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RESUMEN.

El cancer es un conjunto de enfermedades genéticas multifactoriales con uno de los mas elevados
indices de mortalidad a nivel mundial. En consecuencia, es necesaria la blsqueda de nuevas terapias con el
fin de aumentar la supervivencia. Muchas vias de transduccion de sefiales son iniciadas a partir de la
dimerizacion y activacion de los miembros de la familia ErbB de receptores. Multiples evidencias sostienen

que dichos receptores tienen una funcién fundamental en la transformacion y progresion tumoral.

Durante el trabajo, se han estudiado los efectos bioldgicos de péptidos inhibidores de la dimerizacidn,
comparandolos con los efectos inducidos por los inhibidores de la actividad tirosin quinasa de los receptores
en distintas lineas celulares de carcinoma de colon y carcinoma de pancreas exocrino. También se ha
analizado, a partir de los niveles de fosforilacion de los receptores, la capacidad de inhibir especificamente
la formacion de dimeros.

Se ha observado que los péptidos presentan efectos antiproliferativos en los distintos modelos celulares
estudiados. Algunos de ellos presentan un efecto citoestatico induciendo un aumento del porcentaje de
células en la fase G1 acompafiado de la reduccion de las fases S y G2/M. Otros, muestran un efecto
citotoxico aumentando la fase Sub-G1, indicativa de muerte celular. Por otro lado, los resultados parecen

indicar que los péptidos inhiben especificamente los niveles de fosforilacion de los receptores ErbB.

Palabras clave: péptido, dimerizacion, ErbB, cancer, inhibidores de la actividad tirosin quinasa,

terapia complementaria, fosforilacion.
SUMMARY

Cancer is a multifactorial genetic disease showing one of the highest mortality index worldwide.
Consequently, it is necessary searching news therapies in order to increase patient’s survival. Many signal
transduction pathways are initiated through dimerization and activation of the ErbB family. Multiple

evidences support that these receptors have an essential function in transformation and tumour progression.

In this project we have studied the biological effects of dimerization-inhibitory peptides, comparing
those effects with the effects induced by the tyrosine kinase inhibitors in different cell lines from colon
carcinoma and exocrine pancreatic carcinoma. We have also analysed peptides ability for specifically

inhibit dimerization determining receptor phosphorylation levels.

It has been observed that the peptides show antiproliferative effects in the different cell models studied.
Some of them show a cytostatic effect inducing an increase of G1 phase concomitant with the reduction of
S and G2 / M phases. On the other hand, the results show a cytotoxic effect, with an increase of the Sub-
G1 phase, indicative of cell death. Furthermore, the results suggest that the peptides specifically inhibit

dimerization, reducing phosphorylation receptor levels.

Keywords: ErbB, peptide, dimerization, cancer, tyrosine kinase inhibitors, complementary therapy,

phosphorylation.



1. INTRODUCCION.

El céncer es un conjunto de enfermedades que se origina cuando una determinada
poblacion celular adquiere ciertas caracteristicas moleculares que inducen una pérdida del control

normal de su proliferaciéon *.

Las células de un organismo crecen, en condiciones normales, de manera ordenada y estan
sometidas a procesos de muerte celular programada en respuesta al envejecimiento o al dafio
celular. Sin embargo, en los procesos carcinogénicos, dicho control se pierde, incrementandose
por lo tanto, la proporcion de células alteradas que, son capaces entre otras cosas, de evadir la
respuesta inmune del organismo (Figura 1)*.

Las células cancerosas presentan la capacidad de diseminar desde su érgano o tejido de
origen, hasta regiones mas distantes del organismo, es lo que se denomina capacidad metastasica.
Las células cancerosas del tumor primario, se desplazan a través del torrente sanguineo y de los
vasos linfaticos, a otros 6rganost. Un tumor metastatico presenta una mayor agresividad y una
respuesta mas limitada a los tratamientos quimioterapicos y radioterapicos, disminuyendo por
tanto, la esperanza de vida de los pacientes afectados.
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Figura 1: Division celular normal frente al crecimiento tumoral descontrolado®.

El cancer constituye una de las principales causas de mortalidad y morbilidad en todo el
mundo. En 2012 se diagnosticaron 14 millones de nuevos casos y 8,2 millones de muertes
relacionadas con el cancer. En los préximos 20 afios se prevee que el nimero de nuevos casos

aumente aproximadamente un 70% 2.



La extirpacién quirargica de los tumores solidos constituye la alternativa terapéutica mas
efectiva en el tratamiento del c&ncer. Sin embargo, no siempre es posible acudir a la cirugia y, en
muchas ocasiones, aunque el tumor pueda ser extirpado, es también necesario un tratamiento
adyuvante, bien mediante quimioterapia o radioterapia. EI mayor problema asociado a este tipo
de tratamientos es la adquisicion de un fenotipo resistente por parte de las células tumorales. La
mayoria de los tumores son en su inicio sensibles a los tratamientos convencionales, sin embargo,
a medida que dicho tratamiento avanza, aumenta la resistencia, dificultando la respuesta tanto a
los farmacos quimioterapicos como a la radioterapia. El desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas que faciliten la respuesta del paciente, constituye uno de los objetivos prioritarios de

la investigacion oncoldgica®.

La busqueda de nuevas alternativas terapéuticas se centra basicamente en el concepto de
terapia dirigida, es decir, el desarrollo de farmacos que influyen en la expresién y/o actividad de
determinados genes que participan en vias especificas de sefializacion celular. Multiples estudios
han identificado diversas mutaciones oncogénicas como posibles dianas terapéuticas. Distintos
mutantes del dominio quinasa de los receptores ErbB, se ha convertido en dianas terapéuticas

validas para el tratamiento de determinados tipos de tumores®.

Los receptores tirosin quinasa de factores de crecimiento constituyen el punto de inicio de
cascadas de sefializacion celular mediante fosforilacién/defosforilacion de proteinas. La familia
de receptores ErbB consta de cuatro miembros: el receptor para el factor de crecimiento
epidérmico (EGFR, ErbB-1 o HER1), HER2 (NEU, ErbB-2), HER3 (ErbB-3) y HER4 (ErbB-4).
La dimerizacion de los receptores ErbB es imprescindible para la actividad tirosin quinasa de los
mismos, produciéndose en primer lugar la autofosforilacion de las dos subunidades del dimero.
Una vez fosforilados, los receptores ErbB fosforilan otras proteinas, desencadenando una cascada

de rutas intracelulares involucradas en la proliferacion, migracion y diferenciacion celular > .

Los receptores de la familia ErbB se encuentran localizados en la membrana plasmatica y
estan compuestos de un dominio extracelular glicosilado de union al ligando, un segmento
transmembrana y un dominio intracelular con actividad tirosin quinasa (TK) que se encuentra
bastante conservado entre los cuatro miembros de la familia (Figura 2). Pese a que el ErbB3 no
posee actividad tirosin quinasa especifica, es capaz de unir ATP y transmitir sefiales mitogénicas

mediante la heterodimerizacion con otros miembros de la familia®.
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Figura 2: A la izquierda se muestra la estructura de los 4 receptores ErbB con sus respectivos

ligandos. A la derecha se representa la formacion de homodimeros y heterodimeros’.

