzacié del cicle cel-lular, s'aconsegueix un efecte citotoxic sinergic en multiples
models(Baughn et al., 2006; Dean et al., 2012; Menu et al., 2008). El Palbociclib és el primer inhibidor
de cicle cel-lular que ha demostrat eficacia en el tractament d’una amplia varietat de tumors. Per tant,
sembla raonable considerar les terapies combinatories d’aquest inhibidor amb altres farmacs com

una promesa terapeéutica valuosa(Clark et al., 2016).

A nivell molecular, diversos grups han afirmat que I'estat de la proteina pRB és fonamental per a
I'activitat del Palbociclib(Asghar et al., 2015; Clark et al., 2016; Comstock et al., 2013; Fry et al., 2004;
Sherr et al., 2016) i que la pérdua de RB condueix a la resisténcia a I'inhibidor(Asghar et al., 2015). En
el present estudi, el tractament amb I'inhibidor només redueix I'expressié de pRB a I'endometri in vivo
després d’un tractament agut, pero no en altres teixits ni en tractaments més llargs. La restauracio
dels nivells de pRB pot explicar per qué el Palbociclib no causa la regressié de la malaltia després del
tractament a llarg termini a I'endometri. No obstant, el paper de RB com factor pronostic del

tractament amb Palbociclib encara no és del tot clar. Els nostres resultats concorden amb aquesta
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premissa, ja que les mostres de PDXs analitzades, que presenten una disminucio de la proliferacié i
del creixement tumoral després del tractament amb Palbociclib, no mostren en cap cas, reduccidé dels
nivells proteics de pRB. A més, s’ha observat que alguns pacients que no experimenten cap benefici
terapeutic després de I'administracié de Palbociclib si que mostren igualment disminucié de
pRB(Asghar et al.,, 2015; Leonard et al., 2012; Roberts et al., 2012). En aquests casos clinics, la
fosforilacié de RB no prediu la dependéncia a les CDK4/6. Es fa imprescindible doncs, identificar nous

biomarcadors més precisos que permetin evitar I'adquisicio de resisténcies.

Durant la divisié cel-lular, el complex Ciclina D-CDK4/6 segresta inhibidors de CDKs com p27,
permetent aixi, I'alliberament de |'activitat Ciclina E-CDK2, que al seu torn, fosforila RB. La presencia
de pRB durant I'administracié de Palbociclib es podria explicar emprant un raonament similar. No
obstant aix0, en aquest treball, es detecten dos possibles escenaris després d’un tractament llarg amb
I'inhibidor. D'una banda, s’observen baixos nivells de Ciclina D1, p27 i Ciclina E. De I'altra, després de
I'activacio d’ERK, es detecta un increment de les proteines anteriorment esmentades, que
correlaciona amb un augment d’expressio de la proteina p-RB. La nostra hipotesi és que encara que
el Palbociclib inhibeix I'activitat quinasa del complex Ciclina D-CDK4/6, la Ciclina D1 encara conserva
la seva capacitat per segrestar p27 i alliberar la Ciclina E. D'aquesta manera, I'expressidé de Ciclina E
pot ésser suficient per fosforilar RB, quan s'associa amb CDK2(Barriére et al., 2007; Geng et al., 2001;
Kozar et al., 2004). A més, s'ha documentat que |'activacié de la via ERK és necessaria i suficient per
induir I'expressid de Ciclina D1(Meloche and Pouysségur, 2007). Per tant, en el segon context, és
possible postular també que la gran quantitat present de Ciclina D1 pot sobrepassar la inhibicié pel
Palbociclib i fosforilar també, a RB. A més, pot resultar interessant determinar el mecanisme pel qual
I’expressié de Ciclina E es troba tan incrementada. En global, aquestes observacions ens plantegen
gue la Ciclina E pot ésser responsable de la fosforilacié de RB durant la inhibicié de I'eix Ciclina D-
CDK4/6 per mitja del Palbociclib, tal com s'ha descrit anteriorment en altres models(Barriere et al.,
2007). A més, i en concordanga amb aquesta hipotesi, en aquest treball demostrem que I'expressio

de p-RB s’incrementa en aquells ratolins que expressen més Ciclina E.

