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RESUMEN

El cancer es el resultado de la activacién anormal de programas de crecimiento en las células.
La mayoria de los oncogenes y genes supresores de tumores son componentes de vias de
sefializacion que controlan la entrada o salida del ciclo celular, promueven diferenciacion,
estan involucrados en mecanismos de reparacion del ADN o regulan programas de muerte
celular. Una de estas vias de sefializacion importantes en el cancer de prostata corresponde a
la superfamilia de factores de transcripcion del Factor Nuclear kappa B (NFxB), la cual se
ha encontrado activada de forma constitutiva en un significativo nimero de canceres
humanos. En este estudio evaluamos la expresion y funcion de tres grupos genes que se
encuentran regulados por este factor de transcripcion: proteoglicanos, quimiocinas pro-
inflamatorias y micro RNAs. Para explorar las posibles implicaciones de estos genes en la
progresion del cancer de préstata el presente estudio evalud su expresion en lineas celulares
normales y de cancer de prostata con diferente potencial metastasico, lo cual permitié
seleccionar genes diferencialmente expresados para estudiar su funcion mediante ensayos de
silenciamiento génico mediado por siRNAs y en células cancerosas tratadas con anti-
inflamatorios no esteroideos. El efecto de estos tratamientos fue evaluado a nivel de mMRNA,
proteinas y del fenotipo celular. Los ensayos de RT-gPCR y ELISA revelaron niveles mas
altos de ESM-1 y varias quimiocinas CXC en células PC-3 metastasicas en comparacion con
las células PWR-1E no tumorigénicas. Otros genes diferencialmente expresados fueron
FMOD, ESM-1, LUM, BGN, CXCL3, CCRL2 y micro RNAs como miR-146a-5p, Let-7f-
5p, miR-195-5p, miR-9 y miR-155-5p. La transfeccion de células PC-3 con el siRNA para
ESM-1 disminuy6 la migracién celular sin efecto sobre la proliferacion, y estuvo
acompafiado de una disminucion de la expresion de la quimiocina angiogénica CXCL3.
También se encontrd una asociacion entre el fenotipo metastasico y la expresion del receptor
atipico de quimiocinas CCRL2. EIl tratamiento de las células PC-3 con lbuprofeno mostro
que esta via regula positivamente algunos proteoglicanos como FMOD, LUM, EPYC,
ECM2, mientras que PRELP resultd sobre-expresado en las células PC-3 tratadas con este
AINE. Estos resultados constituyen un punto de partida para estudios posteriores que
determinen el papel bioldgico y las posibles implicaciones clinicas de la expresion ESM-1,
FMOD, CXCL3 y CCRL2 en el cancer de prostata.
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ABSTRACT

Cancer is the result of abnormal activation of growth programs in cells. Most oncogenes and
tumor suppressor genes are components of signaling pathways that control the cell cycle
entry or exit, promote differentiation, sense DNA damage and initiate repair mechanisms, or
regulate cell death programs. One of these important signaling pathways in prostate cancer
corresponds to the superfamily of transcription factors of Nuclear Factor kappa B (NF-kB),
which has been found to be constitutively activated in a significant number of human cancers.
NF-kB activity promotes cell proliferation, suppresses apoptosis, and stimulates
angiogenesis and metastasis. In this study, we evaluated the expression and function of three
gene groups regulated by this transcription factor: proteoglycans, pro-inflammatory
chemokines and micro RNAs, which also have the potential to regulate positive or negatively
to NF-xB. To explore the potential implications of these genes on prostate cancer
progression, the present study evaluated their expression in prostate cancer cell lines with
different metastatic potential, which allowed the selection of differentially expressed genes
to study their function through functional tests of sSiRNA mediated gene silencing and PC-3
cells treatment with non-steroidal anti-inflammatory drugs. The effect of these treatments
was evaluated at the mRNA, protein and cellular phenotype level. RT-gPCR and ELISA
assays revealed higher levels of ESM-1 and various CXC chemokines in metastatic PC-3
cells as compared to non-tumorigenic PWR-1E cells. Other differentially expressed genes
were FMOD, ESM-1, LUM, BGN, CXCL3, CCRL2 and micro RNAs such as miR-146a-5p,
Let-7f-5p, miR-195-5p, miR-9 and miR-155-5p. Transfection of PC-3 cells with the SIRNA
anti-ESM-1 decreased cell migration with no effect on proliferation, and reduced
transcription and protein levels of the angiogenic chemokine CXCL3. An association
between the metastatic phenotype and the expression of the atypical chemokine receptor
CCRL2 was also found. The treatment of PC-3 cells with Ibuprofen showed that this pathway
positively regulates some proteoglycans such as FMOD, LUM, EPYC, ECM2, whereas
PRELP was over-expressed in PC-3 cells treated with this NSAID. These results constitute
a starting point for studies that determine the biological role and the possible clinical
implications of ESM-1, FMOD, CXCL3 and CCRL2 expression in PCa.
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1. INTRODUCCION

El cancer de prostata sigue siendo una causa importante de morbilidad y mortalidad en
hombres, ocupando el segundo lugar en frecuencia a nivel mundial, y el primero en los paises
desarrollados (1). Aunque los tratamientos actuales para el cancer de prostata son eficientes
para las etapas tempranas de la enfermedad, las etapas avanzadas son practicamente
incurables (2). A pesar del gran cimulo de investigacion en esta area, ain existen vacios en
la comprension de los mecanismos celulares y moleculares involucrados tanto en la
iniciacion como en la progresion del cancer de prostata (3, 4).

Mientras que muchas alteraciones genéticas se adquieren durante la fase pre-neoplasica,
conocidas como mutaciones accidentales o “passenger”, solo un nimero limitado de
mutaciones conductoras (“driver”) en genes criticos que controlan la expresion de proteinas
participantes en diversas vias de sefializacion celular, pueden influenciar profundamente la
decision de muerte celular o supervivencia (5-7). Una de estas vias de sefializacion
importantes en el cancer de préstata corresponde a la superfamilia de factores de
transcripcion del Factor Nuclear kappa B (NFxB), de la cual se conoce que es afectada por
mutaciones en canceres humanos (7). Especificamente, esta via se ha encontrado activada de
forma constitutiva tanto en lineas celulares prostaticas como en tejidos de pacientes con
cancer de prostata (8). Esta activacion anomala puede ser producto del microambiente
inflamatorio y de varias mutaciones oncogénicas. La actividad de NF-xB no sélo promueve
la proliferacién de las células tumorales, suprime la apoptosis y atrae la angiogénesis, sino
gue también induce la transicion epitelial - mesenquimal, lo que facilita la metastasis a
distancia. NF-xB es un factor de transcripcion inducible, ubicuo en los tejidos, cuya evidencia
experimental muestra que hace parte de una red de sefializacion que regula selectivamente la
expresion de una gran diversidad de genes codificantes de proteinas y genes de microRNAs
(9, 10).

Estudios previos de nuestro grupo identificaron un grupo de genes proteoglicanos y
quimiocinas cuyos patrones de expresion génica se encontraron asociados a diferentes
fenotipos del cancer de prostata (11, 12). Un analisis del grupo de proteoglicanos en las bases
de datos bioinformaticas muestra que entre los elementos regulatorios a nivel de promotores

se encuentran sitios de union a varios de los miembros de la superfamilia del factor de

14



transcripcion NF-kB, mientras que en sus regiones 3’ no traducidas presentan sitios de union
a microRNAs que participan en la red regulatoria del NF-kB. Diversos estudios sefialan que
algunos de los miembros de la familia de los proteoglicanos juegan papeles importantes en
la biologia del cancer, siendo elementos claves en la regulacion del crecimiento celular, inicio
de la tumorigénesis, y metastasis, dada su diversidad funcional y su amplia distribucion en
el organismo (13, 14).

En congruencia con nuestros datos in vitro, una busqueda de estudios de expresion génica
guardados en las bases de datos de Oncomine® muestran que los niveles de expresion de
fibromodulin estan disminuidos en sitios metastasicos comparados con sitios no metastasicos
en cancer gastrico, y cancer de cabeza y cuello.

Dentro de los componentes del microambiente tumoral que influyen sobre la progresién del
Cancer, las quimiocinas se han visto involucradas cumpliendo mdltiples roles. Aunque
quimiocinas particulares como la IL8, CXCL12 y CCL2 han sido ampliamente estudiadas en
CaP, a la fecha la superfamilia de las quimiocinas no se ha evaluado de manera completa
para determinar sus implicaciones en el mismo.

Para explorar las posibles implicaciones de estos genes en la progresion del cancer de préstata
el presente estudio evaluo su expresion en lineas celulares de cancer de prostata con diferente
potencial metastasico, lo cual permitié seleccionar genes diferencialmente expresados para
estudiar su funcion mediante ensayos funcionales de silenciamiento génico mediado por
siRNAs y en células PC-3 tratadas con anti-inflamatorios no esteroideos. El efecto de estos

tratamientos fue evaluado a nivel de mMRNA, proteinas y del fenotipo celular.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Biologia molecular del cancer de proéstata

El cancer de préstata (CaP) se ha convertido en la neoplasia maligna mas comin y en la
segunda causa de muerte por cancer en la sociedad occidental. Su incidencia aumenta con la
edad, con una edad promedio de diagnostico de 66 afios (15). La enfermedad presenta una
alta heterogeneidad a nivel clinico y de las alteraciones moleculares. Las variaciones entre
tumores primarios de la prostata se dan en términos de grado, genética, ploidia y expresion
de genes supresores de tumores y oncogenes, ademas que sus caracteristicas biologicas,

hormonales y moleculares son bastante complejas (16).

Un estudio relativamente reciente de parte de la red de Investigacion del Atlas del Genoma
del Cancer (TCGA) ha presentado un andlisis molecular integral de 333 carcinomas
primarios de prostata. Los resultados revelaron que el CaP presenta una taxonomia molecular
que puede ser clasificada en 7 subtipos que incluyen el 74% de los tumores. Cuatro de los
subtipos se caracterizan por fusiones de genes (ERG, ETV1/4, FLI1) “conductoras” del
cancer y los otros tres subtipos se caracterizan por mutaciones (SPOP, FOXAL, IDH1)
causantes del cancer. Los canceres conducidos por fusiones y los causados por mutaciones
mostraron diferentes perfiles gendmicos. Las mutaciones del genotipo SPOP y FOXAl
mostraron altos niveles de expresion génica mediada por el receptor de andrégenos, lo que
sugiere que estos subtipos pueden responder a la accion del andrégeno. La actividad del
receptor de andrégenos (AR) vari6 ampliamente y de forma subtipo-especifica con los
tumores mutantes SPOP y FOXA1 que tienen los niveles més altos de transcritos inducidos
por AR. El 25% de los canceres de prostata tenian un aparente dafio desencadenante en las
vias de sefializacion de PI3BK o MAPK, y los genes de reparacion del ADN estuvieron
inactivados en el 19% de los casos. Este andlisis demuestra la heterogeneidad molecular en
el cancer de prostata, asi como las fallas moleculares que pueden conducir al desarrollo del
CaP.

Otra linea de evidencia sugiere que la inflamacion puede jugar un papel importante en el
desarrollo y progresion del cancer de prostata (17, 18).
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Estudios han demostrado que la inflamacién cronica contribuye al desarrollo de distintos
canceres en humanos (19). El papel de la inflamacion en las enfermedades de la prostata ha
sido sugerido por la evidencia de infiltracion por células inflamatorias dentro de esta glandula
en pacientes con cancer o hiperplasia benigna (20). Las células prostaticas por si mismas
pueden mediar una reaccion inflamatoria, ya que expresan receptores de tipo Toll, mediante
los cuales pueden producir citocinas proinflamatorias (21), las cuales se sabe inducen
crecimiento fibromuscular y proliferacion de las células epiteliales o estromales (20). Dentro
de éstas, la IL-6 tiene un papel protagonico en el CaP, esta citocina presenta multiples
implicaciones en la carcinogénesis de la prostata, se sabe que ocasiona detencion en el
crecimiento de la linea LNCaP acompafado de transdiferenciacion neuroendocrina, hallazgo
importante, ya que la presencia de células neuroendocrinas en muestras de CaP es un
indicador de mal pronostico (22). Ademas, regula la expresion del receptor androgénico (23),
con implicaciones sobre el crecimiento en otras lineas celulares de CaP (22). La red de
mecanismos bioldgicos involucrados en la carcinogénesis de la prdstata es amplia y compleja
y comprende cambios de expresion génica, mutaciones soméaticas modulacion epigenética
entre otras alteraciones moleculares que deben ser entendidas para una mejor comprension

de la iniciacién y progresion del CaP (6).

2.2.Via de sefializacidn del Factor Nuclear kappa B y su papel en cancer de
prostata
El factor de transcripcion Factor Nuclear kappa B (NF-xB), identificado originalmente como
un factor nuclear especifico de células B que se une a un elemento potenciador en el gen de
la cadena ligera de la inmunoglobulina kappa (x), es una de las proteinas mas estudiadas y el
factor de transcripcién mas extensamente analizado en la literatura cientifica, actualmente en
pubmed existen cerca de 50.000 articulos de investigacion y revision relacionados con el
término “NF-kB”. Basicamente, esta molécula ha atraido la atencion de los investigadores
debido a lo siguiente: presenta una regulacién rapida e inusual, controla la expresion de un
amplio rango de genes (cerca de 500 productos génicos diferentes), su papel en los procesos
inmunoldgicos, la complejidad de sus subunidades y su aparente implicacion en una gran

variedad de enfermedades.
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Aunque en principio se estudio casi exclusivamente como regulador de la respuesta inmune
ante patogenos, su rango de accion abarca la regulacion transcripcional de procesos que
superan la frontera de la respuesta inmune, actuando en eventos de inflamacion,
transformacion, proliferacion y supervivencia de células tumorales, invasion, angiogénesis y

metastasis (24).

En condiciones normales, la respuesta del NF-kB es auto-limitada, a través de la induccion
de sistemas de retroalimentacion negativos. Sin embargo, la regulacion de su actividad puede
estar alterada en cancer. Son muchos los estudios que relacionan al NF-xB con varios
aspectos de la oncogeénesis, incluyendo el control de la apoptosis, el ciclo celular,
diferenciacion y migracion celular. Pero fue recientemente que se comprendio la complejidad
de su regulacion y su posible rol como blanco molecular en nuevas terapias contra el cancer
(25).

Existe evidencia de estudios tanto in vitro como in vivo, que indican el papel del NF-xB en
la oncogénesis, funcionando como un agente protector contra la apoptosis en etapas
tempranas del tumor y como un inductor de metastasis y angiogénesis en etapas tardias. Sin
embargo, debido a que este factor de transcripcién tiene como blancos genes involucrados
tanto en la induccion de la apoptosis como en su prevencion, el NF-«B tiene una cara benéfica
en la prevencion de ciertos tipos de canceres que se desarrollan a través de la desregulacion
de otras vias.

2.2.1. Estructura de las subunidades del NF-kB.
La familia de subunidades del Factor Nuclear kappaB de los mamiferos esta conformada por
cinco proteinas: Rel (c-Rel), Rel A (p65), Rel B, NF-kB1 (p105/p50), y NF-kB 2 (p100/p52).
Las cuales comparten una region N-terminal de alrededor de 300 aminoacidos Ilamada
Dominio de Homologia REL (RHD), el cual contiene un dominio de dimerizacion, uno de
union a ADN (DBD) y una secuencia de localizacion nuclear (NLS) (Figura 1) (26).
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Figura 1. Estructura de las subunidades de NF-kB/Rel. En el esquema se ilustran
las posiciones relativas de los dominios de Homologia Rel (RHD), dominio de union
a ADN (DBD), Secuencia de localizacion nuclear (NLS), regiones ricas en glicina
(Gly), dominios de transactivacion (TAD), dominio de cremallera de leucina (LZ), y
repeticiones de ancirina (ANK). Las modificaciones postraduccionales son indicadas
como P (fosforilaciéon), Ub (Ubiquitinacion) o Ac (Acetilacion). Tomado de

referencia (27)

En su extremo carboxilo, las subunidades Rel, Rel A y Rel B contienen dominios de
transactivacion (TAD), los cuales funcionan como activadores transcripcionales y le
confieren la capacidad de interactuar con factores basales de transcripcion y cofactores tales
como la proteina de uniéon a TATA (TBP), TFIIB, EP300 (p300) y la proteina de union a
CREB (CBP). Los otros dos miembros de la familia, NF-xB1 y NF-kB2 codifican proteinas
precursoras largas que poseen dominios C-terminales que contienen una serie de repeticiones
de ancirinas en lugar de un dominio de transactivacion. Durante el procesamiento

cotraduccional, postraduccional o mediante proteolisis parcial inducida por fosforilacion, las
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proteinas precursoras p105 y pl100 sufren la remocion de su secuencia C-terminal para

generar las formas activas de union al ADN, p50 y p52 respectivamente (27).

El NF-xB es un dimero de subunidades variables que puede existir como homodimero o
heterodimero, los cuales se unen a sitios kB en la region promotora de sus genes blanco y
regulan la transcripcion a través del reclutamiento de co-activadores y co-represores. El
principal dimero NF-kB/Rel presente en la mayoria de los tipos celulares es el heterodimero
formado por el par p65(RelA)/p50(NF-kB1) (8). Todos los heterodimeros de p50 o p52 con
proteinas Rel (Rel, RelA o RelB), las cuales poseen un dominio de transactivacion, conducen
a la activacion de la transcripcion de su gen blanco; mientras que los homodimeros de p50 y
p52, debido a la ausencia del dominio C-terminal de transactivacion, se cree que actian como
represores transcripcionales mediante el bloqueo del acceso de otros dimeros NF-«xB al

promotor del gen blanco (8, 27).

2.2.2. Activacion del NF-kB.
Todas las proteinas NF-kB/Rel interacttan con un grupo de proteinas inhibidoras llamadas
proteinas de la familia IkB que mantienen al NF-«kB en su estado inactivo, siendo

IkBa., IxBp e IkBe los prototipos representativos de los siete miembros de la familia IkB.

En su estado inactivo, los dimeros NF-kB se encuentran asociados con una de las tres
proteinas kB tipicas, IkBa (NFKBIA), IkBf (NFKBIB) o IkBe (NFKBIE), o a las proteinas
precursoras p100 y p105. Estas proteinas IkB mantienen al dimero NF-«xB en el citoplasma
y son de gran importancia en la respuesta ante una sefial. Ademas de estas, existen dos
proteinas IxB atipicas, Bcl-3 (BCL3) y IkB{(NFKBZ), que funcionan completamente
diferente en la regulacion de NF-kB(27), y una quinta proteina IxB, IkBy, procedente del
transcrito alternativo del gen NF-kB1 en ratones, cuyo papel biolégico ain no ha sido

esclarecido.

Todas las proteinas IkB se caracterizan por presentar multiples dominios de repeticiones de
ancirinas (Figura 2), los cuales comparten homologia con las proteinas precursoras p100 y
p105. El miembro mas estudiado de la familia IkB es IkBa, el cual es rapidamente degradado
durante la activacién por via clasica de NF-kB, lo que conduce a la liberacién de multiples
dimeros NF-«B, siendo el dimero p65/p50 el blanco principal de IkBa. El modelo clasico

sobre la funcion de IkB plantea que IkBa retiene a los dimeros de NF-«B en el citoplasma,

20



lo que previene su translocacion al ndcleo y posterior union al ADN; sin embargo, lo que
sucede en realidad es un poco mas complejo. La estructura cristalina de IxBa unida al
heterodimero p65/p50 revel6 que la proteina IxBa cubre solo la secuencia de localizacion
nuclear (NLS) de p65, mientras que la NLS de p50 permanece expuesta. La NLS expuesta
de p50 se acopla con secuencias de exporte nuclear presentes en IkBa y p65, produciendo el
constante movimiento del complejo IkBo/NF-kB entre el nicleo y el citoplasma a pesar de

su aparente estado de permanencia citosélica (28).

Este balance de IkBa/NF-xB entre el nucleo y el citoplasma es alterado cuando IkxBa es

degradado, lo que determina su localizacion exclusivamente nuclear.

La via no canonica de activacion de NF-xB o via alternativa, ocurre a través del
procesamiento proteasomal de p100 para generar p52, liberando los dimeros NF-xB que
contienen p52, lo que conduce a una respuesta transcripcional que es diferente a la inducida
por la via clasica. Debido a que la degradacion de IxBa y el procesamiento de p100 regulan
poblaciones diferentes de dimeros NF-kB, las vias canonica y alternativa regulan juegos

diferentes de genes blancos(27).
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Figura 2. Estructura de las proteinas de la familia IxB. Se ilustran las posiciones

relativas de los dominios de muerte (DD), la secuencia rica en residuos Pro-Glu-Ser-
Thr (PEST) y repeticiones de ancirina (ANK). Las modificaciones postraduccionales
que afectan la actividad de IkB son indicadas como P (fosforilacion), Ub

(Ubiquitinacién) o Ac (Acetilacion). Tomado de referencia (27).

La degradacion de las proteinas kB, que permite a las moléculas NF-«xB translocarse hasta
el nacleo, también es llevada a cabo por el proteasoma, pero solo después de la fosforilacion
de IxB por el complejo quinasa de kB (IKK). Una vez que IxB es fosforilado, puede ser
reconocido por B-TrCP, un componente del complejo ubiquitin ligasa SCF (skp-1/Cul/F
box), el cual media la poli-ubiquitinacion de IkB y su posterior degradacion por el

proteasoma 26S (25).

IKK es un complejo proteico de 700 — 900 kDa, con actividad protein-quinasa, compuesto
de dos subunidades cataliticas: IKK-a e IKK-B, y una subunidad reguladora, IKK-

v (NEMO).
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Las subunidades IKK-a e IKK-B son altamente homdélogas, ambas proteinas contienen
dominio quinasa N-terminal, un motivo de cremallera de leucina y un motivo Hélice-bucle-
Hélice en su extremo carboxilo. Para ser activadas, estas quinasas requieren de la
fosforilacion de dos residuos de serina en el bucle de activacién presente en cada una, lo cual
puede ocurrir a través de dos vias: por trans-autofosforilacion, en la que un dominio quinasa
fosforila al otro dominio presente en el mismo complejo; o por quinasas ubicadas corriente
arriba en la via de sefializacion, las cuales son las encargadas de mediar la activacion por

sefiales extracelulares.

IKK o

IKK B

NEMO
(IKKy)

MOD/UBD

Figura 3. Estructura de las proteinas de la familia IKK. Se ilustran las posiciones
relativas de los dominios Quinasa, LZ, HLH y NDB. Las modificaciones
postraduccionales que afectan la actividad de IKK son indicadas como P

(fosforilacion), Ub (Ubiquitinacion) o Ac (Acetilacion). Tomado de referencia (27).

A pesar de su alta homologia, las dos subunidades cataliticas del complejo IKK, IKK-alfa y

beta, tienen funciones diferentes. Mutaciones en dos residuos de serina en el bucle de
activacion de IKK-a no tenian efecto en la activacion de NF-xB inducida por citocinas pro-
inflamatorias tales como TNF-a y IL-1, mientras que mutaciones en los mismos residuos de
la subunidad IKK-f afectaron la activacion de NF-«kB, sugiriendo que es IKK-{ el blanco del

estimulo pro-inflamatorio (29).

Experimentos con ratones knockouts demostraron que IKK-a e IKK-B cumplen diferentes

papeles en la activacion de NF-kB vy el desarrollo. Ratones knockouts para IKK-3 murieron
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entre los dias embrionarios 12.5 y 14 debido a muerte celular apoptdtica en el higado (8).
Ademas, en los fibroblastos embrionarios de estos mismos ratones se observé una reduccion
notable de la activacion de NF-xB inducida por TNF-a e IL-1, lo que sugiere que IKK- es
necesario para la activacion de NF-xB inducida por citocinas. Por el contrario, ratones
knockouts para IKK-oo mostraron un fenotipo muy diferente, estos exhibian miembros
defectuosos, patrones 6seos alterados y diferenciacion epidérmica alterada, mientras que la
activacion pro-inflamatoria de NF-xB no se mostro alterada en ratones knockouts para IKK-
a, lo que indica que este no es indispensable para la activacion de NF-xB en respuesta a
citocinas. De hecho, IKK-a no es requerido para la activacion de NF-xB por la via clésica,
su Unico papel ha sido encontrado en la via de activacion no canonica en la regulacion del

procesamiento del precursor de NF-kB2 (p100) (30).

La subunidad reguladora del complejo IKK, IKKy, es una proteina de 419 aminoacidos rica
en residuos de glutamina que contiene varios motivos de interaccion tipo Hélice
superenrollada (coiled-coil), incluyendo un motivo de cremallera de leucina. Esta subunidad
es importante para ensamblar el complejo IKK y conectarlo con activadores corriente arriba.
El requerimiento de esta subunidad para la activacion de IKK quedd demostrada en un
experimento en el que se comprobo la letalidad embrionaria de ratones deficientes de IKK-
v, los embriones mutantes morian a los dias 12.54 y 13 debido a la apoptosis severa de los

hepatocitos, similar a lo ocurrido en los estudios de bloqueo de p65 e IKK-3(31).

Recientemente se ha descubierto otra subunidad esencial del complejo NF-kB, la proteina
ribosomal S3 (RPS3), la cual coopera con los dimeros Rel para lograr su completo
ensamblaje y actividad transcripcional (32).

Ademas de estas subunidades, el complejo IKK contiene componentes adicionales que
incluyen la proteina HSP90 y Cdc37 (33), las cuales funcionan como componentes esenciales

del complejo IKK requeridos para su activacion inducida por TNF-a.

2.2.3. Regulacion de NF-kB a través de modificaciones postraduccionales.
La actividad del NF-xB es regulada por cientos de estimulos diferentes en todos los tipos

celulares, conduciendo al desarrollo de multiples funciones celulares y biologicas. Por lo
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tanto, la activacion de este factor de transcripcion requiere del control altamente especifico
y regulado de su actividad. Mientras que su aberrante regulacion puede conducir al desarrollo
de enfermedades como el cancer (34-36).

Aunque son muchas las formas de activacion del NF-xB y multiples los componentes de su
via de sefializacion, independientemente del estimulo, todas las vias de activacion consisten
en la induccién de modificaciones postraduccionales que incluyen: fosforilacion,
ubiquitinacion, acetilacion, sumoilacion y nitrosilacion; a nivel de cada uno de los
componentes de la via: el complejo IKK, las proteinas IxB y las subunidades del NF-«B. El
tipo de modificacion que se realice dependera del estimulo inductor del NF-xB (37), de tal
manera que algunas modificaciones pueden tener consecuencias completamente opuestas y

el efecto de una modificacion dependera del contexto en que se realice.

Activacion de IKK. La induccion de la actividad del NF-xB a partir de estimulos
relacionados con la respuesta inmune y estrés celular requieren de la activacién del complejo
IKK. EI primer paso en la activacion del complejo IKK implica la modificacién de su
subunidad reguladora, la proteina IKK-y, a través de la poli-ubiquitinacion-K63, la cual no
conduce a la degradacion proteasomal, sino que funciona como un sitio de unién para otras
moléculas de sefalizacion requeridas para la activacion de la subunidad IKK-B. La
ubiquitinacion de NEMO es solo un componente de la compleja serie de modificaciones que
ocurren durante la activacion del complejo IKK. Otras modificaciones incluyen la auto-
ubiquitinacion K63 de TRAF2 y TRAF6, asi como también la poli-ubiquitinacion de la
quinasa RIP1, la cual puede unirse a NEMO debido a que este ultimo tiene afinidad por el
motivo ubiquitina-K63. Por lo tanto, estas modificaciones podrian funcionar como un medio

para oligomerizar y activar los miembros del complejo IKK (38).