En ausencia del ligando, el receptor se halla en estado monémérico y enzimaticamente
inactivo. El ligando presente en el medio circundante, se une al monémero en la region
extracelular promoviendo la dimerizacion del receptor, e induciendo un cambio conformacional
que causa la activacion del dominio catalitico®. La dimerizacion puede producirse entre dos
receptores ideénticos, en cuyo caso hablamos de homodimerizacion, o entre distintos miembros de
la familia en cuyo caso hablamos de heterodimerizacion. Tras la dimerizacion, se produce la
autofosforilacion de residuos de tirosin intracelulares que activa la tirosin quinasa de los
receptores, a partir de la cual se inicia la cascada de sefiales de transduccion intracelulares. Entre
las vias de sefializacion activadas, se encuentran 1) fosfatidilinositol-3-quinasa (PI13K)/Akt, 2)
Ras/Raf/MAPK, 3) fosfolipasa-C (PLCy)/ proteina quinasa C (PKC) y 4) transductores y
activadores de la sefial de transcripcion (STAT) (Figura 3)% & Estas vias culminan en la
transduccidén de genes implicados en la proliferacion, la diferenciacion, la supervivencia celular

y la angiogénesis, procesos implicados en la tumurogénesis.
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Figura 3: Vias de sefializacion activadas por los receptores ErbB, Ras/Raf/MAPK (Mek, Erk); via
PI3K/Akt; via de los transductores y activadores de la sefial de transcripcion (STAT); via fosfolipasa-C
(PLCy) / proteina quinasa C (PKC); activando la proliferacion celular, invasion, metastasis, angiogénesis y

supervivencia celular®.

La desregulacion de las rutas de sefializacion descendentes de los receptores ErbB puede

deberse a diversas alteraciones® 10 11:

- Incremento en los niveles de expresion del receptor.

- Aumento de la expresion del ligando.

- Mutacién en el dominio de activacion de la tirosin quinasa.
- Receptores truncados constitutivamente activos.

- Mutaciones en genes situados corriente abajo en la cascada de sefializacion.

Dichas alteraciones desempefian un papel importante en la patogénesis y progresion de
distintos tipos de carcinomas, y estudios in vivo e in vitro han mostrado que estas proteinas son
capaces de inducir la transformacién celular. Por todo ello, los receptores ErbB constituyen una

de las dianas terapéuticas mas importantes para el desarrollo de nuevos farmacos antineoplésicos.

La sobreproduccion de ligandos es uno de los mecanismos de activacion de los receptores
ErbB, y puede producirse bien en las propias células tumorales o bien en el estroma tumoral.

Existen tres grupos de ligandos para estos receptores. Un grupo se une especificamente al EGFR



e incluye EGF, TGFo, anfirregulina (AR) y EPIGEN (EPG). Un segundo grupo se une tanto
EGFR y ErbB4 e incluye betacelulina (BTC), HB-EGF y epirregulina (EPR). El tercer grupo
incluye a todas las neurregulinas (NRG) 1-4, de las cuales se unen NRG1 y NRG2 a ErbB3 y
ErbB4, mientras que NRG3 y NRG4 sdlo se unen a ErbB42 1%, A pesar de no haberse encontrado
ligandos especificos para ErbB2, este receptor funciona como un co-receptor cuando
heterodimeriza con otros receptores de la familia ErbB confiriendo mayor estabilidad y potencia

en la sefializacién, comparado con otros dimeros'? 4,

En los Ultimos afios, se ha hecho evidente que los receptores ErbB desempefian un papel
destacado en la iniciacion y mantenimiento de diversos tumores solidos. Esto ha llevado al
desarrollo y la aplicacion generalizada de los inhibidores especificos de ErbB como terapias

contra el cancer®s,

Principalmente hay dos categorias de farmacos dirigidos hacia los receptores ErbB. Una de
ellas es la conformada por inhibidores de la tirosin quinasa (TKis) de los receptores ErbB, son
moléculas de pequefio peso molecular que interacttan con el dominio tirosin quinasa intracelular,
inhibiendo la fosforilacion inducida por ligando. Generalmente son moléculas competidoras
reversibles del sitio de unién al ATP del dominio intracelular catalitico de la tirosin quinasa. La
otra categoria la conforman los anticuerpos monoclonales que se unen al dominio externo del
receptor con alta afinidad, compitiendo con sus ligando naturales y bloqueando asi la activacion

del receptor®.

Algunos receptores ErbB se encuentran sobreexpresados en diversos tipos de tumores'>?’.
Tal y como hemos mencionado anteriormente, la dimerizacion de los receptores es un paso
imprescindible para la sefializacion celular. En el presente trabajo nos hemos planteado el
desarrollo de una terapia complementaria en el tratamiento contra el cancer, enfocada en la
inhibicion de la dimerizacion de los receptores ErbB. La estrategia consiste en crear péptidos a
partir de técnicas de modelado molecular, disefiados especificamente para cada uno de los
dominios extracelulares de los cuatro miembros de la familia ErbB. Dado que el dominio
intracelular se encuentra practicamente conservado, se ha disefiado un Unico péptido para el
dominio intracelular comdn a los cuatro miembros de receptores. Los péptidos han sido generados
a partir de la propia secuencia de los receptores que da lugar al dominio mediante el cual se
produce la dimerizacion entre dos receptores, lo cual convierte a los péptidos en inhibidores

competitivos de la dimerizacion.



2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS.

La familia de receptores ErbB ha sido ampliamente estudiada debido a su participacion en
vias de sefializacion celular implicadas en multiples procesos bioldgicos, tales como proliferacion
celular, angiogénesis, adhesion celular, motilidad celular y supervivencia celular. EI miembro
mas representativo de esta familia de receptores es el EGFR (receptor del factor de crecimiento
epidérmico) que desempefia un papel crucial en la oncogénesis de origen epitelial, por esta razén
ha sido diana de diversos farmacos antineoplasicos®. Los miembros de esta familia de receptores
muestran actividad tirosin quinasa, siendo el propio receptor el primer sustrato de fosforilacion,
inicidndose una cascada de sefializacion que culmina en el ndcleo celular con la activacion de
factores de transcripcién que regulan la expresion génica. La unién con el ligando induce una
dimerizacién de los mondmeros de receptor necesaria para la activacion de la actividad quinasa

del mismo?®.