En conjunt, els nostres resultats proporcionen noves evidéncies que indiquen que l'activitat
antitumoral de l'eix Ciclina D-CDK4/6 a l'endometri pot dependre de la regulacié de funcions
importants per a processos cel-lulars implicats en la progressié tumoral. No obstant aix0, és necessari
aprofundir en la recerca en aquest ambit per tal de dilucidar les funcions independents al cicle cel-lular

gue contribueixen realment en la tumorigénesi.
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Fins al moment, aquest el primer estudi preclinic en qué s'avalua el potencial terapeutic del Palbociclib
en tumors endometrials, de tiroides i prostata causats per la deficiencia de PTEN. Els nostres resultats

posen de manifest el potencial clinic del Palbociclib com a farmac anticancerigen a I'endometri.
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3. Avaluacié de l'efecte de l'inhibidor multiquinasa Regorafenib en el

tractament de tumors solids deficients per PTEN

La via PI3K/AKT es troba activa de manera inadequada en diversos tipus de cancers. Aquesta
hiperactivacié pot donar-se a través de dos mecanismes fonamentals que inclouen per una banda, les
mutacions somatiques dels diversos membres especifics de la via, i per I'altra, I'activacié exacerbada
dels RTKs(Bauer et al., 2015; Khan et al., 2013). Els RTKs regulen diverses funcions en les cel-lules
normals, pero durant els darrers anys, se’ls ha atribuit també un paper crucial com a oncoproteines.
L’activacié anormal dels RTKs és un dels components essencials del desenvolupament i la progressid
de multiples cancers humans i permet el manteniment de la proliferacié i la supervivencia de les
cél-lules tumorals(Gschwind et al., 2004). Per exemple, I’activacié de la via PI3K es ddna habitualment
en cancers de pulmé i de mama que presenten mutacions en EGFR i HER2, respectivament, que sén
rellevants a I’hora d’establir I'estratégia terapéutica(Mayekar and Bivona, 2017; Yan et al., 2014).
També s’ha documentat I'existencia freqiient d’alteracions en RTKs, com el FGFR2, PDGFR, EGFR i
VEGFR, entre altres, en cancer d’endometri, prostata i tiroide(Chen et al., 2006; Eritja et al., 2014;
Gatius et al., 2011; George, 2002; Rajabi and Hedayati, 2017). A més, la sobreexpressio dels lligands
d’aquests receptors també contribueix a I'activacié continuada dels RTKs. Aixi, el factor proangiogénic
VEGF (vascular endothelial growth factor) és troba incrementat en casos de cancer d’endometri, de
prostata i de tiroide, i s’ha associat amb la progressié metastatica i la supervivencia(de Araujo-Filho

et al., 2009; Kamat et al., 2007; Roberts et al., 2013; Soh et al., 1997).

En conseqliéncia, els RTKs i els seus lligands s’han convertit en importants dianes per a la intervencié
terapeutica en cancer. No obstant, és freqiient que diversos RTKs es trobin alterats simultaniament,
de manera que els tumors esdevenen resistents al tractament en monoterapia(Engelman et al., 2007).
D’aquesta manera, sorgeix la necessitat d’inhibir més d’una quinasa a la vegada, i és en aquest context
on els inhibidors multiquinasa, com el Regorafenib, ofereixen una alternativa terapeutica per superar
la resisténcia a la monoterapia, ja que permeten inhibir més d’una diana amb un Unic farmac. A més,
en general, els inhibidors de RTKs normalment causen un efecte supressor sobre la via
PI3K/AKT(Engelman, 2009; Khan et al., 2013). Seguint totes aquestes premisses, en aquest treball s’ha
avaluat I'eficacia del Regorafenib en el tractament de tumors solids induits per la perdua de PTEN,

que per tant, presenten hiperactivacié de la via PI3K/AKT.
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S’ha descrit que el Regorafenib redueix la viabilitat cel-lular in vitro de diverses linies cel-lulars de
diferent origen, com ara cél-lules de carcinoma hepatic(Carr et al., 2013) i de bufeta(Hsu et al., 2017),
i de meningioma(Tuchen et al., 2017), entre altres(Wilhelm et al., 2011). A més, el farmac també
inhibeix el creixement de tumors establerts amb linies cel-lulars trasplantades a ratolins(Abou-
Elkacem et al., 2013; Wilhelm et al., 2011). En linia amb aquestes observacions, en aquest treball s’ha
observat que el tractament amb Regorafenib disminueix també la viabilitat cel-lular in vitro de dues

linies tumorals d’endometri, una de prostata i dues més de tiroide.