Modificacion y degradacion de proteinas IkB. La principal funcion del IKK-B activado es
fosforilar uno de los tres inhibidores citoplasmaticos de NF-kB, IxBa, 1kBf 0 IkxBe. Todas
estas proteinas IxB contienen un motivo conservado en su extremo amino, el cual consiste
de dos residuos de serina que funcionan como sitios de fosforilacion por IKK-B y uno o dos
residuos de lisina sensibles a ubiquitinacion. A diferencia de NEMO, la ubiquitinacién de

IxB ocurre en K48, lo cual resulta en la degradacidon proteolitica por proteasoma.
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La fosforilacion de los residuos de serina 32 y 36 en IkB-a resulta en la unién de la ligasa
SCF - B-TrCP y un miembro de la familia de ligasas UBC4/5 E2, los cuales median la
ubiquitinacion de IkB-a en las lisinas 21 y 22 (39). La degradacion de los IkB-a
ubiquitinados ocurre rapidamente en las células, mientras que la degradacion de LkB-B y ¢
es retrasada 0 nunca ocurre. Esta diferencia en la cinética de degradacion de 1B se debe en

parte a la degradacion mas eficiente de los residuos de serina de IkB-a por IKK-B (37).

IxB—a también puede ser inactivado por otras quinasas ademas de IKK-B. Por ejemplo, en
respuesta a radiacion ultravioleta, la proteina casein quinasa Il (CK2) puede fosforilar los
residuos Ser-283, 289 y 293, y los residuos de Thr-291 y 299 en el dominio PEST el cual es
un dominio asociado con degradacion de proteinas. Por otro lado, IkB-a puede ser inactivado
por enzimas tirosina quinasas en respuesta a una variedad de estimulos tales como hipoxia,
estimulacion con perdxido de hidrogeno y tratamiento con factor de crecimiento nervioso
(37).

Procesamiento de las subunidades de NF-kB. Ademas de la inhibicion por 1B, las
subunidades del NF-xB sufren modificaciones importantes en el citoplasma de la célula
(Figura 4). La principal modificacion consiste en la fosforilacion, ubiquitinacion vy
degradacidn de las proteinas precursoras p100 y p105. Como ya se menciond, estas proteinas
poseen en su region C-terminal repeticiones de ancirinas que median el secuestro de su

subunidad compafiera en el citoplasma.

El procesamiento de p100 ocurre a través de la via alternativa de activacién de NF-xB e
implica la activacion de NIK e IKK-a, lo que conduce a la fosforilacion de p100 en la serina
866 y 870 en su dominio C-terminal (40), lo cual crea un sitio de union para SCF - B-TrCP
y desencadena la ubiquitinacion-K48 en el residuo Lys-856. Otros sitios de fosforilacidn han
sido reportados como importantes en el procesamiento de p100 y podrian jugar un papel en
la regulacion de la dimerizacion y la union de p52 al ADN (37).

El procesamiento de p105 parece ocurrir en su mayoria durante la transcripcion, generando
p50 de manera constitutiva. A diferencia de p100, IKK-b es la quinasa de p105 y fosforila
los residuos Ser-927 y Ser-932, los cuales forman el sitio de union para SCF - 3-TrCP. Asi,

la fosforilacion de estos residuos resulta en la degradacion completa de p105 (41).
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Figura 4. Activacion y regulacion citoplasmatica y nuclear de NF-kB. Imagen

modificada a partir de la original tomada de Suh y Rabson (2004) (8).

La subunidad RelA también sufre modificacién citoplasmatica antes de su translocacion
nuclear. Varios estudios han demostrado que modificaciones postraduccionales de la
subunidad RelA/p65, son esenciales para la induccion y duracion de la transcripcién
dependiente de NF-xB (8). Por ejemplo, la subunidad RelA es fosforilada por la proteina
quinasa A y la caseina quinasa 2 en las serinas 276 y 529 en respuesta a LPS y citocinas pro-
inflamatorias respectivamente. Esta modificacion resulta en un aumento de la funcién de
transactivacion de NF-kxB mediante la promocién de la interaccion de RelA/p65 con co-

activadores transcripcionales, p300/CBP.

Otro tipo de modificacion postraduccional que parece ser importante en la transcripcion
mediada por NF-xB es la acetilacion de las proteinas RelA. Las cuales son acetiladas en el

nucleo por un complejo p300/CBP histona acetilasa. Lo que resulta en una reduccion de su

27



afinidad por el inhibidor IkBa. Por el contrario, la deacetilacion de RelA/p65 por la histona
deacetilasa 3 (HDACS3), la cual se une directamente a las proteinas RelA/p65, permite que
IkBo pueda formar un complejo con NF-kB y regresar al citoplasma. Por lo tanto, la
acetilacion de RelA sirve como un factor que prolonga la duracion de la transcripcion

dependiente de NF-«B.

2.2.4. Papel del NF-kB en la biologia del cancer

El factor nuclear kappaB regula la transcripcion de un diverso grupo de genes que en
condiciones normales se encargan de reprogramar el patron de expresion génica celular para
responder a amenazas contra el organismo. Sin embargo, también induce la expresion de un
grupo de genes que contribuyen a la transformacion celular neoplasica mediante la regulacién
del crecimiento y proliferacion celular (cyclin D1, cyclin D2)(42), anti-apoptosis (BCL2,
BCLXL, clAP1 y survivin) (43, 44), angiogénesis y metastasis (IL6, IL8, matrix
metalloproteinases, VEGF y uPA) (8, 45).

Como se puede prever por la funcion de sus genes blancos, la actividad de este factor de
transcripcion se encuentra altamente regulada para responder a procesos celulares vitales.
Asi, cuando su regulacion es alterada, la activacion de NF-xB puede promover la inflamacion
cronica y tumorigénesis bajo ciertas condiciones de estrés celular o mutaciones genéticas.
Estas alteraciones conduciran, en la mayoria de los tipos de canceres, a la activacion
constitutiva de NFkB, la cual esta mediada por estimulos que generalmente convergen a
nivel del complejo IKK, cuya activacion constitutiva ha sido reportada en células B activadas,
como en el Linfoma de Células B Grandes Difuso (DLBCL) y se ha demostrado que esta
asociada con un pobre prondstico clinico (46). Pero ademas de este, existe un gran nimero
de factores que regulan positiva y negativamente la actividad del NF-kB. Algunos estudios
han evaluado el papel de quinasas, ubicadas corriente arriba en la via del NF-xB, en la
activacion de este. Por ejemplo, utilizando un modelo in vitro de células dominantes
negativas para NIK, Suh y colaboradores demostraron que la inhibicion de NIK resulta en la
supresion de la transcripcion mediada por NF-kB en células de cancer de prostata con alta
actividad de NF-«B. Por el contrario, la inhibicion de otras quinasas de la familia MAPKKK,
MEKK1, y MEKK2, que regulan a NF-kB bajo ciertos estimulos, no suprimieron su
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actividad, lo que sugiere que una via de sefializacion que implica la activacion de NIK, podria

estar constitutivamente activada en células de cancer de prostata (47).

A pesar de estas evidencias, el papel del NF-xB en cancer es controversial, puesto que la
respuesta ante su activacion esta determinada en gran medida por las condiciones del micro-
ambiente celular, el tipo de células y la etapa del tumor. Debido a esto, los resultados de

muchos estudios han sido contradictorios o0 no han sido bien replicados.

Actividad anti-tumoral y pro-tumoral de NF-kB.

La actividad de NF-kB esta integrada con multiples vias de supresores de tumores, y en
muchos casos puede ejercer como antagonista de estos, lo que contribuye a su papel pro-
tumorigénico. Por ejemplo, NF-«xB tiene la capacidad de inhibir la actividad de p53 mediante
la competencia por las proteinas co-activadoras p300 y CBP. Ademas, puede inducir la
expresion de MDM2, un regulador negativo de p53. Sin embargo, NF-xB puede ser regulado
por supresores de tumores tales como p53, ARF, INK4A, LZAP, PTEN, CHFR y TCEALY?7,
los cuales median la modulacion de la actividad de NF-kB mas que su inhibicion, a través de
su interaccion directa o alterando la modificacion postraduccional de sus subunidades. Por
ejemplo, estos genes supresores de tumores pueden suprimir la habilidad de NF-xB para

inducir la expresion de genes asociados con el crecimiento y supervivencia del tumor (48).

Existe una relacion estrecha entre p53 y NF-kB, pero ésta no se trata de una relacion
antagonica, sino méas bien de una relacién cooperativa, la cual es ahora evidente por la
identificacion de sitios de unién a promotores en comun, los cuales actian como sitios de
integracion entre ambas vias, que les permiten funcionar cooperativamente. Otra evidencia
de esta relacion yace en el hecho de que p53 puede interactuar directamente con las
subunidades de NF-xB (RelA y p52) y funcionar como su co-regulador transcripcional y

visceversa (49).

El entrecruzamiento de la via NF-xB con la de supresores de tumores como p53 le confiere
a NF-xB una actividad anti-tumoral, pro-apoptotica, supresora de metéstasis, inductora de
senescencia y reparacion del ADN e inhibidora de la proliferacion celular (Figura 5). Sin
embargo, mutaciones en p53 pueden conducir a una alteracion en su habilidad para

interactuar con RELA, observado como un aumento en su afinidad por esta subunidad y su
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reclutamiento hacia promotores regulados por NF-xB. Lo que resulta en ¢l potenciamiento
de la transactivacion de este ultimo, aumentando la expresion de genes anti-apoptéticos que
conducen a la promocién tumoral (50, 51). Ademas, debido a que durante el desarrollo del
tumor hay una supresion de la actividad de genes supresores de tumores, el papel de NF-xB
puede cambiar drasticamente de supresor a promotor tumoral producto de la pérdida de su

regulacion por los supresores de tumores (48).

Inductores de alteraciones en la actividad de
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Figura 5. Diversas consecuencias de la activacion de NF-kB. Dependiendo de las
condiciones micro-ambientales y del estado de los genes supresores de tumores, la
activacion del NF-kB puede tener un efecto anti-tumoral o uno pro-tumoral. Imagen

modificada a partir de la original de Perkins (2012) (48).

2.2.5. Mecanismos de desregulacion de NF-kB en cancer
El esquema bésico de activacion de NF-kB consiste de una serie de elementos reguladores

positivos y negativos. En el que la induccion de un estimulo desencadena la activacion de la
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proteina quinasa IKK, que conduce a la fosforilacion, ubiquitinacion y degradacion de
proteinas IkB, y luego, los ahora libres, dimeros de NF-kB son activados a través de
modificaciones postraduccionales y translocados al ndcleo donde se unen a secuencias
especificas de ADN y promueven la transcripcion de genes blancos. Sin embargo, durante el
desarrollo y progresion del cancer, las células sufren cambios que pueden ser producto de
mutaciones que suprimen supresores de tumores, sefiales extracelulares de estrés, que

conducen a la alteracion en la regulacion de la homeostasis celular.

Mutaciones desreguladoras de la actividad de NF-kB.

La naturaleza de la desregulacion de la actividad de NF-«kB en cancer puede ser debida a dos

principales tipos de mutaciones genéticas:

e Mutaciones que conduzcan a una ganancia de funcion de oncogenes, tales como
HRAS 0 BCR-ABL1 y de reguladores positivos de la via del NF-xB, tales como NIK
(52, 53).
e Mutaciones que suprimen la funcion de supresores de tumores o de reguladores
negativos de la via como CYLD o A20 (53, 54).
Recientemente, se han descrito una serie de mutaciones implicadas en la activacion aberrante
de NF-kB en cancer. Un ejemplo es el gen CARDI1, el cual codifica para una proteina de
andamiaje y se ha encontrado mutado en células de DLBCL, lo que resulta en la expresion
constitutiva de NF-kB y en una respuesta aumentada ante la exposicion de estas células al
estimulo antigénico (55). Sin embargo, no todas las mutaciones en genes de la via NF-xB
conducen a su desregulacion. En enfermedades como la de mieloma multiple, varios genes
relacionados con la via del NF-xB han sido encontrados mutados, amplificados, truncados, o
eliminados pero muy pocas han sido relacionadas con la alteracion en la activacion de esta
via (56).

Por otro lado, mutaciones en las proteinas IkB e IKK también han sido encontradas. La
activacion de NF-xB mediante la pérdida de proteinas inhibidoras como IkBa. e IkBe ha sido
reportada en linfoma de Hodgkin, pero esta no es una alteracion comun en otros tipos de
tumores. En cuanto las proteinas del complejo IKK se han reportado mutaciones en IKKa e
IKKP, pero ain no se ha determinado si éstas juegan un papel en la promocion tumoral, no

obstante, la activacion constitutiva de IKKB si ha sido asociada a cancer colorectal (57).
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Mutaciones en los genes que codifican para las subunidades del NF-xB también han sido
reportadas, pero con muy poca frecuencia. Por ejemplo, la translocacion de NFKB2, la cual
conduce a la sintesis de una proteina p100 truncada que resulta en la actividad constitutiva
de p52, y la amplificacion del gen REL ha sido reportado en linfomas de células B y T, sin
embargo, estas mutaciones son raras. Es posible que las mutaciones en los genes de las
subunidades de NF-kB sean mas frecuentes en tumores de fase tardia, altamente malignos o
resistentes a la quimioterapia, en los cuales el papel del NF-«kB se trata mas bien de inhibir la
apoptosis en respuesta a los agentes quimioterapéuticos, cuando células con estas mutaciones

han sido seleccionadas.

La tabla 1 resume las mutaciones genéticas de las subunidades de NF-kB asociadas con
diversos tipos de canceres y en ella se puede apreciar la relevancia de las mutaciones en los
residuos donde ocurre algun tipo de modificacion postraduccional o en aquellos que son

criticos para las interacciones proteina — proteina.
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Tabla 1. Mutaciones de las subunidades de NF-kB asociadas con diversos tipos de canceres.

Mutaciones

Mutaciones de
sentido erréneo

Amplificaciones y
translocaciones

SNPsy otros
cambios

Efectos bioldgicos

IKK, quinasa de IKB; NF-kB, Factor nuclear-kB; PTM, Modificacion postraduccional; RHD, Dominio de homologia REL; SNP, Polimorfismo de Gnico nucleétido; TAD,

RELA

eTres de 827 muestras: T55S
(pulmén), E498K (pulmon) y
E127Q (ovario), y una mutacién
Q132 sin sentido (pulman).

eUna de 200 muestras de linfoma
E495D (mieloma maltiple)

No determinado

Regiones no codificantes de SNPs
asociadas con la predisposicion a
esquizofrenia (sin relacion
conocida con el cancer)

Las mutaciones T55S y E127 Q
en RELA son ambas residuos
expuestos en el dominio de
homologia REL (RHD) y es poco
probable que afecten la union al
ADN o la dimerizacidn, sino que
podrian interrumpir interacciones
proteina-proteina especifica. La
mutacion E498K se encuentra en
el dominio de transactivacion
(TAD), y por esta razén podria
alterar la actividad
transcripcional.Sin embargo, la
mutacion E495D, originalmente
denominada E494 afecta la union
al ADN y la dimerizacién

RELB

Una de 847
muestras: una
mutacion
silenciosa V372
(ovario).

No determinado

No determinado

No determinado

REL

e Dos de 1.272 muestras:
E38Q (ovario), V4511
(mama) y un cambio
silencioso K135 (ovario).

e Dos de 83 muestras: S525P
(Linfoma de células B)

REL es frecuentemente

amplificada en maltiples

linfomas de células B.

Forma de empalme o
splicing alternativo de REL
asociada con el linfoma de
células B

La mutacién E38Q
corresponde a un residuo
expuesto en el RHD y es poco
probable que afecte la union
al ADN, y la mutacién V4511
en el TAD no se encuentra
cerca a ningun sitio obvio de
modificacion postraduccional
(PTMs). Sin embargo, la
mutacion S525P interrumpe
un sitio de la fosforilacion por
IKK, dando lugar a una
mayor actividad de
transformacion in vitro.

Dominio de transactivacion. Modificado a partir del original de Perkins (2012) (48).
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NF-xB1

e Unade 911 muestras:
R335Q (ovario)

e Una mutacion
silenciosa L70 (ovario)

e Una mutacion intrénica
(mama)

No determinado

SNP en regiones
promotoras del gen NF-
«B1, que reducen la
expresion estan asociados
con la predisposicion de
numerosos tipos de cancer

La mutacién R335Q tiene
el potencial de alterar el
supuesto motivo de
fosforilacion S338,
aunque la consecuencia
funcional en ésta aun no
es clara.

NF-xB2

Dos de 522 muestras : V281L
(pulmén), V519F (pulmén) y
una mutacion silenciosa E643
(pulmén).

Translocacion de NF-kB2 en
<2% de linfomas de células B
yT.

No determinado

La mutacién V281L se
encuentra en el dominio de
dimerizacion, asi, a pesar de
ser una sustitucion
conservativa, podria afectar
la afinidad o especificidad del
dimero. La mutacién V519F
esta en P100 pero no en p52,
y No se encuentra cerca a
ningun sitio obvio de PTM. El
resultado de la translocacion
es un truncamiento carboxi-
terminal de NF-xB2 y el
procesamiento constitutivo de
p52



2.3.Proteoglicanos y cancer

Los proteoglicanos (PGs) son una familia de macromoléculas complejas que constituyen un grupo
heterogéneo de moléculas que en general muestran una naturaleza polifacética y poseen la
caracteristica comun de un nucleo de proteina en la que una o mas cadenas de glicosaminoglicanos
(GAG) se unen covalentemente (58-60).

Los PGs se han encontrado involucrados en numerosos procesos fisiologicos y condiciones
patologicas, lo cual refleja su versatilidad y la naturaleza de sus funciones tanto como componentes

estructurales de la matriz extracelular (ECM) como moléculas de sefializacién (59, 61, 62).

Segun el tamafo, las propiedades de su nucleo proteico y la composicion de sus cadenas de GAG,
los PGs pueden ser clasificados en tres grupos (Schaefer, 2012): PGs modulares, los cuales
comparten una caracteristica comun que permite el montaje de varios modulos proteicos en una
sola estructura; los PG de superficie celular, y los proteoglicanos pequefios ricos en leucina
(SLRPs), los cuales se caracterizan por la presencia de repeticiones ricas en leucina en su estructura

primaria (61).

Los SLRPs son un grupo de proteoglicanos secretados que se expresan ampliamente en todo el
cuerpo, estan asociados con la formacion de fibrillas de colageno, y por lo tanto son importantes
para la adecuada formacién de la matriz extracelular. Se expresan diferencialmente en los tejidos
y durante condiciones patoldgicas, 1o que contribuye al desarrollo de las propiedades del tejido

conectivo.

Los SLRP mejor estudiados son Decorin, Biglycan y Lumican, existe evidencia creciente que
soportan la participacién de estas moléculas en la regulacion de procesos tumorales como

adhesion, la migracion, angiogénesis y metastasis.

2.3.1. Estructuray funcion de SLRPs
Los pequefios proteoglicanos ricos en leucina (SLRPS) son un extenso grupo de proteinas
asociadas que participan en la organizacion de la matriz extracelular y tienen efectos importantes
en el comportamiento celular. Miembros de esta familia comparten multiples repeticiones de un
motivo estructural rico en leucina (RRLs), flanqueado por regiones conservadas en cisteina en el

nucleo proteico (63). Varias clases o subfamilias de SLRPs han sido propuestas, basadas en
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homologias, tanto a nivel genémico y de proteinas (Figura 6). En los seres humanos, 18 son los
genes que codifican para SLRPs, estos se encuentran en siete cromosomas, con algunos genes

agrupados en los cromosomas, lo que sugiere la duplicacion para generar redundancia funcional

durante la evolucién (64).
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Figura 6. Analisis filogenético y organizacion cromosémica de varias clases de SLRP
en humano. El dendrograma (izquierda) muestra la presencia de cinco familias distintas de
SLRP y las proteinas RRL relacionadas. También se muestra el consenso para el grupo rico
en Cisteina en el dominio N-terminal. La disposicion cromosémica de los diversos genes
SLRP se muestra en una orientacion telomérica (a la derecha). La direccion de la
transcripcion se indica a través de las flechas situadas por encima de las cajas de colores. La
distancia horizontal entre los genes no esté a escala. Tomado de Schaefer et al. 2008.

A nivel de proteina, los SLRPs presentan un numero variable de repeticiones en tdndem ricas
leucina (LRRS), que constituyen el principal dominio central. Los RRL estan compuestos
generalmente por 20-29 residuos de longitud y contienen un motivo conservado de 11 residuos
caracteristico: LXXLXLXXNXxL, donde L indica Leucina, que puede ser sustituida por isoleucina,
valina y otros aminoacidos hidréfobos, y x corresponde a cualquier aminodacido (65). Este tipo de
motivos en el dominio central forman una estructura solenoide curvado con ambas caras convexo
y concava. La cara interna, concava es una hoja B paralela, al cual cada RRL contribuye con una

hebra B. La cara externa, convexa esta compuesta de arreglos de hélices a. Cada repeticion coloca

su residuos hidrofébicos consenso dentro del ndcleo del solenoide mientras el resto de residuos se
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aleja de él (66). Los RRL en ambos lados son flanqueados por regiones conservadas de cisteina.
En el extremo N-terminal, los SLRPs contienen un racimo de cuatro cisteinas con un espaciador
interno de clase conservada. Este dominio en diversos SLRPs sufre modificaciones de forma
variable para proporcionar funciones unicas a cada SLRP (63). Entre los motivos conservados C-
terminal rico en cisteina, un rasgo distintivo para los SRLPs candnicos de clase I, 11 y 11l es la
repeticion de oreja, la cual es la pendltima RRL mas larga, que se extiende hacia fuera a partir de
la cara convexa (Figura 7). Se ha propuesto que esta estructura mantiene la conformacion del
nucleo proteico e influencia la habilidad de unién a ligando(64).

SLRPs son proteoglicanos que tienen un ndcleo proteico y un numero variable de cadenas de
glicosaminoglicanos (GAGS), aungue la clase no canonica IV y V no contenga ningin GAG
también se incluyen en esta familia. Los GAGs de SLRPs son procesados diferencialmente en el
desarrollo y el envejecimiento, y son variables en cuanto a tamafio, numero, sulfatacion y
epimerizacion en varios tejidos (67). Los GAGs cumplen diversas funciones que incluyen la
hidratacion de la matriz extracelular; pueden unirse a citocinas, quimiocinas y factores de
crecimiento, protegiéndolos de enzimas proteoliticas. Ademas, pueden actuar como receptores de
proteasas y de inhibidores de proteasas y como reguladores de la migracion celular (63). Los
SLRPs también son modificados por la N-glicosilacion. Junto con los O-linked GAGs, estas
modificaciones de polisacaridos afectan la estabilidad conformacional del nucleo proteico y de

secrecion (68).

Ha sido documentado que algunas proteinas SLRPs regulan la estructura de la matriz extracelular
(ECM), afectan la adhesién celular a través de la interaccion con integrinas, y controlan las
actividades de efectores celulares potentes, tales como el factor de crecimiento transformante .
El arquetipico mas caracterizado ha sido decorin, proteoglicano de la familia SLRP que se
encuentra presente en una variedad de tejidos conjuntivos, por lo general, decorando colageno
fibrilar, y esta involucrado en importantes funciones biolégicas incluyendo la regulacion del

ensamble de colageno fibrilar y la modulacion de la adhesion celular.

Una funcion importante de los SLRPs es el ensamblaje de una matriz de colageno adecuada,
especializada. Los requisitos especiales sobre las fibrillas, y las diferentes etapas de la formacion
de fibrillas, requieren diferentes SLRPs. Los SLRPs trabajan en concierto para ensamblar las fibras

de colageno en el funcionamiento de una matriz extracelular. Los SLRPs podrian regular el
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entrecruzamiento entre dos colagenos, ocultando algunos de los posibles residuos de lisina de

reticulacion presentes en cada monomero de colageno.

Los SLRPs regulan el ensamblaje de la matriz extracelular, que define el microambiente, la
modulacion tanto de la matriz extracelular y las funciones celulares, con un impacto en la funcion
del tejido.

La matriz extracelular se compone principalmente de glicoproteinas, proteoglicanos y colagenos.

Los SLRPs influyen en el comportamiento celular, incluyendo la diferenciacion, la apoptosis, la
proliferacion y la migracion a través de mdaltiples medios. Los SLRPs influyen tanto en el
comportamiento celular como en el ensamblaje de la matriz, los cuales son criticas para la

integridad estructural de los tejidos.

Decorin  NH, §8 55— cooH

LxXXLXLxXxNXLx
LRR

Biglycan  NH, $S §- COOH

Lumican  NH,

Figura 7. Organizacién estructural de los proteoglicanos pequefios ricos en leucina.
Decorin, biglycan y lumican tienen ndcleos proteicos de tamafio similar de 36 kDa, 38 kDa
y 37 kDa, respectivamente. LRR comprenden aproximadamente el 70% de cada proteina del
nucleo, con L representando leucina (o isoleucina), N es asparagina por lo general, y X es

cualquier aminoéacido.

2.3.2. Papel de SLRP en cancer
Aunque inicialmente se pensaba que los SLRPs actuaban meramente como componentes

estructurales de la matriz extracelular (MEC), actualmente son reconocidos como actores claves
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en la sefializacion celular, que influyen en las funciones celulares como proliferacion,
diferenciacion, supervivencia, adhesion, migracion, y la respuesta inflamatoria (59, 69).Asi, los
SLRPs constituyen una red de regulacion de sefiales, en su mayoria extracelulares, que se
desarrollan corriente arriba de varias cascadas de sefializacion que afectan la fosforilacion
intracelular y modulan diferentes vias que incluyen aquellas conducidas por miembros de la
superfamilia de la proteina morfogenética 6sea/factor de crecimiento transformante 3 y receptores

tirosina quinasas tales como el factor de crecimiento tipo insulina y los receptores tipo Toll (70).

Los SLRPs mejor estudiados hasta la fecha son decorin, biglycan, lumican y en menor medida
fibromodulin, del resto de la familia se ha investigado poco o nada en relacion con el cancer. En
general no se puede hablar de un papel definido de los SLRP en el cancer debido a que especies
individuales de proteoglicanos parecen tener papeles opuestos en la regulacion del crecimiento
celular, laadhesion, la migracion y la apoptosis. Por lo tanto, es conveniente definir el rol biolégico

de cada SLRP por separado.

Decorin (DCN) como supresor tumoral

Decorin representa el miembro prototipico de la familia de SLRPs mejor estudiado, y es un
constituyente importante de la matriz extracelular,contiene una Unica cadena de
glicosaminoglicano (GAG) compuesto de sulfato de dermatan o de condroitina, y 12 repeticiones
ricas en leucina que comprenden el nacleo de la proteina. Decorin es un proteoglicano del estroma
sintetizado principalmente por los fibroblastos, células endoteliales vasculares y células
musculares lisas. Inicialmente se caracteriz6 por su alta afinidad por las fibras de colageno y por
actuar en la fribilogenesis del mismo(71). Sin embargo, actualmente es conocido por su habilidad

para unirse a factores de crecimiento y actuar como un supresor de tumores soluble.

