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Resumen

El adenocarcinoma pancreatico es uno de los tumores sélidos con peor prondstico. Su creciente
incidencia la proyecta a constituir la segunda causa de muertes relacionadas con el cancer a
partir de 2030. El autoabastecimiento de factores de crecimiento y la desregulacién de las vias
de senalizacion de receptores ErbB han demostrado jugar un papel fundamental en su etiologia.
Uno de los mecanismos utilizados por la célula tumoral para la activaciéon aberrante de esta
familia de receptores consiste en la secrecién autocrina de ligandos de la familia EGF. En los
ultimos afos han surgido terapias dirigidas contra receptores ErbB que, sin embargo, no se han
mostrado eficaces en tumores pancredticos. La sobreexpresiéon de receptores ErbB y sus
ligandos ha demostrado una participacidn vital en la resistencia adquirida a estas terapias.

En el presente estudio nos propusimos evaluar la contribucién de este fendmeno a la
tumorigénesis del cancer pancreatico y a la insensibilidad a inhibidores de EGFR/ErbB1. Con este
fin, utilizamos cuatro modelos celulares de cancer pancreatico (AsPc-1, BxPc-3, Capan-1 vy
HPAF-I1) y evaluamos su sensibilidad al inhibidor de EGFR erlotinib, farmaco aprobado por la FDA
para el tratamiento de adenocarcinomas pancredticos en combinacién con gemcitabina.
Determinamos la expresidn de receptores ErbB mostrada por cada linea y escogimos dos de ellas
(BxPc-3 y HPAF-II) para analizar por RT-PCR la expresién génica de tres ligandos de la familia EGF
(NRG-1, EPRy TFG-a), antes y después de ser tratadas con erlotinib.

La inhibicidn de EGFR resulté rapidamente en un aumento en la expresién de los ligandos EPR y
TGF-a en BxPc-3, mientras que en HPAF-II se produjo una reduccion en la expresiéon de ambos
factores de crecimiento. En conjunto, nuestros resultados demuestran que el tratamiento con
erlotinib induce un cambio en la expresidn génica de células de cancer pancredtico, lo que les
confiere un mecanismo de resistencia adquirida previamente no reconocido que les permite
escapar al efecto citostatico del farmaco.



Resum

L'adenocarcinoma pancreatic es un dels tumors solids amb pitjor pronostic. La seva creixent
incidéncia el projecta a constituir la segona causa de mort relacionada amb el cancer a partir de
2030. L'autoavastiment de factors de creixement i la desregulacié de les vies de senyalitzacio de
receptors ErbB han demostrat jugar un paper fonamental en la seva etiologia. Un dels
mecanismes utilitzats per la cel-lula tumoral per a I'activacié aberrant d’aquesta familia de
receptors consisteix en la secrecié autocrina de lligands de la familia EGF. Als dltims anys han
sorgit terapies dirigides contra ErbBs que, no obstant, no s’han mostrat eficaces en tumors
pancreatics. La sobreexpressid6 de receptors ErbB i els seus lligands ha demostrat una
participacié vital en la resistencia adquirida a aquestes terapies.

En el present estudi ens vam proposar avaluar la contribucié d’aquest fenomen a la tumorigenesi
del cancer pancreatic i a la insensibilitat a inhibidors d’EGFR/ErbB1. Amb aquesta finalitat, vam
emprar quatre models cel-lulars de cancer pancreatic (AsPc-1, BxPc-3, Capan-1i HPAF-II) i varem
avaluar la seva sensibilitat a I'inhibidor d’EGFR erlotinib, farmac aprovat per la FDA pel
tractament d’adenocarcinomes pancreatics en combinacié amb gemcitabina. Vam determinar
I'expressié de receptors ErbB mostrada per cada linia i en vam escollir dues d’elles (BxPc-3 i
HPAF-I1) per analitzar per RT-PCR |'expressio genica de tres lligands de la familia EGF (NRG-1, EPR
i TGF-a), abans i despreés de ser tractades amb erlotinib.

La inhibicié d’EGFR va resultar rapidament en un augment de I'expressié dels lligands EPR i TGF-
o en BxPc-3, mentre que en HPAF-II es va produir una reduccié en la expressié d’ambdds factors
de creixement. En conjunt, els nostres resultats demostren que el tractament amb erlotinib
indueix un canvi en l'expressidé génica de cel-lules d’adenocarcinoma pancreatic, el que els
confereix un mecanisme de resistencia adquirida préviament no reconegut, que els permet
escapar a I'efecte citostatic del farmac.



Abstract

Pancreatic adenocarcinoma is one of the solid tumors with poorest prognosis. Its growing
incidence projects it to be the second cause of cancer-related deaths after 2030. Self-sufficiency
of growth factors and deregulation of ErbB receptors signaling pathways have been shown to
play a fundamental role in its etiology. One of the mechanisms used by the tumor cell for the
aberrant activation of this family of receptors is the autocrine secretion of EGF-related ligands.
In the last years, therapies targeting ErbB receptors have emerged, but they have shown limited
efficacy in pancreatic cancer. The overexpression of ErbB receptors and their ligands has
demonstrated a critical participation in acquired resistance to these therapies.

In the present study, we aimed to evaluate the contribution of this phenomenon to the
tumorigenesis of pancreatic cancer and insensitivity to EGFR inhibitors. To this end, we used
four pancreatic cancer cell lines (AsPc-1, BxPc3, Capan-1 and HPAF-Il) and evaluated its
sensitivity to EGFR inhibitor erlotinib, an FDA-approved drug for the treatment of pancreatic
adenocarcinomas in combination with gemcitabine. We determined the expression of ErbB
receptors shown by each cell line and chose two of them (BxPc-3 and HPAF-II) to analyze by RT-
PCR the gene expression of three EGF-related ligands (NRG-1, EPRR and TFG-a), prior and after
treatment with erlotinib.

EGFR inhibition rapidly produced an enhanced expression of EPR and TGF-a ligands in BxPc3,
while HPAF-II downregulated both growth factors. Taken together, our findings demonstrate
that treatment with erlotinib induces a change in gene expression of pancreatic cancer cell lines,
which confers them a previously unrecognized mechanism of acquired resistance, allowing them
to evade the cytostatic effects of this drug.
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INTRODUCCION

Con un pronéstico extremadamente pobre y una tasa de supervivencia a 5 afios inferior al 5%, el cancer
pancredtico (PaC) constituye actualmente la cuarta causa de muerte asociada al cancer en los paises
occidentales industrializados [1, 2]. Se estima que para 2030, el PaC supondra la segunda causa de
muertes asociadas al cancer, lo que lo convierte en un enorme problema social y sanitario [3].

Multiples factores contribuyen a la agresividad del tumor y a su pobre pronéstico. En primer lugar, el PaC
se caracteriza por un elevado potencial metastasico y una rapida progresién y diseminacién tumoral.
Segundo, la ausencia de sintomas tempranos y marcadores séricos que permitan un diagndstico temprano
hacen que el tumor sea frecuentemente detectado cuando se encuentra ya en estadios localmente
avanzados o metastasicos [1, 4, 5]. Finalmente, las células tumorales de PaC son insensibles a quimio,
radio e inmunoterapias, lo que hace que actualmente la Unica posibilidad de cura sea la reseccidn
quirudrgica [3]. Por tanto, existe una urgente necesidad de desarrollar nuevas estrategias de diagndstico
temprano y terapias dirigidas que mejoren la efectividad de las actuales.

Durante las ultimas décadas se ha dedicado un gran esfuerzo al entendimiento de las bases moleculares
del cancer de pancreas. En este tiempo se han venido definiendo una serie de sellos distintivos del cancer
(Hallmarks of cancer, originalmente propuestos por Hanahan y Weinberg), incluyendo la desregulacion
de la maquinaria de control del ciclo celular; insensibilidad a sefiales inhibidoras del crecimiento;
autosuficiencia en sefiales proliferativas por autoabastecimiento de factores de crecimiento; evasion de
la apoptosis; invasion tisular; metdstasis; y angiogénesis sostenida [6]. Todos ellos son caracteristicos del
fenotipo maligno de las células de PaC y contribuyen a la progresién del tumor [7].

I.1. Bases moleculares del adenocarcinoma pancreatico

Varios factores limitan la aplicacién del estudio de las bases moleculares de la tumorigénesis en el disefo
de terapias dirigidas contra determinados tipos de cancer. En primer lugar, detras de la etiologia de
cualquier tumor subyace una matriz extremadamente compleja de anormalidades bioquimicas que
imposibilitan la reduccion del problema a unos pocos responsables moleculares [7]. En segundo lugar, la
practica totalidad de casos de cancer se caracteriza por una considerable heterogeneidad intratumoral,
genotipica y fenotipicamente hablando: a partir de una célula comun surgen multiples clones distintos, lo
que dificulta su estudio y tratamiento [8]. Tercero, la célula tumoral no es en absoluto fenotipicamente
estatica. En cambio, se caracteriza por una exquisita capacidad de adaptacidn, que con frecuencia resulta
en la aparicion de mecanismos de resistencia frente a casi cualquier terapia que se le aplique [9].
Finalmente, los resultados obtenidos por diferentes grupos a menudo son controvertidos, poco
reproducibles y carentes de homogeneidad [10].

No obstante, en las ultimas décadas se han detectado multiples alteraciones de una relevancia critica en
la patogénesis del PaC, producto de (i) mutaciones en determinados genes, (ii) modificaciones
epigenéticas y/o (iii) expresidn génica aberrante, incluyendo la sobreexpresion y el silenciamiento de
genes concretos. La ocurrencia concomitante de estos defectos puede resultar en ganancia o pérdida de
funciones, desregulacion de la actividad de determinados enzimas, sobreactivacién o inhibiciéon de
determinadas vias de sefializacién y un largo etcétera de consecuencias bioquimicas que, en ultima
instancia, pueden derivar en el surgimiento del fenotipo maligno [6, 7].

En este contexto, los oncogenes y los genes supresores de tumor (TSGs) son responsables primarios de
tales anomalias bioquimicas. Los primeros surgen como resultado de mutaciones somaticas en genes



normales (proto-oncogenes) que regulan procesos como la progresion del ciclo celular [1, 7]. En
consecuencia, el producto proteico queda alterado, de tal forma que presenta un aumento en su actividad
0 permanece constitutivamente activado —debido a la desregulacion de mecanismos supresores o de su
capacidad de unién a determinados sustratos [11]. En PaCy otros tumores, el oncogén mas frecuente es
K-Ras [4, 12]. Codifica por un miembro de la familia Ras de proteinas de unién a GTP que, siguiendo el
ciclo de las GTPasas, transduce sefiales intracelulares emitidas bajo activacidn por tirosin-quinasas de
membrana plasmatica que juegan un rol fundamental en la proliferacidn, diferenciacién y supervivencia
celular. Diferentes mutaciones provocan su activacién constitutiva, lo que resulta en sefializacion
desmedida e independiente de los receptores que lo activan [13].

En contraste, los TSGs codifican por proteinas que inhiben procesos como la proliferacién, estableciendo
muchos de ellos puntos de control que, de no ser superados, detienen el ciclo celular. Mutaciones,
deleciones y silenciamientos epigenéticos de estos pueden afectar o eliminar su funcién reguladora,
aumentando la capacidad metastasica del tumor [9]. Entre los mas destacados en PaC se encuentran p16

y p53 [7].

Pero, ademas de defectos en estos dos grandes grupos de genes, en PaC ocurre, como en la mayoria de
tipos de cdncer, la sobreexpresiéon de mdultiples factores de crecimiento y sus receptores, con una
contribucidn esencial al fenotipo maligno [12]. Tres de los ejemplos mas recurrentes de este tipo de
defectos metabdlicos ocurren con los factores de crecimiento de la familia EGF (Epidermal growth factor);
TGF-B (Transforming growth factor beta), VEGF (Vascular endothelial growth factor) y sus respectivos
receptores. Una compleja perturbacion de tales factores y receptores provoca una ventaja proliferativa
diferencial que en PDAC deriva en una rapida progresién tumoral [10]. En conjunto, estas y muchas otras
alteraciones bioquimicas constituyen una compleja red de defectos metabdlicos que contribuyen
colaborativa y sinérgicamente a la progresion, mantenimiento y supervivencia del tumor, lo que limita la
efectividad de terapias dirigidas contra dianas tumorales especificas.

