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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 de este tipo de céncer es dependiente de andrégenos, por ello, el
tratamiento convencional consiste en la deprivacién 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 la activacion del receptor de andrégenos (AR) a través de vias
independientes de andrdgenos, el cual se activara, translocara al nucleo y aumentara la expresion de
genes relacionados con la supervivencia y proliferacion de las células cancerosas. Uno de los principales
reguladores negativos de estas vias es la proteina SHP-1, una fosfatasa encargada de desfosforilar los
residuos de tirosina de multitud de proteinas de estas vias. En este trabajo nos planteamos conocer mejor
el papel de esta fosfatasa en el desarrollo del CRPC y su funciéon sobre el AR. Para ello, silenciaremos
SHP-1 mediante la técnica CRISPR/Cas9, una técnica reciente de edicion genética, y determinaremos su
papel en la fosforilacion y actividad del AR, y como afecta a la supervivencia y proliferacion de dos lineas
celulares del cancer de préstata con diferente sensibilidad a los tratamientos hormonales. Este estudio
tendra la finalidad de obtener nueva informacién sobre el papel de esta fosfatasa en fases mas agresivas
del cancer con el fin de encontrar nuevas dianas terapéuticas que mejoren los tratamientos actuales de
esta enfermedad y, por tanto, la supervivencia de estos pacientes.
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Introduccién

El cancer de prostata (CP) es la segunda causa de muerte entre los hombres en los paises industrializados,
por lo que representa un problema de salud publica de primer orden segtn la organizacion Mundial de la
Salud (OMS) [1]. En Espana se siguen diagnosticando mas de 25000 casos al afio, representando un 21%
de los tumores en varones [2]. La mayoria suelen ser detectados en edades avanzadas, entre los 70 y 75
afios [3], por lo que la edad es uno de los principales factores de riesgo. En los ultimos afios se ha
producido un extraordinario avance en los mecanismos de deteccion, lo que ha mejorado la supervivencia
global de los pacientes con cancer de prostata. Sin embargo, aun hay un importante nimero de casos en
los que la enfermedad se diagndstica en estadillos mas avanzados y otros que recaen tras el tratamiento
con la aparicion de formas mas agresivas de la enfermedad.

Los androgenos juegan un papel muy importante en la progresion de esta patologia a través de su union al
receptor de androgenos (AR) [4]. Este receptor pertenece a la familia de receptores nucleares, actuando en
ultima instancia como factor de transcripcion. Su activacion, a través de la union a androgenos, hace que
se transloque al nucleo y se una a secuencias de DNA especificas denominadas elementos de respuesta a
androgenos (AREs), regulando la expresion de genes encargados de la progresion de esta enfermedad
[5,6]. De ahi que uno de los tratamientos mas comunes sea la deprivacion androgénica, la cual es efectiva
durante un tiempo, hasta que el CP avanza a una fase mas agresiva donde su crecimiento se vuelve
independiente de androgenos, 1lamada cancer de prostata resistente a la castracion (CRPC).

Aunque los mecanismos moleculares por los cuales se desarrolla esta resistencia son ain objeto de
estudio, hasta el momento, se han descrito los siguientes: sobreexpresion del AR; mutacion del gen que
codifica para el AR; expresion de variantes de splicing del AR que son activas en ausencia de ligando;
activacion del AR de forma independiente de ligando a través de vias de transduccion de sefiales
alternativas, como las reguladas por EGFR o PI3K/AKT; y produccion intratumoral de androgenos [7].
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Como se acaba de comentar, en el CRPC el AR se sigue expresando y activando, a través de rutas
independientes de andrégenos, las cuales estan reguladas por diferentes factores de crecimiento y
citoquinas (EGF, TGFB, IGF-1, VEGF, IL-6). Estos factores inducen la activacion de ciertas proteinas
quinasas como MAPK, PI3K, Src o ACKI, que llevaran a cabo la fosforilacion del receptor en multiples
residuos de serina, treonina y tirosina. En las fases mas agresivas del CP se ha visto que algunas de estas
rutas se encuentran desreguladas. En concreto se ha visto que la ruta de las MAPKs se encuentra
sobreexpresada, aumentando la proliferacion de las células cancerosas [8]. También la ruta PI3K/AKT se
encuentra sobreexpresada en este tipo de tumores debido a la pérdida de PTEN, un conocido supresor
tumoral que ayuda a catalizar el paso de PIP3 a PIP2 en esta ruta [9]. Ademas, suele haber una
sobreexpresion de ciertos factores de crecimiento como VEGF o EGF [10], que conllevan una mayor
activacion de las quinasas Src o ACKI1, asociandose este incremento a una disminucion de la tasa de
supervivencia y un peor prondstico. Por ultimo, recientemente, se ha demostrado que IL-6 provoca la
fosforilacion y activacion de STAT3 que a su vez interacciona con el AR provocando su fosforilacion en
tirosina, activacion y translocacion al nucleo [11].