Uno de los primeros estudios que indagd sobre la funcién biologica de DCN en cancer fue llevado
a cabo por lozzo, Chakrani (72), quienes demostraron que la expresion ectdpica de DCN en células
transformadas resultaba en la detencion del crecimiento y en la inhabilidad para generar tumores
en ratones desnudos. En un estudio subsecuente, los mismos autores revelan el mecanismo por el
cual decorin induce el efecto cito-estatico en las células tumorales: Una molécula exdgena de
decorin activa el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), y desencadena una

cascada de sefalizacion que conduce a la fosforilacion de la proteina activada por mitégeno (MAP)
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quinasa, la induccion de p21, y la supresion del crecimiento. Decorin interactla de forma directa
con el receptor de EGF. La unién de decorin induce la dimerizacion del receptor de EGF y la
fosforilacion rédpida y sostenida de la MAP quinasa en células escamosas de carcinoma. En un
sistema libre de células se demostré que decorin induce la auto-fosforilacion del EGFR purificado
mediante la activacion de la tirosina quinasa del receptor y también puede actuar como un sustrato
para la quinasa del receptor de EGF per se. Mediante el uso de ensayos de unién de radioligando
se demostrd que decorin tanto soluble como inmovilizado se unen al ectodominio del receptor
EGF o al receptor de EGF purificado. La unién est4d mediada por el ndcleo de la proteina y tiene
una afinidad relativamente baja (Kq de aproximadamente 87 nM)(73). Por lo tanto, decorin se debe
considerar como un nuevo ligando bioldgico para el receptor de EGF, una interaccion que podria

regular el crecimiento celular durante la remodelacion y el crecimiento del cancer.

Ademés del EGFR, decorin puede interactuar con otros factores de crecimiento. Goldoni,
Humphries (74), determinaron que decorin se une directamente y con alta afinidad a Met (Kg =
aprox 1.5 nM), el receptor del factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), e induce la activacion
temporal del receptor, el reclutamiento de la ligasa de ubiquitina E3c-Cbl, y la rapida degradacion
intracelular del receptor. Ademas, decorin suprime los niveles intracelulares de B-catenina, un
efector clave de Met, e inhibe el crecimiento y migracion celular. Por lo tanto, mediante la union
a multiples receptores tirosina quinasa, decorin puede reducir el desarrollo y progresion del

tumores primarios (74).

Por otro lado, aunque varios estudios han apoyado la funcién supresora de tumores de decorin en
otros tipos de cancer, respecto al cancer de préstata ha habido poca evidencia de un papel tan
importante para esta molécula. Hasta la fecha, solo un estudio ha informado de la expresion de
decorin en neoplasia intra-epitelial prostatica de alto grado (PIN) pero no en cancer de préstata
propiamente dicho (75). En ese informe, la expresién del estroma de la préstata también fue alta

en las muestras de HPB, pero disminuyé con la progresién del cancer de préstata.

En un estudio reciente, Hu, Sun (76) implementaron un modelo animal de cancer de proéstata,
basado en ratones con delecion del supresor de tumor Pten (Pten™) especifica de la prostata, para
demostrar que la liberacion sistémica de decorin inhibe la progresion del tumor mediante el
bloqueo de la proliferacion celular y las vias de supervivencia (Figura 6 y 7). Ademas, en lineas

celulares de cancer de préstata mostraron que decorin inhibe especificamente la fosforilacion de
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EGFR vy del receptor de andrdgenos (AR) y el entrecruzamiento entre estas vias. Lo cual previene
la translocacion nuclear del AR e inhibe la produccion del antigeno especifico de la proéstata.
Ademas, la via de supervivencia del fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3K)/Akt es suprimida, lo que
conduce a la apoptosis tumoral. Estos hallazgos resaltan la efectividad de decorin en la presencia
de un riesgo genético de cancer e implica a decorin como un nuevo agente potencial para la terapia
contra el cancer de proéstata dirigida hacia la via EGFR/AR-PI3K-AKkt(76).

Ademas del desarrollo y la progresion tumoral, decorin también tiene un efecto en la angiogénesis,
la cual es un paso clave en la progresion tumoral maligna. Sin embargo, este papel aun es
controversial, algunos estudios indican un papel pro-angiogénico tal como el potenciamiento de la
migracion celular endotelial mediante el aumento de la interaccion de a2B1 integrina con colageno
tipo 1(77). Especificamente, decorin media la adhesion mediante la union a integrina o2p1 y la
promocion de la interaccién integrina-colageno. No obstante, un estudio reciente ha demostrado
con claridad la unién inhibitoria de alta afinidad de decorin al receptor 2 del VEGF (VEGFR2)(78).
Ademas, mediante la union de factor de crecimiento transformante B(TGFP), decorin interactia
con TGF, previene su unién al receptor, y por lo tanto juega un papel significativo en la

progresion tumoral y la angiogénesis (79).

Biglycan (BGN), papeles opuestos en diferentes tipos de cancer.

Biglycan estd estructuralmente relacionado con decorin pero porta dos cadenas de
glicosaminoglicanos en vez de una. Ademas, parece tener una participacion muy limitada en la
progresion del cancer y no posee las propiedades anti-proliferativas de decorin (80). La liberacion
sistematica de biglycan no tiene un impacto detectable sobre el desarrollo del cancer de prostata
en estudios con ratones Pten-/-, y tampoco es capaz de inhibir la sefializacion por EGFR 0 AR en
lineas celulares de cancer de prostata(76).Sin embargo, en cancer de vejiga, biglycan parece tener
una funcidén parecida a decorin.Niedworok, Rock (81), analizaron 76 biopsias de pacientes con
cancer de vejiga con diferentes estadios tumorales con relacién a la expresién de biglycan y lo
correlacionaron con un seguimiento clinico a largo plazo (10 afios). Curiosamente, el aumento de
la expresion de mRNA de biglycan se asocio con etapas tumorales més tardias y la invasividad al
musculo. Ademas, el bloqueo in vitro de biglycan enddgeno en células humanas de carcinoma

urotelial (células J82) aumentd la proliferacion celular, mientras que la adicion de biglycan
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recombinante y la sobreexpresion de biglycan inhibio la proliferacion de las células tumorales. Los
autores también transplantaron células J82 (después de suprimir BGN) en ratones desnudos, lo
cual resulté en un aumento significativo del crecimiento de tumores en los Xxenoinjertos
subcutaneos. En general estos hallazgos sugieren que la alta expresion de biglycan esta asociada
con una reduccion en proliferacion celular tumoral. Ademas, el andlisis de Kaplan-Meier revelo
mayor supervivencia a los 10 afios en los pacientes con alta expresion de biglycan en biopsias

tumorales.

De manera contradictoria, en cancer gastrico biglycan parece tener un papel oncogénico mas que
de supresor tumoral. Hu, Duan (82) encontraron que la expresion de BGN era significativamente
mayor en tejidos de cancer gastrico y estaba asociada con metastasis en los ganglios linfaticos, la
profundidad de la invasion del tumor y el estadio tumoral. Asi mismo,Wang, Li (83), analizaron
la expresion de BGN a nivel de mMRNA y proteina en 69 canceres gastricos y tejido no tumoral
adyacente, mediante gRT-PCR y western blot, y encontraron que biglycan estaba sobre regulado
tanto a nivel transcripcional como traduccional. La sobreexpresion de BGN estuvo fuertemente
asociada con la metéstasis de los ganglios linfaticos, la clasificacion de tumor (T), la clasificacion
de metastasis (M), y la invasion vascular. Ademas, los pacientes con tumores positivos para
biglycan tuvieron una mayor tasa de recurrencia de la enfermedad y una menor supervivencia que
los pacientes con tumores negativo para biglycan después de la cirugia radical. EIl analisis
multivariado reveld que la expresion de biglycan es un indicador de prondstico independiente de
la supervivencia de los pacientes con cancer gastrico. Los datos del presente estudio demuestran
que la expresion elevada de biglycan puede jugar un papel importante en el desarrollo y progresion
del cancer gastrico, y podrian ser evaluados adicionalmente como un biomarcador para la

prediccion de un pobre resultado clinico.

Lumican (LUM) inhibe la migracion celular

Lumican es un SLRP que lleva glicosaminoglicanos KS y ha sido mejor estudiado como un
regulador de la fibrilogénesis de colageno en la cornea (84, 85). Este estd presente en este tejido
en forma de proteoglicano asociado a keratan sulfato, con un nucleo proteico de 38kDa. LUM esta
presente en numerosas matrices extracelulares de diferentes tejidos, tales como musculo, cartilago

y cornea.
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Los reportes sobre el papel de lumican en el cancer son contradictorios, con la sobreexpresion
asociado con un aumento en la malignidad del cancer de mama, (86) cancer de pulmén (87) y el
cancer pancreéatico (88), pero con niveles de expresion reducidos asociados con progresion de
melanoma (89). Ademas, la expresion forzada de lumican en células de melanoma ha demostrado

aumentar la adhesion mediada por integrina 1 (90) y reduce el potencial metastasico celular (91).

Zeltz, Brezillon (92) demostraron que lumican evita la progresion del melanoma mediante la
inhibicion de la migracion celular mediante la union a a2p1 integrina. Células de melanoma A375
fueron transfectadas con siRNA dirigido contra la subunidad o2 de la integrina. En comparacion
con las células control A375, el efecto anti-migratorio de lumican fue abolido en células A375
transfectadas. Por otra parte, lumican inhibid la migracion quimiotactica de las células de ovario
de hamster chino (CHO) transfectadas de forma estable con la subunidad de integrina a2 (CHO-

A2), pero no la de las células CHO de tipo silvestre.

Otros informes indican un papel de lumican en la apoptosis inducida por Fas-FasL (93) y en la
creacion de un gradiente quimico para la migracién de neutréfilos (94). Aunque existen similitudes
en la sefializacion entre lumican y decorin, expresion diferencial de estos dos SLRPs se informo
en cancer de mama (95). En prostata humana, perfiles de expresion génica revelaron una sobre
regulacién de lumican en la HPB en comparacién con la préstata normal (96). Sin embargo, en
ensayos de inmunohistoquimica, la tincion de la proteina lumican fue débil tanto en el estroma de
tejido prostatico maligno como no maligno (97). La disminucién de la inmunotincién para
glicosaminoglicanos KS de lumican acompafi¢é la pérdida de organulos secretores en
adenocarcinoma de prdstata (97). El papel de lumican en los procesos de secrecién de la préstata
no se entiende, pero se puede especular que podria ser similar a la de Serglycin en el
empaquetamiento de productos de secrecidén bioactivos tales como proteasas, poliaminas y

quimiocinas.

En un estudio sobre la actividad antitumoral de lumican en cancer de préstata, Coulson-Thomas,
Coulson-Thomas (98), mediante PCR en tiempo real e inmunotincion, demostraron la sobre
regulacion de este SLRP en los tumores primarios analizados. El aumento en la expresion de LUM
fue observado en el estroma reactivo que rodea los tumores primarios con deposicion fibrética
alrededor de las glandulas acinares. Los estudios in vitro demostraron que lumican inhibe tanto la

migracion como la invasion de células de cancer de prostata aisladas del ganglio linfatico, hueso
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y cerebro. Ademas, las células cultivadas en presencia de lumican presentaron una disminucion en
la formacion de proyecciones celulares. Estos hallazgos sugieren que las moléculas de lumican
presentes en el estroma reactivo que rodea los tumores primarios de prostata juega un papel

restrictivo en la progresion del cancer.

Por otro lado, Brezillon, Pietraszek (99) demostraron que lumican ejerce propiedades angiostaticas
mediante la regulacion negativa de la actividad proteolitica asociada con las membranas de células

endoteliales, en particular metaloproteinasas de matriz (MMP) -14 y MMP-9.

A través de una vision global, lumican parece ser un potente inhibidor de la progresiéon tumoral
mas que de la tumorigénesis. Sin embargo, los proteoglicanos sufren cambios progresivos en el
ambiente del tumor, de manera que la complejidad y la diversidad de la estructura de
proteoglicanos pueden ser responsables de una variedad de funciones que regulan el

comportamiento celular.

A través de su nucleo proteico y sus cadenas de glicosaminoglicanos, los proteoglicanos pueden
interactuar con factores de crecimiento y quimiocinas. Estas interacciones afectan la sefializacién

celular, la motilidad, la adhesion, el crecimiento, y la apoptosis.

2.4. MicroRNASs en la red del NF-xB

Los microRNAs (miRNA) son una clase de RNAs pequefios, no codificantes que controlan
postranscripcionalmente la traduccion y estabilidad de los RNA mensajeros, principalmente
mediante el direccionamiento de la maquinaria de silenciamiento génico (RISC) hacia sitios
especificos en la region 5°UTR y region codificante del ARN mensajero (100). Al igual que los
factores de transcripcion, los microRNAs son factores que actGan en trans y que ejercen su
actividad a nivel de elementos reguladores ubicados en Cis. Debido a que estas moléculas se
encuentran fuertemente asociadas a factores de transcripcion, comiunmente se observa un bucle de
retroalimentacion en el que el patron de expresion de microRNAs es controlado por factores de
transcripcion y viceversa, lo que le confiere a los micoRNAs la capacidad de funcionar como finos
reguladores de la expresién génica (101). Con el conocimiento previo de que los microRNAs
actuan como efectores ubicados corriente debajo de la via de sefializacion del NF-xB, Lu y
colaboradores analizaron una biblioteca de microRNASs en busca de aquellos que modulaban la

43



activacion del NF-xB (102) y luego evaluaron el papel de estos en células de adenocarcinoma
pancreatico. Ellos encontraron que el activador mas potente de la via de sefializacion del NF-xB
fue el microRNA miR-301A, el cual sub-regula al factor represor de NF-kB (Nkrf) y aumenta
alrededor de cinco veces la actividad de NF-xB. En estudios con células de cancer pancreatico
“knock down” para miR-301A, los mismos investigadores observaron la sobreexpresion de NKFR
y la subregulacién de la expresion de cinco genes blancos de NF-kB, uno de 1os cuales, el SKA2
(Subunidad 2 del complejo del huso y cinetocoro), codifica a miR-301A en su primer intron.
Ademas, Lu y su equipo encontraron que la expresion de NKRF estaba reducida en tejidos de
adenocarcinoma pancreatico en comparacion con células normales del pancreas y tejido adyacente
al tumor, lo cual estuvo correlacionado con la sobre expresion y activacion de NF-kB (103).
Debido a que NF-kB promueve la transcripcion de miR-301A, estos resultados demuestran la
existencia de un bucle de retroalimentacion positiva en el que miR-301A reprime a Nkfr para
elevar la actividad de NF-«B, el cual promueve la transcripcion de miR-301A (104) y asi mantener

una activacion persistente de NF-«B en las células de adenocarcinoma pancreatico.

En una revision reciente, Xiaodong Ma y colaboradores discuten la funcion de los microRNAs
miR-146, miR-155, miR-181b, miR-21, y miR-301A en la activacion de NF-xB y su papel en la
transformacion celular neoplasica (10). miR-146 por ejemplo, fue el primer microRNA
identificado como un regulador del sistema inmune y ha sido reportado como un represor de dos
moléculas claves en la via de activacion del NF-kB, TRAF6 e IRAK 1. Lo que sugiere la existencia
de un mecanismo de regulacién negativa en el que la activacién de NF-kB sobre regula a miR-
146, el cual sub regula a TRAF6 e IRAKL para reducir la actividad de NF-xB. Otro regulador
positivo de esta via es miR-181b, cuya inhibicién en lineas celulares de canceres de colon, prostata
e higado redujo la formacién de colonias. Ademas, sus niveles de expresion se han encontrado
positivamente correlacionados con los de STAT3 en carcinoma de colon, y negativamente
correlacionados con CYLD, el cual es un gen supresor de tumores que regula negativamente a
NF-xB (105). Esto sugiere un sistema de retroalimentacion positiva en el que STAT3 se une a la
regiéon promotora del gen miR-181b para aumentar su transcripcion, lo cual inhibe la produccion
de CYLD y causa un aumento en la activacion de NF-«B. Un microRNA que regula negativamente
a NF-xB es miR-9, el cual tiene como blanco a NF-kB1 (p105/p50) y se cree que actiia como un
mecanismo de regulacion fina que previene la regulacion negativa por homodimeros de p50 en la

respuesta antiinflamatoria. Ademas, se ha reportado que la sobreexpresion de miR-9 suprime el
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crecimiento celular en cancer de ovario y adenocarcinoma gastrico asi como también el de tumores
trasplantados en ratones con inmunodeficiencia severa combinada (SCID) (106, 107). La figura 8
muestra el resumen grafico de esta revision y sefiala el papel de los microRNAs como reguladores

positivos y negativos de la actividad de NF-«B.

Considerando que hasta ahora han sido identificados alrededor de 2500 microRNAs en humanos
(miRBase, 2017), estos pueden ser considerados como una de las moléculas reguladoras mas
abundante en la célula. Por lo tanto, el conocimiento de su funcion bioldgica y su contribucion a
la desregulacion de NF-xB en el desarrollo de enfermedades como el cancer sera necesario para
comprender la compleja red de sefializacion que este regula y la forma como Este podria utilizarse

para desarrollar terapias contra el cancer dirigidas a modular la actividad del NF-«B.
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Figura 8. Vision general de los microRNAs que convergen en la via de sefializacion del
NF-kB. Los nombres completos de las moléculas aparecen en la lista de términos al principio
de este documento. Modificado de Xiaodong Ma, 2011 (10).
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2.5. Quimiocinas y cancer

Las quimiocinas son una familia de proteinas, notablemente diversa y de bajo peso molecular (67
a 127 residuos de aminoacidos), con un patron caracteristico de 4 residuos de cisteina (C) en
posiciones conservadas (108), hasta la fecha se han caracterizado cuatro subfamilias con base en
las relaciones y posiciones de dichos residuos de cisteina, estas son: CXC, CC, CX3Cy C (109).
De acuerdo a su funcion, las quimiocinas pueden ser clasificadas en dos grupos: las inflamatorias,
que son expresadas por leucocitos y otras celulas de la inmunidad posterior a su activacion; y las
homeostéaticas que son expresadas de manera constitutiva en ciertos tejidos; sin embargo, algunas
quimiocinas caben en ambas categorias dependiendo del contexto bioldgico o estado patoldgico
en el que se encuentren (109). Dentro del grupo de las quimiocinas homeostaticas encontramos a:
CCL14, CCL17, CCL18, CCL19, CCL20, CCL21, CCL22, CCL25, CCL27, CCL28,CXCL12y
CXCL13 (110). Estas coordinan los niveles basales continuos de migracion que son necesarios
para una adecuada funcion del sistema inmune y se encuentran involucradas en procesos de
desarrollo que incluyen movimientos complejos tales como la maduracion de linfocitos (109). Las
quimiocinas de la subfamilia CXC en su mayoria son inducidas por estimulos inflamatorios,
basados en la presencia del motivo ‘ELR’ precediendo la primera C conservada puede subdividirse
en dos grupos: las ‘ELR’ positivas o angiogénicas CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCLS,
CXCL7 e IL8 y las ‘ELR’ negativas que generalmente antagonizan la actividad angiogénica de las
primeras (42, 43).

La sefalizacion inducida por quimiocinas estd mediada por receptores especificos sobre la
superficie celular, que hacen parte de la familia de receptores acoplados a proteina G con siete
dominios transmembrana (111). Existe cierto grado de redundancia en las interacciones de
quimiocinas y sus receptores, diferentes quimiocinas se pueden unir a un mismo receptor y
maultiples receptores pueden unirse a una misma quimiocina. En respuesta a su ligando, los
receptores de quimiocinas generan una cascada de sefiales que difieren dependiendo del contexto
fisioldgico, tejidos o condicion patoldgica (112), las cuales incluyen principalmente movilizacion
de Ca™, activacion de las quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK), fosfolipasa C-f
(PLC-p), fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), RAS, la familia de GTPasas Rho entre otras, que
finalmente conducen a la quimiotaxis (113).
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El microambiente tumoral es un factor clave en la progresion y desarrollo del cancer, distintos
componentes celulares y moleculares que rodean al tumor afectan la forma en que este crece y se
disemina. En este escenario, las quimiocinas presentan un papel multifacético (114), en primer
lugar, la cantidad y el tipo de quimiocinas expresadas por las células tumorales y estromales
determinan el tipo y extension de infiltracion leucocitaria y por ende la regresion o progresion
tumoral (114). Sin embargo, evidencia reciente apunta a que las quimiocinas asociadas a tumores
pueden regular la inflamacion y de paso inhibir la capacidad del sistema inmune de eliminar los
tumores (115). La funcion de las quimiocinas en el ambiente tumoral no se limita a atraer células

infiltrantes, sino que también cumplen roles en el crecimiento tumoral y angiogénesis (116).

De manera particular en diferentes tipos de cancer se ha visto asociacion con gquimiocinas. En
cancer de mama se determind que a nivel tumoral se presentan altos niveles de expresion de IL8 y
que a su vez hubo niveles elevados de CXCL1, CXCL3, CXCL5, CXCL6, y en menor medida de
CXCL2, y que pacientes que presentan la sobreexpresion de IL8 presentan peor prondstico (117).
CXR4 que es el receptor de quimiocinas mas comunmente sobreexpresado por células tumorales
(118), es responsable ademas de la migracion de células tumorales a sitios donde se exprese su
ligando CXCL12 (119). Gahan y col., basados en estas asociaciones entre quimiocinas, receptores
y cancer decidieron evaluar la utilidad de estas para diferenciar subtipos de Carcinoma de células
renales de oncocitomas, encontrando que CXCL12, CXCR4, CXCRY7 e IL8 permiten una adecuada
diferenciacion y que ademas predicen metastasis con una precision del 80% (120).

2.6.Quimiocinas y CaP

Se ha determinado que el microambiente tumoral de muchas neoplasias presenta un componente
inflamatorio, cuyas caracteristicas principales son: infiltracién leucocitaria, la presencia de
macrofagos asociados a tumor, produccion de moléculas proinflamatorias (citocinas,
quimiocinas), remodelamiento del tejido y angiogénesis (121). El papel de la inflamacion en las
enfermedades de la préstata ha sido sugerido por la evidencia de infiltracion por celulas
inflamatorias dentro de esta glandula en pacientes con cancer o hiperplasia benigna (20). Se ha
evidenciado que las células prostaticas por si mismas pueden ser gestoras de la inflamacion en el

microambiente tumoral, ya que expresan receptores de tipo Toll, los cuales frente a estimulos

47



proinflamatorios inician las vias de sefializacion que inducen la expresion de citocinas (21) tales
como la IL1, lo que conlleva a la expresion de CXCL1, CXCL2, CXCL3 e IL8 por parte de las
celulas estromales (122), sin embargo, se ha visto que de manera constitutiva las lineas celulares
de CaP PC-3, Dul45 y LNCaP expresan quimiocinas angiogénicas. Se ha descrito ademas, que
lineas celulares de la prostata transformadas y solamente inmortalizadas, expresan niveles
significativos de CXCL5, IL8, CCL2 y CXCL12 (123). Por su parte, las quimiocinas
homeostéaticas han sido principalmente relacionadas con el proceso metastéasico (110). Tales como
el eje CXCL12/CXCR4, cuyo bloqueo en modelos murinos de distintos canceres ha demostrado
su implicacion en metastasis. Ademas el CXCR4 es el receptor de quimiocina mas ampliamente
expresado por células tumorales y es responsable de metastasis a pulmon, higado y médula 6sea
(110, 116).

La mayoria de trabajos en el tema de quimiocinas y CaP se han enfocado en 1L8, CXCL12 y CCL2
(112). Por ejemplo, diversos estudios han descrito que los niveles de éstas quimiocinas aumentan
con la progresion del CaP, encontrandose estudios que demuestran la mayor expresion de IL8 y
sus receptores en tumores de alto grado segun la clasificacion de Gleason (124). Mediante estudios
in vitro en los que se empled silenciamiento génico del gen de IL8 se determind que esta se
encuentra asociada a la agresividad de las lineas celulares de CaP, ya que al silenciarse dicho gen
en las lineas PC-3 y Dul45, éstas se tornaron sensibles a multiples agentes quimioterapéuticos
(125). Se ha descrito ademas, que la IL8 induce sobreexpresion de CXCR7 lo que promueve el
crecimiento y la proliferacion de células de CaP, lo cual estd mediado por una via asociada con el
EGFR (126). Por otro lado, se ha determinado que la IL8 puede ser detectada en el suero de
pacientes con CaP, con niveles significativamente superiores en aquellos pacientes que presentan
metéastasis 0sea (127). Se ha observado que los niveles de expresion de mMRNA de CXCL12 a nivel
del tejido tumoral correlaciona con los niveles sanguineos de PSA y el puntaje Gleason (128). Esta
quimiocina también ha sido evaluada a nivel sérico, proponiéndola como marcador biolégico de
uso potencial en la deteccion de CaP. En cuanto a CCL2, se sabe que en el contexto de CaP esta
quimiocina es producida por células endoteliales, células estromales y por las células cancerigenas
y que ejerce funciones tanto autocrinas como paracrinas que modulan el fenotipo metastasico
(129).
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Otros receptores y ligandos de quimiocinas también han sido relacionados con CaP. El eje
CXCL16/CXCR6 se ha asociado con CaP de tipo agresivo y metastasis 0sea (130). Mediante
microarreglos de tejido se evidencid que las muestras de CaP expresan niveles altos de CXCR5,
la que ademas media propiedades invasivas y migratorias. Mediante ELISA multiple en
homogenizados de tejido tumoral de CaP se identifico que CCL4 y CX3CL1 e IL5 sirven como
predictores de recurrencia bioguimica de CaP pos-prostatectomia (131). A nivel del tejido
prostatico se ha determinado mediante estudios de inmunohistoquimica que la expresion de CCR6
correlaciona con la agresividad del CaP (132), mientras que a nivel sérico también se ha evaluado
la expresion de CXCL13, evidenciandose que permite distinguir a los pacientes con CaP pero no
correlaciona con el PSA (133). Por su parte, Agarwal y cols. determinaron mediante ELISA los
niveles séricos de las quimiocinas CCL1, CCL2, CCL5, CCL8, CCL11, CXCL1, CXCLS5,
CXCL8, CXCL10, CXCL12 en pacientes que fueron sometidos a prostatectomia y que
presentaban niveles séricos de PSA <10ng/mL, encontrando que CCL11 presentaba niveles séricos

significativamente mayores en los pacientes con CaP (134).

2.7. RNA interferente (RNAIi) como herramienta para evaluar la funcion génica

La aparicion de la tecnologia del RNA interferente ha revolucionado los analisis genémicos
funcionales en la biologia celular, incluyendo el estudio de la divisién celular. En particular, la
introduccién de RNA interferentes pequefios (SIRNASs) ha facilitado los estudios de pérdida de

funcién en lineas celulares en mamiferos.