1.2. Protein-quinasas en cancer

Con mas de 500 miembros, las protein-quinasas constituyen una de las mayores familias del genoma
humano [15]. Se trata de enzimas que funcionan como eje vertebrador en la practica totalidad de los
mecanismos que determinan la biologia molecular de la célula, catalizando la transferencia de grupos
fosfato a residuos especificos de sus sustratos, en un proceso conocido como fosforilacién [1].

Participan en la regulacidn de la apoptosis, la progresiéon del ciclo celular, diferenciacién, reordenamientos
del citoesqueleto, desarrollo, la respuesta inmune y la transcripcion, entre otros. Su importancia en la
transduccion de sefiales las convierte en moléculas especialmente susceptibles de provocar patologias,
como ocurre en numerosos desordenes autoinmunes, cardiovasculares, inflamatorios y nerviosos, asi
como diabetes y cancer. En consecuencia, multiples protein-quinasas han sido propuestas y validadas
como atractivas dianas farmacoldgicas, lo que las ha puesto en el punto de mira de la investigacion
biomédica durante las Ultimas décadas [15, 16].



1.3. La familia del Receptor del Factor de Crecimiento Epidermal (EGFR)
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La familia ErbB incluye cuatro receptores: (i) 1210 1256 1342 1308

EGFR/ErbB1/HER1, (ii) ErbB2/HER2/Neu, (iii) Figura 1. Estructura de los receptores ErbB humanos
ErbBB/HER3 y (iv) ErbB4/HER4. Los cuatro se esquematizada. Los numeros indican los residuos abarcados por

. cada segmento. Los dominios extracelulares | y Ill son responsables
encuentran ubicuamente expresados, aunque con de la unién a ligando, excepto en HER2 (indicado con el simbolo

diferentes tasas, en células epite|ia|e5’ Stop). El dominio quinasa (PDK) de HER3, marcado con el simbolo
Stop, es cataliticamente poco activo. La cola C-terminal presenta
varios residuos tirosina (Y) que pueden ser fosforilados. Los residuos
sus progenitores neurales [18]. Estructuralmente, tirosina no aparecen representados a escala. Se muestran también

los RTKs de la familia ErbB consisten en un dominio los factores de crecimiento capaces de unirse a cada receptor.
. , Figura adaptada de ref. [20].
N-terminal extracelular cuya estructura estad poco
conservada entre los cuatro miembros de la familia; un Unico segmento transmembrana; y una porcion
citoplasmatica C-terminal altamente conservada [20, 21].

mesenquimales, cardiacas y neurales, asi como en

El segmento extracelular o ectodominio se caracteriza por estar glucosilado y ser rico en cisteinas. Es
responsable de la unién de ligandos de la familia EGF y la formacion de homo- y heterodimeros con otros
receptores de la familia ErbB [17, 20]. Las diferencias estructurales que presentan los cuatro receptores
de la familia determinan su capacidad para unir con diferente afinidad ligandos de distinta naturaleza, lo
gue permite diversificar la respuesta [22]. Hasta la fecha no se han encontrado ligandos capaces de unirse
a HER2, por lo que es considerado un receptor huérfano [23].

La porcidn citoplasmatica de los receptores ErbB contiene un segmento yuxtamembrana, seguido por un
dominio tirosin-quinasa que posee varios residuos tirosina fosforilables, y finalmente una cola
carboxiterminal, que presenta también una serie de residuos tirosina susceptibles de ser fosforilados.
Mientras que los residuos cataliticamente importantes de esta regidn estan conservados entre ErbB1/2/4,
cuyos dominios tirosin-quinasa son estructuralmente muy parecidos, el gen ERBB3 presenta una serie de
sustituciones que reducen criticamente su actividad tirosin-quinasa [17].

I.3.1. Ligandos de ErbB

Multiples agonistas solubles, agrupados bajo la familia del factor de crecimiento epidermal (EGF), han
demostrado capacidad para provocar la activaciéon de las vias de sefalizacion que comienzan en
receptores ErbB. Se trata de factores de crecimiento polipeptidicos estructural y funcionalmente muy
similares entre si [16, 17, 24]. Todos ellos se expresan como proteinas precursoras unidas a membrana



plasmatica, en cuyo segmento extracelular estd contenido el fragmento correspondiente al factor de
crecimiento [25]. Los responsables de proteolizar a estos precursores son miembros de la familia ADAMs
de metaloproteasas [26]. La necesidad de sufrir esta modificacién post-traduccional constituye un
mecanismo de regulacién de la actividad de estos ligandos, que una vez liberados actlan tipicamente de
forma autocrina, paracrina o yuxtacrina sobre receptores de la familia ErbB de la propia célula secretora
o de células préximas a esta [27].

Basandose en su especificidad de unidn a receptores ErbB, los ligandos de la familia EGF se clasifican en 4
grupos [20]:

(i) EGF; amfirregulina (AR); epigeno (EPG); y el factor de crecimiento transformador alfa (TGF-a) se
unen exclusivamente a EGFR. EGF y TGFa son considerados los principales ligandos de EGFR [17];

(i) Betacelulina (BTC); epirregulina (EPR); y factor de crecimiento del tipo EGF de unidn a heparina
(HB-EGF) se unen a EGFR y ErbB4;

(iii) Las neuregulinas (NRGs) 1y 2 se unen a ErbB3 y ErbB4;

(iv) NRG-3 y NRG-4 se unen exclusivamente a ErbB4.

Como ocurre con el resto de RTKs, los receptores de la familia ErbB deben dimerizar con otro mondmero
de la familia para funcionar. Los cuatro receptores de la familia presentan mecanismos autoinhibitorios
gue los mantienen inactivos en condiciones no estimuladas. En tales condiciones, el equilibrio que
determina la dindmica de su plegamiento estabiliza la conformacidn “cerrada” (tethered state), incapaz
de dimerizar y cataliticamente quasi-inactiva. En ella, el segmento del ectodominio responsable de iniciar
la dimerizacion (brazo de dimerizacidn) se encuentra totalmente cubierto bajo la estructura de la proteina,
lo que imposibilita su interaccidén con otros receptores [17, 28].

La unién de un ligando al ectodominio de su correspondiente receptor desencadena un gran cambio
conformacional en el receptor que se propaga a su fraccidn intracelular [23]. Como resultado, el equilibrio
conformacional del receptor se desplaza hacia el estado abierto (untethered), que queda estabilizado por
esta interaccién. Durante la transicidon al estado abierto se rompen las fuerzas intramoleculares que
mantenian encerrado al brazo de dimerizacion del receptor, que queda ahora expuesto. Este cambio
conformacional permite la interaccidon con el brazo de dimerizacidn expuesto de otro receptor de la
familia, unido también a ligando [17].

Figura 2. Mecanismo de dimerizacion de los receptores ErbB1/3/4. La unién de un ligando al dominio Ill provoca la exposicidn
del brazo de dimerizacion del dominio Il, permitiendo la interaccion con otro receptor ErbB unido a ligando. La formacién del
dimero asimétrico resulta en la fosforilacion (P) de residuos tirosina (Y) de la cola C-terminal. Imagen recuperada de ref. [23].



Este mecanismo es aplicable a ErbB1/3/4, mientras que el brazo de dimerizacion de ErbB2 esta
constitutivamente expuesto, lo que lo convierte en el compafiero de dimerizacién preferido por los otros
tres receptores de la familia. En cambio, la formacién de homodimeros funcionales ErbB2-ErbB2 esta
desfavorecida y es poco probable, salvo sobreexpresiéon de ErbB2, lo que constituye un mecanismo
adicional de regulaciéon de la familia ErbB [20].

[.3.2. Activacién de receptores ErbB

El mecanismo de activacidn de los receptores ErbB es exclusivo de su familia. Ocurre mediante la
formacion de un dimero asimétrico que provoca la activacién alostérica del dominio tirosin-quinasa de
ambos receptores del dimero [29]. Como consecuencia, se produce la trans-autofosforilacén de residuos
especificos de sus colas terminales [30]. Estos residuos, una vez fosforilados son capaces de unir
determinadas proteinas adaptadoras, desencadenando de este modo diferentes cascadas de sefalizacion
[17]. Tales cascadas consisten en multiples vias que transmiten la informacion desde la superficie celular
hasta el nucleo, provocando la regulacién positiva de genes responsables de la proliferacién,
supervivencia y diferenciacidon celular [23].

La diversidad combinatoria de receptores ErbB resulta en una versatilidad de respuesta remarcable en la
gue a partir de unos pocos genes se pueden obtener cientos de combinaciones potencialmente posibles,
generando una compleja red de respuestas diferentes. En los ultimos afios, varios autores han venido
proponiendo que interacciones de diferentes ligandos con el mismo receptor provocan diferentes
cambios conformacionales. Por consiguiente, se obtienen respuestas de diferente intensidad [31-33].
Freed et al. [22] fueron mds alld, postulando que estas interacciones diferenciales provocan la
fosforilacién de distintos residuos; activando vias de sefalizacion diferentes y, en consecuencia,
respuestas bioldgicas distintas. Por tanto, la naturaleza del ligando no solo determinaria la respuesta
cuantitativamente, sino también cualitativamente.

Pero la fosforilacién de dimeros ErbB estimula también el reclutamiento de la maquinaria que media la
endocitosis de estos RTK. En este contexto, la fuerza de la interaccion ligando-receptor dicta también en
buena medida el destino de los receptores después de ser internalizados. En funcién de si se disocian o
no en las condiciones ligeramente dacidas del endosoma, se veran favorecidos, respectivamente, el
reciclaje o la degradacion del receptor [29].

[.3.3. Funciones de la familia ErbB en tejidos normales

La compleja diversidad de posibles respuestas que pueden surgir de la activacion de receptores ErbB
resulta en la participacion de estos receptores en un gran numero de procesos celulares, embriogénicos
y fisioldgicos. A nivel sistémico, la accién de estos RTKs es critica en el desarrollo de los dientes, los
sistemas nervioso y cardiovascular y los tractos reproductor y gastrointestinal. Se les atribuye también un
rol esencial en la curacién de heridas y la regeneracidn de lo epitelios que revisten la cérnea, la piel y los
drganos de los sistemas genitourinario, respiratorio y gastrointestinal [17].

A nivel celular, la activacién de receptores ErbB desencadena multiples vias de sefializacién intracelular
qgue regulan la proliferacién, migracion, diferenciacion, supervivencia y apoptosis celular, asi como la
angiogénesis [15]. Las vias de sefializacion de ErbB/HER constituyen una serie de médulos interconectados
y solapados entre si, destacando las vias fosfatidilinositol 3-Quinasa (PI3K)/Akt (PKB);
Ras/Raf/Mek/Erk1/2; y fosfolipasa C (PLCy) [20]. En funcién del cambio conformacional ocurrido durante
la dimerizacién de los receptores, se podran fosforilar diferentes grupos de residuos, afines a la unién de
distintos sustratos especificos. Esto implica una magnitud mas en la pleiotropia funcional de la familia



ErbB: los factores de crecimiento que activen a cada mondmero y la naturaleza del dimero formado
motivaran la activaciéon de diferentes residuos tirosina que desencadenaran distintos mddulos de
sefializacion.

[.3.4. Familia ErbB en cancer pancreatico

Los receptores de la familia ErbB estan implicados en varios tipos de cancer humano [35]. Se han descrito
varios mecanismos de desregulacion de ErbBs que contribuyen al establecimiento del fenotipo maligno
de determinadas células tumorales. Algunos de estos mecanismos incluyen la sobreexpresién de
receptores ErbB; amplificacién del gen que codifica por alguno de estos receptores; diferentes tipos de
mutaciones activadoras; o alteracién de la maquinaria celular responsable de la correcta degradacion de
receptores ErbB. Cualquiera de estas anomalias provocard una activacion aberrante de las vias
controladas por estos RTKs, lo que proporcionard a la célula una notable ventaja proliferativa y en cuanto
a supervivencia [20]. Asimismo, la coexpresion de diferentes ligandos de la familia EGF y sus receptores
provee a la célula cancerigena de un mecanismo crucial en la etiologia de multiples tipos de cancer [35].
La sobreexpresion de estos factores de crecimiento ha sido asociada con la activacién desmedida de
receptores ErbB, una pobre supervivencia del paciente, mayor potencial metastasico y con resistencia a
guimioterapéuticos [36-38].
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Figura 3. Md6dulos de sefializacidn de los receptores tirosin-quinasa de la familia ErbB. (A) Residuos tirosina fosforilables de
la cola C-terminal de los cuatro receptores ErbB y los sustratos a los que pueden activar. Figura recuperada de ref. [34]. (B)
Esquematizacion de las principales vias de sefializacidn activadas por EGFR y HER3 y de las respuestas que provocan. Los
receptores aparecen unidos a EGF y NRG, respectivamente. El simbolo Stop representado en el dominio tirosin-quinasa de
HER3 refleja su actividad, casi nula. Figura recuperada de ref. [5].