A nivell molecular, el mecanisme pel qual el Regorafenib exerceix la seva activitat terapeutica és
encara desconegut, i a més, suscita discrepancies entre diversos treballs. En el nostre estudi, el
tractament amb el farmac in vitro condueix a una disminucié de I'expressio de la forma fosforilada
d’ERK, suggerint aixi, un possible mecanisme d’accié. Diversos estudis corroboren aquesta observacio
tant in vitro com in vivo. Aixi, per exemple, en un model xenograft establert amb les cel-lules de cancer
de mama MDA-MB-231, I'administracio de Regorafenib també causa una davallada en els nivells de
p-ERK(Wilhelm et al., 2011). Novament, aquesta disminucié pot apreciar-se igualment després del
tractament amb el farmac de cel-lules de meningioma, quan creixen tant adherides a la placa com
ortotopicament en ratoli(Tuchen et al., 2017). Aixi doncs, totes aquestes observacions suggereixen
que el Regorafenib inhibeix efectivament la via de senyalitzaci6 MAPK/ERK. D’altra banda, I'efecte
directe de l'inhibidor sobre els nivells de p-AKT és motiu de controvérsia, i sovint els resultats
observats poden interpretar-se equivocament. Aixi, mentre que en el nostre treball no es detecten
canvis en I'expressio de la forma fosforilada d’AKT, altres treballs han reportat tant increments com
reduccions de p-AKT després del tractament amb Regorafenib(Li et al., 2017; Tuchen et al., 2017). Per
acabar, en el nostre estudi, 'administracio de I'inhibidor in vitro condueix també a una disminucié de

I’expressié de p-elF4E que fins al moment, no s’havia descrit amb anterioritat.

No obstant aix0, malauradament tots aquests resultats obtinguts en la part de I'estudi in vitro no es
reprodueixen en els experiments in vivo, ni en el fenotip dels ratolins ni a nivell molecular. Per una
banda, el Regorafenib Unicament ha demostrat eficacia en reduir les hiperplasies de tiroide induides
per la pérdua de PTEN en els ratolins Cre:ER™PTEN” i pel contrari, el farmac no presenta potencial
terapeutic ni en les neoplasies endometrials ni prostatiques desenvolupades en el mateix model. Per
I'altra, encara que el tractament provoca la inhibicid de les vies de senyalitzaciéd MAPK/ERK i PI3K/AKT
en totes les linies cel-lulars provades in vitro, la resposta in vivo difereix completament d'aquests

resultats. En primer lloc, no s’observa I'efecte inhibitori exercit pel Regorafenib sobre I|'activacié
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d’ambdues vies de senyalitzacié. En segon lloc, no es detecten diferencies a nivell molecular entre les
hiperplasies de tiroide que responen favorablement al tractament, i les neoplasies d’endometri i
prostata, resistents a I'administracié de Regorafenib. Estudis previs han demostrat que la inhibicié de
PI13K col-labora amb el Regorafenib per induir la mort cel-lular en cultius cel-lulars de mama, pulmé,
colorectal, ronyd i cancer de cervell(Sajithlal et al., 2013). No obstant aix0, la majoria d'aquestes
evidéncies no s'han validat in vivo. Una possible explicacid per aquestes discrepancies observades pot
donar-se pel fet que en condicions in vitro, els farmacs actuen directament sobre les cel-lules
tumorals, de manera que I'accés a les seves dianes moleculars, i el conseqlient bloqueig, es ddna més
facilment. Pel contrari, quan el tractament té lloc in vivo, el farmac es distribueix per I'organisme, de
manera que la seva biodisponibilitat, i conseqliientment, el seu efecte terapéutic, poden veure’s
compromesos en determinats teixits. A més, I'estroma pot modificar el microambient tumoral
mitjancant la produccio de citocines i d’altres factors que poden regular el procés tumoral, promovent
la supervivencia i la remodelacié del ninxol(Pietras and Ostman, 2010). Aixi doncs, i malgrat que les
lesions avaluades en aquest estudi tenen totes la seva causa en la perdua de PTEN, cal considerar que
els factors extrinsecs del ninxol tumoral poden modular I'efecte terapéeutic del farmac i oferir en
aquest context, una explicacid als diferents resultats observats per als tres tipus tumorals. A més, i
per una qliestio purament técnica, que afecta tant al processament de les mostres com al moment en
gue aquestes s’obtenen després de la darrera administracio del Regorafenib, el patré d’expressié de
certes proteines pot veure’s modificat, emmascarant aixi I’efecte real de I'inhibidor a nivell molecular.
En qualsevol cas, els nostres resultats suggereixen que altres vies, apart de les vies MAPK/ERK i
PI3K/AKT, poden veure’s modificades com a conseqliéncia del tractament amb Regorafenib. El