Como se ha citado anteriormente, actualmente estan en uso dos categorias de farmacos
dirigidos contra los receptores ErbB. Una de ellas la constituyen pequefias moléculas inhibidoras
de la actividad quinasa del EGFR que actan compitiendo con el ATP por la union del dominio
catalitico de la enzima. Entre ellos, afatinib (Gilotrif®) y gefitinib (Iressa®) han sido aprobados
para el tratamiento quimioterapéutico de los pacientes con cancer avanzado de pulmén no
microcitico (NSCLC); erlotinib (Tarceva®) se utiliza como tratamiento para NSCLC y cancer de
pancreas; poziotinib también utilizado para el tratamiento contra NSCLC actuando sobre EGFR,
ErbB2y ErbB4; lapatinib (Tykerb®) es utilizado para el tratamiento del cancer de mama actuando
tanto sobre EGFR como sobre ErbB2 5 1°,

Por otro lado, otro grupo de farmacos antineoplasicos esta constituido por los anticuerpos
monoclonales (MAbs) que reconocen epitopos especificos del receptor al que se unen. Terapias
dirigidas que utilizan anticuerpos monoclonales contra EGFR como cetuximab (Erbitux®) y
panitumumab (Vectibix®) son ampliamente utilizados para el tratamiento de céncer colorrectal
metastasico sin mutaciones en las proteinas RAS?. ErbB2 también es diana de otros anticuerpos
monoclonales como pertuzumab (Omnitarg®) y trastuzumab (Herceptin®) usados en combinacion
para el tratamiento del cancer de mama metastésico. Ademas, trastuzumab también es usado en

cancer de estdmago?..

Estos tratamientos muestran beneficios clinicos para el tratamiento de varios tipos de
cancer, sin embargo, su eficacia clinica esta limitada debido a la aparicion de resistencia a los
medicamentos. ErbB3 forma heterodimeros con los otros miembros de la familia, desempefiando

un papel importante en las resistencias a los farmacos especificos para EGFR y ErbB2. Por este

10



motivo, actualmente se estan desarrollando anticuerpos anti-ErbB3 para terapia contra el cancer,

bloqueando el sitio de union al ligando?* 2,

Dada la importancia de la dimerizacion en la activacién de los receptores, la inhibicion de
ésta, podria constituir un blanco de interés para el desarrollo de terapias complementarias para el
tratamiento de determinados tumores. Por ello, este trabajo se centra en el desarrollo de péptidos
especificos para los cuatro miembros de la familia ErbB (EGFR, ErbB2, ErbB3, ErbB4),
disefiados con el objetivo de inhibir especificamente la formacién tanto de homodimeros como

de heterodimeros en distintos modelos celulares. Los objetivos planteados son:

OBJETIVO 1: Disefiar péptidos inhibidores de la dimerizacion de los receptores ErbB.

OBJETIVO 2: Determinar el efecto de los péptidos disefiados en el objetivo 1 sobre modelos
celulares de carcinoma de colon y pancreas. Comparar con los efectos producidos

por los inhibidores de la actividad tirosin quinasa de los receptores ErbB.

OBJETIVO 3: Proceder a la caracterizacion inicial de la especificidad de los péptidos.

11



3. MATERIALES Y METODOS.

3.1 Lineas celulares.

Para poder llevar a cabo los ensayos desarrollados en este proyecto, se ha trabajado con las
lineas celulares SW480 y SW620 de carcinoma de colon, y con las lineas celulares RWP-1,
HS766T e IMIM-PC-2 de carcinoma de pancreas exocrino.

Tanto las lineas celulares de carcinoma de colon como las lineas celulares de carcinoma de
pancreas fueron obtenidas del repositorio del Instituto Municipal de Investigaciones Médicas
(IMIM) de Barcelona.

Las lineas celulares fueron cultivadas con un 5% de CO; a 37°C. Se utiliz6 el medio de
cultivo DMEM 1X (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Gibco Life Technologies) +
GlutaMAX™ complementado con 4,5 g/L de D-Glucosa y piruvato y suplementado con un 10%

de suero fetal bovino (FBS: fetal bovine serum) y un 1% de Penicilina/Estreptomicina (PS).

3.2 Tratamientos.

Para los tratamientos, las células se trataron con 5 péptidos a distintas concentraciones en
un rango entre 1-25 uM. Los péptidos fueron el péptido 8 (PLMLYNPTTYQMDVNP), péptido
9 (ALVTYNTDTFESMPNP), péptido 10 (QPLVYNKLTFQLEPNP), péptido 11
(QTFVYNPTTFQLEHNF),  péptido 12  (IDVYMIMVKCWMGRKKRRQRRRPPQ)
sintetizados por la casa comercial Genemed Synth Inc (San Antonio, TX, USA). Las células
fueron cultivadas a 37°C con un 5% de CO, durante periodos cortos de 1 o 3 horas o durante
periodos largos de 72 horas en funcion del experimento llevado a cabo. El control negativo para
los péptidos 9, 11 y 12 disueltos en agua, no contiene ningln tratamiento; el control negativo para
los péptidos 8 y 10 disueltos en DMSO son comparados con el control negativo con 20 uL de
DMSO.

3.3 Ensayos de proliferacion celular (MTT).

Con la finalidad de evaluar los efectos de los péptidos sobre la proliferacion celular se llevo
a cabo el ensayo colorimétrico MTT. Este ensayo estd basado en la reduccion metabolica del
Bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolio, una sal de tetrazolio soluble y amarilla
que al ser catalizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa, da lugar al formazan,

un compuesto parpura e insoluble que permite valorar el nimero de células viables en funcion de

12



la cantidad de formazan producido. Mediante este método se pueden determinar tanto la

supervivencia como la proliferacion celular.

Para llevar a cabo este ensayo se siembran las células en placas de 96 pocillos a una
proporcion de 2000-4000 celulas/100ul de medio de cultivo y se incuban a 37°C con un 5% de
CO; durante 24 horas. A continuaciéon se tratan las células con los distintos péptidos por
sextuplicado, que son incubadas en las mismas condiciones durante 72 horas. Transcurrido este
tiempo, se afiade el reactivo MTT (Sigma Aldrich) a cada pocillo a una concentracion de 0,25
mg/ml y se incuba durante 3 horas. Se elimina el contenido de los pocillos y se le afiaden 200 pl
de dimetilsulfoxido (DMSO) para disolver los cristales de formazan, agitando la placa durante 30
minutos a temperatura ambiente. Por Gltimo, se mide la absorbancia a 570 nm en un lector de

microplacas de modelo Anthos 2001.

3.4 Ciclo celular.

Mediante analisis por citometria de flujo se analizé el contenido de ADN de las muestras,
determinando de este modo la distribucion de las distintas fases del ciclo celular. EI ADN de las
celulas es marcado con un agente intercalante fluorescente, el yoduro de propidio. Dicho
fluoréforo se excita a longitudes de onda de 480 nm y emite fluorescencia a 620 nm,
aproximadamente. El yoduro de propidio es capaz de intercalarse entre los &cidos nucleicos de tal
manera que las células emiten mayor o menor fluorescencia en funcién de la cantidad de ADN
que contengan. Aquellas células que se encuentren en las fases G2 y M del ciclo celular emitiran
el doble de fluorescencia que aquellas que se encuentren en fase G1 ya que en las fases G2 y M
ya se ha producido la fase de sintesis y la duplicacion del material genético (dotacion
cromosomica tetraploide (4n)), mientras que en fase G1 la dotacion cromosomica es diploide (2n).
Las células que se encuentran en la fase S o fase de sintesis, emiten una sefial fluorescente
comprendida entre la emitida por las células en las fases G1 y G2/M. Por otro lado, las células
muertas presentan el ADN fragmentado de modo que la fluorescencia emitida es de menor

intensidad que las células que presentan de manera integra el ADN (fase subG1).

