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RESUMEN

INTRODUCCION: El cancer de prostata es uno de los tipos de cancer mas comdn en
la poblacidon masculina, y representa la segunda causa de muerte por cancer en todo
el mundo. La resistencia quimioterapéutica es una de las principales causas de la
recaida en este y otros tipos de cancer, en donde la proteina MDR1 (pos sus siglas
en inglés “multidrug resistance protein 1”), una bomba de expulsora de farmacos
juega un papel importante. Debido a la importancia que ha cobrado esta proteina,
nuestro grupo de trabajo previamente demostré que el factor de transcripcion Yin-
Yang 1 (YY1) regula de forma positiva la trascripcion de MDR1; sin embargo, no hay
estudios que demuestran el posible rol que desempefia la co-expresion de estas dos
proteinas en las células troncales del cancer, ya que su expresion se ha relacionado
estar implicadas en la patogénesis del cancer, asi como en la quimiorresistencia. Por
tal motivo en este trabajo, nos propusimos evaluar la expresién de YY1 y MDR1 en
células con fenotipo troncal (CD44", CD133", CD24 ") y su posible implicacién en la

guimiorresistencia.

MATERIAL Y METODOS: Mediante citometria de flujo se identifico una poblacion
troncal con fenotipo CD44*, CD133", CD24™ en la linea celular de céancer de
prostata (CaP) PC3, y posteriormente fue aislada mediante la técnica de
“Fluorescence-Activated Cell Sorting”. Una vez obtenida la poblacion de interés, se
evaluo la expresion de YY1, MDR1 y SOX 2, asi como su co-expresion. Por ultimo,

se analizé la viabilidad celular de células troncales cancerosas previamente tratadas




con un inhibidor de la actividad de YY1 (DETANONOate) o en combinacién con una

droga quimioterapéutica (Etoposido o Cisplatino).

RESULTADOS: Los resultados muestran claramente que en linea celular PC3 de
CaP existe una poblacién con fenotipo troncal, identificada con los marcadores de
superficie celular ya reportados. Esta poblacion presenta mayor expresion de YY1,
MDR1 y SOX-2 en comparacion con células de CaP con fenotipo no troncal.
Ademas, las células con fenotipo troncal co-expresan niveles elevados de YY1 y
MDR1. De manera interesante demostramos que la inhibicién de YY1 en células con

fenotipo troncal revierte la quimiorresistencia a etoposido y cisplatino.

CONCLUSION: Se identific6 una poblacion con fenotipo troncal en la linea celular
PC3 que sobreexpresa y co-expresa YY1 y MDR1, los ensayos de la inhibicién de
YY1 en esta poblacion sugieren, la participacién de este factor de trascripcion en los

mecanismos de quimiorresistencia en las células con fenotipo troncal.




ABSTRACT

INTRODUCTION: Prostate cancer is one of the main types of most common cancer
in the male population, is the second leading cause of cancer death worldwide.
Resistance to treatment with chemotherapeutic drugs is a major cause of relapse in
this and other cancers, where MDR1 (multidrug resistance protein 1), a drug ejector
pump plays an important role. Our working group previously showed that the
transcription factor Yin Yang 1 (YY1) positively regulates transcription of MDR1.
However, there is not studies demonstrating the possible role played by co-
expression of these two proteins in cancer stem cells. In this paper, we proposed to
evaluate the expression of MDR1 and YY1 with stem cell phenotype (CD44 +, CD133

+, CD24 low) and their possible role in chemoresistance

MATERIALS AND METHODS: The technique of flow cytometry was used to identify
a cancer stem cell population phenotype CD44 +, CD133 +, CD24low in the PC3 cell
line of prostate cancer (PCa), which was subsequently isolated by the technique of
"Fluorescence-Activated Cell Sorting”. Once we obtained our population,
immunocytochemistry co-expression was performed to evaluate the expression of
YY1, MDR1 and SOX 2 and. Finally, cell viability assays were performed using an
inhibitor of the activity of YY1 (DETANONOate) alone or in combination with a

chemotherapeutic drug (etoposide or cisplatin) a cells PCTP, PC3 and NO PCTC.

