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Resumen

El cancer de prostata (CP) es la segunda causa de muerte por cancer en hombres en el mundo
occidental. Inicialmente, el desarrollo del CP es dependiente de andrdgenos, por lo que, el tratamiento
convencional consiste en la ablacion androgénica. Aunque se consigue la regresion del tumor, en un alto
porcentaje de pacientes progresa hacia formas mas agresivas de la enfermedad denominadas cancer de
prostata resistente a la castracion (CRPC). Entre los mecanismos por los cuales se desarrolla la
resistencia se ha descrito el incremento de la variante de splicing AR-V7 del receptor de andrégenos (AR).
Basandonos en estudios previos en los que se definié el perfil de metilaciéon en CRPC, se seleccion6
CEBPD por estar silenciado por metilacion de su promotor en una linea celular de CRPC (LNCaP abl),
mientras que si se expresa en células de cancer de prostata sensibles a androgenos (LNCaP). En este
trabajo nos planteamos un doble objetivo: determinar el posible papel de AR-V7 en la regulacion de
CEBPD en las células LNCaP abl e intentar esclarecer el papel de este gen en el desarrollo de la
resistencia de los tumores de préstata a la ablacion androgénica. Nuestros resultados indican que AR
interacciona con el promotor de CEBPD en células LNCaP, mientras que en células LNCaP abl se unen
tanto AR como AR-V7. Por otro lado, se observé que el silenciamiento de CEBPD en células LNCaP
induce apoptosis y, sorprendentemente, también aumenta la migracién e invasion. A la vista de estos
resultados podemos concluir: en primer lugar, que AR-V7 podria estar reprimiendo la expresién de
CEBPD en células CRPC mediante el reclutamiento de complejos represores; en segundo lugar, que
CEBPD podria desempeiar un papel dual impidiendo la apoptosis, asi como la migracién e invasion en
células de cancer de préstata sensibles a andrégenos.
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Introduccién

El cancer de prostata (CP) es la segunda causa de muerte por cancer en hombres y la neoplasia con mayor
incidencia en varones de occidente [1]. Numerosos estudios han demostrado el papel de los androgenos
en la progresion de esta patologia, los cuales actiian a través de la union al receptor de androgenos (AR)
[2]. En las primeras etapas, el desarrollo del CP es dependiente de androgenos, por ello, el tratamiento
convencional consiste en la deprivacion androgénica, ya sea de forma quimica o quirirgica, que
inicialmente causa regresion del tumor. Sin embargo, entre un 80-90% de los pacientes que recibe esta
terapia acaba progresando hacia formas mas agresivas de la enfermedad denominadas cancer de prostata
resistente a la castracion (CRPC) [3]. Aunque los mecanismos moleculares por los cuales se desarrolla
esta resistencia son aun objeto de estudio, hasta el momento, se han descrito los siguientes: pérdida de
expresion o sobreexpresion del AR, mutacion del gen que codifica para el AR, expresion de variantes de
splicing del AR como AR-V7, expresion o funcion alterada de los correguladores de AR y produccion
intratumoral de andrégenos [4].

El AR es un factor de transcripcion citosolico activado por ligando que consta de cuatro dominios
funcionales: un dominio de transactivacion en el extremo N-terminal (NTD), un dominio de unién al
DNA (DBD), una region bisagra y un dominio de unién a ligando en el extremo C-terminal (LBD). Se
han descrito formas truncadas de este receptor que se producen por splicing alternativo, de las cuales AR-
V7 es la mejor caracterizada. Esta variante carece del LBD, se activa en ausencia de ligando y es la
variante que se expresa con mayor frecuencia en CRPC. Esta mayor expresion de AR-V7 se ha asociado
con la ineficacia de algunos farmacos usados para la ablacion androgénica como la abiraterona y la
enzalutamida [3, 5].

En ausencia de androgenos, el AR se encuentra en el citoplasma asociado a la chaperona HSP90. Cuando
se produce la unién del ligando, como la dihidrotestosterona (DHT), el receptor sufre un cambio
conformacional, se libera de la HSP90, dimeriza y el homodimero resultante se transloca al nucleo donde
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reconoce y se une a secuencias especificas del DNA conocidas como elementos de respuesta a
androgenos (ARE), presentes en las regiones reguladoras de genes implicados en la regulacion de la
proliferacion y diferenciacion de la prostata. Para modular la expresion de estos genes, el AR interacciona
con proteinas correguladoras que pueden actuar como coactivadoras o correpresoras. Entre estas proteinas
encontramos aquellas encargadas de regular las modificaciones epigenéticas como las que presentan
actividad histona acetil-transferasas (HAT) e histona metil-transferasas (HMT) [2, 6].

