CAPITOL Ii: Presenilina regula la
degradacio de I'EGFR a través de
la E3 ubiquitina lligasa Fbw7







Resultats: Presenilina i Fbow7 —

CAPITOL II: Presenilina regula la degradacié de 'EGFR a través de la E3
ubiquitina lligasa Fbw7

1. LA UBIQUITINA LLIGASA FBW7 REGULA ELS NIVELLS DEGFR
ALTERANT LA SEVA UBIQUITINITZACIO

Es ben establert que la ubiquitinitzacié induida per lligand de 'EGFR és
mitjangada per la E3 ubiquitina lligasa c-Cbl, sent un pas essencial per a la
degradacio del receptor (Levkowitz et al., 1998; Longva et al., 2002), pero també
ho és la ubiquitinitzacié sostinguda del receptor, presumptament duta a terme per
una E3 lligasa desconeguda (Mosesson et al., 2003; Huang et al., 2006). Com i
quina lligasa regula aquests mecanismes de multiubiquitinitzacié de 'EGFR és
encara desconegut. S’ha descrit préviament que 'homodleg de presenilina en
C.elegans sel-12 interacciona amb la ubiquitina lligasa se/-70/Cdc4/Fbw7 (Wu et
al.,, 1998), tanmateix la funcié bioldogica de la interaccid6 PS/Fbw7 en mamifers
roman desconeguda. Aixi, ens vam plantejar examinar la possibilitat que PS reguli
I'estabilitat, ubiquitinitzacié i senyalitzaci6 de 'EGFR mitjangant Il'alteracié de

I’activitat o els nivells de Fbw7.

1.1. La sobreexpressié de Fbw7 produeix un increment dels nivells, estabilitat
i fosforilacié de TEGFR

En primer lloc varem analitzar un possible paper de Fbw7 en la regulacio dels
nivells de 'EGFR. La sobreexpressié de Fbw7a en céllules 203T va produir un
marcat increment en la ubiquitinitzaci6 de I'EGFR seguit d'una rapida
deubiquitinitzacié induida pel tractament amb EGF (Figura R-9A). Notablement, el
patré d’ubiquitinitzacié en cél-lules que sobreexpressen Fbw7 és molt similar a
l'alteracié de la ubiquitinitzaci6 de 'EGFR en abséncia de PS (Figura R-8).
Consistent amb un paper de Fbw7 en estabilitzar TEGFR, I'expressié de Fbw7a en

cel-lules 293T va produir un increment en els nivells 'EGFR mentre que el mutant
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dominant-negatiu dnFbw7WP (Welcker et al., 2004b) els va disminuir (Figura R-9B).
A més, el tractament amb EGF en cél-lules 293T transfectades amb Fbw7a va
mostrar un increment en I'estabilitat i fosforilacié de TEGFR aixi com una alteracio
en la inactivacio de la via de senyalitzacié de 'EGFR evidenciada per la fosforilacié
sostinguda durant 1 hora de tractament d’ERK1/2 en comparacié amb cel-lules

transfectades amb el vector buit (Figura R-10).

A B \
o ol N F
vector  FbwT MK) & ot g
EGF: - e e 180 (— ) — EGFR
1e0- | tiu Mutti-ub S
o S~ Fow?
IP_ce-LIbiquitin .
= 6.3~ FLAG
WE: a-EGFR g wrLAG)
p-EGFR il
180- - - [-.Wr 10’92] a7
160- s <mgs & EGFR 7= —— 5 H
Lysate

Figura R-9: La sobreexpressi6 de Fbw7 modifica el patrd d’ubiquitinizacié de 'EGFR.
Cellules 293T van ser transfectades transitoriament amb pCDNA o Flag-Fbw7a durant 24 h.
Passat aquest temps es van incubar en abséncia (-) o preséncia (+) dEGF en gel durant 15
minuts. Part del lisat cel-lular obtingut es van sotmetre a immunoprecipitaci6 amb un anticos
o~ubiquitina i resolt mitjangant electroforesi per a detectar les formes ubiquitinitzades del
receptor. A més, es van detectar 'EGFR total i fosforilat en el lisat total. El resultat indica un
increment en les formes ubiquitinitzades en abséncia d’EGF que rapidament desapareixen en
afegir el ligand quan Fbw7 és sobreexpressat. A més es destaca un increment en els nivells
totals i fosforilats ’'EGFR en comparacié amb cél-lules transfectades amb el vector buit. B)
Céllules 293T van ser transfectades transitoriament amb vector buit o Flag-Fbw7a o un
dominant negatiu de Fbw7 (Flag-dnFbw7%D). La deteccié per WB de 'TEGFR mostra com la
sobreexpressié de Fbw7 produeix un increment en els nivells de 'lEGFR que contrasta amb
I'expressio del dominant negatiu, que els disminueix. Les imatges que es mostren son

representatives de tres experiments independents.
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Figura R-10: La sobreexpressié de Fbw7 produeix un increment en els nivells, estabilitat i
fosforilacié de FEGFR. A) Nivells d’EGFR total i fosforilat (Tyr 1092) i p-ERK1/2 després de
tractar cél-lules 203T transfectades transitoriament amb vector buit o Flag-Fbw7a amb EGF.

Fbw7a incrementa la fosforilaci6 d’EGFR i produeix una activacié de la via de senyalitzacio

del receptor, exemplificada amb els nivells de fosforilaci6 d’ERK1/2. Aquest experiment és

representatiu de tres experiments independents.

1.2. La inactivacié de Fbw7 produeix una disminucio en els nivells de 'TEGFR

Per corroborar el paper de Fbw7 en la regulacié de l'estabilitat de TEGFR

varem inactivar genéeticament I'expressi6 de Fbw7 utilitzant dues estratégies

diferents: recombinacié homologa especifica mitjangada per I'expressié de I'enzim

Cre recombinasa i ARN d’interferéncia. Per una banda, es van utilitzar fibroblasts

condicionals d’embrions de ratoli amb el gen de Fbw7 flanquejat per dues

sequencies loxP (Fbw7 f/f) (Mao et al., 2004). La infecci6 amb un virus que

expressa I'enzim Cre recombinasa va produir la delecié de Fbw7 visualitzada per

Western blot, efecte que va dur a una disminucié dosi depenent en els nivells

d’EGFR en comparacié a les cél-lules control infectades amb virus contenint GFP

(Figura R-11A). Per una altra banda mitjangant la tecnologia d’ARN d’interferéncia

vam silenciar I'expressié de Fbw7 utilitzant el plasmid retroviral pSuper siFbw/7

préeviament descrit (Mao et al., 2004). L’expressié estable de Fbw7 siRNA en
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cel-lules epitelials (O'Neil et al., 2007) va ser comprovada mitjangant analisi per
Western blot, observant també una reduccio significativa en els nivells ’EGFR en
comparaciéo amb cél-lules control infectades amb el plasmid pSuper buit (Figura R-
11B).

D’aquesta manera, el conjunt d’aquests resultats demostren per primera vegada
que la ubiquitina lligasa Fbw7 regula positivament els nivells de TEGFR alterant el
seu procés d’ubiquitinitzacio i deubiquitinitzacid, promovent una estabilitzacio en la

degradacio i en la senyalitzacié del receptor induida per EGF.

A GFP Cre
150 - R Gy M ¥ EGFR
115 - — — FlowT

50 - S — = [1-ACTIT

B
Fhow'T CEN
siRMNA, - + +
MK}
180 - et == s st  EGFR
115 - — FowT
bl -

— — — |01

Figura R-11: La inactivacié de Fbw7 disminueix els nivells d’'EGFR. A) Disminucié dels nivells
d’EGFR en dues linies independents de fibroblast d’embrions de ratoli (MEF) Fbw7 f/f
infectades amb virus que conté GFP o virus de la Cre recombinasa, la qual indueix la delecio
per recombinacio de Fbw7, tal com demostra I'analisi per WB. B) Dos clons de la linia epitelial
humana C5N expressant establement el plasmid pSuper Fbw7 siRNA (+) mostren una menor

expressio d’EGFR comparat amb cél-lules que expressen el plasmid pSuper buit (-).
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2. L’ABSENCIA DE PRESENILINA INCREMENTA L'EXPRESSIO | L'ACTIVITAT
DE Fbw7

La sorprenent similitud entre el patré d’ubiquitinitzacié obtingut en cél-lules PS-
/- i en cél'lules que sobreexpressen Fbw7 (Figura R-8 i Figura R-9) suggeria que
PS podria estar regulant la ubiquitinitzacié de EGFR alterant els nivells o I'activitat
de Fbw7. L’analisi per Western blot dels nivells de Fbw7 i d’algunes de les seves
dianes ens revela un substancial increment dels nivells endogens de Fbw7 i una
disminucié en els substrats c-jun i el fragment C-terminal de Notch-4 (Mao et al.,
2004) en fibroblasts deficients en PS (Figura R-12A).
Tal com s’ha demostrat préviament (Welcker et al., 2004a), l'analisi per
immunofluorescéncia visualitzada per microscopia confocal demostra que Fbw7 es
localitza majoritariament en el nucli en fibroblasts control. En canvi, en fibroblasts
PS-/- 'expressié de Fbw7 es troba incrementada tant en el compartiment citosolic
com en el compartiment nuclear (Figura R-12B). El marcatge per Fbw7 és
altament especific ja que desapareix totalment en preséncia del péptid bloqueig
(Figura R-12B).
L’expressio estable de PS1 humana en fibroblasts PS-/- va disminuir
significativament els nivells de Fbw7 i de ’'EGFR indicant que la regulacié de Fbw7
i EGFR no és un efecte derivat de I'establiment de la linia cel-lular (Figura R-13A).
Un dels factors més importants en l'activitat d’'una E3 ubiquitina lligasa és la
regulacié de la interaccié amb els seus substrats. Recentment s’ha establert que la
dimeritzacié de Fbw7 intervé en la control de la seva activitat podent modificar la
seva funcié (Welcker and Clurman, 2007). Aixi, a continuacié varem analitzar si
lincrement dels nivells de Fbw7 causats per I'abséncia de PS pot alterar la seva
capacitat de dimeritzacio. La coexpressio de Fbw7-Flag i Fow7-HA en fibroblasts
control o PS-/- seguit de la immunoprecipitacio per el ag HA i la immunodeteccio
utilitzant un anticds a-FLAG ens permet detectar dimers de Fbw7 en ambdos tipus

celllulars (Figura R-13B). Resulta interessant que en abséncia de PS es
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produeixen un major nombre de dimers respecte a les cél-lules control suggerint
que existeix un increment de I'activitat de Fbw7 en abséncia de PS (Figura R-13B).
El conjunt d’aquestes dades indica que PS regula negativament els nivells i
l'activitat de Fbw7. Aquests resultats son molt sorprenents ja que Fbw7 és un gen
supressor de tumors que en aquest cas promou una via de senyalitzacié fortament

implicada en proliferacié.
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Figura R-12: L’abséncia de PS incrementa els nivells i activitat de Fbw7. A) L’analisi per WB

de lisats proteics de fibroblast control i PS-/- mostra un increment dels nivells endogens de
Fbw7 aixi com una disminucid en els substrats c-jun i fragment C-terminal de Notch-4 en
abséncia de PS. B) Analisi per microscopia confocal mostra un increment del Fbw7 endogen
en el nucli i en el compartiment perinuclear (senyalat amb caps de fletxa) en fibroblasts PS-/-
en comparacio als fibroblasts control. L’especificitat del marcatge de Fbw7 es va demostrar
mitjancant I'ds del peptid bloqueig (1 pg/ml) que mostra la desaparicio total del marcatge.

Insert magnificacié de les cél-lules indicades amb fletxes. Barra d’escala: 20 pm.
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Figura R-13: Les PS regulen la dimeritzacié de Fbw7. A) Es van generar fibroblasts control i
PS-/- expressant establement pAG3 hPS1 per tal de descartar que els efectes observats
fossin derivats de I'establiment de la linea cel-lular. L’analisi per WB de lisats proteics de
fibroblasts hPS1; PS-/- mostra com la reexpressié de PS1 restaura els nivells de Fbw7 i
EGFR. B) Es van realitzar assajos de coimmunoprecipitacié en fibroblasts cotransfrectats
amb Flag-Fbw7 i HA-Fbw7 o vector buit. S'observa com en abséncia de PS els complexes
Flag-Fbw7/HA-Fbw7 es troben incrementats. Es mostra un experiment representatiu de tres

experiments.

3. PS REGULA ELS NIVELLS DE Fbw7 ALTERANT LA SEVA TRANSCRIPCIO
GENICA A TRAVES D’UN MECANISME INDEPENDENT DE L’ACTIVITAT y-
SECRETASA

Després de la descripcido que la PS regula els nivells i activitat de Fbw7 la
pregunta logica és saber a través de quin mecanisme es produeix aquest efecte.
L’andlisi transcripcional de I'expressio de Fbw7 per RT-PCR semiquantitativa
mostra que existeix un increment significatiu en els transcrits ARNm en cel-lules
PS-/- (2.1 £ 0.4 ) comparat amb les cél-lules control (1.0 £ 0.1; p<0.05) (Figura R-
14A). La inhibicié de l'activitat y-secretasa mitjangant I'is de l'inhibidor DAPT en
cél-lules control no modifica els nivells de Fbw7 (Figura R-14B) indicant que
I'activitat y-secretasa no esta implicada en la regulacié dels nivells de Fbw7 per

presenilina. Com a control de la correcta inhibicié de I'activitat y-secretasa es van
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analitzar els nivells del fragment C-terminal de N-cadherina, substrat de PS,
observant que existeix una acumulacié depenent del temps d’aquest fragment en
les cél-lules tractades amb DAPT (Figura R-14B).