En dicho ensayo, las células son tratadas durante 24 horas con los 5 péptidos. Transcurrido
ese tiempo las células son recolectadas mediante tripsinizacion, lavadas mediante tampén PBS y
fijadas en etanol al 70% a -20°C durante al menos 30 minutos. Una vez han sido fijadas, se procede
a la precipitacion de las células, las cuales se resuspenden en 500 pl de una mezcla que contiene
25 pg/ml de RNAsa, PBS-Triton al 0,5% y 25 pg/ml de ioduro de propidio y se incuban a

temperatura ambiente y en oscuridad durante 30 minutos.
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La determinacion de la distribucion de las distintas fases del ciclo celular, se realiza
mediante citometria de flujo empleando un citometro Beckman, Coulter EPICS XL y BD
FACSCanto I, equipado con un laser de argén que excita a 388 nm.

3.5 ARRAY de fosfoproteinas.

Con el objetivo de analizar los perfiles de fosforilacion de receptores tirosin quinasa se
utiliz6 el Human Phospho-RTK Array (R&D Systems). Se trata de una herramienta de cribado
que permite detectar simultaneamente los niveles relativos de fosforilacién de 49 RTKs

diferentes.

Cada anticuerpo de captura ha sido cuidadosamente seleccionado utilizando lisados
celulares preparados a partir de lineas celulares conocidas, tratadas con los ligandos que expresan
el receptor diana o lineas celulares transfectadas con cDNA que codifica un RTK particular. Los

anticuerpos de captura y deteccidn se encuentran por duplicado en membranas de nitrocelulosa.

En primer lugar las células son lisadas para la preparacién de las muestras. Los lisados
celulares se diluyen e incuban durante la noche con el Human Phospho-RTK Array. Después de
la union al dominio extracelular del RTK tanto fosforilado como no fosforilado, la matriz se
somete a sucesivos lavados para eliminar las proteinas no unidas y seguidamente se incuba con
una mezcla de un cdctel de anticuerpos de deteccion biotinilados. Cualquier complejo proteina-
anticuerpo de deteccidn presente esta sujeto a la membrana mediante su anticuerpo afin de captura
inmovilizado. Posteriormente se afiade estreptavidina-HRP y los reactivos de deteccion de
guimioluminiscencia, de modo que se produce una sefial en cada punto proporcional a la cantidad
de RTK fosforilado unido a la matriz. La quimioluminiscencia es detectada de la misma manera
gue una transferencia mediante ensayo Western. El protocolo seguido fue el facilitado por la casa

comercial (R&D Systems).
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4. RESULTADOS.

OBJETIVO 1: Generacion de los péptidos inhibidores de la
dimerizacion de los receptores ErbB.

Los miembros de la familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGFR,
ErbB2, ErbB3 y ErbB4) son proteinas transmembrana con actividad tirosin quinasa, que es
activada al producirse la dimerizacion del receptor inducida por el ligando (Figura 5)%. Uno de
los objetivos planteados en este trabajo es conseguir, mediante el disefio y la utilizacion de
péptidos especificos, la inhibicion de la dimerizacion de los receptores de la familia ErbB.

Para que se produzca la dimerizacion de los receptores, es necesario que se den dos
interacciones, una a nivel del dominio extracelular y otra a nivel intracelular en el dominio
catalitico de la tirosin quinasa® (Figura 5). Dicha dimerizacion es inducida por la unién de
ligandos como el factor de crecimiento epidérmico (EGF).

extracellular region ligand =~ —
(1-621) T e.g., E%g/,} l\
transmembrane COL 1. ligand-induced il
segment (622-644) "/ | dimerization
E
Juxtamembrane ——= 28 2. activation of . £
segment (645-685) ® kinase domain =) )
D ) 5)
/ 7

kinase domain

(686-960)
— 002

—Y1045 phosphorylatedg .; 5
—Y 1068 tyrosines & Y O,
phosphorylation —Y 1148 ) :> /
—Y1173 D -

—— downstream
signaling molecules

sites of tyrosine

Figura 5: Estructura del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) con una region
extracelular, un segmento transmembrana y un dominio intracelular con actividad tirosin quinasa. Vista

general de la dimerizacién inducida por ligando y el proceso de la activacion de EGFR?.

El primer paso para poder desarrollar este estudio fue disefiar distintos péptidos que
pudieran competir en la interaccion proteina-proteina evitando la dimerizacion de los receptores
ErbB.

Para iniciar el estudio fue necesario el conocimiento previo de las estructuras
tridimensionales de los cuatro receptores ErbB, para lo que se recurrid a la base de datos Protein

Data Bank® con el objetivo de buscar la estructura cristalina de los receptores. No obstante, sélo
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es conocida la estructura a alta resolucion de EGFR, mostrandose en dos conformaciones

distintas, la forma activa y la forma inactiva del dominio quinasa®.

El siguiente paso fue determinar el dominio mediante el cual se produce bien la
homodimerizacion del EGFR, o bien su heterodimerizacién con cualquiera de los restantes
miembros de la familia. Para ello, se construyd el homodimero de EGFR a partir del cual se
analizaron los aminoécidos que participan en la interaccion (Figura 6). Esta region tiene una

estructura secundaria de horquilla beta.

Dominio extracelular de EGFR

Figura 6: Region de interaccion en el dominio extracelular entre dos monémeros de EGFR. Dicha
presenta una estructura secundaria en horquilla beta localizada en la posicién 242 y 257, cuya secuencia es
PLMLYNPTTYQMDVNP.

Se realiz6 un alineamiento de secuencia entre los cuatro receptores ErbB con el fin de
obtener la secuencia que participa en la dimerizacion en el dominio extracelular en los cuatro

miembros de la familia (Figura 7), dicha secuencia se muestra seleccionada en amarillo.