Un estudio, publicado en la tltima década, demostrd que el patron de expresion regulado por el AR es
diferente en células sensibles y resistentes a andrégenos. En presencia de androgenos aumenta la
expresion de genes que regulan la transicion G1/S del ciclo celular y en su ausencia la de genes que
regulan la fase M del ciclo celular [7]. Este diferente patrén de expresion podria deberse a que el AR
interacciona con diferentes correguladores en células sensibles y resistentes a androgenos. Otra
posibilidad es que sean las variantes de splicing del AR las responsables de este diferente patron de
expresion. En este sentido, hay estudios que indican que la variante de splicing AR-V7 heterodimeriza
con AR y actia como un represor de genes supresores de tumores en células de cancer de prostata
resistentes a la castracion [8].

Con el fin de observar cuales eran los genes que cambiaban su expresion en células CRPC, el laboratorio
al que me he incorporado definié el perfil de metilacion en CRPC y selecciondé un grupo de genes
desregulado en este tipo tumoral. Se observod, entre otros, que CEBPD pierde la expresion por metilacion
de su promotor en una linea celular de cancer de prostata resistente a la castracion (LNCaP abl), mientras
que si se expresa en células de cancer de prostata que dependen de androgenos para crecer (LNCaP) [9].

La proteina delta de unién al potenciador CCAAT (CEBPD), es un factor de transcripciéon muy versatil
que regula diferentes procesos bioldgicos: diferenciacion, metabolismo y respuesta inmune, dependiendo
del tejido en el que se exprese. En cuanto a su funciéon en cancer, los datos disponibles son
contradictorios. Asi hay estudios que demuestran que su sobreexpresion puede inducir parada del
crecimiento y apoptosis, por lo que inicialmente se le consider6 un supresor tumoral en leucemias, cancer
de mama y cancer hepatico, sin embargo, otros estudios realizados en canceres uroteliales y cerebrales
apuntan a un papel oncogénico [10]. En lo que respecta al cancer de prostata, su papel también es
controvertido. Por un lado, est4 regulado por AR en las células LNCaP, por lo que debe estar implicado
en las respuestas celulares mediadas por los andrégenos, como proliferacion y diferenciacion, es decir,
desempefiando un papel como oncogen en presencia de andrégenos [3]. Por otro lado, en otro trabajo se
ha sugerido un posible papel como supresor tumoral, ya que demostraron que al aumentar la expresion de
CEBPD en células LNCaP a través de la 1,25-dihidroxivitamina D3 se inhibia la proliferacion [11].

Por todo ello, los objetivos que nos planteamos con este trabajo son los siguientes: en primer lugar,
determinar el posible papel de AR-V7 en la represion de CEBPD en las células LNCaP abl; en segundo
lugar, intentar esclarecer el papel de este gen en el desarrollo de la resistencia de los tumores de prostata a
la ablacion androgénica mediante el silenciamiento de CEBPD en células de cancer de prostata sensibles
a androgenos (LNCaP).

Materiales y métodos

Cultivos celulares

La linea celular de cancer prostata LNCaP (ATCC CRL-140), obtenida de la American Type Culture
Collection, procede de una metéstasis en ganglio linfatico. Las células LNCaP representan estadios
tempranos del cancer de prostata y se caracterizan por expresar el receptor de andrdgenos y ser sensibles
al tratamiento hormonal. Para su cultivo, se utilizd medio RPMI 1640 (de Roswell Park Memorial
Institute Medium, Sigma-Aldrich) suplementado con 10% v/v de suero fetal bovino (FBS, Gibco) y
antibidticos (0,25 mg/ml de penicilina, 0,25 mg/ml de estreptomicina, 2,5 mg/ml de fungizona, Gibco).
Las células se mantuvieron en un incubador Forma Scientific en condiciones de esterilidad a 37° C en
atmosfera himeda con 5% de CO..