RESULTS: Our results clearly shown that in CaP cell line PC3 population there was a

very low frequency population with stems phenotype, identified with the cell surface




markers as reported. This population has higher expression of YY1, MDR1 and SOX-
2 as compared with PCa cells with no backbone phenotype. In addition, cells with
stem phenotype co-express high levels of MDR1 and YYL1. Interestingly demonstrate
that inhibition of YY1 in cells with phenotype backbone reverses chemoresistance to

etoposide and cisplatin.
CONCLUSION:

A population is identified with trunk phenotype in PC3 cell line that overexpressed and
co-expressed YY1 and MDR1, tests of inhibition of YY1 in this population suggests
the involvement of this transcription factor in the mechanisms of chemoresistance in

cells with trunk phenotype
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ABREVIATURAS

ABC: ATP binding cassette

CaP: cancer de prostata

CSC: Cancer Stem Cell

CTC: Células troncales del cancer

DAB: Diamino Bencidina

gp-170: glicoproteina 170 KDa

HRP: Peroxidasa de Rabano

MDR1: Multidrug Resistance Protein 1

MGMT: Enzima O6-metilguanina-ADN metiltransferasa

MTT: (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide)

SCID: severe combined immunodeficiency

SOX-2: Sex determining region Y)-box 2

YY1: Yin Yang 1
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INTRODUCCION

Fisiologia de la préstata humana.

La prostata es un organo del sistema reproductor masculino, se encuentra justo por
debajo de la vejiga, rodeando a la uretra. Es una glandula mixta compuesta por una
porcidén glandular, que normalmente ocupa dos terceras partes del tejido contenido
dentro de la capsula prostatica, y el tercio restante es fibromuscular. La prostata
human normal es considerada un complejo glandular tubuloalveolar dividido en dos
compartimentos: estromal y epitelial (figura 1). En los machos adultos, la glandula
de la prostata contribuye a la produccion de proteinas secretadas que estan

presentes en el fluido seminal (1).

De manera especifica dentro del epitelio de la glandula prostatica (figura 2), existen
diferentes tipos celulares: células secretoras luminales, células basales, células
intermedias y neuroendocrinas (2). Las células epiteliales luminales son las mas
numerosas, se encuentran diferenciadas y secretan antigeno prostatico especifico
(teniendo como funcién la disolucion del coagulo seminal) y fosfatasa acida.
También, estas células expresan elevadas cantidades del receptor de andrégenos
(AR). Mientras que, las células epiteliales basales, estdn poco diferenciadas, no
tienen actividad secretora, se encuentran distribuidas en la membrana basal, no

expresan AR, su nimero es menor y expresan CD133, CD44, CK5, CD117.
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Figura 1. Esquema representativo de la prostata humana. Se encuentra ubicada delante del
recto, debajo y a la salida de la vejiga urinaria. Tiene aproximadamente el tamafio de una nuez y

estd formada por dos Iébulos con los que rodea la uretra

Morfologicamente estas células se caracterizan por que son de un tamafio pequefio,

con formas aplanadas o cuboides, con cromatina condensada y pequefio citoplasma.

Por ultimo, las células neuroendocrinas se encuentran entre las células secretoras de
los ductos y acinos del tejido normal, pertenecen al grupo de células APUD (amine
precursor uptake and decarboxilation) y su funcién en la préstata es regular la
actividad secretora y el crecimiento celular mediante la secrecién de aminas (3). En
estadios fisiol6gicos, esta variedad celular tiene un papel fundamental en el
crecimiento, mantenimiento y proliferacion celular a través de mecanismos
paracrinos, y su importancia se incrementa en procesos patolégicos especificos,

como el cancer, por lo que merecen consideraciones especiales para su estudio.
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Figura 2.- Representacion esquematica de la arquitectura celular del epitelio de la préstata humana.
Consiste en una capa interna de células luminales secretoras. Las células basales forman una capa
continua de células alrededor de las células luminales que estan en contacto con la membrana basal.
Células intermedias muestran basales y luminales marcadores, mientras que las células
neuroendocrinas no comunes se encuentran dispersos por todo el epitelio. Los marcadores utilizados

para distinguir cada tipo de células se indican entre paréntesis.

Epidemiologia del cancer de prostata en México.

En general el cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. En
México el panorama es muy parecido, se calcula que aproximadamente el 77% de
las muertes son a causa de enfermedades no trasmisibles, las cuales se deben en su

mayoria a causas por enfermedades cardiovasculares (24%), diabetes (14%),



cancer (12%), y enfermedades respiratorias (6%) de acuerdo con datos reportados
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Con respecto a las muertes por
cancer, durante el 2012 se estimaron 8.2 millones de muertes, de las cuales el 57%

se presentaron en hombres y el 43% en mujeres en todo el mundo (4).

