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RESUM

La utilitzacié de farmacs contra dianes terapeutiques especifiques ha
revolucionat el tractament del cancer. Si es compara amb els tractaments
antineoplasics tradicionals, com la quimioterapia o la radioterapia, la terapia contra
dianes moleculars presenta un gran avantatge per la seva especificitat, tant en la
relacié farmac-diana com diana-tumor. Aix0 permet reduir la toxicitat indiscriminada
dels tractaments anticancerosos, i addicionalment, actuar de forma dirigida contra
determinats subgrups de tumors. Per altra banda, aquests nous tipus de medicaments

poden actuar de forma sinérgica entre ells o en combinacié amb tractaments classics.

En aquest treball hem investigat els efectes dels segilients tractaments contra
dianes terapeutiques en linies cel-lulars de melanoma cutani primari i metastatic: els
analegs de la somatostatina Octreotide i SOM230, els inhibidors del proteasoma
Bortezomib, MG132, ALLN i Epoxomicina, l'inhibidor de receptors amb activitat
tirosina cinasa Sunitinib i el tractament combinat de Sunitinib i Bortezomib. Aquesta

ultima combinacié I’hem testat també en linies cel-lulars de carcinoma d’endometri.

S’observa que les linies cel-lulars de melanoma expressen varis receptors de la
somatostatina pero la inhibicié de la proliferacié dels analegs de la somatostatina no
supera el 50%. Els inhibidors del proteasoma sén eficients a I’'hora d’induir una parada
en el cicle cel-lular i mort, tant dependent de caspases com independent de caspases.
Sunitinib és capac de reduir la viabilitat, proliferacid i induir apoptosi en aquelles linies
cel-lulars expressores de receptors tirosina cinasa activats (PDGFRa i VEGFR2), a més
d’interaccionar amb Bortezomib de forma sinergica mitjangant el bloqueig de la via
Akt. Al carcinoma d’endometri, a diferéncia de I'observat al melanoma, Sunitinib no
actua inhibint I'activitat tirosina cinasa de les seves dianes conegudes i I'efecte sinergic
amb Bortezomib es deu a I’habilitat de Sunitinib de bloquejar la via NFkB activada per

Bortezomib.

Almenys en les condicions utilitzades al nostre estudi, els analegs de la
somatostatina no semblen ser utils per al tractament del melanoma. Els inhibidors del
proteasoma, i en concret, la combinacié Bortezomib i Sunitinib podria ser efectiva en
determinats casos de melanoma. Aquesta mateixa combinacié es perfila com un
possible tractament del carcinoma d’endometri actuant, paradoxalment, a través

d’una via diferent.
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Zesum
RESUMEN

La utilitzacion de farmacos contra dianas terapéuticas especificas ha
revolucionado el tratamiento del cadncer. Si se compara con los tratamientos
antineopldsicos tradicionales, como la quimioterapia o la radioterapia, la terapia
contra dianas moleculares presenta una gran ventaja por su especificidad, tanto en la
relacién farmaco-diana como diana-tumor. Esto permite reducir la toxicidad
indiscriminada de los tratamientos anticancerosos, y adicionalmente, actuar de forma
dirigida contra determinados subgrupos de tumores. Por otro lado, estos nuevos tipos
de medicamentos pueden actuar de forma sinérgica entre ellos o en combinacion con

otros tratamientos clasicos.

En este trabajo hemos investigado los efectos de los siguientes tratamientos
contra dianas terapéuticas en lineas celulares de melanoma cutdneo primario y
metastatico: los analogos de la somatostatina Octreotide y SOM230, los inhibidores
del proteasoma Bortezomib, MG132, ALLN y Epoxomicina, el inhibidor de receptores
con actividad tirosina cinasa Sunitinib y el tratamiento combinado de Sunitinib y
Bortezomib. Esta ultima combinacion la hemos testado también en lineas celulares de
carcinoma de endometrio. Se observa que las lineas celulares de melanoma expresan
varios receptores de la somatostatina pero la inhibicién de la proliferacion de los
analogos de la somatostatina no supera el 50%. Los inhibidores del proteasoma son
eficientes a la hora de inducir una parada en el ciclo celular y muerte, tan dependiente
como independiente de caspasas. Sunitinib es capaz de reducir la viabilidad,
proliferaciéon e inducir apoptosis en aquellas lineas celulares expresoras de receptores
tirosina cinasa activados (PDGFRa i VEGFR2), ademas de interaccionar con Bortezomib
de forma sinérgica mediante el bloqueo de la via Akt. En el carcinoma de endometrio,
a diferencia de lo observado en el melanoma, Sunitinib no actua inhibiendo la
actividad tirosina cinasa de sus dianas conocidas y el efecto sinérgico con Bortezomib

se debe a la habilidad de Sunitinib de bloquear la via NFkB activada por Bortezomib.

Almenos en las condiciones utilitzadas en nuestro estudio, los analogos de la
somatostatina no parecen ser Utiles para el tratamiento del melanoma. Los inhibidores
del proteasoma y, en concreto, la combinacion Bortezomib y Sunitinib podria ser
efectiva en determinados casos de melanoma. Esta misma combinacién se perfila
como un posible tratamiento del carcinoma de endometrio actuando,

paraddjicamente, a través de una via diferente.
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ABSTRACT

The use of drugs against therapeutic targets has revolutionized the treatment
of cancer. If it is compared with traditional neoplastic treatments such as
chemotherapy or radiotherapy, targeted therapy presents more advantages due to its
high specificity, either in the relationship drug-target or target-tumor. This results in a
reduction of toxicity of the antitumoral treatments. In addition, these new therapies
can directly target specific tumor subtypes and can interact synergistically with each

other or in combination with classic treatments.

In the present work, we have investigated the effects of the following
treatments against therapeutic targets in cutaneous melanoma cell lines both from
primary or metastatic tumors: the somatostatin analogues Octreotide and SOM230,
and the proteasome inhibitors Bortezomib, MG132, ALLN and Epoxomicin, the tyrosine
kinase receptor inhibitor Sunitinib and the combined therapy of Sunitinib and
Bortezomib. This latter combination has been also tested in endometrial carcinoma

cell lines.

We have observed that melanoma cell lines express various somatostatin
receptors but the inhibition of the cell proliferation rate after somatostatin analogues
treatment is not higher than 50%. Proteasome inhibitors induce a cell cycle arrest and
cell death, both caspase dependent and caspase independent. Sunitinib reduces the
viability, proliferation and induces apoptosis in those cells presenting and activated
tyrosine kinase receptor (PDGFRa and VEGFR2) and interacts synergistically with
Bortezomib by blocking the Akt pathway. In contrast, in endometrial carcinoma,
Sunitinib does not inhibit the kinase activity of the well known targets and the
synergistic effect with Bortezomib is due to the ability of Sunitinib of blocking

Bortezomib-induced NFkB pathway.

Based on our experiments and conditions used in this study, somatostatin
analogues do not seem to be useful for the treatment of melanoma. Proteasome
inhibitors and particularly the combination of Bortezomib and Sunitinib could be
effective in certain melanoma subtypes. This combination seems to be a promising
treatment option for endometrial carcinoma, acting, paradoxically, through to a

different pathway.
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Dutnaduceio

1. DIANES TERAPEUTIQUES EN EL TRACTAMENT DEL CANCER

1.1 Concepte de diana terapéutica

Durant el segle passat, el tractament farmacologic del cancer es basava
basicament en la quimioterapia convencional, la qual pot produir efectes secundaris
greus. Més tard, van sorgir els tractaments en front a dianes terapeutiques concretes,
gue contrariament amb la primera terapia, presentaven una alta especificitat i menors
efectes secundaris. La terapia dirigida contra dianes terapéutiques concretes, lluny de
només atacar a les cel-lules amb més poder proliferatiu com la quimioterapia habitual,
pot atacar a una gran diversitat de processos cel-lulars diferents, responsables del
canvi de fenotip que sofreixen les cel-lules tumorals. La terapia dirigida contra dianes
terapeutiques pot interferir a processos tant dispars com la divisié cel-lular, la migracid
cel-lular, la mort cel-lular com I'apoptosi, I'angiogénesi i la resposta immune. El
desenvolupament de terapies dirigides requereix la identificacié de bones dianes
terapeutiques, fet per al que és necessari un estudi molt exhaustiu. Els tractaments en
front a dianes terapeutiques actuen inhibint de forma selectiva a molecules,
generalment proteines, la expressio o la sobreexpressié dels quals, és essencial o esta

alterada en el creixement de la neoplasia problema.

De forma molt interessant, el creixement de molts cancers es pot frenar
mitjancant la inactivacio del producte d’un Unic oncogen. Aquest fenomen rep el nom
d’adiccié oncogenica i es refereix a la necessitat que tenen molts cancers de mantenir
un unic o varis gens per al manteniment del fenotip maligne. Aquest producte genic,
tendd d’aquil-les d’un determinat cancer, pot representar ser una molt bona diana

terapeéutica a la qual atacar.

Un exemple de diana terapéutica coneguda i validada és Bcr-Abl en la leucemia
mieloide cronica (CML, chronic myeloid leukemia). La quimera Bcr-Abl és el resultat
d’una translocacid cromosomica entre el cromosoma 9 i 22 (cromosoma Philadelphia)
que ocorre en un alt percentatge en aquesta malaltia’. Degut a la fusié génica de tot
dos gens, Abl esta permanentment activada i aquesta activitat promou la proliferacié
continuada de les cél-lules de leucémia. Per tant, Bcr-Abl representa ser una bona
diana terapeutica. D’aqui ve I'exit del tractament amb Imatinib, un inhibidor selectiu
de Bcr-Abl en la CML.

Una vegada ha estat identificada una nova diana terapeutica, el tractament o la

terapia en front a aquesta s’haura de desenvolupar. La majoria de terapies dirigides
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contra dianes terapéutiques solen ser petits inhibidors o anticossos monoclonals. Els
petits inhibidors sén capagos de difondre’s en l'interior de les cel-lules i actuar sobre
les seves dianes intracel-lulars. En canvi, els anticossos monoclonals es dissenyen
especialment per atacar dianes extracel-lulars com poden ser els receptors que es
trobin anclats en la membrana plasmatica, ja que no poden penetrar dins la cel-lula. El
desenvolupament dels inhibidors petits solubles utilitzats en la clinica porta molts anys
de desenvolupament. El primer pas és I'escaneig farmacologic, en el qual s’identifiquen
inhibidors potencials de la diana terapéutica d’entre milers de molecules diferents. El
segon pas consisteix en I'adaptacio dels millors candidats mitjangant la modificacio i
I’addicié de grups quimics, per tal de millorar-ne les propietats. L'objectiu final és
obtenir el més efectiu i el més especific possible. En canvi, el disseny d’anticossos
monoclonals requereix I'Gs d’animals immunitzats, normalment ratolins. Més tard,
s’aillen els diferents anticossos produits i es fusionen amb cel-lules de mieloma,
formant els hibridomes, per tal de poder produir-los en gran quantitat. Després,
s’escolliran els anticossos que reaccionin millor amb la diana terapeutica. Per ultim,
aquests anticossos s’humanitzaran, mitjangant I'emplagament de porcions humanes,

per evitar el rebuig immunologic.

A pesar de I'elevada especificitat i de la disminucid d’efectes secundaris que
presenta la terapia dirigida contra dianes terapéutiques en comparacié amb la
quimioterapia convencional, aquesta presenta algunes limitacions. Les cel-lules
tumorals presenten resisténcia a aquestes amb facilitat i comporta problemes dificils
de resoldre. Per exemple, les cél-lules tumorals poden adquirir mutacions en el gen
BCR-ABL després del tractament amb Imatinib, que les fa resistents aquests, degut a
I"aparicié d’un canvi conformacional que fa perdre afinitat per I'inhibidor. En molts
casos, una altra terapia dirigida que pugués sobrepassar aquesta resisténcia no s’hi
troba disponible. Per aquesta rad, les terapies dirigides funcionen millor en combinacid
gue en solitari, ja sigui amb una altra terapia dirigida o amb els tractaments

antitumorals tradicionals.

1.2 Tipus de dianes terapeutiques

La terapia dirigida contra dianes terapeutiques pot afectar a una gran varietat
de processos cel-lulars degut a la gran diversitat de dianes terapeutiques descobertes.

Aixi trobem:

- Dianes terapéutiques involucrades en la proliferacio cel-lular
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Moltes de les molécules que es troben en aquest grup sén receptors de factors
de creixement (receptors amb activitat tirosina cinasa) o molécules que participen en
vies de senyalitzacio amb efecte proliferatiu. Sovint aquestes dianes terapéutiques es
troben sobreexpressades i/o activades en cancer en el cas dels oncogens. Aquesta
desregulacié porta a l'alteracid de les vies de proliferacid, com la via de les MAP
cinases i la via Akt. Un exemple d’alteracid molecular podria ser la que donaria lloc a
I’activaciod constitutiva dels factors de creixement c-Kit i PDGFRa o EGFR en el cas dels
tumors del tracte gastrointestinal (GIST, gastrointestinal stromal tumors) o en el
cancer de pulmd respectivament. També, es podria produir una alteracié de la via de
les MAP cinases degut a mutacions activadores de proteines involucrades en aquesta
via com B-raf i proteines de la familia Ras, com és en el cas del melanoma. Un altre
exemple podria ser una activacid constitutiva de la via PI3K/Akt/mTOR. L’activacio
d’aquest eix de senyalitzacié pot ser deguda a mutacions, delecions i silenciaments del
gen supressor tumoral PTEN o del gen implicat en el cicle cel-lular CDKN2A. Més
directament, es pot donar l'activacié de la subunitat catalitica de PI3K. Aquesta
proteina i d’altres activades (o sobreexpressades) en les vies anteriorment

mencionades podrien resultar, en un primer moment, bones dianes terapeutiques.

Exemples de terapies dirigides contra aquestes dianes terapeutiques sén
Imatinib mesylate, Sunitinib, Trastuzumab i Temsirolimus. Imatinib® és un inhibidor
petit de receptors amb activitat tirosina cinasa (RTK, receptor tyrosine kinase) que
inhibeix amb alta eficiéncia Bcr-Abl i c-Kit, i que s’usa per al tractament de leucémies i
GIST, cancers que manifesten alteracions en aquestes molécules. Sunitinib és un
inhibidor petit de RTK que ha resultat ser efectiu en GIST resistents a Imatinib, degut a
la inhibicié de c-Kit. Trastuzumab és anticos monoclonal dissenyat especificament
contra HER-2 (human epidermal growth factor receptor 2), utilitzat només en els
cancers de mama que el sobreexpressen®. Temsirolimus és un inhibidor petit de la
serina/treonina cinasa mTOR (mammalian target of rapamycin), activada en el
carcinoma renal. Apart, d’aquests es troben una gran varietat de farmacs que ja han
estat aprovat per la FDA (Food and Drug Administration) que estan dirigits contra

dianes terapeutiques concretes.

- Dianes terapéutiques que regulen la expressid genica

L'acetilacio d’histones és el mecanisme epigenétic principal de remodelatge de
la cromatina que regula I'expressié genica. Aquesta consisteix en I'addicié de grups
acetils en la sequencia terminal dels residus de lisina de les histones que converteix la

cromatina en eucromatina. Aquesta cromatina adquireix una forma més laxa i menys
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condensada, la qual pot esdevenir activada transcripcionalment. La eliminacié de grups
acetils, i per tant, la induccié del silenciament génic, la duen a terme els enzims
anomenats deacetilases d’histones (HDACs, histone deacetylases). Basats en aquest
coneixement es van dissenyat els inhibidors de HDACs. En actuar sobre I'acetilacié de
gens clau per a la cel-lula, la seva inhibicido d’aquests enzims condueix a multiples
alteracions cel-lulars. Aixi doncs, en el cancer, aquests agents inhibeixen la proliferacio
de les cel-lules tumorals, promouen la diferenciacié i indueixen apoptosi. Apart de
mantenir 'acetilacié del DNA, els inhibidors de HDACs poden acetilar factors de
transcripcié com el de P53, GATA-1 (factor de diferenciacio d’eritrocits) i el receptor

d’estrogens alfa (ERalpha).

Un altre compost que regula la expressid génica és I'acid retinoic, la principal
forma activa de la vitamina A. Quan I'acid retinoic s'uneix al seu receptor nuclear
regula la expressid genica d’aquells gens que controlen el creixement, la diferenciacio,

la supervivéncia i la mort cel-lular.

Exemples de terapies dirigides contra aquest tipus de dianes terapeutiques son
Vorinostat i Bexarotene. Vorinostat és un inhibidor de HDACs aprovat per la FDA I'any
2006 per al tractament del limfoma cutani de cel-lules T*. Bexarotene és un analeg de
la vitamina A, que pertany a la familia dels retinoids i ha estat aprovat per al

tractament d’alguns casos de la mateixa neoplasia.

- Dianes terapéutiques que indueixen apoptosi

Algunes terapies dirigides sén capaces d’induir apoptosi directament
mitjangant I'accié sobre certs organuls o processos essencials per la homeostasi
cel-lular, dels quals en depenen més les ceél-lules malignes que les normals. Exemples
d’aquestes son Bortezomib i Pralatrexate. Bortezomib és un inhibidor del proteasoma
que ha estat aprovat per al tractament del mieloma multiple’. El proteasoma és un
complex multienzimatic encarregat de la degradacid de les proteines d’origen
intracel-lular que inclou aquelles proteines implicades amb diverses funcions
fonamentals de la cél-lula. S’ha vist que la inhibicié del proteasoma provoca apoptosi,
tant en cel-lules normals com malignes, perd d’'una manera més intensa en aquestes
ultimes. Pralatrexate és una moléecula utilitzada en el tractament de limfoma periferic
de cel-lules T que interfereix en la sintesi de DNA de les cel-lules en divisio,
particularment en aquelles que sobreexpressen RFC-1, la subunitat del factor C de

replicacié®.
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- Dianes terapéutiques que afavoreixen la pérdua d’adhesid i la invasio

Una de les caracteristiques de les cel-lules tumorals és la seva capacitat de
desadherir-se del seu teixit d’origen, migrar i invair altres teixits, fets que afavoriran la
metastasi. Perquée aixo es produeixi cal una série de canvis en el patrd d’expressio de
determinades molécules en les cel-lules tumorals. Per comencgar les cel-lules poden
sofrir un procés conegut com a transicioé d’epitel-li a mesenquima. Per fer-ho, hauran
de perdre I'expressié de proteines epitel-lials d’adhesié com la E-cadherina i expressar-
ne d’altres com la N-cadherina, responsable de I'adhesié a I’endotel:li vascular,
integrines i metal-loproteinases, responsables de la migracié i de la degradacié de
matriu extracel-lular. Exemples de tractaments contra aquestes dianes terapeutiques
son Etaracizumab o ADH-1. Etaracizumab és un anticos monoclonal dissenyat contra la
integrina avB3, que inhibeix la proliferacid, indueix apoptosi en les cél-lules
neoplasiques i exerceix un efecte antiangiogénic” . ADH-1 és un inhibidor de la N-

cadherina, la qual cosa impediria I’angiogénesig.

- Dianes terapéutiques que regulen I’angiogénesi

Altres terapies estan dirigides a atacar certs processos que només es donen en
les cel-lules tumorals. Un cop els tumors han arribat a una certa mida, requereixen de
la irrigacio sanguinia que els facilitara I'aport de nutrients i oxigen necessari per al seu
creixement. Les cél-lules tumorals secreten factors de creixement i citoquines que
atreuen i estimulen el creixement dels vasos sanguinis. Un exemple n’és el VEGF
(vascular endothelial growth factor). Aquest s’uneix al seus receptors (VEGFR, vascular
endothelial growth factor receptor) presents en les cél-lules endotel-lials i aquesta unid

promoura el creixement de nous vasos sanguinis.

Aguelles terapies dirigides contra aquestes dianes terapéutiques bloquejaran el
creixement de vasos sanguinis, i frenaran el creixement tumoral. Exemples de terapies
dirigides contra dianes terapeutiques que afecten l'angiogenesi sdn Bevacizumab,
Sorafenib i Sunitinib. Bevacizumab és un anticos monoclonal contra VEGF, aprovat per
al tractament del glioblastoma, alguns casos de cancer de pulmé de cél-lula no petitalo,
cancer de mama, cancer colorectal i per la metastasi del carcinoma renal. El bloqueig
de VEGF evita que interaccioni amb el seu receptor en les cel-lules endotel-lials.
Sorafenib és un inhibidor petit de proteines amb activitat tirosina cinasa, que ha estat
aprovat per al tractament del carcinoma renal i alguns casos de carcinoma

hepatocel-lular'’. Aquest inhibidor inhibeix B-raf perd també els VEGFR. Sunitinib esta
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aprovat per al tractament del carcinoma renal i els tumor pancreéticslz. En aquests

tumors, interfereix en la senyalitzacié de VEGF-VEGFR, en inhibir aquests receptors.

- Dianes terapéutiques que regulen la resposta immune

Molts tumors desencadenen una resposta immune, amb la qual el sistema
immune intenta destruir-los. No obstant, les cél-lules tumorals disposen d’una serie
d’estrategies per burlar aquesta resposta. Les terapies dirigides d’aquest ambit van
encaminades a evitar I'escapament de les céel-lules tumorals de I'accié del sistema
immune o a potenciar la resposta immune. Una de les maneres de lluitar contra
aquests mecanismes és inhibir un receptor del limfocits T, anomenat CTLA-4. Aquesta
molécula es troba en la superficie dels limfocits T activats i competeix amb la molécula
CD28 limfocitaria per la unié a la molécula B7 de les cél-lules presentadores d’antigens.
La unié de CTLA-4 amb B7 inhibeix I'accié dels limfocits T*2. Si s’inhibeix CTLA-4 s’evita
gue aixo passi. Ipilimumab i Tremelimumab sén dos anticossos monoclonals
especialment dissenyats per inhibir CTLA-4*. La seva accié trenca la immunotolerancia
i estimula al sistema immune a atacar a les cel-lules tumorals. Ipilimumab ha estat

v, 1
aprovat recentment per al tractament del melanoma metastatic®.

- Inhibicié de multiples dianes terapéutigues i terapia combinada

La primera onada de terapies dirigides contra el cancer va anar enfocada cap a
la inhibicié de dianes terapeutiques com factors de creixement i proteines de les seves
vies de senyalitzacio “downstream”. Per0 aviat es va fer evident que la utilitzacié de
farmacs en monoterapia, encara que a vegades mostrés efectes antitumorals
remarcables, no era suficient per a erradicar el tumor. Donada la heterogeneitat
genetica i la plasticitat de molts cancers, és bastant improbable que I'ds d’una unica
terapia dirigida produeixi la remissié total d’un cancer. Pot ser que els tumors perdin
I’adiccié oncogénica i apareixin les resisténcies. Els mecanismes de resistencia s’estan
estudiant detingudament i es creu que poden ser deguts a I'aparicio de mutacions
secundaries en la mateixa diana terapeutica o en altres proteines, o a altres
aberracions genétiques. Per exemple, les mutacions en KIT estan associades a una
menor unid de I'inhibidor al receptor en GIST, les quals disminuirien els beneficis que
Imatinib tenia en un principi’®. En el cas del melanoma, la resisténcia al farmac
PLX4032 es creu que pot ser deguda a I'aparicié de mutacions secundaries en NRAS' o
PDGFRB™. Altres aberracions podrien activar altres vies de senyalitzacié, com la de la
PI3K, que al final no podrien superar els efectes de la terapia dirigida®. Per tant,

sembla ser que en molts cancers s’activen multiples vies de senyalitzacié aberrants i
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redundants com a resultat de modificacions genétiques a diferents nivells. També
diversos farmacs o agents poden activar vies indegudes de supervivencia que podrien
ser bloguejades mitjancant I'Gs d’una segona terapia. Aquesta realitat fa patent la
necessitat d’administrar terapies combinades per superar tota aquesta complexitat de

senyalitzacions.

Les terapies combinades han tingut éxit en nombrosos cancers, en
guimioterapia convencional com amb radioterapia o terapies contra dianes
terapeutiques. Per exemple, el limfoma de Hodgkin s’ha pogut curar mitjancant
I’administracié combinada de mustargen, vincristina, procarbazina prednisona, mentre
qgue la utilitzacié de cada farmac per separat no donava practicament cap resultat
positiu. També s’han combinat nombrosos farmacs amb la radiacié ionitzant amb exit,
per exemple 5-fluorouracil en el cas del cancer colorectal®® o cetuximab en el cas del
cancer de cap i coll’. També, la utilitzacié de terapies dirigides juntament amb
citotoxics han produit respostes més favorables que els agents per si sol, com per
exemple, I'Gs de bevacizumab amb 5-fluorouracil, leucovorina o oxaliplati en el cancer
colorectal®®. Per tant, sembla raonable, la utilitzacié de terapies combinades per al

tractament del cancer, per tal d’'incrementar I'efecte antiproliferatiu del tractament.

Quan un o més farmacs es combinen, i cap farmac influencia l'altre, es
produiria un efecte additiu. En canvi, quan dos farmacs s’influencien, sorgiria un efecte
sinergic o antagonistic. En un efecte sinergic, I'efecte final és més potent que la suma
dels efectes de tots dos farmacs per separat. Un efecte sinérgic entre dos farmacs té
un significat medic important, ja que vol dir que per a una dosi menor de farmac s’esta
aconseguint el mateix efecte antiproliferatiu i, com a conseqiiencia menys efectes
secundaris i adversos per al pacient. S’"ha argumentat molt sobre la terapia combinada
ideal. Molts autors apunten cap a la “inhibicié vertical”. Un exemple podria ser la
inhibiciéd de PI3K, Akt i mTOR a la vegada. En canvi, altres autors apunten cap a la
“inhibicid horitzontal”, on els dos farmacs actuen en dues vies de senyalitzacid
diferents en la que existeix una comunicacio i aixi es potencien els seu efectes. Un
exemple seria I'efecte sinergic que presenta la inhibici6 de mTOR per part de
Everolimus en combinacié amb un inhibidor de MEK?, degut al bucle de regulacié
creuat que existeix entre dues vies de senyalitzacié. Fins i tot, es pot inhibir la mateixa
molécula mitjangant diferents mecanismes. Per exemple, s’ha trobat que Ila
combinacié d’Imatinib amb altres inhibidors de segona generacid com Nilotinib o

Dasatinib resulta efectiva degut a que aquests ultims poden inhibir c-kit aquells tumors
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que han adquirit resisténcies a Imatinib®. Si més no, totes tres aproximacions han

donat com a resultat efectes sinérgics esperangadors.

En el cancer, un bon exemple de terapia combinada, extensament explotada, és
la combinacié d’inhibidors de RTK amb la radioterapia i amb altres farmacs. Amb la
utilitzacio d’inhibidors de RTKs es pot aconseguir una normalitzacié del flux sanguini en
el tumor, ja que s’inhibeixen receptors clau en I'angiogenesi, els VEGFRs i PDGFRs.
Aquest fet afavoriria la distribucid homogenia d’un segon farmac arreu en el volum
tumoral. També, s’han utilitzat els inhibidors de RTKs en combinacié amb la
radioterapia per dues raons. La primera és que la normalitzacié del flux sanguini per
part dels RTKs fa desapareixer les zones d’hipoxia, amb la qual cosa I'aport d’oxigen
arriba fins i tot a les zones més allunyades i interiors del tumor, augmentant-se aixi
I'eficacia de la radiacid ionitzant, la qual requereix de I'oxigen per generar espécies
reactives d’oxigen i matar les cél-lules. La segona és perqué se sap que la radiacié
ionitzant pot activar nombroses vies de supervivéencia, ja sigui directament, o
indirectament activant o induint la sintesi de Iligands de factors de creixement o dels
factors de creixement en si. Amb I'administracié d’un inhibidor de RTK se suprimiria
aquest efecte indesitjat. També simplement, I'Us d’inhibidors de RTK’s amb altres
farmacs podria fer baixar el llindar de susceptibilitat a mort o apoptosi de les cel-lules

al farmac utilitzat o agent utilitzat.

En aquesta linia, s6n nombrosos els estudis que demostren com els inhibidors
de RTK’s poden alterar el flux sanguini i millorar la distribucié de farmacs arreu en el
tumor, com Imatinib25‘27, Bevacizumab™ i Sorafenib®, Aquest ultim treball en un
model in vivo de melanoma. També s’ha utilitzat la combinacié d’inhibidors de RTKs
com Sunitinib®®, Sorafenib® i inhibidors de EGFR (epidermal growth factor receptor)®"
32 juntament amb la radioterapia, veient-se un efecte avantatjés amb la radiacid
ionitzant. A més, s’ha vist que els inhibidors de RTK poden sensibilitzar a la mort per
nombrosos agents quimioterapeutics i farmacs. Un exemple, n’es la utilitzacié de
Sorafenib en combinacié amb amb oxaliplati, cisplati, rapamicina, I'inhibidor de Bcl-2
ABT-737 i TRAIL**?®,

Pel que fa referéncia a la utilitzacié d’inhibidors del proteasoma amb inhibidors
de RTK, hi ha nombrosos treballs en la bibliografia que descriuen un efecte sinérgic
entre aquestes dues terapies en una gran varietat de models cel-lulars, com cel-lules
de CML, glioblastoma, carcinoma hepatic, adenocarcinoma pulmonar, carcinoma renal,

cancer colorectal o cancer de mama. Per exemple, s’han utilitzat inhibidors de EGFR
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37-39
b

com Gefitinib, Vandetanib i Cetuximab en combinacié amb Bortezomi . També

s’ha vist un efecte sinérgic amb la utilitzacié de Imatinib i Bortezomib*” **

42, 43
b

, aixi com
amb la combinacié de Sorafenib i Bortezomi . Moltes d’aquestes combinacions
han resultat avantatjoses perqué Bortezomib, per si sol, no s’"ha mostrat suficientment
capag d’inhibir Akt, pero, en canvi, combinant-lo amb inhibidors de EGFR ha permes
una inhibicié total d’aquesta via de senyalitzacié. D’altra banda, la combinacid de
Bortezomib amb Sorafenib ha donat com a resultat una activacié de la via d’estres
cel-lular de les INK (stress- related c-Jun NH2-terminal kinase) o una sotaregulacid de
la proteina antiapoptotica Mcl-1. En el cas d’Imatinib i Bortezomib, la combinacié
d’aquests dos farmacs déna com resultat una sobreregulacié de PP2A, un regulador
negatiu de Bcr-Abl o bé una disminucié de I'expressié i fosforil-lacié d’aquesta quimera
oncogenica. En la majoria de casos, I'efecte sinérgic s’ha fet patent per un increment
de l'apoptosi, observant-se aixi un increment del tall de caspases, la sortida de
citocrom C o la disminucié de la proteina antiapoptotica Bcl-2 amb la combinacio de

tots dos farmacs, la qual no s’ha observat utilitzant els farmacs per separat.

En conclusid, per totes aquestes evidencies descrites anteriorment i donada la
complexitat, la heterogeneitat i la connexié existent entre moltissimes vies de
senyalitzacié intracel-lulars en els tumors, és raonable anticipar que la terapia
combinada dirigida, utilitzant diferents farmacs i agents, sera més potent i avantatjosa
gue la monoterapia. No obstant, s’ha de tenir en compte certs aspectes com la
toxicitat a I'hora d’introduir les terapies combinades. Per exemple, dos terapies que
interaccionen de forma sinérgica també poden induir una toxicitat sinérgica en el
pacient. Aixi doncs, s’haura de buscar un balan¢ entre la seva toxicitat i la seva
poténcia curativa. La utilitzaciéo de terapies combinades no és més que una petita
aportacié al que sera el tractament del cancer en un futur, 'anomenada terapia

personalitzada
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2. EL MELANOMA

El melanoma és un tipus de cancer de pell que consisteix en la transformacio
maligna dels melanocits. Els melanocits sén unes cel-lules especialitzades situades en
la membrana basal de I'epidermis que s’encarreguen de produir melanina, un pigment
de la pell, ulls i cabell, la funcié del qual és la de bloquejar els rajos ultraviolats solars,
evitant que danyin el DNA cel-lular. El melanocit és una cél-lula dendritica que en el
seu origen deriva de la cresta neural i migra cap a la epidermis i el fol-licle pilds durant

I'embriogenesi.

La majoria dels melanomes deriven dels melanocits de la pell (melanoma
cutani). Molt més rarament, existeixen melanomes que s’originen a l'iris o a la coroides
(melanoma ocular), en les mucoses anorectal, genital, oral, nasal, etc. (melanoma de
musoses) i fins i tot, en organs interns (melanoma de glandula suprarenal, meninges o
primari ganglionar). En la pell, el melanoma sol iniciar-se en els melanocits de la unid
dermoepidermica. Aquest tipus de melanoma s’anomena melanoma de novo, el qual
és esporadic. També es poden originar a partir d’'una lesid preexistent, com per
exemple, un nevus congénit o un nevus displasic. Aquest tipus de melanoma

s’anomena melanoma sobre nevus.

El melanoma no és una malaltia nova. Ja se’n data de la seva existencia
centenars d’anys enrere. Un exemple es troba en un examen fet el 1960 en nou
momies del Perd, amb una antiguitat al voltant dels 2400 anys. Aquestes presentaven
signes evidents de melanoma: masses melaniques en metastasis cutanies i difoses als
0ssos. L'any 1787, John Hunter es divulga com el primer en operar el melanoma
metastatic. Malgrat no saber exactament el que era, el va descriure com una
excrescencia fungosa cancerosa. El tumor extirpat es conserva actualment en el Museu
Hunter del Col-legi Real de Cirurgians d’Anglaterra. No va ser fins al 1968 que I'examen
microscopic de la mostra revela que era un exemple de melanoma metastatic. Més
tard, el metge frances René Laennec fou el primer en descriure el melanoma com una
entitat de la malaltia. El seu informe fou presentat inicialment durant una conferencia
de la Faculté de Médecine de Paris I'any 1804 i fou posteriorment publicat en un
butlleti I’'any 1806. L’any 1857, William Norris va observar que existia una predisposicié
familiar per al desenvolupament del melanoma, tal i com s’explica en el primer
informe en idioma anglés sobre melanoma: vuit casos de melanosi amb patologia i
comentaris terapeutics sobre la malaltia. El primer reconeixement formal del
melanoma avancgat com un tumor intractable va venir de la ma de Samuel Cooper I'any

1840. Ell va afirmar que les possibilitats de supervivéncia depenien considerablement
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de la eliminacié temprana del tumor. Un segle i mig més tard, aquesta situacid és

practicament igual.

2.1 El melanocit

El melanocit es caracteritza per tenir un nucli ovalat i presentar dendrites. En
condicions normals els melanocits es disposen a nivell de la capa basal epidérmica
contactant amb els queratinocits mitjancant les seves dendrites. La densitat de
melandcits es variable depenent de la regié anatomica, perd molt constant entre els
individus de diferents races, perdo mai superen el 10% del total de tipus cel-lulars
presents en la epidermis. El color de la pell depéen de la seva activitat. La melanina pot
ser de eumelanina (color marrd) o feomelanina (pigment vermell groguenc). Totes
dues son produides a partir d’'una tirosina, en el reticle endoplasmatic rugods i I'aparell
de Golgi en arribar a la cél-lula la hormona estimulant del melanocit (MSH, melanocyte
stimulating hormone) que es fixa al receptor de la membrana d’aquest (MCR). En
I’ésser huma, la melanina es troba en la pell, el cabell, en el recobriment de la retina,
en la medul-la adrenal, en la zona reticular de la glandula adrenal, I'oida interna, i en el
cervell, en la substancia nigra i el locus ceruleus. La melanina constitueix un factor de

proteccio fisiologica en front a les radiacions ultraviolades.

Figura 1. a. Tincié de pell humana normal amb hematoxilina i eosina. Les cél-lules de la part
superior de la seccié (queratinocits) contenen un nucli gran i blau. Els melanocits normals
tenen un nucli més petit i un citoplasma inapreciable comparat amb els queratinocits del
voltant. Els melanocits estan localitzats tipicament en la membrana basal de la epidermis, en
conjuncié amb la dermis. b. Analisiimmunohistoquimic de la mateixa mostra de teixit, tenyida
amb el marcador D5, que tenyeix el factor de transcripcié MITF (micropthtalmia-associated
transcription factor) localitzat en els nuclis dels melanocits. (Modificat de: Lin JY. et al. Nature,
2007, 445:843-850)"
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2.2 Incidencia, epidemiologia i factors de risc en el melanoma

El melanoma és el cancer més letal de tots els tipus de cancers de pell. El
melanoma només engloba el 4% de tots els cancers de pell pero n’és el responsable
del 80% de morts d’aquests. Només el 14% dels pacients amb melanoma metastatic
sobreviu als cinc anys™. La incidencia del melanoma esta incrementant d’'una manera
alarmant, degut principalment a I’Us recreatiu que se’n fa de I'exposicié solar. De fet,
és el cancer que s’esta incrementant més entre la poblacié de pell clara arreu del moén,

46 L

incloent Europa i Estats Units augment anual de les taxes d’incidencia varia entre el

3iel 7% en els diferents paisos de poblacié de pell caucasica®’.

Entre aquestes zones geografiques, cal destacar que Australia i Nova Zelanda
sén els paisos que presenten la incidéncia i la mortalitat de melanoma més elevades
del mon. Entre els anys 1980 i 1987, a Queensland, Australia, la taxa d’incidencia era
de 55,8 casos per 100.000 habitants per any, en homes, i de 42.9 en dones. Amb
aquesta incidencia, el melanoma a Australia s’ha convertit en el quart tumor més
freqlent en homes i el tercer més freqiient en dones. Actualment s’estima que 1 de
cada 25 homes i 1 de cada 34 dones a Australia desenvoluparan un melanoma al llarg
de la seva vida®. A Europa, existeix una diferéncia clara entre el nord i el sud. Aixi
mateix, els paisos nordics presenten 15 casos de melanoma per 100.000 habitants i per
any, i els paisos de la conca mediterrania 6 casos per cada 100.000 habitants i per any,
entre ells Espanya49. S’ha de dir, perod, que en aquest paisos s’ha produit un augment

important de melanomes en els Ultims anys.

Aquestes evidéencies son especialment rellevants, tenint en compte diversos
factors. Es un cancer que afecta majoritariament a gent jove i de mitjana edat,
metastatitza amb facilitat i és altament resistent als tractaments antineoplasics

convencionals.

Pel que fa a la mortalitat per melanoma, aquesta ha augmentat més rapid que
en la resta de cancers, a excepcid de pocs. No obstant, 'augment de la taxa de
mortalitat per melanoma en la poblacié blanca en els Ultims anys no ha estat tan
elevada com la seva taxa d’incidéncia. La taxa de mortalitat anual varia de 1-3 casos
per 100.000 habitants en I’"hemisferi nord fins a 5-10 casos en paisos de |I"hemisferi sud

com Australia i Nova Zelanda.
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Nombrosos estudis epidemioldgics mostren que la radiacié ultraviolada solar
(UVR, ultraviolet radiation) és el principal factor de risc per a l'inici del melanoma,
principalment els rajos de tipus B (UVB, ultraviolet radiation type B)*°. Almenys, és
I’Gnic factor ambiental conegut. No obstant, els mecanismes a partir del quals la UVR
inicia el melanoma encara es desconeixen. Es creu que la UVR pot predisposar a la
transformacié tumoral mitjancant diferents mecanismes. En primer lloc, se sap que la
UVR, en ser una radiacié ionitzant, incrementa la produccié de radicals lliures™* en
I’entorn de la possible lesié, danyant diferents components cel-lulars com el DNA i les
proteines. Especialment la pell, n’és una diana principal, degut a la seva extensa
superficie. Aquest fet, seria especialment rellevant si, a part, existeix una deficiéncia en
la reparacio del dany al DNA, com per exemple, en el cas del sindrome heretat del
xeroderma pigmentosum, on els individus afectats presenten una alta predisposicié al
melanoma. En segon lloc, la UVR indueix una supressié del sistema immune®, ja sigui
per la disminucié de les cél-lules de Langerhans, afectant el sistema de presentacié
d’antigens, com per a disminucido dels limfocits T. Ambdds fets conduiran a la

invisibilitat de les cel-lules ja tumorals per part del sistema immune.

A pesar de I'important paper que tenen els UVR en la genesi de novo d’un
melanoma, no s’ha de depreciar la impremta geneética de cada individu. En aquest
sentit, s’han identificat nombroses mutacions en determinats gens que augmenten el
risc de patir el melanoma. Dins dels gens d’alta penetrancia trobem els gens CDKN2A
(cyclin-dependent kinase inhibitor 2A)/INK4 i CDK4 (cyclin-dependent kinase 4). El gen
CDKN2A codifica per dos proteines depenent de les formes d’splicing: p16 i p14*F (p14
alternative reading frame); també coneguda com p19. Ambdds proteines son
reguladores negatives del cicle cel-lular. p16 és un inhibidor de CDK4, que al seu torn
s’uneix a ciclina D i fosforil-la pRB (retinoblastoma protein), el qual allibera els factors
de transcripcid E2F que promouen la transicidé entre les fases G1 i S, afavorint la
proliferacié del melanocits. D’altra banda, p14*% és un inhibidor de MDM2 (murine
double minute 2), que al seu torn accelera la destruccié de p53. La perdua de p53
comporta a la cél-lula un desajustament dels punts de control del cicle cel-lular i en la
capacitat d’induir apoptosi. La seva delecié i mutacid és altament prevalent en casos

de melanoma familiar>® (del 25 al 40%) i comporta una desregulacié severa del cicle

cel-lular, afavorint la proliferacié dels melanocits. Pel que fa al gen CDK4, similarment
amb el que passa amb el gen CDKN2A, participa també en una via de supressié tumoral

i s’ha descrit igualment com un gen de susceptibilitat al melanoma.
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Figura 2. a. Transcrits del gen CDKN2A: INK4A (p16) i ARF (p14ARF

ARF

). b. p16 controla la transicié
entre G1-S regulada per retinoblastoma (RB). c. p14™ actua com un potent supressor
tumoral evitant la degradacié de p53 mediada per MDM2. (Modificat de: Chin L. et al. Nature
Reviews Cancer, 2003, 3:559-570)>".

Pel que fa a gens de baixa penetrancia trobem el gen MC1R (melanocortin 1
receptor). Aquest gen s’expressa en els melanocits i la proteina resultant té un paper
rellevant en la sintesi de melanina. Concretament, quan la proteina esta activada
indueix la sintesi de eumelanina (pigment melanic marré o negre) mentre que quan
esta poc activada es produeix feomelanina (pigment melanic groc o vermell). Les
variants al-leliques disfuncionals, en el gen MCI1R, que produeixen poca activitat de la
proteina resultant, sén relativament freqlients entre la poblacid pel-roja i estan
associades a un increment en el risc de patir melanoma®, ja que I'abséncia

d’eumelanina resta proteccié contra la UVR en aquests individus.

2.3 Alteracions moleculars del melanoma

L'any 2002, Davies i col-laboradors varen trobar que el 66% dels melanomes
presentaven una mutacié somatica en el gen BRAF>®. B-raf és una serina/treonina

cinasa, la qual és el component central de la via de les MAPKs, mitogen-activated
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protein kinase (Ras-Raf-Mek-Erk). Aquesta via regula el creixement cel-lular, la
proliferacié i la diferenciacié en resposta a varis factors de creixement, citoquines i
hormones. Les mutacions en BRAF sén més comuns en aquells melanomes que
ocorren en pell que ha estat exposada al sol de forma intermitent. EI 81% dels
melanomes que ocorren en pell que no ha sofert una exposicid cronica al sol presenta
mutacions en BRAF’. Igualment que BRAF, NRAS es troba freqiientment mutat en els
melanomes que ocorren en les mateixes condicions. En canvi, la majoria d’aquells
melanomes situats en zones no exposades cronicament al sol com els palmells de les
mans, soles dels peus (melanoma acral) i mucoses, juntament amb aquells melanomes
ocorreguts en pell exposada cronicament al sol, no presenten mutacions en BRAF ni
NRAS.