En PaC, varios autores han sefialado la sobreexpresion de ErbB3 como participe primordial en la
progresion tumoral [39-41]. ErbB3 presenta una actividad quinasa relativamente baja, pero el
heterodimero ErbB2-ErbB3 provoca una potente sefializacion intracelular, especialmente por activacion
de la via PI3K/Akt [39]. Liles et al. detectaron elevados niveles de expresion de ErbB3 en numerosas
muestras de cancer pancredtico y propusieron que la proliferacidon de sus células estaria directamente
asociada al nivel de expresion de ErbB3 [42]. Posteriormente, los mismos autores demostraron la que la
interaccion NRG-1/ErbB3 constituia un eje de sefializacién fundamental en la patogénesis del cancer



pancreatico, asi como en la respuesta de estas células a la inhibicién de la proliferacidn provocada por
determinados farmacos antitumorales [43].

1.4. Terapias dirigidas contra EGFR

En las Ultimas décadas se han venido desarrollando nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento
de varios tipos de cdncer, conocidas como terapias dirigidas. Estas terapias se basan en farmacos
disefiados para unirse de forma especifica a determinadas dianas farmacoldgicas, provocando su
inhibicién al interaccionar con ellas [18]. Frente a los quimioterapéuticos citotédxicos tradicionales, los
efectos secundarios de las terapias dirigidas son considerablemente mas leves: mientras que los primeros
causan dafos macromoleculares de forma sistémica e indiscriminada, las terapias dirigidas pretenden
regular vias de sefializacidn asociadas a la tumorigénesis de un determinado tipo de cancer [20].

Actualmente se emplean en clinica dos grandes estrategias dirigidas contra receptores ErbB, en especial
contra EGFR: anticuerpos monoclonales e inhibidores de tirosin-quinasa. Los primeros fueron disefiados
para unirse, de forma altamente especifica, a dominios determinados de la fraccion extracelular de EGFR,
bloqueando el sitio de unién de ligando o impidiendo la dimerizacidon de EGFR con otros receptores de la
familia. Algunos de ellos son capaces de inducir la dimerizacidén del receptor sin desencadenar sus vias de
sefializacion, pero provocando su ubiquitinacién y ulterior degradacion [44, 45].

En cambio, los EGFR-TKIs son moléculas pequefas, analogos de ATP que se unen especificamente al
dominio tirosin quinasa de EGFR. Compiten con ATP por unirse a su sitio de unién, lo que impide la
actividad catalitica del dominio tirosin quinasa, bloqueando la activacidn de las rutas intracelulares de
EGFR [45].

Sin embargo, a pesar de los prometedores resultados
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metastasicos es erlotinib (Tarceva), usado en combinacion
con gemcitabina [46, 47]. Se trata de un andlogo de ATP de
12 generacidn, derivado de quinazolina. Presenta un grupo
heterociclico que se une al sitio de unidon del ATP del
dominio tirosin-quinasa de EGFR en su conformacion
activa, de forma especifica y reversible. Compite con ATP por la unién a tal regién, impidiendo asi la
fosforilaciéon (ATP-dependiente) de los sustratos de EGFR [20, 46, 47]. No obstante, su aplicacion tan solo
ha provocado un modesto aumento en el tiempo de supervivencia del paciente [46].

Figura 4. Estructura quimica de erlotinib. Figura
recuperada de Igcstandards.

1.5. Mecanismos de resisténcia

Es muy poco frecuente en cancer encontrar un Unico responsable molecular. Lo mds comun en la mayor
parte de tumores es, en cambio, la ocurrencia concomitante de multiples desregulaciones —no
necesariamente asociadas a ErbBs- que sostienen las ventajas fenotipicas de la célula tumoral. En un
ambiente bioquimico tan complejo, la direccionalidad especifica a dianas farmacolégicas concretas, por
muy patente que haya quedado su importancia en la patogénesis de un determinado tipo tumoral, ha
supuesto en los mejores casos beneficios a corto plazo, pero limitada eficacia [20]. Este hecho es atribuible
a dos grandes razones, que han llevado a definir los conceptos de resistencia intrinseca (primaria) y



adquirida (secundaria) a terapias antitumorales: primero, el fenotipo que presenta una célula
previamente a la aplicacion de un determinado tratamiento puede hacerla inherentemente insensible al
mismo, aun cuando presente la alteracidén concreta contra la que se dirige aquella terapia [48].

Segundo, incluso si la célula responde inicialmente al tratamiento mostrando una elevada sensibilidad, la
célula tumoral se caracteriza por una exquisita capacidad de adaptacién, una versatilidad Unica. En el caso
de los EGFR-TKIs, el bloqueo de la actividad catalitica de EGFR en células que lo sobreexpresan o lo tienen
constitutivamente activado, provoca una reaccion en las células del tumor, que buscaran alternativas que
le permitan mantener su malignidad. La célula inicialmente responde y después, bajo un proceso de
adaptacion y seleccién ciclico y acumulativo, pasa a ser resistente [44].
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Figura 5. Mecanismos de resistencia tumoral a Erlotinib. (a) Mutaciones en EGFR. (b y c) Activacidn de vias alternativas por
accién de otros receptores ErbB u otras familias. (d) Aumento en la expresion de ligandos de la familia EGF, cuyas acciones
intracrinas, autocrinas y paracrinas contribuyen a mantener la proliferacion y supervivencia celular, contrarrestando la
inhibicion de EGFR mediada por erlotinib. Figura adaptada de ref. [48].

La resistencia primaria supone un desafio que precisa un esfuerzo en la deteccién de marcadores que
permitan predecir la sensibilidad que presentara cada individuo a un determinado farmaco; una adecuada
seleccion de pacientes que potencialmente responderan a una determinada terapia. La resistencia
adquirida, en cambio, exige un componente extra en investigacion que va mas alld del cribado: el
entendimiento del modo en que actia un determinado farmaco y de los mecanismos que presenta la
célula tumoral para generar resistencia al mismo. Sin apenas excepciones, lo mds comun con el uso de
terapias dirigidas en clinica es la aparicion de resistencia frente a tales tratamientos en un plazo de uno o
dos afios [20].

En el caso de los inhibidores de tirosin-quinasas, la resistencia adquirida surge cominmente a partir de
mutaciones en la protein-quinasa diana o bien por activacion de vias alternativas a la que se intenta inhibir.
En 2007, Ferrer-Soler et al. demostraron que al tratar lineas celulares de cdncer de mama con gefitinib,
un EGFR-TKI, estas reaccionaban alterando sus patrones de expresion basales de ligandos y receptores de
ErbB. Tal perturbacién las provee de un mecanismo de resistencia adquirida que les permite compensar



la pérdida de funcidon de EGFR [48]. Posteriormente, en 2012, Carridn-Salip et al. confirmaron que la
hipotesis de Ferrer-Soler se cumplia también en cdncer de préstata andrégeno-independiente.
Demostraron que la sobrerregulacion de los receptores ErbB2/3/4, junto con la alteracién de los niveles
de expresidn de multiples ligandos de la familia EGF, proveian a las células analizadas de un mecanismo
de resistencia adquirida al bloqueo de EGFR. Confirmaron un papel clave del eje de sefializacién NRG-
1/HER3 en el mantenimiento de la proliferacidn tras la inhibicidon de EGFR [49]. Desde entonces, multiples
evidencias han sefalado la existencia de una correlacidn entre el alto nivel de expresion de NRG-1 y un
pobre prondstico en varias patologias tumorales, incluyendo el PaC [5, 39, 42, 43, 50]. En la misma linea,
se ha venido atribuyendo al eje de sefializacion NRG-1/HER3 una significativa implicacion en la resistencia
a terapias anti-ErbB, contribuyendo al mantenimiento de la proliferacién en respuesta a la inhibicién de
receptores ErbB [5, 43].

1.6. Bucles autocrinos y resisténcia

En 1980, Sporn, Todaro y Roberts establecieron el concepto de secrecién autocrina y formularon la
hipdtesis autocrina: “muchos tipos de células tumorales liberan factores de crecimiento polipeptidicos a
su medio condicionado cuando crecen en cultivo celular, y las mismas células tumorales a menudo poseen
receptores funcionales para el péptido liberado” [51]. De este modo, ligandos solubles como TFG-a y TFG-
B o PDGF activarian mecanismos de sefializaciéon que finalmente provocarian una respuesta mitogénica
en misma célula que los secretd, lo que las hace menos dependientes del ambiente provisto por otras
células [52, 53]. Este fendbmeno mads tarde se denomind bucle autocrino. Con los afos, la hipdtesis
autocrina ha continuado siendo sustentada por crecientes evidencias, que han apuntado su trascendente
contribucidn al fenotipo tumoral, pero también a la promocién del crecimiento de células normales [21-
25, 28, 53].

Conceptos antiguos y emergentes como la translocacién nuclear de ligandos de la familia EGF [54] o de
receptores ErbB [55] han seguido arrojando luz sobre la hipdtesis autocrina, que hoy constituye una base
no solo para la etiologia de la célula tumoral, sino también en el establecimiento de resistencia a
guimioterapéuticos [48, 49].

El presente estudio analiza la expresion de tres ligandos de la familia EGF, el modo en que afecta el
tratamiento con erlotinib a su expresién y su relacién con la sensibilidad de lineas celulares de cancer
pancreatico a tal farmaco. De acuerdo con la hipdtesis de Sporn, Todaro y Roberts, la formacién de bucles
autocrinos asociados a ErbBs podria constituir un principio previamente no reconocido para la elucidar la
agresividad del cancer pancredtico y su resistencia a terapias antitumorales.



Il. OBJECTIVES

The present work is based on the hypothesis that pancreatic adenocarcinoma cells are able to upregulate
alternative ErbB receptor or EGF-related growth factors in response to treatments targeting EGFR. This
ability would allow them to circumvent the cytostatic effects provoked by the EGFR inhibitor erlotinib.
Such mechanism of acquired resistance has previously been observed in prostate, breast or head and neck
tumors, among other epithelial cancers. In order to demonstrate this hypothesis, four objectives were
defined:

1. Todetermine the sensitivity of four pancreatic adenocarcinoma cell lines to erlotinib treatment.

2.  To characterize the level of expression of EGFR, HER2 and HER3 receptors in each cell line by
Western Blot. Comparative analysis of the coexpression of ErbB receptors in each line.

3. Todetermine the expression levels of three EGF-related ligands: NRG-1, EPR and TGF- a in BxPc-
3 and HPAF-II cell lines by RT-PCR.

4.  To quantify the change in the expression pattern of these ligands in response to treatment with
erlotinib, relative to their basal expression.



M. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lineas celulares y cultivo cel {ular

Las lineas celulares de adenocarcinoma pancredtico BxPc-3, Capan-1 y HPAF-II fueron obtenidas del
American Type Culture Collection (ATCC), mientras que la linea AsPc-1 fue amablemente provista por la
Dra. Pilar Navarro, del Institut Hospital del Mar d'Investigacions Médiques (IMIM). Las cuatro lineas
proceden de distintos pacientes con cuadros clinicos y estados de progresion tumoral diferentes, por lo
gue ostentan caracteristicas diferenciales en cuanto a adhesidn, migracién, invasiéon de tejidos, potencial
metastdsico y angiogénico, morfologia y tiempo de divisidn, entre otros. A excepcion de Capan 1, las
células fueron mantenidas en Dulbecco’s modified Eagle’s médium (DMEM) suplementado con 10% de
suero fetal bovino (FBS), 1% penicilina-estreptomicina y 1% L-Glutamina (Gibco) a 37 °C en una atmésfera
humedecida al 95% que contenia un 5% de CO,. Se realizaron dos subcultivos semanales de cada linea.
Capan-1 fueron mantenidas en DMEM suplementado con un 20% de FBS, 1% penicilina-estreptomicina y
1% L-Glutamina, y subcultivadas una vez por semana.