Aixi, PS regula els nivells de Fbw7 modificant la seva transcripcié génica a través

d’'un mecanisme independent de la seva activitat y-secretasa.
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Figura R-14: PS regula els nivells de Fbw7 alterant la seva transcripcié génica a través d’'un
mecanisme independent de I'activitat y-secretasa. A) L’analisi per RT-PCR semiquantitativa
dels nivells d’ARNm en cel-lules control (n=7) i PS-/- (n=7) mostra un increment en I'expressio
génica de Fbw7 en absencia de PS. Els valors d’expressié van ser normalitzats als nivells
d’expressio de GAPDH. Les dades representen la mitja + s.e.m. *p <0.05. B) La inhibicié de
I'activitat y-secretasa mitjangant I'is de l'inhibidor DAPT en fibroblasts control va produir
'acumulacié depenent del temps del fragment CTF de N-cadherina perd no va modificar els

nivells proteics de Fbw7.
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4. LES PRESENILINES REGULEN ELS NIVELLS DEGFR | LA
TRANSFORMACIO CEL-LULAR DEPENENT DE L’EGFR A TRAVES DE
Fbw7

4.1. Disminucié de I'expressié i activitat de Fbw7 mitjangant I'is d’ARN

d’interferéncia en fibroblasts PS-/-

Els resultats mostrats fins el moment suggereixen que PS regula negativament
I'expressiéo de Fbw7, el qual pot accelerar la degradacié de 'EGFR. Si aquesta
hipotesi es correcta la disminucié dels nivells de Fbw7 hauria de disminuir els
nivells anormals d’EGFR en fibroblasts PS-/-. Per examinar aquesta hipotesi
varem generar fibroblasts PS-/- que expressen establement ARN d’interferéncia
per Fbw7 (Fbw7 siRNA). L’expressid estable de Fbw7 siRNA en fibroblasts PS-/-
va causar una reduccio significativa (=50%) en els nivells ARNm de Fbw7(1.12 £
0.04) comparat amb PS-/- expressant el vector buit (1.5 £ 0.2) i similar a fibroblasts
control expressant el vector buit (1.0 £ 0.05) (Figura R-15A).

Consistent amb un paper fisiologic de PS regulant I'estabilitat de TEGFR a través
de Fbw7, el silenciament del gen Fbw/7 va produir una disminucio en els nivells
proteics de Fbw7 i EGFR en abséncia de PS (Figura R-15A).

La disminucié mitjangant siRNA dels nivells de Fbw7 es correspon amb una
disminucié en la seva activitat ja que s’observa un increment en els nivells d’alguns
substrats de Fbw7 analitzats, com és c-jun i el fragment C-terminal de Notch-4
(Figura R-15B). A més, la disminucio en els nivells de Fbw7 es va traduir amb un
increment en I'estabilitat del fragment intracel-lular de Notch-1 (NICD) (Figura R-
15C). Aquests resultats mostren una inactivacio eficient de I'activitat de Fbw7 en
cél-lules PS-/-. A més, degut a la similitud dels nivells de Fbw7 entre cél-lules
control i cél-lules PS-/- siFbw7 observats per RT-PCR evitem un possible efecte
toxic degut a una disminucié excessiva en els nivells de Fbw7 retornant aixi les

cél-lules deficients en PS a un estat dins la normalitat.
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Figura R-15: A) El silenciament de Fbw7 mitjangant la tecnologia pSuper d’ARN
d’interferéncia produeix una disminucié en els nivells de Fbw7 i dels seus substrats. A) Es va
analitzar per RT-PCR semiquantitativa I'expressié del gen Fbw/ per tal d’avaluar I'efectivitat
del Fbw7 siRNA en fibroblasts control i fibroblasts PS-/- expressant establement Fbw7 siRNA
o el plasmid buit. S’observa aproximadament un 50% de silenciament, assolint nivells
d’expressié molt similars als existents en cél-lules control. Els valors es van referenciar al gen
de GAPDH. Les dades es mostren com a mitja + s.e.m. (n=3). B) Fibroblasts control i PS-/-
expressant establement Fbw7 siRNA van ser analitzats mitjangant Western blot per detectar
Fbw7, EGFR, c-jun, Notch-4 i PS1 (NTF). La disminucié dels nivells de Fbw7 produeix una
disminucié dels nivells 'EGFR i un increment en els substrats de Fbw7 analitzats. C)
Fibroblasts PS-/- expressant establement vector buit o Fbw7 siRNA van ser transfectats
transitoriament amb Myc-NICD i tractats amb CHX durant 0, 3 i 6 hores. L’analisi de
I'estabilitat de NICD es va realitzar per WB utilitzant I'anticos 9E10, demostrant que la
inactivacié de Fbw7 produeix un increment en I'estabilitat del fragment citoplasmatic de Notch
(NICD).
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4.2. El silenciament de Fbw7 en fibroblasts PS-/- reverteix I'efecte oncogénic

produit per 'abséncia de PS i mitjancat per EGFR

Els resultats presentats en el punt anterior validen I'is del model basat en el
Fbw7 siRNA per avaluar si la regulacié de la via de senyalitzacio de 'lEGFR per
PS és depenent de Fbw7. Hem vist anteriorment que la disminucié dels nivells de
Fbw7 en fibroblasts PS-/- produeix una disminuci6 dels nivells de 'TEGFR (Figura
R-15). En preséncia d’'EGF, la inactivacié de Fbw7 en fibroblasts PS-/- causa una
disminucié significativa de I'expressio i estabilitat de 'EGFR aixi com de la
fosforilacié6 d’ERK1/2 en comparacié amb ceél-lules PS-/- expressant el vector buit
(Figura R-16A). Aixi, la inactivaci6 de Fbw7 ens permet revertir la regulacio
anormal que exerceix PS sobre 'EGFR, que inclou increment en els seus nivells,
estabilitat i activacioé sostinguda de la via de senyalitzacié tal com s’ha descrit en el
capitol I.

Finalment, per tal de comprovar que Fbw7 efectivament contribueix a la
transformacio cel-lular produida en fibroblasts PS-/- mitjangada per 'lEGFR vam
analitzar la capacitat de creixement independentment del substrat de fibroblasts
control i PS-/- amb inactivacié de Fbw7. El silenciament de Fbw7 produeix una
reduccié significativa en el nombre de colonies formades en medi semi-solid, sent
molt similar al nombre obtingut en bloquejar la via de senyalitzaci6 de 'TEGFR
mitjangant I'is de linhibidor de I'EGFR PD168393 (Figura R-16B). Aquests
resultats suporten la hipotesi que l'increment en els nivells de Fbw7 produeix
transformaci6 cel-lular mitjangada per la via de senyalitzacié de 'TEGFR en cél-lules
deficients en PS.

El conjunt de tots els resultats presentats indiquen que PS actua com a regulador
negatiu de la via de senyalitzacié de 'EGFR mitjangant la reduccié de I'activitat de
Fbw7. Aquesta troballa és important per que per primer cop es demostra un
crosstalk entre 'TEGFR i el gen supressor de tumors Fbw7 regulant proliferacié
cel-lular. Aixd dona lloc a la possibilitat d’'un paper dual de Fbw7 en tumorigénesi

depenent del context fisiologic i cel-lular regulant negativament (ciclina E, c-myc,
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Aurora-A, c-Jun, Notch 4 i m-tor) o positivament (EGFR o altres) I'expressio de

proteines oncogéniques.
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Figura R-16: Les presenilines regulen els nivells, senyalitzacié i estabilitat ’EGFR i la
transformacié cel-lular depenent ’'EGFR a través de Fbw7. A) Fibroblasts PS-/- expressant
establement Fbw7 siRNA o vector buit van ser incubats en abséncia (c) o preséncia d’'EGF
durant 0-30 minuts a 37°C. L’analisi per WB mostra com la inactivacié de Fbw7 produeix una
reduccio en els nivells i I'estabilitat de 'EGFR aixi com una disminucié en I'activacié d’ERK1/2
induida per EGF en abséncia de PS. B) Fibroblasts control o deficients en presenilina que
expressen establement el vector buit pSuper o pSuper Fbw7 siRNA (n=3) i fibroblasts PS-/-
en preséncia d’un inhibidor de TEGFR (PD168393) van ser cultivats en medi semisolid i el
nombre de colonies es va quantificar després de 15 dies de creixement a 37°C. Tant la
inactivacié de Fbw7 i la inhibicié6 de 'EGFR en fibroblasts PS-/- aboleix I'efecte transformant
induit per I'abséncia de PS. Es mostra la mitja + s.e.m. *p < 0.05, comparat amb cel-lules PS-
/- pSuper; **p < 0.001, comparat amb cel-lules PS1/PS2 pSuper.
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CAPITOL Ill: Generaci6 i caracteritzacid morfoldgica de ratolins condicionals
induibles doble knockout de PS1/PS2 en pell (ePS cDKO)

1.  GENERACIO DE RATOLINS CONDICIONALS ePS c¢cDKO

La delecié de PS1 durant I'estadi embrionari produeix mort perinatal causa
defectes esquelétics, hemorragies cerebrals i augment de la diferenciacié neuronal,
produits presumiblement per una desregulacié de la via de senyalitzacié de Notch
(Shen et al., 1997; Wong et al., 1997). En canvi, ratolins deficients en PS2 so6n
viables i no exhibeixen un fenotip clar (Donoviel et al., 1999). La delecié simultania
de PS1 i PS2 durant I'estadi embrionari és letal degut a severs defectes en el
desenvolupament tempra incloent alteracions pérdua de la segmentacié dels
somites i desorganitzacié del tronc ventral del tub neural (Donoviel et al., 1999).
Per poder estudiar la funcio fisioldgica de presenilina postnatalment s’han utilitzat
estratégies genétiques alternatives basades en models animals condicionals. En
referéncia al paper de PS en el manteniment de 'homedstasi epitelial, la delecio
de les dues PS en teixits d’origen endodérmic durant I'embriogénesi produeix la
mort postnatal dels ratolins degut a un desordre limfoproliferatiu de les cél-lules T
(Demehri et al., 2008; Pan et al., 2004), mentre que la delecié parcial de PS causa
hiperplasia i efectes autoimmunes en 'adult (Tournoy et al., 2004; Xia et al., 2001).
Per tal d’estudiar el paper d’ambdues PS en la carcinogénesi epitelial, vam
dissenyar una estrategia de delecié condicional de PS1 i PS2 especificament en
pell de ratolins. Un ratoli en el que els exons 2-3 del gen PS1 es troba flanquejat
per dues sequéncies loxP en un background PS2-/- (Saura et al., 2004) es va
creuar amb un ratoli transgénic que expressa el gen Cre recombinasa sota el
promotor de la queratina 14 (K14-Cre-ERT2) (Li et al., 2000) (Figura R-17A).
Aquest promotor permet obtenir un model de delecié regulable en el temps i en
l'espai ja que conté un domini mutat d'unié al lligand del receptor huma
d’estrogens (ERT2), sent Unicament actiu en preséncia de 4-hidroxitamoxifé (OHT)

(Figura R-17B). A més, la delecid és regi6 especifica ja que té lloc on s’expressa el
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gen de la queratina K14, és a dir a la capa basal d’epitelis escamosos
especificament en pell, epiteli bucal i esdfag (Vasioukhin et al., 1999). Tal com
s’esperava, I'expressid de Cre recombinasa en ratolins ePS cDKO va produir la
delecio del gen de PS1 juntament amb I'abséncia de PS2, fet que no ocorre en
ratolins que no expressen Cre recombinasa (Figura R-17C). Es va analitzar
I'especificitat de la delecié en diversos organs en els ratolins ePS cDKO observant-
se unicament la delecio en la pell (Figura R-17C). A nivell proteic, es va analitzar
I'expressio de PS1 en I'epidermis mitjangant immunohistoquimica evidenciant una
disminucié en els nivells de PS1 en els ratolins ePS cDKO en comparacio a
ratolins control (PS1/PS2) (Figura R-17D). Cal destacar que existeix certa
expressio de PS1 en les cél-lules suprabasals en els ratolins ePS cDKO (Figura R-
17D), ja que el promotor de K14 és especificament actiu en queratinocits
proliferatius de la capa basal de I'epiteli (Vasioukhin et al., 1999). Per tant, podem
concloure que hem obtingut un nou model animal amb delecié condicional en pell
de PS1i PS2 (ePS cDKO).

138



Resultats: ePS cDKO =

A C ol

PS1 0 P52 -~ x Ki1d - Cra-ER™ r.:..rn'-\--
= =

—_— i —
j_ Rl
=
o R
PE1iPSZ*E X ps1msPsz+- "'!

i el -

PS1 f'+; P52 /- K14-Cre-ER™
K14-Cro-ER™

#
‘_._,;9' 1-3"“& S a
PS1 T, PS2 +/+; £ K14-Cre-ER™ N PV s TS N
PS1 1M, PS2 +/-; + K14-Cre-ER™ e - crera”

B D
PS1/PS2 ePs cDKO
— | -SEREE—-
EnnPigef J- J_
* '
flﬂ' *
—

Figura R-17: Generacié de ratolins condicionals induibles doble knockout de PS1/PS2 en
epidermis (ePS cDKO). A) Disseny dels creuaments per obtenir ratolins ePS cDKO (PS1f/f;
PS2-/-; K14-Cre-ERT2). Ratolins amb el gen de la PS1 endogen flanquejat per dues
sequéncies loxP (f/f) i amb abséncia de PS2 (PS2-/-) (Saura et al., 2004) es van creuar amb
un ratoli transgénic que sobreexpressa Cre recombinasa sota el promotor induible de la
queratina K14 especific d’epidermis (Li et al., 2000). B) En preséncia de 4-hidroxitamoxifé
(OHT) es produeix I'activacié del promotor K14-Cre-ERT2 i expressié de Cre recombinasa que
reconeix les sequencies loxP en el gen PS1, produint-se recombinacié homologa i delecié de
PS1 (-/-). C) L’analisi d’ADN genomic per PCR del gen Cre recombinasa i els gens endodgens
PS1 i PS2 en mostres de teixit de pell de ratolins control (PS1f/f; PS2+/+) i ePS cDKO
(PS1f/f; PS2-/-; K14-Cre-ERT2) mostra la deleci6 de PS2 i PS1 en presencia de la Cre
recombinasa. La delecié de PS1 es produeix especificament en pell, tal com mostra I'analisi
d’ADN genomic provinent de diferents organs d’un ratoli ePS cDKO. D) La immunodeteccié
de PS1 de mostres de pell englobades en parafina amb I'anticos a-PS1 CTF (Calbiochem)
demostra la disminucié en I'expressié de PS1 citosolica i de membrana en I'epidermis. El

marcatge nuclear que s’observa és inespecific. Barra d’escala: 30 ym.
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2. MORT DELS RATOLINS ePS cDKO ALS 2.5 MESOS D’EDAT