De forma interessant, aquells melanomes amb BRAF i NRAS salvatge, presenten
un numero més elevat de copies dels gens CDK4 i CCND1 (gen de la ciclina D1). Tots
dos gens codifiquen per proteines que participen en la fase G1 del cicle cel-lular i que

sén activats per la via de les MAPKs"’.

S’han trobat mutacions en PTEN en el melanoma, perd en baixa freqiiéncia.
PTEN és un gen supressor tumoral que regula negativament la via Akt, una via de

proliferacio i supervivencia.

Recentment, s’ha trobat amplificacions somatiques del gen MITF
(microphtalmia-associated transcription factor) en el 15-20% dels melanomes
metastatics®®. MITF és un factor de transcripcié que regula la diferenciacié del

melanocit. L'amplificacié d’aquest contribueix a un nou mecanisme carcinogenic.

Pel que fa al gen KIT, Curtin i col-laboradors®® van trobar que el 39% dels
melanomes de mucoses, el 36% dels melanomes acrals i el 28% dels melanomes sobre
pell amb dany solar cronic presentaven un augment en el nimero de copies del gen
KIT, mentres que aquells melanomes sobre pell sense dany solar cronic cronic no en
presentaven. A més, el 79% dels tumors amb mutacions en KIT i el 53% dels tumors
amb multiples copies de KIT van mostrar un augment en els nivells de c-Kit en la fase
de creixement vertical. Aquest fet indicaria que I'increment de I'expressié de Kit és
essencial per a la progressid d’aquests melanomes. Pel que fa a mutacions en KIT,

aquestes s’han descrit normalment en els melanomes acrals i de mucoses.

Recentment, s’"han descrit mutacions en el gen que cofifica per la subunitat alfa
de la proteina GNAQ en el 50% dels melanomes uveals (oculars)®®. QNAQ, codifica per

les subunitats alfa de les proteines G de classe g, les quals duen a terme la
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senyalitzacid entre els receptors acoplats a proteines G i els seus efectors downstream,

com per exemple Ras.

2.3.1 Tumorogenesi i progressio tumoral del melanoma cutani. Mecanismes de

transformacioé neoplasica del melanoma cutani

La progressio del melanoma cutani varia depenent si el seu origen és el d’un
melanoma de novo o d’'un melanoma sobre nevus. El 70% dels melanomes sén
melanomes de novo i el 25% restant sén melanomes que ocorren sobre nevus

preexistents.

En el cas dels melanomes sobre nevus, s’han establert cinc estadis per a la
transformacié i progressid tumoral del melanocit, basant-se en criteris clinics,
histopatologics, immunopatologics, citogenetic i propietats in vitro: (1) nevus
melanocitic benigne, sense canvis displasics, (2) nevus displasic estructuralment atipic,
(3) melanoma primari en fase de creixement radial (RGF, radial growth phase), (4)
melanoma primari en fase de creixement vertical (VGF, vertical growth phase) i (5)
melanoma maligne metastatic. Els precursors del melanoma, tant el nevus benigne
com el nevus displasic, es caracteritzen per una disrupcié en la melanina epidérmica.
Aquest fet comporta un increment en el nombre de melandcits en relacié amb els
queratinocits. Aquestes lesions precursores poden progressar en el melanoma in situ,
el qual creix radialment i resta confinat en la epidermis. Aquesta fase es defineix com
la RGF. En canvi, en la VGF, el tumor pot envair la capa més superficial de la epidermis i
penetrar cap a la dermis i el teixit subcutani, travessant la membrana basal. Es creu
que la transicié desde la RGF fins a la VGF és un pas crucial en la evolucié del
melanoma que presagia I'adquisicio de la capacitat de metastatitzar, la qual cosa
determina un mal pronostic. En relacié amb I'esquema, en la RGF, les cel-lules de
melanoma requereixen dels factors trofics sintetitzats pels queratinocits per
sobreviure, sén incapaces de créixer independentment de substrat i son no
tumorigéniques. En canvi, les cél-lules en la VGF han aconseguit escapar del control
dels queratindcits, han establert connexions amb els fibroblasts, han adquirit la
capacitat de créixer independentment de substrat trofic i son altament

tumorigeniques.
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Figura 3. Esquema que mostra les diferents fases del melanoma. a. Pell normal. b. RGF. c.
VGF. (Modificat de: Chin L. et al. Nature Reviews Cancer, 2003, 3:559-570)**

Els canvis histologics que tenen lloc durant la evolucié del melanoma, des del
nevus benigne fins al melanoma metastatic es poden relacionar amb les mutacions
genetiques puntuals que s’ha vist que tenen lloc en els diferents estadis de progressié
del melanoma. La seglient figura mostra les lesions moleculars que tenen lloc durant el

procés de transformacio del melandcit situat sobre un nevus preexistent.

En un primer moment, apareix la mutacié en BRAF en l'estadi del nevus
benigne. En ser B-raf un component “upstream” de la via de les MAPK, la seva mutacié

amb guany de funcid activa aquesta via en un primer estadi.

Staee Benign Dysplastic Radial-Growth Vertical-Growth | Metastatic
8 Nevus | Nevus Phase Phase Melanoma
L
Epidermis
Basement f1i| S
membrane
Dermis
—
Metastasis to lung, liver,
or brain
Benign Premalignant Decreased diffe
Biologic Limited growth Lesions may regress | Unlimited hyperplasia Crosses basement membrane | Dissociates from primary
Evants Random atypia Canrnot grow in soft agar Grows in soft agar tumor
Clonal proliferation Forms tumor Grows at distant sites
BRAF mutation
CDKNZA loss
PTEN loss
Molecular Increased CD1 >
sl E-cadherin loss >
esions N-cadherin expression
V33 integrin expression
MMP-2 exp ]
Survivin
Reduced TRPM1 Absent TRPM1

Figura 4. Canvis moleculars i biologics en la progressié del melanoma (Modificat de: Miller AJ.
et al. The New England Journal of Medicine. 2006, 355:51-65)"
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Més tard, noves mutacions o delecions en el gen CDKN2A i PTEN provocaran
I'aparicié d’una legido premaligna, el nevus displasic. La pérdua de funcié de les
proteines codificades per aquest gens induiran proliferacié i supervivéncia dels
melanocits. A partir d’aqui, la futura progressié cap a melanoma s’ha associat a la
desdiferenciacio, a la baixada en I'expressid de marcadors de melanoma regulats per
MITF i a I'increment de I'expressié de ciclina D1. En la fase de creixement radial, les
cél-lules es caracteritzen per la preséncia de E-cadherina, una molécula d’adhesié que
interacciona amb els queratinocits i impedeix la migracié de les cél-lules des de la seva
localitzacié intraepidermica. La fase de creixement vertical i la de melanoma
metastatic va associada a canvis en el control de I'adhesié cel-lular i en la capacitat de
migracio. Aixi doncs, en aquesta fase veiem canvis com la perdua d’E-cadherina,
I’expressié de N-cadherina, de l'integrina aVB3 i de MMP-2 (metalloproteinasa 2). La
N-cadherina és una molécula que interacciona amb els fibroblasts, macrofags i cel-lules
endotel-lials. Aquesta interaccio facilitara la intravasacié de les céel-lules malignes. A
part, també veiem canvis en I'expressié de TRPM1 (gen de la metastatina), la funcid
del qual es desconeix pero se sap que predisposa a la disseminacié del melanoma. Per
ultim, I'expressié de survivina conferira resisténcia a I'apoptosi, en inhibir la formacié

de I'apoptosoma.

Pel que fa referéncia als melanomes de novo, el seu procés de tumorogéenesi no
transcorre de igual manera que el detallat en la figura 4. Els melanomes de novo, no
s’originen a partir d’una lesié premaligna. No apareix ni el nevus benigne ni el nevus
displasic. Aquests tipus de melanomes resulta d’'una acumulacié de exposicid als UVR
amb el corresponent danys en els melanocits d’aquella regié de la pell (Fitzpatrick’s

Dermatology in General Medicine, 7th Edition, 2008).

2.4 Tipus clinicopatologics del melanoma cutani

No tots els melanomes sén iguals. Existeixen diferents tipus de melanoma

depenent de la localitzacié del tumor original. Aixi trobem el melanoma cutani, el

melanoma de mucoses i el melanoma uveal o ocular, localitzats en la pell, mucoses i ull

respectivament. Val a dir, que la majoria de melanomes diagnosticats son d’origen
cutani. Aixi mateix, dins dels melanomes cutanis també trobem una classificacio
atenent a la seva localitzacié , aparenca i a I'avaluacié del tumor per part del patoleg.

Els diferents tipus de melanoma cutani sén els segiients:
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Melanoma d’extensié superficial. Es el més comu en la
raca blanca i compren entre el 40 i el 70% dels casos. Pot
apareixer a qualsevol lloc del cos, incloent aquelles arees
no exposades a la UVR, tot i que si afectades per
cremades previes. Sassumeix que apareix a partir d’una
piga ja existent. La seva mida ronda entre 1-2 cm i pot
tenir un limit irregular. Pot ser que no quedi aixecat més
enlld de la pell. Es marré o negre i en pot presentar
d’altres com el rosa i el blau. Tendeix a créixer lentament,
primer en una fase de creixement radial i després de

creixement vertical. Exemple de melanoma sobre nevus.

Melanoma nodular. Compren entre el 15% i el 30% de
tots els casos de melanoma cutani. Majoritariament, la
seva localitzacio és en el tronc. Originalment, apareix com
un nodul i el seu color és normalment blau-negre, gris o
marro fosc, tot i que, de vegades pot presentar coloracié
rosa o de carn. Creix rapidament i té un mal pronostic, en

presentar només fase de creixement vertical.

Melanoma sobre lentigen maligne. Ocorre en el 4-10%
dels casos de melanoma cutani. Es desenvolupa molt
lentament, en anys i no s’origina a partir d’'una piga ja
existent. Apareix normalment en aquelles arees del cos
que han patit una exposicié solar molt forta, com cara i
coll. Normalment és pla i amb limits irregulars. El seu
color sol ser marrd i negre i pot esdevenir bastant gran,

de 3 a 6 cm. Es un exemple de melanoma de novo.

Melanoma lentiginds acral. Comprén entre el 2 i el 8%
del melanomes en la poblacidé caucasica, pero és
significativament més freqient entre la poblacié afro-
americana i hispanica (35-90% dels melanomes). Sembla
ser que la UVR no juga un paper important en I'aparicio
d’aquest melanoma. Aquest melanoma se sol presentar
en els palmells de la ma, soles dels peus i sota de les
ungles. Es un melanoma pla, de coloracié marré fosca o

negra, creix molt rapidament i té un mal pronostic.
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2.5 Estadificacid i pronostic del melanoma cutani

Un cop el melanoma s’ha generat, aquest passa per diferents etapes fins arribar
a I'etapa final, que és la metastasi. La American Joint Cancer Commission utilitza un
sistema d’estadificacié del melanoma (sistema TNM) mitjancant la utilitzacié de les

seglients dades cliniques i histologigues: “T”: caracteristiques del tumor (gruix -index

de Breslow-, presencia o no d’ulceracid, nimero de mitosi/mmz); “N”: malaltia
locorregional (cutania, subcutania, preséncia i nUmero de ganglis limfatics afectats i les
caracteristiques d’aquests —micro o macrometastasis-); “M”: preséncia o no de
metastasis a distancia. Aixi, permet classificar als melanomes en els diferents estadis

clinics, tal i com es mostra en la taula 1.

. Sub- | Caracteristiques
Estadi .
estadi
0 El melanoma solament es troba en la epidermis. Aquesta etapa també es
denomina melanoma in situ.
A Tumor de < 1mm de gruix, sense ulceracié i amb un index mitotic menor
a 1 mitosi/mm?>.
2 opcions: Tumor de < 1mm de gruix, amb ulceracié i amb un index
1B mitotic d’almenys 1 mitosi/mm?.
O tumor de 1-2 mm de gruix, sense ulceracié.
1A 2 opcions: tumor de 1-2 mm de gruix, amb ulceracid.
O bé, tumor de 2-4 mm de gruix, sense ulceracio.
Il B 2 opcions: tumor de 2-4 mm de gruix, amb ulceracid.
O bé, tumor de > 4 mm de gruix, sense ulceracid.
IC Tumor de >4 mm de gruix, amb ulceracio.
A El tumor ha afectat a 1 gangli limfatic regional en forma de
micrometastasi (per tumors primaris de gruix < 4mm i no ulcerats)
3 opcions: -el tumor ha afectat a 2-3 ganglis limfatics regionals en forma
de micrometastasi (per tumors primaris de gruix > 4mm i ulcerats).
B -El tumor s"acompanya de macrometastasis limfatiques regionals.
-El tumor s’acompanya de satel-litosi o metastasis en transit sense
I afectacié ganglionar.
3 opcions: -el tumor ha afectat als ganglis limfatics regionals en forma de
macrometastasi o s’acompanya de satel-litosi o metastasis en transit
sense afectacid ganglionar (per tumors primaris de gruix > 4mm i
c ulcerats).
-Independentment del tipus de tumor primari, el tumor afecta com a
minim a 4 ganglis, produeix un massacot ganglionar, o s’acompanya de
satel-litosi o metastasis en transit amb afectacié ganglionar
v El tumor s’ha disseminat a altres organs o a altres ganglis limfatics
distants del tumor original

ape .y . . .« e 61
Taula 1. Classificacid dels melanomes d’acord amb la American Joint Cancer Commission’”,
segons les dades cliniques i histologiques en relacié amb les caracteristiques del tumor.
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L'index de Breslow pot determinar el pronostic i la supervivencia dels malalts
amb melanoma. Els nivells de Clark descriuen la invasid de la tumoracidé en els
diferents nivells cutanis. El nivell | descriu els tumors que estan només localitzats en la
epidermis; el nivell Il indica que la tumoracié travessa la unié dermo-epidérmica amb
invasié de la dermis papil-lar; el nivell lll descriu les tumoracions que ocupen tota la
dermis papil-lar expandint-la; el nivell IV indica que la tumoracié infiltra la dermis
reticular i el nivell V indica la invasié del teixit adipds subcutani. El pronodstic empitjora
en augmentar el nivell, pero té menys valor que el gruix determinat mitjancant I'index
de Breslow i, de fet, com es pot veure a la taula 1 ja no es considera a la darrera

classificacio de la AJCC del melanoma.

Nivells = Epidermis l I
d’invasio z Nivells
en é de
mm Clark
(index de
Breslow)

Esquema 1. Representacio dels indexs de Breslow i de Clark

Punts de tall actuals de I'index de Breslow: <1, 1-<2, 2-<4, >4

2.6 Tractament del melanoma cutani

Depenent de l'estadi en qué es trobi el melanoma, s’apliquen diferents

tractaments.

Tractament del tumor primari

Un cop diagnosticat el melanoma (per sospita clinica, confirmada per
extirpacio-biopsia completa de la lesid, que sempre s’haura d’haver fet amb marges
estrets, < 0,5 cm) procedim a ampliar quirdrgicament els marges de la cicatriu que ha
deixat la bidopsia. La magnitud de I'ampliacié de marges s’ajusta al gruix de Breslow del

melanoma segons els seglients criteris: Breslow 0 (melanoma in situ): ampliacid
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bilateral de 0,5 cm, Breslow <1mm: ampliacié bilateral de 1 cm i Breslow>1 mm:

ampliacid bilateral de 2 cm. Y sempre arribant en fondaria fins a la fascia muscular.

Per els melanomes amb T del TNM de tipus T1b o més (Breslow <1 i >1mitosis/mm? o
amb ulceracié // Breslow >1 mm), en els que cal fer la biopsia del gangli sentinella,
I’'ampliacié de marges es realitza de forma simultania a la biopsia del gangli sentinella,

per no modificar previament el drenatge limfatic original del melanoma.

En cas de tumors primaris que ocupin grans superficies o es localitzin en regions

anatomiques dificils, aquestes regles generals es poden ajustar a cada cas concret.

Tractament de la malaltia locorregional

- Tractament de les metastasis ganglionars. El tractament de les metastasis
ganglionars també és basicament quirdrgic. Actualment, el buidatge ganglionar
complet o limfadenectomia mai es realitza de forma electiva (a cegues) siné de forma
selectiva, és a dir, basant-se en l'evidencia de metastasi a aquest nivell. Aquesta
evidencia habitualment s’obté de I'estudi histologic del gangli sentinella, que valora
I'existéncia de micrometastasi. No obstant aix0, alguns pacients ja debuten amb

macrometastasis ganglionars clinicament palpables que precisen limfadenectomia.

Les metastasis ganglionars que es desenvolupen durant el curs de la malaltia

(no en el moment del diagnostic), es tracten basicament de la mateixa manera.

- Tractament de les satel.litosis i les metastasis en transit. Aquest tipus de malaltia
locoregional esta recollida en els estadis IlIB i IlIC si es presenta en el moment del
diagnostic, perd és més freqlient que es desenvolupi durant el seguiment dels
pacients. El tractament estandard consisteix en I'extirpacié de les recurréncies locals i
les metastasis satellits i en transit sempre que sigui possible. Altres possibles
tractaments son 1) la perfusio regional aillada d'extremitats amb citostatics i citocines,
2) criocirurgia, 3) electrocoagulacid, 4) laser, 5) radioterapia, 6) injeccié intralesional de

BCG, DNCB, interferd-a o altres citocines, 7) imiquimod topic etc.

Altres tipus de malaltia locorregional inoperable, no abordables mitjangant els

tractaments abans esmentats, es tracten de forma similar al melanoma disseminat
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Tractaments adjuvants o complementaris

Sén aquells que poden oferir-se als pacients amb un risc mitja o alt de recidiva
(habitualment alt risc, estadis 1IB, 1IC i lll), en principi lliures de malaltia una vegada
extirpat el tumor primari i / o les metastasis ganglionars. La seva finalitat seria evitar o

retardar la recidiva (locorregional i / o a distancia).

- Interferé-a.. Al nostre entorn s'utilitza la pauta d'interferd-a a dosis altes descrita per
Kirkwood al 1996. Malgrat la seva alta toxicitat, és un dels pocs tractaments en que
s'ha demostrat un augment del temps lliure de malaltia i, amb forces discrepancies

entre estudis, un molt discutit augment de la supervivencia.

- Radioterapia. Hi ha treballs que han demostrat la seva utilitat, evitant o retardant la
recaiguda local després de la disseccid ganglionar terapeutica, quan existeixen
multiples ganglis afectes (num. 3-4) o quan hi ha ruptura capsular. Si el malalt és
tributari de tractament amb interferé-a, s’han d’utilitzar estrategies que evitin la
toxicitat sinérgica d’ambdds tractaments. També es considerarien aquestes indicacions

en cas de recidiva ganglionar, un cop tractada quirdrgicament.

Altres tractaments adjuvants amb immunoterapia cel-lular o terapies enfront a

moléecules diana tant sols s'han d’emprar en el context d'assajos clinics.

Tractament del melanoma disseminat

Molt pocs pacients presenten metastasi a distancia en el moment del
diagnostic que els situin en un estadi IV. La majoria de les metastasis a distancia es
manifesten en els primers 2-3 anys i el 94-99% abans dels primers 10 anys. De totes
maneres el maneig dels pacients en estadi IV des de l'inici o el dels que desenvolupen
malaltia metastatica amb posterioritat és superposable. També es poden utilitzar les
mateixes estrategies per pacients amb malaltia locorregional irresecable i no
subsidiaria dels tractaments anteriorment esmentats.

El melanoma cutani, un cop disseminat, és una malaltia altament resistent als
tractaments antineoplasics convencionals com ara la quimioterapia o la radioterapia.
Fins fa poc la Dacarbazina (DTIC) seguia sent el tractament estandard per als malalts

amb melanoma metastatic amb una taxa de respostes objectives Unicament del 10-
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20% i de respostes completes menor al 5%, de només 6-8 mesos de durada®®. Als
Estats Units, altra possibilitat per pacients joves i amb bon estat general, era la IL-2
recombinant EV i a dosis altes, forca toxica, pero amb la que es poden aconseguir un
percentatge molt baix perd durador de remissions complertes. En conjunt, per aixo, el
melanoma disseminat es continua considerant una malaltia mortal en la major part

dels casos per el que s'estan investigant intensament noves estratégies terapeutiques.

Just en els darrers 2-3 anys, la investigacié sobre dianes moleculars al melanoma sobre
les quals es pugui actuar farmacologicament esta comencant a donar els seus primers
fruits. De tots els farmacs assajats fins ara en pacients amb melanoma disseminat, els
gue han aconseguit millors resultats sén els inhibidors de la mutacié V600E de BRAF en
els melanomes portadors de la mateixa (aprovat per la FDA al agost del 2011), els
inhibidors de I'activitat tirosina-cinasa de c-Kit en melanomes amb mutacions d'aquest
gen i els anticossos anti-CTLA-4 (aprovat per la FDA al marg del 2011 i per la EMA al
juliol del 2011), inhibidors dels mecanismes de immunotolerancia. No obstant aixo
encara queden molts problemes per resoldre, com la rapida adquisicié de resistencies
enfront els dos primers tipus de farmacs o la manca de biomarcadors predictius de

resposta davant de I'tltim d'ells

Altres possibles tractaments son el tractament quiridrgic de les metastasi Uniques (molt
recomanable i acceptat en determinades situacions), la radioterapia pal-liativa i
tractaments experimentals com la immunoterapia cel-lular i altres, sempre dintre de

protocols experimentals o assajos clinics.
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3. EL CARCINOMA D’ENDOMETRI

El carcinoma d’endometri (EC, endometrial carcinoma) és una de les malalties
més tipiques del tracte genital femeni. Tot i que la majoria té bon pronostic, és el
causant de la tercera part de morts relacionades amb els cancers ginecologics en els
paisos desenvolupat563. Aguest fet es deu a que un cop disseminat o recidivat presenta

molt mal pronostic.

L'any 1998, Bokhman va classificar els carcinomes d’endometri en dos tipus:
tipus | i tipus Il, atenent a les seves caracteristiques clinicopatologiques®. Els
carcinomes d’endometri de tipus |, també anomenats carcinomes d’endometri
endometrioides (EEC, endometrioid endometrial carcinoma), sén tumors dependents
d’estrogens, altament diferenciats, de baix grau i amb tendéncia a la disseminacid, que
ocorren en dones pre- i peri-menopausiques. Els de tipus Il, també anomenats
carcinomes d’endometri no endometrioides (NEEC, non-endometrioid endometrial
carcinoma), sén tumors que no responen a la estimulacié amb estrogens, poc
diferenciats i d’alt grau, que ocorren en dones post-menopausiques®. Els de tipus | sén

de més bon pronostic i més freqlients (85%) que els de tipus Il (15%).

Figura 5. (a) Fotografia d’un carcinoma d’endometri endometrioide de grau . El tall histologic
mostra una citoarquitectura glandular normal, indicador de que el tumor esta ben
diferenciat. (b) Fotografia d’'un carcinoma d’endometri no endometrioide de grau lll, que ha
envait part del miometri. El tall histologic mostra una citoarquitectura atrofica, corresponent
a un tumor d’alt grau i poc diferenciat.
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3.1 Alteracions moleculars del carcinoma d’endometri

Com molts cancers epitelials, el EC resulta de I'acumulacido de diferents
alteracions geneétiques i epigenetiques en oncogens, gens supressors de tumors o gens
involucrats en la reparacid del DNA. Aquesta acumulacid és la responsable de la
transicié d’'un endometri normal a la hiperplasia i al carcinoma. Un cop el tumor s’ha
desenvolupat, noves alteracions moleculars tindran lloc en els diferents subclons del
tumor. Aquestes noves alteracions sén les responsables de la heterogeneitat, la invasid

i la metastasi tumoral.

Depenent del tipus de carcinoma d’endometri, tipus | o tipus Il, es presenten
unes alteracions moleculars o unes altres. Els carcinomes d’endometri de tipus | es
caracteritzen perque presenten Inestabilitat de Microsatél-lits (MI, Microsatellite
Instability), mutacions en PTEN, PI3KCA, KRAS i CTNNB1, mentre que els de tipus Il
presenten Inestabilitat Cromosdmica i mutacions de p53%. Aquestes alteracions poden
apareixer soles o coexistir amb altres en el mateix tumor. Donat que els EEC sén
majoritaris, passarem a explicar les mutacions tipiques d’aquests carcinomes

d’endometri.

La MI juga un paper important durant la transformacio del CEE en etapes
inicials del tumor. Aquesta s’associa a una deficiencia del gens de reparacio durant la
copia del DNA. Els microsatél-lits sdn regions del DNA consistents en la seqiiéncia de
dos nucleotids repetides en tandem i degut a la seva naturalesa de nucleotids sén
especialment susceptibles a sofrir mutacions. Normalment, les mutacions ocorregudes
en els microsatel-lits no tenen cap conseqiiéncia biologica perqué la majoria estan en
zones no codificants del DNA. Pero algunes vegades hi ha insercions, encara que
només siguin d’un nucleotid en zones codificants i aquestes son perilloses. L'aparicid
d’aquestes mutacions estan associades a la progressid dels EEC. Existeixen gens diana
gue queden freqlientment afectats en el EEC, que son els gens que codifiquen per TGF-
BRIl (transforming growth factor B receptor ll), IGFIIR (insulin growth factor receptor
Il), hMSH3, hMSH6 i Bax. Aquests gens, curiosament, presenten varies repeticions
d’algun nucleotid. Quan es produeix un error en la copia del DNA en aquest gens pot
canviar la seva pauta de lectura, produint-se una proteina truncada o aberrant.
Aquestes proteines participen en l'apoptosi, la reparacié del DNA i en vies de

senyalitzacio cel-lulars de proliferacié. La Ml apareix en un 20% dels EEC.

Els EEC també presenten mutacions de guany de funcié en KRAS, en un 10-30%
dels casos. Les mutacions en aquest gen ocorren normalment en els codons 12 i 13 i

apareixen en estadis molt inicials del tumor. De fet, ja s’observa en les hiperplasies.
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KRAS és una proteina que pertany a la familia de les proteines Ras, que participen en la

via de les MAP cinases.

Pel que fa a PTEN, es troba silenciat en el 30-60% dels EEC. Es creu que pot ser
per mutacions somatiques, per perdua d’heterozigositat o per una desmetilacié del
promotor. La mutacié en PTEN s’ha observat ja en les hiperplasies, cosa que suggereix
que és un fendomen inicial per al desenvolupament d’un EEC. Pten (phosphatase and
tensin homolog) és un gen supressor de tumors. Actua en sentit contrari a PI3K
(phosphatidylinositol 3-kinase), desfosforilant els PIP; en PIP,, regulant negativament

aixi la via de senyalitzacié de la PI3K/Akt.

El gen codificant per B-catenina (CTNNB1) és un gen que es troba mutat en el
EEC, en un 30%. Es una mutacié que té lloc en moments més avancats del EEC. La B-
catenina és un component del complex E-cadherina-catenina, el qual és essencial en la
diferenciacié i el manteniment d’una arquitectura tissular normal. Les mutacions de
CTNNB1 provoquen una estabilitzacid i una acumulacid de B-catenina en citoplasma i
nucli i participen en la transduccié de senyal i I'activacio transcripcional, a través de la
formacié de complexes de DNA-proteines unidores de DNA. Quan B-catenina esta
hiperactivada augmenta la expressido de metal-loproteinasa 7 i de ciclina D1. Aquests
dos fenomens podrien jugar un paper important en 'establiment d’'un microentorn

necessari per la iniciacié i manteniment del creixement del tumor i la seva metastasi.

Finalment, la freqlient alteracid de la via PI3K/Akt en el EEC, pot ser tant
deguda a les alteracions observades en PTEN, com a mutacions de guany de funcié de
PI3K, induint la seva activacid constitutiva. Les mutacions en PI3K sén presents en el

CEE en un 30% dels casos.

Aixi doncs, sembla ser que per la transformacié dels EC sigui necessaria una
acumulacié de diferents mutacions, les quals tenen lloc en moments ben definits

durant la evolucid del tumor.
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PI3KCA 30% PTEN 30-60%
Ml 20-30%
KRAS 10-30% B-catenin 28-35%

Figura 6. Principals alteracions moleculars dels carcinomes d’endometri endometrioides.
Inestabilitat de Microsatél:lits (Ml), mutacions en PTEN, B-catenina i KRAS. (Modificat de:
Matias-Guiu X. et al. Human Pathology, 2001, 32:569—77)66.

3.2 Tractament del carcinoma d’endometri

La histerectomia abdominal (I'extirpacié quirurgica de I'Gter) i 'ooforectomia
bilateral (I'extirpacié dels dos ovaris) és I'aproximacié terapéutica més comuna del
carcinoma d’endometri. Aquest és el tractament primari. Els carcinomes en estadi |
que tenen un alt risc de recurréncia i aquells en estadi Il s'operen quirdrgicament i
s’administra radioterapia de manera conjunta. La quimioterapia se sol considerar en
alguns casos dels estadis Il i IV. Els carcinomes d’endometri que es troben confinats en
I'ter (estadi |) presenten al voltant d’un 80% de supervivéncia®. En canvi, quan el

carcinoma d’endometri es troba en estadi avancat té un pronodstic molt pobre.

El tractament quimioterapeutic del carcinoma d’endometri continua sent el
mateix des de fa anys, sense variacio depenent del tipus de carcinoma (tipus | i tipus
II). Aquest consisteix en I"administracié de progesterona® o del tractament combinat
amb doxorubicina i cisplati®®, els quals no presenten un alt percentatge de respostes.
En general, els resultats dels tractament no han millorat des de fa 30 anys®. Per
aquesta rao, la cerca de noves dianes terapeutiques en el carcinoma d’endometri és

essencial i conforma un dels eixos principals d’investigacio.
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4. MORT CEL-LULAR PROGRAMADA

El cos huma d’una persona adulta genera al voltant de 60 bilions de cel-lules
cada dia i a la vegada un nombre similar moriran cada dia per assegurar ’lhomeostasi
tissular mitjancant un procés altament regulat conegut com a mort cel-lular
programada (PCD, programmed cell death). Aquest procés es coneix avui dia com a
apoptosi. A més, la PCD juga un paper clau durant el desenvolupament embrionari, en
processos proliferatius i permet el correcte funcionament del sistema immune. No és
d’estranyar, doncs, que la seva desregulacio estigui implicada en processos patologics

com les malalties autoimmunes, el cancer i la neurodegeneracio.

La primera descripcido morfologica de la mort cel-lular que anomenem apoptosi
va venir de la ma de Walther Flemming I'any 1885, el qual va descriure els trets tipics
d’aquesta mort: encongiment cel-lular, fragmentacié nuclear i formacié de cossos
apoptotics. Més tard, en els anys 60, el patoleg John Kerr juntament amb el Alister
Currier, van anomenar per primera vegada apoptosi a la mort cel-lular inusual vista
durant el dany isquémic hepatic en rates’’. En els anys 80, Horvitz va ser el primer en
desvelar els aspectes més fonamentals de la biologia de I'apoptosi, utilitzant com a

model el nematode Caenorhabditis elegans’*.

Avui en dia, gracies als experiments inicials de Kerr i altres autors, se sap que
els canvis morfologics que caracteritzen I'apoptosi sén I'encongiment cel-lular
(picnosi), la condensacid de la cromatina, la fragmentacié cel-lular en cossos
apoptotics, la perdua del potencial de la membrana mitocondrial, la lobulacié de la
membrana plasmatica (blebbing) i el manteniment dels organuls intactes. Més tard, es
van observar altres trets bioquimics com el trencament del DNA
internucleosomalment i la externalitzaci6 del lipid de membrana plasmatica
fosfatidilserina, el qual funciona com un senyal que és reconegut per les cél-lules

fagocitiques per tal de fagocitar cel-lules apoptotiques.

Una cel-lula pot sofrir apoptosi a través de diferents mecanismes. Les vies
classiques de mort apoptotica son aquelles que transcorren a través de la via
extrinseca o dels receptors de mort i a través de la via intrinseca o via mitocondrial. En
aquestes dues vies hi participen unes proteines anomenades caspases. Hi ha també
una altra via menys coneguda anomenada mort cel-lular independent de caspases.
Com el seu nom indica és una via que transcorre sense la participacié de les caspases,

sind que requereix I'activacié d’altres proteines.
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4.1 Mort cel-lular dependent de caspases

En la mort cel-lular dependent de caspases hi participen principalment unes
proteases pertanyents a la familia de les caspases (Cystein Aspartae proteases).
Aquestes proteines presenten una elevada homologia entre elles i estan altament
conservades evolutivament des dels nematodes, hidres i insectes fins als humans’. Les
caspases tenen en el centre actiu el residu cisteina i son sintetitzades en la seva forma
inactiva, com a zimogens. Durant el transcurs de I'apoptosi seran activades per talls
proteolitics i seran responsables de molts canvis morfologics i bioquimics de
I'apoptosi73. Les caspases a la vegada tallaran altres substrats, sempre després d’un

residu aspartic.

4.1.1 Les caspases

La importancia de les caspases en |'apoptosi va ser descoberta per Horvitz,
gracies al seu treball amb Caenorhabditis elegans, on es va veure que el gen CED-3
(cell-death abnormality-3) codificava per una cisteina proteasa i era indispensable per
aquella mort apoptotica descrita en un primer moment. Més tard, es va veure que
aquest gen tenia una altra similitud amb al gen ICE (interleukin-1p converting enzyme),

que es va trobar en humans i que codificava per la caspasa-1’* "

. La caspasa-1 va ser la
primera caspasa que es va identificar. Des de llavors s’han identificat catorze caspases

més, onze de les quals es troben en humans.

Les caspases i els seus homolegs han estat descrits en multiples espécies, que
inclouen el nematode, la mosca del vinagre Drosophila melanogaster76, la mosca de la

fruita Spodoptera frugiperda’” i el llevat Saccharomyces cerevisiae’®.

Les caspases es poden dividir atenent a la seva estructura o a la seva funcié.
Segons la seva estructura trobem caspases amb prodomini N-terminal curt (3, 6, 7 i 14)
o caspases amb prodomini N-terminal llarg (1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11 i 12). Les caspases
que tenen prodominis llargs poden contenir dominis d’interaccié proteina-proteina
que juguen un paper important en la seva activacié, com el domini CARD (caspase-
activation recruitment domain) en les caspases 1, 2, 4, 5,9, 11 i 12 o el domini DED
(death effector domain) en les caspases 8 i 10. Les caspases amb domini DED
s’autoactiven per proximitat en grans complexos proteics que recluten els prodominis
llargs de les caspases, com soén |'apoptosoma, el DISC (death inducing signaling

complex), el PIDDosoma i els inflasomes que contenen caspasa—179. Les caspases de
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prodomini curt no poden autoactivar-se, per la qual cosa requereixen d’altres caspases

de prodomini llarg o altres proteases.

Mammals

Fruitflies

Dep]

Nematodes

-p20 -p10
?B‘ 1?5‘
o ]
198
1?911194 03
3“*‘385 4]9:
415‘ 521
LI
315“331 s
- -
316“331 -
LI
L2 L3 L4 e
231 21:“230
CH .
331 zazl 215
323
- LI IO
t J 323
| F LI
- — -

J’ 527
I = O 10

!

5T )= I~ |  — .
144* 324l Jr.'lﬁl s

(L_CARD | W) | - - -

L1 L2 L3 L4

eeol 3;rsl lsea =
([CCARE] ] | -
L1 L2 L3 L4

Figura 7. Caspases apoptotiques en mamifers, mosques de la fruita i nematodes . En aquesta
figura es poden veure els prodominis de les caspases i els seus dominis CARD i DED. La posicié
del primer tall dins de la cadena esta marcat amb una fletxa. Els altres lloc de tall estan
marcats amb fletxes grises. Els quatre bucles indicats com L1, L2, L3 i L4 formen el centre actiu
de la caspasa i el residu de cisteina esta marcat com una linia vermella al principi del segon
bucle. (Ried! S.J. et al. Nature Reviews, 2004, 5:897-907)80.
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Segons la seva funcid, trobem caspases que intervenen en I'apoptosi o caspases
que no hi intervenen i que poden participar en altres funcions com la resposta
inflamatoria. Set de les catorze caspases conegudes en mamifers participen en
I’apoptosi. Dins d’aquestes trobem les caspases iniciadores (2, 8, 9i 10) i les caspases
executores (3, 6 i 7). Les caspases iniciadores es caracteritzen per tenir un prodomini
més llarg i ser les que inicien el procés apoptotic i les caspases executores tenen un
prodomini curt i sén les responsables de tallar multiples molécules implicades en la

mort cel-lular®.

Les caspases poden actuar tant en la via extrinseca com en la via intrinseca de
I’apoptosi. Hi ha unes caspases que especificament participen en una via i d’altres que
participen en I'altra via. Depenent dels senyals cel-lulars, s’activara una via o l'altra.

Totes dues vies estan interconnectades.

4.1.2 La via extrinseca de I'apoptosi

La via extrinseca de I'apoptosi, també coneguda com la via dels receptors de
mort és la responsable de I’eliminacié de cel-lules durant el desenvolupament
embrionari, de la regulacié del sistema immune pel que fa a la seva maduracid i a la
eliminacié de les cel-lules tumorals. Aquesta via causa apoptosi com a resposta de la
unio dels receptors de mort als seus lligands i és executada pels receptors de la

superfamilia del TNF (tumor necrosis factor).

Després de la descoberta del TNF als anys 60, es van identificar dues families de
gens que codificaven per 18 lligands i 28 receptors. Tots aquests receptors formen
part de la familia del TNF. Els més coneguts son TNFR-1 (tumor necrosis factor
receptor-1), el receptor FAS o CD95, FASL o CD95L (els seu lligand) i els receptors 1i 2
de TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand)®, DR4 i DRS5.

Després de la unid dels lligands als seus receptors es recluta la proteina FADD
(Fas-associated death domain containing protein) a I’extrem citosolic del receptor per
un mecanisme complex que implica unié entre diferents dominis de mort (DD, death
domains). A la vegada FADD, recluta i activa caspasa 8 i/o caspasa 10. Depenent dels
lligands i els receptors que facin l'interaccid s’activaran diferents complexes. Per
exemple, la unié de FASL al receptor FAS reclutaria el complex anomenat DISC, format

per FADD i caspasa 8. Amb el tall de la caspasa 8 i/o 10 s’activaria |'apoptosi®".
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Pro-caspase-8
Pro-caspass-10

Figura 8. Vies de senyalitzacié induides per diferents receptors i lligands de la superfamilia del
TNF. Els receptor FAS, DR4 i DR5, un cop activats, reclutaran FADD, mentres que TNFR1 i DR3
reclutaran TRADD (TNFR-associated death domain) (Ashkenazi A. et al. Nature Reviews, 2002,
2:420-430)%.

Un important regulador negatiu de la via extrinseca de I'apoptosi és FLIP,
(FLICE-like inhibidor). FLIP. és una proteina homologa a caspasa 8, pero li manca la
cisteina del domini catalitic, la qual cosa fa que FLIP_ no tingui activitat proteoh’ticasz.
Els nivells d’aquesta proteina poden tenir dos efectes oposats, proapopotic o
antiapoptotic. Sembla ser que nivells baixos de FLIP_ puguin induir apoptosi, activant la
caspasa 8 i que nivells alts de FLIP_ puguin puguin inhibir I'activacié de caspasa 8, degut
a la competicié de caspasa 8 en el DISC®. Apart, també hi ha I'evidéncia de que FLIP,
pot formar heterodimers amb caspasa 8 amb activitat catalitica, activant-la per

dimeritzaci6®.

4.1.3 La via intrinseca de I'apoptosi

La major part d’apoptosi vista en cel-lules de vertebrats transcorre a través de
la via intrinseca®. En aquesta via, el mitocondri hi juga un paper fonamental. Aquesta
via pot ésser activada per una gran varietat d’estimuls, com per exemple, els farmacs

guimioterapeutics, radiacio ultraviolada, hipoxia o estres oxidatiu.
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Una vegada la cél-lula ha rebut el senyal per morir, s’activaran una série de
proteines i el mitocondri patira una serie de canvis que donaran lloc a la mort cel-lular.
Durant aquest procés es produeix un fet clau en el mitocondri que és la
permeabilitzacié de la membrana mitocondrial externa degut a un canvi del potencial
de membrana, la qual cosa fara que varies proteines com citocrom c, AlF (apoptotic
inducing factor) i Smac/Diablo s’alliberin a al citosol i es pugui induir la mort

apoptotica. En aquesta via hi participen la caspases 3, 6,9 7.

Durant la via extrinseca hi té lloc I'assemblatge de 'apoptosoma. L’apoptosoma
és un complex multiproteic heptameric d’aproximadament 1,4 MDa (Mili Dalton).
L'inici de la formacié de I'apoptosoma comenca amb la unid del citocrom c a I’ATP.
Aquesta unié produeix la oligomeritzacié del cofactor Apaf-1 (apoptotic-protease-
activating factor-1), que recluta molécules de procaspasa 9. Un cop totes aquestes
molecules han quedat reclutades totes juntes, el complex format en resulta ser

I'apoptosoma86' 8,

Apaf-1, el component principal de I'apoptosoma, va ser originalment identificat
com un homoleg de CED4 de Caenorhabditis elegans. Aquesta proteina es va veure
que actuava com a cofactor per 'activacié de caspasa 3 dependent d’ATP®®. Apaf-1 té
tres dominis diferents, un domini CARD a I'extrem N-terminal, un gran domini d’unié a
nucleotid i dos dominis WD40 a I’extrem C-terminal. El domini CARD és necessari per al
reclutament i I'activacioé de caspasa 9% i el domini WD40 servira per unir el citocrom ¢
que ha estat alliberat al citosol®. Un cop unit al citocrom ¢, Apaf-1 multimeritzara i
s’associara amb la procaspasa 9, formant I'apoptosoma i aquest resultara en |'activacid
de les caspases executores 3, 6 i 7%, L'apoptosoma és una roda de set bracos, amb un
nucli central que conté el domini de reclutament de procaspasa 9, que esta unit al
domini CARD de Apaf-1 i amb una molécula de citocrom c a cada brag. Es creu que
I'activacié de la caspasa 9 és analoga a I'activacié de la caspasa 8, es a dir, a través de

una transicio de monomer a dimer.
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Figura 9. Activacié de la via mitocondrial gracies a la formacié de I'apoptosoma. L’estimul
apoptotic provoca I'alliberament de citocrom c. A la vegada, el citocrom c s’uneix a |’Apaf-1.
La unio de citocrom c indueix un canvi conformacional en Apaf-1, permetent la unié de I'ATP.
Aquest fet causa la seva oligomeritzacié formant I'apoptosoma, el qual recluta la procaspasa-
9. Més tard s’activaran les caspases executores com la caspasa 3. (Wang X. et al. Genes &
Development, 2001, 15:2922-33)%.

Les vies extrinseca i intrinseca de I'apoptosi no sén independents sind que
convergeixen a nivell de les caspases 3 i 7. La caspasa 9 de |'apoptosoma de la via
intrinseca queda inhibida per les proteines de la familia de les IAPs (inhibitor of
apoptosis protein), la més important de les quals és XIAP (X-linked inhibitor of
apoptosis protein). Alhora, aquestes proteines inhibidores estan inhibides per la

proteina Smac/DIABLO que és alliberada juntament amb citocrom ¢,
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Figura 10. La cascada proteolitica de les caspases en la iniciacid i 'execucié de I'apoptosi. Tant la via
extrinseca com la via intrinseca de |'apoptosi utilitzen principis relacionats per a detectar les senyals
apoptotiques i executar 'apoptosi. En la via intrinseca es forma |'apoptosoma, el qual activa la caspasa
9, mentres que en la via extrinseca és forma el DISC, el qual activa la caspasa 8. Un cop activades les
caspases 9 i 8, aquestes activen les caspases 3 i 7 per tall. En totes dues vies existeixen inhibidors de
I"apoptosi. Per una banda FLIP bloqueja I'activacié de la caspasa 8 en el DISC, XIAP pot bloquejar la fase
iniciadora (caspasa 9) i la fase executora (caspases 3 i 7). (Ried!l S.J. et al. Nature Reviews, 2007, 8:405-
13)%.