Silenciamiento mediante RNA de interferencia (siRNA)

Para el silenciamiento con siRNA, las células se sembraron en placas p60 a una densidad de 10°
células/placa. A las 48 horas, las células se transfectaron con siRNA especifico para dos exones de
CEBPD (4mbion) o con el control negativo (siRNA SCR) en presencia del reactivo Lipofectamine®
RNAIMAX (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific), segin las instrucciones del fabricante. Los ensayos
para determinar la eficacia del silenciamiento y el efecto sobre la proliferacion, migracidon e invasion se
realizaron 72 horas después de la transfeccion.

Extraccion de RNA

La extraccion de RNA se llevo a cabo siguiendo el protocolo del Trizol (Invitrogen). Las células se
homogenizaron con 1 ml de Trizol (agente cariotropico) y se incubaron 5 minutos a temperatura ambiente
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(RT). Seguidamente, se afiadio 0,2 ml de cloroformo, se agité vigorosamente y se incub6 2-3 minutos a
RT. Transcurrido este tiempo, se centrifugd a 12000xg durante 15 minutos a 4°C y se extrajo la fase
acuosa donde qued6 el RNA. A continuacion, se afiadiéo 1 volumen de isopropanol a la fase acuosa
recuperada para precipitar el RNA, se incubd 10 minutos a RT y se centrifugd a 12000xg 10 minutos a
4°C. Después, el sobrenadante se descarto, el pellet se lavo con 1 ml de etanol al 75% y se centrifugo6 a
7500 xg durante 5 minutos a 4°C. Finalmente, se descart6 el sobrenadante y se dejo secar el pellet a RT.
Una vez seco, el RNA se resuspendio en agua libre de RNasa (DEPC) y se incub6 durante 10 minutos a
60°C. Por ultimo, la concentracion de RNA se determindé en un NanoDrop (Thermo Scientific) a una
longitud de onda de 260 nm y se guard6 a -80°C hasta su uso.

Cuantificacion de mRNA mediante RT-PCR cuantitativa

La PCR cuantitativa a tiempo real permite determinar la cantidad de mRNA de una muestra mediante una
cuantificacion relativa. Como control interno empleamos GAPDH por ser un gen constitutivo. Dado que
partiamos de ARN total, el primer paso fue sintetizar cDNA. Para ello, se utilizo el kit NZY First-Strand
cDNA Synthesis. La reaccion se llevo a cabo siguiendo el protocolo del kit, utilizando 4 pg del ARN.

A continuacion, las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 10 pl que contenia: 2 pl de
cDNA, 2 ul de H2O, 5 pl de 2X SYBR Green PCR Master Mix (Applied biosystems), y 0,5 ul de los
oligonucledtidos que amplifican el cDNA que codifica para CEBPD (10uM). Todas las reacciones se
hicieron por triplicado. Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: un ciclo de 10 minutos a 95°C;
seguido de 40 ciclos con el esquema 95°C durante 30 segundos, 60°C durante 30 segundos, 72°C durante
30 segundos; y un ultimo ciclo de 10 min a 72°C. El anélisis de los datos se realiz6 con el programa 7500
software v2.0.1.

Inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP) y cuantificacion de DNA inmunoprecipitado (qChIP)

Esta técnica permite estudiar interacciones entre DNA y proteinas. De forma resumida, para fijar las
uniones proteinas-DNA, las células se fijaron con 1% de formaldehido y se dejaron 15 minutos a RT en
agitacion. A continuacion, se afiadié 0,125 M de glicina y se incubaron 5 minutos a RT. Posteriormente,
las células se lavaron con PBS 1X, se levantaron y se resuspendieron en SDS lysis buffer (1% SDS,
EDTA 10 mM, Tris-HCl pH8, 1 50 mM). A continuacién, la cromatina se fragmenté6 mediante
sonicacion obteniendo fragmentos de aproximadamente 500 bp, se centrifugd 10 minutos a 13.000 rpm a
4°C y la cromatina contenida en el sobrenadante se midid en el NanoDrop. Para cada condicion, se
utilizaron 200 pl de muestra con una concentracion de DNA comprendida entre 0.7 y lmg/ml.
Seguidamente, las muestras se diluyeron 10 veces con ChIP dilution buffer con inhibidores de proteasas
(0,01% SDS, 1,1% Triton-X-100, EDTA 1,2 mM, Tris-HCI pH 8,1 16,7 mM, NaCl 167 mM).