La actividad de estas puede inducir en ultima instancia que el AR se fosforile en residuos de tirosina,
serina y treonina a través de diferentes proteinas quinasas, regulando funciones tan diversas como la
estabilidad del receptor, la localizaciéon nuclear, su unién al DNA e interacciones proteina-proteina, lo que
al final determinara la especificidad y el grado de regulacion de los genes diana. Por lo tanto, la
fosforilacién del AR puede contribuir a su activacion en ausencia de andrégenos o a su sensibilizacion a
bajos niveles de estos y jugar un papel importante en el desarrollo de la independencia androgénica del
cancer de prostata [12].

En cuanto a la fosforilacion del AR en residuos de tirosina, hasta el momento se conocen con detalle las
tirosinas quinasa encargadas de su fosforilacion, pero menos conocidas son las tirosinas fosfatasas que lo
desfosforilan [13]. Es evidente que los cambios en la fosforilacion del receptor pueden deberse también a
alteraciones en la actividad de estas fosfatasas. Nuestro grupo fue el primero en describir la expresion de
una de estas PTPs, SHP-1, en las lineas celulares tumorales prostaticas humanas PC3 y LNCaP, y en la
prostata humana [14]. SHP-1 es una proteina citosdlica de 66 KDa codificada por el gen PTPN6 (proteina
tirosina fosfatasa no receptora tipo 6) que posee dos dominios SH2 de union a tirosinas fosforiladas. SHP-
1 se expresa predominantemente en células hematopoyéticas y moderadamente en otros tipos celulares
como células epiteliales de la prostata [15].

Estos hallazgos del grupo al que me he incorporado indican que esta enzima esta presente en alteraciones
no malignas (hiperplasia prostatica benigna), en lesiones precursoras del adenocarcinoma prostatico
(neoplasia intraepitelial prostatica), y en carcinoma de prostata bien diferenciado. También se ha
demostrado que los cambios de expresion de esta fosfatasa en la linea celular de cancer de prostata PC3
provocan cambios en la proliferacion celular. Se demostro que la ausencia de esta fosfatasa se podia
relacionar con un avance hacia estadios mas agresivos del cancer a través de la regulacion que lleva a
cabo en el ciclo celular, inhibiendo la progresion G1/S, a través de la modificacién de la expresion de
reguladores del ciclo celular como p27 y la ciclina E [16].

Por otra parte, se ha visto que en cancer de higado la via de sefializacion controlada por IL-6 y STAT3
estd regulada negativamente por la tirosina fosfatasa SHP-1 mediante la desfosforilaciéon de STAT3. En
concreto, en este tipo de tumores SHP-1 se comporta como un supresor tumoral, y de hecho se han
aprobado tratamientos con compuestos que estimulan la actividad de SHP-1 que han demostrado su
eficacia en la inhibicion del crecimiento tumoral y la transicion epitelio-mesénquima [17].

Por lo tanto, todos estos datos sugieren que SHP-1 podria estar regulando la actividad del receptor de
androgenos tanto de modo directo mediante su desfosforilacion, o de forma indirecta controlando las rutas
de sefializacion responsables de la fosforilacion del AR como PI3K/AKT, Src o STAT, lo que nos lleva a
pensar en esta fosfatasa como una posible diana terapéutica contra el CRPC.

Con el objetivo de estudiar la funcion que lleva a cabo SHP-1 en este cancer nuestro grupo de laboratorio
comenzd su abordaje realizando silenciamientos temporales mediante RNA de interferencia, lo que ha
producido resultados esperanzadores [16]. El reciente descubrimiento de la edicion genética mediante el
sistema CRISPR/Cas9 permite realizar silenciamientos estables, lo que la convierte en una valiosa
herramienta para el estudio de la funcion de cualquier proteina. Como antecedente, esta técnica se basa en
un tipo de inmunidad adaptativa mediada por ARN en bacterias para prevenir infecciones de material
genético invasor. Actualmente, el CRISPR/Cas9 (Repeticiones Palindromicas Cortas Agrupadas y
Regularmente interespaciadas) se ha adaptado como una revolucionaria herramienta biotecnoldgica que
ofrece posibilidades notables para la edicion genética en cualquier otro organismo [18,19].