4.1.4 Les proteines de la familia de Bcl-2

El gen BCL-2 (B-cell lymphoma/leukemia-2) va ser descobert en el limfoma
fol-licular, el qual apareixia translocat des del cromosoma 18 al cromosoma 14. Aquest
fet provoca una activacié de la transcripcio d’aquest gen ja que queda regulat baix el

91, 92
* 7. Es va veure que la

promotor de la cadena pesant de la immunoglobulina
sobreexpressié de Bcl-2 no promovia la proliferacid cel-lular dels limfocits B immadurs,
com la majoria d’oncogens descrits fins al moment, siné que inhibia la mort cel-lular®.

Aquest fet va suggerir que Bcl-2 era capag de bloquejar la mort apoptotica.

En mamifers hi ha una vintena de proteines de la familia Bcl-2, incloent la
proteina Bcl-2 i altres proteines que tenen una estructura tridimensional similar o bé
una estructura secundaria predita, que és similar a Bcl-2. Aquestes proteines
s’anomenen homologues de Bcl-2 i presenten un gran ventall d’activitats com la

inhibicié o la promocié de I'apoptosi, interaccionant entre elles®. Aquest grup tenen
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en comu que els seus membres contenen dominis BH1, BH2, BH3 i BH4 (BH, Bcl-2
homology domain 1, 2, 3 i 4). Apart, també existeixen unes proteines de la familia Bcl-
2, anomenades BH3-only, que només presenten el motiu BH3. Les proteines d’aquesta
subfamilia, excepte Bid, presenten una estructura que no sembla estar relacionada
evolutivament amb els membres de la familia Bcl-2, perd totes les proteines BH3
interaccionen i regulen les proteines de la famila Bcl-2 per promoure I'apoptosi.
D’entre les proteines antiapoptotiques de la familia de Bcl-2 troben Bcl-2, Bcl-x, Bcl-W,
Al i Mcll, Bcl-RAMBO, Boo i Bcl-G. En canvi, Bax, Bak i Bok, sén proteines
proapoptotiques d’aquesta familia. També tenen un paper proapoptotic les proteines

de la subfamilia BH3-only: Bid, Bim, Bad, Bmf, Noxa, Hrk, Puma, Bik i Mule.
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Figura 11. Alineament de les seqiiéncies de les proteines de la familia de Bcl-2 i de BH3-only. Els
segments en verd representen hélixs a i les linies vermelles representen els segmeints transmembrana
predits (TM). També es mostren els dominis BH1, BH2, BH3 i BH4. En diferents colors. UBA=ubiquitin-
associated domain, WWE=Trp-Trp-Glu interaction module, HECT=ubiquitin ligase domain. (Youle, R.J. et
al. Nature Reviews, 2008, 9:47-59)**.
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4.1.4.1 Les proteines homologues a Bcl-2

Les proteines homologues de Bcl-2 tenen efectes oposats. Mentres Bcl-2, Bcl-
X, Bcl-W, A1, Mcll, Bcl-RAMBO, Boo i Bcl-G inhibeixen I'apoptosi, Bax, Bak i Bok

promouen I'apoptosi.

Bcl-2, Bcl-X, i Bcl-W inhibeixen potentment I'apoptosi en resposta a molts
insults citotoxics com, per exemple, la irradiaci6 gamma o ultraviolada, farmacs

quimioterapéutics o la deprivacié de factors trofics™.

Sembla ser que Bax i Bak sén crucials per induir la permeabilitzacié de la
membrana externa mitocondrial. D’aquesta manera poden alliberar-se moléecules
apoptogeniques (com el citocrom c i SMAC/DIABLO, les quals conduiran a I'activacio de
caspases. Els membres antiapopotics, com Bcl-2 i Bcl-X,, inhibeixen Bax i Bak. A més a
més, s’ha vist que aquestes proteines poden quedar inhibides per membres de la
familia BH3-only, ja sigui mitjancant la unio directa amb Bcl-2 o amb altres proteines
antiapoptbtiques%. En canvi, un altre model proposa que Bax i Bak poden activar-se
directament gracies a algunes proteines BH3-only, com Bim, tBid (truncated Bid) i

Puma®’.

Bax i Bak poden promoure l'activacido de caspases mitjancant els seus efectes
en el mitocontri. Ja sigui directament o indirectament, aquestes dues proteines
proapoptotiques indueixen I'alliberament de proteines des de I'espai intermembranal
al citosol®®. Aquesta permeabilitzacié de la membrana externa mitocondrial provoca
I'alliberament de citocrom c i altres proteines solubles. Esta ampliament acceptat que
Bax i Bak poden formar porus en la membrana mitocondrial gracies a la seva
oligomeritzacid, procés que es pot veure afavorit pel paper que poden jugar altres
membres BH3-only com Bad o Noxa, les quals interaccionen amb proteines
antiapoptotiques com Bcl-2 i Bcl-X,*°. No obstant, la naturalesa bioquimica d’aquests
porus i com les proteines antiapoptotiques poden regular-los encara és un fenomen

1% Es creu que Bax podria interaccionar amb components del PTP (Porus

poc conegut
transitori de permeabilitat) com per exemple la proteina VDAC (Voltage-dependent
anion channel) per crear un canal més gran i poder provocar aixi la total

permeabilitzacié de la membrana externa mitocondrial*®" %2,
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4.1.4.2 Les proteines BH3-only

Les proteines BH3-only tenen un paper proapoptotic i funcionen com a sensors

d’estimuls apoptotics, els quals provenen de diferents processos cel-lulars.

Una caracteristica interessant d’aquestes proteines és que no poden
desencadenar mort apoptotica en abséncia de Bax i Bak i, per tant, la seva funcié I'hem

de situar dalt de la via de senyalitzacid.

L'expressid6 de proteines BH3-only poden ser induides per factors de
transcripcié. Per exemple, Noxa i Puma sén induits per p53, com a resposta al dany en
el DNA'®'%_ Bim pot ser induit per FOXO3A com a resposta a la deprivacié de factors
trofics'® i pel factor de transcripcié CEBPa o CHOP, com a resposta a I'estrés en reticle

endoplasmatic'”’.

Les proteines BH3-only també poden ser activades post-transcripcionalment.
Per exemple, s’ha vist que Bad pot ser activada per una perdua de fosforil-lacié deguda
a la deprivacié de factors trofics'®. Bid pot ser activat per proteolisi gracies a la

d'% M Bim activar-se gracies a l'alliberament del

caspasa 8, convertint-se en tBi
complex motor de la dineina'*! o degut a la pérdua de fosforil-lacié per part de les ERK.
Aquest fet fa que Bim sigui ubiquitinitzat i degradat via proteasoma, cosa que ocorre

112, 113

en cél-lules sanes . Bmf s’activa per I'alliberament dels complexos motors actina-

.. 114 . . . .
miosina . Per ultim, Bik s’activa per un mecanisme no molt conegut, com a resposta a

115

la inhibicio de la sintesi proteica . El fet que Bim i Bmf tinguin aquesta forma tan

peculiar d’activacié es deu a que aquestes proteines es troben associades als

. P .. . . 111,114
microtubuls i citoesquelet d’actina respectivament™ ",

Les proteines BH3-only indueixen la mort a través de la seva unidé al domini
receptor d’altres membres de la familia Bcl-2. Aquests els poden inhibir si sén

membres antiapoptotics o al contrari, activar-los, si sén membres proapoptotics.

4.2 Mort cel-lular independent de caspases

La mort cel-lular independent de caspases és aquell tipus de mort que
transcorre sense |'activacié de les caspases. El principal executor d’aquesta mort és

AIF, tot i que també Endonucleasa G/Endo G és capac d’induir-la.
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4.2.1 AIF

Recentment, s’ha vist que el mitocondri, apart d’alliberar factors apoptogénics
com citocrom c, també és capa¢c de permetre la sortida de factors involucrats en

I'apoptosi independent de caspases, com AIF i endonucleasa G''®**2,

AIF és una flavoproteina de la membrana mitocondrial externa que juga un

.y .. 119-121
paper clau en la regulacié de I'apoptosi independent de caspases'®

. Aquesta
proteina va ser identificada i caracteritzada en el laboratori del Dr Guido Kroemer
mentre s’estaven examinant processos apoptotics en diferents sistemes cel-lulars. En
aquests experiments, els sobrenedants provinents d’extractes mitocondrials, en la qual
la permeabilitzacié va estar induida, es va veure que podien dur a terme una

condensacié de la cromatina en nuclis de cél-lules Hela'*

. Aquest factor soluble,
reponsable d’aquesta activitat, va ser identificat com a una proteina mitocondrial que
podia translocar als nuclis després d’un estimul apoptotic per a induir la condensacié

de la cromatina de manera caspasa-independent'*

. AIF va obrir la porta cap al
coneixement d’'una nova mort cel-lular que podria executar apoptosi en absencia de

les caspases.

AIF nativa és una proteina de 67 KDa i té una seqliencia de localitzacid
mitocondrial, la qual es talla un cop la proteina entra a l'espai intermembranal,
deixant-la en la seva forma madura de 62 KDa i quedant-se ancorada a la membrana

116

mitocondrial interna™. L'arribada d’un estimul de mort al mitocondri fa que AIF es

talli novament, donant una nova forma d’AIF de 57 KDa, que és soluble i pot sortir al

|123

citosol™*". En cél-lules sanes, AIF es troba retinguda al mitocondri on es creu que pot

dur a terme una activitat oxidoreductasa degut a la preséncia d’'un domini unidor de

. . .. . 124
FAD en I'extrem N-terminal i a la seva activitat oxidoreductasa

. S’ha vist que els
ratolins Harlequin (ratolins knock in per AIF, que presenten una reduccido del 80%
d’expressidé d’AlF degut a la insercié proviral dins del gen d’AlF) presenten un alt estres
oxidatiu i una degeneracié cerebel-lar al cap de set mesos d’edat'®>, suggerint que AIF
té un paper fisiologic important en la regulacié de I'estrés oxidatiu'?®. Apart, AIF, un
cop alliberat del mitocondri és un executor actiu de la mort cel-lular. Per tant, AlF,
igualment que citocrom c, té un paper bifuncional fisioldgicament (figura 12). La
troballa de que el domini unidor de FAD d’AlIF fos indispensable per a l'activitat

127 124

proapoptotica reforga la teoria de la bifuncionalitat d’AIF. Per tant, AIF podria

contribuir a la mort cel-lular independent de caspases afectant la funcié mitocondrial.

D’altra banda, AIF pot anar al nucli cel-lular i provocar la mort cel-lular, induint

la condensacié de la cromatina. De fet s’ha demostrat que la incubacié d’AlF
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recombinant en nuclis de Hela produeix una condensacié periférica de la cromatina i
una fragmentacid6 del DNA d’alt pes molecular (50 Kilobases), perd no una

fragmentacid internucleosomal com la descrita en ['apoptosi des d’un
116

comengament . Aquest fet, conduiria irreversiblement a la mort cel-lular.
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Figura 12. Les funcions d’AlF. (Cregan S.P. et al. Oncogene, 2004, 23:2785-2796)126.
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5. DIANES TERAPEUTIQUES EN EL MELANOMA

5.1 Situacio actual

El melanoma metastatic, un cop disseminat, es mostra altament resistent als
tractaments antineoplastics convencionals com la quimioterapia i la radioterapia. Per
aquesta rad, és necessaria la investigacid destinada a la cerca de noves dianes
terapéutiques per al melanoma que s’adequessin a futurs tractaments, i poder millorar

aixi la pronostic dels pacients.

Una estrategia a seguir per atorgar a una moléecula el paper de diana
terapeéutica és examinant si el creixement de la neoplasia problema depén en gran
mesura de la desregulacié de la molécula o si la seva presencia varia significativament

entre el teixit cancerds i el teixit sa.

Hi ha diverses vies de senyalitzacié que juguen un paper important en el
desenvolupament i progressido del melanoma. Alguns d’aquests estan activats com a
resultat de mutacions activadores com BRAF, NRAS i KIT mentre que altres presenten
una sobreexpressid dels seus membres, com Bcl-2, NF-kB, c-Kit i ciclina D1. Una
caracteristica adicional del melanoma és que és capac d’evadir la resposta immune a
través de CTLA4. Avui en dia, les dianes terapéutiques més estudiades i validades del
melanoma soén B-raf, c-Kit i CTLA4. No obstant, és necessaria la blisqueda de noves
dianes terapeutiques, ja que amb les presents no s’ha aconseguit curar el melanoma.

Avui en dia, s’esta investigant amb inhibidors de RTK i terapies dirigides combinades.

5.2 B-raf

No es pot parlar de dianes terapéutiques en el melanoma sense mencionar B-
raf. Tal com hem vist, la mutacié en B-raf és un pas critic per la transformacié del
melanocit. B-raf és una proteina que pertany a la familia Raf, juntament amb A-raf i C-
raf, i participa en la via de senyalitzacié de les MAP cinases, la qual regula la divisié
cel-lular, la diferenciacié i la supervivencia. S’ha vist que un 30-70% dels melanomes
comparteixen la mateixa mutacié puntual (V600E) en I’'exé 15 de B-RAF, que consisteix
en la substitucié d’una valina per un acid glutamic en la posicié 599 de la seqliéncia

aminoacidica, facilitant la unié de B-raf a 'ATP'*®

, provocant que la via de les MAP
cinases estigui constitutivament activada. Sobretot apareix en melanomes cutanis no

cronicament exposats al sol”’. Les mutacions en B-RAF tenen en lloc en una freqiiéncia
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similar en el nevus benigne, melanoma primari i melanoma metastatic?. Aguest fet
déna a pensar que altres mutacions addicionals serien necessaries per la transformacio
del melandcit, com mutacions en el gen de p53™° 0 en CDKN2A/INK4A™!, INK4A s’ha
vist que limita el creixement hiperplasic provocat per la mutacié de B-raf i que aquesta
mutacid indueix senescéncia en el melanocits humans, incrementant I'expressid de
INK4A™!. No obstant, INK4A es troba mutada en el melanoma i juntament amb la

mutacio de B-raf contribuirien a la transformacid.

5.2.1 Sorafenib

Un inhibidor de B-raf utilitzat en la practica clinica és el Sorafenib,
principalment en el cas del carcinoma renal. Sorafenib és un inhibidor de la familia dels
receptors amb activitat tirosin cinasa i té afinitat per B-raf salvatge i B-raf mutat,
alhora que també per VEGFR (vascular endothelial growth factor receptor), PDGFR
(platelet derived growth factor receptor), c-kit i Ret™'. Malgrat que nombrosos estudis
preclinics en demostren la seva eficacia'®?, quan s’ha traslladat als estudis clinics no ha

donat resultats esperancadors per al tractament del melanoma metastatic** 34,

5.2.2 PLX4032

Un altre inhibidor de B-raf és el PLX4032, el qual inhibeix de forma selectiva el
B-raf mutat. Aquest ha demostrat resultats prometedors sense precedents en estudis

clinics molt recents™®® 3¢

, on el 80% dels pacients amb melanoma disseminat van
experimentar una resposta completa. No obstant, les resistencies al tractament no van
trigar a apareixer. Aquestes es creu que son degudes a una reactivacio de la via de les
MAP cinases a causa de I'aparicié de noves mutacions en NRAS' o PDGFRP (platelet
derived growth factor B*®. Per aquesta rad, ara s’esta estudiant I'aplicacié del PLX4032

juntament amb algun inhibidor d’aquestes molecules.

5.3 C-Kit

C-Kit es un receptor amb activitat tisosina cinasa que es troba en la membrana
plasmatica, codificat pel gen KIT. C-Kit s’activa per la unié al seu lligand (SCF, stem cell
factor), la qual desencadena la proliferacio cel-lular a través de la via de les MAPK™’. El
receptor es considera essencial per la proliferacié, migracié, desenvolupament i

supervivencia dels melanocits normals, tan durant la embriogenesi com en l'individu

51



Dutnaduceio

adult. S’ha trobat que c-kit és un oncogen important en el melanoma que ocorre sobre
pell amb dany solar cronic, en el melanoma acral i en el melanoma de mucoses’. Les
mutacions més freqlients de KIT estan en el domini juxtamembranal, exd 11, el qual
promou la seva dimeritzacié en absencia de SCF, donant lloc a I'activacié constitutiva o
impredint que c-Kit mantingui la seva conformacio autoinhibitoria. Altres mutacions en
el gen de KIT sén en I'exd 9, el qual codifica per la porcid extracel-lular, i els exons 13 i
17, que codifiquen pel domini juxtamembranal intracel-lular’’. Diferents estudis
demostren la eficacia d’inhibidors de c-Kit en aquells melanomes que el presenten

mutat o el presenten sobreexpressat™>* "%,

5.4 CTLA-4

CTLA-4 és una molécula de superficie dels limfocits T. Aquesta té més alta
afinitat per B7, una molecula que es troba en la superficie de les cel-lules
presentadores d’antigens que per CD28. La unié de CTL-4 amb B7 indueix anergia en

1 En canvi, CD28, és un

els limfocits T i inhibeix la secrecié d’interleukina 2
coestimulador de la proliferacié de limfocits T i de la produccié d’interleukina 2. La
idea d’estimular el sistema immune per destruir els tumors no és nova i s’ha pensat
gue la interaccid entre CTLA-4 i CD28 podria representar una bona diana terapéutica.
La inhibicié de CTLA-4 podria permetre que CD28 funcionés a ple rendiment i pugués
decantar el balanc cap a la estimulacié del sistema immune i cap al trencament de la
immunotolerancia. Com que el melanoma és un tumor altament immunogénic, s’havia
pensat en la utilitzacié d’inhibidors de CTLA-4. S’estan duent varis assajos clinics en
fase Il i fase Il per al melanoma, emprant anticossos monoclonals. Actualment hi ha
dos anticossos monoclonals que inhibeixen CTLA-4: Ipilimumab i Tremelimumab. Tots

142, 143

dos anticossos han estat capagos de reduir els tumors de melanoma . A més,

Ipilimumab ha induit respostes duraderes en el melanoma en estadi Il i IV en un assaig

molt recent en fase I1I***,
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6. DIANES TERAPEUTIQUES EN EL CARCINOMA D’ENDOMETRI

6.1 Situacio actual

El carcinoma d’endometri es detecta normalment en un estadi primerenc. Per
aquesta rad la supervivéncia global és al voltant del 80%. No obstant, aquells casos de
carcinoma d’endometri avancat que requereixen de quimioterapia presenten un
pronostic molt pobre, de menys del 20% (en I'estadi IV). Per aquesta rad, la recerca
encaminada a la cerca de noves dianes terapeutiques és essencial per millorar el

pronostic del carcinoma d’endometri.

En el carcinoma d’endometri, hi ha nombroses desregulacions en diferents vies
de senyalitzacio. Aixi doncs, s’han descrit mutacions de PI3KCA en el 30% dels
carcinomes d’endometri, les quals contribuirien a la freqlient alteracié de la via
PI13K/Akt. Juntament amb les mutacions amb PTEN que presenta, no és estrany pensar
que la via PI3K pot ser una bona diana terapéutica. En aquest sentit, s’han utilitzat
inhibidors de PI3K com Wortmannina i derivats i s’ha vist que inhibeix la fosforil-lacié
d’Akt i incrementen l'apoptosi en cél-lules de carcinoma d’endometri amb PTEN

14
mutat’®.

Un efector “dowstream” d’Akt que té un interés especial en el carcinoma
d’endometri és mTOR. Les proteines de la familia TOR tenen funcions pleiotropiques i
participen en la regulacié de l'inici de la transcripcid i en la traduccid proteica en
resposta a la concentracid intracel-lular d’aminoacids i altres nutrients essencials.
També en la organitzacid del citoesquelet d’actina, la senyalitzacié de la via PKC i la
biogenesi ribosomica. La via mTOR pot activar-se per Akt, per receptors tirosina cinasa
(EGFR1-4, PDGFR, KIT i IGFR), per Ras i per la perdua de funcié de p53. S’han
desenvolupat varis inhibidors de mTOR, com la Rapamicina i derivats. De forma
interessant, els carcinomes d’endometri associats amb la inactivaci6 de PTEN sén
particularment susceptibles al efectes terapéutics dels inhibidors de mTOR.
Actualment, s’estan utilitzant diferents inhibidors de mTOR en assajos clinics com la
Rapamicina, Temsirolimus, Everolimus i AP23573. Temsirolimus i Everolimus s’han

utilitzat en assajos clinics en fase II, en carcinomes d’endometri recurrents**°.
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Els RTK també sén una bona diana terapeutica en el carcinoma d’endometri. La
familia dels receptors d’EGF i els seus lligands juguen un paper clau en el creixement
cel-lular i la diferenciacié. Aquesta familia engloba EGFR o ErbB1, HER-2/neu o ErbB2,
HER-3 o ErbB3 i HER-4 o ErbB4. EGFR i HER-2/neu es troben altament expressats en
I’endometri normal i sobreexpressats en el carcinoma d’endometri, els quals s’han

associat a un mal pronostic**” 14

. Existeixen diferents inhibidors de EGFR com Iressa,
Trastuzumab i Lapatinib. S’ha evaluat I'efecte d’lressa en cel-lules de carcinoma
d’endometri endometrioide i no endometrioide i es veu que tots dos models responen
a la inhibicié de EGFR, pero la resposta dels no endometrioides pot estar limitada per
una activacié constitutiva d’altres vies de senyalitzacié. S’han realitzat assajos clinics

utilitzant tant Iressa com Lapatinib en carcinoma d’endometri avancat, veient-se

resultats positius.

Altres dianes terapeutiques que podrien ser interessants en el carcinoma
d’endometri podrien ser membres antiapoptotics de la familia de Bcl-2, per exemple,
Bax. Bax es troba mutat en aquells carcinomes d’endometri endometrioides amb

inestabilitat de microsateél-lits, i podria tenir un paper en la resisténcia a I'apoptosi®.

Molt recentment estan emergent noves dianes terapéutiques a considerar per
al tractament del carcinoma d’endometri com la PARP (poly ADP ribose polymerase).
Aquest enzim correspon a una familia de proteines involucrades en la reparacié de
DNA després del dany i en I'apoptosi. S’ha vist que la pérdua de PTEN provoca una
recombinacié homologa aberrant després d’un trencament de DNA de doble cadena i
gue els carcinomes d’endometri de tipus | que tenen inactivacié de PTEN son sensibles
al inhibidors de la PARP™. En aquest moment, s’esta estudiant I'inhibidor de la PARP

BSI-201 en combinacid amb quimioterapia estandard en un assaig clinic en fase Il.

Una altra d’aquestes dianes terapéutiques és el FGFR2. Al voltant del 12% dels
carcinomes d’endometri presenten mutacions en FGFR2, les quals s’ha vist que sén
oncogéniques344. La inhibici6 de FGFR2, tant utilitzant un shRNA com I'inhibidor
d’ampli aspectre PD173074 resulta en una alta letalitat d’aquelles linies portadores de

la mutacié en FGFR23443%,
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7. ELS RECEPTORS DE LA SOMATOSTATINA COM A DIANES

TERAPEUTIQUES

La somatostatina (SST, somatostatin) és una hormona peptidica de 14
aminoacids secretada per les cel-lules &-pancreatiques, que intervé en el control de la
glucémia, inhibint la secrecid d’insulina i glucagd. Apart, també és secretada per
I'hipotalem i altres zones del sistema nervids central, on intervé inhibint la sintesi i
secrecio de la hormona del creixement (GH, growth hormone) per part de
I’adenohipofisi, a part de moltes més altres hormones. També s’ha trobat actuant en
altres teixits com en el tracte gastrointestinal. De forma general, s"ha caracteritzat per

151

ser un interruptor endocri d’apagada™" i s’ha utilitzat per tractar els pacients amb

acromegalia.

La utilitzacié de la somatostatina i alguns analegs com a agents antineoplastics
va comengar amb el tractament de tumors neuroendocrins, donat que la
somatostatina podia inhibir I'alliberament de varies hormones i aixi revertir els
simptomes de la malaltia'?. La somatostatina media els seu efectes a través de cinc
receptors diferents, SSTR1, SSTR2, SSTR3, SSTR4 i SSTR5 (somatostatin receptor 1, 2, 3,
4 i 5). Tots cinc receptors son identics en un 42-60% en la seqliéncia aminoacidica i
11 Més, tard

es va trobar l'expressi6 d’aquests receptors en nombrosos teixits normals i

pertanyen a la superfamilia de receptors amb 7 dominis transmembrana

neoplasics™?, fet que va fer preguntar-se sobre la utilitzacié de la SST per al tractament
d’altres tipus de cancer. Tots cinc receptors estan acoblats a proteines G i a I'adenilat
ciclasa. Apart d’inhibir I'activitat adenilat ciclasa, els diferents subtipus també poden
modular altres enzims o proteines com les fosfotirosina fosfatases, STATS5, via de les

MAP cinases, inhibir I'influx de Ca2+ o activar la fosfolipasa A i C***

. S’ha vist que cada
receptor esta involucrat especificament en diferents processos. Per exemple, el SSTR2 i
el SSTR5, en I'alliberament de la hormona de creixement (GH). EI SSTR5, en el control
de la insulina i glucagd. El SSTR2 i el SSTR3 poden induir apoptosi®>> *>* > EI SSTR1 i el
SSTR5 tenen un efecte inhibitori sobre el cicle cel-lular. EI SSTR1 esta involucrat en

151

angiogénesi i la funcié del SST4 no se sap—". De forma interessant, El SST2 és el

receptor més abundant en la majoria de cancers™®.
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7.1 Analegs de las somatostatina

L'Us de la SST en la practica clinica no ha tingut una llarga trajectoria, ja que té
com a diana nombrosos organs, la seva vida mitja en circulacié és extremadament
curta i n’és necessaria I'administracio per via intravenosa. Per aquesta rao, I'any 1974,
dos anys més tard del descobriment de la SST, les companyies farmaceutiques es van
posar a sintetitzar analegs d’aquesta hormona, amb el proposit d’allargar la seva vida
mitja i augmentar-ne la especificitat. Un dels primer analegs de la SST sintetitzats va
ser Octreotide'’. També anomenat SMS 201-995 o H-[D]-Phe-Cys-Phe-[D]-Trp-Lys-
Thr-Cys-Thr(0L). Aquest inhibeix la secrecié de GH, de glucagd i insulina 45, 11 i 1.3
vegades més respectivament que la SST nativa i té alta afinitat pel SSTR2 i el STTR5.
Anys més tard es va sintetitzar SOM230, el qual va resultar ser més novedds i tenir alta

1% De forma

afinitat per més receptors, concretament SSTR1, SSTR2, SSTR3 i SSTR5
interessant, s’ha vist que SOM230 inhibeix de forma potent i dosi-depenent IGF-I
(insuline-like growth factor-1), posant en relleu la seva utilitat per al tractament de

nombrosos cancers solids que requereixen d’aquest factor de creixement.
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Figura 13. Estructura molecular de (a) Octreotide i (b) SOM230. (Modificat de: Bruns C. et al.

European Journal of Endocrinology, 2002, 146:707-716)"°,

El fet que tant el SSTR2 com el SSTR3 puguin induir apoptosi i es trobin
expressats en nombrosos teixits, va donar a pensar que aquests receptors podrien
suposar una bona diana terapeutica per a determinats cancers, com és el cas del

cancer de pancrees. El 90% dels cancers de pancrees presenten una perdua de
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SSTR2™® i s’ha vist que la seva reintroduccid sensibilitza les cel-lules tumorals

160

pancreatiques a l'apoptosi induida per TNF, TRAIL i CD95L™". Apart és capag de

sensibilitzar els fibroblasts normals a I'apoptosi induida per TNF*®*

. També, alhora,
s’ha vist que SSTR2 interacciona amb la subunitat reguladora de PI3K, p85, activant la
via PI3K, induint supervivencia i creixement tumoral, i la unié de la somatostatina a
SSTR2 inhibeix aquesta interaccié en el cancer de pancrees'®®. Octreotide i SOM230
s’han utilitzat en models in vivo del cancer pancreatic, demostrant una inhibicié del

69, 163-165

potencial metastatic d’aquest cancer . En el cas del melanoma, el SSTR2 s’ha

trobat expressat en els melanomes cutanis i uveals'®®*”°

i s’ha investigat |'efecte
d’Octreotide en el melanoma'®®. D’altra banda, s’ha estudiat extensivament I'efecte
antitumoral de I'analeg de la somatostatina TT-232. Aixi, s"ha descrit la seva eficacia in
vitro, en cél-lules de melanoma®®® ** i in vivo, en el model de xenograft de cél.lules D-
10 de melanoma'”?, de cel-lules HT-18Y%173 i de cél-lules Bl6174‘176, mostrant resultats

prometedors. També s’han utilitzat Vapreotide, Lanreotide i RC-121.
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8. EL PROTEASOMA COM A DIANA TERAPEUTICA

Les cel-lules utilitzen diversos mecanismes per regular |’estabilitat i la
degradacio de les proteines cel-lulars. Tot i que hi pot haver altres mecanismes de
degradacid de proteines citosoliques que encara no s’han caracteritzat, de moment
s’assumeix que hi ha dos mecanismes principals: els lisosomes i els proteasomes'’’. La
diferéncia recau en que els lisosomes degraden majoritariament proteines
extracel-lulars i transmembrana i els proteasomes degraden la gran majoria de
proteines intracel-lulars (80-90%). Els lisosomes sén vesicules citosoliques envoltades
de membrana que contenen en el seu interior enzims hidrolitics. La funcié de la
membrana és la d’embolcallar per evitar la degradacié de components cel-lulars de
manera incontrolada. En canvi, el 26S proteasoma és un complex multienzimatic ATP-
depenent d’aproximadament 2,4 MDa que es troba tant en el citosol com en el nucli

. . 177
de les cel-lules eucariotes™"".

L+] °° o
Figura 14. Degradacié proteica
'f II‘ eucariota. Els dos mecanismes
(S-}'a:\rljm'_‘-umv principals de degradacid de

proteines son els lisosomes i els
proteasomes. (a) Els lisosomes
son citoplasmatics, degraden
proteines extracel-lulars i
transmembranals que han estat
endocitades i duen a terme
autofagocitosi mitjancant els
fagosomes. (b) Els proteasomes
degraden majoritariament
proteines intracel-lulars, les
quals son reconegudes per la
seva fosforil-lacié i activacié de
vies de senyalitzaci6 o bé
reconegudes per estar mal
plegades. Les proteines a
degradar sédn marcades amb
ubiquitina. (Adams J. et al.
Nature Reviews, 2004, 4: 349-
360)™.

El proteasoma, també anomenat proteasoma 26S, és una particula cilindrica
gue consisteix en almenys 33 subunitats. El proteasoma consta de la particula nucli 20S

178, 175 per al seu

i dues particules reguladores 19S, situades en cada extrem
assemblatge és necessari I'ATP. La particula 20S esta compost per 4 anells

heptamerics, els quals formen una estructura cilindrica. Els anells dels extrems estan
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format per subunitats a i els anells interiors per subunitats . Els anells interiors
177, 180

alberguen una cavitat que conté els llocs actius proteolitics

19S regulatory
complex + ATP

e

—
20s
208

Figura 15. Estructura del proteasome. Estructura tridimensional del complex multienzimatic
del proteasoma. Aquest esta compost per la particula nucli 20S, la qual esta formada per

subunitats a i B, i les dues particules reguladores 19S. La molécula d’ATP en permet

I’ensamblatge. (Adams J. et al. Nature Reviews, 2004, 4:349-360)"”.

Tota proteina que hagi de ser degradada via proteasoma necessita ser marcada
amb ubiquitina. La ubiquitina és una proteina de 76 residus, altament conservada en
eucariotes, pero absent en procariotes. En eucariotes, diversos gens codifiquen per la

181
8 Les

ubiquitina. L’activacié de la ubiquitina requereix d’enzims desubiquitinitzants
proteines que han de ser degradades via proteasoma s’uneixen unides covalentment a
una cadena de poliubiquitines mitjangant tres passos, utilitzant els tres enzims
seglients: E1, I'’enzim activador d’ubiquitina, E2, I'enzim traspassador d’ubiquitina, i E3,
I’enzim ubiquitina-proteina lligasa. Els substrats ubiquitinitzats son reconeguts pel
proteasoma 26S i rapidament sén degradats en peptids petits. Una funcio important
de la particula reguladora 19S és la de reconeixer proteines ubiquitinitzades i altres
substrats potencials del proteasoma. Una segona funcid és la d’obrir un orifici en
I'anell format per subunitats a que permetra la entrada del substrat dins de la cambra

proteolitica. Aquest procés requereix d’ATP.
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Figura 16. La via ubiquitina-proteasoma. L'esquema mostra els principals passos de la via
ubiquitina-proteasoma. Primer, es necessita d’una molecula d’ATP per la unié de la ubiquitina
(Ub) amb I'enzim activador d’ubiquitina (E1). Després, I’'enzim traspassador d’ubiquitina (E2)
agafa la molécula d’ubiquitina de I'E1. A continuacid, la molecula d’ubiquitina és transferida a
I'enzim ubiquitina-proteina lligasa (E3). Per ultim, la proteina queda unida a 4 molécules
d’ubiquitina i és degradada per la particula catalitica 20S, alliberant ubiquitina lliure i péptids
digerits.

Com es veu, el proteasoma assegura un control de qualitat de les proteines
cel-lulars. La via ubitiquina-proteasoma facilita importants funcions cel-lulars com el
control del cicle cel-lular, la proliferacio, la diferenciacié i 'angiogénesi'”’. Lalteracié
de l'activitat del proteasoma podria contribuir a diferents estats patologics com la
inflamacio, la neurodegeneracié i el cancer. De forma interessant, moltes de les
molecules que son degradades via proteasoma son molecules involucrades en la
proliferacié cel-lular i I'apoptosi, com les ciclines, les cinases dependents de ciclines
(CDKs, cyclin-depenent kinases), la proteina proapoptotica p53, membres de la familia

Bcl-2 i el regulador negatiu de la via NFkB, IkBa (inhibidor of kB)*” 182

, etc. En la figura
17 es descriuen els mecanismes i les conseqliéncies de la degradacié via proteasoma

d’algunes d’aquestes proteines.
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Figura 17. Vies de senyalitzacié cel-lulars
associades al proteasoma. (a) Les ciclines
regulen el cicle cel-lular, juntament amb
els inhibidors de CDKs, WAF1 (o p21) i
KIP1 (o p27) i son degradades via
proteasoma de forma molt controlada.
Amb la inhibici6 del proteasoma es
desestabilitzen els complexos i fa que la
cel-lula sigui més susceptible a I'apoptosi.
(b) La proteina supressora de tumors p53
s’acumula en situacions d’estres cel-lular,
dany al DNA, activacid oncogénica i
hipoxia. MDM2 inhibeix I'activitat de p53,
exportant-la al citoplasma on pot ser
degradada via proteasoma o bé actuant
com una ubiquitin lligasa. p53 esdevé
activada després de la inhibicié del
proteasoma, la qual iniciaria l'activitat
supressora tumoral, induint apoptosi o
senescencia. (c) En resposta a estrés,
s’expressa el factor nuclear de kB (NF-kB) i
promou supervivencia. La inhibicid del
proteasoma impediria l'activacié de NF-
kB, ja que IkBa no pot degradar-se, i
incrementaria la susceptibilitat de la
cel-lula al dany citotoxic. (Adams J. et al.

Nature Reviews, 2004, 4:349-360)%.

Apart, lligant amb I'apoptosi, el proteasoma regula el balang entre les proteines
pro- i anti-apoptotiques. La inhibicié del proteasoma s’ha vist que decanta el balang
cap a la senyalitzacié proapoptotica. Com hem vist, I'execucié de I'apoptosi esta
extensament governada per proteines proapoptotiques (Bax, Bak, Bik, Bim, Bad, Bid,
HRK, NOXA, PUMA i BNIP3) i antiapoptotiques (Bcl-2, Bel-xL, Bcl-w, Al i Mcl-1)™8%8¢
tots membres de la familia Bcl-2. Aquestes proteines regulen la permeabilitat de la
membrana mitocondrial, de citocrom C, la generacié d’especies reactives d’oxigen i
I'activacié en cascada de les caspases. La inhibicid del proteasoma activa la transcripcié
de PUMA, promou el trencament de Mocl-1, sobre regula aquestes proteines

185, 187-190 60, 62-64

proapoptotiques i sotaregula les proteines antiapoptotiques . A més,

també sota regula la expressié d’'una classe de proteines conegudes com a inhibidors

de I'apoptosi, com clAP-1, XIAP i survivina'®® 191 192

61



Dutnaduceio

8.1 Via de senyalitzacio associada al proteasoma: Via NFkB

Ja hem vist que IkBa, una proteina inhibitoria de la via NFkB, pot ser degradada
via proteasoma. Aixi doncs, no és d’estranyar que una alteracio del proteasoma tingui

un efecte directe sobre la via NFkB.

El factor nuclear de kB (NFkB, nuclear factor kB) és un factor de transcripcio
que s’ha vist involucrat en processos inflamatoris i en la resposta immune innata'®.
Més tard, es va veure que també jugava un paper clau en el desenvolupament
tumoral, en identificar-se molecularment la subunitat p50 de Ila familia REL

(reticuloendotheliosis) i v-REL com una oncoproteina del retrovirus REL™.

NFkB no és una sola proteina sind que es compon de varis dimers de proteines
qgue s’uneixen a uns motius especifics del DNA coneguts com a caixa kB'®>. En
mamifers, hi ha cinc proteines REL/NFkB, les quals es poden classificar en dos grups
atenent al seu mode de sintesi i a la seva habilitat de transactivacid. El primer grup
consta de RELA/p65, c-REL i RELB i el segon grup consta de NFkB1/p105 i NFkB2/p100.
Les proteines del primer grup son sintetitzades en la seva forma madura i contenen el
domini RHD en I'extrem N-terminal (REL homology domain), el qual és necessari per la
seva dimeritzacié i per la seva unié al DNA. A més contenen dominis transactivadors en
el seu extrem C-terminal. El segon grup se sintetizen com a precursors, els quals
contenen el domini RHD i repeticions d’ankirina en I'extrem C-terminal. Aquests
precursors sofreixen una proteolisi dependent d’ubiquitina en la regié C-terminal,
donant lloc a les proteines madures p50 i p52, les quals presenten el domini RHD pero

no el domini transactivador. p50 és el producte de p105 i p52 el producte de p100195.

En la via NFkB hi participen les proteines NFkB/REL, les proteines IkB (figura 18)
i el complex cinasa de IKBa (IKK, IkB kinase). Les proteines IkB séon proteines
inhibitories de la via NFkB i presenten una domini regulador N-terminal seguit per

repeticions d’ankirina.

Dins de les proteines IkB trobem IkBa, kBB, IkBe i BCL3 (figura 18). Les tres
primeres atrapen els dimers NFkB en el citoplasma i BCL3 actua com a un coactivador
transcripcional de p50 i p52. Dins del complex cinasa IKK trobem IKKa, IKKB i IKKy. IKKa

i IKKB sén subunitats catalitiques del complex, mentre que IKKy és reguladora.
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Figura 18. Esquema de les proteines NFkB/REL i les proteines IkBa de la via NFkB. LZ=leucine
zipper, GRR=glycine-rich region (Karin M. et al. Nature Reviews, 2002, 2:301-10)"%.

La via NFkB transcorre a través de dues vies diferents: la via canonica i la via

196

alternativa™". Cada via utilitza diferents proteines NFkB/REL i proteines IkB. Com ja

s’ha comentat, les proteines NFkB/REL formen dimers.

En la via canonica, aquests dimers estan compostos per RELA/p65, c-REL i p50,
sent el dimer REL-p50 el majoritari. Aquesta via pot activar-se per diferents estimuls,
per exemple, un infecci6 microbiana o viral o per la exposicid a citoquines
proinflamatories. La exposicid a aquests estimuls fa activar el complex IKK. Aguest
complex cinasa fosforil-la IkBa en dues serines altament conservades, la 32 i 36, cosa
gue en provoca la seva degradacié via proteasoma. Sense la existéncia d’'IkBa, els
dimers NFkB que estaven reprimits en el citoplasma poden translocar lliurement a
nucli, activant la transcripcié de diferents gens. La fosforil-lacié d’IkB depén

majoritariament d’IKKB"’.

En la via alternativa hi participen els dimers compostos per NFkB2 i REL
majoritariament*®®. Aquesta via pot activar-se per membres de la familia del TNF com
limfotoxina B o BAFF (B-cell activating factor), els quals activarien la cinasa IKKa del
complex IKK o NIK. Aquestes cinases fosforil-len el domini IkB situat a I"extrem terminal
de NFkB2, proteolitzant la proteina en aquesta regio i obtenint-se aixi p52.
Conseqlientment els dimers formats per RELB i p52 translocaran a nucli, on activaran

. .y . 1
la transcripcié de gens diana*®.
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Figura 19. Model d’activacié de la via NFkB. (a) via canonica. (b) via alternativa. (Dolcet X. et

al. Virchows Archiv, 2005, 446:475-482)*°.

Un cop els dimers NFkB han translocat a nucli activen la transcripcié de varis
gens. Entre ells, gens antiapoptotics, gens que regulen de forma positiva la proliferacié
cel-lular, gens reguladors de la via NFkB, i gens inflamatoris. Tots aquest gens
contribuiran a la progressid tumoral. Els factors antiapoptotics que s’indueixen per
NFkB inclouen IAPs, FLIP, Al i Bcl-X,. A la vegada, NFkB també afavoreix la proliferacio
cel-lular, ja que augmenta I'expressid de les ciclines de G1, com la ciclina D1. Apart,
també promou la transcripcié de gens inflamatoris com els d’interleukines. Aquest fet,
té especial interés donat la relacié directa que s’ha observat entre aquells lloc que han

sofert una inflamacid cronica i el cancer.
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8.2 Els inhibidors del proteasoma

A més de proporcionar un control de qualitat per les proteines cel-lulars, la via
ubiquitina-proteasoma també facilita funcions essencials com la presentacié
d’antigens el control del cicle cel-lular, la proliferacio, la diferenciacié, I'angiogénesi i
I'apoptosi®’’. Per tant, una alteracié de I'activitat del proteasoma podria contribuir a
estats patologics com la inflamacid, la neurodegeneracio i el cancer. Tot aixd, a més de
la expressié ubiqua de la particula proteolitica 20S del proteasoma, suggereix que la
inhibicid del proteasoma es podria utilitzar per diferents patologies com la inflamacio,

les malalties autoimmunes i el cancer®*.

El fet que el protesoma sigui crucial per molts processos cel-lulars feia pensar
erroniament que no podia ser una bona diana terapéutica. No obstant, ha quedat
patent que les cél-lules malignes, les quals proliferen més rapid, mostren més
sensibilitat a la inhibicié del proteasoma que les cel-lules no malignes, com demostren
nombrosos treballs. Aixi, per exemple, s’ha trobat que les cel-lules de leucémia

200

limfocitica cronica sén més sensibles que els limfocits normals Les cel-lules

derivades d’un carcinoma escamos cel-lular també sén més sensibles que les cel-lules

201 ; \ . e , /
1 També les cél-lules de mieloma multiple sén més

epitelials o els fibroblasts normals
susceptibles a la inhibicié del proteasoma que les cel-lules normals mono nucleades®®,
Apart, les cel-lules mare de leucemia sén més sensibles que les cel-lules mare
hematopoetiques. També, les cél-lules de melanoma sén més sensibles que els

melanocits®®.