Una vez diluidas, se pre-aclararon con Dynabeads Proteina G (Life Technology) durante 1 hora a 4°C. De
modo paralelo, se incubaron Dyna Beads con 5 pg de anticuerpos especificos para AR (Santa Cruz), AR-
V7 (Biosciences), H3 (Abcam) y H4 (Abcam) durante 45 min a RT, creandose asi los complejos Proteina
G-anticuerpo especifico, que, posteriormente, se incubaron toda la noche con la muestra, previamente
aclarada, a 4°C.

Al dia siguiente, las muestras se lavaron 4 veces con tampones que presentan diferente carga idnica, y se
eluyeron dos veces con 250 ul de Elution buffer (1% SDS, NaHCO3 0,1 M) durante 15 minutos a RT. A
continuacion, las muestras se desentrecruzaron con NaCl 0,2 M durante 4 horas a 65°C. Transcurrido este
tiempo, las muestras de digirieron con proteinasa K durante 1 hora a 45°C. Una vez acabada la digestion,
el DNA se extrajo con fenol-cloroformo y se precipitdé con acetato sddico (300 mM) y etanol absoluto.
Seguidamente, se resuspendié en agua miliQ y se guardé a -20°C hasta su uso.

Para determinar la cantidad relativa de DNA inmunoprecipitado bajo estas condiciones, se realiz6 una
PCR cuantitativa con las mismas condiciones que las descritas para la qRT-PCR.

Anadlisis del ciclo celular y TMRM mediante citometria de flujo

Para los experimentos de ciclo celular y TMRM (tetramethylrhodamine methyl ester), las células se
sembraron en placas p60 a una densidad de 10° células/placa. Transcurridas 48 horas, las células se
transfectaron con siRNA para CEBPD o siRNA SCR. 72 horas después, se recogi6 el sobrenadante de las
placas, y se lavaron con 1 ml de PBS 1X, que también se recuperd. Las células adheridas a la placa se
levantaron con 0,25 ml de tripsina durante 3 minutos a 37°C. Una vez inactivado el efecto de la tripsina,
las células se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos a RT, y el precipitado celular se resuspendio en
1 ml de medio. A continuacion, la muestra se utilizd para determinar dos pardmetros: 472 pl para ciclo
celular y 240 pl para TMRM.

Para estudiar el ciclo celular, a los 472l se le afiadi6 25ul de NP40 al 10% y 3ul RNAsa a 10 mg/ml, y se
incubd 30 minutos a 4°C. Tras la incubacion, se le afiadi6 25 pl de yoduro de propidio (agente intercalante
del DNA). Por otro lado, para analizar el potencial de membrana se afiadié a los 240 pl de células 10 ul



de solucion de trabajo de sonda TMRM vy se dejo incubando durante 30 minutos a 37°C en condiciones de
oscuridad.

Las muestras se analizaron utilizando un citdmetro de flujo modelo FACScalibur de Beckton Dickinson
(Unidad de cultivos, UAH). Se excitdé con un laser de argoén a 488 nm y la fluorescencia emitida se
recogid a 585 nm. Los datos obtenidos se analizaron mediante los programas informaticos WinMDI y
Cylchred.

Ensayo de migracion e invasion celular

Estos ensayos se llevaron a cabo utilizando cémaras transwell (Costar; Sigma) que constan de dos
compartimentos: uno superior cuya base es una membrana de policarbonato que se recubrid con
fibronectina a una densidad de 8pg/transwell para los experimentos de migracion y con matrigel para los
experimentos de invasion; y otro inferior donde se adiciond6 medio RPMI-1640 al 21% en FBS. Se
afiadieron 50.000 células/transwell al compartimento superior y se incubaron 48 horas en el incubador.
Transcurrido este tiempo, se eliminaron las células de la cara superior de la membrana con PBS 1x y
bastoncillos de algodon. A continuacion, las células que habian conseguido invadir o migrar se tifieron
con el protocolo siguiente: primero se incubaron con 1 ml de triclorodcetico al 10% durante 15 min; a
continuacion, se retir6 el tricloroacético y se incubd con 1 ml de cristal violeta (CV) al 0,2% en 25%
metanol durante 15 min; por ultimo, se retir6 el exceso de CV, se lavo con PBS 1X, se dejo secar y se
observo al microscopio.