coneixement i la descripcié d’aquestes possibles vies alternatives requereix més investigacio.

En humans, la hiperactivacié de la via PI3K/AKT s’associa amb la resisténcia al tractament amb
inhibidors de RTKs, i és la responsable del 20% de les fallides terapéutiques(Cassinelli et al., 2013). Per
exemple, la pérdua de PTEN en cancer de pulmd condueix a una hiperactivacio de la via que redueix
la resposta a l'inhibidior d’EGFR, Gefitinib(Sos et al., 2009). Molt recentment, s’ha descrit que
I’activacio de I'eix AKT/FOXM1/STMN1 confereix resisténcia al tractament amb Regorafenib en cancer
de pulmo(Li et al.,, 2017). No obstant, el paper dels elements d’aquestes vies com a possibles
biomarcadors per avaluar la resposta al tractament encara no es comprén completament. La
identificacio de biomarcadors que permetin predir la sensibilitat o resistencia a les terapies implica la
primera linia de recerca en aquest ambit. Aquests tipus d’estudis permeten dirigir els pacients als

tractaments més convenients, de manera que representa un impacte important tant per aspectes
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medics com economics. En aquest treball, s’avalua I'efecte del Regorafenib en neoplasies induides per
una Unica mutacié, de manera que permet relacionar el seu potencial terapéutic amb una alteracié

molecular concreta, la perdua de PTEN.

A nivell clinic, el Regorafenib esta aprovat per al tractament de cancer colorectal metastatic refractari
a totes les terapies estandard aprovades, de tumors estromals gastrointestinals avancgats i de
carcinomes hepatocel-lulars, préviament tractats amb Sorafenib(Bruix et al., 2017; Demetri et al.,
2013; Grothey et al., 2013). Segons els nostres resultats, el Regorafenib és un farmac prometedor per
al tractament de les hiperplasies de tiroide induides per pérdua de PTEN, mentre que no presenta cap
benefici terapeutic en neoplasies endometrials o prostatiques. En I'actualitat, s’esta desenvolupant ja
un assaig clinic fase Il amb I'objectiu d’avaluar I’eficacia clinica del Regorafenib com a segona o tercera
linia terapeutica en el tractament de cancer de tiroide medul-lar (NCT02657551). En qualsevol cas, val
la pena recordar que el Regorafenib alenteix el progrés de la malaltia, pero no I’elimina completament

en el nostre model, fenomen que també s’observa en pacients.

Finalment, i per acabar, cal remarcar que tots els resultats obtinguts en aquest treball fan referéencia
al tractament amb Regorafenib en régim de monoterapia, de manera que no es pot descartar la
possibilitat que la combinacié de Regorafenib amb altres farmacs sigui més eficac per als processos
tumorals induits per PTEN. De fet, diversos estudis han reportat sinergies de I'inhibidor amb altres

farmacs, com el lapatinib per al cancer colorectal(Zhang et al., 2017b).

En conclusig, els inhibidors multiquinasa sén farmacs prometedors per al tractament de diversos tipus
de cancers. En aquest treball, es reporta el primer estudi preclinic en qué s’avalua el potencial
terapeutic del Regorafenib en hiperplasies de tiroide i neoplasies d’endometri i prostata i es
caracteritza el seu impacte en les vies de senyalitzacié MAPK/ERK i PI3K/AKT tant in vitro com in vivo.
A més, fins al moment, es tracta també del primer estudi en que I'eficacia de I'inhibidor s’avalua en
lesions tumorals induides per la pérdua de PTEN. Els resultats postulen el Regorafenib com un possible

candidat per al tractament de les hiperplasies de tiroide deficients en PTEN.
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Conclusions