3.2. Reactivos

Erlotinib (Tarceva®) fue adquirido a Santa Cruz Biotechnology. Para los ensayos por Western Blot, los
anticuerpos primarios monoclonales mouse 1gG2, anti-EGFR (A-10; sc-373746) y a-tubulina (B-7; sc-5286);
y los anticuerpos primarios policlonales rabbit IgG anti-HER2 (Neu C-18; sc284) y anti-HER3 (C-17; sc-285)
fueron provistos por Sata Cruz Biotechnology. Para la deteccién de EGFR se utilizé el anticuerpo
secundario Goat Anti-Mouse IgG, H&L Chain Specific Peroxidase Conjugate (401215), obtenido de Merck
Millipore. La deteccidn de los anticuerpos primarios anti-HER2 y anti-HER3 se llevd a cabo utilizando Goat
anti-Rabbit 1gG (H+L) Secondary Antibody, HRP (31460), suministrado por ThermoFisher. Peroxidase
AffiniPure Goat Anti-Mouse 1gG + IgM (H+L) (115-035-044) fue adquirido de Jackson InmunoResearch y
utilizado como anticuerpo secundario para la deteccion de a-tubulina. Para los ensayos por RT-PCR se
utilizaron kits de la serie TagMan Gene Expression Assays provistos por Applied Biosystems. Cada kit
contenia un par de primers y una sonda TagMan disefiados para la deteccién de TBP (hs99999910_m1),
EPR (hs00914313_m1 EREG FAM), NRG-1B (hs00247620_m1 NRG1 FAM) y TFG-a (hs00608187_m1 TGFA
FAM), respectivamente.

3.3. Anailisis estadistico

Las variables cuantitativas se expresaron como media y desviacidon estandar salvo que se indique lo
contrario. El analisis estadistico se realizd6 mediante el software GrapPad Prism 7.0 para Windows. Las
diferencias entre tratamientos fueron analizadas mediante t-test multiple, considerando significativos
valores de P < 0.05.

3.4. Ensayo de confluencia

Con el fin de determinar la densidad celular necesaria para mantener las células de cada linea celular en
la fase exponencial de su crecimiento durante los ensayos de proliferacion MTT, se evalué la confluencia
alcanzada al plaquear diferentes densidades de cada linea celular al incubarlas durante 72 horas.

Las células fueron disgregadas y separadas del frasco de cultivo durante la fase exponencial de su
crecimiento. Para ello, se eliminé el medio de cultivo, se lavé las células con PBS (Gibco) y se aplicaron 4
mL de tripsina (Gibco) a cada frasco. La tripsina es un enzima proteolitico que degrada inespecificamente
las proteinas de la matriz extracelular que mantienen las células unidas entre si y a la superficie del



recipiente de cultivo [57]. Las células se incubaron con tripsina durante 5 minutos a 372C. Se detuvo la
reaccion anadiendo 6 mL del medio de cultivo a cada frasco y se acabd de separar las células
mecanicamente por pipeteo. Se determind manualmente el nimero de células por mililitro en un
hemocitdmetro de cada cultivo, utilizando el test de viabilidad celular basado en la tincidon con azul de
tripano. Este colorante es capaz de atravesar la membrana plasmatica de células muertas, lo que permite
diferenciarlas en el microscopio invertido de las células viables [58]. Las células muertas aparecen tefiidas
de un tono azul oscuro, mientras que las vivas quedan recubiertas de un halo y desprenden cierto brillo.
A partir de las concentraciones calculadas en células por mililitro, se cada linea celular fue plaqueada en
densidades de 10 000, 20 000 y 30 000 células por pocillo en placas de 96 pocillos. Se les permitié unirse
ala placay crecer durante 72 horas en incubacion. Pasado este tiempo, se estimé la confluencia adquirida
por cada linea celular, lo que permitié decidir la densidad a la que cabia plaquear cada linea de cara a la
realizacion de los ensayos MTT.

3.5. Ensayo de proliferacion MTT

Los ensayos de proliferacién celular son frecuentemente utilizados en el cribado de compuestos para
determinar si estos presentan efectos citotdxicos o citostaticos que afecten a la proliferacidn celular.
Entre ellos, el ensayo MTT es uno de los mds utilizados [59]. Consiste en un test colorimétrico basado en
la reduccion de la sal de tetrazolio MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) por
parte de células viables que presenten actividad metabdlica (parcialmente por accién de las
oxidorreductasas de la cadena de transporte electrénico mitocondrial) [59, 60]. Las células muertas son
incapaces de reducir el sustrato MTT, de modo que este ensayo permite detectar Unicamente células
viables. La reduccidn de la sal de tetrazolio ocasiona la formacién de cristales de formazano de MTT de
color purpura, cuyo espectro de emisién difiere del que presenta la sal. La modificacion en las propiedades
Opticas del reactivo provocada por la reaccion permite determinar la cantidad de células vivas: la
intensidad de la emisién de color purpura es proporcional a la cantidad de células viables, de modo que
midiendo por espectrometria la absorbancia a 570 nm se puede evaluar el efecto de un determinado
tratamiento sobre la proliferacion celular [59].

3.5.1. Protocolo del ensayo de proliferacion MTT

Se sembrd en placas de 96 pocillos la densidad de células por pocillo de cada linea determinada en el
ensayo de confluencia (10 000 células por pocillo para AsPc-1 y BxPc-3; 15 000 para HPAF-II; y 30 000 en
Capan-1). Se permitid a las células adherirse al frasco de cultivo y crecer durante 24 horas. Las células
fueron tratadas con concentraciones de Erlotinib entre 0 y 50 uM, diluidas en sus respectivos medios. Se
incubaron las células tratadas durante 48 horas. Pasado este tiempo, se descartd el medio de cultivo que
contenia el tratamiento, se lavé las células con tampdn fosfato salino (PBS, Phophated buffer saline) y se
las incubd durante 120 minutos en 100 pL de medio suplementado con MTT (Sigma-Aldrich) 10 a una
concentracidn final de 0,5 mg/mL. Se eliminé el medio y se afiadieron 100 pL de dimetil sulféxido (DMSO)
(Sigma-Aldrich) a cada pocillo para disolver los cristales de formazdan. Se determind la absorbancia a 570
nm de cada pocillo utilizando un lector de microplacas Synergy™ 4 Multi-Detection Microplate Reader
(BioTek). Cada tratamiento fue realizado por triplicado.

A partir de las absorbancias obtenidas se calculé el porcentaje viabilidad celular dividiendo la absorbancia
media de cada tratamiento por la absorbancia media de las células control no tratadas. Se realizaron al
menos cuadruplicados de cada experimento con el fin de establecer la concentracién de erlotinib
necesaria para reducir un 50% de la viabilidad celular (ICsg), como medida de la sensibilidad al farmaco
presentada por cada linea celular. La ICso fue calculada por interpolacidn a partir del establecimiento de
una regresion logistica de 4 parametros, utilizando el software Gen5 Data Analysis (BioTek).



3.6. Western Blot

La técnica del Western Blot o inmunoblot constituye una herramienta extensamente utilizada en biologia
molecular y celular para la separacion e identificacion de proteinas especificas en matrices proteicas
complejas obtenidas a partir de lisados celulares. Entre otras aplicaciones, el inmunoblotting permite
comparar los niveles de expresion de una determinada proteina de interés en diferentes condiciones o
lineas celulares. Requiere en primer lugar la obtencidn de lisados celulares y la ulterior cuantificacion de
la cantidad total de proteinas contenida en el lisado, lo que permite cargar geles de electroforesis con
cantidades conocidas de proteina total.

Mediante una electroforesis SDS-PAGE (Sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) es
posible separar las proteinas de la muestra por peso molecular. Una vez separadas las proteinas en el gel,
estas son transferidas a una matriz mas estable, habitualmente una membrana de nitrocelulosa o de PVDF
(tefldn). La membrana debe ser entonces bloqueada para prevenir la unidn inespecifica de los anticuerpos
que se utilizardn para la deteccién de las proteinas de interés. Para ello, se utilizan tipicamente albimina
sérica bovina (BSA) o la caseina de la leche, que al ser aplicadas en exceso sobre la membrana se uniran a
los poros que hayan quedado libres tras la transferencia, saturando la membrana.

El reconocimiento de las proteinas de interés se realiza sumergiendo la membrana en una solucién de
incubacién en la que se diluye un anticuerpo disefiado para reconocer especificamente una determinada
region de la proteina de interés. Las soluciones de incubacién suelen suplementarse con un porcentaje de
la proteina utilizada para el bloqueo, proporcionando una prevencion adicional de uniones inespecificas
del anticuerpo a la membrana. Los anticuerpos usados en inmunoblotting se comercializan conjugados
con un marcaje (generalmente fluorescente o enzimatico) que permita su deteccidn, o sin tal marcaje. En
el segundo caso, la deteccidn requiere la aplicacién de una segunda solucion de incubacién, que contendra
un anticuerpo secundario disefiado para reconocer la regién constante del anticuerpo primario. El uso de
anticuerpos secundarios marcados en inmunoblotting permite aumentar la sensibilidad del
reconocimiento, gracias a la amplificacion de sefial que proporciona la unién de multiples moléculas del
anticuerpo secundario a cada anticuerpo primario. En nuestro ensayo trabajamos con anticuerpos
secundarios conjugados con peroxidasa de rabano (HRP), que en presencia de su sustrato cataliza la
conversion de este a un producto que emite una sefial quimioluminiscente proporcional a la cantidad de
producto y, por tanto, de analito detectado.

3.6.1. Obtencién de los lisados celulares

A partir de los cultivos de las cuatro lineas celulares se plaquearon 2 - 10° células de cada linea en placas
de 100 mm. Se permitié a las células adherirse a la placa y crecer durante 48 horas. Pasado este tiempo,
el medio de cultivo fue descartado y se realizaron dos lavados de cada placa con PBS, eliminando asi los
restos de medio. Las placas fueron inmediatamente dispuestas en hielo y se aplicaron 400 pL de tampdn
RIPA completo a cada placa. Para preparar el tampdn RIPA completo se afiadio por cada 10 mL de tampdn
incompleto (25 mM Tris - HCI pH 7.6; 150 mM NaCl; 1% NP-40; 1% desoxicolato de sodio; 0.1% SDS) una
pastilla Complete ULTRA Tablet (Protease inhibitor Cocktail tablets), asi como 250 pg/mL de Na3VO,y NaF
(inhibidores de fosfatasas y proteasas, respectivamente). Se incubaron las placas en hielo con el tampdn
RIPA completo durante 15 minutos. Las placas fueron entonces raspadas utilizando Nunc™ Cell Scrappers
(ThermoFisher) para lisar las células y desunirlas de la superficie adherente de la placa. El lisado obtenido
fue transferido a un tubo eppendorf, que se mantuvo también en hielo. Los lisados fueron
homogeneizados utilizando una jeringa acoplada a una aguja de 0.8 mm de diametro. Se centrifugé el
lisado homogeneizado a 2600 rpm y 4 °C durante 15 min, y el sobrenadante fue transferido a un nuevo
tubo eppendorf. Los lisados fueron alicuotados y congelados a -80 °C.



3.6.2. Ensayo de cuantificacion de proteinas totales de Bradford
El ensayo de Bradford se basa en la unién inespecifica del colorante Coomassie Blue G-250 a todas las
proteinas presentes en una muestra. La unién del colorante a los residuos basicos arginina, lisina o
histidina provoca un cambio en la banda de emisién del colorante, cuyo pico maximo de absorbancia pasa
de 450 nm a 610 nm, aunque se lee tipicamente a 595 nm. La formacién de los complejos proteina-
colorante permite cuantificar por colorimetria la cantidad de proteinas totales presentes en una muestra
[61].

Se prepard una recta patron con concentraciones entre 0y 25 pg/mL de BSA diluido en el mismo tampodn
RIPA gque los lisados. Las muestras fueron cuantificadas a partir de diluciones 1/200 en agua mQ, por lo
que el diluyente de las rectas patréon fue preparado con tampdn RIPA diluido en agua mQ en una
proporcién 1:200. Los patrones y las muestras fueron elaborados por triplicado y se cargaron 150 plL de
cada réplica en una microplaca Nunc™ MicroWell™ de 96 pocillos (ThermoFisher). Se anadieron a cada
pocillo 150 pL de QuickStart™ Bradford 1X Dye Reagent (Bio-Rad) previamente temperado. La placa fue
incubada a oscuras durante 10 minutos a temperatura ambiente y se determind la absorbancia a 595 nm
en un lector de microplacas Synergy™ 4 Multi-Detection Microplate Reader (BioTek). La concentracion de
proteina total de las muestras fue calculada como media de los tres replicados por interpolacién respecto
de la recta patrén obtenida.