Analisis estadistico

Para el procesamiento de los datos se utilizaron dos programas informaticos: GraphPad Prims 5 y
Microsoft Office Excel.

Para el analisis estadistico, se utilizo el test de la t-Student. Las diferencias se consideraron significativas
cuando el p-valor fue inferior a 0,05.

Resultados y discusion

Estudios realizados previamente en este laboratorio demuestran que las células de CRPC presentan un
perfil epigenético diferente al de las células sensibles a androgenos que conduce a cambios en la
expresion de genes con importantes funciones en las células de prostata [9]. Para este trabajo, se
selecciond CEBPD que se encuentra desregulado por cambios en la metilacién de su promotor en CRPC.

Analisis del papel de AR-V7 en la regulacién de CEBPD en las células CRPC

Los datos previos de los que disponiamos indican que CEBPD esta metilado en células LNCaP abl. Dado
que la metilacion del DNA en la region promotora de los genes es una marca epigenética que se relaciona
con la pérdida de expresion [12], el primer paso fue determinar el nivel de expresion de CEBPD en las
células LNCaP y LNCaP abl mediante PCR cuantitativa. Como se muestra en la figura 1A, con esta
técnica, comprobamos que el nivel de expresion de CEBPD es significativamente menor en las células
LNCaP abl, lo que concuerda con los resultados de metilacion de su promotor en este tipo celular.

Como hemos descrito en la introduccion, uno de los principales mecanismos por los que se desarrolla la
resistencia a los tratamientos hormonales es la expresion de variantes del AR que se activan en ausencia
de ligando, como AR-V7. AR-V7 heterodimeriza con AR e interacciona con el complejo correpresor
NCOR que contiene, entre otras, histonas desacetilasas (HDAC) [8]. La acetilacion de las histonas es una
marca de promotores transcripcionalmente activos, por lo que la desacetilacion se relaciona con la
disminucién de la expresion génica [13]. Ademas, la desacetilacion de histonas coopera con la metilacion
del DNA en el silenciamiento transcripcional. Por todo ello, nos planteamos la posibilidad de que AR-V7
fuera el responsable del silenciamiento de CEBPD en células CRPC mediante la interaccion con
complejos represores. Para ello, en primer lugar, determinamos los niveles de expresion de AR-V7 en
células LNCaP y LNCaP abl y observamos una mayor expresion de AR-V7 en células LNCaP abl (figura
1A). Estos datos coinciden con otros trabajos que han demostrado que la expresion de AR-V7 se
encuentra elevada significativamente en CRPC, por lo que se utiliza AR-V7 como marcador de
recurrencia tras el tratamiento hormonal en pacientes con cancer de prostata [14].

Los datos de expresion de CEBPD y AR-V7 muestran una correlacion inversa, las células LNCaP
expresan mucho CEBPD, pero poco AR-V7, mientras que las células CRPC pierden la expresion de
CEBPD, pero expresan AR-V7 en mayor medida. Teniendo en cuenta los trabajos que han demostrado
que, en las células LNCaP, AR regula la expresion de CEBPD [3], nos planteamos la posibilidad de que
fuese AR-V7, en lugar de AR, el encargado de regular la expresion de este gen en las células LNCaP abl.
Para comprobarlo, llevamos a cabo ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) con anticuerpos
que reconocen especificamente AR y AR-V7, seguida de la determinacion de la presencia del promotor
de CEBPD en el DNA inmunoprecipitado mediante PCR cuantitativa con oligonucledtidos que
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amplifican esta region. Como se muestra en la figura 1B, por un lado, se observa que en las células
LNCaP solo AR interacciona con el promotor de este gen, mientras que, en las células LNCaP abl
interaccionan ambos. La interaccion de ambos, AR y AR-V7, con el promotor de CEBPD se explica
apoyada en el hecho de que AR-V7 forma heterodimeros con AR y reconoce las mismas secuencias que
AR [8].

A la vista de los resultados obtenidos, se puede concluir que AR-V7 podria participar en la represion de
CEBPD en las células CRPC al interaccionar con complejos correpresores.