La region CRISPR esté constituida por dos elementos: segmentos repetidos, de entre 20-50 pares de bases
y espaciadores de igual longitud, lo cuales son Unicos y representan los segmentos adquiridos de DNA
extrafio. El CRISPR/Cas9 actua de manera general a través de tres etapas conocidas. Primero, sucede el
estadio de adquisicion, donde la célula identifica, procesa e incorpora el DNA fordneo, como un nuevo
espaciador en el locus CRISPR. Después, se produce la transcripcion del locus CRISPR, donde se



obtendra un pre-crRNA que, una vez sea procesado y sea maduro, dara lugar al crRNA, el cual actuara
como RNA guia (gRNA) y conducira a la nucleasa Cas9 a la secuencia diana, que es complementaria del
RNA guia. Es imprescindible la presencia de un protoespaciador (PAM) junto a la secuencia diana para
que la secuencia pueda ser reconocida. En este sitio, la nucleasa Cas9 catalizard una doble rotura de
cadena, que estimulard los mecanismos de reparacion del ADN celular. La reparacion podré ser llevada a
cabo por recombinacion homoéloga (HR) o por recombinacién no homologa (NHEJ) [20].

Aunque en HR se puede introducir la modificacion de secuencia deseada debido a que se presenta una
plantilla de DNA, en NHEJ, pueden ocurrir inserciones o eliminaciones cuando la célula intente reparar la
doble rotura de cadena. Esta religacion puede causar mutaciones de desplazamiento del marco de lectura
que cause la no expresion de la proteina funcional [21].

En este trabajo, este ultimo mecanismo de reparacion se utilizara para inducir el error en el gen PTPNG,
gen que codifica SHP-1, dirigiendo los RNA guias a una region exonica para que se exprese la mutacion.
El silenciamiento de SHP-1 se llevara a cabo en diferentes lineas celulares del cancer de prostata las
cuales representan estadios diferentes de la enfermedad, con el objetivo de conocer mejor la funcion
llevada a cabo por esta fosfatasa en la supervivencia y proliferacion de las células cancerosas.

Hipoétesis

En la actualidad uno de los principales problemas para el tratamiento del cancer de prostata es la
resistencia a los tratamientos hormonales que ofrece el tumor en la gran mayoria de los pacientes que
reciben este tratamiento, y su progresion a fases mas agresivas y metastasicas. Hoy en dia se siguen
estudiando los mecanismos moleculares por los que el tumor ofrece resistencia a la deprivacion
androgénica, de los que uno de los principales es la activacion del AR de manera independiente de su
ligando natural, a través de diferentes vias de sefializacion. Diversos estudios muestran la participacion de
la proteina fosfatasa SHP-1 en vias de sefalizacion relacionadas con crecimiento, proliferacion y
migracion celular, a través de su interaccion principalmente con PI3K, STAT o las MAPKs. Ademas, se
ha observado una variacion en la expresion de SHP-1 en diferentes lineas celulares de cancer de prostata
que representan estadios diferentes de la enfermedad, siendo la expresion menor en estadios mas
avanzados. Por ello, la hipotesis de este trabajo es que la fosfatasa SHP-1 podria estar regulando la
fosforilacion y, por tanto, la actividad del AR tanto de un modo directo como a través de la regulacion de
vias de sefializacion que regulan su actividad. Por ultimo, los datos aportados en este estudio puedan

ayudar a conocer mejor la funcion de esta proteina en este cancer, asi como su uso como diana terapéutica
para de este modo mejorar los tratamientos actuales.

Objetivos

En este trabajo nos hemos propuesto como objetivo principal conocer mejor el papel de la tirosina
fosfatasa SHP-1 en el cancer de prostata resistente a la castracion con el fin de encontrar nuevos
biomarcadores y dianas terapéuticas de esta enfermedad. Para ello los objetivos especificos son: 1)
Silenciar la expresion de SHP-1 mediante CRISPR/Cas9 en células tumorales sensibles y resistentes al
tratamiento hormonal. 2) Determinar el papel de SHP-1 en la fosforilacion y actividad del AR tanto de un
modo directo como a través de las vias de sefializacion que regulan su actividad en ausencia de
androgenos. 3) Determinar el papel de SHP-1 sobre la proliferacion, supervivencia y ciclo celular de
células tumorales sensibles y resistentes al tratamiento hormonal.