L’analisi fenotipic dels ratolins ePS cDKO (n=40) va mostrar que no presenten

cap alteracié fenotipica fins als 2 mesos d’edat, moment en el qual desenvolupen
un rapid deteriorament caracteritzat per péerdua de pes, conduint a la mort de
>95% animals als 2.5-3 mesos.
El seguiment de l'increment de pes en ratolins control mostra que els ratolins
mascle pesen aproximadament un 25% més que les femelles de la mateixa edat.
Entre un mes i dos mesos i mig d’edat els ratolins control mascle incrementen el
seu pes en un 25% mentre que les femelles control ho fan unicament en un 10%
(Figura R-18A). Ratolins ePS cDKO tan mascles com femelles presenten un pes
mitja inferior respecte els animals control a totes les edats observades (Figura R-
18A). A partir dels dos mesos aquesta diferéncia és significativament major,
especialment en els mascles, produint-se la mort de >95% dels animals als 2.5-3
mesos (Figura R-18A). Aixi, el conjunt dels ratolins ePS ¢cDKO mascle i femella
estudiats presenta un pes significativament inferior a partir dels 2 mesos d’edat en
comparacié amb animals control (Figura R-18B). Per a descartar un problema en
la ingesta es va avaluar la ingestié d’aliments d’aquests animals i es va comprovar
que els animals ePS cDKO ingereixen la mateixa quantitat de menjar que els
ratolins control (Figura R-18C). La pérdua de pes progressiva pot correspondre a
un estat de caquéxia, que es defineix com un estat d’extrema desnutricio, atrofia
muscular, fatiga i debilitat en pacients que no estan tractant activament de perdre
pes. Pot ser simptoma de varies patologies com cancer, alguns desordres
autoimmunes i algunes malalties infeccioses com tuberculosi i SIDA (Argiles et al.,
2003).
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Figura R-18: Fenotip extern dels ratolins ePS cDKO. A partir dels dos mesos d’edat els
ratolins ePS cDKO presenten una disminucié del seu pes corporal progressiva fins a la mort
de I'animal. A) Evolucié del pes de mascles (n=4-14) i femelles (n=6-20) control (PS1/PS2) i
mascles (n=4-8) i femelles (n=7-14) deficients en ambdues PS (ePS cDKO) al llarg del temps.
B) Pes mitja en grams de ratolins control i ePS cDKO entre 2 i 2.5 mesos. C) Ingesta
d’animals control (n=3) i ePS cDKO (n=4) durant tres dies consecutius als 2 mesos d’edat. * p
<0.001.
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Els ratolins ePS cDKO presenten externament mal aspecte fisic, engrandiment de
la mucosa periorbital i peribucal aixi com lesions cutanies a la pell del coll.
Anatomicament s’observa un engrandiment de tots els noduls limfatics,
esplenomegalia i una disminucié del greix corporal (Figura R-19). Els resultats
anteriors demostren que existeix certa delecié espontania de PS1 degut a una
expressid basal de Cre recombinasa també observada en aquests ratolins per
altres autors a partir de les 12 setmanes d’edat (Stratis et al., 2006).

El tractament dels ratolins ePS1 cKO i ePS cDKO amb 4-hidroxitamoxifé (OHT)
indueix la transcripcié de la Cre recombinasa produint la delecié de presenilina en
aquells teixits on s’expressa K14 (Figura R-17B i C). Per comprovar que el fenotip
que observem és degut a la deficiéncia de PS administrarem OHT
intraperitonealment tal com es descriu en la bibliografia (Indra et al., 1999).
Ratolins control, ePS1 cKO o PS2-/- injectats amb vehicle o OHT no van
experimentar cap canvi fenotipic en els dies seglients a les injeccions. En canvi,
ratolins ePS cDKO injectats amb OHT (1 mg/injeccid) van mostrar un
empitjorament del fenotip que els va dur a la mort un o dos dies després de
finalitzar el tractament. El grau d’empitjorament dels ratolins ePS cDKO va resultar
ser dosi depenent, de manera que els ratolins injectats amb una menor dosi de
OHT (0.5 mg/injeccid) van morir més tard que els ratolins injectats amb una major
dosi. Aquests resultats demostren que la delecié de PS1 i PS2 en la capa basal
d’epitelis multiestratificats resulta letal en I'adult. El fet que la doble delecié de PS1
i PS2 en pell tingui drastiques consequéncies indica que les PS tenen un important
paper en 'homeostasi epitelial, ja que una de les funcions principals de la pell és la

proteccié a mode de barrera vers agents del medi extern.
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PS1/PS2 ePS cDKO
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Figura R-19: Fenotip dels ratolins ePS cDKO. Fotografies d’un ratoli control (PS1/PS2) i un
ratoli ePS cDKO als 2.5 mesos d’edat. El ratoli ePS cDKO presenta disminucié en la
grandaria corporal i un increment en la mucosa periorbital i peribucal, lesions cutanies al coll i
una inflamacié dels ganglis limfatics (senyalats amb fletxes). També s’observa un

engrandiment en la melsa i una disminucié en la mida del ronyé. (R: dreta, L. esquerra)

3. LA DELECIO DE PS1 | PS2 INDUEIX LA FORMACIO DE TUMORS
EPITELIALS

Per investigar les consequéncies de la deleci6 de PS en la capa basal de
l'epidermis es va analitzar la pell d’animals ePS cDKO mitjangant tincions
d’hematoxilina i eosina (H&E). L’analisi histologic mostra hiperplasia i
hiperqueratinitzacié de I'epidermis, aixi com la desorganitzacié de les diferents
capes de la pell (Figura R-20). L’estudi histologic de les lesions cutanies de la pell
del coll dels ratolins ePS cDKO va revelar I'existéncia d’un procés tumoral altament
vascularitzat i histoldogicament classificat com a tumor escatés (SCC). S’observa
una extensa hiperproliferacio i hiperqueratosi de I'epidermis, aixi com una total
desestructuracié de les capes epitelials. Existeix infiltracio de I'epidermis en
’'estroma i hipodermis, evidenciada per perles de queratina immerses en la part
dérmica de la pell, caracteristica propia dels SCC. Les cél-lules proliferatives tenen

una aparenga atipica, indicant malignitat (Figura R-20).
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Figura R-20: La delecié induida de PS produeix la formacié de tumors escatosos (SCC). Les
imatges A, B i C mostren tincions de H&E representatives de pell de la esquena de ratolins de
2.5 mesos d’edat control, ePS1 cKO i ePS cDKO. Les imatges D, E i F mostren tincions de la
pell del coll dels mateixos animals. S’observa que en abséncia d’'ambdues PS es produeix
una hiperproliferacié i hiperqueratosi de I'epidermis aixi com una desorganitzacié de les
capes epitelials en la pell de la esquena i el desenvolupament de tumors SCC en la pell del
coll. En la imatge G i ampliacions optiques de la mateixa (H,l) es mostren en més detall els
tumors SCC desenvolupats pels ratolins ePS cDKO. S’observa una massiva hiperproliferacié
infiltrant, angiogénesi (senyalada amb caps de fletxa) i la preséncia de perles de queratina

(asteriscs) caracteristiques dels tumors de tipus escatés. Barra d’escala: 50 uM
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Degut a la mortalitat dels ratolins al ser tractats amb OHT intraperitonealment
(apartat anterior) vam seguir una estratégia alternativa per incrementar el grau de
delecié de PS1, optant pel tractament topic de OHT préviament utilitzat per altres
autors (Benitah et al., 2005). Es van utilitzar ratolins de 1.5 mesos, una edat en
que no s’observa encara cap canvi fenotipic. El tractament de ratolins control amb
vehicle o OHT no va produir cap canvi en el seu fenotip. En canvi el tractament
topic amb OHT en la pell de I'esquena de ratolins ePS cDKO produeix una rapida
hiperproliferacié i hiperqueratosi de I'epidermis d’aquest teixit (Figura R-21).
Aquest efecte es produeix Unicament alla on s’ha induit la delecio ja que la pell del
coll no tractada del mateix animal (Figura R-21), que als dos mesos desenvolupa
SCC (Figura R-20), no presenta aquesta patologia. Aquest resultats corroboren les
observacions anteriors i demostren que la delecié6 de PS1 i PS2 en I'epidermis
promou la hiperproliferaciéo de queratinocits a curt termini (7 després d’iniciar del

tractament).

P51/PS2 Vehicle

e e e g e

PS1/PS2 OHT ePs eDKO
2 L. W
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Back
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Figura R-21: Hiperproliferaci6 de I'epidermis induida pel tractament topic amb OHT.
L’aplicacié topica d’OHT per induir la delecié de PS1 en la pell de I'esquena de ratolins ePS
cDKO de 1.5 mesos d’edat causa una rapida proliferacié en I'epidermis als 5 dies d’iniciar el
tractament comparat amb ratolins control (PS1/PS2). Aquest efecte és unicament observat en
la pell que ha estat tractada amb OHT ja que la pell del coll, que als 2 mesos d’edat
desenvolupa agressius SCC, no presenta cap alteracié estructural. Els asteriscs senyalen les

perles de queratina. Barra d’escala: 50 ym.
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4. ELS RATOLINS ePS cDKO PRESENTEN UNA MAJOR SUSCEPTIBILITAT A
DESENVOLUPAR TUMORS EPITELIALS EN FRONT A UN AGENT
CITOTOXIC

La descripcio de la preséncia d’'un desenvolupament tumoral tan agressiu
en ratolins ePS cDKO ens va dur a investigar I'origen d’aquest procés oncogeénic.
Les cél-lules mare (sfem cells, SC) epitelials son cél-lules poc diferenciades que es
divideixen infreqlientment perd poden proliferar rapidament en resposta a certs
estimuls com per exemple una lesio. Es postula com a possible origen tumoral el
compartiment de SC epitelials (Perez-Losada and Balmain, 2003) de manera que
varem voler estudiar 'estat d’aquest compartiment en el nostre model animal. Per
a la identificaci6 de les SC classicament s’ha utilitzat la injeccid en ratolins
neonatals de 5-bromodeoxiuridina (BrdU) per tal de marcar totes les cél-lules en
divisié de I'epidermis en un moment en el que es produeix una gran expansié del
teixit i identificar aquelles que no es tornen a dividir de forma que es mantenen
marcades en l'organisme adult. Aquestes ceél-lules sébn anomenades DNA /abel-
retaining cells (LRC) (Bickenbach et al., 1986; Bickenbach and Chism, 1998; Braun
et al., 2003). El BrdU és un nucleosid sintétic analeg de la timidina que pot ser
incorporat en 'ADN de nova sintesi en ceél-lules en replicacid, sent ampliament
utilitzat per a mesurar la proliferacié cel-lular. El sacrifici dels animals poc temps
després de I'administracio del BrdU (dies) aporta informacié sobre la quantitat i la
identitat de cel-lules que s’estan dividint en aquell instant, en canvi el sacrifici dels
animals passat un temps llarg (setmanes) després de la injeccié mostra aquelles
cellules que van incorporar el BrdU en el moment de la injeccié perd que s’han
dividit molt poques vegades ja que encara conserven el BrdU en el seu ADN,
aquestes cél-lules sén cél-lules mare. La capacitat del BrdU d’unié a 'ADN actuant
com un antimetabodlit produeix el trencament dels cromosomes propietat que fa
que s’hagi proposat el seu Us com a agent antineoplasic (Prados et al., 1998).
Tanmateix aquesta mateixa propietat fa que el BrdU sigui mutagénic i citotoxic i un

potent agent teratogénic (Bannigan et al., 1990). L’Us de ratolins postnatals aboleix
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el seu efecte teratogeénic pero pot produir alteracions en el desenvolupament del
cerebel i canvis en I'arquitectura del pulmons en ratolins adults (Nagai et al., 1993;
Yu, 1976). Malgrat que en la literatura no apareixen efectes toxics del BrdU en
ratolins salvatges degut al protocol d’injeccié utilitzat en aquest treball, s’ha descrit
una disminucié en la vida mitja i un increment en el desenvolupament de tumors
en rates que han rebut multiples dosis de BrdU postnatalment (Anisimov, 1995).

Després de I'administracié de 50 mg/kg BrdU en ratolins de 8-10 d’edat no es van
observar alteracions fenotipiques apreciables i I'iinica evidéncia de I'administracio
del compost va ser la perdua transitoria del cabell dorsal prévia al primer cicle
fol-licular postnatal, efectes observats també per altres autors (Braun et al., 2003).
Prematurament, al mes i mig d’edat, els ratolins ePS cDKO van comengar a
desenvolupar el seu fenotip caracteristic: pérdua de pes, debilitat, engrandiment
de la mucosa peribucal i periocular, inflamacié dels ndduls limfatics, pero
inesperadament no lesions externes al coll. L’aparicié d’aquests simptomes va
forcar el sacrifici dels animals. L'estudi histopatologic de la pell del coll i de
'esquena va mostrar greus defectes estructurals aixi com una severa
hiperproliferacio i hiperqueratosi, alteracions similars a un procés tumoral de tipus
escatds (Figura R-22A). Aquest efecte només s’observa en els ratolins ePS cDKO
ja que l'estructura de la pell en ratolins control i ePS1 cKO no mostra cap alteracio
(Figura R-22A). Aquest resultat indica que I'abséncia d’ambdues PS incrementa la
susceptibilitat tumoral vers a I'exposicié a agents citotdxics, com és el cas del BrdU.
Respecte al compartiment de cél-lules mare epitelials, no s’observaren canvis
significatius en el nombre de LRC entre els diferents genotips estudiats (Figura R-
22 A i B). La quantificacié de la proliferacié cel-lular en els diferents individus
mostra un increment de la proliferacié cel-lular visualitzada amb el marcador de
proliferacié cel-lular ki67 en ratolins ePS cDKO (Figura R-22 A i C). No s’observa
colocalitzacio de LRC i cél-lules ki67+ en cap dels casos, indicant que no hi ha una

activacio de la proliferacio de SC en els diferents genotips (Figura R-22A).
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Figura R-22: Increment de la susceptibilitat a desenvolupar tumors en abséncia de PS. A) Per
a la deteccio de /abel-retaining cells (LRC) es va administrar el marcador de cél-lules
proliferatives i agent citotoxic BrdU (50 mg/kg) en ratolins neonatals (P8) dos cops al dia
durant dos dies consecutius tal com s’ha descrit préviament (Bickenbach and Chism, 1998).
L’administracié de BrdU va produir el desenvolupament d’'un procés tumoral epitelial general
similar a un tumor escatés en la pell de I'esquena de ratolins ePS cDKO de 1.5 mesos d’edat
tal com es mostra en les tincions representatives de H&E. La tincié (A) i la quantificacié (B) de
cél-lules BrdU* (en verd) mostra que no ni han diferéncies en el compartiment de SC epitelials
entre els diferents genotips estudiats. Tanmateix s’observa (A,C) un increment significatiu de
cel-lules proliferatives (Ki67+,en vermell) en ratolins ePS cDKO respecte animals control i
ePS1 cKO. * p<0.05; n=3. Barra d’escala: 50 uym.
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5. ELS TUMORS DELS RATOLINS ePS cDKO PRESENTEN UN ELEVAT
GRAU DE PROLIFERACIO | SON K15 NEGATIUS

Per aprofundir en la caracteritzacié dels SCC obtinguts estudiarem marcadors
epitelials associats al desenvolupament de tumors de tipus escatds aixi com la

seva capacitat de proliferacio i invasio.