Hi ha cinc principals tipus d’inhibidors del proteasoma que s’uneixen tan
reversiblement com irreversiblement als lloc actius enzimatics de la particula 20S, i per
tant, inhibint la seva funcid proteolitica. Aquests sén els péptids aldehids, els péeptids
vinil-sulfones, els péptids boronats, els péptids epoxicetones i els B-lactones. Només
uns quants d’aquests compostos han progressat cap al desenvolupament clinic,
mentre que d’altres no han tingut aquesta sort degut a la seva falta d’estabilitat i
d’especificitat2°3. Per exemple, els péptids aldehids s’uneixen covalentment de manera
irreversible al proteasoma i inhibeixen altres proteases com calpaines i catepsines'’”
204 Els peptids aldehids van ser els primer inhibidors del proteasoma a ser
desenvolupats®® *°°. Un exemple n’és MG132 (veure figura 20) i I'ALLN o inhibidor de
calpaines I. Dins del grup dels péptids epoxicetones cal destacar la Epoxomicina®”’
(veure figura 21), sintetitzat pel bacteri Actinomicetes, la qual ha demostrat tenir una

elevada especificitat pel proteasoma.
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Dins de la familia dels peptids boronats trobem Bortezomib. Bortezomib és un
acid dipeptidil boronic, en el qual s’ha substituit el grup aldehid pel grup boronat, cosa
que fa que s’uneixi reversiblement al lloc quimiotriptic del proteasoma (subunitat B5)

de forma més especifica’’’, tot i que també té afinitat per les subunitats p1 i B2.

Bortezomib és I’tnic inhibidor de primera generacid que ha arribat a utilitzar-se
en assajos clinics amb humans. No obstant, altres inhibidors del proteasoma,
anomenats de primera classe, com MG132, ALLN, Lactacistina (B-lactona) i
epoxomicina, etc. han estat extensivament utilitzats experimentalment per entendre
millor la via ubiquitina-proteasoma. En la taula 2 es mostren els diferents inhibidors

del proteasoma existents.

0 y O
7/

Figura 20. Estructura del péptid aldehid MG132. (Ong D. et al. Nature Chemical
Biology, 2010, 6:424-432)""’.

Figura 21. Estructura de la expoxicetona epoxomcina (Modificat de: Meng L. et al.
PNAS, 1999, 96:10403-10408)"%.
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Taula 2. Els inhibidors del proteasoma. Aqui es mostra un llistat d’inhibidors del proteasoma.

Tots aquests compostos tenen en comu que mostren activitat quimiotriptica. (FDA=Food and

Drug Administration). (Adams J. et al. Nature Reviews, 2004, 4:349-360)"".

Agents Origin Phase Comments References
Aclacinomycin A Natural Preclinical Laboratory use 87
Benzamide (CVT-634) Synthetic Preclinical Laboratory use 88,89
Bortezomib (PS-341)  Synthetic Clinical, for ymphoma Approved by the FDA in 2003 for the a7

treatment of relapsed and refractory
multiple myeloma

Calpain inhibitors Synthetic Preclinical Laboratory use 90,91
land |l
Eponemycin Natural Preclinical Laboratory use 92
Epoxomycin Natural Preclinical Laboratory use a3
Lactacystin Natural Preclinical Specific, but weak, inhibitor that blocks 86
metabolite of proteasome activity by targeting the
Streptomyces catalytic f-subunit; also inhibits

cathepsin A; no effect on serine or
cysteine proteasss

MG132 Synthetic Preclinical Targets calpains and cathepsins 95-97
NLVS Synthetic Preclinical Vinyl sulphonate tripeptides that also 94
inhibit cathepsins
MLN-519 (a lactacystin Synthetic Clinical, Phase | Safety and tolerability recently evaluated 98
derivative) in a placebo-controlled Phase | study
in 39 healthy volunteers
Ritonavir Synthetic FDA-approved for HIV HIV1 protease inhibitor that also selectively 29

inhibits the proteasome

Bortezomib també és conegut per PS-341, rep el nom comercial de Velcade® i
és comercialitzat per I'empresa farmaceutica Millennium Pharmaceuticals. Bortezomib

es dissocia lentament del proteasoma, induint una inhibicié del proteasoma estable i

208

reversible”™". Actualment, Bortezomib s’utilitza per al tractament del mieloma multiple

209

i limfoma no Hodgkin“"". Encara que la eficacia del Bortezomib en cancers solids és

més limitada, hi ha nombrosos estudis preclinics que en demostren el seu poder

antitumoral, com és el cas del cancer de mama®® 2**, cancer colorectal®*® ?23, cancer
.214, 215 N A 216 A \ 217, 218 N

d’ovari®™ “°, cancer de pancrees” ", cancer de prostata®™” °°°, cancer cel-lular

escamds™® 2% i melanoma™®.

Malgrat I'exit de Bortezomib en malalts afectats amb mieloma multiple, s’ha
vist també que aquest presenta efectes adversos en el 10% dels casos. Aixi, s’han
descrit quadres d’anémia, anoréxia, deshidratacid, diarrea, fatiga, nausees i altres més

greus com trombocitopénia i neuropatia'’” ***

. Per aquesta rad, més tard, la recerca ha
anat encaminada a la cerca d’altres inhibidors del proteasoma diferents a Bortezomib
gue poguessin oferir més avantatges i menys efectes secundaris. Actualment estan en
desenvolupament varis agents de segona generacio (veure estructura i propietats en la
figura 23 i en la taula 3). Aixi doncs, dins de les noves molecules trobariem

MLN9708%%% 222 j CEP-18770%°* ??* (figura 23), que entrarien dins del grup del péptids
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boronats. MLN9708 s’hidrolitza immediatament en plasma en MLN2238 i inhibeix de
forma reversible majoritariament I'activitat quimiotriptica de la particula 20S del
proteasoma (subunitat B5), presentant una vida mitja de dissociacié substancialment
més curta que el Bortezomib. CEP-18770 també és un inhibidor reversible de I'activitat
quimiotriptica del proteasoma (subunitat B5). Tots dos compostos també tenen
afinitat per les subunitats 1 i 2. Dins del grup dels péptids epoxicetona s’estan

203, 224, 225 . 203, 226
i PR-047

desenvolupant Carfilzomib (PR-171) (veure figura 23).

Calfilzomib és un inhibidor irreversible de I'activitat quimiotriptica del proteasoma
(subunitat B5) i PR-047 és un analeg de Carfilzomib que actua inhibint irreversiblement
també la subunitat B5 del proteasoma. Apart d’aquests, hi ha altres molécules que
també han estat identificats com a inhibidors del proteasoma, com NPI-0052

(Marizomib o Salinosporamida A)*** %2*% (veure figura 22). NPI-0052 és un inhibidor

irreversible de I'activitat quimiotriptica de la subunitat 5 i I'activitat triptica de la
subunitat B2 del proteasoma, del grup dels B-lactones, aillat del bacteri mari
Salinospora tropica. En alguns casos, estudis preclinics d’aquests compostos han
demostrat que sén capacos de superar la resistencia a Bortezomib, aixi com ser més
potents que Bortezomib. Les estructures d’aquests complexos catalitics del
proteasoma es mostren en la figura 22. També en la taula 3 es mostren les activitats

inhibitories de cada inhibidor del proteasoma.

Bortezomib 2 inner beta rings

MLN9708 7 subunits each

208 [}1: caspase-like
cleaves after acidic residues
o
2 ouler alpha rings l
7 subunits each o

[35: chymotypsin-like
cleaves after hydrophobic

residues
I f2: trypsin-like
cleaves after
X basic residues
Bortezomib  MLN9708
CEP-18770 Carfilzomib I
PR-047 NPI-0052

NPI-0052 Bortezomib

Figura 22. Estructura del proteasoma 26S i el lloc d’actuacio dels inhibidors del proteasoma. El
proteasoma esta format per la particula nucli 20S i les particules 19S, situades una a cada
extrem de la particula nucli. La particula 20S conté els centres actius enzimatics: I'activitat
quimiotriptica (B5), I'activitat triptica (B2) i I'activitat peptid post-glutamil hidrolasa (B1).

(Modificat de Dick L.R. et al. Drug Discovery Today, 2010, 15:243-9)°%.

68



Tutnoduceis

Chiral Chiral
/"‘\.
C [e] OH
i\ /\/I QH J\/I\ ;s} A \l /]\
1 Y N”I Y S ¥y O/f NJ\ P
;r’ Y - °—|o
Bortezomib MLNS708 CEP-18770
Peptide boronic acid®® Peptide boronic acid'® Peplide boronic acid'920
(dipeptide boronic acid analog) (P2 threonine boronic acid)
pep 0g
| o
o P v
4,0 ,tl £, e 1,08 o
NA |\ N \r<\ /:,,J\N NN \]/“\O B N

H H N T H ‘I/ i H o
:’ f\ 0 S ] *-s 0o N . o ‘Y

\H \r\ / i / o

/ Me
cl
Carfilzomib PR-047 NPI-0052
Peptide epoxyketone's Peptide epoxyketone?! B-lactone®2

(epoxomicin analog)

(carfilzomib analog)

(Non-peptide bicyclic y-lactam—fi-lactone)

Figura 23. Estructura quimica de Bortezomib i dels inhibidors del proteasoma de segona

generacio (Dick L.R. et al. Drug Discovery Today, 2010, 15:243-9)

203

Proteasome ICsp A5/52/81 (nM) NF-«<E (nM)  Dissociation ty; Stage of clinical Route of administration
inhibitor (min) development
Bortezomib 2.4-7.9/590-4200/24-74 [16,18,25] 36-40[182539] 110 [18] Approved for MM and MCL IV (5C also studied) [63]

MLN9708 (18] 3.4/3500/31
CEP-18770 [19,20] 3.8/>100/<100
Carfilzomib [16]  6/3600/2400
PR-047 [21] 36/NR/NR
NPI-0052 3.5/28/430 [25]

13-20 [25,39]

18

NR—slowly reversible

Irreversible
Irreversible
Irreversible

Phase | IV (Oral dosing
efficacious in vivo)

Phase | "

Phase Il v

Preclinical Orally bicavailable

Phase | v

Taula 3. Propietats de Bortezomib i inhibidors del proteasoma de segona generacié. (NR=non-
reactive, MM=multiple myeloma, MCL=mieloid chronic leukemia, SC=subcutaneously) (Dick

L.R. et al. Drug Discovery Today, 2010, 15:243-9)

203

8.3 Els inhibidors del proteasoma en el melanoma

D’entre els mecanismes que condueixen a una major comportament agressiu

del melanoma se’n poden destacar els segiients:
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230-232

- La sobreexpressié de la proteina antiapoptotica Bcl-2 , que pot ser per

conseqiiencia d’una activacié de la senyalitzacio de la via de les MAP cinases o

per mutacions en B-RAF o RAS?*

- La desregulacié de proteines involucrades en el cicle cel-lular, per delecié,
silenciament i mutaci6, com CDKN2A/CDK4>?

- La pérdua de la funcié transcripcional de p53%*

- L’activacio constitutiva de la via NFkB?** 23¢

Teoricament, qualsevol de les molécules implicades en la regulacié d’aquests
mecanismes podrien ser una bona diana terapéutica en el melanoma. Com hem vist,
Bcl-2, proteines implicades en la regulacié del cicle cel-lular, p53 i IkBa sén degradades
via proteasoma, la qual cosa va fer pensar que la utilitzacid dels inhibidors del
proteasoma podria resultar en un bon tractament per al melanoma. En aquest sentit,
s’ha demostrat que els inhibidors del proteasoma sén capacos d’induir apoptosi i
inhibir el creixement cel-lular en models experimentals in vitro o in vivo de

melanoma®®® 2%’

No obstant, el primer assaig clinic en pacients amb melanoma
disseminat, en el que es va utilitzar Bortezomib en monoterapia, no va donar resultats

satisfactoris®*®.

Pels resultats obtinguts fins al moment, sembla dificil que enfocant el
tractament del melanoma metastatic cap a una Unica diana se sigui capa¢ d’aconseguir
una remissié estable de la malaltia. Una explicacid de I'aparicié de resisténcies als
tractaments utilitzats és que les cel-lules de melanoma desenvolupen respostes
compensatories o que existeixen ja previament vies de senyalitzacié redundants que
s’activen quan algunes d’aquestes vies s’interrompen. Per tant, una estratégia per
evitar o combatre aquests fenomens consistiria en utilitzar simultaniament farmacs
gue ataquessin més d’una diana al mateix temps. En aquest sentit els inhibidors del
proteasoma ja s’han utilitzat en combinacié amb altres farmacs in vitro per sensibilitzar

239

les cel-lules de melanoma a diferents quimioterapeutics com Temozolomida™ i els

inhibidors de calpaina®® i citostatics®**. Particularment, I'Gs de Temozolomida

242

juntament amb Bortezomib ha inspirat un recent assaig clinic amb pacients™*. També

s’ha vist que els inhibidors del proteasoma poden sensibilitzar les cel-lules tumorals a

243,24 4 3 la radiaci6 ionitzant®®

la immunoterapia amb interferé a . Molts d’aquests
mecanismes de sensibilitzacio, es creu que estan mediats per la capacitat que tenen els
inhibidors del proteasoma d’inhibir la via NFkB, ja que I'activacid d’aquesta via s’ha
descrit com a responsable de la resisténcia a farmacs o com a conseqiiéncia de

I'aplicacid de radiacié ionitzant.
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8.4 Els inhibidors del proteasoma en el carcinoma d’endometri

El carcinoma d’endometri, com molts altres tipus de tumors, tenen la via NFkB

constitutivament activada®*®

193, 196

, i s’ha vist que juga un paper clau en la transformacié
neoplasica. . Per aquest motiu, es va creure que els inhibidors del proteasoma
podrien funcionar bé com a agents terapeutics. En la bibliografia, els treballs referits a
I"Us dels inhibidors del proteasoma per al tractament del carcinoma d’endometri sén
escassos. No, obstant cal destacar un treball in vitro on s’han estudiat els efectes de
guatre inhibidors del proteasoma estructuralment diferents (Bortezomib, MG132,
ALLN i Epoxomicina) en unes linies cel-lulars de carcinoma d’endometri**’. Els autors
van observar que els inhibidors del proteasoma eren capacos d’induir apoptosi en les
linies cel-lulars, perd que paradoxalment també incrementaven I'activitat de la via
NFkB. Aquest fet va suggerir dues coses. Primer, que la mort cel-lular observada amb
la utilitzaciéd dels inhibidors del proteasoma en el carcinoma d’endometri no era
deguda a un bloqueig de la via NFkB, com sempre s’ha postulat. Segon, que la
utilitzacio dels inhibidors del proteasoma en el carcinoma d’endometri en monoterapia

no és una bona idea, degut al seu efecte advers d’activacié de la via NFkB
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9. ELS RECEPTORS AMB ACTIVITAT TIROSINA CINASA COM A DIANES

TERAPEUTIQUES

D’enca de la descoberta del primer receptor amb activitat tirosina cinasa fa més
de 25 anys, varis membres d’aquesta familia han esdevingut reguladors clau de
processos cel-lulars critics, com la proliferacio, la diferenciacio, la supervivéncia, el

248-250 7
. L’ésser

metabolisme, la migracio cel-lular, la invasio i el control del cicle cel-lular
huma té 58 RTKs (receptor tyrosine kinases) coneguts, els quals es divideixen en 22
subfamilies (veure figura 24). L'IGFR (insuline growth factor receptor) és un dels
receptors més estudiats. Tots els RTKs tenen una arquitectura molecular similar, que
consisteix en una regid d’unié al lligand, una regid intracel-lular, una regié helix
transmembrana i una regié citoplasmatica. La regid citoplasmatica esta formada pel
domini TK (tyrosine kinase), pel grup carboxi terminal i per dos subunitats reguladores
juxtamembranals. La morfologia general dels RTKs esta altament conservada, des de el
nematode Caenorhabditis elegans fins als humans, cosa que no és d’estranyar, donat

el paper que tenen sobre els critics processos cel-lulars anteriorment mencionats.
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Figura 24. Representacié esquematica dels RTKs en humans. Cada figura correspon a cada
subfamilia, en total 22. Sota de cada subfamilia en queden anotats els receptors que hi
formen part. Els dominis intracel-lulars queden representats en forma de rectangle groc.
(Lemmon M.A. et al. Cell, 2010, 141:1117-1134)"°.
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De forma general, quan els lligands s’uneixen als receptors activen els RTKs

mitjancant la induccié de la seva dimeritzacié®*. També, existeixen receptors que

formen oligdmers, inclis amb I'abséncia del seu lligand, com és el cas de I'lGFR*' i
I'EGFR®*%. Estudis estructurals han permes saber com es produeix la dimeritzacié. S’ha
vist que una regio de I’helix n’és la responsable. Un cop dimeritzats o oligomeritzats,
un receptor del dimer o de I'oligomer fosforil-la una o més tirosines veines i llavors el
receptor fosforil-lat serveix com a lloc d’assemblatge (i d’activacid) de proteines de
senyalitzacio intracel-lulars®®®. El primer substrat a fosforil-lar per part dels RTKs sén els

propis receptors.

L'autofosforil-lacié en el domini cinasa juga un paper regulador molt important
en la majoria de RTKs. Per exemple, en el cas de I'lGFR, la fosforil-lacié en el seu bucle
d’activacié incrementa la seva eficiéncia catalitica de 50 a 200 vegades més>>>. Després
d’aquesta primera autofosforil-lacid, altres tirosines seran fosforil-lades en altres parts
de la regid citoplasmatica dels RTKs. Les fosfotirosines resultants serviran de lloc
especifics d’unidé i reclutament d’altres molécules activades com a resposta a la
estimulacio al factor de creixement o lligand. Cada RTK té el seu mecanisme peculiar
d’activacié un cop s’ha unit al lligand. Les molecules que sén activades i recrutades als
llocs que han estat autofosforil-lats contenen dominis SH2 (Src homology 2) i PTB
(Phosphotyrosine binding) que especificament s’uneixen a la fosfotirosina®>* 2*>. Un
exemple és Grb2. Aquestes molécules poden ser reclutades directament a les
fosfotirosines en el receptor o indirectament mitjancant la unié amb altres proteines
que han estat fosforil-lades pels RTK, amb les quals s’associen. Aquestes proteines
poden ser FRS2, IRS1 (insulin receptor substrate-1) i Gabl (the Grb2-associated binder
1)*°. Aquestes proteines son fosforil-lades, la qual cosa correspon a la segona ronda
de fosforil-lacié. A la vegada, també contenen fosfotirosines que serviran de llocs

d’unié d’un ampli repertori de proteines.

Finalment, les successives rondes de fosforil-laci6 comportaran I'activacié de
diferents cascades intracel-lulars com la via de les MAPK/ERK, PI3K/Akt/mTOR,
fosfolipasa Cy, proteina kinasa C, petites GTPases com Ras, Rho i RAC1 (Ras-related C3
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botulinum toxin substrate 1)*’. L’activacié de totes aquestes vies induiran en ultim lloc

un augment de la proliferacid i la supervivencia cel-lulars.
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Figura 25. Esquema que representa les diferents vies de senyalitzacié que sén
activades després de |'autofosforil-lacié en residus de tirosina dels RTKs un cop s’hi
ha unit el lligand.

Les mutacions en els RTKs aixi com la seva activacié de forma aberrant s’ha
relacionat amb el cancer, la diabetis, la inflamacid, els desordres ossis severs,

24 Aquest fet ha donat una empenta al

I'arteriosclerosi i I'angiogénesi®®®
desenvolupament d’una nova generacié de farmacs capacos de bloquejar o atenuar

I’activitat dels RTKs.

La relacié entre les mutacions en RTKs i el cancer no és nova. La primera
evidencia va apareixer als anys 60 quan es va observar que les cel-lules transformades
viricament requerien de menys factors trofics externs per proliferar que les mateixes
céllules sense transformar®®. Aquella observacié va suggerir que un mal
funcionament de la via de senyalitzacié dels factors trofics o de creixement podrien
jugar un paper important en la transformacio cel-lular. Gairebé dues décades més tard,
altres estudis van demostrar que l'oncogen v-sis del virus del sarcoma en simis,
originat per transduccié del gen PDGF (platelet-derived growth factor), i que el seu
producte proteic (p285/5) promovia la transformacié cel-lular mitjangant I'activacio de
PDGFR (platelet-derived growth factor receptor) de manera autocrina®® *®°. A més a
més, el producte de I'oncogen v-erbB del virus aviar de I'eritroblastosi es va trobar que
261 Més tard, el

gen codificant per EGFR es va trobar amplificat i mutat en tumors primaris cerebrals®®?,

corresponia a una forma truncada i constitutivament activada de EGFR
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provocant la sobreexpressié i I'activacid constitutiva de I'activitat tirosina cinasa de

EGFR en mostres de teixit tumoral.

Des de llavors, s’ha anat acumulant moltissima informacié sobre la relacié
existent entre la desregulacid i 'alteracié de la funcid de varis RTKs i diverses malalties.
L’activacié aberrant dels RTKs en els cancers humans es deu basicament a quatre
mecanismes diferents: a una activacié autocrina, a translocacions cromosomiques, a la
sobreexpressio de RTKs i a mutacions causants de guany de funcié d’aquests.
Recentment, nombrosos esforcos de seqiienciacié en varis tumors han donat com a
resultat la identificaci6 de mutacions de nombrosos RTKs. Aquestes s’estan
col-leccionat en la base de dades del COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in

Cancer)*®.

Pel que fa al receptor c-Kit s’ha trobat expressat en varis tipus cel-lulars com les
cel-lules mare hematopoetiques i els melanocits, on tindria un paper important en
I’'homeostasi de les cel-lules mare i en la migracié dels melanocits. El receptor c-Kit s’ha
trobat mutat en varis cancers com el GIST, la leucémia mieloide cronica, la leucémia
mastocitaria i el melanoma. donant lloc a un guany de funcié del receptor. Les
mutacions s’han trobat en I'exé 17 (domini TK), I'exd 11 (regidé juxtamembranal) i en
els exons 8 i 9 que codifiquen per el domini D5 corresponent a la regié d’unié del seu
lligand (SCF) amb el receptor’®. Les mutacions en aquesta regié es creu que
produeixen interaccions intermoleculars que estabilitzen dos dominis de dos receptors
c-kit diferents, la qual cosa promou la dimeritzacié constitutiva del receptor i fa

innecessaria la presencia del lligand per la seva activacié.

Pel que fa al receptor EGFR, aquest i altres membres de la seva familia s’han
trobat expressat en la majoria de cel-lules d’origen epidérmic, controlant la seva divisid
cel-lular. Apart, s’han trobat sobreexpressats o mutats en diversos cancers, com el
cancer de mama, el glioblastoma, el cancer de pulmé de cel-lula no petita i en el
carcinoma d’endometri. Per exemple, ErbB2, un receptor orfe que no té la tipica
estructura extracel-lular de I'ErbB esta altament sobreexpressat com a resultat d’una

255 A més, la sobreexpressié de

amplificacié genica en un 30% del cancers de mama
ErbB2 s’ha relacionat amb un pronostic pobre266. Tot i que I'EGFR es troba
sobreexpressat en diversos cancers, la seva amplificacié génica sembla estar
restringida en el glioblastoma, on ocorre en un 35% d’aquests cancers i causa tant la

262 També, en el cas

sobreexpressio de la variant salvatge com de la variant mutada
dels glioblastomes, s’han trobat mutacions en la regio extracel-lular d’aquest receptor

que en promouen la seva activacié®®’. A més a més, en el cancer de pulmé de cel-lula
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no petita, s’han trobat mutacions tant en el domini TK**® com en la regioé
juxtamembranal de FEGFR*®. Les mutacions en aquesta regié promourien la

dimeritzacio del receptor sense necessitar la uniéo amb el seu lligand, I'EGF.

Els receptors de la familia de VEGFR (vascular endothelial growth factor
receptor), VEGFR1 (també conegut com a Flt-1), VEGFR2 (també conegut com a Flk1 o
KDR) i VEGFR3 (també conegut com a Flt4) s’expressen basicament en les cel-lules
endotelials, a més de en varis tumors solids, i promouen una senyalitzacié intracel-lular
que condueix a l'angiogénesi tumoral®’°. Aquells tumors solids més irrigats presenten
una alta expressié d’aquests receptors com en el cas del carcinoma renal. Una
sobreexpressio d’aquests receptors esta relacionada amb pronostic pobre i a un risc

incrementat de la metastasi®’*.

Els receptors PDGFRs s’han trobat expressats en diferents cel-lules
mesenquimals, com en el teixit connectiu i la gliam, i en els citotrofoblasts
placentaris?’®, suggerint un paper important en la migracié de les cél-lules
mesenquimals i en I'embriogenesi. S’ha observat que tant els PDGFRs com el seus
lligands (PGDFs) son essencials per al correcte funcionament del ronyd, del sistema
cardiovascular, del cervell, dels pulmons i del teixit connectiu. En adults, els PDGFRs i
PDFs sén importants en la inflamacié , 'angiogénesi i la transformacié tumoral®’*. Hi ha
dos tipus de receptors PDGFR, PDGFRa i PDGFRP. Aquests receptors s’han trobat
sobreexpressats en varis tumors solids i també en I'estroma del voltant®’>. El PDGFR es
troba sobreregulat durant la progressid tumoral per estimular el creixement i la
proliferacié dels fibroblasts que envolten i suporten les cel-lules endotelials®’®.
L’activacié constitutiva dels receptors PDGFRa i PDGFRP com a resultat d'una
translocacié cromosomica s’ha vist en leucémies. D’altra banda, s’ha trobat I'activacié
de PDGFRa com a resultat de mutacions amb guany de funcié en els tumors del tracte
gastrointestinal. Apart, la presencia d’'una senyalitzacié autocrina com a conseqiiéncia
d’una sobreexpressio del lligand PDGF-B ha estat clarament implicada en la patogenesi

del dermatofibrosarcoma.?”

Totes aquestes evidencies fan pensar que els receptors tirosina cinasa

serien una bona diana terapéutica en molts cancers.
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9.1 Vies de senyalitzacié associades als receptors amb activitat tirosina

cinasa

La unié del lligand als receptors tirosina cinasa desencadena l’activacié de
multiples vies de senyalitzacié com la via PI3K/Akt/mTOR, la via de les MAPK, la via de

la PKC i la via de la PLCy, entre altres.

9.1.1 Via PI3K/Akt/mTOR

Dins de l'eix de senyalitzacid PI3K/Akt/mTOR hi participen aquestes tres

proteines clau en aquest ordre.

Akt, també anomenada PKB, és una serina/treonina cinasa altament
conservada evolutivament. La seva activacié constitutiva s’ha relacionat amb la
resisténcia a l'apoptosi, a la proliferacié cel-lular i a un augment del metabolisme
cel-lular. En mamifers, existeixen tres isoformes d’Akt (Aktl, Akt2 i Akt3), les quals
estan codificades per diferents gens i presenten una homologia de seqtiencia del 80%.
Un cop s’ha produit la unid del lligand als RTK, la subunitat catalitica p110 de la PI3K
s’activa per dues possibles vies: pel reclutament amb la seva unitat reguladora p85 o
per la proteina Ras. Un cop activada, p110, fosforil-la els difosfoinositids (PIP;) a la
tercera posicié de I'anell per generar els trifosfoinositids (PIP3). En un primer pas,
aquests PIP; s’uneixen al domini PH, produint la translocacié d’Akt a la membrana
plasmatica. En un segon pas, Akt és fosforil-lada per la PDK1 (PI3K-dependent kinase-1)
en el residu treonina 308, localitzat en el domini catalitic, i per PDK2 (PI13K-dependent
kinase-2) en el residu serina 473, localitzat en el motiu hidrofobic c-terminal. Per
permetre la total activacio d’Akt, aquests dos residus necessiten estar fosforil-lats®’”
2’8 |’activitat d’Akt estd negativament regulada per PTEN, la fosfatasa que

desfosforil-la els PIP3 convertint-los en PIP2.

Akt pot ser activada en el cancer per nombrosos mecanismes. Per exemple, per
mutacié o delecié de PTEN o per una amplificacid o sobreexpressié de la subunitat
catalitica p110 de la PI3K. L'activacié d’Akt deguda a una mutacié en PTEN ocorre
freqlientment en cancers, especialment en el carcinoma d’endometri?”®. Aixo fa que la

via Akt es consideri desregulada en aquest cancer.
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Un cop Akt esta activada, aquesta pot activar mTOR a través de diferents
mecanismes. Per exemple, el pot activar a través de la fosforil-lacié de TSC2 (tuberous
sclerosis complex 2), el qual, al seu torn, inactiva I'activitat de mTOR*, ja que TSC2
fora un heterodimer amb TSC1 (tuberous sclerosis complex 1), que gracies a la seva
activitat GTPasica pot inhibir I'activitat de Rheb, una petita GTPasa essencial per a
I’activacié de mTOR. Es a dir, si TSC2 s’inhibeix, aquest no pot inhibir Rheb i tenint
Rheb actiu s’activa mTOR. D’altra banda, Akt pot inhibir AMPK, proteina coneguda per

la seva activat supressora tumoral®®

. AMPK podria activar TSC2, pero en restar
inhibida, s’aconsegueix la total inhibicié de TSC2, comportant I'activacié de mTOR. Aixi
doncs, per a l'activacid6 de mTOR, s’han de sobrepassar dues barreres supressores
tumorals: PTEN i I’heterodimer TSC1-TSC2. Un cop s’ha activat mTOR, aquesta forma
un complex amb Raptor (regulatory-associated protein of mTOR) induint una
acceleracio de la traduccié a través de I'activacié i fosforil-lacio de p70S6K. Aquesta
proteina és un efector “downstream” de mTOR, que activa S6K. D’altra banda, mTOR
inhibeix la 4E-BP (elF4E binding protein), la qual manté unida i inactiva elF4E. Aquest
és un factor iniciador de la traduccié en eucariotes involucrat en direccionar els
ribosomes a la estructura cap dels mRNAs, afavorint la traduccid i aixi accelerant
nombrosos processos cel-lulars crucials per al creixement cel-lular. Apart, mTOR
controla I'entrada a la cél-lula dels factors de creixement IGF-1, IGF-2 i d’aminoacids®°

i, actua com a un sensor cel-lular de nutrients, de nivells d’energia i d’estatus redox*®?
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Figura 26. Esquema de I'activacio de I'eix PI3K/Akt/mTOR. (Hay N. et al. Cancer Cell, 2005,
179-83)°%.
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9.1.2 Via de les MAPK

La via de senyalitzacié de les MAPK és un nom generic que déna nom a quatre
cascades diferents, les quals s’anomenen depenent de I'Ultim efector cinasa
“downstream”?®*. Aquesta Ultima proteina pot ser ERK1/2, INK1/2/3, p38-MAPK i Erk5.
Tot i que totes aquestes cascades estan regulades per la senyalitzacidé procedent dels

RTKs, es considera que aquests sén els majors reguladors de la cascada ERK1/2.

Una vegada el lligand s’ha unit al RTK, aquest s’activa i s’autofosforil-la en
residus de tirosina. Aquest fet comporta que la proteina adaptadora Grb2 s’hi pugui
unir a través del seu domini SH2 i a través del seu domini SH3 pugui interaccionar amb
Sos. Amb aix0, Sos pot ser reclutat a prop de la membrana plasmatica, on promouria
I'intercanvi de GDP per GTP en una petita proteina G anomenada Ras. Aquest Ras
actiu, ja unit a GTP podria unir-se i activar Raf. A continuacid, Raf indueix la
fosforil-laci6 del residu serina en el loop d’activacié de Mek®®. Un cop Mek 1/2 esta
fosforil-lada pot fosforil-lar i activar ERK, mitjancant la fosforil-lacié en dos residus, una
treonina i una tirosina localitzats en el bucle d’activacio i separats per un acid aspartic
(ERK 1/2)*®. Un cop ERK estd activa pot fosforil-lar nombroses proteines
citoplasmatiques i del citoesquelet, com la familia S6K ribosomals de 90 KDa (Rsk)?’.
Apart, un cop Erk i Rsk 1/2 estan activades poden translocar al nucli, on Erk permetra
la fosforil-lacié i I'activacié de nombrosos factors de transcripcié com Spl, E2F, Elk-1 i
AP-1%%8_ Tot aixd donara lloc a una activacié de la proliferacié, la migracié i la

diferenciacio cel-lular.

Com hem vist la proteina Ras forma part de la via de les MAPK. Aquesta
presenta tres isoformes: Hras, Nras i Kras. Es creu que molts efectors d’aquesta via
estan permanentment activats deguts a mutacions en RAS. Aproximadament, un 25%
dels tumors humans presenten mutacions en un d’aquests tres gens, tot i que el més
freqlient apareix en KRAS (70-90%). Aquest gen s’ha trobat freqlientment mutat en el

carcinoma d’endometri i també en el melanoma, perd en menor freqiencia.

Un altra proteina, el gen de la qual es troba freqiientment mutat en cancer, es
B-raf, un altre component de la via de les MAPK. La mutacid més freqlient és
I’'anomenada V600E, situada en el domini cinasa d’aquesta proteina serina/treonina
cinasa. Aix0 fa que la proteina ERK estigui constitutivament fosforil-lada i per tant,
també la cascada ERK. S’ha trobat que B-raf es troba mutat en un 30-70% dels

melanomes i també en el carcinoma d’endometri.
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Figura 27. Esquema de I'organitzacid i funcié de la via Ras-Raf-MEK- ERK. La unio del lligand al
receptor RTK produeix la dimeritzacid i I'autofosforil-laciéd en residus de tirosina. Aquestes
tirosines serveixen com a lloc d’unié d’altres molécules com Grb2, i més tard s’unira Sos.
Aquest complex activa la proteina Ras, estimulant-la a intercanviar GDP per GTP. Aquest canvi
produeix un canvi conformacional en Ras, que li permet unir-se a Raf, reclutant-lo des de el
citosol a la membrana plasmatica. Raf activat fosforil-la i activa MEK, que al seu torn,
fosforil-la i activa ERK. La proteina Ksr-1 serveix de lloc d’anclatge de la via. ERK té nombroses
dianes citosoliques i pot translocar a nucli per activar la transcripcié génica, que donara lloc a
proliferacio cel-lular, migracié i diferenciacio.

9.2 Els inhibidors de receptors amb activitat tirosina cinasa

La FDA ha aprovat I'Gs de varies molécules que s’han desenvolupat per inhibir
RTKs activats, per al tractament del cancer i altres malalties. Aquestes molécules es
poden dividir en dues categories diferents: inhibidors de pes molecular petit o
anticossos monoclonals. Els inhibidors de pes molecular petit competeixen per als llocs
d’unié de I’ATP en aquests receptors, els quals es troben en el domini intracel-lular
TK?® 2% Aquests petits inhibidors sén actius oralment i poden ser combinats facilment
amb altres formes de quimioterapia o radioterapia. Els anticossos monoclonals poden

interferir tant en I'activacido dels RTKs, bloquejant-la, com etiquetar les cél-lules
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expressores de RTKs perqué siguin reconegudes pel sistema immune i aixi poder ser

destruides®®.

Small Molecule Mab Target Disease Vear of

approval
Imatinib (Gleevec) PDGFR, KIT, Abl, Arg CML, GIST 2001
Gefitinib (Iressa) EGFR Esophageal cancer, Glioma 2003
Erlotinib (Tarceva) EGFR Esophageal cancer, Glioma 2004
Sorafenib (Nexavar) Raf, VEGFR, PDGFR, FIt3, KIT Renal cell carcinoma 2005
Sunitinib (Sutent) KIT, VEGFR, PDGFR, FIt3 Renal cell carcmom.a’ GIST, Endacrine 2006

pancreatic cancer

Dasatinib (Sprycel) Abl, Arg, KIT, PDGFR, Src Gleevec-resistant CML 2007
Nilotinib (Tasigna) Abl, Arg, KIT, PDGFR Gleevec-resistant CML 2007
Lapatinib (Tykerb) EGFR, ErB2 Mammary carcinoma 2007
Trastuzumab (Herceptin) ErB2 Mammary carcinoma 1998
Cetuximab (Erbitux) EGFR Colorectal cancer. Head and neck cancer 2004
Bevacizumab (Avastin) VEGFR Lung cancer, Colorectal cancer 2004
Panitumumab (Vectibix) EGFR Colorectal cancer 2006

Taula 4. Llistats de molecules aprovades per la FDA per al tractament del cancer, que actuen
inhibint els RTKs. En blau es mostren els inhibidors de pes molecular petit i en groc els

anticossos monoclonals (modificat de: Lemmon M.A. et al. Cell, 2010, 141:1117-1134)

250

Apart, dels inhibidors indicats en la taula, també s’han sintetitzat Canertinib,

Vatalanib, Semaxinib i Leflunomide, pero encara no han estat aprovats per la FDA,
degut a la seva limitada eficacia i al seu modest poder inhibitori. Canertinib és un
inhibidor de EGFR; Vatalanib és un inhibidor de VEGFR i a més concentracié també de
PDGFRB, c-Kit i c-FMS; Semaxinib és un inhibidor de VEGFRs i també de c-Kit i Flt-3;
Leflunomide és un inhibidor de PDGFR.
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Com que els inhibidors de pes molecular petit tenen com a diana els lloc d’unié

a ’ATP, apart de tenir afinitat per RTKs també presenten afinitat per altres molecules
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amb activitat tirosina cinasa, com és el cas de Imatinib. Aquest farmac va ser identificat
en el programa de desenvolupament d’inhibidors de PDGFR, pero més tard es va veure
gue inhibia de forma molt potent Abl, una molécula amb activitat tirosina cinasa que

no és un receptor.

A continuacié, passarem a explicar dos inhibidors de pes molecular petit:

Imatinib i Sunitinib.

Imatinib _mesylate (STI571; Gleevec®) és un inhibidor comercialitzat per

Novartis que s’esta utilitzant per al tractament de la CML des de la seva aprovacio per
part de la FDA, I'any 2001, en demostrar una resposta clinica favorable en diversos
assajos clinics. Aquesta leucemia es caracteritza perque la molécula Abl presenta un
activitat tirosina cinasa constitutiva, a causa de la formacié de la quimera oncogenica
Bcr-Abl, com a conseqliencia de la translocacié cromosomica entre els cromosomes 9 i
22, coneguda com a cromosoma Philadelphia. Aquesta caracteristica geneética s’ha
observat en el 95% dels pacients afectats per CML. La formacié de la quimera suposa
una desregulacié de les vies de senyalitzacié intracel-lulars donant lloc a un augment
de la proliferacié i resisténcia a I'apoptosi dels progenitors hematopoetics. Imatinib és
capac d’inhibir tant Abl com Bcr-Abl**?, per la qual cosa es considera el farmac ideal
per atacar aquest tipus de cancer. Apart de tractar la CML també s’ha utilitzat per al
tractament del GIST, donat la seva activitat inhibitoria dels receptors c-Kit i PDGFRs. Se
sap que la tant la desregulacié de c-Kit com de PDGFR juguen un paper important en la
formacié del GIST*®. Aquests tumors es caracteritzen per expressar c-Kit en la
superficie cel-lular. Imatinib inhibeix c-Kit salvatge i c-Kit mutat a unes concentracions

similars a les requerides per la inhibicié de Bcr-Abl*,

Sunitinib_malate (SU11248; Sutent®) és un inhibidor comercialitzat per Pfizer
que inhibeix de forma potent VEGFR (1,2 i 3), PDGF (a i B), c-Kit i FIt-3'* %, També té

activitat inhibitoria, perd en menys potencia de Ret, FGFR1 (fibroblast growth factor

receptor 1), c-met, IGFR-1R i CSF-1R (colony-stimulating factor receptor 1)*%. En un
primer moment, va ser aprovat per la FDA I'any 2006 per al tractament del cancer
renal i per a aquells GIST que es mostraven resistents a la terapia amb Imatinib®®®. Més
tard, la seva utilitzacié s’ha estés també per al cancer pancreatic. En un principi, es va
dissenyar per poder superar la poténcia del seu predecessor, Semaxinib, i de fet, va
mostrar una major inhibici6 de VEGFR2, PDGFRB, c-Kit i FGFR1 comparat amb

290, 297, 298

aquest . També, Sunitinib és més soluble i més estable que altre analegs

sintetitzats préviamentzgg. A més a més, comparat amb Imatinib, Sunitinib ha
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demostrat ser més potent a I’hora d’inhibir c-Kit i els PDGFRs, cosa que ha fet que es

consideri com a un segon farmac per tractar el GIST*".

La inhibicié de tots aquests receptors per part del Sunitinib, bloqueja diverses
transduccions de senyals i per tant, afecta a nombrosos processos cel-lulars com el

creixement tumoral, la metastasi i I'angiogénesi300.
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Figura 29. Vies de senyalitzacié implicades i efectes cel-lulars en la inhibicid de
receptors amb activitat tirosina cinasa, dianes de Sunitinib. (Atkins M. et al. Nature
Reviews Drug Discovery, 2006, 5:279—280)29 .

La inhibicié de receptors amb activitat tirosina cinasa per part de Sunitinib
bloqueja tres vies de senyalitzacié diferents. La via PI3K/Akt/mTOR**" 3% |3 via de les
MAP cinases i la via de la PKC*®. El bloqueig de la via PI3K/Akt/mTOR té com a resultat
un efecte citotoxic directe en les cel-lules del tumor. D’altra banda, Sunitinib també té
un efecte important antiangiogenic i de destruccié de la vascularitzacié tumoral. Tots

dos fenomens es produeixen a través del bloqueig de la via de les MAP cinases i PKC.
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Aixi, doncs, I'atractiu de Sunitinib recau en el seu doble efecte inhibidor del creixement
cel-lular del tumor i de I'angiogenesi. A més, de forma interessant i sabent I'efecte
pleiotropic dels RTKs s’ha trobat recentment que Sunitinib, juntament amb altres

receptors amb activitat tirosina cinasa, poden inhibir la via NFkB%,

9.3 Els inhibidors de receptors amb activitat tirosina cinasa en el

melanoma

Fins al moment, I"Gs d’inhibidors de receptors amb activitat tirosina cinasa en el
melanoma, ha anat dirigit a inhibir c-Kit. La possibilitat de que c-Kit fos una diana
terapéutica en el melanoma ja fa temps que s’hipotetitza. De fet, c-Kit és una proteina
gue actua com a un receptor de factor de creixement fonamental dels melanocits
epidermics i juga un paper primordial en la diferenciacid i la migracié de les cel-lules
melanocitiques durant el desenvolupament embrionari*®. En concordanga, molts
melanomes expressen c-Kit. No obstant, algunes dades cliniques i experimentals
apuntaven en contra d’aquesta hipotesi fins fa poc anys, ja que, d’'una banda s’havia
demostrat que la expressio de c-Kit disminuia durant la progressié tumoral de molts

305, 306

melanomes . D’altra banda, en algunes linies cel-lulars, la pérdua d’aquest factor

307, 308

s’havia relacionat amb un augment de la seva capacitat metastatitzant . Amésa

més, els primers assajos clinics realitzats amb pacients amb melanoma metastatic,
utilitzant I'inhibidor de c-Kit, Imatinib, no van donar resultats esperangadors3°9’ 310 A
pesar de que existien evidéncies experimentals i cliniques prévies de respostes aillades
a Imatinib i de mutacions molt ocasionals en I'exd 11 de KIT en algunes linies de

11-314 . . . s .
31314 no fa ser fins la publicacié del treball de Curtin i col-laboradors I'any

melanoma
2006’ fins que es va establir que en un 39%, un 36% i un 28% de determinats tipus de
melanoma, de per si poc freqlients, (melanoma de mucoses, melanoma acral i
melanoma sobre pell amb dany actinic cronic, respectivament), es trobaven
aberracions genétiques de KIT que convertien a la proteina codificada per aquest gen
en una possible diana per al seu tractament. La baixa representacié d’aquests tipus de
melanomes, explicarien la falta de resposta observada en els assajos clinics

mencionats>*.