Metodologia

Muestras

Para llevar a cabo este estudio utilizaremos dos lineas celulares de cancer de prdstata que representan
estadios diferentes de la enfermedad y expresan SHP-1:

Células LNCaP: estas células proceden de una metastasis en ganglio linfitico de un adenocarcinoma
prostatico. Expresan el receptor de andréogenos y son sensibles al tratamiento hormonal, por lo que
representan los primeros estadios del cancer de prostata.

Células VCaP: estas células proceden de un paciente con una metastasis en hueso. Expresan el receptor de
androgenos, pero no son sensibles al tratamiento hormonal, de ahi que representen estadios mas
avanzados de la enfermedad.

Objetivo 1. Silenciamiento de SHP-1 mediante el sistema CRISPR/Cas9 en los dos modelos
celulares.

Como se coment6 al principio del trabajo, nuestro grupo de laboratorio ya encontré en el pasado la
expresion de esta fosfatasa en diferentes lineas celulares del cancer de prostata y diferencias en cuanto a
su expresion, por lo que primero de todo llevaremos un andlisis de la expresion de la fosfatasa en las



lineas celulares utilizadas en este trabajo, LNCaP y VCaP, las cuales como se coment6 en el apartado de
“Muestras”, representan estadios diferentes del cancer y ambas expresan la fosfatasa. Esto se llevara a
cabo mediante la técnica Western-blot con la utilizacion de un anticuerpo primario anti-SHP-1. Todo esto
se realizard con el fin de observar si hay diferencias de expresion asociadas a las distintas fases del CP
que nos ayudara a interpretar mejor los resultados de los experimentos posteriores

Una vez visto si hay diferencias en la expresion de SHP-1 entre ambas lineas celulares analizaremos su
efecto sobre la actividad del AR. Para ello, llevaremos a cabo la anulacion de la expresion de la fosfatasa
mediante la técnica CRISPR/Cas9. Una de las ventajas de esta técnica en comparacion con otras como el
uso de RNA de interferencia (siRNA), es que obtenemos una mayor reproducibilidad al tener siempre el
mismo grado de silenciamiento, a diferencia de los siRNAs, que pueden variar entre experimentos.
Ademas, al ser un silenciamiento estable, nos permite realizar ensayos a mas largo plazo.

Primero llevaremos a cabo la expresion de la proteina Cas9 de manera estable en nuestras células
mediante particulas lentivirales. Una vez hayamos conseguido esto, podremos silenciar cualquier proteina
generando RNAs guias (gRNAs) especificos, en concreto el objetivo de este proyecto es silenciar SHP-1.
Para la expresion de la Cas9, se llevard a cabo la produccion de estos lentivirus por transfeccion con
fosfato de calcio en las células 293T. Esta linea celular procede de células de riidn de embriéon humano y
son ampliamente utilizadas como hospedadoras para expresion génica debido a su sencillo cultivo y su
gran eficiencia en las transfecciones, cercanas al 100%. El método de transfeccion utilizado estd basado
en la formacion de un precipitado, entre el cloruro de calcio y el DNA en una solucion salina de fosfatos;
estos formaran unos agregados que seran endocitados por las células. Para la produccion de estos
lentivirus se utilizaran los siguientes plasmidos de Addgene:

pCMV-VSV-G: plasmido de 6363 pares de bases (pb) que contiene las proteinas necesarias para producir
la envoltura de las particulas lentivirales.

psPAX2: plasmido de segunda generacion de 10703 pb que ayuda al empaquetamiento de las particulas
lentivirales.

LentiCas9-Blast: plasmido de 12860 pb el cual contiene la proteina Cas9 y ofrece resistencia a la
blasticidina. Este plasmido contiene, ademas, la secuencia que codifica para el epitopo Flag fusionado con
la proteina Cas9.

153 KW - PpuM)
e

BatBl 0

BSpOI - Clal (1423

Swal ey
Bsagl (1973,

lentiGuide.Purs fo——
pyry ] P G s
ol 8

) as
BfuAl - BepMi (3303

Pael (33

et 53
[
Moet a7

Bt
(5521 Mnet

(3352) Small PAMI 47260

https://www.addgene.org/52963/ https://www.addgene.org/52962/

Figura 1. A la izquierda el vector LentiGuide-Puro. Tiene una longitud de 10183 pares de bases,
expresa el promotor humano U6, un casete con un ARN quimérico Crispr de S. pyogenes con sgRNA
personalizables y ofrece resistencia a la puromicina. A la derecha el vector LentiCas9-Blast. Tiene
una longitud de 12860 pares de bases expresa la proteina Cas9 de Streptococcus pyogenes optimizada
con codoén humano y ofrece resistencia a la blasticidina.