A 300 B
120
250
3 o 100
S g
&, o
E 200 - EA
% 5O 80
C E’ E
150
R 58«
2 Sg=
% 100 g 2w
é <
50 E 20
0~ 0
CEBPD AR-V7 AR AR-V7
ELNCaP mLNCaP Abl ELNCaP mLNCaP Abl

Figura 1.- A. Analisis de la expresion de CEBPD y AR-V7 por qRT-PCR en las lineas celulares de
cancer de prostata LNCaP y LNCaP abl. Los datos representan el % de expresion respecto a las
células LNCaP. B. Resultados de los ensayos de qChIP. Representacion grafica de la cantidad de
DNA inmunoprecipitado utilizando anticuerpos especificos contra AR y AR-V7 en lineas de cancer
de prostata LNCaP y LNCaP abl para el gen CEBPD. Los % estan calculados respecto a la cantidad
de AR unido en las células LNCaP.

Efecto del silenciamiento de CEBPD sobre el fenotipo de las células LNCaP

Como se ha expuesto en la introduccion, el papel de CEBPD en cancer de prostata no esta claro, ya que
algunos estudios plantean su posible actuacion como oncogen, mientras que otros sugieren un papel como
supresor de tumores. Por ello, decidimos estudiar el efecto de la pérdida de expresion de CEBPD en el
desarrollo de CRPC. Con este fin, llevamos a cabo el silenciamiento de CEBPD con RNA de
interferencia en las células LNCaP y observamos el efecto de su disminucion en el fenotipo celular.

La anulacion transitoria de la expresion de CEBPD se llevd a cabo empleando RNAs pequefios de
interferencia (siRNA), especificos para la region codificante de este gen (CEBPD). Los siRNAs inhiben
la expresion de un gen a nivel post-transcripcional al unirse con secuencias complementarias del mRNA
diana e inducir su degradacion [15]. En nuestro caso, utilizamos siRNA sintético y predisefiado para dos
exones de CEBPD y lo introducimos en las células mediante transfeccion con lipofectamina RNAIMAX
(lipido catidnico) segun se indica en materiales y métodos. Como control negativo se utilizé un siRNA
SCR, cuya secuencia no reconoce ningun gen humano. Este control nos permitié diferenciar los efectos
causados por el procedimiento de transfeccion del siRNA de los causados por el silenciamiento del gen
diana.

El primer paso fue analizar la eficacia del silenciamiento mediante la determinacion de los niveles de
mRNA de CEBPD mediante qRT-PCR en las células LNCaP transfectadas con los RNAs de interferencia
especificos para este gen. Como se muestra en la figura 2A, se logré una disminucion significativa de
aproximadamente el 50% en las células transfectadas con los siRNAs para CEBPD respecto a las
transfectadas con el siRNA SRC.

Una vez verificado el silenciamiento, el siguiente paso fue comprobar si los siRNAs para CEBPD
alteraban el fenotipo de las células LNCaP. Para ello, estas células se observaron al microscopio optico
con diferentes aumentos y se compararon con las células transfectadas con el siRNA SCR. Como se
muestra en la figura 2B, las células con siRNA SCR mantienen su morfologia tipica intacta con las
prolongaciones caracteristicas de este tipo celular. Mientras que, las células transfectadas con siRNAs
para CEBPD cambian de apariencia: adquieren una forma redondeada, vesiculada y refringente. Cuando
las células entran en apoptosis (muerte celular programada) se caracterizan por presentar una serie de
cambios morfoldgicos entre los que destacan: la disminucion de tamafio de la célula y la fragmentacion
en cuerpos apoptoticos que permanecen unidos a la membrana [16]. A la vista de estos resultados, nos
planteamos que quiza los cambios observados fuesen consecuencia de la muerte celular programa. No
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obstante, a partir de estas fotografias no se podia confirmar si se trataba o no de apoptosis. De ahi, que los
siguientes ensayos fuesen dirigidos a tratar de confirmar nuestra nueva hipotesis.