16



ERBB3 ---RDAEIVVKDNGRSCPPCHEVCKG-RCWGPGSEDCQTLTKTICAPQCNGHCFGPNPNQ 225
ERBB4 PWPSNLTLVSTNGSSGCGRCHKSCTG-RCWGPTENHCQTLTRTVCAEQCDGRCYGPYVSD 228

EGFR -————————————— QKCDPSCPNGSCWGAGEENCQKLTKIICAQQCSGRCRGKSPSD 185
ERBB2 NNQLALTLIDTNRSRACHPCSPMCKGSRCWGESSEDCQSLTRTVCAGGCA-RCKGPLPTD 234

* * * ok ok s kk kk . ek * -k Kk

ERBB3 CCHDECAGGCSGPQDTDCFACRHFNDSGACVPRCPQPLVYNKLTFQLEPNPHTKYQYGGV 285
ERBB4 CCHRECAGGCSGPKDTDCFACMNFNDSGACVTQCPQTEVYNPTTEQLEHNENAKYTYGAEF 288
EGFR CCHNQCAAGCTGPRESDCLVCRKFRDEATCKDTCPPLMLYNPTTYOMDVNPEGKYSEGAT 245
ERBB2 CCHEQCAAGCTGPKHSDCLACLHFNHSGICELHCPALVTYNTDTFESMPNPEGRYTFGAS 294

* kK e kk  kok e kok . . kok . * .k * * k kK A o o * . :* :*_

ERBB3 CVASCPHNEFVVDQT-SCVRACPPDKMEVD-KNGLEKMCEPCGGLCPKACEGTGSGSREF--Q 341
ERBB4 CVKKCPHNFVVDSS-SCVRACPSSKMEVE-ENGIKMCKPCTDICPKACDGIGTGSLMSAQ 346
EGFR CVKKCPRNYVVTDHGSCVRACGADSYEME-EDGVRKCKKCEGPCRKVCNGIGIGEFKDSL 304
ERBB2 CVTACPYNYLSTDVGSCTLVCPLHNQEVTAEDGTQRCEKCSKPCARVCYGLGMEHLREVR 354

* *k ke e -)e-l— * - * * . * * - * ok Kk

ERBB3 TVDSSNIDGEVNCTKILGNLDFLITGLNGDPWHKIPALDPEKLNVERTVREITGYLNIQS 401
ERBB4 TVDSSNIDKFINCTKINGNLIFLVTGIHGDPYNATIEAIDPEKLNVERTVREITGFLNIQS 406
EGFR SINATNIKHFKNCTSISGDLHILPVAFRGDSFTHTPPLDPQELDILKTVKEITGFLLIQA 364
ERBB2 AVTSANIQEFAGCKKIFGSLAFLPESFDGDPASNTAPLQPEQLQVFETLEEITGYLYISA 414

---l--k * * -): -A- * .k - -}.—-A— * -JcJ.—-k-A- sl— -L—

Figura 7: Alineamiento de secuencia del dominio extracelular de los receptores ERBB3, ERBB4,
EGFR y ERBB2. La horquilla beta correspondiente a la zona de interaccion de los cuatro receptores y

aparece seleccionada en el cuadro amarillo.

Del mismo modo, se analizé la region de dimerizacion en el dominio intracelular de los
cuatro miembros de la familia. Observamos que en el dominio intracelular, la secuencia de
aminoacidos se encuentra conservada casi en su totalidad en los cuatro receptores a excepcion de
un aminoécido. Ademas, esta region muestra una estructura secundaria en una alfa hélice para
EGFR (Figura 8).

ERBB3 QPQICTIDVYMVMVKCWMIDENIRPTFKELANEFTRMARDPPRYLVIKRESGPGIAPGPE 991
ERBB4 QPPICTIDVYMVMVKCWMIDADSRPKFKELAAEFSRMARDPQRYLVIQGDDR-MKLPSPN 999

EGFR QPPICTIDVYMIMVKCWMIDADSRPKFRELIIEFSKMARDPQRYLVIQGDER-MHLPSPT 948
ERBB2 QPPICTIDVYMIMVKCWMIDSECRPRFRELVSEFSRMARDPQRFVVIQ-NED-LGPASPL 1000

dhk hkkkkhkhkkoekhkhkhkhbhkhkdk o kk keokk hk o ekkhkkhk hookko . *

ERBB3 = 433 IDVYMVMVKCWM,,,
ERBB4 = g;;IDVYMVMVKCWM,g
EGFR = g0, IDVYMIMVKCWM,,,

ERBB2 = ¢,qIDVYMIMVKCWM,¢,
*****:******
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Figura 8: Alineamiento de secuencias de los receptores ERBB3, ERBB4, EGFR y ERBB2. En
amarillo se muestra la zona de interaccién entre los receptores. La parte superior de la figura muestra un
alineamiento de las secuencias de los cuatro receptores en la regién de interaccion proteina-proteina. En la
parte inferior izquierda se muestra la estructura secundaria de un dimero de EGFR en su dominio
intracelular. En la parte inferior derecha se representa la superficie de van der Waals, coloreada en funcién
de la carga de la cadena lateral de cada aminoacido, junto al péptido que debe competir en la interaccion de
un dominio con el otro.

El disefio de los péptidos responde al rescate de las secuencias aminoacidicas en la regién
de interaccion proteina-proteina, tanto del dominio intracelular como del extracelular. La
hipétesis de trabajo que planteamos supone que dichos péptidos afiadidos al medio de cultivo
celular van a interaccionar en los sitios de dimerizacion y, por tanto, impedirla. La secuencia de
los péptidos utilizados se muestra en la figura 9. Pensando en posibilitar la inclusién en la célula
del péptido 12 (pt12) se incluye en su secuencia un péptido facilitador de la penetracion. En
concreto una secuencia TAT (GRKKRRQRRRPPQ)? del virus de la inmunodeficiencia humana
(HIV).

pt 8.- eEGFR (secuencia extracelular de EGFR) =

542 PLMLYNPTTYQMDVNP, -
pt 9.- eERBB2 (secuencia extracelular de ERBB2) =

54 ALVTYNTDTFESMPNP,
pt 10.- eERBB3 (secuencia extracelular de ERBB3) =

53gQPLVYNKLTFQLEPNP, 4
pt 11.- eERBB4 (secuencia extracelular de ERBB4) =

,,,QTFVYNPTTFQLEHNF .,

pt 12.- iIEGFR-TAT (secuencia intracelular de EGFR) =

26 IDVYMIMVKCWM

Figura 9: Secuencias de los cinco péptidos disefiados. Del 8 al 11 corresponden con la secuencia de
interaccion del dominio extracelular de los receptores EGFR, ErbB2, ErbB3 y ErbB4, respectivamente. El
pt 12 corresponde a la secuencia de interaccion del dominio intracelular del EGFR (verde) y la secuencia

TAT de una proteina viral del VIH (amarillo)?.
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OBJETIVO 2: Determinar el efecto de los péptidos disefiados en el
objetivo 1, sobre modelos celulares de carcinoma de colon y pancreas.
Comparar con los efectos producidos por los inhibidores de la actividad
tirosin quinasa de los receptores ErbB.

Una vez disefiados los péptidos, el siguiente paso fue determinar si todos ellos presentaban
actividad biolégica antiproliferativa en modelos celulares de diferentes tipos de tumores. Esto fue
estudiado mediante ensayos de proliferacion celular o MTT en placas de 96 pocillos. Se realizaron

tratamientos a dos concentraciones de los cinco péptidos a estudio, 1 uM 'y 25 puM.