Con la transfeccion de estos tres plasmidos se conseguird formar las particulas lentivirales que contienen
el gen que codifica para la proteina Cas9 dentro de las células 293T. Las particulas lentivirales generadas
saldran fuera de la célula al medio pasado un tiempo. Una vez conseguido este paso sembraremos las
células LNCaP y VCaP a las que posteriormente les afiadiremos el medio con los lentivirus para llevar a
cabo la transfeccion de la Cas9 en estas dos lineas celulares. Las células las seleccionaremos con
blasticidina para quedarnos con aquellas que a partir de ahora expresaran la proteina Cas9 de manera
estable.
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Para comprobar que nuestras células expresan la proteina Cas9 realizaremos un western-blot, con un
anticuerpo que reconoce el epitopo Flag que, como hemos comentado anteriormente, esta fusionado con
la proteina Cas9.

Una vez tenemos células que expresen la proteina Cas9 de manera estable, como se ha comentado
anteriormente, podremos realizar silenciamientos de cualquier proteina de manera indefinida a través de
la transfeccion con un vector que contenga los RNAs guias especificos para el gen que queremos
silenciar. En este caso, vamos a dirigirlo hacia diferentes exones del gen PTPN6 que codifica para SHP-1.
El vector que utilizaremos serd el LentiGuide-Puro, un vector de 10183 pb, el cual contiene el gen de
resistencia a la puromicina, incluye el promotor humano U6 y expresa un ARN quimérico CRISPR de S.
pyogenes que permite el clonaje de gRNAs personalizados, donde incluiremos los disefiados por nuestro
laboratorio.

Oligo sense 5'--> 3° Oligo anti-sense 3"--> 5’
Oligo 1 (ex6n3) CACCGTATTCGGATCCAGAACTCAG AAACCTGAGTTCTGGATCCGAATAC
Oligo 2 (ex6n 5) CACCGAGGCGCCTTTGTCTACCTG AAACCAGGTAGACAAAGGCGCCTC
Oligo 3 (ex6n 6) CACCGTATGCCACGAGGGTGAATG AAACCATTCACCCTCGTGGCATAC

Figura 2. Secuencia de los oligonucledtidos que sirven como RNAs guias para la realizacion del
CRISPR/Cas9 del gen PTPN6. Se muestran tanto los oligos sense como los anti-sense dirigidos hacia
3 exones diferentes del gen PTPNG.

El disefio de los RNAs guias se realizd con el programa CRISPOR, el cual nos ayuda a disefiar
oligonucledtidos de 19-20 nucleotidos especificos para el gen de interés (figura 2). A cada uno de los
oligonucledtidos afiadiremos una secuencia corta de 4 nucleotidos para facilitar su clonaje en el vector
LentiGuide-Puro tras la digestion con la enzima de restriccion Bbsl (figura 3). Las secuencias de los
oligonucledtidos tienen que ir dirigidas a diferentes exones de gen PTPNG6, evitando que no se repita en el
resto del genoma para evitar los posibles off-targets. Por ultimo, la secuencia diana tiene que estar
seguida por la secuencia PAM (NGG, donde N es cualquier nucleétido) para que sea reconocida por la
Cas9.

La transfeccion de los RNAs guias especificos para el silenciamiento de SHP-1 se realizara con el mismo
procedimiento comentando anteriormente para la expresion de Cas9 en nuestras células, con la salvedad
de que en vez de utilizar el plasmido LentiCas9-Blast utilizaremos el plasmido LentiGuide-Puro con los
diferentes RNAs guias disefiados contra diferentes exones de PTPN6.

Primero llevaremos a cabo la digestion del vector LentiGuide-Puro para poder clonar los gRNAs en él.
Para ello, el plasmido serd digerido con la enzima de restriccion Bbsl, junto con una fosfatasa alcalina,
que se utilizara para desfosforilar el sitio digerido y prevenir la religacion (figura 3).
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Figura 3. Vector LentiGuide-Puro y RNA guia. El vector contiene el promotor humano U6 y expresa
un cassete para el RNA guia quimérico, el cual tiene una secuencia superpuesta que incluye el sitio de
restriccion para la enzima Bbsl donde los oligonucleotidos disefiados pueden ser clonados. La parte
de debajo de la figura muestra el sitio exacto de corte de la enzima Bbsl, y los nucleétidos en rojo
muestran la secuencia que hay que afadir a nuestros RNAs guias para el buen clonaje en el vector
debido al sitio de corte por esta enzima.