3.6.3. Protocolo Western Blot

Se prepararon los geles apiladores y separadores al 5% y 8% de poliacrilamida, respectivamente, para la
realizacion de la electroforesis SDS-PAGE. La composicion de los geles y los tampones utilizados puede
comprobarse en las tablas 1y 2, respectivamente. Los geles se polimerizaron utilizando un equipo Mini-
Protean Il (Bio-Rad). Alicuotas de 10, 20 o0 40 ug de proteina total de cada linea celular fueron preparadas
en tubos eppendorf con tampdn de carga 1X al 5% B-mercaptoetanol. Se incubaron a 95 °C durante 5
minutos en un termoblock y se centrifugd las muestras durante unos segundos para dejar caer el
contenido de la preparacidn al fondo del tubo eppendorf. Las muestras fueron cargadas en diferentes
carriles y se permitio al gel correr durante 90 min a 120V, quedando las proteinas separadas por peso
molecular.

La membrana fue activada con 5 mL de metanol durante 20 segundos y lavada en H,O mQ durante 2
minutos y otros 20 minutos en tampdn de transferencia Tris-Glicina (TT) frio. Las esponjas y papeles
Watmann se humedecieron durante 20 minutos en TT frio. Se desmonté la electroforesis, los geles fueron
separados de sus vidrios y se los lavé durante 20 minutos en TT frio. Todos los lavados fueron realizados
en agitacidn constante a temperatura ambiente. Se monté la transferencia en un cassette de transferencia
suministrado con el equipo Mini Trans-Blot® Cell (Bio-Rad), siguiendo el siguiente orden: esponja — 2
papeles Watmann — gel — membrana PDVF — papel Watmann — esponja. Se eliminaron las burbujas para
asegurar una correcta transferencia y se introdujo el montaje en una cubeta electroforética con 600 mL
de TT frio y un bloque de hielo. La transferencia se llevd a cabo a 30V overnight a 4 °C en agitacion
constante.

Tabla 1. Composicion de los geles de poliacrilamida utilizados en la electroforesis SDS-PAGE.
Gel separador 8% (uL) Gel apilador 5% (uL)

Acrilamida/Bisacrilamida 40% 1600 375

Agua mQ 4400 1875

Tampon gel electroforesis 2000 750

TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletano-1,2-diamina) 6 2,25

Persulfato amdnico 15% 40 15




Tabla 2. Composicion de los tampones utilizados en Western Blot.

Tampon Composicion
Tampodn gel apilador 4X Tris - HCI 0.5M pH 6.8; SDS 0,4%
Tampodn gel separador 4X Tris - HCI 1.5M pH 8.8; SDS 0,4%
Tampodn de carga 4X Tris - HCI 60 mM pH 6.8; SDS 4%, glicerol 10%, azul de bromofenol (BPB) 0.01%
Tampodn de eluciéon 10X Glicina 1,92M; Tris 0,25M; SDS 1%. pH ajustado a 8.5
Tampon de transferencia Tris-Glicina 25 mM Tris, mM glicina, 20% (v/v) metanol (pH 8.3). pH ajustado a 7.6 con HCl
TBS (Tris-buffered saline) Tris 10 mM; NaCl 100 mM. pH ajustado a 7.6 usando HCI.
TBST (TBS-Tween) TBS 1X; 0.1% Tween-20. pH ajustado a 7.6 usando HCI

Se desmontd la transferencia y se realizé un pre-bloqueo de las membranas sumergiéndolas 3 veces en
TBST, renovando el tampdn cada 5 minutos. Se incubd cada membrana durante dos horas en la solucién
de bloqueo y se realizaron 5 lavados de 5 segundos con HO mQ y un sexto lavado de 5 minutos en TBST.
Se afadid entonces a cada membrana una primera solucion de incubacidon que contenia un anticuerpo
primario diluido en TBST y se incubd durante 90 minutos. Se realizaron 5 lavados de 5 segundos en H,0
mQ seguidos de 3 lavados de 5 minutos en TBST. Finalmente, se incubd la membrana durante una hora
en la solucién de incubacién con el anticuerpo secundario diluido en TBST. Se efectuaron 5 lavados de 5
segundos en H,0 mQ seguidos de 5 lavados de 5 minutos en TBST y se procedid a revelar la membrana.
Todos los lavados e incubaciones fueron llevados a cabo a temperatura ambiente en agitacién constante.
En la tabla 3 se muestran los anticuerpos y soluciones utilizados para cada membrana.

Tabla 3. Relacién de anticuerpos utilizados en el revelado de las membranas de Western Blot.

ErbB1 ErbB2 ErbB3 Tubulina
Solucién de bloqueo 20 mL TBST 3% Leche 20 mL TBST 5% BSA
Anticueroo EGFR Neu ErbB3 Tubulina
Anticuerno P A-10 (sc-373746) C-18 (sc-284) C-17 (sc-285) B-7 (sc-5286)
primaris Dilucién 1/1000 1/2000 1/200 1/1000
soluuon- fje 5 mL TBST 3% Leche 5 mL TBST 3% BSA
incubacion
AaaTEs Goat Aqtl—Mou§e 1gG, H&L Chain Goat anti-Rabbit 1gG (H-+L), HRP Perox@ase AffiniPure Goat
ST Specific Peroxidase Conjugate Anti-Mouse 1gG + IgM
SEEERE Dilucién 1/10 000 1/20 000 1/4000
$0|UCIOn. ?Ie 10 mL TBST 1% Leche 20 mL TBST 0,5% BSA
incubacion

La membrana fue incubada a temperatura ambiente y protegida de la luz durante 5 minutos en 1.5 mL
del revelador Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (EMD Millipore), previamente
temperado. Se elimind por capilaridad el exceso de revelador y se adquirieron imagenes del revelado con
el lumindmetro Alphalnnotech FluorChem™SP utilizando un filtro de quimioluminiscencia. La
cuantificacion relativa de las muestras fue determinada midiendo la intensidad media de cada banda del
revelado mediante el software ImagelJ (Fiji). Las expresiones relativas de cada receptor fueron calculadas
como porcentaje, normalizando la intensidad media de sefial de cada receptor por la intensidad media de
sefial de la tubulina revelada en su respectivo carril del gel.

3.6.4. Stripping

Cuando se utilizan sistemas de deteccién por quimioluminiscencia en Western Blot, existe la posibilidad
de provocar la ruptura de los enlaces que mantienen unidas a las proteinas detectadas con los anticuerpos
empleados para el reconocimiento [62]. De este modo, es posible devolver la membrana al estado en que
se encontraba antes de la incubacion con los anticuerpos, manteniendo intactas las proteinas que se
habian inmovilizado en la membrana [63]. Alternativamente, si se quieren revelar multiples proteinas
diferentes a partir de una misma membrana también es posible cortarla para realizar en paralelo los
correspondientes revelados.



Se lavé la membrana durante 5 segundos en H,0O mQ por tres veces y dos veces en TBS durante 5 minutos.
Tras el ultimo lavado se descartd el tampdn y se afiadieron a la membrana 20 mL de la solucién Restore
Western Blot Stripping Buffer (ThermoFisher), previamente temperada a oscuras. La membrana fue
incubada con la solucién de stripping durante 10 minutos a temperatura ambiente en agitacion y 10
minutos adicionales en un bafo a 37 °C. Se realizaron dos lavados de 10 minutos en TBS y otros dos
lavados de 5 minutos en TBST, quedando la membrana lista para un segundo bloqueo e incubacién con
anticuerpo.

3.7. RT-PCR

Utilizando una DNA polimerasa termoestable —como la Taq polimerasa—, los cuatro
desoxirribonucledtidos trifosfato (ANTPs) y dos cebadores (o primers) especificos que se hibridan a dianas
concretas, la PCR permite amplificar exponencialmente moléculas de DNA de hasta 6 kb de largo. Presenta
una sensibilidad tan elevada que, idealmente, es capaz de detectar hasta una Unica copia del DNA diana
en una muestra [64]. Sin embargo, cuando se trabaja con matrices complejas —como muestras de RNA
eucariota purificado- y se desea amplificar dianas presentes en bajas cantidades es mas conveniente
realizar una PCR en tiempo real (RT-PCR). Esta permite (i) obtener sensibilidades notablemente mas
elevadas en muestras de composicion compleja vy (ii) cuantificar (QRT-PCR) o semicuantificar la cantidad
del DNA de interés presente originalmente en la muestra. La RT-PCR se basa en la misma reaccion de
amplificacién que la PCR, pero a diferencia de esta incluye un sistema de deteccién que permite medir la
sefial emitida por el producto de amplificacién en cada ciclo de PCR. Actualmente se comercializan
diferentes sistemas que permiten la deteccién de productos de PCR en tiempo real, incluyendo SYBR
Green | y sondas de reconocimiento especifico como las balizas moleculares u oligobalizas (molecular
beacons), las sondas FRET o las sondas TagMan [65].

En el presente estudio empleamos sondas TagMan: oligonucledtidos que presentan unidos
covalentemente a sus extremos un fluoréforo en 5’ y un quencher en 3’, permitiendo obtener una elevada
especificidad en la deteccién y cuantificacion del producto de la RT-PCR. El quencher es responsable de
atenuar la fluorescencia emitida por el fluoréforo en respuesta a la excitacién provocada por la fuente de
luz del termociclador, de forma similar al fendmeno del FRET. La secuencia del oligonucledtido esta
disefiada para hibridarse especificamente a su secuencia complementaria en la molécula de DNA diana.
Durante la RT-PCR, después de producirse la hibridacion de los primers y la sonda al DNA diana
previamente desnaturalizado, la Taq polimerasa comienza a sintetizar la cadena complementaria al molde
de cadena uUnica a partir de los cebadores. Aprovechando la actividad exonucleasa 5’-3’ de la Taq
polimerasa, cuando la cadena que esta sintetizando alcanza la sonda, el enzima comienza a degradarla,
guedando el fluordforo libre. De este modo, por cada producto de PCR generado se degrada una sonda
TagMan, cuyo fluordforo deja de estar préoximo al quencher y puede ahora emitir fluorescencia, cuya
intensidad serd proporcional a la cantidad de DNA amplificado [66]. El termociclador determina la
intensidad de fluorescencia en cada ciclo del ensayo, devolviendo una curva sigmoidea para cada reaccién,
lo que nos permitira cuantificar la cantidad inicial del DNA amplificado.

Para cuantificar los niveles de expresidon de un determinado gen a nivel de mRNA bajo unas condiciones
dadas, lo mas habitual es obtener librerias de cDNA a partir de muestras de RNA previamente purificado.
Es el caso de nuestro ensayo, en el que realizamos una cuantificacién relativa de la expresidn de una serie
de genes de interés. La cuantificacion relativa de la expresién génica implica el uso de un gen de referencia
constitutivamente expresado, respecto del que normalizar los resultados obtenidos para los genes de
interés. Dada la tasa de expresion relativamente baja de nuestras dianas, escogimos TBP (Tata box-binding
protein) como gen de referencia, cuya expresion es también baja [65]



3.7.1. Extracciéon de RNA

3.7.1.1. Factores criticos en el trabajo con RNA
Las ribonucleasas (RNasas) son enzimas altamente estables y activos que habitualmente no requieren
cofactores para funcionar. Son dificiles de inactivar e incluso en cantidades marginales son capaces de
degradar el RNA con el que se trabaja. Es por ello durante la purificacidn y el tratamiento de muestras de
RNA deben tomarse una serie de precauciones. Es fundamental trabajar en condiciones asépticas. Para
eliminar la contaminacion por RNasas del banco de trabajo, los tubos y el equipo de laboratorio, se pueden
preparar soluciones utilizando reactivos comunes de laboratorio, como detergentes, etanol o NaOH-EDTA.
Alternativamente, se comercializan productos como RNaseZAP™ (ThermoFisher) que aseguran una
correcta eliminacidn de este tipo de contaminaciones [67].

Los tubos en los que se contengan las muestras deben mantenerse cerrados siempre que sea posible para
prevenir la introduccién inadvertida de RNAsas a la muestra. Si se trabaja con muestras de RNA purificado,
estas deben ser mantenidas en hielo para asegurar su integridad de cara a aplicaciones posteriores. Todo
el instrumental de plastico y cristal utilizado debe haber sido previamente autoclavado y, preferiblemente,
ser tratado con detergentes que aseguren la ausencia de RNasas [67].

Por ultimo, tanto el agua como cualquier solucidn que vaya a estar en contacto con el RNA y que sea
potencialmente susceptible de contaminacion por RNasas deberda haber sido tratada con
dietilpirocarbonato (DEPC), un agente alquilante que inhibe las RNAsas de forma muy eficaz. EI DEPC 0.1%
inactiva las RNasas por modificacion covalente de las mismas, lo que asegura la aptitud de las soluciones
tratadas con este para el trabajo con RNA [67, 68].