Los péptidos fueron testados en lineas celulares de carcinoma de colon y de carcinoma de
pancreas exocrino. Fueron utilizadas las lineas celulares SW480 y SW620 de carcinoma de colon
y las lineas celulares IMIM-PC-2 y HS766T de carcinoma de pancreas. En general, se observé un
mayor efecto antiproliferativo de los péptidos a la concentracion mas alta de 25uM, en las lineas
celulares SW480 y SW620. En la linea celular SW480 (Figura 10A) el péptido 12 presenta un
mayor efecto respecto al resto de los péptidos, reduciendo el porcentaje de células un 50%
aproximadamente respecto al control. Los péptidos 9 y 11 muestran resultados similares
reduciendo el porcentaje de células un 35% aproximadamente, mientras que los péptidos 8 y 10
son los que muestran menor efecto que el resto de péptidos, disminuyendo la proliferacion celular
en torno a un 20% respecto al control. En cuanto a la linea celular SW620 (Figura 10B), los
péptidos 12 y 9 muestran mayores efectos, reduciendo la proliferacion respecto al control un 50%
y un 40% respectivamente. Los péptidos 8, 10 y 11 muestran resultados similares inhibiendo la

proliferacion un 30% aproximadamente.

A SW480
120
E3 Control
B3 1uM
*k = ** E 25p.|"u"|

% Control
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pt8 pt9
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Figura 10: Resultados de los ensayos MTT en las lineas celulares de carcinoma de colon (A) SW480
y (B) SW620 tratadas con los péptidos pt8, pt9, pt10, ptlly ptl2 a concentraciones de 1 uM y 25uM. Se

muestra la representacién de la media de los datos £SD, n> 6,* p<0.05, **p<0.01.

En las lineas celulares de carcinoma de pancreas (Figura 11) los péptidos testados fueron
Unicamente los péptidos pt9, ptll y ptl2 por motivos de disponibilidad de los péptidos en el
laboratorio en ese momento. En ambos casos se observan resultados similares, siendo el péptido
12 el que mayor efecto antiproliferativo presentd, reduciendo aproximadamente un 50% la
proliferacion celular a la concentracion de 25 uM. El péptido 11 reduce un 15% la proliferacion
en la linea celular IMIM-PC-2 y un 25% en la linea celular HS766T respecto al control. En cuanto
al péptido 9 no se observan grandes efectos en la reduccion de la proliferacion en ambas lineas

celulares.
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HS766T
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Figura 11: Resultados de los ensayos MTT en las lineas celulares de carcinoma de pancreas exocrino
(A) IMIM-PC-2 y (B) HS766T tratadas con los péptidos pt9, ptlly ptl12 a las concentraciones de 1 uMy

25 uM. Se muestra la representacion de la media de los datos +£vSD, n> 6, * p<0.05, **p<0.01.

Aungue con el péptidos 12 los resultados en ambos tipos de tumores son similares, con los
péptidos pt 9 y pt 11 se observa un mayor efecto en las lineas celulares de carcinoma de colon
(35-40% de inhibicion de la proliferacion), que en las lineas celulares de carcinoma de pancreas

(10-30% de inhibicién de la proliferacion)

El siguiente paso fue comparar los efectos antiproliferativos causados por los péptidos
inhibidores de la dimerizacion, con el efecto que causan los inhibidores de la actividad tirosin
quinasa (TKis) de los receptores ErbB. Para determinar el efecto que tienes los TKis sobre la
proliferacion celular se escogieron gefitinib, erlotinib y AG-1478, inhibidores del EGFR y que,
en el caso de gefitinib y erlotinib, estan ya en uso clinico. Se eligieron las mismas lineas celulares
en las que fueron testados los péptidos, las lineas IMIM-PC-2 y HS766T de carcinoma de

pancreas exocrino y las lineas celulares SW480 y SW620 de carcinoma de colon.

Los resultados muestran que los tres inhibidores tienen mayor efecto sobre las lineas
celulares de carcinoma de pancreas (Figura 12) que sobre las lineas celulares de carcinoma de
colon (Figura 13). En la linea celular IMIM-PC-2, a la concentracion de 30 uM erlotinib reduce
la viabilidad celular aproximadamente un 50%, AG-1478 un 35% Yy gefitinib hasta un 90%,
siendo por tanto, el que presenta una mayor respuesta antiproliferativa. En la linea celular HS766T
los tres inhibidores presentan un efecto similar, provocando una reduccion de la viabilidad celular
en un 30-40%.
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Figura 12: Resultados de los ensayos MTT en las lineas celulares de carcinoma de pancreas exocrino
IMIM-PC-2 y HS766T al ser tratadas a concentraciones de 0,5 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM y 30 UM
de gefitinib, erlotinib y AG-1478. Los datos representan la media £SD, con n> 3.

En la linea celular SW480 se observan resultados similares al ser tratadas con los tres
inhibidores llegandose a reducir la proliferacion celular un 40%. La linea SW620 muestra mayor
resistencia a erlotinib que al resto de lineas celulares estudiadas, con una reduccion de la

viabilidad celular de aproximadamente un 30% mientras que AG-1478 y gefitinib, la reducen

aproximadamente un 50% (Figura 13).
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Figura 13: Resultados de los ensayos MTT en las lineas celulares de carcinoma de colon SW480 y
SW620 al ser tratadas a concentraciones de 0,5 uM, 1 pM, 5 pM, 10 pM, 20 pM y 30 pM de gefitinib,
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erlotinib y AG-1478. Los datos representan la media +SD, con n> 3.

A continuacidn, se testaron los péptidos inhibidores de la dimerizacién en ensayos de ciclo
celular para analizar el efecto que éstos presentan sobre la progresion de dicho ciclo. En este
ensayo se utilizaron la linea celular SW620 de carcinoma de colon y la linea celular RWP-1 de

carcinoma de pancreas que muestra una alta expresion de receptores ErbB, especialmente EGFR.

El ensayo se realizd con los cinco péptidos a una concentracién de 25 uM.

En los resultados (Figura 14) se puede apreciar que en la linea celular RWP-1 el péptido 9

provoca un aumento de la fase G1 mientras que se ven reducidas la fase S y G2/M. Por otro lado,

los péptidos 11 y 12 muestran un ligero aumento de la G2/M y una reduccidn de la fase S.
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En cuanto a la linea celular SW620, se puede observar que los péptido 8 y 10 aumentan la
fase G1 mientras que, los péptidos 9 y 12 aumentan el porcentaje de células en fase Sub-G1, es
decir, el porcentaje de células muertas, por lo que pueden presentar un ligero efecto citotoxico en
esta linea celular. El péptido 9 también causa un ligero aumento de la fase G1. Ademas, todos
ellos inducen un descenso en la fase G2/M en mayor o menor medida. En el caso del péptido 12,
sin embargo, se observa también una reduccion de la fase G1.
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Figura 14: Efecto de los péptidos pt8-12 a la concentracion de 25 pM sobre el ciclo celular en las
lineas celulares RWP-1 de carcinoma de pancreas exocrino y SW620 de carcinoma de colon. Los datos

representan la media +SD, con n> 3.