Para comprobar que la digestion del vector se ha realizado correctamente, los productos de la digestion se
separaran en un gel de agarosa, una técnica usada para separar acidos nucleicos en funcion de su tamaiio.
Las moléculas mas pequefias seran retenidas con menor fuerza por la agarosa y avanzaran mas en el gel.
Como control se utilizard un plasmido sin digerir. A continuacidn, purificaremos el fragmento de DNA
correspondiente al vector digerido, que sera utilizado para la reaccion de ligacion con los RNAs guias.

Cuando tengamos nuestro pldsmido digerido se llevara a cabo el anillamiento de los oligonucleotidos
disefiados y su ligacion en el vector. El anillamiento se llevara a cabo poniendo la misma cantidad de los
oligos sense y anti-sense, junto con la ligasa T4. Cuando estén anillados correctamente los ligaremos a
nuestro vector LentiGuide-Puro, cuya reaccion contendréd nuestro pldsmido digerido junto con los oligos
duplex diluidos 1:200 y la ligasa T4. Como control se intercambiaran los oligos por agua. El producto de
la ligacion se utilizara para la transformacion de bacterias Stbl3, una cepa bacteriana usada habitualmente
para reducir la frecuencia de recombinacion homoéloga de secuencias largas terminales repetidas (LTRs)
que se encuentran en nuestro vector lentiviral. Esta cepa tiene una mutacion en el gen de la recombinasa,
enzima encargada de la recombinacion del DNA. Al no tener esta enzima se podra evitar que se eliminen
los fragmentos repetidos por recombinacién. Para seleccionar las células se creceran en medio LB con
ampicilina. Por ultimo, se aislaré el plasmido mediante un kit comercial.

Para comprobar que los gRNAs se han insertado de manera correcta, llevaremos a cabo una
secuenciacion por el método Sanger [22], donde el DNA serd amplificado usando los primers especificos
de nuestro vector (Hu6-F y EFla-R) y los deoxinucledtidos trifosfato (dNTPs) junto con
dideoxinucle6tidos trifosfato marcados con fluorescencia que nos facilitara determinar la secuencia del
plasmido.

Por ultimo, una vez hemos comprobado que los RNA guias se han clonado correctamente se procedera a
la transfeccion del plasmido en nuestras células LNCaP y VCaP que expresan de modo estable la Cas9
realizando el mismo procedimiento mencionado anteriormente y seleccionaremos las células con
puromicina ya que el Lentiguide-Puro contiene el gen de resistencia a este antibiotico. En este proceso
llevaremos a cabo la seleccion de varios clones. Determinaremos la eficiencia del silenciamiento por
western-blot (utilizando el anticuerpo anti-SHP-1) en cada uno de los clones y seleccionaremos aquel en
el que el silenciamiento ha sido mas efectivo para proseguir con los demdas experimentos.

Objetivo 2. Determinar el papel de SHP-1 en la fosforilacién y actividad del AR

Una vez generado el modelo de trabajo, determinaremos el papel de esta fosfatasa en la actividad de AR y
en las distintas vias de sefializacion que regulan su fosforilacion. Primero de todo veremos si en LNCaP y
VCaP el AR interacciona de forma directa con SHP-1, para, a continuacion, ver como afecta SHP-1 a la
fosforilacion de AR de manera directa. Para ello, se llevara a cabo una co-inmunoprecipitacion. En estos
ensayos se incubaran las células LNCaP y VCaP que expresen SHP-1 con un anticuerpo anti-SHP-1 para
unir la proteina y gracias a la proteina G-Sepharosa precipitar los complejos formados por el anticuerpo
contra SHP-1 y la propia proteina SHP-1 junto con las proteinas con las que interaccione. Una vez
realizado esto podremos ver si SHP-1 interacciona de forma directa con AR en nuestras dos lineas
celulares mediante un western-blot donde utilizaremos un anticuerpo anti-AR que nos confirme la
existencia de esta interaccion.