Los siRNAs y microRNAs son reguladores claves de la expresion génica en células de mamiferos
a través de complejos enzimaticos de silenciamiento. En los estudios funcionales esa maquinaria
puede ser aprovechada para silenciar un gen asociado a cancer. La especificidad del RNAI depende
de la homologia de secuencia, asi que, en teoria, es posible dirigir el silenciamiento de cualquier
gen de manera especifica. Actualmente hay disponibles kits comerciales que consisten de
moléculas pequefias de RNA de doble cadena dirigidos contra genes, juegos de genes o
transcriptomas completos. Estas moléculas pueden ser introducidas en las células de mamiferos a
través de diferentes métodos de transfeccion, incluyendo técnicas basadas en lipidos y

electroporacion.
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En comparacidn con la mutagénesis insercional, el RNAI ofrece la ventaja de ser una técnica mas
rapida y facil de aplicar, mas flexible y conveniente (135). No obstante, se debe tener en cuenta
que los ensayos con RNAI no pueden imitar la condicion de alelo nulo, ya que su efecto es mas
bien una supresion temporal de la expresion del gen. Otra ventaja del uso de esta técnica es la
posibilidad de usar estos inhibidores a escala genomica (136). Es decir, que pueden ser usados en
un analisis sistematico de silenciamiento génico a gran escala para evaluar el papel de multiples
genes en cancer. De hecho, en los Ultimos afios, se han reportado varios estudios de silenciamiento

génico a gran escala utilizando RNA. en sistemas de mamiferos (137-140).

Tal vez las consideraciones mas importantes sobre estos experimentos son la solidez del ensayo
utilizado para evaluar el fenotipo y las vias de sefializacién afectadas, asi como la definicion y
compatibilidad del vehiculo a utilizar para llevar a cabo la transfecccion en el modelo escogido,
ya sea in vivo o in vitro. Debido a que el silenciamiento mediado por RNAi depende de la
homologia de secuencia entre el SiRNA y su RNA blanco, algunas veces se pueden presentar
efectos no especificos del silenciamiento. Para superar estos inconvenientes se recomienda incluir

en el ensayo mdltiples controles para validar los resultados del analisis.

2.7.1. Evaluacion del fenotipo

Los fenotipos de cancer mas comunmente evaluados son la proliferacion y la supervivencia, sin
embargo, hoy dia disponemos de una variedad de técnicas para analizar un rango muy amplio de
fenotipos, como son la morfologia, invasividad, migracion o la capacidad de la célula para formar

colonias en suspension.

Ensayos de viabilidad y proliferacion celular

La medicion de la viabilidad celular constituye un procedimiento importante en todas las formas
de cultivo celular, y en los ensayos funcionales se utiliza generalmente para correlacionar el papel
de un gen con la actividad anabolica. La viabilidad celular generalmente se define como el nimero
de células sanas en una muestra. A menudo, los mismos ensayos usados para determinar la
viabilidad se utilizan repetidamente durante un periodo de tiempo para evaluar la proliferacién de

células dentro de una poblacion.
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Existe una amplia variedad de métodos para evaluar la viabilidad celular que van desde los mas
sencillos y rutinarios como lo es el ensayo de exclusion de azul de tripano, hasta los mas complejos

que consisten del analisis de células individuales.

El método de exclusion de azul de tripano fue uno de los primeros en ser desarrollados, y se basa
en el principio de que las células viables tienen una membrana celular intacta y por lo tanto
excluyen el azul de tripano, mientras que las células muertas toman el colorante y se aprecian de
color azul en el microscopio Optico, para realizar esta prueba las células deben estar en suspension
como células individuales para poder ser contadas al microscopio con la ayuda de un

hemocitdmetro o de equipos automatizados.

Ensayo de reducciéon de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide).
Este ensayo se utiliza para determinar el nivel de actividad metabdlica en las células eucariotas. Si
la tasa metabolica es constante, la técnica puede ser empleada para contar las células vivas en una
muestra. Este experimento se basa en la conversion del tetrazolio soluble en cristales insolubles de
azul de formazan por una reaccion de reduccion llevada a cabo en las células vivas por enzimas
deshidrogenasas mitocondriales. Estos cristales pueden ser disueltos en alcohol y medidos
espectrofotométricamente para obtener una medida de la actividad celular. EI MTT ofrece un
método muy solido para evaluar este fenotipo, ademas, Este colorante es metabolizado por la
mayoria de los tipos de células, mientras que algunas de las nuevas alternativas no son adecuadas

para todas las células.

Ensayos para evaluar migracion e invasion celular.

Antes de definir la importancia de evaluar estos fenotipos en los estudios funcionales de cancer,
seria conveniente aclarar que, aunque en patologia y en modelos in vivo estos terminos tienden a
confundirse, en los modelos in vitro de la biologia experimental la distincion es bastante clara: La
migracion se define como el movimiento directo de las células sobre un sustrato tal como las
membranas basales, fibras de matriz extracelular (ECM) o platos de plastico. Por lo tanto, la
migracion se produce en superficies en dos dimensiones. Por el contrario, la invasion implica el
movimiento de células a través de una matriz de tres dimensiones, y requiere de una
reestructuracion del entorno tridimensional. La célula debe modificar su forma e interactuar con
la ECM con el fin de viajar a traves de ella, que por una parte proporciona el sustrato de fijacion

de las células y por otro representa una barrera contra el movimiento de la célula. La invasion
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requiere de adhesion, protedlisis de los componentes de la matriz extracelular y migracion (141),

por lo tanto, las células que invaden remodelan la ECM (142).

En la biologia del cancer, la invasion a través de la matriz extracelular (ECM) es un paso
importante para la metastasis tumoral. Las células cancerosas mediante la adhesion y difusion a lo
largo de la pared del vaso sanguineo, para atravesar sus paredes, la célula debe liberar enzimas
proteoliticas, tales como metaloproteinasas de la matriz y colagenasas que disuelven los
componentes de la membrana basal que rodea los vasos sanguineos para permitirle a las células

cancerosas invadir otros tejidos.

Ensayo de formacion de colonias en agar

Este ensayo esta disefiado para evaluar la capacidad de una célula para crecer sin estar fija a una
superficie y por lo tanto suspendida en agar. Los ensayos se realizan en platos de cultivo de 6 cm,
sobre las cuales se deposita una capa inferior de agar con medio de cultivo enriquecido, luego una
capa de medio con una concentracién menor de agar y un numero fijo de células en suspension es
vertida sobre esta, después de solidificar una tercera capa es vertida. Las placas se colocan en la

incubadora y después de aproximadamente dos semanas se cuentan las colonias a ojo desnhudo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general.

Determinar el perfil de expresion génica de un grupo de proteoglicanos, quimiocinas y microRNAs
de la red reguladora del NF-kB y sus implicaciones en el cancer de prostata.

3.2. Objetivos especificos.

e Determinar el perfil de expresién de proteoglicanos, quimiocinas y microRNAs con
motivos reguladores para NF-xB en cancer de prostata.

e Realizar ensayos funcionales de silenciamiento génico mediante SIRNA de genes
codificantes de proteoglicanos para determinar los efectos del silenciamiento a nivel
fenotipico y molecular.

e Evaluar los efectos de AINES que bloquean la actividad del NFkB en la expresion de
proteoglicanos y quimiocinas en células de cancer de prostata.

e Evaluar las interacciones potenciales entre proteoglicanos, microRNAS y quimiocinas de
la red del NFKB mediante herramientas bioinformaticas.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Andlisis de expresion génica de proteoglicanos, quimiocinas y microRNAs en cancer de
proéstata

La expresion de un grupo de proteoglicanos, quimiocinas y microRNAs fue medida, a nivel de
transcritos, en lineas celulares. Ademas, la expresion de algunos genes encontrados
diferencialmente expresados fue medida a nivel de proteinas mediante ensayos de ELISA o
inmunocitoquimica. También se evalud la expresion de tres genes (ESM1, FMOD y CCRL2) en
un grupo de muestras clinicas. A continuacion, se describen las técnicas y procedimientos

utilizados para evaluar la expresion de este grupo de genes.

4.1.1. Estudios de expresion en lineas celulares.

Cultivo de lineas celulares epiteliales de cancer de prostata humana.

Tres lineas celulares humanas fueron obtenidas de la ATCC (American Type Culture Collection),
dos de ellas corresponden a lineas de cancer de prostata, una con bajo potencial metastasico,
LNCaP clon FGC (ATCC: CRL-1740), y otra altamente metastasica, PC-3 (ATCC: CRL-1435);
unatercera linea celular, no tumoral de prostata humana (PWR-1E, CRL-11611), se utilizara como

control normal.

Las células PC-3 fueron mantenidas en medio modificado F12K (ATCC) suplementado con 10%
de suero fetal bovino (Gibco - Invitrogen) y 1% de penicilina-estreptomicina (Gibco -Invitrogen),
siguiendo las recomendaciones de la ATCC. Las células LNCaP fueron mantenidas en medio de
crecimiento completo RPMI-1640 suplementado con 1% de L-glutamina (Gibco - Invitrogen),
10% de suero fetal bovino (FBS) (Gibco - Invitrogen) y 1% de penicilina-estreptomicina (Gibco -
Invitrogen); mientras que la linea celular PWR-1E fueron cultivadas en medio de cultivo para
queratinocitos libre de suero (Life Technologies), suplementado con 50 ug/mL de extracto de
pituitaria bovina, 5% de L-glutamina y 5 ng/mL del factor de crecimiento epidérmico (Life
Technologies).

Todas las células fueron cultivadas como mono capas en frascos de cultivo T-25 (Corning), en una
atmosfera humidificada que contenia un 5% de CO2 y 95% de aire, a una temperatura de 37 °C.

Para todos los experimentos, las células fueron obtenidas de cultivos con bajo numero de pasajes,
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las células LNCaP fueron utilizadas entre los pasajes 23 a 26, las células PC-3 se utilizaron en los

pasajes 28 a 31, y la linea PWR-1E entre los pasajes 19 a 23.

Extraccion de RNA total a partir de lineas celulares.

Las lineas celulares LNCaP, PC-3 y PWR-1E fueron cultivadas a 37 °C, 5% CO; hasta obtener
una confluencia del 70 al 80%. Una vez en la confluencia deseada, las celulas fueron tratadas con
0,25% de tripsina-EDTA (Life Technologies) durante 1 a 3 minutos, hasta obtener una suspension
completa de las células, luego centrifugadas a 1500 xg durante 5 minutos y una vez contadas en
hemocitometro, eran sometidas a extraccion de RNA total usando el método de Trizol

(TRIReagent - Ambion) de acuerdo al siguiente protocolo:

A un precipitado de células de aproximadamente 5 - 10x10° se le adicionaba 1 mL de Tri Reagent
(TM), el cual permitia un lisado rapido y completo del cimulo celular. Luego, para asegurar la
completa disociacion de los complejos de nucleoproteinas, el precipitado celular se dejaba en
reposo por 5 minutos (min) a temperatura ambiente. Al finalizar este tiempo, se le agregaban 200
uL de cloroformo por cada mililitro de Tri Reagent(TM) utilizado. Se agitaba vigorosamente por
15 segundos para luego dejar en reposo por 2-15 min a temperatura ambiente. La mezcla resultante
era centrifugada a 12.000xg por 15 minutos a 4.0 °C. La centrifugacion separ6 la mezcla en 3 fases:
una fase organica roja (conteniendo las proteinas), una interfase (conteniendo el DNA), y una fase
acuosa superior incolora (conteniendo el RNA). La fase acuosa fue transferida a un tubo limpio de
1.5 mL, para luego adicionarle 500 uL de isopropanol por cada 1000 pL de Tri Reagent utilizado
en la preparacion de la muestra. Se dejaba en reposo por 5-10 min a temperatura ambiente, y luego
se Centrifugo a 12.000 xg por 10 min a 4.0 °C. EI RNA precipitado en el fondo del tubo se dejaba
al aire libre sobre un papel absorbente por 5-10 min. Finalmente, el RNA total fue resuspendido
en solucion de acetato de sodio (0.3 M pH =5.0), o con agua libre de RNasa (Qiagen) y llevado a
calentamiento en bafio serolégico por 5 min a 65 °C y luego almacenado a - 80 °C, hasta su
utilizacion. La concentracion y pureza del RNA total fue medido por espectrofotometria,
calculando el cociente entre las absorbancias de 260/280 (Nanodrop, Thermo scientific, USA).
Una muestra con cociente de 260/280 entre 1,8 y 2,0 fue considerada de alta pureza para el
contenido de RNA. La integridad del RNA fue monitoreada a través de electroforesis en geles de
agarosa (Bio-Rad, USA).
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Sintesis de cDNA a partir de mRNA de lineas celulares.

Para obtener la primera hebra del DNA complementario (cDNA), se utilizo el estuche QuantiTect
Reverse Transcription de la casa comercial QIAGEN. La reaccion se llevo a cabo en dos etapas:
la eliminacion del DNA gendmico y la posterior reaccion de transcripcion reversa. En la primera
etapa, 1 ug de RNA total de las lineas celulares LNCaP, PC-3 y PWR-1E fue incubado con el
buffer “gDNA Wipeout” durante 2 min a 42°C. Después de este tiempo, la muestra de RNA fue
adicionada a una pre-mezcla que contenia la enzima transcriptasa reversa Quantiscript, el buffer
de reaccion (Quantiscript RT Buffer), mas la solucién de cebadores tipo oligo-dT. El volumen
total de la reaccion (20 pL) fue incubado a 42°C por 30 min, seguido de un ciclo de 95°C por 3
min para inactivar la enzima. Los respectivos cDNA fueron almacenados a -80 °C hasta el

momento de su uso en PCR en tiempo real.

PCR cuantitativa en tiempo real (qQPCR) a partir de cDNA de lineas celulares.

Las reacciones de gRT-PCR se llevaron a cabo en el equipo StepOne Real-Time PCR System de
la casa comercial Applied Biosystems, usando la quimica del SYBR Green | (QIAGEN). Para cada
ensayo, las reacciones fueron preparadas sobre hielo, mezclando 1.5 pL del producto de la
transcripcion reversa, 10 pL del kit QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix, 2X (QIAGEN) y
1uL de cada cebador a una concentracion de 250 nM. Finalmente, se adicionoagua libre de
RNAsas hasta un volumen final de 20 pL, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las
condiciones de reaccion incluyeron una etapa inicial a 95 °C durante 15 min para activar la DNA
polimerasa HotStarTaq, seguido de 45 ciclos de 94°C durante 15 seg, 60°C durante 30 seg y 72°C

durante 30 seg.

Cada muestra se analiz por triplicado en la reaccion de PCR, para estimar la reproducibilidad de
los datos. Las curvas de fusion de cada amplicon fueron analizadas para verificar la especificidad
de la reaccién de amplificacién. Los valores de expresion génica se cuantificaron como el
promedio de las tres réplicas y en cada caso los valores fueron normalizados a los niveles de
expresion de los genes de referencia (housekeeping, por su expresion en inglés) B-actina (ACTB)
y HPRT. En todos los experimentos, el calculo de la expresion génica se realizo a través del método

comparativo delta-delta de Ct (2724%Y).
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Analisis de la expresion de pequefios proteoglicanos ricos en leucina.

El perfil de expresion a nivel de transcritos de un panel de 16 proteoglicanos fue evaluado en las
tres lineas celulares mediante un ensayo mdaltiple de qRT-PCR. La cuantificacion relativa de los
niveles de mRNA se analiz6 por el método delta-delta de Ct, normalizando la expresion de cada

proteoglicano con la de los genes constitutivos B-Actina 'y HPRT.

Para el analisis de la expresion génica de proteoglicanos mediante PCR cuantitativa en tiempo real,
se disefiaron “cebadores” especificos para cada gen y adicionalmente se disefiaron cebadores para
los genes de referencia beta-actina (ACTB) y fosforibosil-transferasa de hipoxantina (HPRT),
como normalizadores de la expresion génica. Los cebadores se disefiaron usando el software
PrimerBlast (143) desarrollado por el NCBI. Los cebadores utilizados son listados en la Tabla 2.
Las reacciones de gRT-PCR se llevaron a cabo como se indicé en el punto anterior. Se compararon
las diferencias entre las lineas celulares de cancer de préstata LNCaP y PC-3 frente a la linea no
tumorigenica PWR-1E. Se utilizo el estadistico t de student para el calculo de los valores p, y un

valor de p< 0.05 fue considerado como significativo.

Los genes encontrados diferencialmente expresados en las lineas celulares de cancer respecto a la
linea celular normal fueron validados mediante ensayos individuales de qRT-PCR para cada gen

por triplicado.

Tabla 2. Cebadores para proteoglicanos usados en el ensayo de gRT-PCR

Gen Cebador Tamafio amplicén
simbolo oficial (forward/reverse) (pb)
AGAAAATCTGGCACCACACC 142
ACTB GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA
GACCAGTCAACAGGGGACAT
HPRT1 132
CCTGACCAAGGAAAGCAAAG
ASPN TTGAAGGGGTGACGGTGTTC 165
GGCCCAGCCTTTGTAGTTCT
ECM2 GTCTGGAGCTCACTGGCAAT 200
TGGCAATTGTGAAGGAATCTGT
LUM AGCAGTGTCAAGACAGTAAGGATT 186
TTGGGTAGCTTTCAGGGCAG
PRELP CCTCCCCACCCCAATAGGAT 181
GATGCACCTGCACACACCT
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GTTCATGGTGACTGGGACGA 181

KERA
TGCCATTATAGCACCTTGCCT
OMD TCAACCCCTGAAAACTAAAGCA 161
TCATCATCTGGCTCTTGGTCA
Py TCCCAGAATTGCCAACCACT 189
TGTTATTCTGGAGGTGAAGGGC
opTC TCCCCGAGGTTAAGGTGACT 193
TACACAGAGGAACCGAGGCA
CHAD TGGACAACACCAACCTGGAG 198
CTTCCAGCCACCGCCG
Ny AAGAAGTGTGGAGGCATGGG 162
GGACCACCGCATGCAGAA
SODN CTCCCAGAGAAGGCGTTTGA 189
GTGCAGGTACACAGACCTCA
06N TCCAGTTCTTCCTCCCAAGC 199
TGAAGCTATGTTGTTGAACTGAAGA
BN AGCTGTACAGGCTGGGC 198
GTCGTTGACACCCACTTTGG
MOD GGCTGTCCCACAACAGTCTA 197
AGCTGCTGATGGAGAACTCATT
BeN CACCAGCATTCCTCAAGGTCT 177
TTGGCCAGAGAGCCATTGTC
CAACCAGAAAACCCCTGAAG
ESM1 142
TGTTTCCTATGCCCCAGAAC

Analisis de la expresion de quimiocinas pro-inflamatorias y sus receptores atipicos.

Los niveles de expresion de mRNA para quimiocinas CXC ELR + (CXCL1, CXCL2, CXCL3,
CXCL5, CXCL6, CXCL7 y CXCLS8), quimiocinas CXC ELR- (CXCL4, CXCL9, CXCL10,
CXCL11, CXCL12 y CXCL14), sus receptores atipicos (DARC, D6, CXCR7, CCRL1 y CCRL2),
HPRT-1 y B-actina se analizaron en las lineas celulares mediante qPCR utilizando QuantiTect
SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen). Cebadores especificos para los genes de referencia
HPRT-1y B-actina fueron disefiados con Primer-BLAST utilizando secuencias de la base de datos
GenBank.
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Todos los cebadores se disefiaron para abarcar al menos una union exon-intron para evitar la
deteccidén de ADN genomico residual. Para el analisis de la expresion génica de quimiocinas CXC,
se compraron paneles de cebadores Chemokines qSTAR gPCR (HPP6004A) de OriGene
Technologies (Rockville, MD). Las reacciones de gPCR para cada muestra se realizaron por
triplicado, utilizando QuantiTect® SYBR® Green PCR Master Mix (Qiagen) en un termociclador
StepOne (Applied Biosystems), con un paso inicial de desnaturalizacion a 95°C durante 15 min,
seguido de 40 ciclos de amplificacion de 95 ° C durante 15 s, 55 ° C durante 45 sy 60 ° C durante
45 s. Tambien se incluyeron controles negativos, control sin cDNA y control negativo de la
transcriptasa reversa. Los cambios relativos en la expresion génica para cada gen diana en las
lineas celulares se calcularon con el software Sequence Detection System 2.1 (Applied

Biosystems), utilizando el método comparativo delta-delta de Ct (244CY),

Anélisis de la expresion de microRNASs de la red del NF-kB.

Un grupo de 20 miRNAs relacionados en la literatura con la regulacion de la actividad del NF-xB
fueron seleccionados para evaluar su expresion en las tres lineas celulares humanas. La sintesis del
cDNA y la gRT-PCR fueron llevadas a cabo con el Kit miScript PCR System de Qiagen®, el cual
permitié la deteccion y cuantificacion sensible y especifica de microRNAs. Los cebadores
utilizados fueron disefiados con el programa miRNA primer designtool (153) (Ver tabla 3). Para
obtener resultados exactos y reproducibles en la cuantificacion de miRNAs, el nivel de expresion
de cada miRNA fue normalizado con el snoRNA de referencia RNU6B. El calculo de la expresion

relativa de cada miRNA fue realizado mediante la formula 2-24€t,
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Tabla 3. Cebadores para microRNAs usados en el ensayo de qRT-PCR

Nombre del miRNA

Cebador

RNU6GB

ACGCAAATTCGTGAAGCGTT

hsa-miR-15a-5p

TAGCAGCACATAATGGTTTGTG

hsa-miR-9-5p

TCTTTGGTTATCTAGCTGTATGA

hsa-miR-29b-3p

TAGCACCATTTGAAATCAGTGTT

hsa-miR-218-1-3p

ATGGTTCCGTCAAGCACCATGG

hsa-miR-218-5p

TTGTGCTTGATCTAACCATGT

hsa-miR-301a-3p

CAGTGCAATAGTATTGTCAAAGC

hsa-miR-301a-5p

GCTCTGACTTTATTGCACTACT

hsa-miR-21-3p

CAACACCAGTCGATGGGCTGT

hsa-miR-21-5p

TAGCTTATCAGACTGATGTTGA

hsa-miR-143-5p

GGTGCAGTGCTGCATCTCTGGT

hsa-miR-146b-3p

TGCCCTGTGGACTCAGTTCTGG

hsa-miR-146b-5p

TGAGAACTGAATTCCATAGGCT

hsa-miR-146a-3p

CCTCTGAAATTCAGTTCTTCAG

hsa-miR-146a-5p

TGAGAACTGAATTCCATGGGTT

hsa-miR-155-5p

GTGGGTTAATGCTAATCGTGAT

hsa-let-7f-5p

GTTTGGTGAGGTAGTAGATTGT

60




hsa-let-7b-5p GGGTGAGGTAGTAGGTTGT

hsa-miR-29c-3p GTTGGGTAGCACCATTTGAAAT
hsa-miR-195-5p GGGGTAGCAGCACAGAAAT
hsa-miR-98-5p GTTTGGTGAGGTAGTAAGTTGT

Ensayos de ELISA para medir la expresion de quimiocinas a nivel de proteinas.

Para este ensayo se utilizaron cultivos celulares de 48 h en medio de cultivo libre de suero. Los
sobrenadantes fueron colectados y centrifugados a 13000 rpm durante 5 min. El nivel de cada
quimiocina fue medido mediante un Ensayo de Inmunoadsorcion Enzimatica (ELISA). El nivel
proteico de CXCL1/GROaq, CXCL8/IL8, CXCL9/MIG, CXCL10/ IP-10, y CXCL11/I-TAC fue
determinado mediante el kit Human Common Chemokines Multi-Analyte ELISArray
(SABiosciences, Qiagen, Valencia, CA, USA), mientras que el nivel de CXCL3 fue determinado
con un kit de ELISA (Cat #: MBS910472, Mybiosource, San Diego, CA, USA). La lectura de la
placa fue realizada en un lector de microplaca MultiSkan (Thermo) a una longitud de onda de 450

nm. Cada muestra se realizo por triplicado.

Ensayo de ELISA para medir la expresion de proteina ESM1

Los sobrenadantes fueron colectados de cultivos celulares de 48 h en medio libre de suero y luego
centrifugados a 13000 rpm por 5 min. Los niveles de proteina ESM1 fueron determinados
mediante ELISA usando un kit comercial (Aviscera Biosciencies, Santa Clara, CA, USA)
siguiendo las instrucciones del fabricante. A una microplaca de 96 pozos se adicionaron 100 uL
de solucidn del anticuerpo de captura (1 ug/ml) para ESM1, se incubé toda la noche a4 °C, y luego
se le adicion6 1% de albumina sérica bovina. Luego, 100 uL de diluciones seriadas de un estandar
de ESM1 y diluciones de las muestras de sobrenadantes en buffer de dilucion (2% BSA in PBST)
fueron adicionados por triplicado a los pozos del plato e incubado con 0,25 pg/ml del anticuerpo
de deteccion durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de lavar los pozos con solucion

PBST, 100 ul de HRP-conjugated streptavidin fue aplicada a cada pozo durante 30 minutos.
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Luego, una solucion de tetrametilbenzidina (TMB) fue adicionada a cada pozo, y luego la reaccién
fue detenida con una solucion 1 N de H>SOa. La absorbancia fue medida a 450 nm en un lector de

microplaca Multi-Skan (Thermo).

Ensayo de inmunocitoquimica para medir la expresion de FMOD y CCRL2 a nivel de
proteina en lineas celulares de cancer de prostata.

La expresion de fibromoduliny del receptor atipico de quimiocinas, CCRL2, se estudio a nivel de
proteina por inmunocitoquimica en las lineas celulares LNCaP y PC-3 de cancer de prostata y
células PWR1-E no tumorigénicas. Como control positivo de la expresion de FMOD se usaron
fibroblastos dermicos normales humanos PCS-201-012.

Las células (1x10* células/ml) se sembraron en placas de Petri de fondo de vidrio (FluoroDishTM,
World Precision Instruments, Inc), en medio de cultivo DMEM suplementado con 10% de FBS,
durante la noche. Al alcanzar ~ 70% de confluencia, los platos se enjuagaron dos veces con PBS
y se fijaron en paraformaldehido al 4% en PBS durante 10 minutos, y se lavaron tres veces en PBS.
Las células se permeabilizaron o no con PBS que contenia Tween-20 al 0,1-0,5% durante 10
minutos, y se lavaron tres veces con PBS-T (PBS con Tween 20 al 0,1%) durante 5 minutos cada
vez. Los sitios de unién inespecificos se bloquearon con buffer de bloqueo (BSA al 1% en PBS-
T) durante 1 hora a temperatura ambiente. Para la deteccion de FMOD se utilizd anticuerpo
primario de conejo / IgG, policlonal, anti-Fibromodulin (ThermoFisher Scientific, Rockford, IL,
EE. UU.) Diluido en diluyente UltraClean (Thermo Scientific). Para la deteccion de CCRL2 se
utiliz6 anticuerpo primario de ratén / IgG, monoclonal, anti-CCRL2 humano. En ambos casos se
utilizé una dilucion de 1: 100 en diluyente Ultra Clean (Thermo Scientific, EE.UU) y se incubd a
4°C durante la noche.Luego, los platos se lavaron durante 5 minutos tres veces con PBS-T y se
incubaron con UltraVision ONE HRP Polymer (Lab Vision, Thermo Scientific) durante 30
minutos a temperatura ambiente. Después del lavado, se detectd la union del anticuerpo con DAB
Plus Chromogen® (3-3'-diamino-bencidina) (Ultravision ONE Detection System® Kit, Thermo
Scientific, Fremont, CA, EE. UU.). Los portaobjetos de control negativo se incubaron en ausencia
de anticuerpo primario. Los ndcleos se tifieron con hematoxilina (Sigma-Aldrich), se deshidrataron

y Se montaron.
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4.1.2. Estudios de expresion en muestras clinicas

Expresion de fibromodulin en muestras de tejido prostatico

La expresion de fibromodulin se analizé mediante PCR cuantitativa en tiempo real en muestras de
biopsias de tejido prostatico de pacientes que previamente firmaron un consentimiento informado
para participar en esta investigacion. Se obtuvo un nucleo de biopsia de tejido para el analisis
molecular de cada paciente participante durante el procedimiento de diagndstico, que fue realizado
por un radidlogo experimentado, utilizando una pistola de biopsia de resorte (Anvotech ®)
acoplado a una aguja Tru-Cut® de calibre 18 (Carefusion, Reino Unido). Las muestras de biopsias
de tejido se clasificaron posteriormente en grupos de BPH (hiperplasia prostatica benigna) y CaP
(cancer de prostata), segun los informes de patologia de los pacientes respectivos y se confirmaron
mediante examen histoldgico de tejidos tomados de la misma zona durante el procedimiento de

biopsia.