3.7.1.2. Protocolo de extracciéon de RNA

Se plaquearon 1,5 - 10° células de las lineas celulares BxPc-3 y HPAF-Il en placas de 10 mm y se les permitid
adherirse a la placa y crecer durante 72 horas. Las células fueron entonces tratadas con concentraciones
de erlotinib andlogas a sus ICsp (14,12 y 10,34 uM, respectivamente) o Unicamente con el medio de cultivo
como control, e incubadas durante 24 horas. Pasado este tiempo, se descarté el medio de cultivo y las
células fueron lavadas con PBS e inmediatamente tripsinizadas. Se realizé un recuento de la densidad de
células por mililitro en un hemocitdmetro mediante el test de exclusiéon con azul de tripano. Las células
fueron entonces centrifugadas a 1500 rpm durante 5 minutos a 4 °C. El sobrenadante se descartd y el
pellet celular restante fue resuspendido en PBS y alicuotado en tubos eppendorf independientes con
5 - 10° células por tubo. Los tubos eppendorf fueron entonces centrifugados a 2600 rpm durante 10
minutos a 4 °C, se elimind el PBS y los pellets obtenidos se congelaron a -80 °C.

La extraccion de RNA total se realizé a partir de los pellets celulares previamente obtenidos, utilizando
una columna de purificacién RNeasy spin column (ThermoFisher) y siguiendo las instrucciones del
fabricante. Esta columna presenta una membrana que retiene selectivamente el RNA, dejando pasar el
resto de los componentes de la muestra a lo largo del protocolo. El RNA queda adsorbido a la membrana
hasta que, una vez eliminados los contaminantes de la muestra se provoca su desorcion, obteniendo una
muestra de RNA purificado.

Se descongeld una alicuota de cada pellet, y las células fueron lisadas utilizando 350 uL del buffer RLT
suministrado en el kit RNeasy. Se centrifugaron durante 5 minutos a 300 x g y a continuacién se
homogeneizd el lisado utilizando una jeringa acoplada a una aguja de 0.8 mm de didmetro. Se afiadieron
350 uL de etanol 70% RNasa-free diluido en agua DEPC a cada tubo eppendorf y se transfirié la totalidad
del volumen de cada tubo a una columna RNeasy, colocada sobre un tubo colector con el que descartar
los contaminantes eluidos después de cada centrifugacion. Se centrifugaron las columnas a 10 000 rpm
durante 15 segundos y el eluido fue descartado.



Con el fin de eliminar de las muestras la contaminaciéon por DNA gendmico se prepard una solucién de
DNasa |, diluyendo) una alicuota de la solucién stock en tampdn RDD hasta el 20% (v/v) de DNasa I. Se
realizd un lavado afiadiendo 350 uL de tampdn RW1 a cada columna. Se centrifugaron las columnas a 10
000 rpm durante 15 segundos y el eluido fue descartado. Se afiadieron 80 pL de la solucién de DNasa |
preparada previamente. Las columnas fueron cuidadosamente homogeneizadas por inversidon y se
incubaron a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se aifadieron entonces 350 pL del tampén RW1
a cada columnay estas fueron nuevamente centrifugadas durante 15 segundos a 10 000 rpm, eliminando
de este modo los restos del DNA degradado. A continuacién, se realizaron dos lavados con 500 uL de
tampon RPE, centrifugando a 10 000 rpm durante 15 segundos y 2 minutos, respectivamente. La
centrifugacidn larga pretende secar la columna asegurando que se eliminan los restos de etanol que
puedan quedar en la membrana, que podrian interferir en las subsecuentes reacciones de ser eluidos con
el RNA purificado. Para eliminar los ultimos restos del buffer RPE se colocé la columna en un nuevo tuvo
colector y se centrifugd a maxima velocidad durante 1 minuto. Finalmente, para eluir el RNA purificado
se colocd la columna en un tubo eppendorf, se afiadieron 50 uL de agua RNAsa free y se centrifugd
durante un minuto a 10 000 rpm.

La concentracién y calidad del RNA total extraido fueron evaluadas midiendo la absorbancia de una
alicuota de 1 plL de cada muestra mediante un espectrofotometro ND-1000 (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, USA) a 260 nm. Ademas de la concentracion de RNA en ng/uL, el NanoDrop devuelve un
espectro de emisién de la muestra y calcula las ratios de absorbancia 260/280 y 260/230, indicativos de
la contaminacién por etanol, cloroformo, fenol u otras especies organicas, el primero; y por proteinas y
otras especies que emiten en el espectro UV, el segundo ratio.

3.7.2. Reaccion de retrotranscripcion

Cuando se pretende evaluar por RT-PCR el nivel de expresion de un determinado transcrito de mRNA, lo
mas habitual es realizar previamente una reaccion de retrotranscripciéon (RT) en la que, utilizando primers
degenerados o aleatorios y una transcriptasa inversa, se genera una libreria de DNA complementario de
doble cadena (cDNA) con el RNA de la muestra como molde, obteniendo una copia exacta de la
composicion de RNA de la muestra original, en forma de cDNA. La finalidad de provocar esta reaccién
reside en el hecho de que el RNA es una molécula altamente inestable, lo que hace que se degrade con
facilidad. El DNA, en cambio, es mucho menos labil, lo que contribuye a asegurar la integridad de las
muestras utilizadas en los ulteriores ensayos de RT-PCR.

Con este fin, se retrotranscribi6 1 pg de cada muestra de RNA a cDNA 1313 4. composicion de la

utilizando el kit de transcripcién inversa High Capacity cDNA (Applied  Master Mix 2X. Volimenes

Biosystems). Siguiendo las instrucciones del fabricante, se preparé una  calculados para 5 muestras,

RT master mix 2X cuya composicion se presenta en la tabla 4. Partiendo ~ considerando un exceso equiva-
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3.7.3. Protocolo RT-PCR

Previamente a la ejecuciéon del ensayo se determinaron las eficiencias de las sondas utilizadas. Para ello,
se realizd un banco de diluciones entre 1/25 y 1/5000 utilizando el cDNA obtenido a partir de las células
BxPc-3 control. Cada dilucidn utilizada para las diferentes sondas fue preparada por triplicado.
Comprobamos que las cuatro sondas utilizadas presentaban eficiencias entorno al 100% (no se muestran
los datos). A partir de los valores de Ct obtenidos para cada sonda y dilucidn, se resolvié que en los futuros
ensayos se utilizarian diluciones 1/100 de cada muestra. Para la evaluacidén de las eficiencias y la
realizacion de los subsecuentes ensayos de cuantificacion relativa de ligandos de la familia EGF, se
utilizaron sondas TagMan (Applied Biosystems) predisefiadas y especificas para NRG-1, EPR, TGF-ay TBP,
respectivamente. Se prepararon diluciones 1/100 de las muestras de cDNA; el reactivo TagMan™
Universal PCR Master Mix, no AmpErase™ UNG (Applied Biosystems) fue mezclado con las sondas a
utilizar, en una proporcién de 1 pL de sonda por 10 pL de master mix. Los ensayos por RT-PCR se realizaron
en placas MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode (Applied Biosystems) utilizando el
sistema 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) para llevar a cabo la reaccion.

En cada pocillo de la placa se llevd a cabo una reaccion de RT-PCR conteniendo 11 pL de la master mix
preparada para una determinada sonda y 9 pL de muestra. Cada muestra fue preparada por triplicado. La
placa fue sellada, centrifugada durante 1 minuto a 2000 rpm y finalmente introducida en un ciclador 7300
Real-Time PCR System (Applied Biosystems), configurado con las siguientes condiciones: 95 °C durante 10
minutos; seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95 °Cy finalmente 60°C a 1 minuto. Cada ensayo se llevé
a cabo por triplicado. La cuantificacidn relativa de los niveles de expresién de ligandos de la familia EGF
fue calculada siguiendo las metodologias 2%y 222 y |os niveles de mRNA fueron normalizados respecto
del mRNA del gen constitutivo TBP.

3.8. Criterios éticos y sostenibilidad

A lo largo del procedimiento experimental del presente trabajo se intentd optimizar en todo momento el
uso de los recursos utilizados, procurando minimizar la generacién de residuos y el impacto econémico y
ambiental de nuestra labor en la medida de lo posible. Se ejercié una correcta clasificacion de residuos y
se procuro aplicar buenas practicas de laboratorio desde el comienzo del proyecto.

El cultivo de células animales, sin embargo, supone una inevitable constante en cuanto a impacto
ambiental. La necesidad de trabajar en condiciones enteramente estériles resulta en un consumo muy
elevado de material de un solo uso. No obstante, los cultivos celulares han supuesto una reduccion en la
necesidad de experimentar con animales, cuya utilizacion con fines de investigaciéon pretende hoy
minimizar el volumen de animales que se utilizan y el sufrimiento que se causa a los mismos.

Con tal de garantizar la reproducibilidad de nuestros resultados, se realizaron tantos experimentos
independientes de cada ensayo como fueron necesarios, de forma que pudiéramos afirmar
rigurosamente la validez de los resultados que se exponen. Los datos fueron tratados desde el neutralismo,
contrastando diferentes opiniones para eliminar cualquier posible subjetividad confirmatoria.



V. RESULTADOS

4.1. Sensibilidad a erlotinib

En primer lugar, comprobamos el efecto provocado por erlotinib sobre la proliferacién de las lineas
celulares de PaC AsPc-1, BxPc-3, Capan-1y HPAF-II. Las cuatro lineas mostraron diferencias considerables
en sus curvas de respuesta al tratamiento, y en cuanto a su sensibilidad frente a este. Ninguna de las lineas
celulares utilizadas presenté un descenso critico en su tasa de proliferacidén en respuesta a la aplicacién
de concentraciones crecientes del inhibidor, pero todas ellas mostraron un cierto grado de sensibilidad
dosis-dependiente [Figura 6A].

La sensibilidad celular a un determinado farmaco se establece a partir de la concentracidon necesaria para
provocar una inhibicion del 50% de la proliferacién respecto del control sin tratar (ICso). Nuestros
resultados evidencian una elevada sensibilidad a erlotinib por parte de la linea AsPc-1 (ICso = 6,8 uM), en
la que bajas concentraciones del farmaco fueron suficientes para provocar un marcado efecto citostatico
mediado por la inhibicién de EGFR [Figuras 6A y 6B]. Este efecto antiproliferativo se mostrd dosis-
dependiente hasta alcanzar una concentracion en torno a 10 uM de erlotinib, por encima de la cual el
aumento de la dosis del inhibidor apenas provocd un ligero descenso en la proliferacién de AsPc-1.
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Figura 6. (A) Viabilidad celular en respuesta a concentraciones crecientes de erlotinib. La proliferacion obtenida para cada
concentracién del farmaco fue normalizada respecto del control sin tratar (100% de proliferacién). Cada punto corresponde
al promedio de los triplicados de cada experimento. La curva de sensibilidad fue calculada como regresién logistica no lineal
de cuatro parametros mediante el software Gen5, a partir de un minimo de tres experimentos independientes para cada
linea. (B) Concentracion de erlotinib necesaria para inhibir el 50% de la proliferacién en cuatro lineas celulares de PaC (ICsp +
SEM). Las ICso fueron calculadas por interpolacidn a partir de la curva de sensibilidad establecida.



BxPc-3 (ICso = 14,12 uM) y HPAF-II (1Cso = 10,38 uM) se mostraron moderadamente sensibles al EGFR-TKI.
En su caso, el efecto inhibidor de erlotinib aumentd a medida que su concentracion lo hacia, en todo el
rango de concentraciones aplicado. Mientras que en AsPc-1 el efecto de erlotinib se saturd a partir de
concentraciones moderadas, BxPc3 y HPAF-Il se vieron mas afectadas por la aplicacion de altas
concentraciones del inhibidor. En cambio, Capan-1 (ICso > 50 uM) demostrd ser intrinsecamente resistente
a erlotinib, lo que nos impidid calcular un valor de I1Cso para esta linea. El impacto provocado por el fadrmaco
sobre la proliferacién de Capan-1 fue limitado, precisando grandes concentraciones de este para provocar
un leve efecto citostdtico. Mientras que el resto de lineas analizadas mostraron valores de viabilidad poco
variables, el efecto observado sobre Capan-1 fue en la mayoria de los casos muy poco repetitivo entre
réplicas. No obstante, nuestros resultados permiten atribuir a Capan-1 un pobre grado de sensibilidad al
EGFR-TKI.