Les alteracions genéetiques de KIT inclouen mutacions i amplificacions d’aquest

gen. Agquesta dada és important perqué no necessariament els dos tipus d’alteracions

tenen perque tenir el mateix significat biologic. Del total d’aberracions genetiques de
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KIT, només un 15-38%, un 8-23% i un 0-17% (dels melanomes de mucoses, acrals i pell
amb dany actinic cronic, respectivament) corresponen a mutacions. La majoria de
mutacions, tal i com ocorre en els GISTs, estan localitzades en I'exd 11. No obstant, en
el melanoma, existeixen mutacions en major proporcié que en el GIST, en els exons 13,
1718, i que precisament corresponen a mutacions associades a resistencia a Imatinib.
Per altra banda, en el melanoma, s’ha descrit la coexistéencia de mutacions i
amplificacions de KIT. Curiosament, depenent si c-Kit esta amplificat o mutat es poden
trobar grans diferencies després del tractament amb Imatinib, tal i com es descriu en
un assaig clinic®'®, on la resposta dels pacients era del 50% en aquells pacients
portadors de melanomes amb mutacions de KIT, mentre que cap pacient portador
d’amplificacions del gen va respondre positivament al tractament amb Imatinib. Per
tant, des del punt de vista clinic, els estudis moleculars semblen imprescindibles per

317-321

establir I'existencia d’alteracions d’aquest gen , i indicar aixi el tractament amb

inhibidors de c-kit, com Imatinib, ja que els resultats obtinguts fins al moment semblen
indicar que no sempre existeix una relacid entre la positivitat o negativitat

immunohistoquimica per a c-Kit i la presencia o absencia d’aberracions genetiques.

A més de Imatinib, també actuen inhibint 'activitat tirosina cinasa de c-Kit,
Sunitinib, Dasatinib i Sorafenib. La capacitat d’aquests farmacs per induir la regressio

de melanomes portadors de mutacions activadores de KIT s’ha demostrat en varis

casos clinics i assaigs in vitro®® 322326,

En la linia de la utilitzacié de Sunitinib en el tractament del melanoma, varies
evidencies addicionals apunten a la seva utilitat, ja que s’ha observat la preséncia
d’altres receptors diana de Sunitinib com PDGFRs>*®* **” | VEGFRs**® **° en el melanoma
i en alguns casos la seva expressio sembla augmentar a mesura que avanca |'estadi del
melanoma. Concretament, d’un banda, sembla ser que I'expressié6 de VEGFR2 en un

tumor sembla bastant restringida a aquelles cel-lules malignes de llinatge

306, 330

melanocitic , i la sobreproducciéo del lligand VEGF juntament amb els seus

receptors s’ha vist que media el creixement de les cel-lules de melanoma mitjancant

un mecanisme autocri>>> **!, Per altra banda, PDGFRa s’ha vist sobreexpressat en un

308, 327, 332

nombre important de melanomes malignes , i també els seus lligands, els

quals podrien participar en un possible mecanisme autocri®?’. No és el cas de PDGFRp,

327

el qual no es troba expressat en el melanoma™’. Pel que fa referéncia a mutacions en

333

aquests receptors, no s’han observat mutacions en els VEGFRs ni en PDGFRA™” en el

melanoma. En el cas de PDGFRA, es va estudiar la presencia de mutacions en
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melanomes de tipus primari en els exons 10, 12, 14 i 18, comunament descrits com a

hotspots d’aquest gen, pero no es va observar la presencia de cap mutacio.

Donada l'expressid de RTKs en el melanoma, varis d’ells importants per la
progressio tumoral, podriem dir que Sunitinib resultaria ser un tractament raonable

per al melanoma metastatic.

9.4 Els inhibidors de receptors amb activitat tirosina cinasa en el

carcinoma d’endometri

La presencia de receptors amb activitat tirosina cinasa i dels seus lligands ha
estat estudiada extensament en el carcinoma d’endometri. Pel que fa a c-Kit, tant

34337 com el seu lligand, SCF**®, s’han trobat expressats en el

aquest receptor
carcinoma d’endometri, suggerint la existéncia d’'un possible bucle autocri que pugui
afavorir la progressié d’aquest cancer. No obstant, en general, sembla no haver
diferéncies significatives entre la expressié c-Kit en el carcinoma d’endometri i en el

335,336

teixit sa . Fins i tot, en el teixit sa, I'expressid de c-Kit varia depenent en I'estadi en

336

que es trobi I'endometri, ja sigui proliferatiu o secretor™". D’altra banda, si que s’ha

relacionat una major expressié de c-Kit en aquells carcinomes d’endometri recurrents
comparats amb els tumors primaris®>* i també una major frequéncia de les metastasis i
invasido miometrial i una menor superviveéncia en aquells pacients portadors de tumors
c-Kit positius**’. Per tant, sembla ser que c-Kit podria tenir un paper important durant

la progressio del carcinoma d’endometri, perd no en la seva génesi.

Pel que fa a la utilitzacié d’inhibidors de receptors amb activitat tirosina cinasa,
només s’ha pensat en la utilitzacié de Imatinib, perd més per I'existéncia de receptors
PDGFRs que per c-Kit***. Concretament s’ha vist que tant els carcinomes primaris com
els recurrents d’endometri presenten una alta positivitat per PDGFRs, sent del 100% en
els tumors recurrents. A més, també s’ha demostrat la presencia dels receptors
PDGFRs fosforil-lats en teixits tumorals, incrementant-se en aquells carcinomes
d’endometri recurrents. Aquests fets, posen de manifest el paper d’aquests receptors
PDGFRs en la malignitat del carcinoma d’endometri. També estan en concordancia
amb aquells treballs que apunten a PDGFRa com a diana terapeutica en altres cancers
emparentats amb el carcinoma d’endometri, com els sarcomes uterins>*® i el cancer

ovaric®®.
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Una altra familia receptors interessants en el carcinoma d’endometri, que sén
diana de Sunitinib, podrien ser els VEGFRs. Aquests receptors (VEGFR-1, VEGFR-2 i
VEGFR-3) s’han trobat expressats tant en les cel-lules tumorals com en les cel-lules de

339,340 an el carcinoma d’endometri. Alhora, també

I’estroma i endotelials adjacents
s’ha vist una forta expressié dels seus lligands en al carcinoma d’endometri comparada
amb la trobada en I'epitel-li normal. També, s’ha relacionat una major immunotincio
de VEGFR-3 i VEGF-D en aquells casos de més invasid miometrial i metastasi**.
Aquests fets suggereixen la importancia d’unes possibles senyalitzacions autocrines i

paracrines durant la progressio del carcinoma d’endomettri.

Pel que fa a mutacions de KIT, PDGFR i VEGFR, no hi ha cap treball que demostri

la existéncia de mutacions en aquests gens en el carcinoma d’endometri.

Sunitinib, tot i que amb menys afinitat, actua també inhibint altres receptors
amb activitat tirosina cinasa com EGFR, CSF-1R i FGFR'. Aixd és especialment
rellevant, ja que s’ha vist que expressido de EGFR en el carcinoma d’endometri i una
forta expressié s’ha correlacionat amb una menor supervivéncia i amb un major grau
histologic®**. D’altra banda, hi ha estudis que demostren la preséncia de CSF-1R
(colony stimulating factor receptor 1) en el carcinoma d’endometri, el qual s’ha
associat a un prondstic pobre i a una major poténcia invasiva>*****. A més a més, s’han
trobat mutacions de guany de funci6 de FGFR2 en el 12% dels carcinomes
d’endometri*®, i la pérdua d’aquest receptor indueix mort en linies cel-lulars de
carcinoma d’endometri**. Tots aquests fets i els anteriorment mencionats apunten
qgue Sunitinib podria suposar un bon tractament per al carcinoma d’endometri, donat
que aquest expressa molts dels receptors diana de Sunitinib i alhora aquests receptors

son importants per a la progressié del carcinoma endometrial.
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Obectins

El melanoma, un cop disseminat, és un cancer que presenta molt mal pronostic
i resulta altament resistent a la quimioterapia convencional. Com que el tractament
futur del melanoma metastatic sembla encaminat a la cerca de noves terapies, molts
esforcos s’han sumat a I'hora de trobar noves dianes terapeutiques que puguin ser

utils per aquest cancer i aixi disposar de tractaments més efectius.

Pel que fa referencia al carcinoma d’endometri, aquest cancer presenta molt
poqgues opcions terapeutiques un cop es troba en fase avancada, fet que ocorre en un
20% dels carcinomes. En aquest sentit, és un fet crucial trobar nous tractaments per al

carcinoma d’endometri que siguin utils

Dit aix0, hem volgut avaluar I'efecte de diversos agents antitumorals, tant sols
com combinats, utilitzats en altres tipus de cancer. Aquestes analisis farmacologiques
les hem dut a terme principalment en el melanoma pero també en el carcinoma

d’endometri. Els objectius del nostre treball van ser els seglients:

1. Analitzar I'expressid de receptors de la somatostatina i I'efecte en la
proliferacié de dos analegs de la somatostatina, SOM230 i Octreotide, en lines

cel-lulars de melanoma.

2. Caracteritzar I'efecte en la proliferacid i I'apoptosi de quatre inhibidors del
proteasoma estructuralment diferents, Bortezomib, MG132, ALLN i

Epoxomicina en linies cel-lulars de melanoma.
3. Evaluar l'efecte del tractament combinat de Bortezomib i I'inhibidor de
receptors amb activitat tirosina cinasa Sunitinib en linies cel-lulars de

melanoma. Trobar I'aplicabilitat d’aquesta terapia en melanomes concrets.

4. Testar I'efecte del tractament combinat de Bortezomib i Sunitinib en linies

cel-lulars de carcinoma d’endometri.
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Resaltats

Aquesta tesi és una tesi per articles, composta per 4 articles. Els resultats son:

1. Expression of Somatostatin receptors in human melanoma cell lines: effect of
two different somatostatin analogues, Octreotide and SOM230 on cell

proliferation.

2. Effect of proteasome inhibidors on proliferation and apoptosis of human

cutaneous melanoma-derived cell lines.

3. Inhibition of activated receptor tyrosine kinases by Sunitinib induces growth

arrest and sensitizes melanoma cells to Bortezomib by blocking Akt pathway.

4. Blockade of NFkB activity results in an increase of cell death in Bortezomib-

treated endometrial carcinoma cells.
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Resaltats

ARTICLE 1.

1. Expression of somatostatin receptors in human melanoma cell

lines: effect of two diferent somatostatin analogues, Octreotide

and SOM230 on cell proliferation.

1. Expressio de receptors de la somatostatina en linies cel-lulars de

melanoma: efecte de dos analegs de la somatostatina diferents,

Octreotide i SOM230 en la proliferacio cel-lular.

11

1.2

13

1.4

1.5

El tractament de les linies cel-lulars de melanoma amb cada analeg de la
somatostatina durant 1, 3 o 6 dies, inhibeix la proliferacié cel-lular de

forma moderada de manera concentracié depenent.

El pic maxim d’inhibicié6 de la proliferacié s’assoleix al tercer dia de

tractament, utilitzant la concentracié més alta d’Octreotide i SOM230.

L’analisi d’expressié de receptors de la somatostatina per PCR en temps
real demostra que les linies cel-lulars de melanoma testades expressen

almenys un dels quatre receptors de la somatostatina estudiats.

Els receptors expressats en més nivell en les linies cel-lulars de melanoma
s6n en aquest ordre: SSTR2, SSTR1, SSTR3 i SSTR5.

No existeix cap correlacié estadisticament significativa entre els nivells
d’expressio dels receptors analitzats i la resposta a Octreotide i SOM230

en les linies cel-lulars de melanoma.
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Somatostatin analogues (SAs) are modelled by mixed-effect regression.

potential anticancer agents. This study
was designed to investigate the expression
of somatostatin receptors (SSTRs) in
melanoma cells and the effect of two SAs
on cell
Eighteen primary and metastatic human
cutaneous melanoma cell lines were
treated with octreotide and SOM230.
Expression of SSTR1, SSTR2, SSTR3 and
SSTRS5 assessed by real-time
polymerase chain reaction. Proliferation,
viability and cell death were assessed
using standard assays. Inhibition was

proliferation and viability.

was

Melanoma cells expressed one or more
SSTR. Both SAs inhibited proliferation of
most melanoma cell lines, but inhibition
was < 50%. Neither SA affected cell
viability or induced cell death. The results
suggest that melanoma cell lines express
SSTRs. The SAs investigated, under the
conditions used in this study, did not,
however, significantly inhibit melanoma
growth or induce cell death. Novel SAs,
combination therapy with SAs and their
anti-angiogenic properties should be
further investigated.

KEY WORDS: MALIGNANT MELANOMA; SOMATOSTATIN ANALOGUES; OCTREOTIDE; SOM230; CELL

CULTURE; SOMATOSTATIN RECEPTORS; CELL PROLIFERATION; APOPTOSIS

Introduction

Besides inhibiting the release of growth
hormone and affecting other
activities, native somatostatin and synthetic
somatostatin analogues (SAs) inhibit cell
proliferation through cell cycle control and

eccrine

induction of apoptosis.l’? These actions are
mediated via five specific somatostatin
receptors (SSTR 1, SSTR 2, SSTR 3, SSTR 4 and
SSTR 5).12 Expression of SSTRs in neoplasms
has raised the possibility of employing SAs as
anticancer agents.! - ¢ Nevertheless, with the
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exception of neuroendocrine tumours,*”8
their role as antineoplastic drugs remains
unclear.4?

Disseminated malignant
presents a therapeutic challenge because it is
highly resistant to
therapy.!®!! Data regarding the utility of SAs
in melanoma are scarce.!2-15 The aim of the
present study was to assess the in vitro effect
of two SAs with different SSTR binding
profiles, octreotide and SOM230,1%16 - 19 on
the proliferation and viability of melanoma
cell lines, and to relate these results to the
expression of their target receptors (SSTR 1,
SSTR 2, SSTR 3 and SSTR 5) as measured by
real-time polymerase chain reaction (PCR).
As neither octreotide nor SOM230 bind to
SSTR4, the expression of SSTR4 was not
investigated.

melanoma

current forms of

Materials and methods
MALIGNANT MELANOMA CELL
LINES AND CELL CULTURE

A total of 18 human skin malignant
melanoma cell lines were obtained from four
primary and 14 metastatic (12 cutaneous
and subcutaneous and two visceral) tumours
by one of the authors (RV).2%21 The cell lines
were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) (Gibco® Cell Culture,
Barcelona, Spain) with 10% fetal calf serum
(FCS; Gibco®) and 20 mM penicillin/
streptomycin/glutamine (Sigma-Aldrich,
Madrid, Spain) at 37 °C and in 5% CO,,

The cells were trypsinized and plated in
96-well plates and incubated with octreotide
or SOM230 (Novartis, Basel, Switzerland) for
1, 3 and 6 days. As 25 ng/ml octreotide was
previously shown to be the best inhibitory
neoplastic  cells,??
octreotide was added to the cell cultures at
concentrations of 10, 25 or 50 pg/ml (9.81,
24.53 or 49.05 pmol, respectively). The
SOM230 was added to cell cultures at

concentration for

concentrations of 0.01, 0.10 or 1.00 umol, as
suggested by Novartis. Control cells for each
experiment were incubated in DMEM with
10% FCS. All treatments were performed in
triplicate and repeated at least three times.

The effect of each SA on melanoma cell
proliferation was measured using the MTT
(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide) assay (Sigma-Aldrich)
as previously described.?® The effect of each
SA on cell death and viability was
determined by the measurement of lactate
dehydrogenase (LDH) activity in the cells
using a CytoTox 96® kit (Promega, Madison,
WI, USA), according to the manufacturer’s
instruction. Cell death ratios were obtained
by referring the LDH values in the medium
of a SA-treated culture to the total LDH
content of its corresponding control culture.
The mean percentage cell death found in
untreated cultures was calculated and
subtracted from the final death ratios.
Apoptosis was evaluated by nuclei staining
with Hoescht 33258 (bis-benzimide; Sigma-
Aldrich) in the M14 cell line, which was the
most responsive cell line to both SAs.

REAL-TIME PCR ANALYSIS OF SSTR
EXPRESSION

Total cellular RNA was extracted using
TRIzol® reagent (Life Technologies™,
Carlsbad, CA, USA) and 1 pg of total RNA
was reverse transcribed (RT) into cDNA using
TagMan® Reverse Transcription Reagents
(part No. N808-0234; Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). The RT reaction was
then used as a template for a 25 pl reaction
for real-time PCR detection of human
somatostatin receptors using TagqMan®
Technology on a ABI Prism® 7000 sequence
system (both from Applied
Biosystems). Applied Biosystems’ Assays-on-
Demand™ primers and TagMan® MGB
probes (FAM™ dye-labelled reporter and no

detection
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fluorescent quencher) for all four target
genes and pre-developed glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) (VIC®
dye-labelled probe) were used.

Quantification of gene expression was
performed in separate tubes (Singleplex) for
both the target genes and the endogenous
control gene wusing the commercially-
available primer and probe sequences for
human somatostatin receptors SSTR1, SSTR2,
SSTR3 and SSTR5 and GAPDH (Applied
Biosystems; assay identification numbers HS
00174949m1, HS  00265617sl1, HS
00265624s1, HS 00265639s1 and HS
99999905m1, respectively). The thermal
cycling conditions were uracil-N-glycosylase
activation for 2 min at 50 °C and AmpliTaq®
DNA polymerase activation at 95°C for 10
min, followed by 40 cycles of denaturation at
95°C for 15 s and annealing/extension at
60°C for 1 min.

Duplicate control
independent RNA extractions were analysed
with  Quantitative Software
(Applied Biosystems) using the comparative
CT (AACt) method as described by the
manufacturer.?®> The amount of target
(224¢1 was obtained by normalizing to an
endogenous reference gene (GAPDH) and
relative to a calibrator melanoma cell line,
M20, to give the relative quantity (RQ)
value. The M20 melanoma cell line was
selected as the calibrator because it had
SSTR expression levels closest to the median
SSTR expression levels.

values from two

Relative

STATISTICAL ANALYSIS

The statistical analysis included
computation of the Pearson correlation
coefficient, the Wilcoxon’s rank sum test,
and mixed-effect model estimations. The
latter were fitted to the data to take into
account the variability explained by
repeated experiments in each cell line

(random effect). Thus, initially, the observed
inhibition induced by each treatment was
modelled separately, depending on time (in
days, included as a polynomal function),
concentration (included as a factor), and
their interaction. Then, SSTR specific gene
expressions included once
dichotomized by median value. A constant
effect was assumed for the SSTR values,
independent of time and concentration.
Concentration and SSTR dummy effects were
estimated as referred to the lowest category,
and the likelihood ratio test was used to
measure the SSTR expression contribution to
the multivariate model. A P-value < 0.05 was
considered to be statistically significant.
Analysis was performed with ‘R’, the
language and environment for statistical
computing developed by the R Development
Core Team (created by Ross Ihaka and
Robert Gentleman, University of Auckland,
New Zealand).

were

Results

Treatment of melanoma cell lines with each
SA for 1, 3 or 6 days inhibited cell
proliferation in a concentration-dependent
manner (Fig. 1). The highest inhibitory
response was observed at day 3 and with the
highest concentration of both treatments,
with a mean inhibition of control
proliferation of 21.54% with octreotide and
26.92% with SOM230 (Table 1). The highest
mean inhibition of proliferation
melanoma cell line was 39.2% (observed in
M14 and M20) with octreotide 49.05 pmol
treatment for 3 days and 49.2% (observed in
M38) with SOM230 1.00 pmol for 3 days
(Fig. 2). Mean inhibitory responses to
octreotide and SOM230 were not statistically
different according to Wilcoxon’s rank sum
test with continuity correction. As detected
by the LDH cytotoxicity assay, neither
SOM230 nor octreotide modified cell

in a
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FIGURE 1: The somatostatin analogues, octreotide and SOM230, induced moderate
inhibition of cell proliferation (percentage of growth inhibition relative to control cell
growth), assessed using the MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide) assay, in malignant melanoma cell lines. Representative results
are shown for different concentrations of each somatostatin analogue in four of the
melanoma cell lines (M17, TPR-2, M20 and M14) incubated for 1, 3 or 6 days (mean
+ SD of three independent experiments carried out in triplicate)

viability or were toxic (data not shown).
Additionally, incubation of one of the most
SA responsive melanoma cell lines (M14)
with the highest concentration of each SA for
3 days did not induce an apoptotic
morphology (Hoechst 33258 staining, data
not shown).

Analysis of the expression of SSTRs by

real-time PCR demonstrated that all
melanoma cell lines tested expressed at least
one of the four SSTRs studied (Fig. 3). The
SSTR expressed at the highest levels in the
majority of cell lines tested was SSTR 2,
followed by SSTR 1, SSTR 3 and SSTR 5. Some
cell lines showed higher expression of other
SSTRs; in particular, five cell lines expressed
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Growth inhibition (% relative to control)

-10-

60
M Octreotide at 49.05 umol after 3 days
[E SOM230 at 1 pmol after 3 days

M14 M20 M38 M40 M27 TPR2 M32 M48 M28 M16 M9 JG M17 MDG M36 M29 M6 M180

Melanoma cell line

FIGURE 2: Inhibition of proliferation (percentage of growth inhibition relative to
control cell growth) of the 18 malignant melanoma cell lines measured using the MTT
(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay after 3 days of
incubation with the highest concentration of each somatostatin analogue (octreotide
at 49.05 pymol and SOM230 at 1 umol)

RQ value (relative to M20)

197 g sstri
I SSTR2
W sSTR3
81 M SSTRS -
6 _
4_
2_
0_

M14 M20 M38 M40 M27 TPR2 M32 M48 M28 M16 M9 |G M17 MDG M36 M29 Mé6 M180

Melanoma cell line

FIGURE 3: Expression of somatostatin receptors (SSTRs) on melanoma cell lines,
evaluated by real-time polymerase chain reaction and presented as the relative
quantity (RQ) value, calculated by normalizing the expression levels to an
endogenous reference gene (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) and relative
to a calibrator melanoma cell line (M20) that was selected because it had SSTR values
closest to the overall median SSTR values
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SSTR 3 with RQ values > 3 relative to the M20
calibrator median level (with RQ up to 68.64
for M9 and 90.13 for M180). Only M6
expressed all four SSTRs above the median
expression level. The M9 cell line showed the
highest levels of expression for all SSTRs
except for SSTR1. Levels of expression of all
SSTRs were positively correlated with each
other, except for SSTR 1 which showed small
but statistically significant negative
correlations with SSTR 2 (r = -0.35) and SSTR
5 (r = -0.15), and no significant linear
correlation with SSTR 3. The highest positive
correlation coefficients were shown for SSTR
2 versus SSTR 5 (r = 0.85) and SSTR 3 versus
SSTR 5 (r = 0.56).

The modelling included the melanoma
cell line as a random effect and time,
concentration and expression of SSTRs as
fixed effects. Table 1 shows the estimated
values derived from five different models.
The first and last columns in Table 1 show
the models where the overall estimation of
inhibition for each treatment did not take
into account the expression of SSTRs (i.e.
unadjusted by SSTR). The other three
columns give the results from the models
that show a significant SSTR expression
contribution in explaining the response to
octreotide (no significant contribution was
found for SOM230). Thus, there was a
statistically significant contribution from
SSTR1, SSTR2 and SSTR3 on the response to
octreotide, depending on The
melanoma cell line random effect had a
high impact on the response to SOM230
treatment, where variability = within
melanoma cell lines represented 18% of the
total variability compared with 9% obtained
with octreotide.

According to the unadjusted models, the
maximum mean inhibition was predicted
for day 3 with the maximum concentration
of both treatments, with a predicted mean

time.

inhibition of 19.85% and 18.55% for
octreotide and SOM230, respectively (Table
1). Taking into account the influence of the
expression of SSTRs in the cell lines’
responses to octreotide, the results showed
that, with the highest octreotide
concentration and after 3 days of treatment,
high expression levels of SSTR1 were
associated with a lower predicted mean
inhibition (13.90%) than the overall fitted
mean of 19.85%. In contrast, with the same
time and concentration conditions, high
expression of SSTR3 was associated with the
highest predicted mean inhibition (25.63%).
In reference to the expression of SSTR2, the
biggest differences were seen not on day 3
(when fitted inhibition with the highest
concentration of octreotide was similar to the
overall response) but on day 6, where the
melanoma cell lines with low expression of
SSTR2 showed no inhibition compared with
with high
expression of SSTR2. Inhibition data in cell
lines were well fitted by the different models
except for the inhibition effect of octreotide
in M16 and the inhibition effect of SOM230
in M48.

the melanoma cell lines

Discussion
The results from the present study are in
agreement with previous studies showing
that SSTR2 is the most abundantly expressed
SSTR in the majority of tumour types!’ and
in cutaneous and uveal melanoma.!%1317.24
Melanoma expression of SSTRs has been
shown to be variable in different studies,
probably due to the diversity of materials
and methods employed (tissue, cell lines, RT-
PCR, blot,
chemistry).121317.24¢ The present study was
the first to evaluate SSTR expression
quantitatively by real-time PCR in a large
number of melanoma cell lines.

Both of the SAs used in the present study

Western immunohisto-
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inhibited melanoma cell proliferation in a
concentration-dependent This
inhibition did not, however, exceed 50% of
proliferation under any
(Table 1, Fig. 2). SOM230
inhibited control proliferation more than
octreotide, although there
statistically significant differences between
the two SAs. It is worth mentioning, however,
that the employed concentration of
octreotide was 50 — 1000-fold higher than
that of SOM230. To date, the authors have
not been able to identify any published
experiments that could be compared with
the present study, as previous studies have
used different SAs (vapreotide, lanreotide,
TT232 and RC121), different octreotide
concentrations or different assay
conditions.'? - 152425 Although it has been
argued that SOM230, acting through SSTR1
and SSTR3, could be useful in SSTR-positive
malignancies,! no published reports on
SOM230 and melanoma
identified. The highest mean inhibition of
proliferation in the present study occurred on
day 3 in response to the highest
concentration of each SA, but inhibition was
generally decreased on day 6 compared with
day 3, with time apparently having a
quadratic rather than linear effect (Fig. 1).
The inhibitory effect of each SA appeared to
reach a peak at 1 - 3 days, as described
previously for colon cancer cells.??

Attempts to analyse the correlation
between SSTR expression and the response of
melanoma cells to the SAs used were
difficult. In total, 18 malignant melanoma
cell lines, four SSTRs with potentially
different effects on cell cycle and apoptosis,
and two SAs with different binding profiles
were used in the present study, all of which
could have led to a range of abnormal
responses to SSTR stimulation. Both of the
SAs used in the present study are known to

manner.

the control
conditions

were no

have Dbeen

bind with high affinity to SSTR2Z and
SSTR5.1:216-19 Octreotide binds moderately to
SSTR3 and hardly at all to SSTR1, whereas
SOM230 shows high affinity to SSTR3 and
very high affinity to SSTR1.1%1-1° Given so
many sources of variability, it seems
reasonable that the present study did not
show any clear statistical relationship
between the expression levels of the SSTRs
studied and the response to SOM230 or to
octreotide.

Although the inhibitory effect of each SA
on melanoma cell proliferation was only
modest (< 50% of the control proliferation), a
statistical model for the inhibition response
to SA by concentration, time and expression
of SSTRs was designed that fitted the
behaviour of almost all cell lines with the
exception of one cell line for each SA. A long
list of possible explanations for the
of SSTR-positive
neoplastic cells in response to SA treatment
has been presented, reflecting abnormalities
in the pathways involved in the response to
SA, from down-regulation of SSTR affinity to
mutations in SSTR genes.'® To the authors’
knowledge, this type of study has not been
done in malignant melanoma.

In summary, the present study was the
first to assess quantitatively the expression of
SSTRs (1, 2, 3 and 5) by real-time PCR in a
range of malignant melanoma cell lines.
SSTR2 was the SSTR with the highest overall
level of expression. Both SAs, octreotide and
SOM230, inhibited the proliferation of
melanoma in a
dependent manner. This response was
consistently predicted by a statistical model.
The inhibition induced by both of the SAs did
not, however, exceed 50% of control cell
proliferation
Moreover, neither of the SAs was able to
modify cellular viability or induce cell death.
Thus, octreotide and SOM230 are probably

abnormal behaviour

cells concentration-

under any conditions.
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not potential antineoplastic drugs for
metastatic melanoma, at least when used as
single agents. As SSTR expression has been
clearly malignant
melanoma, here and by other authors, and
as at least some of the SSTRs expressed by
melanoma cells, such as SSTR2 and SSTR3,
can induce apoptosis,?®?” the use of SAs as
anticancer agents in melanoma remains a
possibility. Novel SAs that are better able to
induce apoptosis,’>?® the use of SAs in
with chemotherapy,
radioactive or other cytotoxic agents,>%2527
and their anti-angiogenic properties?*2°:30
should be further investigated.

demonstrated in

combination
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Background Cutaneous malignant melanoma is an aggressive type of skin cancer
which causes disproportionate mortality in young and middle-aged adults. Once
disseminated, melanoma can be considered an incurable disease, highly resistant
to standard antineoplastic treatment, such as chemotherapy or radiation therapy.
The proteasome represents a novel target for cancer therapy that can potentially
be used in melanoma.

Objectives To assess the effect of four structurally different proteasome inhibitors
on human cutaneous melanoma-derived cell lines.

Methods Sixteen human cutaneous melanoma-derived cell lines which are original
were obtained from patients who were treated by two of the authors. Cells were
cultured, exposed to proteasome inhibitors (bortezomib, ALLN, MG-132 and
epoxomicin) and then assayed for cell cycle and cell death analyses.

Results Proteasome inhibitors inhibited the in vitro growth of melanoma cells, and
this cffect was duc to a reduction in cell proliferation rate and an induction of
both caspase-dependent and caspase-independent cell death. Moreover, release of
apoptosis-inducing factor was observed in the presence of the broad-specificity
caspase inhibitor BAF (Boc-D-fmk). In addition, the four different proteasome
inhibitors induced caspase 2 processing.

Conclusions This study provides information regarding the in vitro cffects of protea-
some inhibitors on melanoma cell lines, and the molecular mechanisms involved. It
also gives support to the future use of such inhibitors in the treatment of patients
with melanoma, either administered alone or in combination with other drugs.

contribute to apoptosis resistance. In this context the protea-

Cutaneous malignant melanoma is the most aggressive form
of skin cancer. It is resistant to conventional chemotherapy
and radiotherapy, making early diagnosis and surgical (reat-
ment the only successful tools available to control it. Once in
an advanced stage, the prognosis of patients with melanoma
becomes very poor (median survival 6—8 months). Systemic
therapy, immunotherapy or even biochemotherapy have failed
to improve the survival of these patients, implying the com-
plexily and diversity of factors that control the progression of
the discase.' Alteration of survival capacity and inactivation of
the apoptotic pathways arc the molecular mechanisms respon-
sible for conventional drug resistance in patients with mela-
noma. Activation of Ras signalling with increased levels of
Bcl-2,* constitutive activation of either Akt/protein kinase B or
NF-kB® and impaired p53 transcriptional activities* are some
examples of the altered mechanisms in melanoma cells which

some, a multicatalytic proteinase complex that controls the
half-life of the majority of cellular proteins,” Tepresents an
attractive therapeutic target in cancer.

Various classes of proteasome inhibitors are currently avail-
able. Peptide aldehydes (MG-132, ALLN) are the first class
of compounds shown to inhibit the proteasome.® They
are reversible serine and cysteine proteases that bind to the
N-terminal active site threonine of proteolytically active protea-
somec subunits. Peptide epoxyketone or cpoxomicin is another
compound that has been shown sclectively and irreversibly to
inhibit the proteasome.7 Finally, bortezomib (Velcade‘m, also
previously known as PS-341; Millennium Pharmaceuticals,
Cambridge, MA, U.S.A.) is a cell-permeable dipeptidyl boronic
acid that reversibly inhibits the chemotrypsin-like activity of
the proteasome. Bortezomib binds the proteasome with very

© 2008 The Authors
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high affinity and dissociates slowly, inducing stable but revers-
ible proteasome inhibition.” Bortezomib has shown its efficacy
in preclinical studies in various types of cancers.” It is the first
proteasome inhibitor to have undergone clinical testing in
patients where it has demonstrated its activity, particularly in
multiple mycloma and non-Hodgkin lymphoma.

In this report, 16 human cutancous melanoma-derived cell
lines were treated with the four structurally different protea-
some inhibitors cited above (bortezomib or PS-341, ALLN,
MG-132 and epoxomicin), and the effects of these inhibitors
on cell proliferation and on the apoptotic machinery were
investigated. Our results indicate that proteasome inhibition
induces cell cycle arrest, and triggers both caspasc-indepen-
dent and caspase-dependent cell death. In addition, we iden-
tify apoptosis-inducing factor (AIF) as a potential executor of
the caspase-independent cell death.

Although the effect of proteasome inhibitors on melanoma
cell lines has been demonstrated previously in other studies,
the present article shows the effect of these substances in a
significantly higher number of meclanoma cell lines, which are
original and were obtained from patients who were treated by
two members of the clinical team (RM.M., R.V.) involved in
this study. Moreover, this is the only study evaluating a wide
spectrum of proteasome inhibitors that includes some that
are exclusively used in experimental studies (ALLN, MG-132,
epoxomicin) and the only proteasome inhibitor that is used in
clinical practice (bortczomib). Finally, the present study is the
first one that provides conclusive evidence that proteasome
inhibitors produce melanoma cell death by caspase-dependent
and caspase-independent mechanisms, AIF related. It also
demonstrates the involvement of caspase 2 processing in pro-
teasome inhibitors-induced cell death.

Materials and methods

Cell cultures and treatment procedures

Sixteen human malignant melanoma cell lines of cutaneous
origin (Table 1) were obtained by one of the authors (R.V.)
in the Department of Immunology of the Hospital Clinic of
Barcclona (Spain). Some of these cell lines (M3, M9, M16,

Table 1 Classification of the melanoma-derived cell lines according to
their origin and their proliferation rate

Cell lines

LPR: M48, MDG, M6

HPR: M9

LPR: M180, M29

MPR: M32, M14, M17, M16

HPR: TPR2, ]G, M28

LPR: M38 (bone)

HPR: M36 (CSF), M3 (pleural cffusion)

Origin

Primary tumours

Metastasis (skin)

Other metastasis

LPR, low proliferation rate; MPR, medium proliferation rate;
HPR, high proliferation rate; CST', cerebrospinal fluid.

© 2008 The Authors

M17, M28, M36) were already employed in human immuni-

10,11

zation protocols. Among these cell lines, four were

derived from primary tumours (Breslow thickness 0-9—
12 mm) while the other 12 originated from metastasis of
malignant melanomas (See Table | for the origin of the cells).
The meclanocytic lincage of the ccll lincs was previously con-
firmed by immunodctection of the specific melanoma cell
markers $100 and HMB-45.'" Cells were classified as low,
medium or high proliferating (Table 1), depending on the
time needed to double cell population. Cells were cultured in
Dulbecco’s modified Fagle’s medium (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, U.S.A.) supplemented with 10% fetal calf serum (Gibco,
Barcclona, Spain), 20 mmol L™' 1-glutaminc and antibiotics at
37 °C and 5% CO,. The proteasome inhibitors bortezomib,
MG-132, ALLN and epoxomicin were dissolved in water at
final concentrations of 10, 10, 50 and 1 mimol L™", respec-
tively, and added to the complete media to the appropriate
final concentrations. All treatments were carried out in com-
plete media, performed in triplicate, and repeated at least
three times.

Chemical reagents and antibodies

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT), RNase A and antibodies against tubulin and AIF were
from Sigma. The proteasome inhibitors MG-132, ALLN, epox-
omicin and anticaspasc 8 antibody were obtained from Calbio-
chem (Ia Jolla, CA, U.S.A.). Antibodies against caspase 9 and
cleaved caspase 3 were purchased from Cell Signaling (Bev-
erly, MA, U.S.A)). Anticaspase 2 and anticytochrome ¢ were
from BD Pharmingen (San Diego, CA, U.S.A.). Antibody
against lactate dehydrogenase (LDH) used as a specific marker
of cytosolic fraction was obtained from Rockland Immuno-
chemicals (Gilbertsville, PA, U.S.A.), while antibody against
prohibitin used as a marker for mitochondrial membrane con-
tamination was purchased from Neomarkers (Fremont, CA,
US.A).
Pharmaceuticals and was obtained from the Department of

Bortezomib was manufactured by Millennium
Pharmacy, Hospital Arnau de Vilanova (Lleida, Spain). The
broad-specificity caspasc inhibitor BAF (Boc-D-fmk) was pur-
chased from Calbiochem. Peroxidase-conjugated antimouse
and antirabbit antibodies were from Amersham Biosciences
(Amersham, U.K.).

Cell viability assays and assessment of apoptosis

Cell viability was mcasured using an MTT assay which asscss
the ability of metabolically active cells to reduce MTT. Mela-
noma cell lines were plated on M96 well plates at 5 X 10° cells
per well. After the corresponding treatments, cells were incu-
bated for 45 min with 0-5 mg mL™" of MTT reagent and lysed
with  dimethylsulphoxide. Absorbance was measured at
595 nm in a microplate reader (Bio-Rad, Richmond, CA,
U.S.A.). Apoptotic cells were identified by nuclear staining with
bis-benzimide fluorescent dye (Hoechst 33258) that was added

to the culture medium at a final concentration of 5 pg mL™",
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5-Bromodeoxyuridine incorporation

For the determination of DNA, cells were incubated with
6 pmol 1L™! of 5-bromodeoxyuridine (BrdU) (Sigma) for 2 h
and then fixed with 4% paraformaldehyde. Afier DNA
denaturing with 2 mol 17" HCI for 30 min and ncutralization
with 0-1 mol L™' Na,B;0; (pH 85) for 2 min, cclls were
blocked in phosphate-buffered saline (PBS) solution contain-
ing 5% horse serum, 5% fetal bovine serum, 02% glycine
and 0-1% Triton X-100 for 1 h. Subsequently, cells were sub-
jected to indirect immunofluorescence with a mouse anti-
BrdU monoclonal antibody (Dako, Glostrup, Denmark), and
fluorescein  isothiocyanate-conjugated  antimousce  secondary
antibody (Molecular Probes, Eugene, OR, U.S.A.). Nuclei were
counterstained with 5 pg mL™" Hoechst 33258 and cells were
visualized under an epifluorescence microscope (Leica Micro-

systems, Wetzlar, Germany).

Western blot analysis and immunofluorescence detection

At the end of the corresponding treatments, melanoma cell
lines were washed twice with cold PBS. The corresponding
total cell lysates were obtained by adding lysis buffer [2%
sodium dodecyl sulphate (SDS), 125 mmol L™" Tris-HCl pH
6:8]. Protein extracts were denatured by heat shock at 95 °C
for 3 min and quantified by the Lowry assay (Bio-Rad). Equal
amounts of proteins were subjected to SDS—polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE) and transferred to polyvinylidene diflu-
oride membranes (Millipore, Bedford, MA, U.S.A.). Non-
specific binding was blocked by incubation with TBST
(20 mmol 17" Tris-HCl pH 7-4, 150 mmol L' NaCl, 0-1%
Tween-20) plus 5% nonfat milk. Immunodetection was per-
formed using the appropriate primary antibodies. Immuno-
blots were developed  with  an  appropriate  sccondary
peroxidase-conjugated antibody and the bound antibody was
visualized using the chemiluminescent substrate ECL Advance
(Amersham-Pharmacia, Amersham, U.K.). For immunofluores-
cence detection, cells were cultured in four-well plates (Nun-
Clon; Nunc, Roskilde, Denmark) and fixed by incubation with
mcthanol 100% for 3 min. Cells were rinsed, permeabilized,

and stained as described previously. '

Subcellular fractionation

Cytosolic and mitochondrial fractions were obtained by means
of the serial centrifugation protocol described by Gross et al.'*
with some modifications. Bricfly, cclls were sceded on 60-mm
plates at 15 x 10° cells per plate and treated with proteasome
inhibitors for the indicated times. Then, cells were washed
twice in ice-cold PBS, resuspended in 5 volumes of extrac-
tion buffer containing 220 mmol 17" mannitol (Sigma),
100 mmol L™" sucrose, 50 mmol L”' HEPES-KOH (pH 7-2),
10 mmol L' KCl, 5 mmol IL”' EGTA, 2 mmol L' MgCl,,
1 mmol L™" dithiothreitol, 1 mmol L™ phenylmethylsulpho-
nyl fluoride and kept on ice for 20 min. Cells were spun at
750 g for 10 min at 4 °C to sort out nuclei and unbroken

cells. This supernatant was further centrifuged at 10 000 g for
20 min at 4 °C to separate the fraction enriched with mito-
chondria (pellet) from the supernatant containing the cytosol.
Proteins were quantified, separated by SDS—PAGE (15% gel for
cytochrome ¢ detection, 7% gel for AIF detection) and sub-
jected to Western blot as described above. Purity of cytosolic
extracts was checked with LDH antibody, as a specific marker
of cytosolic fraction, and prohibitin as a marker for mitochon-

drial membrane contamination.

Cell cycle analysis

Analysis of ccll cycle distribution was determined by propidi-
um iodide (PI) staining and flow cytometry. Following treat-
ment, approximately 1 x 10° cells were fixed in 70% ethanol
for at least 1 h on ice. The cells were then resuspended in
2 mL of cell cycle buffer (20 pig mL™" PI, in PBS containing
0-1% Triton X-100 and 50 pg mL™' RNase A) for 1h
at 37 °C. PI fluorescence emission was measured using a
FACSCalibur (BD Bioscicnees, San Jose, CA, U.S.A.), and ccll
cycle distribution was analysed with WinMDI 2.9 software
(The Scripps Research Institute, La Jolla, CA, U.S.A.).

Results

Proteasome inhibitors induce a decrease in cell
viability in a panel of melanoma cell lines

To determine the effect of proteasome inhibition on mela-
noma cell viability, 16 human melanoma cell lines were
exposed to increasing concentrations of bortezomib for 48 h
at 37 °C, and MTT reduction was quantified. MTT assay mea-
sures the ability of a mitochondrial dehydrogenase enzyme
from viable cclls to reduce tetrazolium salt (MTT). Bortezomib
(PS-341) reduced cell survival in a dose-dependent manner in
the majority of cell lines analysed (data not shown). The ICsq
of bortezomib at 48 h in three representative cell lines JG,
M28 and M9 ranged from 20 to 26 nmol L™ (Fig. 1a). To
check whether the reduction in cell viability was not due o a
nonspecific effect of bortezomib, we treated the cell lines cited
above with three structurally different protcasome inhibitors
(MG-132, ALLN and epoxomicin). These inhibitors induced
similar decreases in MTT reading with mean values of their
ICso in the analysed cell lines ranging from 187 to
250 nmol L™}, 25 (0 3:75 pmol L™! and 3-75 o 15 nmol 17"
for MG-132, ALLN and epoxomicin, respectively (Fig. la).
However, within the range of time studied, some ccll lines
were resistant to proteasome inhibitors-induced decrease of
cell viability (M29, M180). To ascertain whether this resis-
tance could be overcome by longer exposures to proteasome
inhibitors, M29 cell line was treated for 8 days with bortezo-
mib, MG-132, ALLN or epoxomicin. As shown in Figure 1b,
epoxomicin induced a severe decrease in cell viability at day 8
of treatment, whercas M29 cells trecated with the reversible
proteasome inhibitors bortezomib, MG-132 or ALLN showed
a very low inhibition of cell viability at 8 days. Nevertheless,
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when bortezomib or MG-132 was renewed in fresh medium
every 2 days, viability of M29 cells was severely compromised
(Fig. 1b). ALIN, even when renewed in fresh medium,
showed a weak inhibitory effect on cell viability consistent
with the compound’s weak inhibition of the proteasome.
These data suggest that proteasome inhibitors cause significant
reduction of MTT values on melanoma cells; this effect could
be due to a reduction in cell proliferation rate, an induction
of cell death either apoptotic or not, or, more probably, all

these factors together.