Para preservar la integridad del RNA, las muestras de biopsias de tejido prostatico de los pacientes
se sumergieron inmediatamente en RNAlater ® (Life Technologies) en la sala de operaciones, se
almacenaron durante la noche a 4 °C y se congelaron a -80 °C hasta su uso en la extraccion de
RNA. Para el aislamiento de RNA, las muestras de tejidos se sumergieron inmediatamente en
solucion de lisis de aislamiento de RNA (TRI-Reagent, Ambion), y se homogeneizaron con un
TissueRuptor (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Un total de 48 muestras de tejido
de prostata, consistentes en 20 biopsias de tejido de hiperplasia prostatica benigna (HPB) y 28
biopsias de tejido de cancer de préstata (CaP) se sometieron a extraccion de RNA total. La
concentracion y la pureza del RNA total se evaluaron mediante espectrofotometria a una relacion
de 260/280 con Nanodrop ® (Thermo Scientific). Un microgramo de RNA fue utilizado para la
sintesis del cDNA, utilizando el kit QuantiTect Reverse Transcriptase (QIAGEN). La
cuantificacién de los niveles relativos de expresion de mRNA se llevé a cabo como se indicd

anteriormente.
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Disefio y construccidn de un microarreglo de tejido prostatico (TMA, Tissue Microarray)
para evaluar la expresion de CCRL2.

La expresion de la proteina CCRL2 se evalud utilizando un enfoque de microarreglo de tejido
prostatico (TMA). EI TMA se construyo a partir de la prostatectomia radical FFPE y de las
muestras de tejidos de prostatectomia trans-uretral obtenidas de los archivos del Departamento de
Patologia del Hospital Universitario del Caribe de Cartagena, a partir de 47 pacientes con
diagnostico previo de PCa localizado, sometidos a reseccién quirurgica como tratamiento
primario. Se obtuvieron muestras de tejido prostatico con aprobacion ética local y los estudios se
realizaron de acuerdo con la Declaracion de Helsinki. Los especimenes de tejido se clasificaron en
BPH (hiperplasia prostatica benigna) y CaP (cancer de prostata), basdndose en los informes
patoldgicos de los respectivos pacientes. El disefio y la construccion del TMA se realizé en el
Sidney Kimmel Cancer Comprehensive Center de la Universidad de Johns Hopkins (Baltimore,
MD, EUA). Para cada caso, las secciones tefiidas con hematoxilina y eosina de los bloques
donantes se sometieron a revision patologica para determinar la presencia de tejido benigno y
canceroso. Se cortaron secciones de tejido representativas del respectivo bloque para su inclusion
en el TMA. La construccion del TMA se realizd de acuerdo con una técnica descrita anteriormente,
utilizando ndcleos de 0,6 mm de PCa o tejido no neoplésico de los bloques de donantes (154). Se
cortaron secciones de 4um del bloque de TMA vy se tifieron con hematoxilina y eosina para
verificar la histopatologia en cada nucleo de tejido de acuerdo con el disefio previo en el software
TMAJ®. EIl procesamiento del TMA se realizé en la Universidad de Johns Hopkins Core
Oncology Tissue Services, Regional Oncology Research Center, (Baltimore, MD, EE.UU.). El

numero de nucleos para cada tipo de tejido fue 95 TPB y 136 CaP, para un total de 231 ndcleos.

Para evaluar la expresion de la proteina CCRL2 en tejidos de CaP y BPH, secciones de 4 um del
blogue de TMA se sometieron a inmunohistoquimica. Las secciones de TMA se desparafinaron
en xileno y se rehidrataron en alcohol segun los procedimientos estandar. Se secaron las secciones
durante 30 minutos en tampén citrato 10 mM (pH 6,0) para recuperacion antigénica.
Posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario de raton IgG anti-CCRL2 humano
(ab167114, abcam®) diluido (1: 100) en Diluyente UltraClean (Thermo Scientific) a 4°C durante
una noche. A continuacion, se lavaron los portaobjetos tres veces durante 5 minutos con PBS-T,
se incubaron 10 minutos con el complemento Mouse Specifying Reagent, se lavaron 2 veces en

buffer y se aplicd el anticuerpo secundario conjugado con HRP y se incub0 durante 15 minutos a
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temperatura ambiente. Después del lavado, se detectd la union del anticuerpo con el sustrato
cromogénico (3-amino-9-etil-carbazol). Todos los tejidos fueron contra tefiidos con Hematoxilina,
deshidratados, y montados. Los controles negativos fueron incubados sin anticuerpo primario. Las
imagenes de las muestras tefiidas se capturaron con una magnificaciéon de 100X y 400X, utilizando
un microscopio Eclipse 400 conectado a una camara DS-Fil (Nikon, Japon). Para cuantificar la
expresion de CCRL2 en cada muestra representada en el TMA, a la inmunotincion se le asigné un
puntaje de acuerdo al porcentaje de células epiteliales luminales con tincion positiva observadas
microscopicamente, para obtener una puntuacion H final (H-Score). Se utiliz6 un test de Mann
Whitney para comparar los valores del puntaje H entre los grupos BPH y CaP utilizando el
programa GraphPad Prism ® v5.00 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA); Un valor P <0,05
se considerd estadisticamente significativo. La puntuacién de la intensidad de inmunotincién en

regiones de BPH y CaP fue realizada por dos patélogos independientes en ciego.

4.2. Ensayos funcionales

Silenciamiento génico mediado por siRNAs

Con el propdsito de evaluar la funcion de algunos proteoglicanos diferencialmente expresados, se
realizé el silenciamiento génico mediado por RNA interferente en las lineas celulares cancerosas.
Los genes seleccionados fueron: ESM1 (sobre expresado en PC-3) y FMOD (sobre expresado en
LNCaP). Luego de confirmar el silenciamiento a nivel de mRNA, se realizaron ensayos para

determinar los cambios la viabilidad, proliferacion y migracion celular.

El silenciamiento génico se realizd mediante la tecnologia de RNA Interferente usando el kit RNAI
Human/Mouse Starter Kit de Qiagen ®. El kit contiene siRNAs que funcionan como control
negativo y positivo, los cuales permiten monitorear los efectos no especificos del silenciamiento
y optimizar los experimentos, respectivamente. Para los ensayos de silenciamiento se utilizaran
cultivos celulares con una confluencia del 70%, las células seran desprendidas con Tripsina y
contadas en camara de Neubauer, un numero especifico de células de cada linea celular sera
mezclado con la solucion de siRNAs acomplejados con el reactivo de transfeccion HiPerFect

(Qiagen), la mezcla sera incubada a las condiciones normales de cultivo durante 48 horas.
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Transcurrido este tiempo, los efectos del silenciamiento serdn evaluados a nivel molecular,

mediante gRT-PCR y ELISA, y a nivel morfolégico mediante ensayos fenotipicos.

Silenciamiento de ESM1

El silenciamiento de ESM1 fue realizado usando RNAs interferentes pequefios (sSiRNAS) para cada
gen. Los siRNAs dirigidos contra ESM-1 (SIESM-1), y un siRNA de secuencia aleatoria usado
como control (siControl), fueron obtenidos de Qiagen (FlexiTube GeneSolution GS11082 for
ESM-1). Las células PC-3 fueron cultivadas en platos de cultivo celular de 12 pozos (Corning®)
e incubadas durante 24 horas en medio de cultivo con baja concentracion de suero Opti-MEM®
(GIBCO) sin FBS. Luego las células PC-3 fueron transfectadas con los siRNAs sSiESM-1 y
siControl por separado, usando el RNAi Human/Mouse Starter Kit (Qiagen) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. En resumen, se mezclaron 300.000 células con una solucion de
siRNAs mezcladas con el reactivo de transfeccidn y la mezcla se incubd en condiciones normales
de cultivo durante 48 horas. Las células no transfectadas (NT), tratadas de la misma manera, se

usaron como control.

Ensayos para evaluar la viabilidad y proliferacion celular

La supervivencia y tasa de proliferacion de células PC-3 fue medida 48 h después del tratamiento
con los siRNAs, utilizando dos métodos: un recuento celular directo por exclusiéon de colorante
azul tripano y un método colorimétrico usando el Kit de viabilidad celular basado en MTS
(CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega®). Para el método de
exclusion con colorante azul de tripano, las células PC-3 transfectadas se mezclaron con 10 pul de
azul de tripano (0, 4% en PBS) y se determin0 el nimero de células viables, no tefiidas, usando
una camara Neubauer. Para el ensayo basado en MTS, las celulas transfectadas con siRNAs se
mezclaron con 20 pl de solucion CellTiter96® (Promega) y se incubaron a 37 °C durante 4 horas.
Luego, la absorbancia se midié a 490 nm en un lector de microplacas Multiskan FC (Thermo
Scientific). MTS [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -5- (3-carboximetoxifenil) -2- (4-sulfofenil) -2H-
tetrazolio, sal interna] es una sal de tetrazolio que se reduce a formazan (soluble en agua)

principalmente por enzimas deshidrogenasas mitocondriales que se encuentran en células
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metabolicamente activas. De esta manera, la cantidad de producto de formazan, determinada por

la absorbancia a 490 nm, es directamente proporcional al nimero de células vivas en cultivo (146).

Ensayo para evaluar la capacidad de migracion celular in vitro

Para evaluar el efecto del silenciamiento de la expresion del gen ESM-1 en la migracion celular,
se realizo el ensayo de cicatrizacion de herida (Wound Healing) (147). Las células PC-3 se
sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de 3x10° células / pozo, y se incubaron a 5% de
CO. y 37°C durante 24 horas. Luego, las células fueron transfectadas con siESM-1 o siControl, y
se incubaron durante 24 horas adicionales. ElI medio de cultivo fue reemplazado posteriormente
por Opti-MEM sin suero y las células se incubaron hasta que alcanzaron una confluencia del 90-
100%. En este punto, se realiz6 un rascado vertical en la monocapa de células PC-3 usando una
punta de micropipeta estéril de 1000 pl. Las células se lavaron cuidadosamente con Opti-MEM
para eliminar las células desprendidas, y se incubaron nuevamente a 37 °C en medio Opti-MEM
nuevo. El cierre de la herida se monitored cada 12 horas después de la raspadura con un
microscopio trinocular invertido (Motic AE31). Las imagenes se analizaron con el software
TScratch (148). Los experimentos fueron realizados por triplicado. Como controles se utilizaron

células trasfectadas con siRNA inespecifico (siControl) y células no transfectadas.

Este ensayo no pudo llevarse a cabo con las células LNCaP transfectadas porque su forma de
crecimiento, formando islas y dejando espacios vacios, no permitio la creacion de una rasgadura

uniforme o la lectura precisa del cierre de ésta.

Evaluacion de los efectos del silenciamiento sobre la expresion de quimiocinas y
proteoglicanos.

Los efectos del silenciamiento de EMS1 sobre la expresion de los genes de interés fueron
evaluados mediante ensayos de qRT-PCR y ELISA teniendo en cuenta las condiciones y
procedimientos anteriormente descritos. Como muestra de referencia se tomé las células PC-3

transfectadas con siControl.
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Tratamiento de células PC-3 con AINES (nimesulida e ibuprofeno)

Para evaluar el efecto de AINES que bloguean la actividad del NF-xB, en la expresion de
proteoglicanos y quimiocinas, células PC-3 fueron tratadas con lbuprofeno y Nimesulida. Se
evaluo la viabilidad y tasa de proliferacion de las células tratadas y luego se determind el nivel de

expresion de proteoglicanos y quimiocinas mediante qRT-PCR.

Ensayo colorimétrico para determinar viabilidad y proliferacion de células PC-3 tratadas
con Nimesulida e Ibuprofeno.

Células PC-3 (10.000 células por pozo) fueron cultivadas en platos de cultivo de 96 pozos, a 37°C
durante 24 horas. Luego de la incubacion, el sobrenadante de los pozos fue reemplazado por los
diferentes tratamientos: medio de cultivo F12K con 1% de etanol (Control), medio de cultivo F12K
con 0,1 mM de Nimesulida, medio de cultivo F12K con 1 mM de ibuprofeno. Las células con sus

respectivos tratamientos fueron incubadas durante 48 horas a 37°C.

Para evaluar la viabilidad y proliferacion celular se utiliz6 el reactivo CellTiter 96® AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay (Promega®). Veinte microlitros del reactivo se adicionaron a
cada pozo, la placa fue incubada durante 1 hora a 37°C, y luego la absorbancia fue medida a 450
y 620 nm en un lector de microplacas Multiskan FC (ThermoScientific). La viabilidad celular fue
proporcional al valor de absorbancia obtenido y la proliferacion celular se calculé promediando

los valores de absorbancia y se expresé como un porcentaje del control (100%).

Evaluacion de los efectos de Ibuprofeno y Nimesulida en la expresion de proteoglicanos y
guimiocinas en células de cancer de prdstata.

Las células PC3 fueron cultivadas en frascos de cultivo T25 a 37°C durante 24 horas, luego el
medio de cultivo fue reemplazado por los respectivos tratamientos, Control, Nimesulida e
Ibuprofeno, e incubadas en condiciones normales de cultivo durante 48 horas. EI ARN fue extraido
usando el kit RNeasy mimi kit de Qiagen siguiendo las instrucciones del fabricante. La

concentracion y calidad del ARN fue medida usando un equipo Nanodrop (Thermo Scientific).
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Los efectos del tratamiento con los respectivos AINES sobre la expresion de proteoglicanos y
quimiocinas fueron evaluados mediante ensayos de gRT-PCR y ELISA como se describio

previamente.

4.3. Analisis integrado de la expresion de miRNAs y mRNAs

Con el proposito de explorar las posibles interacciones entre los microRNAs y los genes de
proteoglicanos y quimiocinas estudiados se realiz6 un andlisis integrado de los datos de expresion
de miRNAs y mRNAs a través del programa MAGIA2 (149) (miRNA and Genes Integrated
Analysis), el cual ha sido diseflado para la reconstruccion de redes reguladoras
postranscripcionales a partir del analisis integrado de datos de expresion de genes y microRNAs
y la prediccion in silico de potenciales blancos. Este analisis tiene en cuenta no solo las
interacciones directas entre miRNAS y sus blancos, sino que valora otras posibles interacciones
entre miRNAs, genes blanco y factores de transcripcion que generan una compleja red reguladora,
altamente interconectada y con diferentes niveles de regulacion. Magia2 realiza la reconstruccién
de circuitos regulatorios mixtos que involucran miRNAs o factores de transcripcion (TF) como
reguladores. Estos circuitos pueden ser de dos tipos: (i) un TF que regula tanto un miRNA como

su blanco y (ii) un miRNA que regula tanto un TF como su blanco.

Para llevar a cabo este analisis se construyeron matrices de datos en las que se indicaron los
codigos de identificacion de cada gen, los tratamientos y los valores de expresion relativa
obtenidos para cada gen. Se construyeron dos matrices, una para los proteoglicanos y las
guimiocinas y sus receptores y otra para los microRNAs. Las matrices fueron subidas al programa
y se selecciond la medida de asociacion, para computar las medidas de interaccion entre los genes
y miRNAs estudiados se utilizé la correlacion de Spearman. Luego se seleccionaron los algoritmos
para prediccion de blancos: PicTar, TargetScan y Diana-microT. El resultado del analisis
corresponde a un grafico que ilustra las posibles interacciones entre genes y miRNAs a través de

lineas y flechas de diferentes colores.
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5. RESULTADOS

5.1. Perfil de expresion de proteoglicanos, quimiocinas y microRNAs en cancer de prostata.

5.1.1. Perfil de expresion de proteoglicanos en la red del NF-kB en lineas celulares de
cancer de prostata.

Los resultados del andlisis de expresidn génica de los proteoglicanos en las tres lineas celulares
mostraron que gran parte de ellos se encuentran sub-expresados en las tres lineas celulares. Del
panel de 16 proteoglicanos evaluados, 7 genes (PODN, NYX, KERA, OMD, OPTC, OGN y
CHAD) presentaron valores de Ct indeterminados (no detectados) o cercanos al limite de
deteccion. En la tabla 4 se describen los valores de expresion relativa (Fold change) y Ct obtenidos
para los genes que tuvieron valores de Ct hasta 36 (punto de corte establecido para valores

confiables de expresion) en al menos una linea celular.

Tabla 4. Genes diferencialmente expresados en las lineas celulares LNCaP y PC-3 comparados
con la linea celular PWR-1E. Valores de expresion positivos indican sobre-expresion génica,

valores negativos de expresion indican sub-expresion génica.

Proteoglicano Ndzrgzrne Expresion relativa (FC) Threshold Cycle (C+)

LNCap Valor pcg  Valor PWR- ) \eap pes
p p 1E

Endocan ESM1 -16,35 0.026 645,70 0.0001 27,7 35,3 19,5

Fibromodulin FMOD 26,60 0.0001 4,20 0.0002 33,5 28,7 36,0

Byglican BGN -22,62 22,30 <0’1000 35,6 ND 32,3

Lumican LUM ND 100,18 0,0027 35,3 ND 29,8

Decorin DCN -4,39 0.026 1,28 0.05 32,8 34,7 32,9

Asporin ASPN ND 35,14 ND ND 36,0

Extracellular matrix

protein 2 ECM2 ND 91,40 ND ND 34,6

Human proline- arginine-

rich end leucine-rich PRELP ND 6,07 ND ND 38,6

repeat protein

Epiphycan EPYC ND ND ND 384 344

*ND: valor de Ct no detectado, se considera mayor de 40 (>40).

De los genes sefialados como diferencialmente expresados destacan Endocan, Lumican, y
Byglican, los cuales resultaron significativamente sobre-expresados en la linea celular PC-3 y sub-

expresados en la linea celular LNCaP (valor de Ct no detectado para Lumican y Byglican); Por el
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contrario, el gen Fibromodulin resulté sobre-expresado en LNCaP y sub-expresado en PC-3. El
gen Decorin se encontré sub-expresado en LNCaP, pero en PC-3 no mostr6 una gran diferencia

en su nivel de expresion respecto a la linea de referencia PWR1E (Figura 9).
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Figura 9: Proteoglicanos diferencialmente expresados en las lineas celulares. Se
muestran los niveles de expresion relativa de Biglycan, Endocan, Lumican y Fibromodulin,
a nivel de mRNA, en las células cancerosas LNCaP y PC-3 comparados con la linea celular

no tumorigénica PWR-1E. ND: valores de Ct no detectados en esa linea celular.

De los proteoglicanos encontrados diferencialmente expresados en las lineas celulares, los mejor
estudiados han sido Decorin, Lumican y Biglycan, de los cuales se han reportado estudios en varios
tipos de cancer, incluyendo el cancer de prostata. En cuanto a Endocan y fibromodulin, son muchos

menos los reportes encontrados en cancer. Por esta razon decidimos centrar nuestra atencion en
estos ultimos proteoglicanos.

Para validar la expresion de estos proteoglicanos, a nivel de proteina, se realizaron ensayos de

ELISA para detectar a Endocan y de Inmunocitoquimica para detectar FMOD en las lineas
celulares cultivadas.

71



El ensayo de ELISA confirmo el alto nivel de expresién de ESM-1 en el sobrenadante de cultivos
de células PC-3. Mientras que en el sobrenadante de las células PWR-1E, ESM-1 no fue detectado
(Figura 10).
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Figura 10. Expresion de ESM-1 en sobrenadante de cultivo celular. Los niveles de
proteina fueron medidos usando un ensayo comercial de ELISA para ESM-1 de acuerdo a
las instrucciones del fabricante. Los niveles de proteina se muestran como la media = SEM.
ND: no detectado.

La expresion de fibromodulin se estudid a nivel de proteina mediante inmunocitoquimica en las

lineas celulares de cancer de prostata LNCaP y PC-3 y células PWR1-E no tumorigenas.

La tincion inmunocitoquimica revel6 diferencias en la expresion de fibromodulin entre las dos
lineas celulares cancerosas estudiadas, LNCaP y PC3, en comparacion con las células PWR-1E no
tumorigenas (Figura 11). Mientras que las células PWR-1E no tumorigénicas mostraron una
tincion citoplasmatica de ausente a débil, las células LNCaP presentaron una fuerte tincion
citoplasmica y las células PC3 tenian un nivel intermedio de expresion evidenciado por una
intensidad de tincién de moderada a fuerte. Como control positivo se usaron fibroblastos dérmicos
humanos PCS-201-012, los cuales mostraron una fuerte intensidad de tincion, similar a la
intensidad observada en células LNCaP. Estos resultados indicaron que la tincion con
fibromodulin fue significativamente mas fuerte en lineas celulares de préstata cancerosas, en

comparacion con la linea celular no tumorigénica.

72



Anti-fibromodulin Sin Ac-Primario

PWR-1E

PC-3

LNCaP

PCS-201-012

Figura 11. Expresion del nucleo proteico de fibromodulin en lineas celulares de
prostata y fibroblastos. La expresion de la proteina se evalué mediante anlisis de
inmunocitoquimica. Células PWR-1E con tincion citoplasmica débil (A). Células PC-3 con
tincion citoplasmica moderada a fuerte (C). Células LNCaP con fuerte tincién citoplasmica
(E). Células PCS-201-012 con fuerte tincion citopldsmica (G). Las células tefiidas sin
anticuerpo primario sirvieron como controles negativos para cada linea celular: PWR-1E
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(B); PC-3 (D); LNCaP (F); PCS-201-012 (H). Aumento: 400x. Color marrén: DAB. Color

azul: contraste de hematoxilina.

5.1.2. Expresion de Fibromodulin en muestras de tumores de préstata humana e
hiperplasia prostatica benigna

La expresion de fibromodulin, a nivel de mRNA, también fue analizada en tejidos malignos y
benignos de prostata, mediante gRT-PCR de biopsias de pacientes diagnosticados con cancer de
prostata (CaP) o hiperplasia prostatica benigna (HPB). Los resultados mostraron que la expresion
de fibromodulin fue significativamente mas alta en el grupo de pacientes con CaP que en el grupo
de pacientes con HPB (Figura 12) (p = 0,0282; prueba t no apareada con correccion de Welch).
Por lo tanto, hubo expresion diferencial de fibromodulin entre los pacientes con CaP y HPB, a

nivel de transcritos.

Niveles de expresion de Fibromodulin en tejidos de prostata
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Figura 12. Niveles de expresion de transcritos de fibromodulin en tejido prostatico. Los
niveles de mRNA de fibromodulin se cuantificaron mediante qRT-PCR a partir de biopsias
de tejido prostatico de pacientes diagnosticados con HPB (n = 20) o CaP (n = 28). Cada
muestra se ensay6 por triplicado en las reacciones de PCR. El valor p se obtuvo de una

prueba t no apareada con correccion de Welch.

74



5.1.3 Perfil de expresion de quimiocinas CXC y sus receptores atipicos en células PC-3.

Los resultados de las gPCR mostraron que, comparado con la linea celular PWRI1E no
tumorigénica, las células PC-3 metastasicas presentaron niveles méas altos de expresion para las
Quimiocinas CXC ELR + (CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6 y CXCLS8). Mientras que
los transcritos que codifican para las quimiocinas CXC ELR- (CXCL9, CXCL10, CXCL11l y
CXCL14) no se detectaron en las células PC-3 o PWR-1E (Figura 13).
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Figura 13. Perfil de expresion de transcritos de Quimiocinas CXC en células PC-3
comparado con PWRI1E. Los cambios relativos en la expresion génica para cada gen
blanco se calcularon usando el método de Ct comparativo (2"22€T), normalizando los niveles

de expresion de cada gen con los genes de referencia HPRT-1 y B-actina.

Los ensayos de ELISA confirmaron los perfiles de expresién diferencial, a nivel de proteina, de
quimioquinas CXC entre las células PC-3 y las células PWR-1E. En el sobrenadante de las células
PC-3 se encontraron altos niveles de quimiocinas CXC ELR + CXCL1, CXCL3 y CXCLS8, pero
niveles bajos de las quimiocinas CXC ELR- CXCL9 y CXCL10, y niveles no detectados de
CXCL11. Por el contrario, las células PWR-1E no cancerosas tenian niveles bajos de quimiocinas
CXC ELR + y ELR- (Figura 14). Estos resultados son consistentes con el fenotipo altamente

metastasico de las células PC-3 y el fenotipo no tumorigénico de las células PWR-1E.
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Figura 14. Niveles de quimiocinas CXC en sobrenadante de cultivo celular. Los niveles
de proteina fueron medidos usando un ensayo comercial de ELISA para quimiocinas CXC
de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las quimiocinas evaluadas fueron
CXCL1/GROq, CXCL3, CXCLS8/IL8, CXCL9/MIG, CXCL10/ IP-10, and CXCL11/I-
TAC. Los niveles de quimiocinas CXC se muestran como la media + SEM. ND: no
detectado.

5.1.4. Expresion de receptores atipicos de quimiocinas en células PC-3.

La expresion, a nivel de mRNA, de receptores atipicos de quimiocinas fue evaluada en células PC-
3 y PWR-1E, los datos muestran que, en comparacion con la linea celular no tumorigénica, las
células PC-3 sobre-expresaron dos de los cinco genes de receptores atipicos de quimiocinas
(CXCR7 y CCRL2) mientras que los tres restantes (DARC, D6 y CCRL1) fueron sub-expresados

por ésta linea celular (Tabla 5).
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Tabla 5. Datos de expresion para los receptores atipicos de quimiocinas analizados por

gPCR en células PC-3.

Receptores atipicos PWR-1E PC-3 FC p-value
de Quimiocinas Ct Ct
ACKRI1(DARC) 31,95 ND NA
ACKR2(D6) 33,95 34,95 -4,70 0,0002
ACKR3 (CXCR7) 33,95 29,93 6,86 0,003
ACKR4(CCRL1) 30,95 32,94 -9,34 0,001
ACKRS (CCRL2) 36,99 2495 6758,56 0,0001

Los valores de Fold-Change (FC) fueron calculados usando el método 2724, Para los valores

de expresion relativa <1, se reportd el inverso negativo de dicho valor. Los valores p se

calcularon mediante la prueba t (de dos colas, para muestras por triplicado) a partir de la

comparacion de los FC en PC-3 con respecto a la linea celular PWR-1E. Los transcritos con

Ct > 37 fueron considerados como no detectados (ND).