4.2. Analisis comparativo del nivel de expresion de receptores ErbB en lineas
celulares de PaC.

Para continuar caracterizando las lineas celulares utilizadas en nuestro estudio, determinamos por
inmunoblotting sus niveles de expresidon proteica para los receptores ErbB1/2/3 [Figuras 7A y 7B]. En
primer lugar, se establecié la cantidad de proteina total —obtenida a partir de los lisados celulares de cada
linea- que se debia cargar en el gel para poder detectar los tres receptores. Inicialmente se cargaron 10y
20 ug, pero se determind que 10 ug eran insuficientes para detectar HER2 y HER3. Esto nos llevo a cargar
20y 40 ug de proteina total de cada linea celular en los geles para estos receptores, con el fin de aportar
validez a nuestros resultados. Ambas cantidades mostraron ser adecuadas para la deteccién de estos
receptores, sin llegar a saturar la intensidad de sus bandas. Esta saturacion si que se observd en el
revelado de tubulina de los carriles cargados con 40 ug de proteina total.
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Figura 7. (A) Expresidn basal a nivel proteico de receptores ErbB en cuatro lineas de cancer de pancreas. Las bandas de los
tres recuadros superiores corresponden, respectivamente, a EGFR, HER2 y HER3. El gel SDS-PAGE de EGFR fue cargado con
10 y 20 pg de proteina total a partir de lisados de las lineas celulares; mientras que para la deteccion de HER2 y HER3 se
emplearon 20y 40 pg. En los tres geles se observa un aumento de la sefial proporcional a la cantidad de proteina total cargada
para cada linea. El recuadro inferior corresponde a tubulina, una proteina de referencia constitutivamente expresada, cuya
sefial aparece saturada entre 20 y 40 pg. (B) Cuantificacidn relativa de la intensidad de sefial de los tres receptores en cada
linea. La intensidad de sefial de cada carril fue normalizada por su respectiva tubulina. Las cuantificaciones se realizaron con
el software ImagelJ a partir de las bandas correspondientes a carriles cargados con 20 pg de proteina total.



Las cuatro lineas demostraron coexpresar los tres receptores analizados. AsPc-1 mostré una pronunciada
sobreexpresidn del receptor EGFR, marcadamente superior a la cantidad expresada por el resto de lineas.
Apenas pudimos detectar una tenue banda de EGFR en Capan-1, lo que, sumado a su insensibilidad a
erlotinib sugiere un bajo nivel de dependencia hacia la via EGFR en esta linea. Mientras que el resto de las
lineas mostraron expresar fundamentalmente EGFR y HER3, en Capan-1 observamos una prominente
presencia de ErbB2, compariiero de dimerizacién preferido por el resto de receptores de la familia. Esta
elevada expresidn de ErbB2 podria estar contribuyendo a la resistencia intrinseca a erlotinib mostrada
por Capan-1.

BxPc-3 y HPAF-II mostraron similitud en cuanto a sus niveles de expresion de los receptores ErbB1/2, en
consistencia con sus semejantes ICso para erlotinib. Ambas manifestaron una considerable presencia de
ErbB1, mientras que expresan bajos niveles basales de ErbB2. Comparativamente, AsPc-1 mostrd una
significativa expresion del receptor ErbB2.

Por ultimo, las cuatro lineas demostraron expresar ErbB3 moderadamente. De los tres receptores
analizados, HER3 mostrd ser el menos expresado por Capan-1, mientras que el resto de las lineas
exhibieron mayor presencia de HER3 que de HER2. La expresion de ErbB3 de HPAF-Il fue remarcablemente
elevada, equiparable a la mostrada para EGFR. Del mismo modo, AsPc-1 demostréd también una
considerable expresién de HER3. Aun con su escaso nivel de expresién de HER2, la marcada
sobreexpresiéon de EGFR y sus altos niveles de HER3 sugieren una pronunciada dependencia fenotipica en
AsPc-1 hacia las vias ErbB.

Nuestros resultados también parecen indicar la coexistencia de receptores ErbB2 con diferente nivel de
glucosilacidn en las lineas AsPc-1y BxPc-3 [Figura 7A]. Tal observacidon se deduce del hecho de que en este
gel aparezca una doble banda en los carriles correspondientes a estas lineas. La banda superior
corresponderia a ErbB2 en un estado fuertemente glucosilado, lo que aumentaria su peso molecular
haciendo que corra en menor medida durante la electroforesis SDS-PAGE. Sin embargo, seria necesario
realizar experimentos adicionales para comprobar este indicio. Una forma de comprobarlo seria tratar las
células con un enzima con actividad glucosidasa antes de realizar los lisados y comprobar si desaparece la
doble banda.

4.3. Patron de expresion génica de ligandos de la familia EGF

Finalmente, nos propusimos determinar el papel de tres ligandos de la familia EGF en la resistencia
intrinseca y adquirida al tratamiento con erlotinib. Para ello, realizamos una cuantificacion relativa por
RT-PCR del patréon de expresion basal y bajo tratamiento de los ligandos NRG-1B (que se une a HER3 y
HER4), EPR (capaz de unirse a EGFR y HER4) y TGF-a (de unién exclusiva a EGFR y considerado, junto con
EGF, su principal ligando).

La linea BxPc3 (ICso = 14,12 uM) mostré expresar en una medida similar los ligandos NRG-1 y TGF-a en
condiciones basales, mientras que su expresién para EPR fue sensiblemente mas baja [Figura 8]. La
coexpresion de estos tres factores de crecimiento, junto con sus distintas especificidades de unién a
receptor, conferirian a BxPc-3 la capacidad para activar a ErbB1/3/4, los tres receptores de la familia para
los que se conocen ligandos. En consecuencia, la expresiéon de ligandos que demuestra nuestro estudio
para BxPc-3, junto con la elevada presencia de EGFR y HER3, permitirian un cierto grado de activacién de
las vias ErbB en condiciones basales. Asi mismo, BxPc3 habia demostrado una moderada presencia de
ErbB2, companero preferido de dimerizacién del resto de receptores de la familia, para el que no se
conocen ligandos que lo activen. En caso de que BxPc-3 exprese también ErbB4, su expresidon de los tres
ligandos analizados le permitiria activar todos los receptores de la familia en condiciones basales.
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Figura 8. Patrdon de expresion de mRNA de tres ligandos de la familia EGF en células BxPc3 y HPAF-II. Los niveles de mRNA de
cada ligando (NRG-1, neuregulina-1; EPR, epirregulina; y TFG- a, Transforming growth factor-a) se evaluaron por real time-
PCR en condiciones basales y bajo tratamiento durante 24h con concentraciones de erlotinib analogas a sus IC50. Los valores
se normalizaron por el nivel de expresion determinado para TBP. Cada barra representa el promedio + SD de tres
experimentos independientes. Las diferencias estadisticamente significativas se determinaron mediante t-test multiple. Los
asteriscos indican: ** (p < 0.001), * (p < 0.005).

En respuesta al tratamiento con erlotinib, BxPc-3 alterd el patron de expresién de los tres factores de
crecimiento analizados. Resulta sorprendente cémo la inhibicidn de EGFR provocdé un aumento
estadisticamente significativo en la expresién de TGF-a y EPR. El primero se une de forma exclusiva a EGFR,
mientras que EPR es capaz de unirse también a HER4, lo que podria proporcionar a BxPc3 una via de
escape al efecto citostatico provocado por la inhibicién de EGFR. Sin embargo, la transcripcidn del gen
NRG1 se vio negativamente afectada, aunque no totalmente abolida, por el tratamiento.

HPAF-Il (ICso = 10.4 uM), en cambio, mostré unos niveles basales de expresion de EPR y TGF-a
considerablemente mas elevados que los observados en BxPc-3. Su nivel de mRNA de NRG-1 resulté ser
indetectable antes y después del tratamiento con erlotinib, lo que resulta sorprendente asumiendo que
HPAF-II habia mostrado el nivel de expresidn de HER3 mas elevado de las cuatro lineas analizadas. En
respuesta al tratamiento con erlotinib, HPAF-Il presentdé una regulacion negativa estadisticamente
significativa de TGF-a, mientras que los niveles de EPR no variaron significativamente (p = 0.264).



V. DISCUSION

5.1. Papel de la heterogeneidad tumoral en resisténcia

Las diferencias fenotipicas intra- e intertumorales constituyen uno de los principales factores que limitan
la efectividad de las terapias dirigidas como erlotinib [8]. Las lineas celulares utilizadas en presente estudio
muestran procedencias muy diferentes, lo que resulta en la presencia de diferentes alteraciones genéticas
y metabdlicas que condicionan la efectividad del tratamiento [10]. Los valores de ICsp obtenidos por
nuestro grupo para las cuatro lineas celulares analizadas ejemplifican este condicionamiento: mientras
que AsPc-1, BxPc-3 y HPAF-II se mostraron relativamente sensibles al tratamiento con erlotinib, Capan-1
demostraron ser extremadamente resistentes al mismo.

Diferentes autores han evaluado Ila sensibilidad a erlotinib de lineas celulares de PaC
—incluyendo las que utilizamos en este estudio-, a menudo con resultados controvertidos. Las lineas AsPc-
1, BxPc-3 y HPAF-Il muestran en general valores de ICso entre 1y 15 uM de erlotinib, lo cual es consistente
con nuestros resultados [47, 70, 71]. Sin embargo, no necesariamente se mantiene el orden de
sensibilidad determinado en nuestros ensayos de proliferacién (AsPc-1 > HPAF-II > BxPc-3 >> Capan-1).
Pero el caso de Capan-1 es especialmente llamativo: mientras que nosotros no pudimos establecer un
valor de ICso dentro del rango de concentraciones aplicado, Furugaki et al. [72] reportaron una ICso de 3
UM para Capan-1. En cambio, Lange et al. [70] detectaron también un pobre grado de sensibilidad en
Capan-1.

Varios factores pueden ser causantes de estas diferencias. En primer lugar, el disefio experimental
utilizado por diferentes grupos es muy variable. Furugaki et al. incubaron las lineas HPAC y Capan-1
durante 4 y 6 dias, respectivamente, en presencia del fdrmaco [72]. En cambio, Lange et. al. redujeron la
incubacién con erlotinib a 24h, obteniendo menor sensibilidad. Nuestro estudio permitié al tratamiento
actuar durante 48 horas para todas las lineas. Los tiempos de incubacién utilizados por Furugaki et al. son
insuficientes para desencadenar grandes adaptaciones, por lo que resulta licito pensar que estos
contribuyan al marcado efecto citostatico que obtuvieron. Sin embargo, nuestros resultados demuestran
gue 24 horas de tratamiento con la ICso del farmaco son suficientes para provocar un primer cambio en la
expresion de ligandos de la familia EGF, contribuyendo al desarrollo de resistencias. Segundo, el estado
de las lineas celulares es un condicionante constante en el trabajo con cultivos celulares. A medida que
aumenta el numero de subcultivos de una determinada linea celular, sus células dejan progresivamente
de parecerse a las que se cultivaron inicialmente. De este modo, una misma linea celular cultivada en
diferentes laboratorios puede acabar presentando fenotipos muy desiguales como consecuencia de la
aparicién de mutaciones, alteraciones epigenéticas, etc. Estas diferencias afectaran a los resultados de
sensibilidad de aquella linea obtenidos por distintos grupos, perjudicando la reproducibilidad de tales
resultados.

Las alteraciones oncogénicas que exhibe una célula determinan la conveniencia de una terapia concreta
frente a aquel fenotipo, especialmente en el caso de las terapias dirigidas. Incluso si la célula presenta la
anomalia contra la que se dirige una determinada terapia —en el caso de erlotinib, la sobreexpresion de
EGFR-, aquella célula puede ser intrinsecamente resistente al tratamiento. [8] A pesar de que nuestro
estudio detectd elevados niveles de expresién de EGFR en las lineas BxPc-3 y HPAF-II, estas tan solo
mostraron una sensibilidad moderada al farmaco. La composicion de receptores ErbB las cuatro lineas de
PaC analizadas mostré una cierta relacion con la sensibilidad a erlotinib, aunque no pudimos detectar una
correlacidn clara basada en este criterio. La expresion de receptores de otras familias, el establecimiento
de bucles autocrinos, mutaciones oncogénicas, etc. hacen que los niveles de expresién de RTKs ErbB sean
insuficientes como marcadores de sensibilidad a erlotinib. Las considerables diferencias de sensibilidad



determinadas por nuestros ensayos de proliferacion evidencian la necesidad de encontrar marcadores
tumorales que permitan predecir la respuesta que presentara un paciente frente a la terapia con erlotinib.