Una vez analizada esta posible interaccion veremos el estado de fosforilacion del AR en presencia y
ausencia de SHP-1. Para ello, se llevara a cabo una inmunoprecipitacion gracias a la incubacion de
nuestras células con un anticuerpo anti-AR para unir la proteina y precipitarla. Una vez tengamos el AR
de forma aislada se llevara a cabo un western-blot para observar su grado de fosforilacion en tirosinas
mediante un anticuerpo anti-Tyr fosforiladas. Esta técnica se realizara tanto en células que expresen SHP-
1 de forma normal como en células en las que se encuentre silenciado para poder analizar y comparar el
papel que juega SHP-1 en el nivel de fosforilacion del receptor tanto en LNCaP como en VCaP.

En el caso de que SHP-1 no interaccione con el AR, pero su ausencia modifique la fosforilacion de AR,
de modo paralelo analizaremos como afecta la pérdida de expresion de SHP-1 a las distintas rutas de
sefalizacién que en ultima instancia fosforilaran al receptor. Hoy en dia se conocen varias vias
implicadas, donde las mas conocidas son PI3K/AKT, MAPKSs o la via de los receptores de factores de
crecimiento donde participa la proteina quinasa Src. Para determinar la funcion de SHP-1 en estas vias
nos centraremos en las principales proteinas de cada via tanto aguas arriba como abajo de la via. Un
estudio de 2011 demostr6 que la sobreexpresion de una SHP-1 cataliticamente defectuosa en el sistema de
grelina/GHSR1a aumentaba la fosforilacion en tirosina de la subunidad reguladora PI3K p85, lo que
llevaba a un aumento en la fosforilacion de cSrc y la proteina quinasa 1 dependiente de fosfoinositidos, lo
que finalmente provocaba la activacion de Akt [23]. Para ver si SHP-1 regula esta via en nuestro sistema
de estudio y si conlleva un efecto en la fosforilacion del AR, determinaremos la fosforilacion de las
proteinas AKT y Src mediante Western Blot con anticuerpos anti-pAKT y anti-Ser416 de Src (principal
residuo de su activacion) en nuestro sistema de estudio. A modo de comprobaciéon de que este efecto en



las vias conlleva un cambio en la fosforilacion de AR de manera indirecta miraremos también la
fosforilacion de distintos residuos de Ser/Thr del receptor por Western Blot.

Una vez comprobemos que SHP-1 regula la fosforilacion del receptor veremos si estos cambios conllevan
cambios en su actividad. Para ello, determinaremos la expresion de distintos genes regulados por AR,
como por ejemplo los genes PSA y FKBP5. Los niveles de expresion de PSA y FKBP5 se determinaran
cuantificando su RNA mensajero (RNAm) a través de una RT-PCR cuantitativa comparando las células
con y sin SHP-1. En primer lugar, se obtendra todo el RNA celular con el método del Trizol (Invitrogen)
y gracias a una enzima retrotranscriptasa, utilizando un kit comercial, obtendremos el cDNA. A
continuacion, se realizara una PCR con oligonucledtidos que amplifiquen el cDNA de los genes que
queremos determinar (PSA y FKBP5). Con esta técnica podremos comparar posibles variaciones en los
RNAm de los genes regulados por AR en células con expresion de SHP-1 y en las que se ha silenciado
para ver cudl es el efecto de la fosfatasa en la actividad del receptor.

Objetivo 3. Determinar el papel de SHP-1 en la supervivencia, proliferacion y ciclo celular de las
células LNCaP y VCaP

Como se comentaba en la introduccion, hay estudios que indican que SHP-1 puede regular la
proliferacion y el ciclo celular en algunas células del cancer de prostata, lo que nos lleva a plantearnos si
este efecto también se produce en nuestro sistema de estudio. Para ello, una vez hayamos realizado el
silenciamiento con CRISPR/Cas9 de esta fosfatasa determinaremos el papel que juega en la supervivencia
y proliferacion de las lineas celulares utilizadas en este estudio. Los siguientes ensayos se realizaran en
células LNCaP y VCaP con y sin SHP-1 para poder determinar el efecto de esta fosfatasa en células
sensibles y resistentes a los tratamientos hormonales. Primero llevaremos a cabo un ensayo de MTT
(Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5 difeniltetrazol), el cual nos ayuda a determinar la viabilidad
celular. El MTT es una sal transformada por las oxido-reductasas mitocondriales en un compuesto
denominado formazan que absorbe a 595 nm, por lo que la viabilidad celular es proporcional a la
absorbancia a esta longitud de onda.