5.1.5. Inmunocitoquimica de CCRL2 en lineas celulares

Debido a que el receptor CCRL2 fue el que exhibié la mayor expresion diferencial, se eligié para
un analisis adicional a nivel de proteina en células PC-3 y PWR-1E (Figura 15). Mientras que las
células PWR-1E no mostraron tincion citoplasmica, las células PC-3 presentaron una fuerte tincion
citoplasmica, caracteristica de un alto nivel de expresion. Los datos indicaron que la tincion de

CCRL2 era significativamente mas fuerte en la linea celular de cancer de prostata, en comparacion

con la linea celular no tumorigénica.
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Anti-CCRL2 Sin Anticuerpo primario

PWR-1E

PC-3

Figura 15. Expresion de proteina CCRL2 en lineas celulares de préstata. La expresion
de la proteina CCRL2 se evalué mediante inmunocitoquimica en células PWR-1E y PC-3.
Las células PWR-1E presentaron tincion citoplasmica negativa (A). Las células PC-3
mostraron fuerte tincion citoplasmica (C). Las mismas células, tefiidas sin anticuerpo
primario, sirvieron como controles negativos: PWR-1E (B); PC-3 (D); Aumento: 400X.

Color marron: AEC. Color azul: contra-tincion de hematoxilina.

Expresion de la proteina CCRL2 en un microarreglo de tejido prostatico humano

La expresion de la proteina CCRL2 se evalué mediante IHQ en un TMA con 231 nucleos de tejido
de prostata benigno y tejido de cancer de prostata, obtenidos a partir de 47 pacientes. La evaluacion
inmunohistoquimica mostr6 que la tincion de CCRL2 fue predominante en el citoplasma de las
células tumorales de cancer de prostata. En comparacion con las células epiteliales benignas en el
TPB, la expresion de CCRL2 fue mayor en células tumorales epiteliales de tejidos con CaP (p
<0,0001). La prueba de Mann Whitney mostr6 una diferencia significativa en la tincion entre el

tejido benigno y el canceroso (p <0,0001). En promedio, fue mayor la tincién inmunohistoquimica
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(H-Score) en CaP (189,0; IC del 95%: 176,6 a 201,4), en comparacién con el TPB (124,3; IC del

95%: 115,0 a 133,6). Los resultados de la inmunotincion de CCRL2 en el TMA se presentan en la
Figura 16.

H&E Inmunotincién de CCRL2
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Figura 16. Inmunohistoquimica (IHQ) de CCRL2 en un microarreglo de tejido
prostatico humano. Tincién con H & E de un nucleo de TPB a 100X (A), IHQ de CCRL2
gue muestra una tincion ausente a leve en el compartimento epitelial (B, C). Tincion con H
& E de un nucleo de tejido con CaP a 100X (D), IHQ de CCRL2 que muestra una fuerte

tincion en el compartimento tumoral (E, F). Puntuacién de la IHQ (H-Score) en tejidos de
préstata (G).

5.1.5. Perfil de expresion de microRNAs en la red del NF-kB.

Un grupo de 20 microRNAs relacionados en la literatura con la regulacion de la actividad del NF-

kB fueron seleccionados para evaluar su expresion en las tres lineas celulares humanas. El nivel
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de expresion de los microRNAs fue determinado mediante qRT-PCR y cuantificado como el “fold

change” respecto a PWR-1E normalizado con el SnRNA U6 en las diferentes lineas celulares.

Identificamos 15 microRNAs diferencialmente expresados en la linea celular LNCaP y 9
microRNAs diferencialmente expresados en PC-3, comparados con PWRI1E. En la linea celular
LNCaP, 12 microRNAs estuvieron sub-expresados y solo 3 mostraron sobre-expresion respecto a
la linea celular de referencia. En PC-3, 2 microRNAs estuvieron sub-expresados y 7 resultaron
sobre-expresados. En general, las dos lineas celulares de cancer de prostata mostraron un perfil de
expresion de microRNAs bastante diferente, solo 4 microRNAs mostraron niveles de expresion
similares en ambas lineas celulares (Figura 17). Los miRNAs con los valores mas altos de
expresion diferencial (Fold change), entre PWRL1E y PC-3, fueron hsa-miR-146a-5p (204,3), hsa-
miR -155-5p (-174,1) y hsa-miR-9-5p (12,8), el resto de miRNAs tuvieron fold changes por debajo
de 10; para LNCaP, los valores més altos de expresion diferencial fueron hsa-miR -155-5p (-
572,2), hsa-miR-218-5p (-422,2), hsa-miR -21-3p (-18,3), hsa-miR -195-5p (15,3), hsa-miR -21-
5p (-12,5) y hsa-miR -301a-5p (-14,3) (Figura 18).

LNCaP

miR-146a-5p

miR-301a-3p
miR-29b
] miR-195-5p miR-98-5p
Sobre- miR-15a-5p miR-9-5p miR-218-5p
Sub- miR-29¢-3p miR-143-5p

miR-146a-3p
Let-7f-5p
miR-218-3p
miR-301a-3p
miR-21 5p
miR-29b
miR-301a-5p
miR-21-3p
miR-218-5p

miR-155-5p

Figura 17. Perfil de expresion de miRNAs en las lineas celulares de cancer de prostata,
LNCaP y PC-3, comparadas con la linea celular no cancerosa PWR1E. Se muestran los

genes que se encontraron diferencialmente expresados.
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Figura 18: Expresién diferencial de microRNAs en las lineas celulares LNCaP y PC-3.
Valores de expresion positivos indican sobre-expresion génica y valores negativos de

expresion indican sub-expresion génica respecto a la linea celular no cancerosa, PWR-1E.

5.2. El silenciamiento de ESM-1 disminuye la migracion y la expresion de CXCL3 en
células de cancer de prostata.

La evaluacion del perfil de expresién de proteoglicanos en lineas celulares mostr6 que Endocan
(ESM-1) se encuentra sobre-expresado en la linea celular metastasica PC-3. Lo que esta de acuerdo
con estudios previos que habian reportado la sobreexpresion de este proteoglicano en lineas
celulares metastasicas de diferentes origenes, incluyendo la prostata. La evidencia sugiere que este
gen puede ser considerado como un marcador de angiogénesis, proceso fundamental para la
progresion del cancer, y en el que participan factores reguladores como las quimiocinas CXC.
Teniendo en cuenta ésta evidencia, nos propusimos analizar el perfil de expresion de quimiocinas
CXC vy los efectos del silenciamiento del gen ESM-1 en la proliferacién, la migracion y la

expresion de quimiocinas CXC en células PC-3.
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5.2.1. Expresion de ESM-1y quimiocinas CXC en células PC-3 transfectadas con siRNAs.
Los genes de ESM-1 y quimiocinas CXC, los cuales estan implicados en invasion y migracion,
fueron analizados a nivel de transcritos y de proteina mediante gqPCR y ELISA, respectivamente,
en células PC-3 transfectadas con un siRNA dirigido contra ESM-1 o con un siRNA control
inespecifico. Cuarenta y ocho horas después de la transfeccion, el nivel de expresion de ESM-1 en
células transfectadas con siRNA-ESM-1 resultd significativamente reducido comparado con
células transfectadas con el SiRNA control. El silenciamiento de ESM-1 en células PC-3 no afecto
la expresion a nivel de transcrito de la mayoria de las quimiocinas CXC, excepto por CXCL3. Las
celulas PC-3 transfectadas con SiRNA-ESM-1 tenian un nivel de transcrito de CXCL3
significativamente méas bajo comparado con las células PC-3 transfectadas con el siRNA control
(Figura 19A).

La disminucidn de la expresién de CXCL3 fue especifica para las células PC-3 trasnfectadas con
siRNA ESM-1 puesto que no hubo una diferencia significativa en la expresion de transcritos de
CXCL3 en células PC-3 no transfectadas comparado con las células PC-3 transfectadas con el
SiRNA control. Las quimiocinas CXCL7, CXCL9, CXCL10, CXCL11 y CXCL14 no fueron
detectadas en las células PC-3. No hubo diferencia significativa en la expresion de transcritos de
las quimiocinas CXC restantes asociadas al silenciamiento de ESM-1 en células PC-3. A nivel de
proteinas, la expresion de ESM-1 y CXCL3 en células transfectadas con siRNA ESM-1 estuvo
significativamente reducida comparadas con células transfectadas con el siRNA control. El
silenciamiento de ESM-1 en células PC-3 no afectd la expresion a nivel de proteinas del resto de
quimiocinas CXC evaluadas: CXCL1/GROa, CXCLS8/IL8, CXCL9/MIG, CXCL10/ IP-10 y
CXCL11/I-TAC (Figura 19B).
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Figural9. Expresion de ESM-1 y quimiocinas CXC en células PC-3 transfectadas con
SiRNA. A, 48 h después de la transfeccidn, el nivel de transcritos de ESM-1 en las células
transfectadas con siRNA ESM-1 se redujo significativamente en comparacion con las
celulas transfectadas con el siRNA control. El silenciamiento de ESM-1 en las céelulas PC-
3 no afectd la expresion de la mayoria de las quimiocinas CXC, excepto para CXCL3. B, el
silenciamiento de ESM-1 en células PC-3 redujo significativamente el nivel de proteina

ESM-1 y se asocid a una disminucion en el nivel de proteina CXCL3. La transfeccion con
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SiRNA ESM-1 no afectd la expresion de las restantes quimioquinas CXC a nivel de proteina.
Los niveles de proteinas en sobrenadantes de cultivos celulares se muestran como la media
+ SEM. SiControl: células PC-3 transfectadas con siRNA control. SiESM-1: células PC-3
transfectadas con sSiRNA ESM-1.

5.2.2. Efecto del silenciamiento de ESM-1 en la viabilidad y proliferacion de células PC-3.
La viabilidad celular fue evaluada usando el ensayo de conteo celular directo con azul de tripano
y el ensayo de viabilidad celular basado en MTS. Ni la viabilidad (Figura 20A), ni la proliferacién
(Figura 20B), de células PC-3 transfectadas con siRNA ESM-1 fueron significativamente
diferentes a la de células PC-3 transfectadas con el siRNA control. Cuarenta y ocho horas después
de la transfeccidn, la viabilidad celular y la proliferacion celular fue de 94,4% en células PC-3
transfectadas con siRNA ESM-1 en comparacion con células PC-3 transfectadas con siRNA
control. Por lo tanto, el silenciamiento de ESM-1 mediado por siRNA no afecto significativamente
la proliferacion de células PC-3.
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Figura 20. Viabilidad y proliferacion de células PC-3 transfectadas con siRNA. La
viabilidad (A) y la tasa de proliferacion (B) de células PC-3 transfectadas con SiESM-1 o
siControl fue evaluada 48 h después de la transfeccion usando una prueba colorimétrica
basada en MTS y conteo directo de celulas con azul de tripano. El silenciamiento de ESM-
1 no afect6 la viabilidad ni la proliferacion de células PC-3. SiControl: células PC-3
transfectadas con siRNA control. SiESM-1: células PC-3 transfectadas con siRNA ESM-1.
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5.2.3. Efecto del silenciamiento de ESM-1 sobre la migracion de células PC-3.

El ensayo de cicatrizacion de herida (WoundHealing) revelé que 48 horas después del tratamiento
de rasgado de la monocapa celular, el &rea abierta en cultivos de células PC-3 transfectadas con
siRNA ESM-1 era significativamente mas grande comparada con la de las células transfectadas
con el siRNA control (Figura 21). Por lo tanto, el silenciamiento de ESM-1 en células PC-3 inhibid

la migracién celular in vitro.
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Figura 21. Migracion de células PC-3 transfectadas con siRNA. La migracion de células
PC-3 se evalué mediante el ensayo de cicatrizacion de la herida. El silenciamiento de ESM-
1 en células PC-3 inhibi6 la migracion in vitro. SiControl: células PC-3 transfectadas con
siRNA control. sSiESM-1: células PC-3 transfectadas con sSiRNA ESM-1.



5.3. El tratamiento de células PC-3 cancerosas con AINES indujo cambios en la expresion
de quimiocinas y proteoglicanos.

En varios tipos de céncer, incluyendo el cancer de prostata, se ha reportado la activacion
constitutiva del factor nuclear kB (NF-kB), el cual se ha asociado con la desregulacion de la
expresion de genes que codifican para citoquinas, quimiocinas, factores de adhesion e inhibidores
de apoptosis. En este estudio ya hemos reportado la expresion diferencial de algunas quimiocinas
y proteoglicanos en lineas celulares de cancer de prostata y tejidos protaticos cancerosos. Con el
proposito de mirar si estos genes se encuentran regulados por el NF-xB en cancer de prostata, nos
propusimos evaluar el efecto de anti-inflamatorios no esteroideos (Ibuprofeno y Nimesulida), que
bloquean la actividad del NF-kB, sobre la expresion de proteoglicanos y quimiocinas, en células
PC-3.

5.3.1. Efecto del tratamiento con Ibuprofeno y Nimesulida en la viabilidad de células PC-3.

La evaluacion de la viabilidad de células PC-3 tratadas con Ibuprofeno y Nimesulida, mediante el
ensayo colorimétrico basado en MTS, mostré que el tratamiento con Nimesulida no afectd
significativamente la viabilidad de las células PC-3 (93,25%). Sin embargo, el tratamiento con

Ibuprofeno redujo la viabilidad hasta un 16,4% (Figura 22).
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Figura 22. Viabilidad de células PC-3 tratadas con ibuprofeno y nimesulida. La viabilidad
celular fue analizada 48 h después del tratamiento con los respectivos AINES, mediante un ensayo
colorimétrico basado en MTS. Control: células PC-3 no tratadas, Nimesulda: células PC-3 tratadas

con 0,1mM de Nimesulida, Ibuprofeno: células PC-3 tratadas con 1mM de lbuprofeno.
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5.3.2. El tratamiento de células PC-3 con AINES afectd la expresion de algunos
proteoglicanos.

Cuarenta y ocho horas después del tratamiento con ibuprofeno y nimesulida, la expresion de
proteoglicanos fue medida a nivel de mMRNA en células PC-3, mediante gRT-PCR. Los resultados
del ensayo mostraron que el efecto de los AINEs no fue el mismo en todos los genes evaluados y
algunos genes resultaron diferencialmente expresados cuando se comparo el efecto de los dos
AINEs.

El tratamiento con ibuprofeno indujo la sobre expresion de algunos genes como PRELP y BGN,
y la sub expresion de ESM-1, EPYC y ECM2. Mientras que el tratamiento con Nimesulida indujo
la sobre expresion de PRELP y ESM-1, y la sub expresion de LUM, EPYC y ECM2 (Figura 23).
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Figura 23. Expresion de proteoglicanos en células PC-3 tratadas con AINEs. La
expresion de los proteoglicanos fue medida a nivel de mRNA 48 h después del tratamiento con los
respectivos AINES, mediante un ensayo de qRT-PCR. Los asteriscos sobre las barras indican una
diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) respecto al Control. Control: células PC-3 no
tratadas, Nimesulda: células PC-3 tratadas con 0,1mM de Nimesulida, Ibuprofeno: células PC-3

tratadas con 1mM de Ibuprofeno.
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5.3.3. El tratamiento de células PC-3 con AINES afecto la expresidon de quimiocinas CXC y
del receptor atipico de quimiocinas CCRL2.

El efecto del tratamiento con AINESs sobre la expresion de quimiocinas CXC en células PC-3 fue
evaluado a nivel de mMRNA mediante gRT-PCR. Las quimiocinas CXC ELR+ (CXCL5 y CXCLS8)
resultaron sobre-expresadas cuando las células se trataron con Ibuprofeno y Nimesulida, mientras
que las quimiocinas CXC ELR- (CXCL9, CXCL10 y CXCL11) estuvieron sub-expresadas en
células PC-3 tratadas con AINEs en comparacion con el control. El resto de quimiocinas
evaluadas, incluyendo CXCL1, CXCL2 y CXCL3, no resultaron diferencialmente expresadas en
las células tratadas con AINEs. La quimiocina CXC ELR+ CXCL6 fue sub-expresada por las
células PC-3 tratadas con ibuprofeno respecto al control, pero no hubo cambios significativos en

su expresion cuando las células se trataron con nimesulida (Figura 24).

Por otro lado, cuando se evaluo la expresion de transcritos del receptor atipico de quimiocinas
CCRLZ2, se encontro que el tratamiento con ibuprofeno indujo la sobre-expresion de dicho receptor
en células PC-3, mientras que el tratamiento con Nimesulida no produjo un cambio significativo

en su expresion (Figura 25).
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Figura 24: Expresion de quimiocinas CXC en células PC-3 tratadas con Nimesulida e
Ibuprofeno. La expresién de quimiocinas CXC fue medida a nivel de mRNA, 48 h después del
tratamiento con ibuprofeno y nimesulida, mediante un ensayo de gRT-PCR. Los asteriscos sobre las

barras indican una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) respecto al Control.
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Figura 25. Expresion de transcritos de CCRL2 en células PC-3 tratadas con AINEs. La
expresion del receptor atipico, CCRL2, fue medida a nivel de mRNA 48 h después del tratamiento
con ibuprofeno y nimesulida, mediante un ensayo de gRT-PCR. Las comparaciones se hicieron
respecto al control. Control: células PC-3 no tratadas, Nimesulda: células PC-3 tratadas con 0,1mM

de Nimesulida, Ibuprofeno: células PC-3 tratadas con 1mM de Ibuprofeno.

5.4. Proteoglicanos, quimiocinas y microRNAs en la red reguladora del NF-kB en cancer de
prostata.

El andlisis integrado de los perfiles de expresion de proteoglicanos, quimiocinas y microRNAS en
las lineas celulares cancerosas y normal de prostata, mediante el programa MAGIAZ2, asi como el
andlisis de bases de datos de miRNAs y sus blancos, permitié la construccion de una red de
regulacion integrada por proteoglicanos, quimiocinas y miRNAs, alrededor del NF-kB (Figura
26). Esta red consistio de 11 nodos para miRNAs, 11 nodos para mRNAs y 20 lineas que muestran
sus respectivas interacciones. De acuerdo a estos resultados NF-kB parece estar regulando de
manera positiva la expresion de algunos miRNAS que a su vez regularian la expresion de factores
de transcripcion como STAT3 y CTCF, o de proteoglicanos como ASPN, FMOD y BGN, en las
celulas cancerosas. La figura 1 también muestra que la actividad del NF-xB puede verse
directamente afectada por la accién de miRNAs que bloquean su expresion, como miR-9-5p, miR-

146a-5p y miR-195-5p; o por miRNAs que bloquean sus activadores, como miR-218-5p, el cual
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se encontrd altamente sub-expresado en LNCaP (FC:-422,2), y del que se conoce que bloquea la
expresion de IKK (IKBKB) (150), el cual activa al NF-kB inhibiendo a IkB.

Una caracteristica de las células cancerosas es la activacion constitutiva del NF-«B, lo cual puede
conducir a la expresion constitutiva de quimiocinas tumorigénicas reguladas de forma directa por
este factor de transcripcion, en este estudio hemos reportado la sobre-expresion de algunas de ellas
(CXCL1, CXCL3, CXCL5 y CXCLS6) en las células de CaP analizadas. Sin embargo, la red de
interaccion entre miRNAs y mMRNAs muestra que pueden existir otros mecanismos de regulacion
tanto positiva como negativa entre el NF-kB y las quimiocinas. En la figura 1 se observa que
CXCL3 puede ser regulada positivamente a través de la via NF-kB > miR-21>STAT3, pero
también puede ser regulada de forma negativa mediante la activacién de Let-7b-5p, el cual tiene

como blanco a gen CTCF, cuya proteina puede actuar como factor de transcripcion de CXCL3.
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Figura 26. Red de interaccion entre mMRNAs y miRNAs diferencialmente expresados en
lineas celulares de cancer de prostata. El andlisis de la interaccion entre los genes de
proteoglicanos, microRNAs y NF-«B fue realizado con el programa MAGIAZ2. Las flechas
azules indican correlaciones de tipo positivas y las rojas de tipo negativas. Los miRNAS
encontrados sobre-expresados aparecen como triangulos de color verde, mientras que los

MiRNASs sub-expresados aparecen en rosado.
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6. DISCUSION

6.1. Expresion de fibromodulin en cancer de prostata

La evaluacion inmunocitoquimica de la expresion de fibromodulin a nivel de proteina en las lineas
celulares prostéaticas indico que la expresion de este proteoglicano fue muy débil en las células

PWR1E, moderada a fuerte en casi todas las células PC3 y fuerte en las células LNCaP.

La expresion de fiboromodulin estuvo claramente restringida al citoplasma de las lineas celulares
(Figura 11). Un importante hallazgo de este estudio es la presencia de fibromodulin en el ndcleo
de las células epiteliales tumorales de pacientes con cancer de prostata.

Estos proteoglicanos se translocan a partir de otros compartimentos celulares pero no han sido
encontrados de forma permanente en el nucleo (151). Localizacién nuclear también ha sido
reportada para PRELP, biglycan, decorin y opticin, donde se cree que participan en diferentes
procesos nucleares (152-155).

Varias variantes de decorin fueron encontradas tanto en citoplasma como en el nucleo de células
procedentes de biopsias de canceres orales humanos y lineas celulares (75); una de las variantes
correspondia a nucleo proteico de decorin sin modificaciones post-transcripcionales. Se ha
sugerido que el decorin en el nicleo puede jugar un papel en la migracion e invasion de las células

malignas (156).

6.2. Papel de endocan en cancer de prostata

Endocan es un proteoglicano soluble que es sobre-expresado por las lineas celulares metastasicas
de diferentes origenes, incluyendo prostata (11, 157), glioblastoma (158), cancer de colon (159),
entre otros. También se ha encontrado que circula en el torrente sanguineo de individuos sanos,
pacientes con enfermedades inflamatorias y pacientes con cancer (160-162). Creciente evidencia
indica que Este proteoglicano participa en el control de procesos celulares fundamentales como la
adhesion, la migracion y la angiogenesis (163). Entre ellos, la angiogénesis es fundamental para
la progresion del cancer, y estd regulada tanto por moléculas activadoras como inhibidoras,

incluyendo Endocan y quimiocinas CXC, que se muestran cada vez mas como elementos claves
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en la angiogénesis del cancer (163, 164). Hasta ahora, no se conoce con claridad cuél es el papel

de endocan en el cancer de prostata.

En el presente estudio se investigo si el silenciamiento de la expresion de endocan mediado por
siRNA afectaba la proliferacion, migracion y / o expresion de quimiocinas CXC en las células PC-
3. Hemos encontrado que el silenciamiento de la expresion de endocan mediado por siRNA en la
linea de células de cancer de prostata altamente metastasico PC-3 da lugar a una disminucion de
la migracion sin efecto sobre la proliferacion celular. Consistente con los resultados anteriores en
otros tipos de células (165, 166), el silenciamiento de endocan en células PC-3 resulté en la

disminucion de la migracion celular en ensayos in vitro.

Dado que endocan es considerado como un marcador de la angiogénesis, un proceso que ha
demostrado ser regulado por varios factores, incluida la familia de quimiocinas CXC (167), se
examind si el silenciamiento de endocan en estas células afectaba la expresion de mRNA de
quimiocinas CXC. Hemos encontrado que el silenciamiento génico de endocan en las células PC-
3 estuvo acompafiado por la disminucion de la expresion de CXCL3, un miembro del grupo de

quimiocinas angiogénicas CXC ELR +.

CXCL3 y su receptor CXCR2 se han encontrado recientemente sobre-expresados en células de
cancer de prostata, células epiteliales de prostata y tejidos de cancer de prostata, lo que puede
implicar un papel para esta quimiocina en la progresion del cancer de préstata y metastasis. CXCL3
es un miembro de la familia de quimiocinas CXC y esta subclasificada como una quimiocina CXC
tipo Glu-Leu-Arg (ELR +) (168). CXCL3 se ha encontrado anteriormente sobre-expresado en la
linea celular agresiva PC-3 y su expresion tisular se correlaciona con metastasis de cancer de
prostata (169, 170). Nuestros resultados muestran que el silenciamiento de ESM-1 en células PC-
3 resultd en una disminucidén de la migracién, que puede estar relacionado, al menos en parte, con
la disminucién de la expresion de la quimiocinas CXCL3 angiogénica, cuya expresion se encontrd

reducida en células transfectadas con siRNA dirigido contra endocan.

CXCL3 se ha demostrado que acta como un quimio-atrayente para los neutréfilos hacia las areas
de lesion cerebral (171) y para las células progenitoras cerebelosas (172), mientras que no esta
claro para las células de cancer de prostata si esta quimiocina es quimio-atrayente o no (170).

Estudios adicionales son necesarios para determinar los mecanismos subyacentes a la disminucion

de la expresion de CXCL3 en células PC-3 silenciadas para endocan, y mas investigacion es
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necesaria para determinar el papel biologico de ESM-1 en el cancer de prostata. Serd importante
determinar los efectos del silenciamiento de ESM-1 en otros marcadores angiogénicos reconocidos

y los efectos de ESM-1 expresado ectopicamente en células que no expresan ESM-1.

La delecion de PTEN en células PC-3 afecta el efecto del silenciamiento de ESM-1 sobre la

proliferacion celular

Aunque el silenciamiento de ESM-1 en las celulas PC-3 redujo significativamente la migracion
celular, no causo mayor efecto en la proliferacion celular. Sin embargo, estudios sobre el papel de
ESM-1 en cancer colorrectal y de higado han reportado que el silenciamiento de ESM-1 disminuye
la proliferacion y supervivencia de células de carcinoma hepatocelular y colorrectal (173, 174).
Estas diferencias pueden explicarse desde la perspectiva de la heterogeneidad molecular de los
distintos tipos de células cancerosas. Una caracteristica importante de las células PC-3 usadas en
nuestro estudio es la presencia de mutaciones en el gen p53 y la delecion completa de PTEN. Este
Gltimo acttia como gen supresor de tumor y desempefia un papel importante en la detencion del
ciclo celular en la fase G1. PTEN se localiza en el ndcleo durante las fases Go-G1 del ciclo celular
(175) desde donde puede mediar la disminucion del nivel y localizacion nuclear de la ciclina D1
(176). En las células de cancer colorrectal, con el gen PTEN intacto, el silenciamiento de ESM-1
induce el aumento de la expresion del gen supresor tumoral y la disminucion de la expresion de
ciclina D1 (173), lo que resulta en la inhibicién de la proliferacion, migracion e invasion celular.
Sin embargo, en las células PC-3, al carecer del gen PTEN, el silenciamiento de ESM-1 es incapaz
de inducir la detencion del ciclo celular mediado por PTEN/ciclina D1.

6.3. Papel de PRELP en cancer de préstata

Otro de los proteoglicanos que tuvo un comportamiento interesante en los ensayos funcionales fue
PRELP, aunque inicialmente no pudo ser detectado en las lineas celulares cancerosas, el
tratamiento de las células PC-3 con Ibuprofeno y Nimesulida indujo su sobre-expresion, lo que

sugiere que este gen podria estar bajo uno de los mecanismos de regulacion del NF-«xB.

La proteina PRELP es un glicosaminoglicano (GAG) y una proteina de anclaje de unién al
colageno, altamente expresada en el cartilago, las membranas basales y el hueso en desarrollo. La

proteina es estructuralmente similar a FMOD con localizacion adyacente en el cromosoma 1
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(1932.1). Hay muy pocos reportes sobre este gen en cancer. Hasta ahora se ha encontrado
diferencialmente expresado en células de leucemia linfocitica cronica (177) y en carcinoma
urotelial vesical (178). Sin embargo, una busqueda de la expresion de este gen en los tejidos de la
base de datos del Atlas de genomas del cancer, a través de las herramientas bioinforméticas del
servidor web GEPIA (179), revel6 que este gen en realidad parece comportarse como un gene
supresor de tumor, ya que se encontrd sobre expresado en la mayoria de los tejidos normales de la

bases de datos cuando se comparaba con la contraparte tumoral.