° Primera

La manca monoal-lélica i bial-lelica d’E2F-1 potencia la carcinogénesi de colon per la via serrada
induida per la perdua PTEN, pero no redueix les neoplasies d’endometri i prostata, ni les hiperplasies
de tiroide induides per la pérdua de PTEN.

e  Segona

L'abséncia d’E2F-1 redueix I'apoptosi de les lesions de colon desenvolupades per la pérdua de PTEN.

e Tercera

La manca d’E2F-1 condueix a una activacié exacerbada de les MAPKs i a un increment de marcadors
del dany al DNA a les lesions de colon induides per la pérdua de PTEN.

e  Quarta

La perdua de PTEN ddna lloc a un increment de I'expressid de Ciclina D1 i Ki-67 a endometri, tiroide i
prostata.

e  Cinquena

La manca de Ciclina D1 condueix a una lleugera disminucié de la incidéncia i la progressio de les lesions
endometrials induides per la perdua de PTEN, pero no redueix les neoplasies de prostata ni les
hiperplasies de tiroide també induides per la pérdua de PTEN.

e  Sisena

La perdua de Ciclina D1 no redueix la proliferacié ni bloqueja I'activitat de I'eix Ciclina D-CDK4/6 en
els tumors solids induits per la pérdua de PTEN.

e Setena

La inhibicio especifica de CDK4/6 pel Palbociclib exerceix un efecte antiproliferatiu in vitro en cél-lules
epitelials d’endometri de ratoli que creixen en tres dimensions.

e Vuitena

El tractament amb Palbociclib redueix, perd no elimina, els carcinomes endometrials deficients per

PTEN in vivo, perd no les neoplasies de prostata ni les hiperplasies de tiroide.
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e  Novena

El tractament amb Palbociclib redueix la proliferacié de les linies cel-lulars humanes de carcinoma
endometrial in vitro,i de xenotransplants de linies cel-lulars i de PDX in vivo.

e  Desena

El tractament amb Regorafenib redueix la viabilitat in vitro en linies cel-lulars de cancer d’endometri,
prostata i tiroide i disrupciona la senyalitzacié de la via PI3K/AKT en les mateixes.

e  Onzena

El tractament amb Regorafenib in vivo redueix, perd no elimina, les hiperplasia de tiroide causades
per la deficiencia en PTEN, pero no té cap efecte terapéutic en les neoplasies de prostata i endometri
induides també per la pérdua de PTEN.

° Dotzena

El tractament amb Regorafenib in vivo no déna lloc a la disrupcié de la via de senyalitzacié PI3K/AKT

pero si disminueix I'expressid de la Ciclina D1 a la tiroide.
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e A Smad3-PTEN regulatory loop controls proliferation and apoptotic responses to TGF-8 in

mouse endometrium.
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e Palbociclib has antitumour effects on Pten-deficient endometrial neoplasias.
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Schoenenberger JA, Encinas M, Gari E, Matias-Guiu X, Dolcet X. J Pathol. 2017 Jun;242(2):152-164.
doi: 10.1002/path.4896. Epub 2017 Apr 28.
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e Biological Effects of Temsirolimus on the mTOR Pathway in Endometrial Carcinoma: A

Pharmacodynamic Phase Il Study.

Santacana M, Coronado P, Matias-Guiu X, Romero |, Casado A, Gil-Moreno A, Dosil MA, Mota A,
Moreno-Bueno G, Dolcet X, Llombart-Cussac A, Poveda A. Int J Gynecol Cancer. 2016 Jun 2. [Epub

ahead of print]

e Deletion of Pten in CD45-expressing cells leads to development of T-cell lymphoblastic

lymphoma but not myeloid malignancies.
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Annex

e Combinatorial therapy using dovitinib and 1C1182.780 (fulvestrant) blocks tumoral activity of

endometrial cancer cells.

Eritja N, Domingo M, Dosil MA, Mirantes C, Santacana M, Valls J, Llombart-Cussac A, Matias-Guiu X,
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e Long-term estradiol exposure is a direct mitogen for insulin/EGF-primed endometrial cells and

drives PTEN loss-induced hyperplasic growth.
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e  An inducible knockout mouse to model the cell-autonomous role of PTEN in initiating

endometrial, prostate and thyroid neoplasias.
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