Hasta la actualidad, la eficacia de la mayoria de terapias dirigidas ha sido limitada. La inhibicidn especifica
de moléculas que han mostrado un fuerte potencial oncogénico ha mostrado ser insuficiente para
provocar un efecto terapéutico duradero. Los mecanismos de resistencia intrinseca y la adquisicidn de
nuevos mecanismos de resistencia han supuesto factores limitantes de la efectividad de terapias dirigidas.
Cuando el tumor pancreatico se enfrenta por primera vez a la aplicacion de erlotinib y gemcitabina, puede
producirse al principio una sinergia que resulte en regresion tumoral. Pero incluso si un paciente responde
inicialmente a la terapia, ciertas células del tumor podrian mostrarse intrinsecamente resistentes a la
misma. Estas acabaran encontrando vias de escape mas o menos efectivas que les permitiran evadir los
efectos del tratamiento. Por tanto, la consecucién de terapias dirigidas realmente beneficiosas para el
paciente requerira un mejor entendimiento de los mecanismos de resistencia a las mismas.

5.2. Expresion basal de NRG-I, EPR y TGF-a en BxPc-3 y HPAF-II

Dada la accién auto-, para- y yuxtacrina de estos ligandos y la naturaleza secretora de su sintesis,
consideramos que seria mads preciso realizar un analisis de la expresidn de estos ligandos a nivel de mRNA.
De haber analizado por inmunoblotting la cantidad de proteina expresada, nuestros resultados se habrian
visto negativamente afectados por la secrecion de los ligandos al medio extracelular y por los factores de
crecimiento contenidos por el suero fetal con que se suplementa el medio de cultivo.

Existen numerosos puntos de control en la sintesis de ligandos de la familia EGF, como la protedlisis de
sus precursores proteicos por parte de metaloproteasas de la familia ADAMs [26]. En consecuencia, los
niveles de mRNA de estos ligandos no son necesariamente representativos de los niveles de sus
respectivos factores de crecimiento que seran finalmente secretados. Sin embargo, los niveles de
expresion de los genes TGFA y EPR que detectamos en la linea HPAF-Il en condiciones basales fueron
realmente destacables. En este sentido, nuestros resultados sugieren fuertes bucles autocrinos basados
en estos factores de crecimiento, que proveerian a la célula una ventaja proliferativa. La actividad
paracrina, yuxtacrina e intracrina de estos ligandos contribuiria también al mantenimiento del fenotipo
tumoral de HPAF-II.

No obstante, la elevada expresién de TGF-a y EPR en HPAF-II, junto con la destacable presencia de EGFR
en su membrana plasmatica, sugieren también un cierto grado de dependencia hacia la via EGFR, lo que
podria contribuir a la sensibilidad mostrada por HPAF a erlotinib. Por otro lado, nuestros ensayos no
pudieron detectar expresion de NRG-1 en HPAF-II. Llama la atencidn que, siendo esta la linea que mas
HER3 expresa de las cuatro analizadas, y expresandolo en una medida similar que EGFR, sus niveles
basales de mRNA de NRG-1 fueran indetectables. Nuestros resultados contrastan con la tendencia que
varios autores [39-43] han venido sefialando hacia la importancia del receptor HER3 y del eje de
sefializacion NRG-1/HER3 en la proliferacion y supervivencia de células de PaC.

El hecho de que nuestro estudio considere tan solo la isoforma NRG-1B nos impide asegurar la falta de
actividad de las vias iniciadas por HER3 en la linea HPAF-Il. Varios factores impiden alcanzar esta
conclusién: en primer lugar, a HER3 se une también NRG-2, ligando que nuestros ensayos no
contemplaron. Segundo, se conocen mas de 20 variantes de splicing alternativo de los ligandos NRG-1y
NRG-2 [73] Finalmente, Liles et al. indicaron que buena parte de las neuregulinas que utiliza el cancer
pancreatico para progresar son aportadas por el estroma tumoral [43]. El adenocarcinoma pancreatico es
precisamente uno de los tumores sélidos mas ricos en estroma conocidos, lo que provee a las células del
interior del tumor de un microambiente idéneo para promover su proliferacién, supervivencia e invasion



[74]. En este sentido, el papel crucial jugado por el estroma en PaC sugiere que nuestros modelos celulares
serian insuficientes para asegurar una falta de relevancia del eje de sefializacién NRG-1/HER3 en la
etiologia del cancer pancreatico.

La coexpresién que mostré BxPc-3 en condiciones basales de los receptores ErbB y los tres ligandos de la
familia EGF analizados en nuestro estudio reduciria el efecto citostatico de erlotinib al permitir la
activacidén de vias alternativas a EGFR sin necesidad de provocar un cambio en el patrén de expresién.
Esta diversidad contribuiria al mantenimiento de la proliferacién y la supervivencia de sus células,
mediante un mecanismo de resistencia intrinseca. A pesar de presentar una expresion de EPR y TGF-a
menos marcada que HPAF-II, su expresién de NRG-1 podria tener un papel en su menor sensibilidad al
farmaco, al proveer a las células de un mecanismo de resistencia intrinseca.

5.3. Alteracion del patron de expresion de ligandos de la familia EGF como
mecanismo de resistencia adquirida

Ademas de la moderada expresion basal de NRG-1 que demuestra nuestro trabajo en BxPc-3, esta se vio
negativamente regulada en respuesta a erlotinib. Esta disminucidn en la expresion de NRG-1 contrasta
con los resultados obtenidos por Liles et al., quienes habian propuesto que la interaccion NRG-1/HER3
contribuia no solo a la proliferacién de células de PaC, sino también a su adquisicion de resistencia a
terapias antitumorales [42]. Sin embargo, los RTKs habitualmente son capaces de provocar su maxima
intensidad de respuesta bajo activacién por ligando de un pequeiio porcentaje de receptores [69]. Por
tanto, el nivel de expresidn que mostré BxPc-3 en respuesta a erlotinib podria ser suficiente para
mantener la activacidon de HER3, cuya sefializacién intracelular podria proveer a la célula un mecanismo
de resistencia adquirida que sustentara su proliferacion y supervivencia frente a la inhibicidon de EGFR.

Liles et al. habian indicado posteriormente que la aportacién exdgena de NRG-1 estimulaba la
proliferacién de las lineas celulares Capan-1, HPAF-Il y AsPc-1, pero no de BxPc-3, después de tratarlas
con erlotinib [43]. Sus resultados concuerdan también con la expresiéon de HER3 determinada por nuestro
grupo mediante inmunoblotting. Nuestro trabajo demuestra que BxPc-3 presenta una moderada
expresion basal de NRG-1, lo que concuerda con el hecho de que un aporte extra de tal ligando no tenga
un efecto sobre su proliferacion. La falta de expresidn de NRG-1 en HPAF-II, junto con su elevado nivel de
expresion de HER3, es también congruente con el aumento en la viabilidad celular observado por Liles et
al. tras suministrarles NRG-1.

El hecho de que BxPc-3 aumentara su expresion de EPR y TGF-a, mientras continuaba expresando NRG-1,
estaria también implicado en el mantenimiento de la proliferacién, constituyendo un mecanismo de
resistencia adquirida. En caso de que la célula exprese HER4, la regulacién positiva de EPR permitiria una
mayor activacion de este receptor. De este modo, BxPc-3 estaria reduciendo el efecto citostatico de
erlotinib por activacién de receptores ErbB alternativos —presumiblemente, HER2, HER3 y HER4-, gracias
a su coexpresion de los tres ligandos analizados y al aumento de expresién de EPR y TGF-a. HPAF-Il apenas
vario su expresion de EPR frente a la inhibicion de EGFR mediada por erlotinib.

En caso de que HPAF-II exprese HER4, EPR podria continuar activandolo, por lo que es posible que el
mantenimiento de la expresién de EPR tenga una significacion en este sentido. La expresion de TFG-a
—de unién exclusiva a EGFR- se vio, en cambio, mermada en respuesta a la inhibicién del receptor. No
obstante, el nivel de expresidon de ambos ligandos continué siendo sensiblemente mas elevado que el
observado en BxPc-3, por lo que deberia ser suficiente para sostener la proliferacién celular en respuesta
a erlotinib. Aun asi, el hecho de que HPAF-II se mostraran ligeramente mas sensibles al EGFR-TKI que BxPc-
3 podria presentar una relacion con sus respectivos cambios de patrones de expresidn y con la ausencia
de expresion de NRG-1 en HPAF-II.



VL. FUTURE PERSPECTIVES AND CONCLUDING REMARKS

6.1.

General conclusions

The conclusions of the study are:

1.

AsPc-1, BxPc-3 and HPAF-II cell lines proved to be moderately sensitive to treatment with erlotinib,
whereas Capan-1 was insensitive to it.

The four analyzed PaC cell lines shown to coexpress EGFR, HER2 and HER3 receptors to a different
extent.

The expression levels of EGFR did not show to be a good marker of sensitivity to erlotinib. The
coexpression of the three receptors analyzed showed to be a better, but not absolute, marker of
sensitivity.

BxPc-3 coexpressed moderate basal mRNA levels of NRG-1, EPR and TGF-a, whereas expression
of NRG-1 was undetectable in HPAF-II. This line showed a strong expression of EPR and TGF-aq,
whose levels were much higher than those observed in BxPc-3.

The expression of these ligands would contribute to reduce sensitivity to erlotinib in both lines
through an intrinsic resistance mechanism.

Treatment with erlotinib provoked a change in the expression pattern of the three ligands
analyzed in BxPc-3, which upregulated EPR and TGF-a and downregulated the expression of
NRG-1.

Changes in the expression pattern of ligands of the EGF family within 24 hours contributed to
evade EGFR inhibition by an acquired resistance mechanism, but they could be related to the
higher sensitivity to erlotinib showed by HPAF-II, in comparison to BxPc-3.

The phenotypic differences observed in terms of (i) coexpression of ErbB receptors, (ii)
coexpression of EGF ligands and (iii) alteration of the expression pattern of the analyzed ligands,
proved to be a more accurate criterion for predicting sensitivity to erlotinib that not only the
coexpression of ErbB receptors.



6.2. Future perspectives and final remarks

Over the last decades, there has been a dramatic increase in knowledge of the biochemistry of the ErbB
family. The way in which its activity is regulated under physiological conditions and the way in which it
fails in the tumor cell is being deepened. [29] We have an ever deeper knowledge about internalization,
recycling and degradation of ErbBs; their cytoplasmic functions; their translocation to the nucleus and the
functions that they can exert within it (phosphorylation of transcription factors, action of the receptor
itself as a transcription factor, activation of his own expression...), among others [23, 75]. However, the
molecular mechanism by which the cell detects the erlotinib-mediated reduction in EGFR activity is not
completely known. Knowledge of how this detection occurs and how the cell responds to it could provide
a basis for overcoming this mechanism of acquired resistance.

In cancer, the acquisition of resistance to chemotherapies occurs through a cyclic and cumulative process
of adaptation and natural selection. [44] In PaC patients, the acquired resistance to erlotinib appears
within few weeks, while other tumor types can take up to months to become refractory to treatment [20].
Our study shows that 24 hours of treatment with the 1Cso of EGFR-TKI erlotinib were enough to provoke a
first resistance mechanism, but it would be interesting to evaluate the way in which the same cells
respond after continuous exposure to erlotinib. Under these conditions, weeks or months of exposure to
this drug would cause an intense selection phenomenon, in which it is expected that those cells that
prevail in that environment respond much more appropriately, optimizing the way they circumvent
erlotinib-mediated inhibition and, therefore, becoming totally insensitive to it.

According to the autocrine hypothesis of Sporn, Todaro and Roberts, [50] our results demonstrated that
the alteration in the expression pattern of EGF-related ligands contributes to evade the inhibition of EGFR.
The formation of autocrine loops has shown once again a role in tumor etiology, as well as in resistance
to chemotherapeutics. But the change in the expression pattern of EGF-related ligands had previously
been demonstrated as a mechanism of resistance in a number of epithelial adenocarcinomas, including
prostate, breast, head and neck or colorectal tumors. Our group adds pancreatic adenocarcinoma to this
list, suggesting a phenomenon of critical significance. The list is now long enough to think that this
mechanism of acquired resistance may be universal: tumorigenesis and evasion of chemotherapeutics
through the establishment of ErbB autocrine loops could constitute a common thesis to all
adenocarcinomas of epithelial origin.
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