Un posible mecanismo que explicaria el comportamiento de este gen en nuestro estudio implicaria
su regulacidn por parte de genes que estan bajo el control de NF-kB, como miRNAs o factores de
transcripcion, cuya actividad al ser bloqueada por la accidn de los AINEs resultd en la expresion
de PRELP. Ademas, se sabe que ésta proteina tiene la capacidad de alcanzar el compartimento
nuclear y formar un complejo con la subunidad p65 del factor de transcripcion NF-kB, a través de
sus dominios de unién a heparina en complejo con annexin Il, para reducir su actividad
transcripcional (155). Esta actividad inhibitoria de NF-kB por parte de PRELP podria estar

relacionada con su actividad como gen supresor de tumores.

6.4. Expresidn de receptores atipicos de quimiocinas en cancer de proéstata.

Los resultados de qPCR mostraron la expresion diferencial de ACKRs en las células PC-3
metastasicas en comparacion con las células PWR-1E no tumorales. ACKR1 (DARC) no fue
detectado, mientras que ACKR2 (D6) y ACKR4 (CCRL1) estuvieron sub-expresados en células
PC-3. DARC actua uniéndose a quimiocinas CXC que poseen una secuencia amino-terminal (Glu-
Leu-Arg), conocido como el motivo ELR (180). Varios estudios han reportado que el motivo ELR
es responsable de las propiedades angiogénicas de quimiocinas CXC (167, 181). La expresion de
quimiocinas CXC que portan el motivo ELR ha sido demostrada en células de cancer de prostata,
y se han encontrado niveles elevados en los tumores de pacientes con cancer de prostata (182). Por
lo tanto, la falta de expresion de DARC en células PC-3 cancerosas puede funcionar como un
regulador negativo de crecimiento o metastasis, como se ha sugerido para el cancer de mama,
principalmente por secuestro de quimiocinas angiogénicas Yy posterior inhibicion de la
neovascularidad tumoral (183). De manera similar, con respecto a la expresion de D6, los

resultados experimentales sugieren que D6 es un regulador negativo del crecimiento en el cancer

96



de pulmén, principalmente por el secuestro de quimiocinas especificas (184). Por el contrario, la
funcion de ACKR4 (CCRL1) in vivo todavia no esta clara. Este receptor atipico de quimiocinas
es capaz de unirse y secuestrar quimiocinas homeostaticas tales como CCL19, CCL21 y CCL25,
sin mostrar ninguna forma de sefializacién clasica de quimiocinas. Dado que estas quimiocinas
estan involucradas en el desarrollo del cancer y la metastasis, ACKR4 podria jugar un papel

inhibitorio en la proliferacion e invasion de las células cancerosas (185, 186).

Por otro lado, las células PC-3 en este estudio mostraron sobreexpresion de los receptores atipicos
de quimiocinas ACKR3 (CXCR7) y ACKR5 (CCRL2). CXCR7 es un receptor de doble
especificidad que se une con alta afinidad a quimiocinas CXCL12 y CXCL11 (186); Su regulacion
positiva ha sido reportada en diferentes tipos de tumores donde puede desempefiar un papel en el
crecimiento, supervivencia y metéstasis tumoral (187, 188). También se expresa en altos niveles
en la vasculatura asociada a tumores y puede tener un papel importante en la angiogénesis tumoral
(189).

La expresion de CCRL2 ha sido reportada previamente en lineas celulares y tejidos de origen
mamario (190), glioblastoma (191), salival (192), y colorrectal (193). La funcién y expresién de
CCRL2 en el cancer atn no ha sido esclarecida. Dependiendo del tipo de tejido, puede comportarse
como un supresor de tumores (1190), o puede promover la migracion celular y la invasion (191).
Actualmente, falta informacidn sobre la expresion del receptor atipico de quimiocinas CCRL2 y
su implicacion en el cancer de préstata. Nuestros resultados muestran que las células PC-3 de
cancer de prostata expresan niveles de mMRNA y proteina de CCRL2 significativamente mas altos
en comparacion con las células PWR-1E no tumorigénicas. Ademas, la inmunohistoquimica de
tejidos de cancer de prostata en el TMA revel6 que la expresion de CCRL2 fue significativamente
maés fuerte en las células epiteliales en los acinos cancerosos en comparacion con las células
epiteliales en tejidos adyacentes del mismo tipo en acinos benignos del mismo paciente. Hasta este
punto, los efectos fisioldgicos de la expresion de CCRL2 en células de cancer epitelial no estan

claros.

Aqui estamos informando por primera vez una expresion elevada de receptor de quimiocina
CCRL2 en lineas celulares de cancer de prostata y muestras de tejido de cancer de préstata. Las
principales conclusiones de este estudio constituyen un punto de partida para los estudios

posteriores sobre el papel bioldgico y las implicaciones clinicas de la expresion de CCRL2 en este
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tipo de cancer. Una comprension clara de la via de sefializacion corriente abajo requiere estudios
adicionales, y las aplicaciones potenciales de CCRL2 como diana terapeutica o un biomarcador en

CaP merecen mas investigacion.

6.5. Expresion de microRNAs en cancer de prostata

Al comparar la expresion relativa (RQ) de miRNAs en las dos lineas celulares de cancer de
prostata (Figura 17) encontramos perfiles de expresion significativamente diferentes, con solo 4
miRNAs mostrando patrones de expresion similares en ambos tipos de células, esto refleja
importantes variaciones del contexto genético y molecular entre las dos lineas celulares. Por un
lado, la linea celular PC-3 presenta una mutacion homocigotica en TP53 y pérdida homocigota de
PTEN, mientras que la linea celular LNCaP posee un mayor nimero de mutaciones puntuales y
mutaciones somaticas inactivadoras tipo indel (particularmente eventos de pérdida de codones de
parada) (194). Estas variaciones en el genoma de LNCaP y PC-3 no solo conducen a respuestas
diferentes ante estimulos como la exposicion a andrégenos, a AINEs o al silenciamiento de genes
especificos, como vimos en la respuesta de células PC-3 ante el tratamiento con siRNA-ESM-1,
sino que pueden conducir a mecanismos diferentes de regulacion del fenotipo canceroso. Uno de
los mecanismos de regulacion aparentemente afectados por las diferencias en el contexto genético
fue el de los mMiRNAs que regulan la actividad del NF-«xB. Cuando analizamos de manera integrada
el perfil de expresion de genes y miRNAs en las lineas celulares parecio emerger un patron en la
expresion de miRNAs que denotaba funciones opuestas para estas moléculas en la regulacién de
la actividad del NF-kB. Asi, las células PC-3 sobre-expresaban miRNAs inhibidores de este factor
nuclear de transcripcion (miR-9, miR-218-5p, miR-146a-5p y miR-195-5p), mientras que en
LNCaP algunos de estos miRNASs se encontraron sub-expresados (miR-218-5p, miR-146a-5p).
Asimismo, miRNAs activadores de NF-kB (miR-301a-3p y miR-29b) estuvieron sobre-
expresados en celulas PC-3 pero sub-expresados en LNCaP. Estos resultados sugieren mecanismos
de regulacién, mediados por miRNAs, diferentes en los dos tipos de células. Debido a que cada
una de estas lineas celulares representa un grado y subtipo diferente del cancer de préstata, es
posible relacionar estos resultados con lo que sucede en la respuesta in vivo de las células
cancerosas a los tratamientos contra el cancer, donde la respuesta a la quimioterapia y radioterapia

es variable en cada paciente. A nivel molecular esto esta relacionado con la activaciéon o no de
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mecanismos de supervivencia tumoral. Por ejemplo, el NF-kB es un antagonista de la
quimioterapia y la radioterapia debido a la regulacion de genes citoprotectores especificos, como
el sod 2 (MnSOD), survivina y cox-2. El propdsito de la radioterapia es inducir la apoptosis en las
celulas cancerosas, sin embargo, la produccién de especies reactivas de oxigeno inducida por
radiacion (ROS) aumenta la actividad de NF-xB y media la supervivencia celular aumentando la
expresion de genes anti-apoptéticos en los tejidos diana (195-197). Como se describid
previamente, este efecto pro-tumoral de NF-«B esta relacionado con mutaciones en p53, las cuales
pueden conducir a una alteracion en su habilidad para interactuar con RELA, observado como un
aumento en su afinidad por esta subunidad y su reclutamiento hacia promotores regulados por NF-
kB. Lo que resulta en el potenciamiento de actividad transcripcional, aumentando la expresién de

genes anti-apoptoticos que conducen a la promocion tumoral (50, 51).
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7. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio sefialan un posible rol de los proteoglicanos en el cancer
de préstata. Encontramos aqui la expresion diferencial de un grupo de proteoglicanos, algunos de
ellos sobre-expresados y otros sub-expresados en las células cancerosas, lo que podria significar

que cumplen diversos papeles en esta enfermedad.

Sefialamos un posible rol del proteoglicano ESM-1 en cancer de prostata, hemos mostrado que
ESM-1 podria estar involucrado en la progresion tumoral mediante la regulacion de la migracion
e invasion celular. Ademas, se demostrd que su silenciamiento en células cancerosas PC-3 induce
una reduccion en la expresion de la quimiocina pro-inflamatoria CXCL3, respaldando el papel de

ESM-1 como un marcador de angiogénesis.

También encontramos un grupo de quimiocinas CXC pro-inflamatorias ELR+ sobre-expresadas
en las células PC-3 cancerosas, mientras que las quimiocinas CXC ELR negativas resultaron en
su mayoria sub-expresadas en estas células, lo cual resulta natural si consideramos el fenotipo
altamente metastasico de esta linea celular. Se sabe que el NF-kB es un regulador esencial de la
transcripcion de estas quimiocinas, sin embargo, el bloqueo de su actividad transcripcional,
mediado por AINES, indujo la sobre expresion de algunas de estas quimiocinas, lo que sugiere la
existencia de vias de activacion alternas para estas quimiocinas o, en términos generales, la
presencia de mecanismos mas sutiles para la regulacion de la transcripcion que involucran otros

factores co-reguladores.

Ademas, describimos el perfil de expresion de un grupo de microRNAs relacionados con la via
del NF-xB, los cuales se encuentran regulando la funcién de diversos genes incluyendo los
proteoglicanos y las quimiocinas, sin embargo, la existencia de patrones de expresion tan
diferentes entre las dos lineas celulares de cancer sugiere la importancia del contexto genético y
molecular en la activacion de los diferentes mecanismos y vias de sefializacion que regulan el

fenotipo tumoral.

El tratamiento de las células PC-3 con Ibuprofeno, del cual se sabe que es un anti-inflamatorio no
esteroideo que bloquea la via del NF-xB, mostr6 que esta via regula positivamente algunos

proteoglicanos como FMOD, LUM, EPYC, ECM2, mientras que PRELP resulté sobre-expresado
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en las células PC-3 tratadas con este AINE, lo que podria indicar una via diferente de activacion

transcripcional para este proteoglicano y soporta su papel como gen supresor de tumores.

Encontramos también una asociacion entre el fenotipo metastésico y la expresion del receptor
atipico de quimiocinas CCRL2, el cual ha sido reportado expresado en algunas lineas celulares de
cancer de mama, colon y glioblastoma pero no en cancer de prostata. De manera que en este estudio

estamos reportando por primera vez una posible asociacion entre CCRL2 y el cancer de prostata.

Los resultados aqui expuestos constituyen un punto de partida para estudios posteriores que
determinen el papel biolégico y las posibles implicaciones clinicas de la expresion ESM-1, FMOD,
CXCL3 y CCRL2 en el CaP. Igualmente se requieren estudios adicionales que permitan aclarar
las funciones biologicas especificas de miR-146a-5p, Let-7f-5p, miR-195-5p, miR-9 y miR-155-

5p en la progresion del adenocarcinoma prostatico mediada por la actividad del NF-«xB.
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8. ANEXOS
ANEXO 1

Reyes Niradiz, Benedetti Ines, Bettin Alfonso, Rebollo Juan, Geliebter Jan, “The small leucine
rich proteoglycan fibromodulin is overexpressed in human prostate epithelial cancer cell lines in

cultureand human prostate cancer tissue”, Cancer Biomarkers 16 (2016) 191-202

ANEXO 2

Rebollo Juan, Geliebter Jan, Reyes Niradiz. “ESM-1 siRNA Knockdown Decreased Migration
andExpression of CXCL3 in Prostate Cancer Cells”, Int J Biomed Sci. 13(1) (2017) 35-42.

ANEXO 3

Niradiz Reyes, Ines Benedetti, Juan Rebollo, Oscar Correa, Jan Geliebter. “Expression of the
atypical chemokine receptor CCRL2 in prostate cancer cell lines and prostate cancer tissue

samples”, Journal of Biomedical Research. Aceptado para publicacion, 5 de Diciembre de 2017.

102



6. BIBLIOGRAFIA

1. Siegel R, Naishadham D, Jemal A. Cancer statistics, 2013. CA Cancer J Clin.
2013;63(1):11-30.

2. Karantanos T, Corn PG, Thompson TC. Prostate cancer progression after androgen
deprivation therapy: mechanisms of castrate resistance and novel therapeutic approaches.
Oncogene. 2013.

3. Schrecengost R, Knudsen KE. Molecular pathogenesis and progression of prostate cancer.
Semin Oncol. 2013;40(3):244-58.

4. da Silva HB, Amaral EP, Nolasco EL, de Victo NC, Atique R, Jank CC, et al. Dissecting
Major Signaling Pathways throughout the Development of Prostate Cancer. Prostate Cancer.
2013;2013:920612.

5. Wyatt AW, Mo F, Wang Y, Collins CC. The diverse heterogeneity of molecular alterations
in prostate cancer identified through next-generation sequencing. Asian J Androl. 2013;15(3):301-
8.

6. Reynolds MA. Molecular alterations in prostate cancer. Cancer Lett. 2008;271(1):13-24.
7. Vogelstein B, Papadopoulos N, Velculescu VE, Zhou S, Diaz LA, Jr., Kinzler KW. Cancer
genome landscapes. Science. 2013;339(6127):1546-58.

8. Suh J, Rabson AB. NF-kappaB activation in human prostate cancer: important mediator or
epiphenomenon? J Cell Biochem. 2004;91(1):100-17.

9. Xing Y, Zhou F, Wang J. Subset of genes targeted by transcription factor NF-kappaB in
TNFalpha-stimulated human HeLa cells. Funct Integr Genomics. 2013;13(1):143-54.

10.  Ma X, Becker Buscaglia LE, Barker JR, Li Y. MicroRNAs in NF-kappaB signaling. J Mol
Cell Biol. 2011;3(3):159-66.

11.  Reyes I, Tiwari R, Geliebter J, Reyes N. DNA microarray analysis reveals metastasis-
associated genes in rat prostate cancer cell lines. Biomedica. 2007;27(2):190-203.

12.  Correa O. Expresién de quimiocinas y receptores de quimiocinas: asociacién con
metastasis del cancer de prostata: Universidad de Cartagena; 2012.

13.  lozzo RV, Sanderson RD. Proteoglycans in cancer biology, tumour microenvironment and
angiogenesis. J Cell Mol Med. 2011;15(5):1013-31.

14.  Garusi E, Rossi S, Perris R. Antithetic roles of proteoglycans in cancer. Cell Mol Life Sci.
2012;69(4):553-79.

103



15.  Howlader N, Krapcho M, Miller D, Bishop K, Altekruse S, Kosary C, et al. SEER Cancer
Statistics Review. Bethesda, MD: National Cancer Institute, 2016.

16.  Cancer Genome Atlas Research N. The Molecular Taxonomy of Primary Prostate Cancer.
Cell. 2015;163(4):1011-25.

17.  De Marzo AM, Platz EA, Sutcliffe S, Xu J, Gronberg H, Drake CG, et al. Inflammation in
prostate carcinogenesis. Nat Rev Cancer. 2007;7(4):256-69.

18.  Nakai Y, Nonomura N. Inflammation and prostate carcinogenesis. International journal of
urology : official journal of the Japanese Urological Association. 2013;20(2):150-60.

19.  Sutcliffe S, Platz EA. Inflammation in the etiology of prostate cancer: an epidemiologic
perspective. Urologic oncology. 2007;25(3):242-9.

20.  Hamid AR, Umbas R, Mochtar CA. Recent role of inflammation in prostate diseases:
chemoprevention development opportunity. Acta medica Indonesiana. 2011;43(1):59-65.

21.  Wong CP, Bray TM, Ho E. Induction of proinflammatory response in prostate cancer
epithelial cells by activated macrophages. Cancer Lett. 2009;276(1):38-46.

22.  Culig Z. Cytokine disbalance in common human cancers. Biochimica et biophysica acta.
2011;1813(2):308-14.

23.  Chun JY, Nadiminty N, Dutt S, Lou W, Yang JC, Kung HJ, et al. Interleukin-6 regulates
androgen synthesis in prostate cancer cells. Clin Cancer Res. 2009;15(15):4815-22.

24.  Aggarwal BB, Sung B. NF-kappaB in cancer: a matter of life and death. Cancer Discov.
2012;1(6):469-71.

25. Dixit V, Mak TW. NF-kappaB signaling. Many roads lead to madrid. Cell.
2002;111(5):615-9.

26.  Baldwin AS, Jr. The NF-kappa B and | kappa B proteins: new discoveries and insights.
Annu Rev Immunol. 1996;14:649-83.

27.  Hayden MS, Ghosh S. Shared principles in NF-kappaB signaling. Cell. 2008;132(3):344-
62.

28.  Ghosh S, Karin M. Missing pieces in the NF-kappaB puzzle. Cell. 2002;109 Suppl:S81-
96.

29. Delhase M, Hayakawa M, Chen Y, Karin M. Positive and negative regulation of IkappaB
kinase activity through IKKbeta subunit phosphorylation. Science. 1999;284(5412):309-13.

104



30.  Senftleben U, Cao Y, Xiao G, Greten FR, Krahn G, Bonizzi G, et al. Activation by
IKKalpha of a second, evolutionary conserved, NF-kappa B signaling pathway. Science.
2001;293(5534):1495-9.

31.  Rudolph D, Yeh WC, Wakeham A, Rudolph B, Nallainathan D, Potter J, et al. Severe liver
degeneration and lack of NF-kappaB activation in NEMO/IKKgamma-deficient mice. Genes Dev.
2000;14(7):854-62.

32.  Wan F, Anderson DE, Barnitz RA, Snow A, Bidere N, Zheng L, et al. Ribosomal protein
S3: a KH domain subunit in NF-kappaB complexes that mediates selective gene regulation. Cell.
2007;131(5):927-39.

33.  Chen G, Cao P, Goeddel DV. TNF-induced recruitment and activation of the IKK complex
require Cdc37 and Hsp90. Mol Cell. 2002;9(2):401-10.

34.  Zerbini LF, Wang Y, Cho JY, Libermann TA. Constitutive activation of nuclear factor
kappaB p50/p65 and Fra-1 and JunD is essential for deregulated interleukin 6 expression in
prostate cancer. Cancer Res. 2003;63(9):2206-15.

35.  Fujioka S, Sclabas GM, Schmidt C, Frederick WA, Dong QG, Abbruzzese JL, et al.
Function of nuclear factor kappaB in pancreatic cancer metastasis. Clin Cancer Res.
2003;9(1):346-54.

36.  Pacifico F, Leonardi A. Role of NF-kappaB in thyroid cancer. Mol Cell Endocrinol.
2010;321(1):29-35.

37.  Perkins ND. Post-translational modifications regulating the activity and function of the
nuclear factor kappa B pathway. Oncogene. 2006;25(51):6717-30.

38. Wu CJ, Conze DB, Li T, Srinivasula SM, Ashwell JD. Sensing of Lys 63-linked
polyubiquitination by NEMO is a key event in NF-kappaB activation [corrected]. Nat Cell Biol.
2006;8(4):398-406.

39.  Chen ZJ. Ubiquitin signalling in the NF-kappaB pathway. Nat Cell Biol. 2005;7(8):758-
65.

40.  Bonizzi G, Karin M. The two NF-kappaB activation pathways and their role in innate and
adaptive immunity. Trends Immunol. 2004;25(6):280-8.

41.  Cohen S, Achbert-Weiner H, Ciechanover A. Dual effects of IkappaB kinase beta-mediated
phosphorylation on pl05 Fate: SCF(beta-TrCP)-dependent degradation and SCF(beta-TrCP)-
independent processing. Mol Cell Biol. 2004;24(1):475-86.

105



42.  lwanagaR, Ozono E, Fujisawa J, Ikeda MA, Okamura N, Huang Y, et al. Activation of the
cyclin D2 and cdk6 genes through NF-kappaB is critical for cell-cycle progression induced by
HTLV-I Tax. Oncogene. 2008;27(42):5635-42.

43.  Karin M. The lkappaB kinase - a bridge between inflammation and cancer. Cell Res.
2008;18(3):334-42.

44.  Deeb D, Gao X, Jiang H, Arbab AS, Dulchavsky SA, Gautam SC. Growth inhibitory and
apoptosis-inducing effects of xanthohumol, a prenylated chalone present in hops, in human
prostate cancer cells. Anticancer Res.30(9):3333-9.

45.  Ben Jemaa A, Bouraoui Y, Sallami S, Banasr A, Ben Rais N, Ouertani L, et al. Co-
expression and impact of prostate specific membrane antigen and prostate specific antigen in
prostatic pathologies. J Exp Clin Cancer Res. 2010;29:171.

46.  Davis RE, Brown KD, Siebenlist U, Staudt LM. Constitutive nuclear factor kappaB activity
is required for survival of activated B cell-like diffuse large B cell lymphoma cells. J Exp Med.
2001;194(12):1861-74.

47.  SuhJ, Payvandi F, Edelstein LC, Amenta PS, Zong WX, Gelinas C, et al. Mechanisms of
constitutive NF-kappaB activation in human prostate cancer cells. Prostate. 2002;52(3):183-200.

48.  Perkins ND. The diverse and complex roles of NF-kappaB subunits in cancer. Nat Rev
Cancer. 2012;12(2):121-32.

49.  Schumm K, Rocha S, Caamano J, Perkins ND. Regulation of p53 tumour suppressor target
gene expression by the p52 NF-kappaB subunit. EMBO J. 2006;25(20):4820-32.

50.  Weisz L, Damalas A, Liontos M, Karakaidos P, Fontemaggi G, Maor-Aloni R, et al. Mutant
p53 enhances nuclear factor kappaB activation by tumor necrosis factor alpha in cancer cells.
Cancer Res. 2007;67(6):2396-401.

51.  Dell'Orso S, Fontemaggi G, Stambolsky P, Goeman F, Voellenkle C, Levrero M, et al.
ChlP-on-chip analysis of in vivo mutant p53 binding to selected gene promoters. OMICS.
2011;15(5):305-12.

52.  Staudt LM. Oncogenic activation of NF-kappaB. Cold Spring Harb Perspect Biol.
2010;2(6):a0001009.

53. Harhaj EW, Dixit VM. Deubiquitinases in the regulation of NF-kappaB signaling. Cell
Res. 2011;21(1):22-39.

106



54.  Shembade N, Harhaj EW. Regulation of NF-kappaB signaling by the A20 deubiquitinase.
Cell Mol Immunol. 2012;9(2):123-30.

55.  Lenz G, Davis RE, Ngo VN, Lam L, George TC, Wright GW, et al. Oncogenic CARD11
mutations in human diffuse large B cell lymphoma. Science. 2008;319(5870):1676-9.

56.  Keats JJ, Fonseca R, Chesi M, Schop R, Baker A, Chng WJ, et al. Promiscuous mutations
activate the noncanonical NF-kappaB pathway in multiple myeloma. Cancer Cell. 2007;12(2):131-
44,

57.  Greenman C, Stephens P, Smith R, Dalgliesh GL, Hunter C, Bignell G, et al. Patterns of
somatic mutation in human cancer genomes. Nature. 2007;446(7132):153-8.

58. lozzo RV. Matrix proteoglycans: from molecular design to cellular function. Annual
review of biochemistry. 1998;67:609-52.

59.  Schaefer L, Schaefer RM. Proteoglycans: from structural compounds to signaling
molecules. Cell and tissue research. 2010;339(1):237-46.

60.  Schaefer L, lozzo RV. Small leucine-rich proteoglycans, at the crossroad of cancer growth
and inflammation. Curr Opin Genet Dev. 2012;22(1):56-7.

61. Nastase MV, lozzo RV, Schaefer L. Key roles for the small leucine-rich proteoglycans in
renal and pulmonary pathophysiology. Biochimica et biophysica acta. 2014;1840(8):2460-70.

62.  Schaefer L. Proteoglycans, key regulators of cell-matrix dynamics. Matrix biology : journal
of the International Society for Matrix Biology. 2014;35:1-2.

63.  McEwan PA, Scott PG, Bishop PN, Bella J. Structural correlations in the family of small
leucine-rich repeat proteins and proteoglycans. Journal of structural biology. 2006;155(2):294-
305.

64. Chen S, Birk DE. Focus on molecules: decorin. Experimental eye research.
2011;92(6):444-5.

65. Hocking AM, Shinomura T, McQuillan DJ. Leucine-rich repeat glycoproteins of the
extracellular matrix. Matrix biology : journal of the International Society for Matrix Biology.
1998;17(1):1-19.

66.  Kajava AV. Structural diversity of leucine-rich repeat proteins. Journal of molecular
biology. 1998;277(3):519-27.

67. Chen S, Birk DE. The regulatory roles of small leucine-rich proteoglycans in extracellular
matrix assembly. FEBS J. 2013;280(10):2120-37.

107



68.  Seo NS, Hocking AM, Hook M, McQuillan DJ. Decorin core protein secretion is regulated
by N-linked oligosaccharide and glycosaminoglycan additions. J Biol Chem. 2005;280(52):42774-
84.

69. lozzo RV, Schaefer L. Proteoglycans in health and disease: novel regulatory signaling
mechanisms evoked by the small leucine-rich proteoglycans. FEBS J. 2010;277(19):3864-75.

70.  Schaefer L, lozzo RV. Biological functions of the small leucine-rich proteoglycans: from
genetics to signal transduction. J Biol Chem. 2008;283(31):21305-9.

71. Keene DR, San Antonio JD, Mayne R, McQuillan DJ, Sarris G, Santoro SA, et al. Decorin
binds near the C terminus of type I collagen. J Biol Chem. 2000;275(29):21801-4.

72. lozzo RV, Chakrani F, Perrotti D, McQuillan DJ, Skorski T, Calabretta B, et al.
Cooperative action of germ-line mutations in decorin and p53 accelerates lymphoma
tumorigenesis. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America.
1999;96(6):3092-7.

73.  lozzo RV, Moscatello DK, McQuillan DJ, Eichstetter I. Decorin is a biological ligand for
the epidermal growth factor receptor. J Biol Chem. 1999;274(8):4489-92.

74.  Goldoni S, Humphries A, Nystrom A, Sattar S, Owens RT, McQuillan DJ, et al. Decorin
is a novel antagonistic ligand of the Met receptor. The Journal of cell biology. 2009;185(4):743-
54,

75. Banerjee AG, Liu J, Yuan Y, Gopalakrishnan VK, Johansson SL, Dinda AK, et al.
Expression of biomarkers modulating prostate cancer angiogenesis: differential expression of
annexin Il in prostate carcinomas from India and USA. Mol Cancer. 2003;2:34.