A

— —
(=] [=] [ S¥]
= o [=]

mRNA (% DEL CONTROL)
[=)]
=

siRNA SCR siRNAs

Figura 2.- A. Determinacion de los niveles de mRNA de CEBPD mediante qRT-PCR en células
LNCaP transfectadas con siRNAs especificos para CEBPD o siRNA SRC. Los datos representan la
media + SEM de tres experimentos realizados por triplicado. El % de silenciamiento se calcula en
funcion del siRNA SCR. *** p valor<0.0001. B. Fotografia tomada al microscopio dptico de células
transfectadas con siRNA SCR y con siRNA para CEBPD.

Efecto del silenciamiento de CEBPD sobre la apoptosis y el ciclo celular

Para determinar si el silenciamiento de CEBPD induce apoptosis en nuestro sistema celular, analizamos
dos acontecimientos que caracterizan este proceso: la caida del potencial de membrana mitocondrial
utilizando una sonda TMRM (indicador de apoptosis temprana) y la fragmentacion del DNA utilizando
yoduro de propidio (indicador de apoptosis tardia).

La sonda fluorescente TMRM permite determinar cambios en el potencial de membrana mitocondrial
(A¥m). Esta sonda cationica y lipofilica se acumula en el interior de la mitocondria cuando el potencial
de membrana mitocondrial es normal, por lo que, se consideran células viables aquellas con alta sefal de
fluorescencia y no viables las de baja [17]. Las células TMRM negativas pueden ser resultado de un
proceso de apoptosis u otro tipo de dafio celular que altere el A¥m. Como se observa en la figura 3A, el
porcentaje de células no viables aumenta significativamente en las células LNCaP silenciadas con
respecto a las transfectadas con el siRNA control. A pesar de que las diferencias son significativas, llama
la atencion la cantidad de células no viables que encontramos (aproximadamente 50%) en las células
LNCaP transfectadas con siRNA SRC, que podria ser debido a que los reactivos que se usan para la
transfeccion son considerablemente dafiinos para las células. En cualquier caso, este experimento solo se
ha llevado a cabo en dos ocasiones, por lo que seria necesario repetirlo para confirmar estos resultados
preliminares.

El yoduro de propidio (IP) es una molécula fluorescente que se intercala en el DNA y RNA. En el ensayo
de ciclo celular se emplea para distribuir las células en cada fase en funcioén de su contenido en DNA, por
lo que es importante tratar las células con RNAsa para evitar falsos positivos. En lo que respecta a este
ensayo, se valord la fase sub GO que se corresponde con el DNA fragmentado. En la figura 3B, se
muestra un ciclo celular representativo de las LNCaP transfectadas con siRNA SCR y siRNAs para
CEBPD respectivamente. En la figura 3C, se observa un aumento significativo de la cantidad de DNA
fragmentado en las células silenciadas respecto a las transfectadas son siRNA SCR.

En suma, los resultados de estos dos ultimos ensayos junto con los cambios morfologicos observados
apuntan a que la pérdida de expresion de CEBPD induce muerte celular programada, por lo que es logico
pensar que CEBPD desempeiia un papel antiapoptético en LNCaP. Estos datos estan en consonancia con
los estudios que demuestran que los androgenos aumentan la expresion de CEBPD en este sistema
celular, ya que, como se coment6 en la introduccion, los androgenos estimulan la proliferacion celular y
podria ser que lo hiciesen a través del aumento de expresion de este factor de transcripcion. Sin embargo,
nuestros resultados entran en contradiccidon con otros trabajos en los que se observa que al aumentar la
expresion de CEBPD disminuye la proliferacion celular [11, 18] o incrementa la apoptosis [3] en cancer
de prostata. No obstante, en otros tejidos se ha descrito un papel antiapoptdtico de CEBPD, por ejemplo,
en las células beta pancreaticas se ha demostrado que la deficiencia de CEBPD, aumenta la expresion del
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factor de transcripcion CHOP, que, a su vez, aumenta la expresion de BIM (factor pro-apoptético) [19].
Por lo que, podria ser que CEBPD actuase del mismo modo en las células beta pancreéticas que en las
LNCaP.