5.1. Els tumors desenvolupats pels ratolins ePS cDKO presenten elevats
nivells de pB-catenina perd sén K15 negatius.

L’analisi per immunohistoquimica dels nivells totals de p-catenina i de
queratina K15 va mostrar una expressio diferencial de les dues proteines en
animals ePS cDKO. En ratolins control, tal com s’ha descrit préviament (Lyle et al.,
1998), s’observa una marcada expressié de K15 en el bulge del fol-licle pilos aixi
com a les glandules sebacies. En canvi, B-catenina es localitza majoritariament a
la capa basal epitelial i en el bulb, la regié proliferativa del fol-licle pilés (Figura R-
23). Cal destacar que no veiem un increment en els nivells de pB-catenina ni un
increment el proliferacio en teixit d’'un animal deficient en PS1 (ePS1 cKO) de dos
mesos d’edat. En canvi, ratolins ePS cDKO presenten un increment dels nivells
totals de B-catenina en la capa basal epitelial (Figura R-23), el que corrobora altres
estudis anteriors en models de delecié parcial de PS (Xia et al., 2001; Tournoy et
al., 2004). L’analisi immunohistoquimic de I'expressido de la queratina K15 no
mostra marcatge per aquesta proteina en els tumors desenvolupats en ratolins
ePS cDKO (Figura R-23), indicant que es tracta d’'un tumor SCC d’origen no
fol-licular (Jih et al., 1999).
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Figura R-23: Increment en els nivells de B-catenina perd no de K15 en tumors epitelials de
ratolins ePS ¢cDKO. L’analisi per immunohistoquimica de teixit de ratolins de 2 mesos d’edat
control (PS1/PS2), deficients en PS1 (ePS1 cKO) i en ambdues PS (ePS cDKO) mostra un
increment en els nivells de B-catenina en abséncia de PS, mentre que no s’observa expressio

de K15 en aquests tumors. Barra d’escala: 30 ym.
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5.2. Queratinocits de ratolins ePS cDKO tenen un fenotip invasiu

Per tal d’avaluar si queratinocits de ratolins ePS cDKO presenten un fenotip
invasiu es van realitzar assajos d’extensio cel-lular /n vifro en queratinocits primaris
PS1f/f; PS2-/-; K14-Cre-ERT2 (ePS cDKO) tractats amb vehicle o OHT per induir la
delecié de PS1, tal com s’ha descrit préeviament (Gebhardt et al., 2006). Aquest
assaig consisteix en sembrar les cel-lules en cobreobjectes permetent que s’hi
adhereixin unicament durant 10 minuts, passat aquest temps les cél-lules es fixen i
es tenyeixen amb faloidina que s’uneix a I'actina i permet visualitzar I'estructura del
citoesquelet. Les imatges i la quantificacié de I'assaig (Figura R-24) demostra que
els queratindcits ePS cDKO presenten una menor capacitat d’extensié en el
substrat que els queratindcits tractats amb vehicle ja que la majoria de cel-lules
ePS cDKO s6n més petites que les cél-lules control indicant una major capacitat

invasiva.
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Figura R-24: Baixa capacitat d'extensi6é dels queratindcits primaris de ratolins ePS cDKO. Es
va dur a terme un assaig d’extensio cel-lular en queratinocits primaris PS1f/f; PS2-/-; K14Cre-
ERT™2 (ePS cDKO) tractats amb vehicle (etanol) o OTH (200 nM) per tal d’induir la deleci6 de
PS1. La tincié amb faloidina (en vermell) mostra 'estructura del citoesquelet i la tinci6 amb
Hoechst el nucli de la cel-lula (en blau). Les imatges representatives i la quantificacié de cada
tractament mostren que la delecié de PS en queratindcits produeix una menor extensioé
cel-lular en comparacié amb cél-lules control (vehicle). Les dades de la quantificacié mostren
el tant per cent de ceél-lules ocupant un area petita (<1000 unitats arbitraries), mitjana (1000-
2000 u) o gran (>2000 u), quantificada amb el programa ImageJ.

Es mostra la mitjana t desviacié estandard de dos experiments independents, en cada un els

quals es va quantificar I'area de 50-250 cel-lules per cada tractament. * p <0.001.

6. L’ABSENCIA DE PS EN L’EPIDERMIS PRODUEIX UN INCREMENT EN ELS
NIVELLS TOTALS D’EGFR | Fbw7

La desregulacio de 'EGFR es present en un 35-55% dels tumors epitelials,
sent un dels més potents estimuladors de motilitat tumoral i invasié (Sebastian et
al., 2006). Es important destacar que I'activacio de la via senyalitzacié de 'lEGFR
en un assaig d’extensid produeix una menor extensid cel-lular aixi com una
reduccié en la mida cel-lular (Haase et al., 2003) fenotip molt similar al observat en
queratinocits primaris de ratolins ePS cDKO (Figura R-24). En els capitols | i Il
d’aquesta tesi doctoral s’ha demostrat que les presenilines regulen els nivells i
l'activaci6 de 'EGFR a través de la ubiquitina lligasa Fbw7, sent aquesta
responsable de la transformacio cel-lular de fibroblasts causada per I'abséncia de
PS. Amb aquests antecedents i les suggerents dades obtingudes en experiments
d’extensio cel-lular, varem estudiar aquestes vies de senyalitzacié en els ratolins
ePS cDKO.

L’analisi immunohistoquimic de mostres de pell de ratolins control i ePS cDKO
mostra un increment en els nivells del receptor EGFR coincidint amb Ila
hiperproliferacié en la pell de I'esquena de ratolins ePS cDKO comparat amb
ratolins control (Figura R-25A). A més, el tractament de queratindcits primaris de
ratolins ePS cDKO amb OHT per tal d’induir la deleci6 de PS1 produeix un
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increment en els nivells dEGFR respecte a ceél-lules tractades amb vehicle aixi
com un increment en els nivells basals d’'ERK1/2 fosforilada indicant una activacio
d’aquesta via (Figura R-25B).

Per una altra banda, I'analisi per immunohistoquimica mostra un increment de
Fbw7 en ratolins ePS cDKO en la pell de I'esquena i tumor respecte ratolins
control (Figura R-26A). Es interessant observar el canvi de localitzacié de Fbw7 en
les diferents mostres. En ratolins control Fbw7 es localitza tant en el citoplasma
com en el nucli mentre que en la pell de I'esquena i del tumor de ratolins ePS
cDKO es produeix un increment majoritariament en el nucli (Figura R-26A). Aquest
increment en els nivells de Fbw7 també es observat en queratinocits primaris ePS
cDKO ftractats amb OHT en comparacid a cél-lules tractades amb vehicle (Figura
R-26A) , el que coincideix amb els resultats obtinguts en fibroblasts (Figura R-12).
Finalment, observem una disminucié en el fragment intracel-lular de Notch (NICD)
en queratindcits provinents de ratolins ePS cDKO que han estat tractats amb OHT
respecte a queratinocits tractats amb vehicle o controls (Figura R-26B). La
disminucié dels nivells de NICD en abséncia de PS es correspon per una banda
amb una disminucié de I'activitat y-secretasa i per I'altra a un increment en els
nivells de Fbw7, el qual és responsable de la seva degradacié. Aquests efectes no
so6n deguts a una accié intrinseca de I'OHT ja que queratindcits que no expressen
Cre recombinasa (PS1/PS2) no mostren cap canvi en els nivells dEGFR, Fbw7 o
NICD ni el l'activacié ’ERK1/2 (Figures R-25B i 26B).
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Figura R-25: L’abséncia de PS en pell de ratolins ePS cDKO produeix un increment en els
nivells EGFR. A) La immunodeteccié de 'EGFR en talls de pell englobats en parafina
mostra un increment en els nivells d’aquest receptor en ratolins ePS cDKO, els quals
presenten hiperproliferacié de I'epidermis tal com es mostra en una tinci6 H&E. Barra
d’escala: 30 ym. B) Analisi dels nivells proteics ’EGFR i p-ERK1/2 en queratindcits primaris
de cries de ratoli control (PS1/PS2) i de ratolins ePS cDKO (PS1f/f; PS2-/-; K14-Cre-ERT2)
tractats amb vehicle o 4-hidroxitamoxifé (OHT: 200 nM) per delecionar PS1. El tractament

amb OHT en queratinocits ePS cDKO produeix un increment en els nivells ’EGFR i pERK1/2
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Figura R-26: L’abséncia de PS en pell produeix un increment en els nivells de Fbw7 in vivo.
A) La tincié especifica de Fbw7 en mostres de pell mostra un increment en els nivells de
Fbw7 en ratolins ePS cDKO. S’observa una localitzacié predominantment nuclear a diferéncia
dels ratolins control (PS1/PS2), majoritariament citoplasmatica. Barra d’escala: 30 ym B)
Increment en els nivells de Fbw7 i una disminucié en els nivells del fragment intracel-lular de

Notch (NICD) en queratinocits primaris de ratolins ePS cDKO tractats amb OHT.
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7. ELS RATOLINS DEFICIENTS EN PS1 ESPECIFICAMENT EN PELL
DESENVOLUPEN TUMORS EPITELIALS A EDATS AVANCADES

Ratolins deficients en PS1 (ePS1 cKO) en la capa basal de I'epidermis van
desenvolupar tumors de pell a edats avangades (6-16 mesos) tal com ja s’havia
descrit préviament (Xia et al., 2001; Tournoy et al., 2004). Aquests ratolins també
mostren un procés inflamatori intern, evidenciat per inflamacié de la melsa i dels
ganglis limfatics. Els tumors desenvolupats per aquests ratolins van ser
visiblement més grans i localitzats predominantment al cap i coll, tot i que algun
individu va desenvolupar petits papil-lomes a la pell de I'esquena (Figura R-27).
Histologicament s’observa que regions de la pell de la esquena d’aquests ratolins
sén relativament normals (Figura R-27 imatge B) ja que no s’observa
hiperproliferacié generalitzada o desorganitzacié de les capes de la pell. Si més no
certes regions de la pell de 'esquena es pot desenvolupar un procés tumoral que
pot acabar esdevenint un tumor de tipus SCC, caracteritzat per la infiltracio de les
cellules hiperproliferants en l'estroma (Figura R-27 imatge C). Estats més
avangats del tumor es mostren en les imatges D,E,F de la Figura R-27 on
s’observa una massiva infiltracié de les cél-lules tumorals en el teixit adipds.
Tanmateix, i a diferéncia dels ratolins ePS cDKO, cap dels ratolins estudiats
desenvolupa un estat de caquéxia indicant un menor grau de malignitat dels
tumors desenvolupats per ratolins ePS1 cKO.

En conjunt aquests resultats mostren que els tumors desenvolupats en abséncia
d’ambdues PS presenten un increment en la via de senyalitzaci6 d’'EGFR i una
disminucié de la via de senyalitzaci6 de Notch, ambddés implicats en el
desenvolupament de cancer de pell. Fbw7 podria jugar un paper regulador de les
dues vies implicades. Aquest treball és el primer que mostra que I'increment dels
nivells de Fbw7, un important gen supressor de tumors, esta associat amb el
desenvolupament tumoral epitelial. A més, s’ha observat que en abséncia
d’ambdues PS es produeix un fenotip molt més sever que Unicament en abséncia

de PS1, indicant que l'alteracié d’una via de senyalitzacié addicional mitjangada

156



Resultats: ePS cDKO =

per les dues PS esta implicada en 'agressivitat tumoral. Els nostres resultats tan /in

vifro com /n vivo demostren que aquesta via pot ser la via de 'TEGFR .

Figura R-27: Desenvolupament tumoral a la pell del cap i coll a edats avangades en ratolins
ePS1 cKO. En la imatge es mostra un ratoli de 14 mesos d’edat amb deficiencia especifica
en pell de PS1 (ePS1 cKO) que ha desenvolupat un tumor a la pell del cap. Tincions
d’hematoxilina i eosina mostren massiva hiperproliferacio i infiltracié de les céllules tumorals.
Les imatges a baix augment A i D corresponen a la pell de la esquena i tumor
respectivament. Les imatges B i C, E i F mostren detalls a gran augment de la pell de la

esquena i el tumor, respectivament. Barra d’escala: 50 um (B,C,E,F) i 500 ym (A,D).
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Les PS son les unitats catalitiques del complex y-secretasa, que és
responsable de la protedlisi de proteines transmembrana tipus |, incloent el
receptor Notch i 'APP. La presenilina té un paper essencial en la senyalitzacié del
receptor Notch-1 en generar el domini intracel-lular de Notch (NICD), el qual esta
implicat en diversos processos cel-lulars com [I'especificacié cel-lular, la
diferenciacio, la proliferacio i la supervivéncia neuronal (Selkoe and Kopan, 2003).
La importancia de la regulacié de la via de Notch-1 per PS es fa palesa en ratolins
PS1-/- i PS1-/-; PS2-/- els quals moren perinatalment a causa de greus defectes
durant el desenvolupament embrionari (Donoviel et al., 1999; Herreman et al.,
1999; Shen et al., 1997), un fenotip molt similar al desenvolupat per ratolins Notch
-/- (Conlon et al., 1995). Malgrat que s’ha descrit una llarga llista de substrats
proteolizats per PS no es coneix el significat bioldogic de la majoria d’aquestes
accions proteolitiques (Taula I-1). Per una altra banda, les PS posseeixen altres
funcions que son independents de la seva activitat y-secretasa, com per exemple
la regulacié de l'estabilitat de B-catenina. Les funcions de PS atribuides a una
activitat independent de la seva activitat proteolitica sdn poc conegudes i no es
coneix el mecanisme d’accié mitjangant el qual PS les porta a terme. En aquest
treball hem aprofundit en dues cares poc conegudes i importants de PS: per una
banda la seva implicacié en la regulacié de la degradaci¢6 i trafic de 'TEGFR i per

una altra el seu paper en el desenvolupament de cancer de pell.