© 2008 The Authors

ALLN days of treatment

0 2 4 6 8
Epoxomicin days of treatment

4 6 8

Proteasome inhibitors induce cell cycle arrest
and a reduction in proliferation rate

To examine the effect of proteasome inhibitors on melanoma
cell proliferation, BrdU incorporation assays were performed
in three representative cell lines (M28, JG and M29). M28
and JG cell lines treated with bortezomib for 24 h presented a
clear decrease in BrdU incorporation compared with untreated
cells (Fig. 2a). In contrast, the low prohferating cells M29

needed a longer time exposure to bortezomib, with drug
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renewal cvery 2 days, in order to be able to visualize inhibi-
tion of cell proliferation (Fig. 2a). Further to confirm the cell-
cycle arrest, DNA content was analysed in M28 cells after
PI staining (Fig. 2b). We found that bortezomib induces a
decrease of cells at the S phase and increases the sub-G; peak,
hallmark of apoptotic cell death. Cotreatment with bortezo-
mib + BAF, a broad-specificity caspase inhibitor, induced an
arrest of cells at the G,-M phases of the cycle (Fig. 2b). These
data suggest that the proteasome inhibitor bortezomib induces
both cell cycle arrest at the G,-M phases, and apoptosis.

Proteasome inhibitors trigger apoptosis

Previous studies have shown that proteasome inhibition

I
55 In order to

induces apoptosis in meclanoma cell lincs.
explore the effect of proteasome inhibitors on cell death and

apoptosis in our cells, two representative melanoma cell lines

1023 24 h, after which DNA content was

determined by propidium iodide staining.

(M28, JG) were treated with bortezomib (25 nmol L™') or
MG-132 (0-5 pmol L_‘) for 48 h, and apoptotic cell death
was determined by Hoechst 33258 staining. As expected, the
treatment with either bortezomib or MG-132 increased the
number of nuclei displaying apoptotic features (Fig. 3a),
which correlated with a decrease in cell viability as assessed
by MTT (Fig. 1). Moreover, cell cycle analysis by flow cyto-
metry showed that the sub-G; peak, hallmark of apoptotic cell
death, was signiﬁcamly increased in bortezomib-treated M28
and JG cells (Figs 2b, 3a).

Next, caspase processing was assessed by Western blot, in
M28 and JG cell lines treated with the four structurally differ-
ent proteasome inhibitors. Interestingly, the four proteasome
inhibitors trigger initiator (caspase 2, caspase 9 and caspase 8)
and cffector (caspase 3) caspasc activation (Fig. 3b). Process-
ing of caspase 9 and caspase 8 suggests the participation of
both intrinsic or mitochondrial-based and extrinsic pathways,
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Fig 3. Protcasome inhibitors trigger apoptosis by caspasc processing
in melanoma cells. (a) M28 and JG cells were incubated with

25 nmol 17" of bortezomib for 48 h and Hoechst 33258-stained
apoptotic nuclei were visualized. Alternatively, cell cycle distribution
was analysed in untreated and bortezomib-treated JG cells. (b) JG and
M28 cells were exposed to 25 nmol L™} of bortezomib, 05 pmol !
of MG-132, 10 pmol 17" of ALIN or 10 nmol L™} of epoxomicin for
24 h and whole cell protein extracts were subjected 1o Western blot
analysis to monitor the expression of processed caspase 3, caspasc 8,
caspase 2 and caspase 9. The blots were subsequently reprobed with
antitubulin. (c) M28 cells were treated with 25 nmol L™' of
bortezomib for 0, 12 and 24 h, after which protein extracts were
prepared from mitochondrial free cytosolic fractions as described in
Materials and methods and relative levels of cytochrome ¢ were
determined by Western blot. LDH, lactate dehydrogenase.

respectively. The engagement of the intrinsic or mitochondrial
death pathway is often accompanied by the release of several
proapoptotic factors such as cytochrome ¢ into the cytoplasm
and subscquent binding to Apaf-1, which results in apopto-
some activation of caspase 9.'® Activated caspase 9, in turn,
cleaves and activates procaspase 3, leading to apoptosis.” Tn
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our cells, bortezomib induced cytochrome ¢ translocation as
assessed by the increase of cytochrome ¢ levels in the cytosolic
fraction of bortezomib-treated cells (Fig. 3¢).

Proteasome inhibitors induce both caspase-dependent
and caspase-independent cell death

Next, we wanted to characterize the type of cell death induced
by proteasome inhibitors. Therefore, we first determined the
extent of caspase inhibition accomplished by BAF, a broad-
specificity caspase inhibitor. As shown in Figure 2b, bortezo-
mib sub-G, peak, and this was
prevented by BAF. Furthermore, as cxpected, nuclei of cells

treatment induced the
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Fig 4. Role of caspases in mediating proteasome inhibitor-induced cell
death. (a) Proliferating melanoma JG cell line was pretreated with
phosphate-buffered saline (PBS) or the pancaspase inhibitor BAF
(Boc-D-fimk) (100 pmol L_‘), and then exposed to bortezomib

(25 umol L") for 24 h and Hoechst 33258-stained apoptotic nuclei
were visualized. (b) M28 and JG cell lines were pretreated with PBS
or the pancaspase inhibitor BAF (100 pmol 17", and then exposed (o
bortezomib (25 nmol L_') for 24 h. Cell viability was assessed by
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide assay.

Results are shown as mean £ SD percentage of the control values.
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Fig 5. Proteasome inhibitor bortezomib induces apoptosis-inducing factor (AIF) release from the mitochondria. JG cells were treated with

25 nmol 1" of bortezomib for the designated periods (hours), in the presence or absence of pancaspase inhibitor BAF (Boc-D-fmk), afier which

protein extracts were prepared from mitochondrial free cytosolic fractions as described in Materials and methods and relative levels of AIF were

determined by Western blot. LDH, lactate dehydrogenase. For immunofluorescence detection, cells were cultured in four-well plates and were

either left untreated (a) or treated with 25 nmol L™ of bortezomib for 24 hours, in the absence (b) or presence (c) of pancaspase inhibitor BAF.

Pictures show Hoechst 33258 (bluc) and AIF (green) staining. Fluorescence images were captured by a fluorescence microscope, and

representative images are shown.

treated with the combination of bortezomib + BAF did not
present apoptotic morphology when stained by Hoechst
33258 (Fig. 4a). Next, MTT reduction was assessed in cells
cotreated with BAF and bortezomib. As shown in Figure +b,
while caspase inhibition resulted in a partial reversal of cell
viability decrease in JG cells, it almost completely abolished
bortezomib-induced decrease of cell viability in M28 cells.
These results suggest that proteasome inhibitors-induced kill-
ing of melanoma cells is partially a caspase-dependent process,
and that the involvement of a caspase-independent cell death

programme varies among cell lines.

Proteasome inhibition induces the release of apoptosis-
inducing factor from the mitochondria in the absence of
caspase activation

The intermembrane space of mitochondria contains proteins
such as AIF and endonuclease G, which can be responsible for

caspasc-independent cell death.'®

During apoptosis, the 62-
kDa maturc form of AIF is cleaved to a 57-kDa fragment'”
that detaches from the mitochondria and then translocates to
cytosol and nucleus where it interacts with DNA and triggers
a caspase-independent cell death.* Viability of JG cells treated
with bortezomib was partially rescued when pancaspase inhib-
itor was added, suggesting that caspase-independent cell death
occurs in these cells. Therefore, we checked AIF translocation
in this cell line by immunofluorescence and Western blot
analysis. Under basal conditions, immunofluorescence staining
showed a punctate pattern of AIF which reveals a mitochon-
drial localization (Fig. 5a). This staining disappeared when
cells were weated with proteasome inhibitors in accordance
with AIF translocation to the cytosol and nucleus (Fig. Sb).
This result was further confirmed by cell fractionation assay
where proteasome inhibition induced an increase of AIF levels
in the cytosolic fraction. Cytosolic AIF was smaller in size than

mitochondrial AIF (Fig. 5). This is in agreement with the pro-
posed mechanism of apoptosis-induced AIF cleavagem

The involvement of caspases in AIF translocation from the
mitochondria to the cytosol is still controversial and has
been proposed 10 be both caspase dependent’’ and caspase
independent.”” Caspase inhibition by BAF did not affect the
mitochondrial to cytosolic translocation of AIF in JG cells
(Fig. 5¢). In fact, JG cells cotreated with BAF and bortezo-
mib presented a diffuse distribution pattern staining as with
bortezomib alone. This result was further confirmed by cell
fractionation (Fig. 5). This suggests that, in JG cells, AIF
release from the mitochondria occurs via a caspase-indepen-
dent pathway.

Discussion

It is well established that proteasome inhibitors cause cell
death on tumour cell lines of different origins, by different
mechanisms. Preclinical studies have shown the antitumour
activity of protcasome inhibitors in hacmatological and solid
tumours including ovary, prostate, lung, colon, pancreas and

. 23,24
head and neck carcinoma.”™

Among the proteasome sub-
strates are the mediators of cell-cycle progression such as cyc-
lins, cyclin-dependent kinase inhibitors, antiapoptotic factors
such as Bcl-2 and the tumour-suppressor protein p53. In add-
ition, the protcasome controls transcriptional factors that sup-
press the apoptotic machinery such as NF-kB by regulating
the degradation of its inhibitor 1.kB.> Thus, the inhibition of
the proteasome triggers cell-cycle arrest at G;-S and G,-M
phases, and induces apoptosis. Furthermore, it was demon-
strated that malignant cells are more sensitive than normal
cells (o proteasome inhibitor-induced apoptosis,” and that a
syncrgistic interaction cxists between proteasome inhibitors

26,27

and apoptotic stimulus. Thus, proteasome inhibitors seem

to be promising compounds in anticancer therapy as they can
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abrogate many forms of drug resistance and synergize with a
number of conventional therapies.

Although the only published clinical trial with bortezomib
in patients with advanced melanoma did not show significant

8

results,”® the potential use of proteasome inhibitors for the

trcatment of paticnts with melanoma is still under assessment.
Firstly, protcasome inhibitors could be helpful when adminis-
tered in combination with standard, chemotherapeutic or

L . 5,29-32
radiation therapies,

31,3335

or with other therapeutic strate-

gies. Secondly, new drugs exhibiting some of the bio-

logical properties of proteasome inhibitors,**>°

together with
additional effects on angiogenesis,*® may contribute to inhibit
mclanoma growth.

Hence, the main aim of the present work was to investigate
the molecular mechanisms of proteasome-induced growth-
inhibitory effect, as a better understanding of these mecha-
nisms might be a promising tool that could improve the effec-
tiveness of future melanoma therapy.

In this study, we show that four structurally different pro-
teasome inhibitors reduce the viability of mclanoma cell lines,
and that the decrease of viability of low proliferating cell lines
needs longer exposures to proteasome inhibitors. This result is
in agreement with others that show that cell cycle and apopto-
sis are inextricably linked processes. Thus, cells with a higher
proliferation rate are more susceptible to apoptosis. For exam-
ple, expression of the oncogene c¢-myc can initiate proliferation
and simultancously increase sensitivity to apoptosis under low
serum conditions. "'

The antiproliferative effect of proteasome inhibitors was

achieved through cell cycle arrest and increased apoptosis as

confirmed by assessment of nuclear morphology, analysis of

DNA and caspase processing (caspases 2, 8, 9 and 3). To our
knowledge, there is no current work reporting caspase 2 pro-
cessing in bortezomib-treated melanoma cells. Recent evidence
shows that mitochondrial release of cytochrome ¢ and phos-
phatidylserine externalization by the proteasome inhibitor

bortezomib are regulated by caspase 2**

in human pancreatic
cancer cells. Further investigations are needed to elucidate the
mechanisms linking cytochrome ¢ release and caspase 2 pro-
cessing in our cell model.

Pretreatment of JG cells with the pancaspase inhibitor BAF
partially reversed the decrease of cell viability caused by pro-
teasome inhibition, suggesting that proteasome inhibitors
may induce cell death partially via a caspase-independent
pathway in these cells. In contrast, M28 cells seemed less
sensilive Lo caspase-independent cell death, as assessed by
MTT. As mitochondria harbour moleccules that, once released
in the cytoplasm, trigger caspase-independent cell death

pathways****

(AIF and endonuclease G), we examined the
release of AIF in JG cells. We found that proteasome inhibi-
tion induced a significant release of AIF. In order to check
if AIF release depends on caspase activation, we cotreated
our cells with bortezcomib and BAF. Our results show that
caspasc inhibition by BAF docs not affect AIF relcase duc to
bortezomib, suggesting that AIF is the potential executor

of caspase-independent cell death. Recent publications have

© 2008 The Authors

proposed that apoptosis would follow a general scheme
where cytochrome ¢ release from mitochondria would stim-
ulate the activation of caspases, which then triggers AIF
release from mitochondria.** Our data are in agreement with
other studies that have described the release of AIF in the
abscnce of detectable caspasc activation.”%*

On the whole, our results indicate that protcasome inhibi-
tors stop cell proliferation and induce cell death in melanoma
cells. This death occurs via both caspase-dependent and cas-
pase-independent pathways, and AIF is a potential executor of
caspase-independent cell death. These results may be useful
information for the use of proteasome inhibitors in combin-
ation with chemotherapeutic drugs or other agents in the

treatment of melanoma.
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Resaltats

ARTICLE 3.

3. Inhibition of activated receptor tyrosine kinase by Sunitinib
induces growth arrest and sensitizes melanoma cells to

Bortezomib by blocking Akt pathway.

3. La inhibicio de receptors tirosina cinasa activats per part del
Sunitinib indueix una reduccié del creixement i sensibilitza les
cel-lules de melanoma a Bortezomib mitjangant el bloqueig de la
via Akt.

3.1 Tant les biopsies de teixit de melanoma primari i metastatic com les

linies cel-lulars de melanoma expressen receptors diana de Sunitinib.

3.2 Sunitinib indueix diferents graus de parada del creixement cel-lular en les

linies de melanoma metastatic.

3.3 Sunitinib inhibeix les vies de senyalitzacio cel-lulars “downstream” de
VEGFR2 i PDGFRa en les linies cel-lulars M17 i M16, respectivament.

3.4 El silenciament de PDGFRA i VEGFR2 per shRNA mimetitza els efectes de

les linies cel-lulars M16 i M17, respectivament.

3.5 La combinacié de l'inhibidor de la via PI3K/Akt LY i Bortezomib indueix

un increment de la mort cel-lular de forma sinérgica.
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Inhibition of activated receptor tyrosine kinases by Sunitinib
induces growth arrest and sensitizes melanoma cells to
Bortezomib by blocking Akt pathway
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Despite the use of multiple therapeutic strategies, metastatic melanoma remains a challenge for oncologists. Thus, new
approaches using combinational treatment may be used to try to improve the prognosis of this disease. In this report, we have
analyzed the expression of receptor tyrosine kinases (RTKs) in melanoma specimens and in four metastatic melanoma cell lines.
Both melanoma specimens and cell lines expressed RTKs, suggesting that they may represent eventual targets for multitargeted
tyrosine kinase inhibitor, Suntinib. Sunitinib reduced the proliferation of two melanoma cell lines (M16 and M17) and increased
apoptosis in one of them (M16). Moreover, the two metastatic melanoma cell lines harbored an activated receptor (PDGFRx and

VEGFR, respectively), and Sunitinib suppressed the phosphorylation of the RTKs and their downstream targets Akt and
ribosomal protein Sé, in these two cell lines. Similar results were obtained when either PDGFRe. or VEGFR2 expression was
silenced by lentiviral-mediated short-hairpin RNA delivery in M16 and M17, respectively. To evaluate the interaction between
Sunitinib and Bortezomib, median dose effect analysis using MTT assay was performed, and combination index was calculated.
Bortezomib synergistically enhanced the Sunitinib-induced growth arrest in Sunitinib-sensitive cells (combination index < 1).
Moreover, LY294002, a PI3K inhibitor, sensitized melanoma cells to Bortezomib treatment, suggesting that downregulation of
phospho-Akt by Sunitinib mediates the synergy obtained by Bortezomib + Sunitinib cotreatment. Altogether, our results
suggest that melanoma cells harboring an activated RTK may be clinically responsive to pharmacologic RTK inhibition by
Sunitinib, and a strategy combining Sunitinib and Bortezomib, may provide therapeutic benefit.
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apoptosis
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Cutaneous melanoma is the most aggressive form of skin can-
cer. To date, the methylating agent dacarbazine is still the
standard treatment for metastatic melanoma allowing objective
responses in just 10-20% of patients with a median duration of
only 4-6 months. Therefore, new therapeutic strategies are
under investigation, such as immunotherapy and targeted ther-
apy." Although recently reported clinical trials using targeted
therapies either against c-kit in melanoma harboring c-kit
mutation,>” or against Braf in tumors harboring V600E muta-
tion” achieved promising results, and secondary tumor resist-
ance occurs frequently. The loss of function of tumor suppres-
sor genes and the activation of multiple signaling pathways in
melanoma may explain the origin of such resistance. Thus, a
therapeutic approach using combinatory therapies based on
the expression profile of patient’s tumors and designed to tar-
get simultaneously different cellular pathways may improve
metastatic melanoma prognosis and counter drug resistance
developed in patients treated with single-agent therapy.”~

In tumors, ligand-dependent or mutational activation of
receptor tyrosine kinases (RTKs) leads to the activation of
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downstream signaling pathways including Ras, PI3 kinase
and MAPK pathways.® Various RTKs are expressed on mela-
noma cells such as VEGFR>'® PDGFR,'"'? and c-kit.!"'?
Sunitinib (SU011248; Sutent®, Pfizer, New York, NY) is a
multitargeted tyrosine kinase inhibitor that potently inhibits
vascular endothelial growth factor (VEGEF), platelet-derived
growth factor (PDGF) and c-kit'* receptor kinases. Recently,
Sunitinib maleate was approved by the FDA for the treat-
ment of both renal cell carcinoma'® and gastrointestinal stro-
mal tumors.

The ubiquitin proteasome pathway represents a novel
attractive target for cancer therapy, as it controls the degrada-
tion of a wide variety of intracellular proteins involved in
proliferation, cell cycle and apoptosis,'® such as p21Cipl,
p27Kipl and Bax. Bortezomib (Velcade®, also known as PS-
341; Millennium Pharmaceuticals, Cambridge, MA), a dipep-
tidyl boronic acid that reversibly inhibits the chemotrypsin-
like activity of the proteasome, has demonstrated its clinical
activity in the treatment of patients with multiple myeloma
and non-Hodgkin lymphoma. Although proteasome inhibi-
tors induced growth arrest of melanoma cells both in vitro'”
and in a murine xenograft melanoma model,'®'* a phase 1I
clinical trial using single-agent Bortezomib in patients with
advanced melanoma yielded disappointing results.?’ However,
preclinical studies in melanoma have shown that Bortezomib
exerts an antitumor effect in a synergic manner when admin-
istrated with temozolomide®! or calpain inhibitors.?"**> More-
over, different tyrosine kinase inhibitors such as Imatinib,
EGFR inhibitors and Sorafenib have demonstrated an in vitro
enhanced citotoxicity when combined with Bortezomib in a
broad range of tumors.?>=*®

In this report, we first explored the effects of single-agent
Sunitinib on cell survival and proliferation in four human
metastatic melanoma cell lines. We found that two metastatic
melanoma cell lines, which presented a phosphorylated RTK,
were sensitive to Sunitinib. Inhibition of these RTKs by Suni-
tinib induced growth arrest and blocked RTK downstream
pathways, i.e., PI3K/Akt/mTOR and MEK/ERK signaling cas-
cades. Furthermore, we found that only in the melanoma
cells that are sensitive to Sunitinib, a combined exposure to
Sunitinib and Bortezomib resulted in a synergistic decrease of
cell viability and an increase in caspase activation and apo-
ptosis. Our results suggest that an activated RTK may repre-
sent an attractive target for melanoma treatment and that
combined therapy, which targets both RTK and the ubiquitin
proteasome pathway, could be useful for the design of future
preclinical or clinical studies in melanoma.

Material and Methods

Cell cultures and treatment procedures

Four metastatic human melanoma cell lines of cutaneous ori-
gin (M16, M17, M28 and JG), established by one of the
authors (R.V.), were used in this study. Two other metastatic
melanoma cell lines, M14 and M3, obtained from a cutane-
ous metastasis and a pleural effusion, respectively, were used

RTK Is a Target for Sunitinib in Melanoma

in the supplemental material®® Human epidermal melano-
cytes (HEMn-LP) were purchased from Cascade Biologics
(Invitrogen, Portland, OR). Melanoma cell lines were cul-
tured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Sigma-Aldrich,
St., MO) supplemented with 10% fetal calf serum (Gibco,
Barcelona, Spain), 20 mmol 17" -glutamine and antibiotics at
37°C and 5% CO,. HEMn-LP cells were cultured in 154 me-
dium supplemented with human melanocytes growth supple-
ment obtained from Cascade Biologics (Invitrogen, Portland,
OR) and antibiotics.

Chemical reagents and antibodies
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl  tetrazolium bro-
mide (MTT), RNase A, propidium iodide (PI), 5-bromodeox-
yuridine (BrdU) and monoclonal antibody to tubulin were
from Sigma. The proteasome inhibitor Bortezomib was man-
ufactured by Millennium Pharmaceuticals. The tyrosine in-
hibitor Sunitinib was kindly provided by Pfizer. LY294002
was purchased from Calbiochem (La Jolla, CA). Antibodies
against caspase 9, cleaved caspase 3, phospho-AKT ser 473,
phospho-AKT thr 308, phospho-ERK 1/2, phospho-p70S6K,
PDGFRa, PDGFRB, c-kit and VEGFR2 were from Cell Sig-
nalling (Beverly, MA). Antibodies against c-kit and BrdU
were from Dako (Glostrup, Denmark). Antibodies against
AKT, cyclin D1 and phosphotyrosine were from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA). HA antibody was purchased
from Roche Diagnostics (Mannheim, Germany).

Cell viability assays and assessment of apoptosis

Cell viability was determined by MTT assay. Melanocytes
and melanoma cells were plated on M96 well plates at 3500
cells per well. After the corresponding treatments, cells were
incubated for 45 min with 0.5 mg ml™" of MTT reagent and
lysed with DMSO. Absorbance was measured at 595 nm in a
microplate reader (Bio-Rad, Richmond, CA). Apoptotic cells
were identified by nuclear staining with bis-benzimide fluo-
rescent dye (Hoechst 33258) that was added to the culture
medium at a final concentration of 5 pg/ml. For clonogenic
assays, 10> cells were seeded in 2-ml culture medium per well
(six well plate), left untreated or treated every 2 days with 0.5
UM Sunitinib. After 14 days of culture, colonies were visual-
ized by staining with MTT.

BrdU incorporation

5-Bromodeoxyuridine (BrdU) incorporation assay was per-
formed as described previously."” Nuclei were stained with 5
Lg ml~! Hoechst 33258, and cells were visualized under an
epifluorescence microscope (Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany).

Immunoprecipitation and Western blot analysis

For Western blot analysis, melanoma cell lines or melano-
cytes were washed twice with cold PBS and lysed with lysis
buffer (2% SDS, 125 mM Tris-HCL and pH 6.8). Protein
concentrations were determined with the Protein Assay Kit
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(Bio-Rad). Equal amounts of proteins were subjected to SDS-
PAGE and transferred to PVDF membranes (Millipore, Bed-
ford, MA). Nonspecific binding was blocked by incubation
with TBST (20 mM Tris-HCL pH7.4, 150 mM NaCl and
0.1% Tween-20) plus 5% of nonfat milk. Membranes were
incubated with the primary antibodies overnight at 4°C. The
signal was detected with ECL Advance (Amersham-Pharma-
cia, Buckinghamshire, UK). For RTK immunoprecipitation,
cells were washed and lysed in a buffer-containing 20 mM
Tris pH 7.4, 140 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10% glycerol, 1%
NP-40, 1 mM Na2VO4, 10 mM NaF, 50 mM a-glycerophos-
phate and a complete protease inhibitor (Roche). Cell lysates
were incubated with anti-PDGFRa, PDGFRb, VEGFR-2 or c-
kit antibodies followed by protein A-agarose or protein G-
sepharose (Sigma). Samples were subjected to Western blot
analysis.

Lentiviral production and infection

Oligonucleotides to produce plasmid-based short hairpin
RNA (shRNA) were cloned into de FSV vector using Agel-
BamHI restriction sites. sShRNA target sequence to PDGFRA
was 5'-GCAGGCTGATACTACACAGTA-3, and the target
sequence to VEGFR2 was 5-GCCTCGGTCATTTATGTC
TAT-3". To produce infective lentiviral particles, 293T cells
were cotransfected by PEI method with the virion packaging
elements (VSV-G and D8.9) and the FSV on 293T human
embryonic kidney. Supernatants were collected after 3 days
and concentrated by centrifugation through a filter column
of 100 kDa (VWR International LLC, West Chester, PE) for
1 hr at 4000 rpm. Cells were incubated overnight in the pres-
ence of medium-containing lentiviral particles. After this pe-
riod, medium was replaced for fresh medium, and cells were
incubated for at least 72 hr to allow endogenous protein
knockdown or protein overexpression.

Cell-cycle analysis
Analysis of cell-cycle distribution was determined by PI stain-
ing as described elswhere.!”

Immunohistochemical analysis

Human malignant melanoma biopsies (formalin fixed and
paraffin embedded) were treated as described.”” The malig-
nant melanoma biopsies included nine primary malignant
melanomas of the skin (five superficial spreading melanomas,
two nodular melanomas, one acral lentiginous melanoma,
one lentigo malignant melanoma) and nine metastatic mela-
noma tumors (seven cutaneous or subcutaneous metastases,
one retroperitoneum metastasis and one brain metastasis).
Briefly, paraffin blocks were sectioned at a thickness of 3 pm,
dried for 1 hr at 65° before being dewaxed in xylene and
rehydrated through a graded ethanol series and washed with
phosphate-buffered saline. Antigen retrieval was achieved by
heat treatment in a pressure cooker for 2 min in EDTA
(pH:8.9). Before staining the sections, endogenous peroxidase
was blocked. The antibodies used were anti-VEGFR2 (mono-
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clonal, A3 clon, Santa Cruz Biotechnology, 1/100 dilution),
PDGFRa (monoclonal, C20 clon, Santa Cruz Biotechnology,
1/200 dilution), anti-PDGFR (monoclonal, 2B3 clon, Cell
Signalling, 1/100 dilution) and anti-cKIT (polyclonal, DAKO,
1/50 dilution). After incubation, the reaction was visualized
with the EnVision Detection Kit (DAKO) using diaminoben-
zidine chromogen as a substrate. Sections were counter-
stained with haematoxylin. Tissue specimens were also
stained in parallel without primary antibody in order to con-
firm the specificity of the immunoreaction. Immunohisto-
chemical results were evaluated by two pathologists, by fol-
lowing uniform pre-established criteria. VEGFR-2, PDGFRa,
PDGFRP and ¢-KIT immunoexpression was graded semi-
quantitatively by considering the percentage and intensity of
the staining. A histological score was obtained from each
sample, which ranged from 0 (no immunoreaction) to 300
(maximum immunoreactivity). The score was obtained by
applying the following formula, Hscore = 1X (% light stain-
ing) + 2X (% moderate staining) + 3X (% strong staining).
Histoscore values from primary and metastatic melanoma
tumors were compared for each receptor to assess the signifi-
cance of the observed difference in the means of both groups
using Student’s f-test. The nonparametric Mann-Whitney
test was also used to evaluate this difference, given the small
sample size. Statistical significance was set at 5% (o = 0.05),
and all statistical results were performed with the statistical
package R (R Development Core R Team, 2009). In addition,
normal skin samples (obtained from the edges of elliptical
excision of benign cutaneous lesions) were stained with the
same primary antibodies and immunohistochemical method,
but using 3 amino-9-etilcarbazol as chromogen.

DNA sequencing

Sequence analysis was performed by direct sequencing of po-
lymerase chain reaction (PCR)-amplified products, generated
with specific primers designed to include the exons of interest
based on BRAF sequences (accession number NM_004333
for BRAF). BRAF primers were as follows: exon 15 5-TCA
TAA TGC TTG CTC TGA TAG GA-3' (forward) and 5'-
GGC CAA AAA TTT AAT CAG TGG A-3' (reverse). The
PCR cycling conditions were as follows: an initial denatura-
tion at 95°C for 2 min, followed by 35 cycles of 96°C for 30
sec, 55°C for 30 sec and 72°C for 30 sec and completed with
an extension step at 72°C for 10 min.

PCR products were purified using the MinElute PCR Puri-
fication Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) and
sequenced in both directions with the original primer pair
using BigDye v1.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA) in
combination with an ABI PRISM 3100 DNA sequencer
(Applied Biosystems).

Analysis of combined drug effects
The effect of combining Sunitinib and Bortezomib was ana-
lyzed using the median effect method proposed by Chou and
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Figure 1. Expression profile of RTK in melanoma biopsies and metastatic melanoma cell lines. (@) Top pannel: Melanoma biopsies analyzed

by immunohistochemistry: expression of c-Kit in a primary melanoma,

PDGFR~ and PDGFRp in a cutaneous metastasis and VEGFR2 in a

lymph node metastasis. Bottom pannel: corresponding pictures of matched sections without primary antibody (negative controls). (b)
Immunoexpression levels of c-KIT, PDGFRa, PDGFRB and VEGFR2 were calculated by a histoscore method (being 300 points the maximum
immunoreactivity) and represented by boxplots. These boxplots show the usual position measures (minimum, first quartile, i.e., Q4,
median, i.e., Q,, third quartile, i.e., Qs and maximum) and serve to visualize in depth the differences between primary and metastatic
samples (total of 18) for each receptor. Outliers, which are defined as those values, which exceed Q3 or which fall behind Q1 in 1.5 times
the interquartile range (IQR = Q3 — Q,), are also shown as a point. (c) Total cell lysates of the four metastatic melanoma cell lines (M16,
M17, )G and M28) and normal melanocytes (HEMn-LP) were analyzed by western blot for c-kit, PDGFRe, PDGFRB and VEGFR2 expression.

Tubulin was used as a loading control.

Talalay®® using Calcusyn software (Biosoft, Oxford, UK) as
reported previously.”

Results

Both primary and metastatic melanoma tissue specimens
and metastatic melanoma cell lines express Sunitinib

target receptors

To better understand the role of RTK in melanoma biology,
we first examined using immunohistochemistry the expres-

sion of PDGFRa, PDGFRp, VEGFR2 and c-kit receptors in
melanoma biopsies (Fig. la). Among the receptors tested,
PDGFRo and VEGFR2 showed a uniform positivity in both
primary and metastatic melanomas. PDGFRp staining was
found to be faint in both primary and metastatic melanomas.
As for c-kit expression, it presented a partial loss of staining
in vertical growth phase and an almost total loss of staining
in metastatic tissue (p-value = 0.001 for the t-test and p-
value = 0.005 for Mann-Whitney test) confirming the results

Int. ). Cancer: 130, 967-978 (2012) © 2011 UICC



Yeramian et al.

M16  untreated

120 ——M16 BrdU
100 ——M17
80 —+—JG

—— 28 Hoechst|

—*—HEMn-LP

Viability (% of control)
2

40
20
0+ T T
0 1 5 10 25 50 BrdU
MM Sunitinib

Hoechst

JG

971

Sunitinib M17 Untreated  Sunitinib

BrdU

Hoechst

Untreated  Sunitinib  \28 Untreated  Sunitinib

BrdU

Hoechstj

o
j ..

c M16 M7 M28
G1=67.13% | G1=60.88% | G1=53.07% | G1=61.62%
Hinueated S=1371% | S=1051% | S=21.62% | S=8.15%
suntiny | G1=78.76% | G1=7281% | G1=61.07% | Gi=6289%
S=417% | S=451% | S=1817% | S=5.11%
d M16 M17 JG M28
0 12 24 24 (h) Sunitinib

CL-caspase-3 | - - ||

0 12 24 0 12

24 0 12

CL-caspase-9 | | ’

| | |

Tubulin

e p— ——

Figure 2. Sunitinib induces different rates of growth arrest in four metastatic melanoma cell lines. (a) The four melanoma cells and normal
melanocytes were treated with Sunitinib (0-1-5-10-25-50 pmol/l) for 24 hr at 37°C, and cell viability was assessed by MTT assay. (b)
Melanoma cells were incubated with Sunitinib (5 umol/l) for 24 hr, and cell proliferation was assessed by 5-bromodeoxyuridine

incorporation assay. Pictures show BrdU incorporation and Hoechst 33258 staining. () The four melanoma cells were treated with 5 uM of

Sunitinib for 24 hr or maintained untreated, after which DNA content was determined by propidium iodide staining. (d) Melanoma cells

were exposed to 5 pM of Sunitinib and whole-cell protein extracts were subjected to Western blot analysis to monitor the expression of

processed caspase 3.

of previous reports'™?® (Fig. 1b). Next, we examined the

expression status of different Sunitinib target receptors in
four metastatic melanoma cell lines and in normal melano-
cytes. Both M28 and M17 cell lines expressed VEGFR2, JG
cell-line expressed c-kit, while M16 cell-line expressed c-kit,
PDGFRa and PDGFRp (Fig. 1c). Interestingly, cultured pri-
mary melanocytes (HEMn-LP) expressed c-kit and were neg-
ative for the other RTK tested (Fig. 1c). Moreover, on normal
skin sections, c-kit was the only RTK of those investigated
that showed a clear and intense immunostaining on epider-
mal melanocytes (Supporting Information Fig. 1). Hence,
melanoma cells presented a positive but variable expression
pattern of RTK (Figs. la-1c).

Sunitinib induces different rates of growth arrest in
metastatic melanoma cell lines

To explore whether Sunitinib has antitumor effects in mela-
noma, the four metastatic melanoma cell lines and primary
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melanocytes were cultured in the presence of Sunitinib (1-50
pmol 17" for 24 hr at 37°C. The four analyzed cell lines
showed different rates of growth inhibition, as assessed by
MTT assay, when exposed to Sunitinib (Fig. 2a). Although
M16 and M17 cells showed a decrease of 40 and 26% of cell
viability, respectively, at a dose of 5 uM of Sunitinib, M28,
JG cell lines and melanocytes were largely refractory to Suni-
tinib treatment. Alternatively, proliferation of melanoma cell
lines was analyzed by BrdU incorporation assay. Sunitinib (5
M) significantly reduced BrdU incorporation in M16 and
M17 cells, but not in M28 or JG cells (Fig. 2b). Furthermore,
Sunitinib induced a net blockade of cell cycle at the G1 phase
(Fig. 2¢) in M16 and M17 cells, while JG and M28 cell cycle
was almost not affected by Sunitinib treatment. Interestingly,
Sunitinib treatment induced apoptotic cell death, only in
M16 cell line. A time course treatment with Sunitinib showed
a cleavage of both initiator caspase 9 and executioner caspase
3 in M16 cell line but not in M17, JG or M28 cells (Fig. 2d).
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MTT analysis.

Moreover, lower doses of Sunitinib (0.5 pM) were able to
induce a reduction of 60% in the number of colonies in both
M16 and M17 cell lines (Supporting Information Fig. 2).

Sunitinib inhibits VEGFR2 and PDGFRo. signaling pathways
in M17 and M16 cells lines, respectively

To investigate the mechanism through which Sunitinib indu-
ces cell-growth arrest, we next checked for the phosphoryla-
tion status of the RTK in the four metastatic melanoma cell
lines. Cell lysates from M17 and M28 were immunoprecipi-
tated with anti-VEGFR2 while M16 cell lysates were immu-
noprecipitated either with anti-c-kit, anti-PDGFRP or anti-
PDGFRa antibodies, and the phosphorylation status of each
receptor was determined by Western blot using antiphospho-
tyrosine antibody. As shown in Figure 34, M17, but not

M28, cells presented a basally phosphorylated VEGFR2 re-
ceptor, while in M16 cells, PDGFRa, but not c-kit nor
PDGEFRP, was basally phosphorylated. Of note, a 24-hr treat-
ment with Sunitinib (5 pM) completely abolished both
VEGFR2 and PDGFRa phosphorylation in M17 and M16
cells, respectively. Immunoprecipitation of cell lysates from
JG cells with anti-c-kit antibody revealed the absence of a ba-
sal phosphorylation of c-kit (Fig. 3a).

Furthermore, in M16 and M17 cell lines, Sunitinib inhib-
ited Akt phosphorylation in its two residues (Thr 308 and
Ser 473), suppressed the phosphorylation of ribosomal pro-
tein p70S6KSer240/244 (which is phosphorylated by mTOR)
and downregulated the levels of cyclin D1 (a direct target of
Akt/mTOR pathway) correlating with the cell-cycle arrest
induced by Sunitinib in these two cell lines (Fig. 3b). Of
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note, Sunitinib had no effect on phospho-Akt, P-p70S6K or
cyclin D1 levels in Sunitinib-insensitive cell lines, i.e., JG and
M28 cells. Sunitinib partially inactivated ERK in M17 but not
M16 cell line, suggesting that the MAPK pathway remains
turned on in M16 cell line when treated with Sunitinb. As
expected, treatment of M28 and JG cell lines with Sunitinib
did not affect ERK activity, as detected by western blotting
using phospho-ERK antibody (Fig. 3b). Given that ERK acti-
vation is maintained in M16 cell line despite the blockade of
RTK, we thought that this could be due to a mutation of an
upstream gene in the MAPK kinase cascade that would con-
tinuously stimulate this pathway. As BRAF is an upstream
regulator of ERK signaling and activating mutations of BRAF
are highly prevalent in melanoma, we thus checked for the
BRAF mutation status in both M16 and M17 cell lines. The
most common BRAF mutation is V600E and consists of a
valine-to-glutamate transversion in exon 15 at residue 600
facilitating thus ATP binding.*® Analysis of BRAF exon 15 by
direct sequencing revealed a VG600E mutation in M16, but
not M17 cell line. Thus, the BRAF V600E mutation in M16
cell line maintains the ERK pathway active despite the com-
plete inactivation of PDGFRa by Sunitinib. Taken together,
these results suggested that the sensitivity of melanoma cells
to Sunitinib correlates with the presence of an activated RTK
and a concommitant inhibition of PI3K/Akt/mTOR, while
the inhibition of ERK signaling by Sunitinib depends on the
mutational status of BRAF gene.

Knockdown of PDGFRa and VEGFR2 by shRNA mimics
Sunitinib effects in the M16 and M17 cell line,

respectively

Sunitinib is not specific for PDGFRa neither for VEGFR2;
but we have shown that, in our cell lines M16 and M17,
these proteins may be the targets of Sunitinib effects. To ver-
ify that VEGFR2 or PDGFRa are indeed the targets, we com-
pared the effects of Sunitinib in these cell lines with those
obtained after knockdown of PDGFRo or VEGFR2 by short
hairpin RNA (shRNA). M16 and M17 cell lines were infected
with lentiviruses carrying shRNA against PDGFRx or
VEGFR2, respectively. Lentiviral delivery of shRNA against
PDGFRa and VEGFR2 selectively blocked the expression of
each protein (Fig. 3c). PDGFRa and VEGFR2 knockdown
induced a decrease of 41.4% and 19.97% in cell viability in
M16 and M17 cell lines, respectively (Fig. 3d). Furthermore,
PDGFRa and VEGFR2 knockdown, in M16 and M17,
respectively, reduced Akt/mTOR signaling as assessed by a
decrease of the phosphorylation of Akt at serine 473 and
threonine 308 residues and an inhibition of the phosphoryla-
tion of ribosomal protein p-70S6K. Of note, the activation of
the apoptotic machinery, as assessed by caspase 3 cleavage,
was only observed in M16 cell line (Fig. 3c). These findings
suggest that specific inhibition of PDGFRa and VEGFR2 in
M16 and M17 cell lines, respectively, suppresses cell growth.
Altogether, these data indicate that melanoma cells harboring
an activated RTK may be susceptible to Sunitinib inhibition.
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Bortezomib interacts synergistically with Sunitinib and
induces an increase of cell death in Sunitinib-sensitive
melanoma cell lines
To determine the effect on melanoma cells of the combina-
tion of Sunitinib and the proteasome inhibitor Bortezomib,
the four cell lines were treated with Sunitinib (5 ), Bortezo-
mib (25 nM) or a combination of both drugs for 24 hr. Sub-
sequently, nuclei displaying apoptotic morphology were
quantified by Hoechst staining. Treatment of M16 with sin-
gle-agent Sunitinib or Bortezomib induced an increase in the
apoptotic rate of 9.5% and 6.6%, respectively, compared to
the control, whereas combined exposure yielded 35.5% of ap-
optotic cells (Fig. 4a). Similar results were observed in M17
cell line, where the values were as follows: Sunitinib (5 pM)
0.96%, Bortezomib (25 nM) 3.1% and Sunitinib + Bortezo-
mib 12.1% of apoptotic cells. This synergistic increase in cell
death could also be reproduced by 18 hr pretreatment with
Bortezomib (25 nM), followed by additional 6 hr incubation
with Sunitinib (5 pM) in M16 (Supporting Information Fig.
3), but not M17 cells. Interestingly, this sensitization to cell
death in M16 cell line was not observed with Sunitinib pre-
treatment followed by Bortezomib stimulation. On the other
hand, Bortezomib and Sunitinib combined treatment failed to
increase the apoptotic rate, in comparison with single treat-
ment, in Sunitinib-resistant cell lines, i.e., JG and M28 cells.
Comparable results were obtained in M16 and M17 cell
lines, when apoptosis was assessed by Western blot analysis
(Fig. 4b). Combined exposure of either M16 or M17 cell line
to Bortezomib and Sunitinib induced a clear increase in cas-
pase 3 activation, compared to single treatment. To further
explore the interaction between Bortezomib and Sunitinib,
M16 and M17 cells were treated with increasing concentra-
tions of Bortezomib (5-50 nmol/l), Sunitinib (1-10 pmol/l)
or combined at a fixed ratio (1/200). Figure 4c shows a clear
decrease in cell viability when both drugs are combined,
which indicates a relevant interaction. Median dose effect
analysis was determined using MTT assay. Combination
index (CI)/fractional effect plots show the CI values versus
the fraction of cells affected by Sunitinib + Bortezomib com-
bined treatment. CI values obtained were significantly lower
than 1 over all doses, corresponding to a synergistic interac-
tion (Fig. 4d). Table S1 (Supporting Information) shows
potential values of CI achieved in a range of different doses
of Bortezomib and Sunitinib and the related fraction affected.
Interestingly, two other metastatic melanoma cell lines, M13
and M14, showed a synergistic interaction when treated with
the combination of both drugs used at higher doses (Sup-
porting Information Fig. 4).

The combination of PI3K/Akt inhibitor LY and Bortezomib
induces a synergistic increase in cell death

To determine the contribution of Akt kinase activity inhibi-
tion in mediating the synergic effect induced by the combina-
tion of Sunitinib and Bortezomib treatment, M16 and M17
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Figure 5. Akt pathway inhibitor LY294002 potently synergizes cell death induced by Bortezomib. (a) Western blot analysis of cell lysates [®)]

from M16 and M17 metastatic melanoma cell lines treated with LY (25 uM), Bortezomib (25 nM) or both for 24 hr, Levels of P-AKT (ser
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of both drugs. (¢) Cell viability of M16 and M17 cells treated with LY (25 uM), Bortezomib (25 nM) or both was assessed by MTT. Results
are expressed as percent of the control values.

combination of LY and Bortezomib resulted in an increase of
caspase-3 processing (Fig. 5a) and a dramatic increase of the
sub-G1 fraction when compared with single drug-treatment
conditions (Fig. 5b). Cell-growth analysis (MTT) confirms

cells were either treated with the PI3K inhibitor 1Y294002
(25 uM), Bortezomib (25 nM) or both for 24 hr. The PI3K
inhibitor LY294002 inhibited Akt phosphorylation (Thr308
and Ser 273; Fig. 5a). Exposure of M16 and M17 cells to the
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the synergy achieved by Bortezomib treatment and PI3K/Akt
blockade (Fig. 5¢). Altogether, these results suggested that the
synergistic effect on cell growth between Sunitinib and Borte-
zomib in melanoma cells was achieved through the Akt-de-
pendent pathway.