A continuacion, realizaremos ensayos de citometria de flujo para determinar el efecto de la pérdida de
expresion de SHP-1 sobre el ciclo celular y la apoptosis celular. Para determinar el porcentaje de células
en cada fase del ciclo las células se trataran con RNAsa y se les adicionarad un detergente que permita
crear poros en sus membranas celulares para permitir la entada del yoduro de propidio (un agente
intercalante del DNA que emite fluorescencia roja al unirse a estas moléculas) que afiadiremos después de
este paso. Con esta técnica podremos cuantificar el porcentaje de células en cada una de las fases del ciclo
celular, prestando especial atencion a la fase SubGo, indicadora de una parada del ciclo celular y una
apoptosis tardia.

También determinaremos la apoptosis temprana mediante el ensayo de TMRM. Para ello, se realizara el
mismo procedimiento descrito anteriormente, con la diferencia de que en vez de yoduro de propidio se
afiadira la sonda TMRM, que nos permitira analizar el potencial de membrana mitocondrial. Una bajada
del potencial de membrana mitocondrial es un indicador de apoptosis temprana de la célula.

Con todos estos ensayos de viabilidad, analisis del ciclo y apoptosis celular se espera encontrar
diferencias entre las células que expresan SHP-1 y las células que lo tienen silenciado, lo que nos
permitira definir el papel de SHP-1 en la regulacion de la supervivencia y proliferacion celular del cancer
de prostata. Dado que trabajaremos con dos lineas celulares que responden de diferente manera al
tratamiento hormonal podremos asociar mejor el papel de SHP-1 sobre las distintas fases del CP. Al ser
LNCaP dependiente de androgenos la activacion del AR se producira por la via canodnica (el receptor se
activa a través de su union a andrégenos) y por tanto su inactivacion a través de SHP-1 cabria esperar que
se realice de manera directa. Sin embargo, VCaP al ser independiente de androgenos, la activacion del
AR se realizara a través de fosforilaciones llevadas a cabo por las vias de sefializacion ya comentadas, lo
que llevaria a pensar que la inactivacion del AR por SHP-1 en esta situacion se realice de manera
indirecta a inactivar estas vias. Por tanto, los datos derivados de este proyecto ayudaran a obtener
informacion sobre el papel de SHP-1 en la regulacion de la actividad del AR y su efecto sobre la
supervivencia y proliferacion celular en células dependientes (LNCaP) e independientes de androgenos
(VCaP).

Perspectivas futuras

Hoy en dia, numerosos firmacos y dianas son estudiados contra multitud de enfermedades. Pero la cruda
realidad es que un nimero muy infimo llega a comercializarse. Actualmente uno de los tratamientos mas
comunes para el cancer de prostata es la ablacion androgénica. Aunque la mayoria de los tumores, en un
primer momento, responden al tratamiento y se consigue la regresion del tumor, con el tiempo gran parte
de estos pacientes recaen con la aparicion en muchos casos de metastasis a distancia, pasando por tanto a
ser tumores muy agresivos cuyo crecimiento se hace independiente de androgenos. Por ello, la busqueda
de nuevas terapias encaminadas a solventar este problema es un tema de salud prioritario.



Centrandonos en el cancer de prostata, actualmente no hay tratamientos efectivos en las fases mas
agresivas de este, debido, entre otras cosas, a la complejidad que supone el estudio de los mecanismos
moleculares que implican el avance del cancer hacia estas fases. Este estudio intentara demostrar que la
fosfatasa SHP-1 juega un papel fundamental en estas fases del cancer independientes de andrégenos, a
través de la regulacion de la actividad del AR. Actualmente se estd analizando la eficacia de nuevos
farmacos como el Sorafenib, un inhibidor multiquinasa, que ya ha ofrecido buenos resultados en otros
tipos de cancer como el hepatico o renal [24], y que para el cancer de prostata se encuentra en estudio
clinicos en fase II [25,26]. Ademas, seria muy interesante determinar la eficacia que se puede obtener al
combinarlo con las terapias dirigidas contra el AR en las células utilizadas en este estudio.

Finalmente, con este trabajo se espera, ademas de todo lo expuesto anteriormente, conseguir expresar de
manera estable la proteina Cas9 en diferentes células de cancer de prostata, para después poder redirigir la
técnica CRISPR/Cas9 no solo a la fosfatasa SHP-1 sino a multitud de proteinas relacionadas con la
progresion del cancer de prostata con el simple hecho de disefiar los RNAs guias para las proteinas
deseadas. Todo dirigido a conocer con detalle los mecanismos moleculares por los cuales el cancer
desarrolla esta resistencia y asi poder disefiar nuevos tratamientos que mejoren la vida de los pacientes.
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