Les presenilines actuen com a gens supressors de tumors epitelials

A part de la seva important implicacié en la malaltia d’Alzheimer les
presenilines han estat implicades en processos de carcinogenesi epitelial. La
pérdua parcial de funcié6 de PS en ratolins PS1+/-; PS2-/- produeix hiperplasia
epitelial benigna a edats tardanes (entre 6 i 18 mesos) acompanyada de malaltia
autoimmune (Tournoy et al., 2004) mentre que ratolins PS1-/- que expressen PS1

en cervell desenvolupen carcinomes malignes en pell (Xia et al., 2001). La pérdua
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de funcié6 de PS en l'ectoderm durant I'embriogénesi revela que PS no és
necessaria per a I'especificacid de la pell, la determinacié de desti cel-lular i la
diferenciacié temprana del fol-licle. Tanmateix post-natalment s’observa atrofia
fol-licular i una severa hiperplasia de I'epidermis que no pot ser estudiada en
'organisme adult degut a la mort dels animals després del deslletament a causa
del desenvolupament d’'un desordre limfoproliferatiu de les cél-lules T (Demehri et
al., 2008; Pan et al., 2004). Els defectes en el desenvolupament epitelial i apéndixs
degut a la delecio de PS a nivell ectodérmic van ser atribuits a una desregulacio
de la via de Notch (Pan et al., 2004). En realitat, I'abséncia de Notch-1
especificament en pell produeix també la formacié de tumors epitelials (Nicolas et
al., 2003). Els tumors causats per I'abséncia de PS1 es van associar inicialment
amb un increment de B-catenina (Xia et al., 2001). Degut a que les PS regulen tant
de la via de Notch com de la via de B-catenina (Xia et al., 2001), ambdues vies de
senyalitzacioé podrien estar implicades en el desenvolupament de tumors epitelials.
En conjunt, aquests treballs suggereixen que les PS podrien estar actuant com a
gens supressors de tumors. Al comencament d’aquesta tesi doctoral pero, els
mecanismes moleculars pels quals les PS regulaven la proliferacio epitelial i la
formacié de tumors eren desconeguts. El treball presentat en aquesta tesi doctoral
posa de manifest que les presenilines regulen el desenvolupament de tumors
epitelials mitjangant la desregulaci6 de la via de I'EGFR. De fet, durant el
desenvolupament d’aquesta tesi doctoral altres grups van observar un increment
de 'EGFR en tumors de pell en ratolins deficients en PS1 (Repetto et al., 2007;
Zhang et al., 2007) o nicastrina, un altre component del complex y-secretasa (Li et
al.,, 2007). Aquests estudis perd no van definir si les alteracions en I'expressio
d’EGFR causaven o eren consequéncia de l'increment de proliferacié degut a

'abséncia de PS.
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Les presenilines regulen la proliferacio cellular a través de la via de senyalitzacio
del receptor A’ EGF

En aquest treball s’ha demostrat que fibroblasts deficients en ambdues PS
perd no en abséncia parcial de PS1 o PS2 presenten un increment de la
proliferacié en condicions limitants de sérum. Aquest increment en la proliferacio
és bloquejat en inhibir especificament la via de senyalitzaci6 de 'EGFR i en
expressar el gen de PS1 huma (Figura R-1). A més, els fibroblasts PS-/- presenten
creixement independent de I'ancoratge, una caracteristica indicativa de la
transformacio oncogénica que també és depenent de la via de senyalitzacio de
'EGFR (Ke et al., 2004; Rao et al., 2003). Aquests resultats estan d’acord amb el
paper de PS en el control de la proliferacié cel-lular, on la sobrexpressiéo de PS2
arresta les cél-lules en fase G1 del cicle cellular (Janicki and Monteiro, 1999)
mentre que la inactivaci6 de PS2 en fibroblasts produeix un increment en la
proliferacio (To et al., 2006). En realitat no es coneixen les funcions especifiques i
diferencials de PS2 respecte PS1, excepte la seva funcid en el control de
l'apoptosi. La sobreexpressio de PS2 en cél-lules HelLa i PC12 diferenciades
produeix un increment en I'apoptosi (Janicki and Monteiro, 1997; Wolozin et al.,
1996), indicant que PS2 produeix I'activacié de vies apoptotiques. A més, s’han
detectat mutacions germinals en el gen de presenilina 2 en casos de cancer de
mama (To et al., 2006).

Quins son els mecanismes moleculars implicats en la transformacié cel-lular
induida per la inactivacié de les PS? En els darrers anys les presenilines s’han
implicat en la regulaci6 de la via de senyalitzaci6 de les MAPK/ERK. Les
presenilines regulen negativament la senyalitzaci6 de SAPK/JNK, un dels
membres de la familia de les MAPK (Kim et al., 2001). Per una altra banda, s’ha
descrit I'activitat basal d’ERK1/2 disminuida en fibroblasts deficients en PS1 o en
ambdues PS i una disminucié de la senyalitzaci6 d’ERK1/2 induida per PDGF
acompanyada d’una reducci6 en els nivells del receptor (Kang et al., 2005; Kim et

al., 2005). En el present treball s’ha demostrat que fibroblasts PS-/- mostren un
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increment sostingut en la senyalitzacié de la via rass/MEK/ERK1/2 induida per
l'activacié de 'EGFR (Figura R-3). Estudis de microscopia confocal i biotinacio
mostren que aquest augment és degut a un increment en els nivells de TEGFR
present en la superficie cel-lular. A més, I'analisi bioquimic demostra que en
abseéncia de PS es produeix un increment en I'expressio de 'lEGFR, ErbB3 i IGFR,
mentre que els nivells d’ErbB2 no es veuen modificats (Figura R-1).

Les discrepancies observades en aquests treballs que impliquen PS i la via de
senyalitzacio d’ERK1/2 suggereixen un paper multifuncional de les PS en les
diferents vies de transduccié de senyals regulant diferencialment la via de
senyalitzacio d’ERK1/2. Aixi, la disminucié del receptor de PDGF en fibroblasts
PS-/- és deguda a una disminucié en la seva transcripcié proteica (Kang et al.,
2005). Per una altra banda, s’han suggerit dos mecanismes alternatius pels quals
PS pot regular 'EGFR: regulant la seva transcripcio a través del fragment
intracel-lular d’APP derivat de I'activitat y-secretasa de PS (Zhang et al., 2007) o bé
regulant la degradacioé lisosomal del receptor (Repetto et al., 2007) i aquest treball).
A més, l'alteracié observada en aquest estudi en fibroblasts PS-/- en la via de
senyalitzacié de 'lEGFR sembla ser especifica, ja que no s’observa un increment
de la via de senyalitzacié de I'lGFR (Figura R-3). Es interessant destacar que
'IGFR és proteolitzat per la presenilina (McElroy et al., 2007), per la qual cosa
l'increment dels nivells de 'IGFR observat en absencia de PS pot ser degut a un
efecte derivat de la manca de proteolisi. Es també important destacar l'increment
en els nivells del receptor ErbB3 observats en abséncia de PS. Malgrat que en
aquest estudi no s’ha aprofundit en aquest resultat no s’ha d’oblidar que ErbB3
esta fortament implicat en el desenvolupament de diversos tipus de cancer,
incloent cancer de mama, dovari, de prostata, gastrointestinal i de cervell
(Sithanandam and Anderson, 2008). El coneixement de la regulacié d’ErbB3 és de
gran importancia ja que aquest receptor no posseeix domini cinasa intrinsec sent
dificil I'Gs d’inhibidors com a diana terapéutica.

Finalment, el nostre estudi mostra que es produeix un increment en els nivells

d’EGFR unicament en abséncia d’'ambdues PS, un efecte que és independent de
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l'activitat y-secretasa, indicant que el mecanisme pel qual PS regula TEGFR és
redundant en PS1 i PS2.

Les presenilines son clau en la regulacio del trafic intracel-lular de TEGFR

L’expressi6 de IEGFR és regulada essencialment mitjangcant dos
mecanismes principals: transcripcié i degradacié. L’analisi de la transcripcid génica
i l'activacié del promotor de 'TEGFR ens mostra que no existeixen canvis en la
sintesi del receptor en abséncia de PS (Figura R-5). Aquest resultat contrasta amb
una publicacié recent que indica que la regulacié de 'EGFR per PS és deguda a
canvis en la seva transcripcié mitjangada pel fragment intracel-lular d’APP (Zhang
et al.,, 2007). Contrariament, els nostres resultats indiquen que la PS regula
negativament la degradacié del receptor d’'EGF. La unié del lligand a 'EGFR
indueix la seva activacié i dimeritzacid, produint una rapida internalitzacié de
'EGFR en vesicules de clatrina sent immediatament multiubiquitinitzat, senyal que
el dirigeix cap a la ruta endocitica de degradacié. En els cossos multivesiculars
'EGFR deixa de ser actiu ja que és defosforilat i deubiquitinitzat (Marmor and
Yarden, 2004). La via lisosomal és la principal via de degradacié de 'EGFR,
malgrat que la funcionalitat del proteosoma és necessaria per la seva degradacié a
través d’'un mecanisme no totalment conegut (Longva et al., 2002). Estudis
d’estabilitat demostren un retard tant en la degradacié constitutiva com en la
degradacio induida per EGF de 'EGFR. Aixi la vida mitja de TEGFR en fibroblasts
PS-/- és major tant en preséncia com en abséncia d’'EGF (Figura R-6). Aquests
resultats suggereixen que les PS regulen negativament la degradacié de 'EGFR,
la qual cosa esta d’acord amb els treballs d’altres autors (Repetto et al., 2007). La
inhibicié de la via lisosomal produeix un bloqueig en la degradaci6é de 'EGFR tan
en cél-lules control com en cél-lules PS-/-. Contrariament, la inhibicié de I'activitat
proteosomal mitjancant I'is de lactacistina produeix un retard de la degradacioé de
'EGFR en cél-lules control perd no en cellules PS-/-. Aquest resultat indica que
les PS regulen especificament la degradacié de 'EGFR regulada pel proteosoma.

Es ben conegut que el proteosoma és necessari per a la degradacié de 'EGFR
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(Alwan et al., 2003; Longva et al., 2002) tot i que hi ha controvérsia sobre si la
seva activitat és essencial o no en base a I'inhibidor utilitzat, ja que la lactacistina
és mes selectiva que el MG132, que inhibeix altres vies de senyalitzacié (Alwan et
al., 2003; Longva et al., 2002). Els nostres resultats indiquen que en abséncia de
PS la degradaci6 de 'EGFR és independent de I'accié del proteosoma.
Contrariament a la degradacio, la internalitzaci6 de 'TEGFR no esta alterada en
abséncia de PS ja que no s’observen diferéncies significatives en la quantitat de
receptor internalitzat ni en el nombre de vesicules que contenen 'lEGFR que es
formen en els primers temps de I'endocitosi induida per lligand (Figura R-7). En
canvi, si s’observa un bloqueig de la ruta endocitica en les etapes tardanes de
'endocitosi de manera que 'EGFR s’acumula en vesicules grans i irregulars.
Aquests resultats indiquen una alteracié en les etapes tardanes de la degradacio
lisosomal en abséencia de PS. Els assajos de biotinaci6 ens mostren una
disminucié en el reciclatge de 'EGFR, alteracié que pot ser deguda al bloqueig en
les etapes tardanes d’endocitosi.

Una alteracio similar s’observa en cél-lules deficients en PS1 en la desregulacio
del recanvi de la telenecefalina i la o~ i B- sinucleina, les quals s’acumulen en
organuls lisosomals i/o vacuoles d'origen autofagic a través d’'un mecanisme
independent a I'activitat y-secretasa (Esselens et al., 2004; Wilson et al., 2004). Es
interessant destacar que un nombre creixent de treballs descriuen la regulacié del
trafic intracel-lular de varies proteines per les PS. L’abséncia de PS1 produeix una
anormal maduracio i trafic d’algunes proteines de membrana com I’APP, Notch, el
receptor TrkB, nicastrina o la tirosinasa (Herreman et al., 2003; Kaether et al.,
2002; Naruse et al., 1998); (Wang et al., 2006). També s’ha descrit que I'activitat y-
secretasa és necessaria pel correcte reciclatge endosomal (Zhang et al., 2006) i
que proteines de la familia Vps11p sén substrats de I'activitat y-secretasa (Nyborg
et al., 2006). A diferéncia d’aquests ultims treballs, el nostre estudi demostra que
l'increment dels nivells de 'TEGFR en fibroblasts PS-/- no és degut directament a
I'activitat y-secretasa (Figura R-4) fet que esta d’acord amb un treball recentment
publicat (Repetto et al., 2007).
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Les presenilines regulen la ubiquitinizacio i deubiquitinitzacio de 'TEGFR

La ubiquitinitzacié de 'EGFR no és necessaria per la seva internalitzacio
(Huang et al., 2006), tanmateix la ubiquitinitzaci6é sostinguda i I'associacié de Cbl al
receptor activat son essencials per a la seva eficient degradacio (Huang et al.,
2006; Mosesson et al., 2003). Com hem comentat, els nostres resultats indiquen
que la internalitzacié de 'EGFR induida per EGF no esta alterada en abséncia de
PS, mentre que el reciclatge i la degradacié estan afectats. La pérdua de PS
incrementa la ubiquitinitzacié basal pero redueix la multiubiquitinitzacié sostinguda
induida pel lligand resultant en un retard significatiu en la degradacié de TEGFR
(Figura R-8).