Discussion

RTK activity has been implicated in multiple cell functions
such as survival, migration and angiogenesis.’® In this study,
we report the expression of RTK in melanoma biopsies and
in four metastatic melanoma cell lines. Our results also show
that melanoma cells present different grades of sensitivity to
RTK inhibitor Sunitinib, while viability of normal melano-
cytes is not affected (Fig. 1a), suggesting that, in the absence
of ligands, which could potentially activate the RTK present
in normal melanocytes, the action of this drug is restricted to
malignant cells. Sunitinib induces a cell-cycle arrest at the G1
phase in M16 and M17 cells and is an apoptotic inducer
only in M16 cells, suggesting that it inactivates a pathway
essential for the survival of M16 cells. Sensitivity to Sunitinib
correlated with the phosphorylation status of the target RTK
present on melanoma cell surface. Sunitinib inactivates the
Akt/mTOR pathway only in melanoma cells that harbor an
activated RTK, ie, M16 and M17 cells. This result is in
agreement with other reports demonstrating Sunitinib
induced growth arrest of cancer cells through a blockade of
the Akt/mTOR pathway.*"** Surprisingly, Sunitinib treatment
abrogated the activation of the MAPK/ERK pathway in M17
cell line, but not in M16 cell line. As in human tumors, ERK
activation occurs as a result of RTK activation or mutations
in members of the RAS and RAF gene families® and that
activating mutations of BRAF are frequently observed in mel-
anoma,®® we next examined the status of BRAF in M16 and
M17 cells. We show that M16, but not M17 cells, harbor on-
cogenic BRAF, resulting in unchanged phospho-ERK 1/2 sig-
naling after Sunitinib treatment. We next evaluated the phos-
phorylation status of Akt/mTOR pathway by blocking
Sunitinib target receptors, using lentiviral vectors carrying
shRNA against PDGFRa and VEGFR2 in M16 and M17
cells, respectively. Both PDGFRa and VEGFR knockdown in
M16 and M17 cell lines mimicked the effects obtained by
Sunitinib treatment, i.e., a reduced cell growth, a blockade of
the Akt/mTOR pathway, downregulation of cyclin D1 in
both cell lines and the induction of apoptosis only in M16
cell line. Thus, PI3K pathway contributes in promoting sur-
vival and proliferation elicited by activated RTK in metastatic
melanoma cells.

In the two Sunitinib-sensitive melanoma cell lines, the
activation of either PDGFRa or VEGFR2 mediated cell
growth. Gene amplification, activating mutations or an auto-
crine loop generated between the ligand and its correspond-
ing RTK may explain the basal phosphorylation of VEGFR2
and PDGFRa in M17 and M16 cell lines, respectively.
VEGFR2 expression has been shown to be restricted to ma-
lignant cells of melanocytic lineage,'"> and an overproduc-

RTK Is a Target for Sunitinib in Melanoma

tion of VEGF concomitantly expressed with its receptors has
been shown to mediate the growth of melanoma cells
through an autocrine loop mechanism.*** As for PDGFRa,
it is overexpressed in a quite important number of malignant
melanomas'"'**® where it may also function as an autocrine
growth factor.'> A recent study reported the lack of muta-
tions of PDGFRa in primary melanoma in the common
mutation sites of PDGFRa, ie., exons 10, 12, 14 and 18.%%
This result does not exclude the possibility of mutation in
other exons or the presence of genomic amplification in
PDGFRa gene in metastatic melanoma.

We next checked whether targeting simultaneously the
RTK pathway and the ubiquitin-proteasome pathway would
enhance the growth inhibitory effects obtained by Sunitinib. Of
note, cotreatment with Sunitinib and Bortezomib induced a
synergistic decrease of cell viability and an increase of apopto-
tic cell death in Sunitinib sensitive cell lines, i.e., M17 and
M16. Moreover, Bortezomib pretreament was able to enhance
cell death induced by Sunitinib in M16 cell line, suggesting
that proteasome inhibition sensitizes M16 cells to the apoptotic
action of Sunitinib (Supporting Information Fig. 2). In a recent
study, Bortezomib has been shown to increase the antitumor
effects of Interferon-alpha,®® suggesting that proteasome inhi-
bition may be a good strategy to increase the antitumor effects
of cytokines or drugs. The difference in the sensitivity to Borte-
zomib pretreatment of M16 and M17 cell lines indicates that
proteasome inhibition could prime differently melanoma cells.
Furthermore, the PI3K inhibitor (LY294002) mimicked Suniti-
nib effects as the cotreatment of M16 or M17 cells with
LY2940002 and Bortezomib vyielded similar synergistic
response. Our results are consistent with other reports where
Akt was found responsible of the synergistic citotoxicity when
Bortezomib is combined with other RTK inhibitors, such as
Sorafenib,?> EGFR inhibitors*® and lonafarnib,*' and support a
crucial role of PI3K/Akt in mediating synergistic cytotoxicity
between Sunitinib and Bortezomib.

In conclusion, this work demonstrates that activated
PDGFRa or VEGFR2 can be considered therapeutic targets
and predictors of sensitivity to Sunitinib in metastatic malig-
nant melanoma. Proteome profiler arrays, used to assess the
RTK activation profile in tumor specimens, could be used in
the future to predict the outcome of Sunitinib treatment.
Moreover, combinatory therapy using Sunitinib and Bortezo-
mib induces a synergistic effect, in Sunitinib sensitive mela-
noma cells, through suppression of the Akt pathway. Thus,
the combination of Sunitinib and Bortezomib may represent
a promising novel treatment strategy for certain cases of dis-
seminated melanoma.
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Resaltats

ARTICLE 4.

4. Blockade of NFkB activity results in an increase of cell death in

Bortezomib-treated endometrial carcinoma cells.

4. El bloqueig de la via NFkB resulta en un increment de la mort
cel-lular en les linies cel-lulars de carcinoma d’endometri tractades

amb Bortezomib.

4.1 Sunitinib redueix el creixement in vitro de les linies cel-lulars de

carcinoma d’endometri.

4.2 Sunitinib no actua a través de les dianes més conegudes en les linies

cel-lulars de carcinoma d’endometri.

4.3 Sunitinib bloqueja tant la via NFkB basal com la induida per diferents

factors.

4.4 El tractament combinat de Sunitinib i Bortezomib resulta en un efecte

sinergic de mort cel-lular.

4.5 La inhibicio de la NFkB mitjangant shRNA de p65 potencia els effectes
citotoxics de Bortezomib, mimetitzant els effectes de Sunitinib en la via
NFkB.
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ABSTRACT

Endometrial carcinoma is one of the most common malignancies in the female genital
tract, usually treated by surgery and radiotherapy. Chemotherapy is used when
endometrial carcinoma is associated with widespread metastasis or when the tumor
recurs after radiation therapy. In the present study, we demonstrate that the tyrosine
kinase receptor inhibitor Sunitinib reduces cell viability, proliferation, clonogenicity
and induces apoptotic cell death in endometrial carcinoma cell lines, which is not due
to its action through the most known targets like VEGFR. Neither through EGFR as
demonstrated in this work. Interestingly, Sunitinib reduces NFKB transcriptional
activity either at basal level or activation by EGF or TNF-a. Moreover, we observed that
Sunitinib was able to inhibit the Bortezomib-induced NFKB transcriptional activity
which correlates with a decrease of the phosphorylated levels of IKKa and B, p65 and
IKBa. We evaluated the nature of the interaction between Sunitinib and Bortezomib by
the dose effect method and identified a synergistic effect (combination index < 1).
Analogously, silencing of p65 expression by lentiviral-mediated short-hairpin RNA
delivery in Bortezomib treated cells lead to a strongly increased sensitivity to
Bortezomib apoptotic cell death. Altogether our results suggest that the combination
of Sunitinib and Bortezomib could be considered a promising treatment for

endometrial carcinoma after failure of surgery and radiation.



INTRODUCTION

Endometrial carcinoma is one of the most common malignancies in the female genital
tract, responsible for one third of deaths related to gynecologic cancers'. The early
stage of endometrial carcinomas are treated by surgery and radiation and the
advanced stage has a very poor prognosisz. During the past years, many efforts have
been undertaken to understand the biology of endometrial carcinoma. Endometrial
carcinoma can be divided into two clinicopathological variants, type | and type I,
endometrioid and non-endometrioid endometrial carcinoma. Despite this knowledge,
the pharmacological treatment of advanced endometrial carcinoma still remains
treated with progesterone® and the combined regimen of doxorubicin and cisplatin® ®.
Often, treatments fail due to the emergence of chemoresistance and new other
therapeutic options are very limited®. Therefore, further investigations are needed to
better understand the signal transduction pathways dysregulated in endometrial
carcinoma. This will lead to the identification of novel therapeutic targets that could

improve patient’s prognosis and treatment outcomes.

It is well known that the NFKB pathway is constitutively activated in many cancers’?,
including endometrial carcinoma’. This pathway controls several critical processes
such as cell growth, differentiation and apoptosis® and its dysregulation can induce cell
transformation. NFKB inhibitors can act on different levels, for example by inhibiting
IKKs™. or preventing the degradation of IkBa by impairing the ubiquitin proteasome
pathway. A well described inhibitor of the NFKB pathway is Bortezomib (Velcade®, also
known as PS-341; Millennium Pharmaceuticals, Cambridge, MA), a dipeptidyl boronic
acid that reversibly inhibits the chemotrypsin like activity of the proteasome and is a

well described drug for treating multiple myeloma'****?

. The ability of proteasome
inhibitors to inhibit the NFKB pathway is controversial and conflicting results have been
reported for Bortezomib. While proteasome inhibitors inhibit the NFKB pathway in
some cancer types, the opposite effect has been demonstrated in various tumours,
including endometrial carcinoma®, multiple myeloma®®, gastrointestinal stromal

tumor'® and in a colon adenocarcinoma cell line®, despite showing cytotoxic effects.

A recent study by Miller and colleagues®® revealed a list of known compounds capable
of inhibiting NFKB activity, highlighting different means of blocking this pathway. One
of the drugs tested was Sunitinib. Sunitinib (SU11248; Sutent®, Pfizer, New York, NY) is
an inhibitor of multiple tyrosine kinase receptors that potently inhibits c-kit, vascular

endothelial growth factor receptor (VEGFR), platelet-derived growth factor receptor



(PDGFR) and to a lesser extent EGFR™ % Recently, Sunitinib maleate has been
approved by the FDA for the treatment of renal cell carcinoma and gastrointestinal
stromal tumors®’. Moreover, Sunitinib is currently being tested in two different phase
Il studies of patients with recurrent and metastatic endometrial carcinoma, showing
partial responses and stable disease in some cases [Welch S. and Correa R,

unpublished].

A priori, the use of Sunitinib in endometrial carcinoma is rational due to the presence
of several tyrosine kinase receptors and their ligands. Examples are both c-kit receptor
and its ligand, stem cell factor (SCF), which are expressed in endometrial carcinoma®
2> VEGF showed high expression in endometrial tumor cells in comparison with normal
endometria and the receptors VEGFR1, VEGFR-2 and VEGFR-3 have been shown to be
expressed in the surrounding endothelial cells’” 2 ?’. As for the receptor PDGFRa, its
expression has been demonstrated in endometrial carcinoma®. Finally, EGF receptor

was also found to be expressed in this cancer®®

We have previously demonstrated a synergistic interaction between Bortezomib and
Sunitinib in melanoma®. In the present study, we first investigated the effects of
Sunitinib in endometrial carcinoma cell lines and found that Sunitinib treatment lead
to a decrease in proliferation and apoptotic cell death. Moreover, Sunitinib inhibited
the NFKB pathway, which was induced by different known stimulus such as TNF-a and
EGF and even the induction of NFKB by Bortezomib. Furthermore, we observed a
synergistic interaction between Sunitinib and Bortezomib (Cl<1) and postulate that this
is mediated by the ability of Sunitinib to block the NFKB pathway via the
desphosphorylation of p65.

Our principal goal was to determine if the combined treatment of Suntinib and
Bortezomib could result in a more effective treatment of endometrial carcinoma. In
particular, we investigated the ability of Sunitinib to inhibit the NFKB pathway induced
by Bortezomib, which was found to enhance the cell cytotoxicity. The results of this
endeavour could provide essential information for the design of future preclinical and

clinical studies in endometrial carcinoma.



MATERIALS AND METHODS

Cell cultures and treatment procedures. The Ishikawa 3-H-12 cell line (IK) was
obtained from the American Type Culture Collection (Manassas, VA). RL-95 and Hec-1A
cells were provided by Dr. Reventos (Hospital Vall d’Hebron, Barcelona). These
endometrial carcinoma cell lines were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) supplemented with 10% fetal calf serum (Gibco,
Barcelona, Spain), 20 mmol-L-1 of L-glutamine and antibiotics at 37°C and 5% CO2. The
tyrosine kinase inhibitor and the proteasome inhibitor Bortezomib were dissolved in
water at final concentrations of 25mM and 2,6mM respectively, and added to the
complete media to the appropiate final concentrations. All treatments were carried

out in complete media, performed in triplicate, and repeated at least three times.

Chemical reagents and antibodies. 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide (MTT), RNase A, propidium iodide, monoclonal antibody to
tubulin and EGF were obtained from Sigma (St Louis, MO). The proteasome inhibitor
Bortezomib was manufactured by Millennium Pharmaceuticals. The tyrosine inhibitor
Sunitinib was kindly provided by Pfizer Inc. The EGFR inhibitor AG 1478 was from
Merck (Darmstadt, Germany). Antibodies against cleaved caspase 3, PDGFRa, PDGFRp,
VEGFR2, EGFR, EGFR-phosphotyrosine 1068, p65-phosphoserine 536, IkBa-
phosphoserine 32, phospho-p44/42 MAPK (ERK 1/2) and IKKa-phosphoserine
180/IKKB-phosphoserine 181 were manufactured by Cell Signaling (Beverly, MA, USA).
Dako (Glostrup, Denmark) antibodies against c-kit and Santa Cruz Biotechnology (Santa

Cruz, CA, USA) antibodies against p65 were used.

Determination of cell viabilty and clonogenicity. Cell viability was determined by MTT
assays. Endometrial carcinoma cell lines were plated on M96 well plates. After the
corresponding treatments, cells were incubated for 45 min with 0.5 mg-mL-1 of MTT
reagent and lysed with DMSO. Absorbance was measured at 595 nm in a microplate
reader (Bio-Rad, Richmond, CA, U.S.A.). For clonogenic assays, 103 Ishikawa, 3-10% Hec-
1-A and 3-10% RL-95-2 cells were seeded in 2 ml culture medium per well (6 well plate),
left untreated or treated every two days with 0.1uM, 0.2uM, 0.5uM and 1uM of
Sunitinib and Bortezomib 0.5nM, 1nM and 2nM. After 14 days of culture, colonies
were visualized by MTT.



Determination of apoptosis. Apoptotic cells were identified by nuclear staining with
bis-benzimide fluorescent dye (Hoechst 33258) that was added to the culture medium
at a final concentration of 5ug/mL. Apoptotic nuclei were counted using a fluorescence

microscope.

Western Blot analysis. Endometrial carcinoma cell lines were washed twice with cold
PBS and lysed with lysis buffer (2% SDS, 125 mM Tris—HCL pH 6.8). Protein
concentrations were determined with the Protein Assay Kit (Bio-Rad). Equal amounts
of proteins were subjected to SDS—-PAGE and transferred to PVDF membranes
(Millipore, Bedford, MA). Non-specific binding was blocked by incubation with TBST
(20 mM Tris—Hcl pH7.4, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-20) plus 5% of non-fat milk.
Membranes were incubated with the primary antibodies overnight at 42C. The signal

was detected with ECL Advance (Amersham-Pharmacia, Buckinghamshire,UK).

Lentiviral production and infection. In order to downregulate the protein expression,
we infected endometrial carcinoma cells with lentivirus carrying for the shRNA of
interest. Oligonucleotides to produce plasmid-based shRNA were cloned into de FSV
vector using Agel-BamHI restriction sites. shRNA target sequence to p65 was 5'-
ACACTGCCGAGCTCAAGATCT-3'. To produce infective lentiviral particles, 293T cells
were co-transfected by PEI method with the virion packaging elements (VSV-G and
D8.9) and the FSV on 293T human embryonic kidney. Supernatants were collected
after 3 days, concentrated by centrifugation through a filter column of 100 KDa (VWR
International LLC, West Chester, PE, USA) for 1 hour at 4000 rpm. Cells were incubated
overnight in the presence of medium containing lentiviral particles. After this period,
medium was replaced for fresh medium and cells were incubated for at least 72h to

allow endogenous protein knockdown.

Detection of changes in cell cycle profiles. Changes in cell cycle profile after drug
treatments were determined by propidium iodide (Pl) staining and flow citometry.
Following treatment, approximately 1-10° cells were fixed in 70% ethanol for at least
1h on ice. The cells were then resuspended in 2mL of cell cycle buffer (20pg-mL*
propidium iodide, in PBS containing 0,1% Triton X-100 and 50pug-mL™ Rnase A) for 1h at

37°C. Pl fluorescence emission was measured using a FACSCantoll (BD Biosciences, San



Jose, CA, U.S.A), and cell cycle distribution was analyzed with WinMDI 2.9 software
(The Sripps Research Institute, La Jolla, CA, U.S.A.).

Luciferase assay. To determine changes in NFKB transcriptional activity after different
stimuli we performed a luciferase report assay. Endometrial carcinoma cell lines were
plated in M24 multiwell plates and transfected using Lipofectamine 2000 following the
manufacturer’s instructions, with the reporter NFkB-LUC construct together with a
plasmid encoding f-galactosidase. After 16h, cells were treated as indicated in each
experiment, lysed with 60uL of lysis buffer (25 mmols/L glycylglycine, pH 7.8, 15
mmols/L Mg,S04, 1% Triton X-100, 5 mmols/L EGTA) and rocket on ice for 15 min.
25uL of lysates were transferred to M96 multiwell plates and 25uL of luciferase assay
buffer was added to a final concentration of (25 mmol/L glycylglycine, 15 mmol/L
KHPOQ4, pH 7.8, 15 mmols/L Mg,S04, 1% Triton X-100, 5 mmols/L EGTA, 1 mmol/L
dithiothreitol containing 2mmol/L ATPm 100 mmol/L acetyl-coenzyme A, and 100
mmols/L luciferine). Luciferase was measured using a microplate luminometer.
Subsequently, 60 uL of 2x B-galactosidase buffer (200 mmol/L NaPQ,4, 20 mmol/L KCI, 2
mmol/L Mg,S0,4, 4mg/mL o-nitrophenyl B-D-galactopyranoside) were added to each

well and B-galactosidase activity was measured on a microplate reader at 415 nm.

Analysis of combined drug effects. The combining effect of Sunitinib and Bortezomib
was assessed by the median effect method proposed by Chou and Talalay®® using the
Calcusyn software (Biosoft, Oxford, United Kingdom). Sunitinib and Bortezomib were
administered at the fixed ratio of 1/1000. This method determines the combination
index (Cl) between two drugs. Cl above 1 indicates antagonism and Cl below 1

indicates synergistic interaction between two drugs.



RESULTS

Sunitinib decreases the in vitro growth of endometrial carcinoma cell lines
Antitumoral effects of Sunitinib in endometrial carcinoma were determined by
exposing the three endometrial carcinoma cell lines, Ishikawa (IK), RL-95-2 and Hec-1A
to different concentrations of Sunitinib (0-40 umol/L) for 24h, 48h and 72h. (figure 1a).
The three endometrial carcinoma cells lines showed to be sensitive to Sunitinib,
displaying a post-treatment viability of 39,8% (IK), 52,9% (RL-95-2) and 72.1% (Hec-1A)
with 5 pmol/L of Sunitinib at 72h. IC50 of Sunitinib at 72h are 4,59 uM (IK), 7,07 uM
(RL-95-2) and 6,63 uM (Hec-1A). To assess changes in cell cycle profile after treatment,
Sunitinib was administrated to IK, RL-95-2 and Hec-1A cells with a concentration of 5
umol/L for 72h. A decrease in S phase and an increase in subG1 phase was observed
for all the cell lines (Figure 1b). Moreover, apoptotic cell death was observed after 72h
of Sunitinib treatment in IK, RL-95-2 and Hec-1A cells. (figure 1c), demonstrated by the
cleavage of the executioner caspase 3. Interestingly, very low Sunitinib doses induced a
significant reduction in the number of colonies in the IK, RL-95-2 and Hec-1A cells,
supporting the cytotoxic effect of Sunitinib at more physiological concentrations
(figure 1d).

Sunitinib does not act through the most known targets in endometrial carcinoma cell

lines

To determine the existence of a possible target of Sunitinib in endometrial carcinoma,
the expression of various known tyrosine kinase receptors, targets of Sunitinib, were
analysed by Western Blot. As shown in figure 2a, the expression of c-kit, PDGFRa,
PDGFRB, VEGFR2 and EGFR was measured for IK, RL-95-2 and Hec-1A cells. c-kit was
found to be expressed only in IK cells and EGFR in all three endometrial carcinoma cell
lines. In contrast, PDGFRa, PDGFRP or VEGFR2 could not be detected in any of the cell
lines. As the only shared RTK among all cell lines was EGFR and they were shown to
display a similar sensitivity to Sunitinib, we next analysed the tyrosine phosphorylation
of EGFR in IK, RL-95-2 and Hec-1A cell lines after Sunitinib treatment. Stimulation with
EGF induced a phosphorylation of EGFR. Interestingly, this phosphorylation was not
abolished when Sunitinib (at 1 and 10umol/L) was added for 1 hour before EGF
stimulation. Moreover, treatment with AG1478, a selective inhibitor of EGFR did not

have any effect in cell viability (figure supplementary figure 1). With these results, we



conclude that the antitumoral effect of Sunitinib is not by inhibition of any of tyrosine

kinase receptors.

Sunitinib blocks both basal and induced NFkB pathway

Sunitinib has a pleiotropic mechanism of action. Here, we observe that Sunitinib has
no effect neither in MAPK nor in Akt pathway in Ishikawa cells. As shown in figure 3a,
Sunitinib at 1uM or 10uM is not able to reduce neither the phosphorylation of ERK nor
the phosphorylation of Akt in the residues needed for its fully activation (serine 473
and threonine 308). In a parallel experiment, we wanted to check the effects of
Sunitinib on NFKB pathway. The ability of Sunitinib to modify the activation of the
NFKB pathway was assessed by luciferase reporter assays and by Western Blot.
Sunitinib alone, at 1umol/L or 10umol/L, reduced basal NFKB transcriptional activity by
48% and 78% respectively (Figure 3b and 3c). Sunitinib also decreased the basal
phosphorylation of four components of the canonical/alternative NFKB pathway,
namely IKKa and IKKB, p65 and IkBa. (Figure 3d). In a further experiment, cell lines
were treated with different putative NFKB activators such as EGF and TNF in the
presence or absence of Sunitinib at 1umol/L. As shown in figure 3b, EGF and TNF were
potent inductors of NFKB pathway. Interestingly, Sunitinib treatment resulted in a
reduced induction of the NFKB pathway activity, regardless of the used ligand.
Furthermore, as described in a previous report, Bortezomib induces a clear activation
of the NFKB pathway in endometrial carcinoma®, , which could be prevented by the
joined treatment with Sunitinib (Figure 3c). Concordant results were observed when
testing the phosphorylation status of NFKB proteins. (figure 3d). A loss of
phosphorylation of IKKa and B, p65 and IkBa was observed in IK cells when Sunitinib
was combined with Bortezomib at all examined timepoints, demonstrating the ability

of Sunitinib to block Bortezomib-induced NFKB pathway.

The combined treatment with Sunitinib and Bortezomib results in a synergistic

increase of cell death

Motivated by the results described above, we investigated if Sunitinib enhances the
growth inhibitory effects of Bortezomib. To address this point, we carried out a median
dose effect analysis, which was determined using the MTT assay. The concentrations
used for Bortezomib and Sunitinib were 5-20 nmol/L and 5-20 umol/L respectively in IK
and RL-95-2 cells and 5-40 nmol/L and 5-40 umol/L in Hec-1A cells. The drugs were



used alone or in combination with a fixed ratio of 1/1000. A clear decrease in cell
viablity was observed when both drugs were combined (Figure 4a), which indicates a
relevant interaction. Cl values in respect to the fraction of cells affected by
Sunitinib+Bortezomib are plotted in figure 4b. In all three cell lines anaylsed, Cl values
are generally significantly below one, indicating a synergistic interaction of Sunitinib
and Bortezomib of inducing cell death. In a similar experiment, using clonogenic
assays, we observed a synergistic effect between both drugs administered at very low

concentrations (Figure 4c).

The blockade of the canonical NFKB pathway by p65 shRNA potentiates the cytotoxic

effects of Bortezomib, mimicking the effects of Sunitinib in NFKB pathway.

Afterwards, we decided to check if the synergism between Sunitinib and Bortezomib in
endometrial carcinoma could be related to the inhibition of NFKB pathway by
Sunitinib. To confirm such hypothesis, we blocked NFKB pathway by shRNA against
p65, as simulating the effects of Sunitinib on NFKB pathway. Then, cells subjected to
p65 knockdown were exposed to Bortezomib. Lentiviral delivery of shRNA against p65
selectively blocked the expression of the p65 gene product, its phosphorylation (figure
5b) and inhibited NFKB transcriptional activity (figure 5a). Cells with shRNA mediated
downregulation of p65 displayed an increase of apoptosis when treated with
Bortezomib at 10nmol/L and 25nmol/L as shown by caspase-3 processing (figure 5b).
Similar results were obtained quantitatively by flow citometry analysis (figure 5c) and
Hoechst staining (figure 5d). After treatment with 10 nmols/L Bortezomib, we
observed a considerable increase of the sub-G1 fraction, hallmark of cell death, in cells
where p65 was downregulated when compared to the other conditions. Also when
analysed with Hoechst staining, p65 downregulated cells displayed a net increase in
apoptotic cell death compared to the remaining conditions. Moreover, the ability to
form colonies was considerably diminished in the p65 downregulated cells after 2
nmol/L of Bortezomib treatment. Altogether, these results indicate, that the inhibition
of NFKB pathway by Sunitinib could mediate the synergy between Sunitinib and

Bortezomib in endometrial carcinoma.



DISCUSSION

Herein, we first demonstrate the ability of Sunitinib to reduce cell viability, cell
proliferation and apoptosis in endometrial carcinoma. This is in agreement with earlier
reports that described similar cytotoxic effects of Sunitinib in other cancer types® 3%,
Moreover, we show that Sunitinib has an antitumor effect at closer concentrations to
those existing in human plasma, ranging from 0.1uM to 1uM in the clonogenic assay,
demonstrating the antiproliferative ability of the drug at more physiological
conditions. We further tested the expression of multiple Sunitinib targets receptors in
endometrial carcinoma cell lines. The examined receptors were c-kit, VEGFR2, PDGFR
and EGFR, which have been previously found to be expressed in endometrial
carcinoma and which are inhibited by Sunitinib with high efficacy, with the lowest
IC50”°. All three endometrial carcinoma cell lines were sensitive to Sunitinib and EGFR
was the only tested target receptor expressed in all three cell lines. We therefore
investigated the phosphorylated status of the EGF receptor. Interestingly, Sunitinib
was not able to inhibit the EGF-induced phosphorylation. Moreover, selective
inhibition of EGFR by AG1478 did not reduce the viability of the endometrial carcinoma
cells. These results suggest that Sunitinib acts inhibiting tumor cell growth
independently of EGFR and therefore, independently of the most known targets of
Sunitinib. Little is known about the survival signaling pathways inhibited by Sunitinib.
Some authors point out that the mechanism of action of Sunitinib goes through
inhibition of the Akt/mTOR* 3" 32, Our study demonstrates that Sunitinib has no effect
in MAPK nor in Akt pathways but in NFKB pathway in endometrial carcinoma cells. Of
note, this is the first study indicating that the NFKB pathway is a direct target of
Sunitinib in an in vitro cancer model. Our results are in accordance with one report
stating that Sunitinib, as well as two further tyrosine kinase inhibitors, could have an
inhibitory effect on NFkB signaling™. It is known that NFKB pathway can be activated

34, 35

by numerous stimuli, such as growth factors®* ionizing radiation and even by

chemotherapeutic drugs34. Examples of chemotherapeutic drugs are Temozolomide®®,

14-16

Etoposide®’, Vorinostat®® or proteasome inhibitors***®. In this line, numerous attempts

have been done in order to reduce this induced NFKB hyper-activation, finally

38,39 \We demonstrate

conducting to a chemosensitization® or radiosensitization effect
that Sunitinib inhibits both basal and induced NFkB transcriptional activity by known
molecules such as EGF, TNF and Bortezomib. Although Sunitinib does not directly act
trough EGFR, it could be that it modifies some proteins associated with this receptor.
This may explain the observation that Sunitinib can reduce the EGF-induced NFKB

activity. We further observed that Sunitinib attenuated Bortezomib-induced



phosphorylation of IKKa and B, p65 and IkBa. In addition, we found a synergistic effect
when combining Sunitinib, our proposed inhibitor of NFKB signaling, with Bortezomib,
a potent inductor of the NFKB pathway in endometrial carcinoma cells. This is in line
with reports of our group29 and others, which previously described a synergistic effect
of Bortezomib and other first-generation tyrosine kinase receptors inhibitors, such as
Sorafenib® or Imatinib mesylate*. In order to confer to NFKB inhibition by Sunitinib
the enhancement of cell death obtained in Bortezomib-treated cells, we
downregulated p65 by shRNA, mimicking Sunitinib treatment. As expected, shRNA-
mediated downregulation of p65 also reduced NFKB transcriptional activity and
induces apoptotic cell death in Ishikawa cells. In accordance with Sunitinib treatment,
also p65 downregulated cells have a considerably increase of apoptotic cell death and
a disminution in the clonogenic ability when treated with Bortezomib. Similarly, it has
been described that the pharmacologic inhibition of IkkB significantly enhanced
Bortezomib-induced cell death due to the inability of Bortezomib of blocking
constitutive NFKB pathway®. Altogether these results suggest that the potential
mechanism responsible for the synergy observed between Sunitinib and Bortezomib
goes through the NFKB pathway. It is well known that NFkB is a survival pathway.
Although Bortezomib induces cell death in endometrial carcinoma, it is not done by
reducing NFKB activity. Alternative mechanisms have been proposed for Bortezomib-
induced cell killing like the up-regulation of BH3 only proteins such as Noxa**, Puma**
or the induction of endoplasmtic reticulum stress*. In contrast, Bortezomib activates
NFKB activity and therefore could induce cell survival even though the net balance
conducts to cell death. By the addition of Sunitinib, the possible NFkB-induced survival

effects are prevented resulting in an enhancement of cell toxicity.

In conclusion, the current study shows that Sunitinib can reduce cell growth
independently of the most known targets of Sunitinib. Moreover, Sunitinib inhibits the
basal activity of the NFKB pathway, which is induced by several known stimuli,
including Bortezomib. Interestingly, Sunitinib mediated downregulation of p65
sensitizes endometrial carcinoma cells to the cytotoxic effects of Bortezomib. There is
no optimal treatment for endometrial carcinoma patients with metastasis and
recurrence after radiation, since current chemotherapeutic strategies are associated
with low frequencies of complete response. Based in our results we suggest the
combination of Sunitinib and Bortezomib in advanced stage endometrial carcinoma

patients.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Sunitinib decreases the in vitro growth of endometrial carcinoma cell lines.
(a) Three endometrial carcinoma cell lines (IK, RL-95-2 and Hec-1-A) were treated with
Sunitinib (0-1-5-10-20-30-40 pumol/L) for 24, 48 and 72 hours, and cell viability was
assessed by MTT assay. (b) The three endometrial carcinoma cell lines were treated
with 5 umol/L of Sunitinib for 72 hours or left untreated, after which propidium iodide
staining was done in order to check the DNA content. (c) Endometrial carcinoma cells
were treated with Sunitinib at 5umol/L for 24, 48 and 72 hours. Then, cell lysates were
subjected to Western Blot so as to determine caspase-3 processing. Tubulin was used
as a loading control. (d) IK, RL-95-2 and Hec-1-A cells were cultured for 14 days, with
0.1, 0.2, 0.5 and 1umol/L of Sunitinib or without treatment. Sunitinib was added to the
media every two days. After 14 days, colonies were stained with MTT, fixed and

counted.

Figure 2. Sunitinib does not act through the most known targets in endometrial
carcinoma cell lines. (a) Whole cell lysates of the three endometrial carcinoma cell
lines (IK, RL-95-2 and Hec-1A) and the corresponding positive controls were analyzed
by Western Blot for c-Kit, PDGFRa, PDGFRB, VEGFR2 and EGFR expression. The positive
control for c-Kit, PDGFRa and PDGFRP consisted of M16 cell lysates, for VEGFR2 M28
cell lysates and for EGFR Hela cell lysates, as previously described>*®. Tubulin was used
as a loading control. (b) IK, RL-95-2 and Hec-1A cell lines were incubated with 1 and 10
umol/L of Sunitinib for 1 hour with or without the presence of 50 ng/mL EGF for 15
minutes. Subsequently, tyrosine receptor phosphorylation was assessed using a
phospho-EGFR antibody.

Figure 3. Sunitinib blocks both basal and induced NFkB pathway by several stimulus.
(a) IK cells were treated 1h with Sunitinib at 1uM and 10uM and additionally with EGF
at 50ng/mL for 15 minutes. This was used as a positive control. After the treatments,
cell lysates were obtained and subjected to Western Blot for the detection of P-ERK
p42/44, P-Akt serine 473 and P-Akt threonine 308. Tubulin was used as a loading
control. (b) IK cells were transfected with plasmids encoding for NFkB-LUC and B-
galactosidase constructs, using Lipofectamine. 24 hours postransfection, cells were

treated with 5 ng/mL of EGF and 50ng/mL of TNF alone or in combination with



1umol/L of Sunitinib or left untreated for 16h. After treatments, luciferase reporter
assay was performed. The graphic shows NFkB transcriptional activity expressed in
relative luciferase units, normalized with [B-galactosidase activity. (c) NFkB
transcriptional activity in IK cells after being treated for 16 hours with 10 nmol/L of
Bortezomib, 50 ng/mL of TNF, 10 umol/L of Sunitinib and the combination treatment
of Sunitinib and Bortezomib. (d) IK cell line was treated with 10 pmol/L of Sunitinib, 10
nmol/L of Bortezomib and with the combined treatment. Then, total protein lysates
were extracted at 0, 12, 24 and 48 hours after the treatments and were subjected to
Western Blot for the expression of phospho-IKKa and IKKB, phospho-p65 and

phospho-IkBa. Tubulin was used as a loading control.

Figure 4. The combined treatment with Sunitinib and Bortezomib results in a
synergistic increase of cell death. (a) Cell viability (%) of IK, RL-95-2 and Hec-1A cells
treated with Sunitinib, Bortezomib or both was examined using the MTT assay at 24h
post-treatment. Each point represents the mean of the three independent
experiments (n=3), performed in triplicate. Both drug doses are indicated. (b)
Combination index obtained for different fractions affected. Dotted lines indicate Cl £
standard desviation, which are computed using Monte Carlo simulation. (c) Clonogenic
assays of IK and Hec-1A cell lines after the treatments of Sunitinib, Bortezomib alone

or combined.

Figure 5. The blockade of the canonical NFkB pathway potentiates the cytotoxic
effects of Bortezomib. (a) IK cells were infected with the lentiviral vector carrying
shRNA for p65. At Seventy-two hours postinfection, cell lysates were analyzed by
luciferase reporter assay. (b) After the infection, IK cells were treated for 24 hours with
10 and 25 nmol/L of Bortezomib or mantained untreated. Then, cell lysates were
subjected to Western Blot analysis for the detection of p65, phospho-p65 and caspase-
3 processing. Tubulin was used as a loading control. (c) IK cell line was treated for 24
hours with Bortezomib 10 nmol/L at 72 hours postinfection. Then, cell cycle profile was
determined by flow citometry using propidium iodide staining. (d) 72 hours
postinfection and after 24 hours of treatment with Bortezomib 10 nmol/L, cells were
stained with Hoechst. The graph on the right shows the percentage of cells displaying
apoptotic nuclei in each condition. (e) IK cells were infected with lentivirus carrying
shRNA against p65 and treated with Bortezomib 2nM for 14 days. After that, colonies



were stained, fixed and counted. The graph on the right shows the number of colonies

observed in all the conditions.

Supplementary figure 1. Selective inhibition of EGFR does not reduce cell viability in
endometrial carcinoma cell lines. (a) IK, RL-95-2 and Hec-1A cells lines were treated
with 10 umol/L of AG1478 for 48 hours and a MTT was performed. (b) Cells were
pretreated with AG1478 at 10 umol/L for 1h and then treated with or without EGF at
50ng/mL for 15 minutes. After that, cell lysates were analysed for the detection of

phospho-EGFR, EGFR and phospho-ERK 1/2. Tubulin was used as a loading control.
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La discussié esta dividida en 4 apartats, corresponent a cada article de la tesi.

1. Les linies cel-lulars de melanoma expressen varis receptors de la
somatostatina i sn moderadament sensibles als analegs de la

somatostatina.

L'Us dels analegs de la somatostatina com a agents antitumorals s’ha estudiat
en nombrosos cancers, partint de la hipotesi de que podia frenar el creixement
tumoral. La somatostatina, apart d’inhibir la secrecié de la hormona del creixement, és
una substancia amb efectes exocrins, endocrins, paracrins i autocrins molt variats, que
inclouen la inhibicié de la proliferacid cel-lular. Es va comencar a utilitzar en aquells
cancers amb un important component neuroendocri com el carcinoma pancreatic.
Com era de suposar, aquest cancer presenta expressid del receptor 2 de la
somatostatina (SSTR2). El nostre estudi demostra que el SSTR2 és el receptor que es
troba més expressat, en nivells i en freqliencia, en les nostres linies de melanoma.
Aquest fet esta d’acord amb altres estudis que indiquen que SSTR2 és el receptor més

167

abundant en la majoria dels tumors™". A part, de forma interessant, altres treballs

demostren I'expressid d’aquest receptor en el melanoma cutani i en el melanoma
uveal'?* 10> 107,108 ' pqest fet no és d’estranyar, ja que s’ha vist expressié de receptors
de la somatostatina en aquells teixits que deriven del neuroectoderm. EI melanoma
cutani també deriva del neuroectoderm. Els queratinocits no, pero els melanocits, tant
els uveals com els epidérmics, migren durant el desenvolupament embrionari des de la
cresta neural fins a la epidermis. Respecte al paper dels receptors, s’ha vist que SSTR2,

151, 154, 155

juntament amb SSTR3 poden induir apoptosi en nombrosos teixits , suggerint

un possible paper antitumoral dels analegs de la somatostatina.

L'expressié de receptors de la somatostatina en el melanoma s’havia examinat
en els altres estudis mencionats per tecniques diferents com el Western blot, la RT-PCR
(reverse transcriptase-polymerase chain reaction) i la immunohistoquimica, tant en
linies cel-lulars com en teixits, en general en series curtes. Aixd0 podria explicar la
variabilitat vista en els diferents estudis. El nostre estudi és el primer que examina
I'expressié de SSTRs (SSTR1, SSTR2, SSTR3 i SSTR5) per PCR en temps real o RT-PCR
guantitativa i en un nombre tan gran de linies cel-lulars de melanoma. Esta fet en un
total de 18 linies cel-lulars de melanoma cutani. No vam analitzar I’expressié de SSTR4,
perqué no és diana de cap dels analegs de la somatostatina utilitzats en el nostre

estudi.
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La poca estabilitat en plasma i especificitat de la somatostatina, va portar als
laboratoris farmaceéutics a comencar a sintetitzar analegs de la somatostatina, com
Octreotide i SOM230. Octreotide i SOM230 van demostrar el seu poder antitumoral en
models in vivo de carcinoma pancreatic i el poder antimetastatic en un model

experimental de metastasi en el fetge®® 131,

En el nostre treball, administrem SOM?230 i Octreotide a les linies de melanoma
durant 6 dies. Amb aquest tractament, hem observat que la maxima inhibicié en la
proliferacié ocorre en el tercer dia. Els punts temporals estudiats sén 1, 3 i 6 dies. Més
enlla de 3 dies, en el sisé dia, la inhibicié en la proliferacid disminueix en tots dos
tractaments. Per tant, sembla ser que I'efecte sobre la inhibicio arriba al seu pic maxim
entre el primer i el tercer dia. Aquest fet, ja ha estat descrit per Octreotide en cél-lules

. ;. 47
de carcinoma de colon, en la linia cel-lular SW 6203 .

L’ds del SOM230 en el melanoma no ha estat mai reportat en la bibliografia. No
obstant, si que s’ha fet un estudi utilitzant Octreotide en el melanoma*®. En aquest
estudi s’examina la sensibilitat de sis linies cel-lulars a Octreotide i es veié que tres de
les sis linies eren medianament sensibles, presentant una inhibicié del 36% + 6% en la
viabilitat cel-lular. Aquest treball va en consonancia amb al nostre, ja que nosaltres
observem que en cap linia cel-lular la davallada en la viabilitat induida per Octreotide,
és superior al 40% (inhibicié mitjana 21,54%, inhibicié maxima 39,2%). Pel que fa
referencia a la utilitzaciéo de SOM230 tampoc hi ha cap linia cel-lular que respongui més
enlla del 50% (inhibici6 mitjana 26,92%, inhibici6 maxima 49,2%). En el nostre cas
SOM230 sembla inhibir la proliferacié més accentuadament que Octreotide, tot i que
no hem trobat diferéncies significatives en la resposta entre els dos analegs. Aixo
podria ser explicat per la preséncia de SSTR1 i SSTR3 en les linies cel-lulars, receptors
diana de SOM230 perd no d’Octreotide™® 3*. En referéncia a la utilitzacié d’altres
analegs de la somatostatina en el melanoma, si que s’han utilitzat Vaopretide,
Lanreotide, TT232 i RC-121. Els efectes sobre la proliferacid cel-lular induits per
Vaopretide o per Lanreotide en el melanoma uvel o cutani varen ser també molt

169, 166

discrets , aguest ultim sense demostrar un efecte citotoxic. TT232 s’ha

administrat en diferents models in vivo de melanoma d’origen huma o muri en ratolins

immunodeprimits (model de xenograft), demostrant resultats esperangadorsl7l'176. P

er
ultim, en un model de xenograft de melanoma d’origen huma en el que es va utilitzar
RC-121 unit a 2-pirrolinodoxorubicina (AN-238), en els ratolins que sols rebien RC-121

e e g . . 4
no es varen observar canvis significatius en el creixement tumoral®*.
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En el nostre estudi, vam intentar correlacionar els nivells d’expressid positiva de
SSTRs i la sensibilitat de les diferents linies cel-lulars a Octreotide i SOM230, pero no
vam trobar cap relacié estadisticament significativa. Aquest fet, pot ser degut a que la
senyalitzacid a través de tots quatre SSTRs estudiats dona lloc a diferents processos
fisiologics. A més d’estar involucrats tots quatre receptors en la proliferacié, SSTR2 i
SSTR3 poden induir apoptosi, SSTR1 esta associat amb I'angiogénesi, SSTR2 i SSTR5
estan involucrats en I'alliberament de I’hormona del creixement i SSTR5 controla els
nivells d’insulina i glucagd. Es a dir, tots els SSTRs estan involucrats en diferents
processos cel-lulars, a més de tenir efectes diferencials en la proliferacié. Per altra part,
Octreotide i SOM230 no comparteixen les mateixes dianes ni la afinitat en que
s’uneixen a les mateixes. Octreotide s’uneix amb una alta afinitat a SSTR2 (IC50 =
0,6nM) i SSTR5 (IC50 = 7nM), amb una afinitat moderada per SSTR3 (IC50 = 34,5nM) i
amb una molt baixa afinitat per SSTR1 (IC50 < 1000nM). SOM230 té una afinitat similar
per SSTR2 (IC50 = 1nM), perd més afinitat per SSTR3 (IC50 = 1,5nM) i SSTR5 (IC50 = 0,2
nM) i molta més afinitat per SSTR1 (IC50 = 9nM)P>* 16 158, 167,348,330 ‘1apnint en compte
tota aquesta variabilitat, sembla raonable el fet de no haver trobat cap relacid
estadisticament significativa entre els nivells d’expressié dels SSTRs estudiats i la
sensibilitat a Octreotide i SOM230.