Para comparar el efecto observado por los péptidos sobre la distribucion de las distintas
fases del ciclo celular con los efectos de los inhibidores de la actividad tirosin quinasa de los
receptores ErbB, se realiz6 el ensayo con erlotinib en la linea celular RWP-1 de carcinoma de
pancreas. Se utilizaron concentraciones crecientes de erlotinib, 0,1 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM, y 20
uM. Los resultados (Figura 15) mostraron un efecto citoestético del erlotinib, con un bloqueo del
ciclo en la fase G1. A medida que se aumenta la concentracion de erlotinib, también aumenta el
porcentaje de células que se encuentran en fase G1 mientras que disminuye el porcentaje de
celulas en las fases S y G2/M.
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Figura 15: Efecto del erlotinib a concentraciones crecientes sobre el ciclo celular en la linea celular

RWP-1 de carcinoma de pancreas exocrino. Los datos representan la media +SD, con n> 3.

OBJETIVO 3: Proceder a la caracterizacion inicial de la especificidad
de los péptidos.

Una vez demostrado el efecto bioldgico de los péptidos, se procedié a demostrar la
especificidad de los mismos, es decir, a demostrar que su efecto antiproliferativo es debido a que
actuan especificamente en los receptores ErbB y no sobre dianas secundarias implicadas en vias
de proliferacion celular. Con este objetivo se analizaron, mediante el Human Phospho-RTK Array
(R&D Systems), los perfiles de fosforilacion de receptores tirosin quinasa. En este ensayo se
analizaron cuatro muestras: el control negativo, el control positivo en el que las células fueron

tratadas con lapatinib (inhibidor de EGFR y ErbB2), y dos tratamientos de las células: con el
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péptido 8 y con el péptido 9 (Figura 16A). Fueron elegidos los péptidos 8 y 9 para realizar el
ensayo, puesto que corresponden con los inhibidores de los dominios extracelulares de los

receptores ErbB1 y ErbB2 respectivamente, sobre los cuales actta lapatinib.

Los resultados muestran una reduccion de los niveles de fosforilacion de EGFR respecto al
control al ser tratados con el pt8, pt9 y lapatinib. Los niveles de fosforilacion del receptor ErbB2
se reducen ligeramente en el tratamiento con el péptido 8 y no se observa fosforilacién al tratar
las células tanto con el péptido 9 como con lapatinib (Figura 16B). Respecto a los receptores
ErbB3 y ErbB4 no se observan resultados apreciables en las muestras tratadas con los péptidos,
sin embargo parecen no observarse niveles de fosforilacién en estos receptores al tratarse con
lapatinib. No obstante, debido a la baja sefial es dificil determinarlo.

pt8

Lapatinib

A

Control

pto

EGFR ErbB2 ErbB3

Figura 16: (A) Resultados del Human Phospho-RTK Array de la muestra control, muestra tratada
con el pt 8, muestra tratada con el pt 9 y muestra tratada con lapatinib. (B) Ampliacion de los resultados
obtenidos mostrandose los receptores ErbB, el receptor de insulina, el IGF-1R y los controles positivos de
las cuatro muestras.
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5. DISCUSION.

En este estudio se han generado cinco péptidos mediante técnicas de modelado molecular
(figuras 5-9), con el objetivo de inhibir la dimerizacion de los receptores ErbB. Los efectos
bioldgicos de los péptidos han sido demostrados mediante ensayos de proliferacion celular
(Figuras 10y 11) y ensayos de analisis de la distribucion de las fases del ciclo celular (Figura 14).
La especificidad de los péptidos, se ha determinado mediante "fosfoarrays" de proteinas (Figura
16).

Los estudios de proliferaciéon celular han demostrado la capacidad antiproliferativa que
presentan los péptidos en distintas lineas celulares de carcinoma de pancreas exocrino y
carcinoma de colon, mostrando mayor efecto inhibitorio en estas Gltimas. Seria conveniente testar
el efecto de los péptidos pt 8 y pt10 en las lineas de carcinoma de pancreas exocrino ya que, por
motivos de disponibilidad de los péptidos en el laboratorio, no se pudo realizar dicho analisis.

Estos efectos son comparables con los obtenidos a partir de los ensayos realizados con los
inhibidores de la actividad tirosin quinasa, tales como erlotinib, gefitinib y AG-1478 (Figuras 12
y 13). Estos inhibidores presentan un efecto antiproliferativo, semejante a los resultados obtenidos
mediante el tratamiento con los péptidos en las lineas celulares de carcinoma de colon. En las
lineas celulares de carcinoma de pancreas exocrino, los TKis muestran mayor efecto inhibitorio
que los péptidos inhibidores de la dimerizacion, esto puede deberse a que estén actuando ademas,

sobre otras proteinas quinasas implicadas en otras vias de sefializacion celular.

Estudios previamente descritos en la literatura, muestran que los inhibidores de la actividad
tirosin quinasa reducen significativamente la viabilidad celular, ademas de inducir
moderadamente la apoptosis®” 28, Otros investigadores han demostrado previamente los efectos
inhibitorios del erlotinib®*3! y lapatinib®* sobre la proliferacion celular en diversos tipos de

tumores, con distinta expresion de los receptores ErbB.

Respecto a la distribucién de las distintas fases del ciclo celular, se puede destacar el
aumento en la fase G1 inducido por el péptido 9 en la linea celular RWP-1, asi como el aumento
en la fase G1 inducido por los péptidos 8 y 10 en la linea celular SW620 y el aumento en la fase
Sub-G1 inducido por los péptidos 9 y 12 en esta Ultima linea celular. Sin embargo, los resultados
obtenidos no nos permiten discernir si los péptidos inducen un bloqueo en alguna de las fases del
ciclo celular o si, por el contrario, el ciclo se ha enlentecido en alguna de ellas. Para resolver esta
cuestion, deberiamos de realizar ensayos de ciclo celular mas prolongados, no s6lo a 24 horas,

sino también a 48 y 72 horas.
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Hemos demostrado que el aumento en la fase G1 inducido por algunos péptidos es
comparable al efecto inducido por algunos inhibidores de la actividad tirosin quinasa de los
receptores ErbB como erlotinib (Figura 15). En dicho ensayo se ha observado que dosis crecientes
de erlotinib, inducen un aumento del porcentaje de células en la fase G1 y una disminucion del

porcentaje de células en las fases S y G2/M.

Por otro lado, los efectos producidos por algunos péptidos son similares a los obtenidos en
respuesta a los TKis. Los resultados mostrados mediante ensayos de ciclo celular mediante el
tratamiento con erlotinib en carcinoma de pancreas, se asemejan a los obtenidos por otros autores,
mostrando que dicho farmaco produce un bloqueo en fase G1 acompafiado de un retraso en la
fase Sy fase G2/M*,

No obstante, se observan resultados diversos con los distintos péptidos. ElI aumento de la
fase Sub-G1 causado por los péptidos pt 9 y pt 12 es observado por algunos TKis, tal y como se
ha observado en otros estudios en los que el tratamiento con lapatinib aumenta la frecuencia de

células en fase Sub-G1 del ciclo celular®.