En abséncia de PS, tot i observar un increment de la ubiquitinitzacié basal de
'EGFR, no hem observat diferéncies en els nivells de la ubiquitina lligasa Cbl (no
mostrat), tanmateix seria interessant analitzar si Cbl es troba associada a 'lEGFR
durant tot el procés de degradacié. Aixi sembla ser que PS afavoreix la
multiubiquitinitzacié sostinguda del receptor, procés necessari per a la correcta
conduccid6 de 'EGFR a ftravés de la ruta endocitica (Huang et al., 2006).
Curiosament, l'estimulaci6 de IEGFR amb TGFa indueix una rapida
deubiquitinitzacié del receptor causant una retencié del receptor en MVBs i
disminuint la degradacioé del receptor (Alwan et al., 2003; Longva et al., 2002).
D’aquesta manera PS podria estar regulant la deubiquitinitzacié necessaria per
l'alliberament del receptor en els cossos multivesiculars que finalitzaria amb
I'emissio de senyals intracel-lulars per part del receptor.

Per una altra banda, s’ha descrit que I'activitat proteosomal és necessaria per la
deubiquitinitzacié6 de 'EGFR, precedint I'alliberament de 'EGFR en el lisosoma
(Alwan et al., 2003). El fet que el proteosoma afecta majoritariament la degradacio
de 'EGFR en situacio de sostinguda ubiquitinitzacio (Alwan et al., 2003; Longva et
al., 2002) podria explicar que la degradaci6 de 'EGFR no esta afectada per
l'inhibidor del proteosoma en fibroblasts deficients en PS. També s’ha observat

que la inhibicidé del proteosoma mitjangant I's del MG132 produeix un increment
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en la ubiquitinitzacié basal i la multiubiquitinitzacio induida pel ligand (Kesarwala
et al., 2009). De fet, els nostres resultats suggereixen que PS desestabilitza
'EGFR afectant un pas de ubiquitinitzacié/deubiquitinitzacié que podria regular la

regulacié del trafic i degradacié endosomal/lisosomal de 'EGFR depenent de PS1.

La presenilina regula els nivells i l'activitat de la ubiquitina lligasa Fbw7

Préviament s’ha demostrat una interaccio funcional entre els homolegs en
C.elegans de presenilina (sel-12) i Fbw7 (se/10/cdc4). La perdua d’'activitat de se/-
70 porta a la supressid del fenotip defectiu de posta d’ous causat pels mutants de
sel-12 (Wu et al., 1998). En cél-lules de mamifers, s’ha demostrat que Fbw7 regula
els nivells i I'activitat de PS (Li et al., 2002) tot i que no s’ha investigat un efecte
reciproc. La ubiquitina lligasa Fbw7 és un gen supressor de tumors que es troba
mutat en una gran varietat de cancers (Welcker and Clurman, 2008). Fbw7 dirigeix
multiples proteines oncogéniques implicades en la regulacié del cicle cel-lular cap
a degradacié proteosomal. Sorprenentment, els nostres estudis revelen que PS
regula negativament els nivells i I'activitat de Fbw7 (Figura R-12). La regulacié de
Fbw7 per la PS és independent de la seva activitat proteolitica, ja que un inhibidor
de l'activitat y-secretasa no afecta els nivells endogens de Fbw7. Tanmateix, hem
observat que la pérdua de PS causa un increment en els nivells ARNm de Fbw7
suggerint que PS disminueix I'expressid de Fbw7 en regular la seva transcripcié
(Figura R-14). Aquest és el primer estudi que demostra un mecanisme de
regulacié de transcripcio i funcié del gen Fbw7. La motivacié d’estudiar Fbw7 en el
nostre sistema s’origina en I'existéncia d’'una interacci6 funcional entre PS i Fbw?7,
de manera que és possible una regulacié addicional de PS sobre Fbw7.
Recentment s’ha suggerit la dimeritzaci6 de Fbw7 com a possible mecanisme
regulador de la seva activitat (Welcker and Clurman, 2007). En abséncia de PS
s’observa un increment en el nombre de dimers de Fbw7 indicant que PS podria
estar regulant la capacitat de dimeritzacio i activitat de Fbw7 i en conseqiiéncia la

interaccié amb els seus substrats. Tanmateix, és també possible que I'increment
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en el nombre de dimers sigui conseqiiéncia de 'augment en els nivells totals de
Fbw7.

Els nostres resultats demostren per primera vegada un crosstalk entre Fbw7 i
EGFR en proliferacié i transformacié cel-lular. Diverses observacions demostren
que Fbw7 modula positivament la funcié de 'EGFR. En primer lloc, I'expressio de
Fbw7 en un sistema heteroleg incrementa I'estabilitat i senyalitzacié de 'EGFR,
mentre que el mutant dominant negatiu redueix la seva expressié (Figura R-10).
Segon, la inactivacié génica de Fbw7 en fibroblasts i cél-lules epitelials produeix
una disminucié dels nivells de 'TEGFR (Figura R-11). Tercer, I'increment anormal
en els nivells EGFR en ceéllules PS-/- van ser disminuits mitjangant el
silenciament de Fbw7 o en disminuir els nivells de Fbw7 en cél-lules PS-/-; hPS1
(Figura R-13). Finalment, la capacitat de formacié de coldnies en medi semi-sdlid
depenent de la via de senyalitzaci6 de 'EGFR en cél-lules PS-/- es va reduir
significativament en inactivar Fbw7 (Figura R-15). Els nostres resultats no
aclareixen si Fbw7 afecta la degradacié de 'EGFR directament o indirectament a
través d’un efector desconegut. Tanmateix els nostres resultats defineixen un nou
paper de Fbw7 facilitant I'estabilitat i senyalitzacié de 'EGFR en ceél-lules epitelials.
Aix0 contrasta amb la funcié ben establerta de Fbw7 en la ubiquitinitzacio i
consequent degradacié de proteines oncogéeniques i el seu paper com a gen
supressor de tumors en diversos tipus de cancer (Welcker and Clurman, 2008). Es
possible que Fbw7 reguli els nivells d’'un efector encara no identificat necessari pel
trafic de 'EGFR al lisosoma. Un increment en la funcié de Fbw7 portaria a una
disminucié en els nivells d’aquest efector fent que no sigui possible la degradacié
de 'EGFR. L’increment en els nivells de Fbw7 degut a la pérdua funcional de PS
en fibroblasts i queratindcits primaris produeix una disminucié en els substrats de
Fbw7 com per exemple Notch1/4. El fet que labséncia de Fbw7 estigui
classicament implicada en nombrosos tipus de cancer porta a pensar que I'entorn
cel-lular podria estar regulant la funcié de Fbw7. Aquest fenomen es produeix amb
el receptor Notch, on la seva sobreexpressié en el sistema immunitari condueix a
diversos tipus de leucémia mentre que la seva abséncia en pell dona lloc a

I'aparicié espontania de tumors epitelials (Nicolas et al., 2003). Cal destacar que el
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fragment intracel-lular de Notch (NICD) és substrat de Fbw7, de manera que un
increment en els nivells de Fbw7 déna lloc a una disminucio en els nivells de NICD
amb la conseqient disminucié de la senyalitzacié d’aquest receptor. A més, de
forma molt interessant, recentment s’ha descrit que 'lEGFR regula negativament la
transcripciéo de Notch1 (Kolev et al., 2008). Segons aquest escenari, PS estaria
regulant la senyalitzacié d’aquest receptor mitjangant tres mecanismes diferents: la
regulacié de la protedlisi de NICD depenent de y-secretasa, la seva estabilitat
regulant Fbw7 i la seva transcripcio a través de la senyalitzacié de 'TEGFR.

En resum, aquest estudi aporta evidencies genétiques i bioquimiques que
demostren que la presenilina regula negativament la ubiquitina lligasa Fbw7, la
qual actua com a regulador positiu o negatiu de la via de senyalitzacio CEGFR i
Notch, respectivament. Segons la nostra hipotesi la desregulacié d’aquestes dues

vies en abséncia de PS dona lloc a un increment en proliferacié i transformacié

cel-lular (Figura D-1).
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Figura D-1: Model de regulacié6 d'EGFR i Notch per PS a través de Fbw7. Presenilina regula
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negativament I'expressio de Fbw7, la qual regula positivament la degradacié d’EGFR a través
d’un mecanisme no del tot aclarit perd que dependria de la ubiquitinitzacié de lTEGFR. A més,
Fbw7 regula I'estabilitat de NICD, generat per l'activitat y-secretasa (Gupta-Rossi et al.,
2001). L’absencia de PS produeix un increment de Fbw7 i 'EGFR aixi com la inactivacié de
la via de senvalitzacié de Notch.
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La delecio condicional de PS1 i PS2 en ratolins ePS cDKO causa carcinogenes/

epitelial

Resultats previs indicaven que la deficiéncia parcial de PS en ratolins PS1
+/-; PS2-/- causa hiperplasia epitelial benigna a edats tardanes (Tournoy et al.,
2004) mentre que la deleci6 de PS1 en ratolins PS1-/- que expressen PS1
humana en cervell causa carcinomes malignes en pell (Xia et al., 2001). Per tant el
fenotip oncogénic causat per la pérdua de funcio de les PS és depenent de la dosi
génica de PS, sent més agressiva I'absencia total de PS1. Per tal d’estudiar el
paper de PS en la carcinogénesi epitelial en I'adult i degut a que la delecié de PS1
resulta letal en 'embrié (Donoviel et al., 1999; Herreman et al., 1999; Shen et al.,
1997) i per evitar possibles efectes de la delecié de PS i la senyalitzacié de Notch
en l'estadi embrionari (Demehri et al., 2008; Pan et al., 2004) vam generar un
model muri condicional induible knockoutde PS1 i PS2 en pell (ePS cDKO). Es va
creuar un ratoli mutant amb dues seqiiéncies loxP flanquejant el gen endogen de
la PS1 en un background PS2-/- (Saura et al., 2004) amb un ratoli transgénic K14-
Cre-ERT2 en el qual el tractament de 4-hidroxitamoxifé (OHT) produeix I'expressio
de la Cre recombinasa sota el control del promotor de la queratina K14, el qual és
actiu en la capa basal de I'epidermis (Li et al., 2000). La delecié de PS1 i PS2 es
mostra especifica en la pell dels animals ePS cDKO, els quals soén viables, fértils i
fenotipicament normals fins als dos mesos d’edat (Figura R-17). En aquesta edat
detectarem una delecié espontania de PS1, efecte segurament degut a una
repressid incompleta de I'expressié de Cre recombinasa del constructe K14-Cre-
ERT2 tal com s’ha observat anteriorment (Stratis et al., 2006). Es possible que una
minima expressido de Cre recombinasa amb el promotor K14-Cre-ERT2 a nivell
postnatal doni lloc a una delecié de PS suficient per a desenvolupar el fenotip
observat, cosa que no s’'observa amb altres gens (Benitah et al., 2005; Li et al.,
2000).

La delecié de presenilina precedeix un procés tumoral altament agressiu. Aquest

fenotip és degut a I'abséncia simultania de PS1 i PS2 ja que en aquesta edat els
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ratolins condicionals en pell PS1-/- (ePS1 cKO) i knockout PS2-/- sbn
absolutament normals. A més, el tractament sistémic o local de ratolins ePS cDKO
de 1.5-2 mesos d’edat amb OHT per tal d’induir la delecié6 de PS1 produeix una
rapida hiperplasia de I'epidermis i la mort dels ratolins ePS cDKO pocs dies
després del tractament. El conjunt d’aquests resultats confirmen que el fenotip
observat és degut a la delecio de PS en pell. Als dos mesos d’edat els ratolins ePS
cDKO manifesten pérdua de pes progressiva que correspon a un estat de
caqueéxia, la qual els condueix a la mort a una edat maxima de 2.5-3 mesos
(Figura R-19). La caquéxia és caracteristica de la fase terminal d’'un procés
tumoral i es defineix com la pérdua de pes progressiva sense voluntat de perdre’l,
tanmateix també es produeix com a conseqiiéncia de certes malalties infeccioses.
La manifestacioé de la caquéxia, causada per un procés tumoral altament agressiu
0 un procés infeccids, demostra la importancia de les PS en el manteniment de
I’'homeodstasi epitelial en 'organisme adult.

A més, la necropsia dels ratolins posa de manifest un prominent procés inflamatori
evidenciat per esplenomegalia i inflamacié de tots els noduls limfatics. Un fenotip
similar es desenvolupat per ratolins PS1+/-; PS2-/- els quals desenvolupen
malaltia autoimmune caracteritzada per inflamacié de la melsa i ndduls limfatics
(Tournoy et al., 2004). En aquest cas es tracta d’'una delecio parcial de PS a nivell
sistemic fent palesa la importancia de les presenilines en el desenvolupament de
limfocits corroborant les observacions que ja s’havien fet /in vifro. No oblidem pero
que en aquest treball hem observat que ratolins ePS1 cKO desenvolupen a edats
avangades tumors de pell presentant també signes d’inflamacié com senyala
I'esplenomegalia, indicant que la delecié especifica en la pell de PS1 produeix una
resposta inflamatoria (Figura R-27). En el nostre cas és possible que el procés
inflamatori observat sigui degut a les lesions cutanies presents a la pell del coll de
I'animal fent-lo més sensible a infeccions.

Amb les dades obtingudes fins el moment no podem concloure la causa exacta de
la mort dels animals. Es possible que els ratolins morin degut a un procés
metastatic generalitzat degut a l'agressivitat i invasivitat dels tumors de pell

desenvolupats. Per una altra banda és possible que s’ha produit metastasi en els
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organs limfoides i que aquesta ocasioni immunosupressid i en conseqiéncia
infeccié generalitzada dels ratolins ePS cDKO produint-ne la mort. Les dues
hipotesis explicarien l'estat de caquéxia desenvolupat pels animals. Sera
interessant llavors explorar el paper de la inflamaci® en aquest fenotip.
Classicament s’ha observat la preséncia de cél-lules inflamatories en biopsies de
tumors aixi com una elevada freqiiéncia de desenvolupament de tumors en arees
d’'inflamacié cronica. En els darrers anys s’ha comprovat que pacients amb
malalties inflamatories presenten un major risc de desenvolupar cancer i que
farmacs antiinflamatoris en disminueixen el risc senyalant un important paper de la
inflamacio en el desenvolupament tumoral (Mantovani et al., 2008). La disrupci6 de
la funcié de la pell com a barrera amb el medi extern produeix inflamacio en el
teixit epitelial, i aquesta esta invariablement associada amb un increment en
susceptibilitat tumoral (Mueller, 2006; Quigley et al., 2009). Es possible que els
ratolins ePS cDKO desenvolupin un procés tumoral metastatic provinent d’'un
tumor SCC altament agressiu que els porta a un possible estat d’'immunosupressié
o contrariament, una ferida inicial produeix un estat cronic d'inflamacié que
afavorira el desenvolupament de SCC en aquests ratolins.