Encara que al nostre treball cap linia cel-lular respon inhibint més d’'un 50% la
seva proliferacido davant la preséncia de Octreotide o de SOM230, creant un model
estadistic d’inhibicié per concentracio, temps i expressido de SSTRs, podem veure que
gairebé tots els comportaments de les linies cel-lulars s’adeqiien a aquest model
matematic. En consequiencia, podem afirmar que la resposta observada en les nostres
linies cel-lulars és poc marcada pero coherent. Les Uniques excepcions son la linia M16
per Octreotide i la linia M48 per SOM230. Podrien haver multiples explicacions a
aquest fet, que poden anar des d’una sota regulacié en aquestes linies de I'afinitat pels

156

SSTRs fins a I'existéncia mutacions en els gens de SSTRs™", cosa que encara no ha estat

estudiada en el melanoma.

Com a conclusid d’aquest apartat de la discussio, podem dir que Octreotide i
SOM230 no semblen farmacs antineoplastics adients per al tractament del melanoma
metastatic, al menys, utilitzats en monoterapia. No obstant, donat que I'expressio de
SSTRs ha estat clarament demostrada en el melanoma per diverses fonts i que SSTR2 i
SSTR3 poden induir apoptosi, si que es podria continuar investigant sobre I'Us

d’aquests analegs de la somatostatina o d’altres més eficients a I’"hora d’induir
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apoptosi, com TT-232** > en combinacié amb quimioterapia, radioterapia o altres

agents citotoxics, com ja s’ha fet amb la Dacarbazina'’®>, amb el TNFa'®! i amb I'AN-

238>*. A més a més, els analegs de la somatostatina han demostrat tenir propietats

antiangiogéniqueslﬁs’ 3L 32 cosa que els faria atractius en combinaci6 amb altres

terapies.
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2. Els inhibidors del proteasoma indueixen una reduccio en la
proliferacié i una induccié de mort cel-lular, tant dependent com

independent de caspases, en linies cel-lulars de melanoma.

Els principals mecanismes d’accié dels inhibidors del proteasoma sobre les
cél-lules tumorals sén la parada en el cicle cel-lular i la induccié de 'apoptosi*’’. Per a
la progressié del cicle cel-lular és essencial la degradacié via proteasoma de nombroses
molecules participants en el cicle com les ciclines i les CDKs. D’entre les CDKs
degradades via proteasoma cal destacar p27 i 21. p27 o KIP regula la transicié de la
fase G1 a Sip21 regula la transicié de la fase G2 a M. A més, el proteasoma controla la
degradacio de p53. p53 és una proteina supressora tumoral que pot induir apoptosi o
bé senescencia quan transloca al nucli, baix un estimul d’estres cel-lular, dany al DNA,
activacié oncogenica i hipoxia. En una situacié normal, p53 esta unida a MDM2, la qual
la dirigeix cap a la seva degradacid via proteasoma. En un situacié d’estres, MDM2
gueda inhibida, deixant lliure p53, la qual dura a terme la seva funcié supressora
tumoral. Sumat a l'apoptosi, s’ha observat que el proteasoma decanta el balang
d’interaccié de proteines de la familia de Bcl-2 cap a la senyalitzacié proapoptotica. A
part, el proteasoma regula la via de supervivencia NFkB, ja que l'inhibidor IkBa és
degradat via proteasomam. Quan és degradat, el dimers NFkB, poden translocar
lliurement a nucli per activar la via, mitjancant I'activacié de la transcripcio de diversos
gens diana. Per tant, una inhibicid del proteasoma indueix una parada en el cicle
cel-lular en les fases G1-S i G2-M i indueix apoptosi via p53, via familia de proteines

Bcl-2, via NFkB o totes en un conjunt.

A més, lligant amb I'apoptosi, s’ha descrit que els inhibidors del proteasoma

T \ , . 4
sensibilitzen les cél-lules tumorals a estimuls propapoptotics com TRAIL*>> %4,

A més, la utilitzacio d’inhibidors del proteasoma és interessant perqué s’ha vist
que les cél-lules tumorals, les quals proliferen més rapidament, sén més sensibles que
les mateixes cél-lules normals en nombrosos tipus cel-lulars, com limfocits, cél-lules de
I’epiteli, fibroblasts, etc. Per exemple, les cel-lules de melanoma sén més sensibles a la

inhibicié proteasdmica que els melanocits™®’.
El nostre treball examina els efectes que tenen quatre inhibidors del

proteasoma, estructuralment diferents, sobre cel-lules de melanoma en cultiu. Similar

al nostre estudi, s’han realitzat altres estudis preclinics on es demostra I'activitat
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antitumoral del inhibidors del proteasoma en tumors hematologics i en tumors solids

com carcinoma d’ovari, de prostata, de pulmé, de colon, de pancrees i de cap i coll”
177

Bortezomib és I'Unic inhibidor del proteasoma que s’esta utilitzant en la

practica clinica, per al tractament del mieloma mdltiple i el limfoma no Hodgkin®®.

També, Bortezomib s’ha utilitzat en un estudi clinic amb pacients amb melanoma
disseminat, perd no va donar resultats prometedors®*®. Malgrat els resultats negatius
gue ha presentat aquest Unic estudi en melanoma, els inhibidors del proteasoma
s’estan continuament combinant amb altres terapies, les quals si que han donat
resultats esperancadors en aquest tipus de cancer, a nivell experimental. Exemples de
combinacions d’inhibidors del proteasoma amb quimioterapéutics i citotoxics son la

239

combinacid de Bortezomib amb Temozolomida®™, segon farmac utilitzat per al

tractament del melanoma metastatic. També Bortezomib amb inhibidors de calpaina i

cisplati®®®, Camptothesina®®, inhibidors de desacetilases d’histones®>>, PPAR-y i

proteina inactivadora del ribosoma®®. A la vegada, també s’ha atribuit a Bortezomib
un paper sensibilitzador a la radioterapia®®. Pel que fa referéncia a la immunoterapia,

s’ha observat que Bortezomib pot tenir un efecte immunosensibilitzador®’ i

243,284 També, han sortit al mercats nous inhibidors de

.2 227
proteasoma, com els anomenats de segona generacié’® com per exemple NPI-

359

sensibilitzador a l'interferé a
005%7%% 5 com nous peptids aldehids™~ que presenten menys toxicitat que MG132, a
la vegada que també nous compostos amb propietats semblants que els inhibidors del
proteasoma com Nelfinavir*®®. Aquest dltim ha demostrat tenir un poder antitumoral

en cel-lules de melanoma en cultiu.

L’objectiu principal del nostre treball és investigar els mecanismes moleculars a
partir dels quals, els inhibidors del proteasoma indueixen el seu efecte antitumoral en
les linies de melanoma. Aix0, ajudaria a entendre millor els seus mecanismes i poder,
en un futur, millorar I'eficacia dels tractaments futurs per al melanoma que com s’ha

vist podrien anar encaminats a la terapia combinada.

En el nostre treball demostrem que quatre inhibidors del proteasoma
estructuralment diferents: Bortezomib, MG-132, ALLN i Epoxomicina sén capacos
d’induir una reduccié de la viabilitat, fins i tot, en aquelles linies cel-lulars que
proliferen lentament, mitjancant el perllongament de I'inhibidor en el medi de cultiu i
la seva renovacié cada dos dies, per aquells inhibidors reversibles (Bortezomib i MG-

132). Aquest resultat esta d’acord amb aquells treballs que mostren el lligam directe
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existent entre la parada en el cicle cel-lular i I'apoptosi. En el nostre treball, ha quedat
palesa I'evidencia de que aquelles cél-lules amb un index proliferatiu més alt sén les
més susceptibles a I'apoptosi. En aquest, sentit s’ha descrit que I'expressié de
I’oncogen c-myc pot iniciar la proliferacié i simultaniament incrementar la sensibilitat a

I'apoptosi®®!

En les nostres linies cel-lulars, els inhibidors del proteasoma duen a terme la
seva accid antitumoral mitjancant la parada en el cicle cel-lular en G2-M i la induccid
de l'apoptosi, testimoniada pel tall en les caspases 2, 8 9 i 3 i l'alliberament de
citocrom c en el citosol. Aquest resultat va en la linia d’altres treballs realitzats en

melanoma'®

. No obstant, el nostre és el primer que demostra el tall de caspasa-2 per
part dels inhibidors en el melanoma. Aquest fet és especialment interessant, ja que
s’ha vist que la caspasa-2 regula I'alliberament de citocrom c i la externalitzacié de la
fosfatidilserina, tal i com s’ha descrit en cel-lules humanes de carcinoma pancreatic

tractades amb Bortezomib®'®.

En pretractar la linia cel-lular JG amb BAF, un inhibidor de caspases d’ampli
espectre, conjuntament amb Bortezomib, observem que la mort cel-lular només es
reverteix en part, suggerint que Bortezomib podia induir una mort cel-lular
independent de caspases. Com que el major executor de mort independent de

16 vam examinar el qué passava en les condicions de Bortezomib i

caspases és AlF
Bortezomib juntament amb BAF. Vam observar que totes dues condicions induien
I'alliberament d’AIF en el citosol. Aquest fet suggereix que AIF és el principal executor
de mort independent de caspases en les nostres linies cel-lulars de melanoma. El
mecanisme que indueix la sortida d’AlF en el citosol és controvertit. Hi ha autors que
creuen que la sortida de citocrom c en el citosol, activaria les caspases, que al seu torn,
afavoririen la sortida d’AIF del mitocondri*®%. En canvi, altres autors postulen que la

121, 363

sortida d’AIF es déna en abséncia de tall i activacié de caspases . El nostre treball

aniria en concordanga amb aquesta ultima hipotesi

Finalment, amb aquest treball podem concloure que els inhibidors del
proteasoma indueixen una parada en el cicle cel-lular i mort cel-lular, tant dependent
com independent de caspases, i que AIF és l'executor potencial de la mort
independent de caspases en les nostres linies cel-lulars de melanoma. Per ultim,
podriem dir que els nostres resultats representen una informacio util per a I'Gs dels
inhibidors del proteasoma conjuntament amb farmacs quimioterapéutics i altres

agents en el tractament del melanoma.
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3. La inhibicié de receptors amb activitat tirosina cinasa activats per
part de Sunitinib indueix una reduccio del creixement i sensibilitza
les cél-lules de melanoma a Bortezomib mitjangcant el bloqueig de
la via Akt.

Els receptors amb activitat tirosina cinasa sén reguladors clau de processos
cel-lulars critics com la proliferacid, la diferenciacid, la supervivencia, el metabolisme,
la migracié cel-lular, la invasid i el control del cicle cel-lular. En el nostre treball,
mostrem com diferents biopsies i linies cel-lulars de melanoma expressen varis
d’aquests receptors com c-Kit, PDGFRa, PDGFRB i VEGFR2. En el cas de c-Kit, veiem
una pérdua d’expressid per immunohistoquimica en les biopsies procedents de
melanoma metastatic en comparacié amb la dels tumors primaris. Aquest fet va en
concordanca amb el que s’ha descrit en altres treballs**® **° i suggereix que I'expressié
de c-Kit disminueix durant la progressié tumoral del melanoma. En el cas de PDGFRaq,
observem una moderada expressié d’aquest receptor, la qual es manté entre els casos
de melanoma primari i metastatic. Aquest fet confirma el que s’ha vist en la

306,327 pgl que fa

bibliografia, de que PDGFRa s’ha vist sobreexpressat en el melanoma
referéncia a PDGFR, veiem que els seus nivells d’expressio sén gairebé escassos, tant
en el melanoma primari com en el metastatic. També aquesta evidencia ha estat
reportada, la qual descriu una abséncia total d’expressié d’aquest receptor en el
melanoma®’. Per dltim, VEGFR2 s’expressa moderadament en les biopsies de
melanoma, tant en els melanomes primaris com metastatics, els quals presenten una
expressio similar. Aquest fet esta d’acord amb altres treballs que mostren I'expressio

de VEGFR2 en cél-lules de melanoma3®*® 33!,

De forma similar, hem analitzat I'expressié de c-Kit, PDGFRa, PDGFRB i VEGFR2
en quatre linies cel-lulars de melanoma metastatic (M16, M17, JG i M28) i en una linia
de melanocits (HEMn-LP), i hem vist que I'expressié de tot els RTKs a excepcié de c-Kit
es concentra en les linies de melanoma. Aquest fet suggereix que els RTKs podrien ser
una bona diana terapeutica en el melanoma. La preséncia de c-Kit en els melanocits és
un fet normal, ja que la senyalitzacié a través d’aquest receptor juga un paper
important en la diferenciacioé i migracié dels melanocits cap a I'epidermis durant el

desenvolupament embrionari*®*.
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La presencia de RTKs en les linies cel-lulars ens ha fet pensar que Sunitinib seria
capag d’inhibir el creixement de les cel-lules. El que hem observat és que les quatre
linies cel-lulars analitzades presenten diferents graus de sensibilitat a Sunitinib i els
melanocits apareixen ser resistents. Aquest fet suggereix, que en abséncia de lligands
que poguessin activar els RTKs en els melanocits, I'accié de Sunitinib quedaria
restringida a les cel-lules malignes, Sunitinib indueix una parada en la fase G1 només
en les linies sensibles (M16 i M17) i apoptosi en la linia M16. D’altra banda, s’ha
analitzat I'estatus dels RTKs en les linies cel-lulars i hem vist que M16 i M17 presenten
PDGFRa i VEGFR2 fosforil-lats de forma basal. Cap altra linia de melanoma presenta
fosforil-lacié basal dels receptors que expressa. A més, de forma interessant, Sunitinib
és capac d’inhibir aquesta fosforil-lacié. Amb tot aix0, podem dir que la sensibilitat de
les linies cel-lulars a Sunitinib esta relacionada amb la presencia de fosforil-lacié basal
d’aquests RTKs inhibibles per Sunitinib. De forma similar, existeixen nombrosos treballs
descrivint I’eficacia d’Imatinib en aquells melanomes amb una excessiva senyalitzacié a

través de c-kit, degut a mutacions amb guany de funci de KIT>'®32%3%,

Una possible explicacido de la preséncia de fosforil-lacio basal en PDGFRa i
VEGFR2 pot ser la presencia d’una amplificacido génica, d’'un possible bucle autocri
entre el lligand i el receptor o de mutacions amb guany de funcié d’aquests receptors.
Pel que fa referéncia a un possible bucle autocri, s’ha descrit en la bibliografia
I’existéncia d’un mecanisme autocri donat per VEGFR2, el qual estimularia el
creixement de les ceél-lules de melanoma®!. De forma similar, s’ha observat la
preséncia del lligand PDGF-A, PDGF-B i del receptor PDGFRa en el melanoma®?’,
suggerint que la hipotesi de I'existéncia d’un bucle autocri és possible. Pel que fa
referéncia mutacions amb guany de funcid, hi ha un estudi que va buscar mutacions en
els exons 10, 12, 14 i 18 del gen PDGFRA en el melanoma pero se’n van trobar®*3, De
totes maneres, no es pot excloure la possibilitat de que puguin existir en altres exons
d’aquest gen. Pel que fa referencia a VEGFR2, no s’han descrit mutacions d’aquest
receptor en el melanoma. També, el fet de trobar-nos amb una fosforil-lacié basal de

PDGFRa i VEGFR2 pot ser degut a la preséncia d’'una amplificacié génica.

Sunitinib inhibeix la via de senyalitzacié Akt/mTOR només en aquelles linies
sensibles, les quals presenten PDGFRa i VEGFR2 activats. Aquest fet esta en
concordanga amb aquells treballs que demostren que Sunitinib indueix el seu efecte
citotoxic a través de la inhibicio de la via Akt/mTOR en linies cel-lulars provinents de

varies neoplasies hematologiques i en cél-lules de GIST %392,
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Per verificar que PDGFRa i VEGFR2 sén dianes de Sunitinib en les linies cel-lulars
M16 i M17, hem silenciat aquells gens utilitzant construccions lentivirals. Hem vist,
gue tant el shRNA de PDGFRA com de VEGFR2 mimetitzen els efectes vistos amb
Sunitinib (reduccié de la viabilitat, inhibicid de la via Akt/mTOR i induccié d’apoptosi en
la linia M16), amb la qual cosa podem dir que Sunitinib actua a través d’aquests dos

receptors en les linies cel-lulars per dur a terme el seu efecte antitumoral.

Malgrat que Sunitinib és capag d’inhibir la via Akt/mTOR en les linies sensibles
M16 i M17, hem vist que només és capa¢ d’inhibir la via de les MAPK en la linia
cel-lular M17. Per donar resposta a aquesta ambivaléncia, vam examinar el gen B-RAF
en aquestes linies i vam veure que la linia M17 presentava un B-RAF salvatge, mentre
que la linia M16 presentava la tipica mutacié de B-RAF vista en el melanoma,
I'anomenada V600E. Se sap que el 30-70% dels melanomes presenten aquesta

.7 128 . . sy . .
mutacié®® 2 i que juntament amb altres membres de la familia Raf i Ras, pot conduir a

364,365 per tant, una possible explicacio al fet observat, podria ser

una activacié de ERK
que tot i administrant Sunitinib en la linia M16, aquest no sigui capag¢ d’inhibir la

fosforil-lacié en ERK degut a la mutacié en B-RAF.

Per dultim, voliem saber si la terapia combinada basada en Sunitinib i
Bortezomib es traduia amb un increment del poder antitumoral en el melanoma.
Observem que existeix un efecte sinergic de citotoxicitat administrant tots dos farmacs
a la vegada en les linies sensibles. L'efecte sinergic observat amb la combinacié de
Sunitinib i Bortezomib s’ha determinat analiticament utilitzant el métode proposat per

3% Aquest metode atribueix un valor (combination

Chou i Talalay (median dose effect)
index) depenent de la naturalesa d’interaccié entre dos drogues. Aixi, déna el valor de
1 quan existeix un efecte additiu, un valor major que 1 quan hi ha un efecte antagonic i
menor que 1 quan existeix un efecte sinérgic. Per totes les concentracions de farmacs
utilitzats en les linies M16 i M17, hem observat un index combinatori menor que 1,
demostrant que la interaccié entre Sunitinib i Bortezomib és sinérgica. D’altra banda,
el pretractament amb Bortezomib incrementa la mort cel-lular induida pel Sunitinib.
Aquest fet va en concordanga amb altres treballs que demostren el poder
sensibilitzador de Bortezomib en front a altres farmacs o citocines en el melanoma,

com linterferd o?** 2%

. D’altra banda, amb el tractament conjunt de l'inhibidor de la
via PI3K/Akt (LY294002) i Bortezomib també observem un efecte sinérgic, fet que déna
a entendre que el bloqueig de la via Akt és essencial per provocar I'efecte sinergic vist
entre Sunitinib i Bortezomib. Aquest resultats van en la mateixa linia que aquells en els

qgue s’ha trobat que la via Akt és la responsable de I'efecte sinérgic de citotoxicitat vist
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quan s’ha administrat Bortezomib juntament amb altres inhibidors de RTKs com

Sorafenib®, inhibidors de EGFR* i Lonafarnib®®’.

Com a conclusi6 podem dir que els PDGFRa i VEGFR2 activats es poden
considerar bones dianes terapeutiques i predictors de la sensibilitat a Sunitinib en el
melanoma, donada la seva presencia, i també amb I’experiéncia que s’ha tingut amb c-
Kit mutat. No sabem, la freqiiéncia d’aquests receptors activats en el melanoma. No
obstant, si que se’n pot determinar la seva presencia mitjancant arrais proteomics,
amb la qual cosa es podria predir la resposta dels tumors a Sunitinib i, fins i tot, es
podria proposar |'administracié conjunta amb Bortezomib. Per tant, la terapia
combinada de Sunitinib i Bortezomib podria resultar prometedora en determinats

casos de melanoma metastatic.
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4. El bloqueig de la via NFkB resulta en un increment de la mort
cel-lular en les linies cel-lulars de carcinoma d’endometri tractades

amb Bortezomib.

Ja hem vist que Sunitinib és capag¢ d’inhibir el creixement de cel-lules de
melanoma, tal i com s’ha descrit en un dels articles inclosos en aquesta tesi*®®. De
forma similar, hem volgut examinar el seu efecte en linies cel-lulars de carcinoma
d’endometri i observem que Sunitinib indueix una reduccioé de la viabilitat cel-lular, una
parada en el cicle cel-lular, apoptosi i un descens en la clonogenicitat en totes les linies
cel-lulars. Hem utilitzat el Sunitinib a 24, 48 i 72h a la concentracié de 5uM. Aguest
resultat, igualment que el treball realitzat en linies de melanoma, esta en concordanca
amb aquells que mostren un efecte citotoxic de Sunitinib en altres models cel-lulars

. <. . . . 1 302
com neoplasies hematologiques, GIST i carcinoma de tiroides®"" 302 3¢,

Hem examinat I'expressié de varis RTKs dianes de Sunitinib (c-Kit, PDGFRa,
PDGFRpB, VEGFR2 i EGFR) en les tres linies de carcinoma d’endometri: Ishikawa, RL-95-2
i Hec-1A. Vam analitzar aquests receptors perqué se sap que Sunitinib els inhibeix amb
la més baixa 1C50%%, i perqué alguns s’han trobat expressats en el carcinoma
d’endometri. Tots els receptors, a excepci6 de VEGFR2, PDGFRa i B, es troben
clarament expressats en les linies cel-lulars. C-Kit només es troba expressat en les
cel-lules Ishikawa i EGFR es troba fortament expressat en totes les linies cel-lulars. De
forma similar, treballs previs confirmen I'expressié de c-Kit334'337, i EGFR**! en el
carcinoma d’endometri. Alhora, també s’ha vist I'expressié de PDGFRa*** i VEGFR2***
%0 pel que fa a PDGFRB, no hi ha cap treball que descrigui la seva expressié en aquest
cancer. La preséncia de SCF en les cél-lules tumorals com la preséncia de VEGF, tant en
les cél-lules tumorals com en les cél-lules endotelials del carcinoma d’endometri,
suggereix que l'existeéncia de bucles autocrins i paracrins en aquests receptors son
essencials per permetre la progressié del carcinoma Nosaltres observem que totes tres
linies de carcinoma d’endometri sén sensibles a Suntinib i que I’Unic receptor analitzat
comu en en les tres és EGFR. Per aquesta rad vam voler aprofundir en I'estudi del seu
estatus fosforil-lat en les tres linies cel-lulars i vam observar que I'aplicacié de Sunitinib
(tant @ 1uM com a 10uM) previ a I'estimulaci6 amb EGF, no era capa¢ d’inhibir la
fosforil-lacid induida per EGF. A més a més, el tractament amb un inhibidor selectiu de
EGFR, AG1478, no induia cap efecte sobre la viabilitat en les linies cel-lulars de

carcinoma d’endometri. Els fets observats suggereixen que Sunitinib no actua a través
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de EGFR per inhibir el creixement de les cellules tumorals, i per tant,
independentment dels receptors més coneguts, els quals hem analitzat en el nostre

estudi.

Se sap molt poc sobre la via de senyalitzacidé en la qual actua Sunitinib per dur
a terme el seu efecte citotoxic. Varis treballs com el nostre en melanoma, en varies
neoplasies hematologiques i en GIST30% 302388 Jemostren que Sunitinib podria inhibir Ia
via Akt/mTOR. De forma interessant, un treball recent mostra que inhibidors de RTKs
com Sunitinib, Sorafenib i Lestaurtinib poden inhibir la via NFkB a través de diferents
mecanismes>*. Nosaltres demostrem, per primera vegada, que la via NFkB és una
diana directa de Sunitinib en el carcinoma d’endometri. Hem vist, que Sunitinib pot
inhibir tant la via NFkB basal com la induida per factors de creixement (EGF) i pel
classic inductor de la via classica, el TNF. Tot i que hem vist que Sunitinib no actua a
través de EGFR per induir el seu poder tumoral en les linies de carcinoma d’endometri
és capag de reduir la via NFkB induida pel seu lligand, el EGF. Una possible explicacio a
aquest fet podria ser perque el Sunitinib modifiqués alguna de les proteines
adaptadores o associades al receptor. Estudiant vies de senyalitzacié de supervivencia
com la via de les MAPK i Akt després de I'administracid de Sunitinib, no vam veure que
s’haguéssin inhibit, cosa que suggereix que Sunitinib actua at través de la via NFkB per
dur a terme el seu efecte antitumoral. S’ha descrit que els inhibidors del proteasoma
activen la via NFKkB en linies de carcinoma d’endometri’?’, contrariament a I'efecte
assumit d’inhibicio d’aquesta via. No obstant, altres treballs recolzen aquesta activacio
de la via NFkB per part dels inhibidors del proteasoma en cel-lules de mieloma

multiple, de GIST i d’adenocarcinoma de colon?0%370.371

. Aguesta activacio pot resultar
perillosa donat el paper de la via NFkB en la resistencia a I'apoptosi. Apart s’ha vist que
la radioterapia i una gran varietat de quimioterapéutics poden activar la via NFkB de
forma indesitjada, com la Temozolomida, el Vorinostat o el Etoposide239' 245, 372375
Frequentment, la combinacié d’un inhibidor de la via NFkB aquests agents aconsegueix

un efecte radiosensibilitzador**> 33 239, 375

o quimiosensibilitzador . En aquesta linia,
observem que Sunitinib redueix l'activacié de la via NFkB induida per Sunitinib,
tornant-la a valors d’activitat basal i veiem que la combinacié de Sunitinib i Bortezomib
indueix un efecte sinérgic en la viabilitat cel-lular, tal i com ho corrobora I'analisi de

I'index combinatori.
La utilitzacidé de terapies combinades per interferir vies activades de forma indesitjada

per un agent A mitjancant I'aplicacié d’un agent B no és un concepte nou en el

tractament del cancer.
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Nombrosos sén els treballs en la bibliografia que demostren que és més eficient la
combinaciéo de dos farmacs que la monoterapia per al tractament de determinats
cancers. Aixi doncs, pel que fa referéncia a la utilitzacio d’inhibidors de RTKs juntament
amb inhibidors del proteasoma s’han descrits efectes sinergics amb les combinacions

40, 41 42,43
b b

de Bortezomib amb Imatini , Sorafeni . Aquests dos inhibidors sén inhibidors

de receptors tirosina cinasa de primera generacio, igual que Suninitinib.

Un forma de demostrar que I'efecte sinérgic de citotoxicitat és degut a I'accio
inhibitoria de Sunitinib de I'activitat NFkB induida per Bortezomib, és silenciant p65 i
alhora tractant amb Bortezomib les linies de carcinoma d’endometri. Fent aixo,
observem que hi ha un increment significatiu de I'apoptosi comparat amb la condicié
de cel-lules tractades contenint p65 i amb la condicié de cél-lules no tractades on p65
ha estat silenciat. De forma similar, s’"ha descrit que la inhibicié farmacologica de IKKB
potencia els efectes de Bortezomib en un model en qué Bortezomib no és capag
d’inhibir la via NFkB*’°. Podem hipotetitzar que el qué esta passant en les cel-lules de
carcinoma d’endometri és que Bortezomib, per una banda, indueix mort cel-lular i per
I'altra activa la via NFkB, la qual cosa induiria supervivéncia. Llavors, amb
I’'administracié de Sunitinib bloquegem les possibles sortides de supervivéncia que
vagin via NFkB i juntament amb I'administracié de Sunitinib es tradueix en un efecte

potenciador de la mort cel-lular.

Com a conclusiéo d’aquest apartat de la discussio podem dir que Sunitinib
redueix el creixement cel-lular de linies cel-lulars de carcinoma d’endometri i c-Kit
podria ser la diana a través de la qual actua Sunitinib en aquest cancer. A més,
Sunitinib inhibeix la via NFkB i potencia els efectes citotoxics de Bortezomib
possiblement per I’habilitat d’inhibir la via NFkB induida per Bortezomib, suggerint que
la terapia combinada de Sunitinib i Bortezomib pot ser una possible estratégia

terapeutica en el carcinoma d’endometri.
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Les conclusions derivades d’aquesta tesi son les seglients:

Primera

En les condicions utilitzades en el nostre estudi els analegs de la somatostatina
Octreotide i SOM230 no semblen ser utils per al tractament del melanoma metastatic,
malgrat I'expressié de receptors de la somatostatina en les linies cel-lulars de

melanoma.

Segona
Els inhibidors del proteasoma indueixen un reduccié de la viabilitat, una parada en el

cicle cel-lular i apoptosi en les linies cel-lulars de melanoma.

Tercera
Els inhibidors del proteasoma duen a terme mort cel-lular, tant dependent com

independent de caspases.

Quarta
L'alliberament d’AlF al citosol en abséncia d’activacidé de caspases suggereix que AlF

pugui ser I'executor de mort independent de caspases.

Cinquena
La presencia de PDGFRa i VEGFR2 activats de forma basal en les linies cel-lulars de

melanoma prediu la sensibilitat a Sunitinib.

Sisena

El tractament combinat de Sunitinib i Bortezomib pot ser una possible estratégia
terapéutica en determinats casos de melanoma disseminat, donat el seu efecte
sinérgic d’induccié d’apoptosi via PI3K/Akt en aquelles linies cel-lulars expressores de

receptors tirosina cinasa activats.

Setena

Sunitinib inhibeix la via NFKB en les linies cel-lulars de carcinoma d’endometri.

Vuitena
La terapia combinada de Sunitinib i Bortezomib indueix un efecte sinergic mitjancant la
inhibicié de la via NFkB induida per Bortezomib, evidenciant ser una possible opcié

terapeutica per al carcinoma d’endometri.
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Herein, | want to describe brieftly in which consisted my short-stay research

abroad. During this stay, | had the opportunity of working with different mice models.

Title of the project: Molecular mechanisms of melanoma genesis involving the Atf2

and pRB pathways
Group: Skin Carcinogenesis Group
Group leader and Supervisor: Dr. Graeme Walker

Centre: Queensland Institute of Medical Research (Q.M.l.R.), Brisbane, Queensland,

Australia

Duration: Six months (12/2010 - 06/2011)

During my short stay, | have been performing two different projects. One
project (Part 1) was related to the role of the Atf2 transcription factor in melanocyte
responses to UVR. In addition, another part of the project (Part Il) consisted of
examining the mutational status of the RAS family, and B-RAF, in melanomas
developing in pocket protein knockout mice. Moreover, although not strictly part of
the projects reported here, | gained experience in the use of various xenotransplantion
systems for studying melanoma cell growth in immunocompromised mice. This
experience will be valuable for me in setting up these systems in our laboratory in
Lleida.

Part |. ROLE OF ATF2 IN MELANOCYTE PROLIFERATIVE RESPONSE AFTER
UVR

Introduction

Malignant melanoma is the most aggressive skin cancer and its incidence is
increasing in an alarming way. Important advances in understanding melanoma
biology have been made over the past few years, thanks to indentification of genetic
changes along the MAPK signaling pathway. The constitutive activation of this pathway
commmonly occurs as a result of receptor tyrosine kinase activation due to KIT
mutation, or mutations in members of RAS and RAF families’. In particular, activating

mutations of B-RAF? are observed in most melanomes. A new player in the field of
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melanoma is Atf2, a member of bZIP family. It is activated by stress kinases including,
JNK and p38 and is implicated in transcriptional regulation of immediate early genes
regulating stress and DNA damage responses and the control of cell cycle. Atf2 is also
implicated in the DNA damage response through phosphorylation by ATM/ATR.
Peptides that attenuate endogenous Atf2 activity inhibits melanoma development and
progression in xenograft models®. Intriguingly, melanocyte-specific deletion of Atf2 in
melanoma prone mice (p16'/'::Tyr—HrasGIZV) essentially prevents melanoma

development”.

Numerous epidemiological studies showed that ultraviolet radiaton is the major
enviromental risk factor for melanoma. Accompaning the induction of melanoma in
mice with a single UVB exposure is a proliferative response of melanocytes and their
migration from the upper hair follicle to the epidermis. We believe that this
melanocyte proliferation is part of an exacerbated tanning reponse, This would be
assumed to be protective. However, the propensity of an individual’s melanocytes to
proliferate in response to sun damage has been suggested as a factor that may play a
role in malignant melanoma risk, at least in a subset of malignant melanoma cases”.
Little is known about intra-melanocyte pathways that regulate this response. Because
deletion of Atf2 in melanocytes prevented the development of melanoma after UVR

12V - . .
12V mice, we wanted to assess whether the proliferative

exposure in p16'/ :Tyr-Hras
response of melanocytes was decreased after Atf2 deletion. This will help us to better

understand the early events in UVR-induced melanoma development.

epidermis \

Figure 1. Immunoflurescence staining of
\ UVR-treated neonatal mouse skin. At 3-5

days after UVR Trp1-staining melanocytes
can be seen in the basal layer of the
epidermis, and in the upper hair follicle
(white arrows).

dermis

UVR-exposed skin
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A pendiy
Materials and methods

Animals

In this project, we used melanocyte-specific Atf2 mutant mice previously generated”.
Constitutional Atf2 knockout in mice leads to early post-natal death. Therefore, the
Cre-LoxP system was utilized to disrupt Atf2 in melanocytes. At 7f mice were crossed
with mice harboring a 4-hydroxytamoxifen (OHT)-inducible Cre recombinase-estrogen
receptor fusion transgene under the control of the melanocyte-specific tyrosinase
promoter, designated Tyr:Cret®. Upon administration of OHT, Cre-mediated
recombination would induce Arf2 deletion in melanocytes. 15 ng/uL of OHT was
administrated topically in the skin of the pups at least twice before they were 3 days
old.

UVR treatments and obtention of skin samples

Pups (3-days-old) were given a 10 minutes exposure to UVB from a bank of six
cellulose acetate-filtered Phillips TLLOOW 12RS UVB lamps (Total UVB dose, 5.9 kl-m?,
or an erythemally weighted dose of 1.8 kJ-m™). Each pup was placed into a well of a
six-well tissue culture plate for the treatment, to prevent them huddling and screening
each other from the UVR. Animals were sacrificed with CO, at 0, 2, 4, 6, 8, 11 and 14
days post-UVR and a portion of exposed skin excised. Skin biopsies were either fixed

with formalin and embedded in pA-raffin.
Immunofluorescence staining

Section were dewaxed in xylene and rehydrated through a graded ethanol series.
Antigen retrieval was achieved by heat treatment in decloaking chamber for 5 minutes
at 125 degrees in citric acid dilution (pH 6.0). Next, the slides were blocked first with
3% H,0; for 15 minutes and with 10% of donkey serum for 30 minutes. The primary
antibodies used were anti-Trp-1 and Trp-2 in 1/400 dilution. Then, the slides were
incubated with an anti-rabbit secondary fluorescent antibody for 30 minutes in 1/500
dilution and stained with DAPI for 10 minutes. Staining were visualized using the
fluorescence microscope and epidermal melanocytes were counted per field along the
lentgh of skin (about 20 fields per skin), and epidermal melanocytes number
quantitated. The results were expressed as the mean of two independent blind counts

(at least two different mice at each timepoint).
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A pendix
Results

Atf2 diminishes the melanocyte proliferative response after UV exposure

To address the role of Atf2 in the response of melanocytes after UV irradiaton, we
checked for the localization and the number of melanocytes in the epidermis at
different time-points after the UV insult. For this purpose, we extracted skin of mice
after being irradiated with UV at 2, 4, 6, 8, 11 and 14 days and we localized the
melanocytes using the typical melanocyte markers such as Trpl and Trp2°. We
observed that at all time points post UVR the number of epidermal melanocytes per
field in OHT-treated Atf2'/'Terre+ was lower than for the same genotype not treated
with OHT as controls. Similar results were observed when staining for either Trpl or

Trp2 as shown in figure 2.
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Conclusion

We have shown that deletion of Atf2 inhibits the proliferative response of
melanocytes to UVR exposure, in line with its role of the transcription factor in
preventing melanoma development. At present is is difficult to speculate whether
these phenomena are due to the influence or Atf2 on DNA damage response, cell cyle
regulation, or melanocyte differentiation status, as Atf2 is part of the signalling
pathways connecting these three processes. Now that we have solid data connecting
Atf2 to the melanocyte UVR response we can begin to construct a molecular model of
pathways that control this response, and also infer that it may be worth looking for
ways to inhibit Atf2 as a way to abrogate melanoma development after sun exposure.
Further in vivo and in vitro work on melanocytes deleted for Atf2 are warranted. This
will include further multilabel immunohistochemical analysis of the skin sections
harvested, to look for changes on the melanocye expresion of other molecules.

198



Part Il. ANALYSIS OF B-RAF, HRAS, NRAS AND KRAS MUTATIONAL
STATUS FROM Tyr-CreER::PP”/F MICE

Introduction

In addition to this project, | have performed another project concerning the
role of retinoblastoma proteins (pRb) in the genesis of melanoma. One of the most
commonly deregulated pathways in melanoma development is the p16/Cdk4/pRb
pathway. pl16 is not only a melanoma susceptibility gene when mutated in the
germline, but it is frequently somatically deleted in melanoma. It has recently become
evident that pRb (encoded by the Rbl gene) is not the only target of pl16/Cdk4
signaling, and that two other proteins, p107 (Rb2) and p130 (Rb3). Rb, p107 and p130
are collectively called the pocket proteins (PPs). Upon p16 loss Cdk4 phospohorylates
all pocket proteins, not just pRb. Hence we hypothesised that at least for melanoma,
the dogma that pRb was the most important target of p16 deregulation is wrong, and
the downstream effects of all PPs must be taken into account. To test this hypothesis
we used gene targeting in mice to selectively knock out each of the PPs in
melanocytes. Melanoma was not induced by knockout of any single or double
combination of them, but we found that when all 3 PPs were deleted melanoma
developed rapidly. Notably, this is the first instance of spontaneous melanoma
development in mice without an engineered Ras pathway mutation. In this project we
aimed to sequence all of the Ras genes (Hras, Kras , Nras) as well as B-raf, in the PP-null

murine melanomas.

Materials and methods
PCR and DNA Sequencing

Sequence analysis was performed by direct sequencing of polymerase chain reaction
(PCR)-amplified products, generated with specific primers designed to amplify the
regions of hotspot mutations in B-RAF, NRAS, HRAS and KRAS. The primers used are
indicated in the table 1. The PCR cycling conditions were as follows: an initial
denaturation at 94C for 1 minut, followed by 25 cycles of 94°C for 30 seconds, 50°° for
15 seconds, 60°C for 30 seconds and 60°C for 30 seconds. PCR products were purified
and sequenced with the original primer pair using BigDye v3.1 in combination with an
ABI PRISM 3100 DNA sequencer.
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Results

To explore the presence of mutations in B-RAF, HRAS, NRAS, and KRAS genes, DNA
sequencing was performed. DNA sequencing was done for 17 different tumour
biopsies of cutaneous melanoma corresponding to 5 different mice. These mice were
knockout for either PPs, or PPs and Tp53. The sequencing reaction needed careful
optimization, and if traces were not clear new primers were synthesized. For all the
biopsies analyzed, we did not observe any mutation in any of these genes, as

summarised in table 1.

. ) Amplicon Mutations
Gene PCR primers (5’-3) . Hotspot
size (bp) found
Forward TTCCTT TACTTA CTG CACCTC AGA
codon 600:
B-RAF exon 18 R AGC GCT GCT CCG GTT CAT AGA TTC CAT CCA 143 6TG None
everse
AAT AGA TCC AGA
Forward AGA GGT TTT TGC TGG TGT GA codon 12:
GGT
NRAS exon 1 AGC GCT GCT CCG GTT CAT AGA TTC ATC CAC 115 None
Reverse AAA GTG GTTCTG G codon 13:
GGT
Forward CCTTCG CCT GTCCTCATGTA
codon 61:
NRAS exon 2 R GGG ACA CCG CTG ATC GTT TAT CCC AGG ATT 125 CAA None
everse
CTTACCGAAA
Forward TTG GCT AAG TGT GCT TC codon 12:
GGC
HRAS exon 1 GCA AAT ACA CAG AGG AAG CC 198 None
Reverse codon 13:
GGT
Forward CGT GTT GTT TTG CAG GACTC codon 61:
HRAS exon 2 119 None
Reverse | ATG TACTGG TCC CGC ATG G CAG
Forward AGG CCT GCT GAA AAT GAC TG codon 12:
GGT
KRAS exon 1 AGC GCT GCT CCG GTT CAT AGATTC GTATCA 119 None
Reverse TACTCATCC AC codon 13:
GGC
Forward TTG GAT ATT CTC GAC ACA GCA
codon 61:
KRAS exon 2 R AGC GCT GCT CCG GTT CAT AGA TTT TAA ACC 142 CAA None
everse
CACCTATAATGG TGA A

Table 1. Melanoma from PP knockout mice do not carry mutations in B-RAF, HRAS, NRAS or KRAS. A
total of 17 biopsies of melanoma were analyzed for mutations in the specified genes. In this table, are
indicated the size of the obtained amplicon, the hotspot examined and the primers used for the study.
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Discussion

It is now apparent that dephosphorylation of all pocket protein PPs, pRb, p107 and
p130 is needed to prevent melanocyte transformation. This redundancy of pocket
protein function provides an explanation for why none of these proteins are not
commonly mutated in melanoma and only the upstream mutations (e.g. CDKN2A etc)
have been detected. In terms of mouse models of melanoma, this is the first to
spontaneously develop melanoma without carrying an engineered oncogenic
activation (e.g. Ras or B-raf) or carcinogen treatment. We have now sequenced all
tumours from the PP null mice and found that none harbour mutations in B-raf or any
of the Ras family members. It is clear that pocket proteins are critical, arguably the
most critical, molecules that keep the melanocyte in check. It is hypothesed that PPs
may also act downstream of RAS pathway due to its activation of CyclinD/Cdk4/pRb
signaling. Our finding of melanoma development without RAS mutation via deletion of
all PPs somewhat supports this view. A cure for melanoma is not yet available despite
significant progress. The pocket proteins or their downstream effectors could be drug
targets in spite of the major cell cycle and oncogenic mutations in melanoma generally

being located upstream of them.

Overall summary

Identifying mechanisms underlying early phases of melanocyte transformation and
melanoma development is crucial for understanding the etiology of the neoplasm, as
well as for developing novel treatment approaches. It has special importance due to
the fact that is an aggressive cancer which tends to generate metastasis easily and
once disseminated present a very poor prognosis. One important discovery was the
presence of mutant B-RAF in melanocytic lesions. However B-RAF inhibitors are
promising but not entirely successful treatments. We have used genetically engineered
mouse models to study reveal novel roles for Atf2 and the pocket proteins in

melanoma development.
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