En cuanto a la especificidad de los péptidos, nuestros resultados mediante “fosfoarrays” de
proteinas, parecen mostrar que inhiben de manera especifica la fosforilacion que se produce en
esta familia de receptores tras la dimerizacion (Figura 16). Los resultados obtenidos parecen
indicar que tanto el péptido 8 como el péptido 9 reducen los niveles de fosforilacion de EGFR.
Aunque el péptido 9 no esta disefilado para competir por el receptor EGFR, podria verse reducida
la fosforilacion del heterodimero entre EGFR y ErbB2. En principio, podemos pensar que tal vez
ocurra algo similar con los receptores ErbB3 y ErbB4, sin embargo, debido a la escasa resolucién
obtenida, no es posible determinarlo. Ademas de esto, no se observa reduccion de la fosforilacion
en otras proteinas analizadas mediante el “fosfoarray”, a diferencia de lo que sucede con el
lapatinib, cuyos resultados muestran que, ademas de reducir los niveles de fosforilacion de los
receptores ErbB, también reduce la fosforilacion de otros blancos como son el receptor IGF-1R 'y

el receptor de insulina.

Todo ello, hace pensar que los efectos biol6gicos obtenidos, probablemente se deben a la
especificidad que presentan los péptidos por los receptores ErbB, reduciendo los niveles de
fosforilacion mediados por la actividad tirosin quinasa activada tras la dimerizacion de los

receptores.

Datos de la literatura afirman que el lapatinib suprime de manera eficaz la fosforilacion de
los receptores EGFR y ErbB234, en consonancia con los resultados que hemos obtenido mediante

el "fosfoarray" de proteinas. Ademas, otros estudios han demostrado los efectos que, sobre la
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fosforilacidn de los receptores, muestran también los anticuerpos monoclonales como cetuximab

y panitumumab®,

El andlisis de nuestros resultados, demuestra el efecto inhibitorio de los péptidos sobre la
proliferacion celular, reduciendo la viabilidad de las células al ser tratadas con los mismos. Los
resultados han mostrado distinta respuesta frente a los cinco péptidos en las distintas lineas
celulares, esto puede deberse a una pérdida de actividad o especificidad de alguno de ellos tras el
tiempo. También puede ser debido a la expresion diferencial de los receptores de esta familia
entre las distintas lineas celulares utilizadas, asi como a la existencia de mutaciones en algunas
de las proteinas efectoras de las vias de transduccion de sefiales activadas por estos receptores,
como pueden ser mutaciones en KRAS, BRAF o en la via de la PI3K. Esto podria reducir la
eficacia de los péptidos en los distintos tipos de tumores.

Por todos los datos previamente expuestos, los péptidos estudiados podrian constituir una
terapia complementaria a los farmacos antineoplasicos, ya que los péptidos inhiben
especificamente la fosforilacion de los receptores ErbB, con el subsecuente efecto
antiproliferativo.
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6. CONCLUSIONES Y PROYECCIONES FUTURAS.

El trabajo se ha basado en la generacién de 5 péptidos disefiados especificamente mediante
la utilizacion de técnicas de modelado molecular, para interferir con los dominios de dimerizacion
de los receptores ErbB. Los efectos biologicos de los péptidos han sido testados y comparados
con los efectos causados por los inhibidores de la actividad tirosin quinasa de los receptores, asi
como su capacidad de inhibir especificamente la formacién de homodimeros y heterodimeros

entre ellos. Finalmente, las conclusiones que se pueden extraer en este trabajo son:

1. Los péptidos presentan efectos antiproliferativos en distintas lineas de adenocarcinoma
de colon y carcinoma de pancreas exocrino, siendo el péptido 12 el que mayor efecto inhibitorio

muestra.

2. Los inhibidores de la actividad tirosin quinasa (TKis) tales como erlotinib, gefitinib y
AG-1478 presentan igualmente efectos antiproliferativos en las mismas lineas celulares, siendo

mas efectivos en carcinoma de pancreas exocrino que en adenocarcinoma de colon.

3. El péptido 9 tiene efecto citoestatico, aumentando el porcentaje de células en la fase G1
del ciclo celular en la linea RWP-1 de carcinoma de pancreas exocrino, asi como también lo hacen
en menor medida los péptidos 8, 9 y 10 en la linea celular SW620. Ademas, algunos de ellos

inducen una reduccién en las fases S y G2/M del ciclo celular.

4. Los péptidos 9y 12 pueden mostrar efectos citotdxicos sobre el ciclo celular aumentando
el porcentaje de células en la fase Sub-G1 indicativa de muerte celular, en la linea celular SW620

de carcinoma de colon.

5. El erlotinib muestra un efecto citoestatico correlacionado con el aumento de la dosis, que
se asemeja al observado con los péptidos 8-10, produciendo un aumento en el porcentaje de

células en la fase G1 a la vez que se reducen las fases Sy G2/M.

6. Los péptidos reducen los niveles de fosforilacion de los receptores impidiendo por lo

tanto de forma especifica, la dimerizacion entre los monémeros.

A pesar de que el “fosfoarray” parece indicar que los péptidos acttan especificamente sobre
los receptores ErbB, se deberian realizar estudios mas detallados y concluyentes sobre la
especificidad de estos péptidos para corroborar los resultados obtenidos. Puesto que no fueron

testados los cinco péptidos, el laboratorio tiene pendiente realizar nuevos "fosfoarrays™ donde
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fueran testados los péptidos restantes (pt 10-12) que todavia no han sido evaluados en estos
experimentos, con el fin de corroborar que, efectivamente, todos los péptidos sintetizados, inhiben
de manera especifica la dimerizacion de los receptores. La especificidad podria igualmente
estudiarse mediante otros ensayos tales como  ensayos de Western blot o de co-

inmunoprecipitacion.

El estudio podria ampliarse a un mayor namero de lineas celulares de ambos tipos de
tumores, asi como a distintas lineas de otros tipos de tumores, que presenten expresion diferencial

de los receptores, para estudiar con mas detalle el efecto bioldgico causado por los mismos.

Por otro lado, el efecto biol6gico observado en nuestro estudio, podria incrementarse a
partir de la optimizacién de los péptidos, es decir, seria posible modificar las secuencias de los

aminodcidos, de tal manera que aumente la afinidad del péptido sobre el receptor.

Algunos péptidos han mostrado un aumento del porcentaje de células en la fase Sub-G1 en
ensayos de ciclo celular, por lo que seria conveniente estudiar con mayor profundidad si los
péptidos presentan algun efecto toxico. Otros péptidos, sin embargo, no han mostrado resultados
significativos. Debido a la disparidad de resultados, seria interesante estudiar a qué son debidas

tales diferencias.

En ultima instancia, los péptidos deberian poder ser utilizados como herramienta
terapéutica complementaria en el tratamiento contra el cancer. Los péptidos Unicamente han sido
testados in vitro, de modo que en un futuro el estudio deberia ampliarse a modelos animales. Para
ello, podrian vehiculizarse los péptidos o encapsular en liposomas aquellos menos solubles como
el pt 8 y pt 10. Ademas seria interesante llevar a cabo estudios para analizar el seguimiento de los
péptidos hasta el blanco deseado, la efectividad que éstos muestran y los posibles efectos tdxicos

gue puedan ocasionar.
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