76.  HuY, Sun H, Owens RT, Wu J, Chen YQ, Berquin 1M, et al. Decorin suppresses prostate
tumor growth through inhibition of epidermal growth factor and androgen receptor pathways.
Neoplasia. 2009;11(10):1042-53.

77.  Fiedler LR, Schonherr E, Waddington R, Niland S, Seidler DG, Aeschlimann D, et al.
Decorin regulates endothelial cell motility on collagen I through activation of insulin-like growth
factor | receptor and modulation of alpha2betal integrin activity. J Biol Chem.
2008;283(25):17406-15.

78. Khan GA, Girish GV, Lala N, Di Guglielmo GM, Lala PK. Decorin is a novel VEGFR-2-
binding antagonist for the human extravillous trophoblast. Mol Endocrinol. 2011;25(8):1431-43.

108



79.  Baghy K, lozzo RV, Kovalszky I. Decorin-TGFbeta axis in hepatic fibrosis and cirrhosis.
The journal of histochemistry and cytochemistry : official journal of the Histochemistry Society.
2012;60(4):262-8.

80.  Edwards IJ. Proteoglycans in prostate cancer. Nat Rev Urol. 2012;9(4):196-206.

81.  Niedworok C, Rock K, Kretschmer I, Freudenberger T, Nagy N, Szarvas T, et al. Inhibitory
role of the small leucine-rich proteoglycan biglycan in bladder cancer. PloS one.
2013;8(11):e80084.

82.  HulL, Duan YT, Li JF, Su LP, Yan M, Zhu ZG, et al. Biglycan enhances gastric cancer
invasion by activating FAK signaling pathway. Oncotarget. 2014;5(7):1885-96.

83. Wang B, Li GX, Zhang SG, Wang Q, Wen YG, Tang HM, et al. Biglycan expression
correlates with aggressiveness and poor prognosis of gastric cancer. Exp Biol Med (Maywood).
2011;236(11):1247-53.

84.  Chakravarti S, Magnuson T, Lass JH, Jepsen KJ, LaMantia C, Carroll H. Lumican regulates
collagen fibril assembly: skin fragility and corneal opacity in the absence of lumican. The Journal
of cell biology. 1998;141(5):1277-86.

85. Kao WW, Liu CY. Roles of lumican and keratocan on corneal transparency.
Glycoconjugate journal. 2002;19(4-5):275-85.

86.  Leygue E, Snell L, Dotzlaw H, Hole K, Hiller-Hitchcock T, Roughley PJ, et al. Expression
of lumican in human breast carcinoma. Cancer Res. 1998;58(7):1348-52.

87.  Matsuda Y, Yamamoto T, Kudo M, Kawahara K, Kawamoto M, Nakajima Y, et al.
Expression and roles of lumican in lung adenocarcinoma and squamous cell carcinoma.
International journal of oncology. 2008;33(6):1177-85.

88. Ishiwata T, Cho K, Kawahara K, Yamamoto T, Fujiwara Y, Uchida E, et al. Role of
lumican in cancer cells and adjacent stromal tissues in human pancreatic cancer. Oncology reports.
2007;18(3):537-43.

89. Brezillon S, Venteo L, Ramont L, D'Onofrio MF, Perreau C, Pluot M, et al. Expression of
lumican, a small leucine-rich proteoglycan with antitumour activity, in human malignant
melanoma. Clinical and experimental dermatology. 2007;32(4):405-16.

90. D'Onofrio MF, Brezillon S, Baranek T, Perreau C, Roughley PJ, Maquart FX, et al.
Identification of betal integrin as mediator of melanoma cell adhesion to lumican. Biochemical

and biophysical research communications. 2008;365(2):266-72.

109



91.  Brezillon S, Zeltz C, Schneider L, Terryn C, Vuillermoz B, Ramont L, et al. Lumican
inhibits B16F1 melanoma cell lung metastasis. Journal of physiology and pharmacology : an
official journal of the Polish Physiological Society. 2009;60 Suppl 4:15-22.

92.  Zeltz C, Brezillon S, Kapyla J, Eble JA, Bobichon H, Terryn C, et al. Lumican inhibits cell
migration through alpha2betal integrin. Experimental cell research. 2010;316(17):2922-31.

93.  Vij N, Roberts L, Joyce S, Chakravarti S. Lumican suppresses cell proliferation and aids
Fas-Fas ligand mediated apoptosis: implications in the cornea. Experimental eye research.
2004;78(5):957-71.

94. Lee S, Bowrin K, Hamad AR, Chakravarti S. Extracellular matrix lumican deposited on
the surface of neutrophils promotes migration by binding to beta2 integrin. J Biol Chem.
2009;284(35):23662-9.

95. Leygue E, Snell L, Dotzlaw H, Troup S, Hiller-Hitchcock T, Murphy LC, et al. Lumican
and decorin are differentially expressed in human breast carcinoma. The Journal of pathology.
2000;192(3):313-20.

96. LuoJ, Dunn T, Ewing C, Sauvageot J, Chen Y, Trent J, et al. Gene expression signature of
benign prostatic hyperplasia revealed by cDNA microarray analysis. Prostate. 2002;51(3):189-
200.

97.  Cohen RJ, Holland JW, Redmond SL, McNeal JE, Dawkins HJ. Identification of the
glycosaminoglycan keratan sulfate in the prostatic secretory cell. Prostate. 2000;44(3):204-9.

98.  Coulson-Thomas VJ, Coulson-Thomas YM, Gesteira TF, Andrade de Paula CA, Carneiro
CR, Ortiz V, et al. Lumican expression, localization and antitumor activity in prostate cancer.
Experimental cell research. 2013;319(7):967-81.

99.  Brezillon S, Pietraszek K, Maquart FX, Wegrowski Y. Lumican effects in the control of
tumour progression and their links with metalloproteinases and integrins. FEBS J.
2013;280(10):2369-81.

100. Hafner M, Landthaler M, Burger L, Khorshid M, Hausser J, Berninger P, et al.
Transcriptome-wide identification of RNA-binding protein and microRNA target sites by PAR-
CLIP. Cell. 2010;141(1):129-41.

101. Vaz C, Mer AS, Bhattacharya A, Ramaswamy R. MicroRNAs modulate the dynamics of
the NF-kappaB signaling pathway. PloS one. 2011;6(11):e27774.

110



102. LuZ, LiY, Takwi A, Li B, Zhang J, Conklin DJ, et al. miR-301a as an NF-kappaB activator
in pancreatic cancer cells. EMBO J. 2011;30(1):57-67.

103. LiBL,LuW,LuC,QuJJ, Yang TT, Yan Q, et al. CpG island hypermethylation-associated
silencing of microRNAs promotes human endometrial cancer. Cancer Cell Int. 2013;13(1):44.
104. Alderton GK. Microrna: Microloops in NFkappaB signalling. Nat Rev Cancer.
2011;11(1):6.

105. Trompouki E, Hatzivassiliou E, Tsichritzis T, Farmer H, Ashworth A, Mosialos G. CYLD
is a deubiquitinating enzyme that negatively regulates NF-kappaB activation by TNFR family
members. Nature. 2003;424(6950):793-6.

106. Wan HY, Guo LM, Liu T, Liu M, Li X, Tang H. Regulation of the transcription factor NF-
kappaB1 by microRNA-9 in human gastric adenocarcinoma. Mol Cancer. 2010;9:16.

107. Guo LM, PuY, Han Z, Liu T, Li YX, Liu M, et al. MicroRNA-9 inhibits ovarian cancer
cell growth through regulation of NF-kappaB1. FEBS J. 2009;276(19):5537-46.

108. Moser B, Wolf M, Walz A, Loetscher P. Chemokines: multiple levels of leukocyte
migration control. Trends Immunol. 2004;25(2):75-84.

109. Allen SJ, Crown SE, Handel TM. Chemokine: receptor structure, interactions, and
antagonism. Annu Rev Immunol. 2007;25:787-820.

110.  Zlotnik A, Burkhardt AM, Homey B. Homeostatic chemokine receptors and organ-specific
metastasis. Nature reviews Immunology. 2011;11(9):597-606.

111. Rot A, von Andrian UH. Chemokines in innate and adaptive host defense: basic
chemokinese grammar for immune cells. (0732-0582 (Print)).

112.  Vindrieux D, Escobar P, Lazennec G. Emerging roles of chemokines in prostate cancer.
Endocrine-related cancer. 2009;16(3):663-73.

113. Rossi D, Zlotnik A. The biology of chemokines and their receptors. Annu Rev Immunol.
2000;18:217-42.

114. Viola A, Sarukhan A, Bronte V, Molon B. The pros and cons of chemokines in tumor
immunology. Trends Immunol. 2012;33(10):496-504.

115. Coussens LM, Werb Z. Inflammation and cancer. Nature. 2002;420(6917):860-7.

116. Kakinuma T, Hwang ST. Chemokines, chemokine receptors, and cancer metastasis.
Journal of leukocyte biology. 2006;79(4):639-51.

111



117. Bieche I, Chavey C, Andrieu C, Busson M, Vacher S, Le Corre L, et al. CXC chemokines
located in the 421 region are up-regulated in breast cancer. Endocrine-related cancer.
2007;14(4):1039-52.

118. Mukaida N, Baba T. Chemokines in tumor development and progression. Experimental
cell research. 2012;318(2):95-102.

119. Kim M, Koh YJ, Kim KE, Koh BI, Nam DH, Alitalo K, et al. CXCR4 signaling regulates
metastasis of chemoresistant melanoma cells by a lymphatic metastatic niche. Cancer Res.
2010;70(24):10411-21.

120. Gahan JC, Gosalbez M, Yates T, Young EE, Escudero DO, Chi A, et al. Chemokine and
chemokine receptor expression in kidney tumors: molecular profiling of histological subtypes and
association with metastasis. The Journal of urology. 2012;187(3):827-33.

121. Colotta F, Allavena P, Sica A, Garlanda C, Mantovani A. Cancer-related inflammation, the
seventh hallmark of cancer: links to genetic instability. Carcinogenesis. 2009;30(7):1073-81.

122. Kogan-Sakin I, Cohen M, Paland N, Madar S, Solomon H, Molchadsky A, et al. Prostate
stromal cells produce CXCL-1, CXCL-2, CXCL-3 and IL-8 in response to epithelia-secreted IL-
1. Carcinogenesis. 2009;30(4):698-705.

123.  McDowell KL, Begley LA, Mor-Vaknin N, Markovitz DM, Macoska JA. Leukocytic
promotion of prostate cellular proliferation. Prostate. 2010;70(4):377-89.

124. Singh RK, Sudhakar A, Lokeshwar BL. Role of Chemokines and Chemokine Receptors in
Prostate Cancer Development and Progression. Journal of cancer science & therapy. 2010;2(4):89-
94.

125. Singh RK, Lokeshwar BL. Depletion of intrinsic expression of Interleukin-8 in prostate
cancer cells causes cell cycle arrest, spontaneous apoptosis and increases the efficacy of
chemotherapeutic drugs. Mol Cancer. 2009;8:57.

126. Singh RK, Lokeshwar BL. The IL-8-regulated chemokine receptor CXCR7 stimulates
EGFR signaling to promote prostate cancer growth. Cancer Res. 2011;71(9):3268-77.

127. Lehrer S, Diamond EJ, Mamkine B, Stone NN, Stock RG. Serum interleukin-8 is elevated
in men with prostate cancer and bone metastases. Technology in cancer research & treatment.
2004;3(5):411.

112



128. Wedel SA, Raditchev IN, Jones J, Juengel E, Engl T, Jonas D, et al. CXC chemokine
MRNA expression as a potential diagnostic tool in prostate cancer. Molecular medicine reports.
2008;1(2):257-62.

129. Zhang J, Lu Y, Pienta KJ. Multiple roles of chemokine (C-C motif) ligand 2 in promoting
prostate cancer growth. Journal of the National Cancer Institute. 2010;102(8):522-8.

130. Ha HK, Lee W, Park HJ, Lee SD, Lee JZ, Chung MK. Clinical significance of
CXCL16/CXCR6 expression in patients with prostate cancer. Molecular medicine reports.
2011;4(3):419-24.

131. Blum DL, Koyama T, M'Koma AE, Iturregui JM, Martinez-Ferrer M, Uwamariya C, et al.
Chemokine markers predict biochemical recurrence of prostate cancer following prostatectomy.
Clin Cancer Res. 2008;14(23):7790-7.

132. Ghadjar P, Loddenkemper C, Coupland SE, Stroux A, Noutsias M, Thiel E, et al.
Chemokine receptor CCR6 expression level and aggressiveness of prostate cancer. Journal of
cancer research and clinical oncology. 2008;134(11):1181-9.

133. Singh S, Singh R, Sharma PK, Singh UP, Rai SN, Chung LW, et al. Serum CXCL13
positively correlates with prostatic disease, prostate-specific antigen and mediates prostate cancer
cell invasion, integrin clustering and cell adhesion. Cancer Lett. 2009;283(1):29-35.

134. Agarwal M, He C, Siddiqui J, Wei JT, Macoska JA. CCL11 (eotaxin-1): a new diagnostic
serum marker for prostate cancer. Prostate. 2013;73(6):573-81.

135. Boehm JS, Hahn WC. Towards systematic functional characterization of cancer genomes.
Nat Rev Genet. 2011;12(7):487-98.

136. Kramer R, Cohen D. Functional genomics to new drug targets. Nat Rev Drug Discov.
2004;3(11):965-72.

137. Paddison PJ, Silva JM, Conklin DS, Schlabach M, Li M, Aruleba S, et al. A resource for
large-scale RNA-interference-based screens in mammals. Nature. 2004;428(6981):427-31.

138. Berns K, Hijmans EM, Mullenders J, Brummelkamp TR, Velds A, Heimerikx M, et al. A
large-scale RNAI screen in human cells identifies new components of the p53 pathway. Nature.
2004;428(6981):431-7.

139. Barbie DA, Tamayo P, Boehm JS, Kim SY, Moody SE, Dunn IF, et al. Systematic RNA
interference reveals that oncogenic KRAS-driven cancers require TBKZ1. Nature.
2009;462(7269):108-12.

113



140. Simpson KJ, Selfors LM, Bui J, Reynolds A, Leake D, Khvorova A, et al. Identification of
genes that regulate epithelial cell migration using an siRNA screening approach. Nat Cell Biol.
2008;10(9):1027-38.

141. Friedl P, Wolf K. Plasticity of cell migration: a multiscale tuning model. The Journal of
cell biology. 2010;188(1):11-9.

142. Kramer N, Walzl A, Unger C, Rosner M, Krupitza G, Hengstschlager M, et al. In vitro cell
migration and invasion assays. Mutat Res. 2013;752(1):10-24.

143. Ye J, Coulouris G, Zaretskaya I, Cutcutache I, Rozen S, Madden TL. Primer-BLAST: a
tool to design target-specific primers for polymerase chain reaction. BMC bioinformatics.
2012;13:134.

144.  Czimmerer Z, Hulvely J, Simandi Z, Varallyay E, Havelda Z, Szabo E, et al. A versatile
method to design stem-loop primer-based quantitative PCR assays for detecting small regulatory
RNA molecules. PloS one. 2013;8(1):e55168.

145. Fedor HL, De Marzo AM. Practical methods for tissue microarray construction. Methods
in molecular medicine. 2005;103:89-101.

146. Cory AH, Owen TC, Barltrop JA, Cory JG. Use of an aqueous soluble
tetrazolium/formazan assay for cell growth assays in culture. Cancer communications.
1991;3(7):207-12.

147. Liang CC, Park AY, Guan JL. In vitro scratch assay: a convenient and inexpensive method
for analysis of cell migration in vitro. Nature protocols. 2007;2(2):329-33.

148. Geback T, Schulz MM, Koumoutsakos P, Detmar M. TScratch: a novel and simple
software tool for automated analysis of monolayer wound healing assays. BioTechniques.
2009;46(4):265-74.

149. Bisognin A, Sales G, Coppe A, Bortoluzzi S, Romualdi C. MAGIA(2): from miRNA and
genes expression data integrative analysis to microRNA-transcription factor mixed regulatory
circuits (2012 update). Nucleic Acids Res. 2012;40(Web Server issue):W13-21.

150. Song L, Huang Q, Chen K, Liu L, Lin C, Dai T, et al. miR-218 inhibits the invasive ability
of glioma cells by direct downregulation of IKK-beta. Biochemical and biophysical research
communications. 2010;402(1):135-40.

151. Kovalszky I, Hjerpe A, Dobra K. Nuclear translocation of heparan sulfate proteoglycans

and their functional significance. Biochimica et biophysica acta. 2014;1840(8):2491-7.

114



152. Banerjee AG, Bhattacharyya I, Lydiatt WM, Vishwanatha JK. Aberrant expression and
localization of decorin in human oral dysplasia and squamous cell carcinoma. Cancer Res.
2003;63(22):7769-76.

153. Liang Y. HM, Roughley P.J., Margolis R.K. and Margolis R.U. . Glypican and biglycan in
the nuclei of neurons and glioma cells: Presence of functional nuclear localization signals and
dynamic changes in glypican during the cell cycle. J Cell Biol 1997;139(4):851-64.

154. Mikaelsson E, Osterborg A, Tahmasebi Fard Z, Mahmoudi A, Mahmoudian J, Jeddi-
Tehrani M, et al. Opticin, a small leucine-rich proteoglycan, is uniquely expressed and translocated
to the nucleus of chronic lymphocytic leukemia cells. Experimental hematology & oncology.
2013;2(1):23.

155. Rucci N, Rufo A, Alamanou M, Capulli M, Del Fattore A, Ahrman E, et al. The
glycosaminoglycan-binding domain of PRELP acts as a cell type-specific NF-kappaB inhibitor
that impairs osteoclastogenesis. The Journal of cell biology. 2009;187(5):669-83.

156. Dil N, Banerjee AG. A role for aberrantly expressed nuclear localized decorin in migration
and invasion of dysplastic and malignant oral epithelial cells. Head & neck oncology. 2011;3:44.
157. Bettin A, Reyes I, Reyes N. Gene expression profiling of prostate cancer-associated genes
identifies fibromodulin as potential novel biomarker for prostate cancer. The International journal
of biological markers. 2016;31(2):e153-62.

158. Maurage CA, Adam E, Mineo JF, Sarrazin S, Debunne M, Siminski RM, et al. Endocan
expression and localization in human glioblastomas. Journal of neuropathology and experimental
neurology. 2009;68(6):633-41.

159. KimJH, Park MY, Kim CN, Kim KH, Kang HB, Kim KD, et al. Expression of endothelial
cell-specific molecule-1 regulated by hypoxia inducible factor-1alpha in human colon carcinoma:
impact of ESM-1 on prognosis and its correlation with clinicopathological features. Oncology
reports. 2012;28(5):1701-8.

160. Hatfield KJ, Lassalle P, Leiva RA, Lindas R, Wendelboe O, Bruserud O. Serum levels of
endothelium-derived endocan are increased in patients with untreated acute myeloid leukemia.
Hematology. 2011;16(6):351-6.

161. Toshikuni N, Ozaki K, George J, Tsutsumi M. Serum endocan as a survival predictor for
patients with liver cirrhosis. Canadian journal of gastroenterology & hepatology. 2015;29(8):427-
30.

115



162. Voiosu T, Balanescu P, Bengus A, Voiosu A, Baicus CR, Barbu M, et al. Serum endocan
levels are increased in patients with inflammatory bowel disease. Clinical laboratory.
2014;60(3):505-10.

163. Sarrazin S, Adam E, Lyon M, Depontieu F, Motte V, Landolfi C, et al. Endocan or
endothelial cell specific molecule-1 (ESM-1): a potential novel endothelial cell marker and a new
target for cancer therapy. Biochimica et biophysica acta. 2006;1765(1):25-37.

164. Strieter RM BJ, Phillips RJ, Keane MP. CXC chemokines in angiogenesis of cancer. Semin
Cancer Biol. 2004;14(3):195.

165. Kang YH IJN, Lee ClI, et al. . ESM-1 silencing decreased cell survival, migration, and
invasion and modulated cell cycle progression in hepatocellular carcinoma. Amino Acids
2011;40(3):1003.

166. Kang YH JN, Han SR, et al. . ESM-1 regulates cell growth and metastatic process through

activation of NF-kappaB in colorectal cancer.

. Cell Signal. 2012;24(10):1940.

167. Belperio JA, Keane MP, Arenberg DA, Addison CL, Ehlert JE, Burdick MD, et al. CXC
chemokines in angiogenesis. Journal of leukocyte biology. 2000;68(1):1-8.

168. Murphy PM BM, Charo IF, et al. International union of pharmacology. XXII.
Nomenclature for chemokine receptors. . Pharmacol Rev. 2000;52(1):145.

169. Engl T RB, Blumenberg C, et al. Prostate tumor CXC-chemokine profile correlates with
cell adhesion to endothelium and extracellular matrix. Life Sci 2006;78(16):1784.

170. Gui SL TL, Wang SQ, et al. Overexpression of CXCL3 can enhance the oncogenic
potential of prostate cancer. Int Urol Nephrol. 2016;48(5):701.

171. Szmydynger-Chodobska J SN, Zink BJ, et al. . The role of the choroid plexus in neutrophil
invasion after traumatic brain injury. J Cereb Blood Flow Metab 2009;29(9):1503.

172. Farioli-Vecchioli S CI, Ceccarelli M, et al. . Tis21 knock-out enhances the frequency of
medulloblastoma in Patchedl heterozygous mice by inhibiting the Cxcl3-dependent migration of
cerebellar neurons. J Neurosci. 2012; 32 (44):15547.

173. Kang YH, Ji NY, Han SR, Lee CI, Kim JW, Yeom Y], et al. ESM-1 regulates cell growth
and metastatic process through activation of NF-kappaB in colorectal cancer. Cellular signalling.
2012;24(10):1940-9.

116



174. Kang YH, Ji NY, Lee CI, Lee HG, Kim JW, Yeom Y1, et al. ESM-1 silencing decreased
cell survival, migration, and invasion and modulated cell cycle progression in hepatocellular
carcinoma. Amino acids. 2011;40(3):1003-13.

175. Waite KA, Eng C. Protean PTEN: form and function. American journal of human genetics.
2002;70(4):829-44.

176. Chung JH, Eng C. Nuclear-cytoplasmic partitioning of phosphatase and tensin homologue
deleted on chromosome 10 (PTEN) differentially regulates the cell cycle and apoptosis. Cancer
Res. 2005;65(18):8096-100.

177. Mikaelsson E, Osterborg A, Jeddi-Tehrani M, Kokhaei P, Ostadkarampour M, Hadavi R,
etal. A proline/arginine-rich end leucine-rich repeat protein (PRELP) variant is uniquely expressed
in chronic lymphocytic leukemia cells. PloS one. 2013;8(6):e67601.

178. Ning X, Deng Y. Identification of key pathways and genes influencing prognosis in bladder
urothelial carcinoma. OncoTargets and therapy. 2017;10:1673-86.

179. Tang Z, Li C, Kang B, Gao G, Li C, Zhang Z. GEPIA: a web server for cancer and normal
gene expression profiling and interactive analyses. Nucleic Acids Res. 2017;45(W1):W98-W102.
180. Szabo MC, Soo KS, Zlotnik A, Schall TJ. Chemokine class differences in binding to the
Duffy antigen-erythrocyte chemokine receptor. J Biol Chem. 1995;270(43):25348-51.

181. Strieter RM, Polverini PJ, Kunkel SL, Arenberg DA, Burdick MD, Kasper J, et al. The
functional role of the ELR motif in CXC chemokine-mediated angiogenesis. J Biol Chem.
1995;270(45):27348-57.

182. Ferrer FA, Miller LJ, Andrawis RI, Kurtzman SH, Albertsen PC, Laudone VP, et al.
Angiogenesis and prostate cancer: in vivo and in vitro expression of angiogenesis factors by
prostate cancer cells. Urology. 1998;51(1):161-7.

183. WangJOZ, Hou YF, etal. . Enhanced expression of Duffy antigen receptor for chemokines
by breast cancer cells attenuates growth and metastasis potential. Oncogene. 2006;25(54):7201—
11.

184. Wu FY FJ, Tang L, et al. Atypical chemokine receptor D6 inhibits human non-small cell
lung cancer growth by sequestration of chemokines. Oncol Lett. 2013; 6(1):91-5.

185. Parsi B, Esmaeili A, Hashemi M, Behjati M. Transient expression of recombinant ACKR4
(CCRL1) gene, an atypical chemokine receptor in human embryonic kidney (HEK 293) cells.
Molecular biology reports. 2016;43(7):583-9.

117



186. Ulvmar MH, Hub E, Rot A. Atypical chemokine receptors. Experimental cell research.
2011;317(5):556-68.

187. Burns JM, Summers BC, Wang Y, Melikian A, Berahovich R, Miao Z, et al. A novel
chemokine receptor for SDF-1 and I-TAC involved in cell survival, cell adhesion, and tumor
development. J Exp Med. 2006;203(9):2201-13.

188. Sun X, Cheng G, Hao M, Zheng J, Zhou X, Zhang J, et al. CXCL12 / CXCR4 / CXCR7
chemokine axis and cancer progression. Cancer metastasis reviews. 2010;29(4):709-22.

189. Maishi N, Ohga N, Hida Y, Akiyama K, Kitayama K, Osawa T, et al. CXCR7: a novel
tumor endothelial marker in renal cell carcinoma. Pathology international. 2012;62(5):309-17.
190. Wang LP, Cao J, Zhang J, Wang BY, Hu XC, Shao ZM, et al. The human chemokine
receptor CCRL2 suppresses chemotaxis and invasion by blocking CCL2-induced phosphorylation
of p38 MAPK in human breast cancer cells. Medical oncology. 2015;32(11):254.

191. YinF, XuZ, Wang Z, Yao H, Shen Z, Yu F, et al. Elevated chemokine CC-motif receptor-
like 2 (CCRL2) promotes cell migration and invasion in glioblastoma. Biochemical and
biophysical research communications. 2012;429(3-4):168-72.

192.  Mays AC, Feng X, Browne JD, Sullivan CA. Chemokine and Chemokine Receptor Profiles
in Metastatic Salivary Adenoid Cystic Carcinoma. Anticancer Res. 2016;36(8):4013-8.

193. Akram IG, Georges R, Hielscher T, Adwan H, Berger MR. The chemokines CCR1 and
CCRL2 have a role in colorectal cancer liver metastasis. Tumour biology : the journal of the

International Society for Oncodevelopmental Biology and Medicine. 2016;37(2):2461-71.

194. Seim |, Jeffery PL, Thomas PB, Nelson CC, Chopin LK. Whole-Genome Sequence of the
Metastatic PC3 and LNCaP Human Prostate Cancer Cell Lines. G3. 2017;7(6):1731-41.

195. Brach M, Hass R, Sherman M, Gunji H, Weichselbaum R and Kufe D: lonizing radiation

induces expression and binding activity of nuclear factor kB. J Clin Invest 88: 691-695, 1991.

196. Pajonk F, Pajonk K and McBride W: Apoptosis and radiosensitization of hodgkin cells by
proteasome inhibition. Int J Radiat Oncol Biol Phys 47: 1025-1032, 2000.

197. Egan L, Eckmann L, Greten F, Chae S, Li Z, Myhre G, Robine S, Karin M and Kagnoff M:
IxB-kinaseR-dependent NF-«kB activation provides radioprotection to the intestinal epithelium.
Proc Natl Acad Sci USA 1001: 2452-2457, 2004.

118