Estos son resultados preliminares que habrd que confirmar con un mayor numero de réplicas de los
ensayos y con experimentos adicionales, como el de la anexina V, para poder confirmar que el
silenciamiento de CEBPD desencadena la muerte celular programada.
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Figura 3.- A. Analisis del nimero de células TMRM negativas mediante citometria de flujo en células
LNCaP transfectadas con siRNAs para CEBPD o siRNA SRC. Los datos representan la media + SEM
de dos ensayos. Los % estan calculados respecto a siRNA SCR. * p valor<0.05. B. Ciclo celular
representativo de células LNCaP transfectadas con siRNA SCR o siRNAs CEBPD. C. Determinacion
de la apoptosis en unidades relativas mediante citometria de flujo en células LNCaP transfectadas con
siRNAs para CEBPD o siRNA SRC. Los datos representan la media + SEM de la fase sub GO de
cuatro ensayos de ciclo celular. Los % estan calculados respecto a siRNA SCR. *** p valor< 0,0001.

Efecto del silenciamiento sobre la migracién e invasion

La migracion y la invasion celular son dos procesos clave en la progresion tumoral. Dado que las células
LNCaP abl representan un modelo de progresion de cancer de prostata que no responde a los tratamientos
hormonales, el siguiente paso fue determinar si la pérdida de expresion de CEBPD que hemos observado
en este sistema celular tiene algin papel en la progresion tumoral. Para ello, determinamos el efecto del
silenciamiento de CEBPD sobre el fenotipo migratorio e invasivo de las células que lo expresan.

En primer lugar, evaluamos la capacidad migratoria de las células LNCaP con silenciamiento transitorio
de CEBPD utilizando pocillos con membranas de policarbonato porosas (transwells), usando como matriz
extracelular fibronectina. Como se muestra en la figura 4A, las células transfectadas con siRNA SCR no
migran practicamente nada en comparacion con las transfectadas con siRNA para CEBPD. En segundo
lugar, analizamos el efecto del silenciamiento de CEBPD en la capacidad invasiva de las células
utilizando transwells recubiertos con matrigel. Como se observa en la figura 4B, las células transfectadas
con siRNA para CEBPD migran en mayor medida.

En definitiva, en ambos ensayos, se observé una mayor migracion e invasion en las células que tienen
silenciado CEBPD. Lo que nos sorprendi6 a la vista de los resultados obtenidos en apoptosis. En este
sentido, a principios de afio, se publico un trabajo en el que se describe un papel dual de CEBPD
regulando la proliferacion y migracion de forma contraria. En concreto, en este estudio, demuestran que
la sobreexpresion de CEBPD en lineas celulares de cancer epitelial humano produce una parada en el
ciclo celular y aumenta la migracion [20]. Por otro lado, en otro trabajo en el que silenciaron este gen en
células epiteliales mamarias y en fibroblastos de embrion de raton demostraron que la disminucion de
CEBPD promovia la migracion, lo que coincide con nuestros resultados [21]. Por lo que, planteamos un
posible papel dual de CEBPD en las LNCaP actuando en los primeros estadios como oncogen y como



Papel de CEBPD y su regulacién por AR-V7 en el desarrollo de CRPC

supresor de la progresion tumoral en etapas mas avanzadas de la enfermedad. No obstante, es necesario
hacer mas réplicas de este ensayo y experimentos adicionales para confirmar nuestros resultados y
observar que genes regula en cada uno de estos procesos.

siRNA SCR siRNAs CEBPD

3 ™ & |
- o~

A "'_"'.;"‘

Figura 4.- Efecto del silenciamiento de CEBPD sobre la migracion e invasion de las células LNCaP.
A. Se muestra un campo representativo de la migracion de las células LNCaP transfectadas con
siRNA SCR o siRNAs para CEBPD. B. Fotografias representativas de la invasion en las células
LNCaP transfectadas con siRNA SCR o siRNAs para CEBPD.

Conclusiones

Las conclusiones del presente trabajo son:

AR regula la expresion de CEBPD mediante su interaccion con la region promotora en células
sensibles a andrégenos, mientras que la variante de splicing AR-V7 podria estar reprimiendo su
expresion en células CRPC.

CEBPD podria desempefiar un papel como oncogen en células sensibles al tratamiento hormonal, ya
que su silenciamiento en células LNCaP induce apoptosis.

Por otro lado, la pérdida de expresion de CEBPD aumenta la migracion e invasion, lo que sugiere un
papel como supresor de la progresion a CRPC.

CEBPD podria desempefiar un papel dual actuando como oncogen en los primeros estadios del cancer
de prostata y como supresor de la progresion tumoral en etapas mas avanzadas de la enfermedad.
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