La deleci6 d’'ambdues PS en la pell adulta de ratolins va desencadenar el
desenvolupament en >95% dels casos de lesions al voltant dels ulls, boca i la pell
del coll, que en ser analitzades histoldgicament es van classificar com a tumors de
tipus escatés (SCC). L’'analisi histologic de la pel de [l'esquena revela
hiperproliferacié i hiperqueratosi en I'epidermis, a més d'una desorganitzacié de
les capes epitelials. Aparentment sembla ser que els tumors apareixen
espontaniament a la regi6 del coll, tanmateix queda per resoldre si la disrupcié de
I'estructura de la pell del coll i el consequient procés inflamatori sén esdeveniments
previs al desenvolupament tumoral o per contra en s6n una consequiéncia.

Els SCC desenvolupats pels ratolins ePS cDKO presenten un elevat grau de
cel-lules proliferants visualitzades amb el marcador de proliferacio Ki67 (Figura R-
22). A més son K15 negatius, indicant que es tracta d'un SCC (Jih et al., 1999;
Porter et al., 2000) ja que els BCC expressen aquesta queratina. Tanmateix, seria

necessari I'estudi d’altres marcadors per a concloure 'origen del tipus tumoral ja
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que els pilomatricomes també es mostren K15 negatius tot i que les lesions
observades han estat classificades histoldogicament com a SCC (Jih et al., 1999).
Aixi, l'origen causal del deteriorament fisic dels ratolins ePS cDKO és el
desenvolupament de tumors SCC a una edat molt temprana, presumptament
aquest procés tumoral ocasionaria immunodepressié probablement deguda a
metastasi en el sistema limfatic fent susceptible els animals a qualsevol tipus
d’infeccio, que els causaria la mort. La formacié de lesions cutanies i la pérdua de
’lhomeostasi epitelial alteren una de les funcions més importants de la pell, la
proteccié vers al medi extern fent vulnerable I'organisme animal en front a
qualsevol agent patogen. El fenotip observat en els ratolins ePS cDKO indica que
'abséncia simultania de PS1 i PS2 és suficient pel desenvolupament de tumors
SCC suggerint que no és necessaria cap mutacié per a que es produeixi
transformacio cel-lular. De totes maneres, seria interessant estudiar la possible
preséncia de mutacions en el gen H-ras, ampliament associada a iniciacié tumoral,
en aquests ratolins (introduccié punt 1.5.4). Degut a la implicacié de la via de
senyalitzaci6 de 'EGFR en la hiperproliferacié deguda a I'abséncia de PS, és
probable que no es trobin mutacions en H-ras tal com passa en un model animal
amb sobreexpressio del lligand de TEGFR, el TGFa (Dominey et al., 1993; Vassar
et al., 1992).

Un resultat interessant d’aquest estudi és que I'administracié intraperitoneal de
BrdU, un agent citotdxic, en cries de ratoli ePS ¢cDKO va produir una aparicié
generalitzada i prematura d’hiperplasia epitelial que desemboca en la formaci6 de
SCC. Aquest efecte no s’observa en ratolins injectats control o ePS1 cKO. Aquests
resultats inesperats indiquen que els ratolins ePS cDKO presenten una major
susceptibilitat a desenvolupar tumors en front a I'exposicié a un agent citotoxic
com és el BrdU (Anisimov and Osipova, 1992; Bannigan et al., 1990). A més
aporta noves dades sobre la importancia en la dosi génica de PS en carcinogénesi
epitelial, ja que ratolins amb una delecié parcial de PS no desenvolupen aquest
procés tumoral. Aquesta troballa obre la possibilitat d’estudiar amb més profunditat
la relacié de presenilina i susceptibilitat tumoral mitjangant irradiacié dels ratolins o

realitzaci6 del protocol d’inducci6 de tumors basat en [I'administracié de
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DMBA/TPA (introduccié punt 1.5.3). Tanmateix, ambdds processos experimentals
requereixen temps llargs de tractament. La curta vida d’aquests ratolins mutants i
'agressivitat de la malaltia desenvolupada fan que sigui éticament questionable

I'aplicacié d’aquests protocols.

Crosstalk entre PS, EGFR i Fbw7 en el desenvolupament de tumors epitelials

L’alteracié de la senyalitzaci6 de p-catenina ha estat associada a la
formacié de tumors en ratolins deficients en PS (Tournoy et al., 2004; Xia et al.,
2001). El fet que ratolins amb delecié del domini d’unié a B-catenina no
desenvolupin tumors de pell (Deng et al., 2006) suggereix que altres vies de
senyalitzacié poden estar involucrades en el desenvolupament de tumors epitelials
en abséncia de PS. Aquesta idea esta reforcada pel fet que I'expressié de TEGFR
esta incrementada en tumors de pell en ratolins deficients en PS1 (Repetto et al.,
2007; Zhang et al., 2007). Els nostres resultats indiquen que lincrement dels
nivells ’'EGFR en els SCC de ratolins ePS cDKO esta associat a un increment en
els nivells de Fbw7. Aquest resultat és de gran rellevancia ja que mai abans
s’havia descrit un increment en el gen supressor de tumors Fbw7 en un procés
tumoral. Al contrari, la pérdua de funcié de Fbw7 esta associada a diferents tipus
de cancers. Malgrat que el paper de Fbw7 en un procés tumoral epitelial ha de ser
estudiat amb més profunditat en un futur, els nostres resultats suggereixen que la
desregulacié de la via de senyalitzacié de Notch per Fbw7 pot jugar un paper
important en la carcinogénesi epitelial. L’abséncia de Notch-1, un important
oncogen especialment en diferents tipus de leucémia (O'Neil et al., 2007), causa la
formacié espontania de BCC i SCC (Nicolas et al., 2003; Proweller et al., 2006).
Contrariament, la pérdua de senyalitzaci6 de Notch en I'ectoderm embrionari
causa déficits en la diferenciacié de I'epidermis, desordre limfoproliferatiu i mort
(Demehri et al., 2008), mentre que l'activacié de Notch1 en queratinocits de la
capa basal de I'epidermis desencadena diferenciacié prematura conduint a baixa
capacitat de proliferacié (Blanpain et al., 2006). En aquesta tesi doctoral hem

descrit una disminuci6 en els nivells de NICD juntament amb nivells incrementats
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de Fbw7 en queratinocits de ratolins ePS cDKO. Aquestes dades indiquen que les
vies de senyalitzacié de 'EGFR i de Notch poden participar en el fenotip oncogénic
causat per la deficiéncia de PS. A més, aquests resultats en conjunt indiquen que
les PS a part de regular positivament la generacié de NICD a través de I'activitat y-
secretasa (De Strooper B. et al., 1999), poden regular la transcripcié génica de
Notch mitjangant la regulacio de la via de senyalitzacio ’EGFR (Kolev et al., 2008)
i retardar la degradacié de NICD controlant els nivells de Fbw7, la ubiquitina lligasa
responsable de la seva degradacié (Gupta-Rossi et al., 2001; Wu et al., 2001).

Consistent amb els nostres resultats, s’ha observat un crosstalk negatiu entre les
vies de senyalitzaci6 de /ef-23EGFR i /in-12INotch en C.elegans durant
I'especificacio dels precursors vulvars (Shaye and Greenwald, 2002). Notablement,
'homoleg en C.elegans de LRBA (beige-like anchor protein) sel-2 que actua com a
regulador negatiu de /in-72/Notch, regula positivament el creixement de cél-lules
tumorals en regular el trafic de TEGFR en endosomes i la senyalitzacié d’aquest
receptor (de Souza N. et al., 2007; Wang et al., 2004). A més, recentment s’ha
demostrat una disminucié en els nivells de PS1 i Notch-1 proteolitzat aixi com un
increment en els nivells d’EGFR en papil-lomes de ratolins knockout condicionals
d’ATF2 (activating transcription factor 2, Bhoumik et al., 2008). En base als nostres
resultats, proposem que les PS regulen el crosstalk entre les vies de senyalitzacio

d’EGFR i Notch a través de Fbw7 durant la carcinogénesi epitelial (Figura D-1).

Les presenilines son clau en la regulacio de vies fisiologiques implicades en

processos de carcinogénesi

L’'evasio de tots els sistemes de seguretat de la célllula condueix a la
transformaciéo d’'una ceél-lula tumoral mitjangant l'adquisici6 de sis propietats
particulars: 1) 'autosuficieéncia de senyals de creixement; 2) la insensibilitat vers a
senyals inhibitories del creixement; 3) I'evasio de I'apoptosi; 4) potencial replicatiu
il-limitat; 5) angiogénesi sostinguda i 6) invasio del teixit i metastasi (Hanahan and
Weinberg, 2000) (Figura D-2). El paper central de PS en la regulaci6 de diferents

vies de senyalitzacié implicades en aquests processos pot tenir una gran
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importancia en la transformacié oncogénica d’'una cel-lula. Aixi, els nostres
resultats indiquen que els gens de les PS sén una pega clau en la regulacioé de
diverses proteines implicades en proliferacié cel-lular: Notch, B-catenina, EGFR i
Fbw7. Es molt possible que el fenotip transformant proliferatiu observat en
'abséncia de PS no sigui degut a I'alteracié d’'una unica via de senyalitzacié si no
a lefecte de la combinaci® de varies delles. Un ratoli transgénic que
sobreexpressa TGFa desenvolupa papil-lomes al voltant d’'una ferida o després del
tractament amb TPA, perd no tumors de tipus escatdés (Dominey et al., 1993;
Vassar et al., 1992). Ratolins amb deficiéncia dels receptors Notch desenvolupen
també SCC pero0 apareixen a edats més avangades que en els ratolins ePS cDKO
(Proweller et al., 2006). Finalment, I'estabilitzaci6 de p-catenina en un model
animal produeix la formacié de pilomatricomes (Gat et al., 1998; Lo Celso et al.,
2004) i no SCC.

L’alteraci6 de Notch-1/4, B-catenina, EGFR i Fbw7 en abséncia de PS compleix un
gran nombre d’aquestes caracteristiques (Figura D-2). En primer lloc, la familia de
proteines Notch regulen I'angiogénesi tumoral (Figura D-2), tanmateix no és del tot
clar si l'activacio de la via de senyalitzaci6 de Notch té efectes pro- o anti-
angiogeénics ja que s’han observat els dos tipus d’efectes sobreexpressant o
delecionant Notch (Rehman and Wang, 2006). Una possibilitat és que sigui crucial
un nivell optim de senyalitzacié de Notch per a la correcta diferenciacio endotelial i
'angiogénesi (Rehman and Wang, 2006). Si més no, els tumors de pell
desenvolupats en ratolins condicionals knockout de Notch-1 presenten un elevat
grau de vascularitzacié (Nicolas et al., 2003) fet també observat en ratolins ePS
cDKO (Figura R-20) indicant que I'angiogénesi observada en abséncia de PS pot
ser deguda a una disminucié en la senyalitzacié de Notch. En segon lloc, la via de
senyalitzacio de p-catenina té un paper dual ja que per una banda regula I'adhesio
cel-lular mitjangant la regulacié de E-cadherina i per altra banda pot translocar al
nucli activant la transcripci6 de gens implicats en proliferacié i diferenciacio
cel-lular com ciclina D i c-myc (Logan and Nusse, 2004). De manera molt simple,
podem dir que la regulacié aberrant de p-catenina permet a la cél-lula tumoral la

invasié del teixit i li atorga capacitat autoreplicativa (Figura D-2). En tercer lloc,
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lincrement en els nivells de 'EGFR redueix la dependéncia de la cél-lula de
senyals extracellulars que indueixin proliferacié tenint un major potencial
proliferatiu i una activacié sostinguda de vies anti-apoptdtiques. L’alteracio dels
mecanismes de degradaci® de 'EGFR en abséncia de PS fa a la céllula
insensible a les senyals anti-proliferatives ja que hi ha una activacié continuada de
la proliferacio. A més, la sobreexpressid6 d'EGFR va sovint associada a baixa
prognosis (Uberall et al., 2008) (Figura D-2). Finalment, PS pot regular
negativament els nivells ’EGFR i positivament l'estabilitat de NICD a través de
Fbw?7, accions que en tots dos casos tenen conseqiiéncies supressores de tumors
en pell. Aixi, 'abséncia de PS porta a un increment de Fbw7 que resulta en una
disminucié de NICD i un increment de la senyalitzaci6 d’EGFR, efectes que
promouen la transformacio cel-lular en pell. Degut a que aquest és el primer treball
que demostra un increment de Fbw7 en un procés tumoral és necessaria una
investigacié addicional per saber quin és el paper d’altres oncogens regulats per

Fbw7 en el desenvolupament de tumors epitelials (Figura D-2).

—— JuMoR)
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Figura D-2: Vies moleculars regulades per la PS en el desenvolupament tumoral epitelial. La
presenilina regula diferents vies de senyalitzacié (B-catenina, Notch, EGFR) que en conjunt
fan que una cél-lula adquireixi un fenotip maligne donant lloc a la formacié d’un tumor. Les

fletxes vermelles indiquen inhibicié i les verdes activacio de la via de senyalitzacio.
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Presenilines en diagnostic i terapia antitumoral

En el tractament de SCC s’ha suggerit I'is d’inhibidors de 'EGFR ja que
aquest receptor es troba sobreexpressat en el 90-100% dels casos estant associat
amb un increment en la capacitat d’'invasié del tumor i metastasi. Els pacients amb
estadis temprans de SCC son tractats amb cirurgia i/o radioterapia presentant una
curacié d’aproximadament el 80% (Reuter et al., 2007). Tanmateix, pacients amb
un estadi avancat de la malaltia tenen una elevada recurréncia (50-60%),
metastasi (20%) o desenvolupen altres tumors (Reuter et al., 2007). Malgrat que
en els darrers anys s’ha utilitzat quimioterapia classica per al seu tractament no
s’ha observat una gran supervivéncia en aquests pacients (Reuter et al., 2007).
D’aquesta manera I's dels inhibidors de 'TEGFR com a terapia podria significar un
gran aveng en el tractament de tumors tipus SCC. Actualment aquests farmacs
s’utilitzen amb éxit en el tractament de cancer de pulmé de ceél-lules no petites
(Fong et al., 2008) i el seu us en el tractament de cancer de pell ha estat avaluat
arribant a la fase lll d’assajos clinics donant lloc a resultats prometedors (Reuter et
al., 2007). Els ratolins ePS cDKO generats i descrits en aquesta tesi doctoral
podrien ser un bon model per a l'estudi de l'eficacia de farmacs antitumorals
basats en la inhibici6 de 'EGFR ja que aquest model desenvolupa de manera
rapida i agressiva tumors de tipus SCC. A més, l'assaig d’'aquesta terapia en
aquest model permetria examinar I'efecte sobre altres vies de senyalitzacio
associades a tumors de tipus SCC descrites en aquest treball. Per una altra banda,
s’han utilitzat inhibidors de I'activitat y-secretasa en leucemia limfoblastica de les
cél-lules T (T-ALL) on Tlincrement de la via de senyalitzaci6 de Notch degut a
mutacions en aquest és el principal promotor de la malaltia. Tanmateix, aquest
tractament té una elevada toxicitat gastrointestinal pel que s’ha suggerit la seva
administracio juntament amb glucocorticoids (Real et al., 2009). Curiosament, s’ha
observat que la resisténcia a aquesta terapia esta associada a mutacions en el
gen /w7 (O'Neil et al., 2007) atribuint la resisténcia al tractament a un increment

en l'estabilitat del fragment NICD degut a la pérdua de funcié de Fbw7 o a
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l'increment en els nivells de mTOR un nou substrat de Fbw7 recentment descrit
(Cullion et al., 2009; Mao et al., 2008). Aixi doncs I'is d’inhibidors de I'activitat y-
secretasa en leucémies és una terapia prometedora malgrat que sera necessaria
una terapia combinatoria. Tanmateix, el treball realitzat en aquesta tesi doctoral
demostra [l'existéncia d’una activitat supressora de tumors de presenilina
independent de la seva funcié y-secretasa, pel que no es pot considerar
presenilina com a diana terapeutica indiscriminada ja que els seus efectes en
altres teixits poden ser oposats als esperats. De la mateixa manera, la regulacio
d'EGFR per Fbw7 s’ha de tenir en compte a I'hora de dissenyar possibles
aproximacions terapéutiques que incloguin una potenciacié de 'activitat de Fbw7.

El fet que la presenilina és un gen clau en el desenvolupament tumoral fa que sigui
un bon candidat per a ser utilitzat com a biomarcador terapéutic d’'un procés
tumoral. Els gens de la PS1 i PS2 es localitzen en les regions cromosomiques
14924.3 i 1931-g42, respectivament. S’ha observat pérdua d’heterozigositat (de
l'anglés, LOH) en el cromosoma 14 en diferents tipus de cancer incloent
neuroblastomes, meningiomes, carcinomes renals, colorectals i hepatocel-lulars
(Bando et al., 1999; Herbers et al., 1997; Piao et al., 1998; Simon et al., 1995), el
que indica la possible preséncia de gens supressors de tumors en aquesta regio.
Un estudi recent ha analitzat en més detall la LOH en el cromosoma 14 en casos
de SCC per tal d'identificar regions amb una elevada freqtiéncia de delecio i aixi
determinar nous gens supressors de tumors (Pehlivan et al., 2008). La utilitzacié
d’'un marcador especific per a la regié 14924.3, on es localitza el gen de
presenilina 1, mostra una elevada freqiiéncia de delecié corresponent amb baixa
prognosis (Pehlivan et al., 2008), suggerint que PS1 és un possible candidat a gen
supressor de tumors delecionat amb elevada freqiiéncia en casos de SCC. Per
una altra banda, la regié 1931 presenta LOH en casos esporadics de cancer de
mama, colorectal, gastrinomes i insulinomes (Benitez et al., 1997; Chen et al.,,
2003; Yang et al.,, 2005; Zhou et al.,, 2008). Aquestes dades senyalen que la
deleci6 de la regid 1931, on es localitza el gen de presenilina 2, conté un possible
gen supressor de tumors. Seria interessant analitzar per una banda si aquesta

regié es troba delecionada en casos de SCC i si aquesta delecié va acompanyada
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d’'una delecid en la regié 14g24. En lactualitat Unicament s’han identificat
mutacions en el gen de PS2 en mostres humanes de cancer de mama (To et al.,
2006). El conjunt d’'aquestes dades planteja pel futur l'analisi de possibles
alteracions geéniques, tan mutacions com delecions, en els gens de PS1 i PS2 en

mostres humanes de tumors epitelials.
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Durant el desenvolupament d’aquesta tesi doctoral s’ha arribat a les seglients

conclusions:

e L’abséncia de presenilina en fibroblasts produeix un fenotip transformant

oncogeénic que és mediat per la via de senyalitzacié d'EGF.

e Les PS regulen negativament I'expressié de I'EGFR independentment de

I'activitat y-secretasa o de la regulaci6 directa del promotor d'EGFR.

e L’abséncia d'ambdues PS produeix una activacioé sostinguda de la via de
senyalitzacié de 'lEGFR degut a que les presenilines sén necessaries per

la degradaci6 constitutiva i induida per lligand de TEGFR.

e L’increment en els nivells de 'TEGFR en abséncia de PS és depenent de
Fbw7.

o Fbw7, I'expressié de la qual és reprimida per PS, regula positivament els

nivells, la ubiquitinitzacié i la senyalitzacié d’EGFR.

e |’abséncia de PS en pell en ratolins ePS cDKO en estadi adult produeix
hiperproliferacié i hiperqueratosi de I'epidermis, desorganitzacié de les

capes epitelials i desenvolupament de tumors de tipus escatos (SCC).

e Els ratolins ePS cDKO presenten una major susceptibilitat a desenvolupar

tumors en front a un agent citotdxic com el BrdU i una mort prematura.
e Lapelliels tumors SCC desenvolupats pels ratolins ePS cDKO presenten

un increment en els nivells d’EGFR, Fbw7 i B-catenina i una disminucié en

els nivells del fragment intracel-lular de Notch.
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En resum, les PS regulen negativament els nivells de 'EGFR afavorint la seva
degradacié modificant els processos d’ubiquitinitzacié i deubiquitinitzacié. Aquest
efecte és depenent de l'acci6 de Fbw7, ubiquitina lligasa que és regulada
negativament per PS. Per una altra banda, PS és necessaria per 'homedstasi
epitelial i la seva abséncia produeix el desenvolupament espontani de tumors SCC.
La pell dels ratolins ePS ¢cDKO presenta un increment en els nivells de 'EGFR,
Fbw7 i B-catenina i una disminucié de NICD, vies de senyalitzacié implicades en el

desenvolupament dels tumors SCC.
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also to Iljin, Gill, Reyno and all the Arkhurst’s lab. Juan, des de que vaig rebre el
primer mail teu vaig saber que I'havia encertat. Ets 'anima del Cancer Center!
Gracies a milers per ensenyar-me com funcionava el centre, per tots els llargs cafes
a Murano, els dinars i passejos per la ciutat. Després d’aterrar a una ciutat i pais
desconegut, jo que vinc de Salardu, vaig tenir la immensa sort de ser rebuda per la
Sara i el Pau, a qui agreixo de tot cor la seva atencié durant aquells primers dies i
encara més per fer-me descobrir els picnics amb dim-sum al Golden Gate Park. La
meva sort va continuar sent acollida per en David i la Sylvia, i es no se com agrair la
vostra hospitalitat. Vaig sentir casa vostra com casa meva, I hope some day to see
you in Salardu! I si he de parlar d’'una familia per aquelles terres sens dubte parlo
amb gran apreci de 1’Anna, el Guillem, el Roger i la Lidia, gracies per aquelles
estones tan tranquil - les a casa vostra. Molts dels records més macos que tinc de SF
van associats a dos amics molt especials per mi, Melissa i Erick. Me siento muy
afortunada de haberos tenido cerca esos meses, lo puedo resumir en tres palabras:
pollo, vino y pintura. Realment puc afirmar que el que diu la cancé de San Francisco
és veritat, si fem excepci6é del temps, que d’aixo no t’avisen, ai ai ai la boira!

Durant aquest temps he tingut la sort de comptar amb grans amics que han fet les
males estones de la tesi, perqué n’hi han, insignificants. Les bionenes, amb les que
va comencar la historia, que totes juntes fem un bon conjunt i ens complementem
perfectament. Cadasci aporta un ingredient magic que fa que surti una sopa
bonissima. Trip tu portes el picant, la rebeldia que ens fa falta, que poguem somiar
amb coses potser no ens atreviriem a fer; Ana, el punt de sal, fent que les coses no
siguin gens soses; la Neus que dirigeix I'orquestra i fa que cada cosa entri en el
moment oportd; la Nuria evitant el caos i que tot estigui en el seu lloc, posant els
ingredients basics i necessaris; ’Anna que li dona aquell toc especial i el Richi, que
quan diu que se ha acabao és que s’ha acabao. Fi de la cocci6. Totes vosaltres sou
part del meu moén, que espero compartir durant molts i molts anys més. La
conjunci6 maxima és quan apareixen en escena els rebels de biologia, llavors el

riure es multiplica. Ferran, com va la guia de Laos? Ja saps que la necessito i es que
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amb ella a la ma penso omplir la ment de moments especials. Marti, tot i que no
t'agradi ser xirimoia, m’encanta ser la teva prividilegiada i és que si em sento aixi és
perque tinc la sort que siguis el meu amic. Maria, quan d’aire m’ha portat les
escapades a Vilafortuny i quanta energia veure la Mar petiteta, en un paper mal
impres sobre la meva taula del despatx. Anna Boix, visca la Patum! Mateu, no pots
de deixar de sortir en aquest trocet i es que s6on molts els moments felicos que en
viscut junts amb tots els de les linies de dalt.

I com a persona de poble que soc, m’hagués ofegat a Barcelona si no hagués sentit
casa meva a prop, bé, emocionalment perqué a nivell geografic esta un rato lluny.
Tinc la immensa sort de poder arribar a Salardu i comptar amb grans amigues, que
tenen la virtut de fer-me sentir com si el temps no passés. Yoli, cuantas risas juntas
y que bien que se esta contigo, tengo la certeza que siempre de los siempres estaras
ahi. Anna, quantes converses sobre el futur eh? A veure si un dia en traiem l'aigua
clara, tot i que no cal que tinguem massa pressa. Cris, tu sempre tan cachonda.
Moni, la millor muntanyista del moén! I tots aquests anys han anat inevitablement
lligats als jabalis de la Comision d’Héstes, especialment amb Mari i Gabri, amb els
que, per uns dies I'any, he desconnectat totalment del mon.

I per desconnectar res millor que un cap de setmana a Valderrobres. Quantes
vegades us hagués enviat a....pero clar, teniu algo que fa que sigui molt dificil fer-ho.
Angel i Marc, no us puc posar per separats, gracies per ensenyar-me a mirar les
coses d'una altra manera. Anna, no saps la paciéncia que tens! Marlies, crec que una
de les coses més importants que he fet durant aquesta tesi ha estat amb tu, si,
penses bé: és pujar el Half Dome. Pero no és per la pedrota que és, si no perqué
vaig veure clar lo important i necessaria que ets per la meva felicitat. Gracies per
ser sempre tan a prop meu.

He d’agrair a TAGAUR per haver-me otorgat una beca predoctoral, sense la qual
segurament no hagués pogut fer la tesi, tot i que m’hagués estalviat les jornades
doctorials. Tanmateix, he d’agrair molt més la confianca i el suport logistic d’en
Bernat. Bernat, gracies de tot cor per ajudar-me tan durant aquest temps. La teva
amabilitat ha estat infinita i providencial, ha estat fantastic per mi tenir cura de la
porteria durant aquesta etapa de la vida.

Finalment, pero ni de bon tros menys important, gracies a tota, i quan dic tota vull
dir tota, la meva familia per la vostra confianca pel que he estat fent durant aquest
temps. A la meva nova familia a la Bisbal, per la vostra calidesa vora el foc. Iaia i

iaio, quan us miro veig la il-lusi6 i la felicitat en els vostres ulls, se que esteu
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orgullosos de mi i jo ho estic de vosaltres. Avi, tot i que siguis una mica ronyeta,
m’encanta seure al teu costat i que m’expliquis com de millors eren les coses abans.
Papa, Mama, sou el meu millor exemple a seguir. Em sento terriblement afortunada
de ser la vostra filla. Sempre, en qualsevol moment del dia, us tinc presents en el
que faig. Gerard, és fantastic tenir-te a prop aqui Barcelona i gaudir de les teves
visites i inquietuds. Berta, tinc la sort d’aprendre molt de tu i es que em fascina la
teva forta voluntat per les coses. Durant aquests anys us he enyorat molt, m’hagués
agradat estar una mica més a prop vostre. Per mi, tots quatre sou imprescindibles i
junts fem una gran familia. No puc deixar d’agrair també a la Pinda i al Fishtro per
fer-me tanta companyia en aquests darrers mesos.

David, puc dir amb tot el convenciment, que ets el millor que m’ha passat durant el
doctorat. Has estat amb mi en tots els moments d’aquesta tesi, fent-me veure
sempre the bright side of life., gracies per ensenyar-me tantes coses i per fer-me
sentir tant important. Soc felic de pensar que sempre estaras al meu costat, en el
nostre petit mon, en qualsevol part de la Terra.

....... per mi comenca una nova etapa, i per sort, amb molts de vosaltres al meu

costat! Hi han moltes altres muntanyes per pujar!

W
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