Dentro de las principales tipos de cancer en orden decreciente son: mama, prostata,
pulmén, colon y recto, y cérvico uterino con una gran diferencia entre los paises
desarrollados y en desarrollo (5). Es importante mencionar que la incidencia de estos
tipos de cancer van incrementando, lo que representa un gran problema de salud

mundial.

El cancer de préstata (CaP) es una de las principales enfermedades que afecta a la
poblacion masculina, no solo a nivel mundial sino de manera importante a nivel
nacional. Ademas, es substancial sefialar que dicha neoplasia representa la segunda
causa principal de muertes relacionadas con el cancer a nivel mundial (Figura 3). La
mayoria de los CaP se clasifican como adenocarcinomas que se caracterizan por
una ausencia de células basales y la proliferacion incontrolada de células tumorales

malignas con caracteristicas de diferenciacion luminal.

A pesar de que no existen datos actuales que nos muestren el estado de esta
patologia en nuestro pais, datos publicados por Martinez-Sanchez y cols del
Hospital de Oncologia del Centro Médico Siglo XXI, que muestran los principales
tipos de cancer hasta el 2013 en mujeres fueron: mama y cervico uterino; en

hombres: prostata, colon y recto.
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Figura 3.- Incidencia estimada, mortalidad y prevalencia en el mundo en el 2012. Tasa por
100000. GLOBOCAN 2012

La mayor frecuencia de cancer se observé en mujeres (59.9%) comparada con los
hombres (40.1%). La edad en la cual tanto los hombres y las mujeres pueden
desarrollar esta enfermedad difiere entre uno y otro, ya que el cancer en la mujer es
mas frecuente entre los 50 a 60 afios, mientras que en el hombre es entre los 65y 74

afos (6).

Por otra parte, datos del instituto Nacional de cancerologia (INCan) reportan que el
cancer de prostata es la neoplasia que se presenta con mayor frecuencia en los
varones mayores de 50 afos, en donde el grupo de edad mas afectado son los

hombres mayores de 65 afos, de los cuales el 70% de los pacientes fallece por esta




causa, siendo una de las complicaciones frecuentes las metastasis 0seas (7). Estos
datos coinciden con el incremento del desarrollo de nuestro pais, ya que el aumento
en la esperanza de vida ha traido consigo el envejecimiento de la poblacién y con
ello un incremento de enfermedades cronico-degenerativas; entre ellas los tumores

malignos.

En las primeras etapas de la enfermedad, el cancer se limita a la préstata y no suele
ser mortal; las acciones de deteccion oportuna son una herramienta valiosa que
permite incorporar al paciente al tratamiento radical a tiempo, e impide la progresion

de la enfermedad.

Tratamientos para el cancer de préstata.
Existen diferentes tratamientos para los pacientes con CaP, el Instituto Nacional del
Cancer de los Institutos Nacionales de la Salud en EE. UU. Indica que existen 7

tratamientos estandar para tratar esta enfermedad:

1. Espera cautelosa o vigilancia activa: debido a que el CaP progresa
lentamente, algunos de los hombres no necesariamente tiene que ser
sometidos a un tratamiento, sin embargo son tratados bajo un método
llamado en observacion o vigilancia activa. La primera trata de un
seguimiento menos invasivo 0 intenso y se basa en cambios o
sintomas en el paciente. En cuento a la vigilancia activa se lleva acabo
haciendo pruebas de PSA, examenes digitales del recto o bien
realizando ultrasonidos, todo esto para obtener informacion si el cancer

esta creciendo.



2. Cirugia: en este caso se puede llevar a cabo una prostatectomia que
consiste basicamente en la extirpacion de toda la glandula prostéatica y

algunos tejidos alrededor de esta con la finalidad de eliminar el cancer.

3. Radioterapia: consiste en el empleo de rayos de alta energia o
particulas para destruir las células cancerosas. A grandes rasgos
existen dos tipos de radioterapia empleados para tratar el cancer de
préstata: la radioterapia con haces externos y la braquiterapia o bien

llamada radiacion interna.

4. Terapia con hormonas: este tipo de terapia es también conocida como
supresion de androgenos, la cual consiste en reducir los niveles de
hormonas masculinas, basicamente reduciendo los niveles de
andrégenos, en los cuales se incluye la testosterona, evitando que
estos andrégenos tengan un efecto sobre las células cancerosas. Es
importante mencionar que este tipo de terapia se emplea en aquellos
hombres que no pueden ser tratados con radioterapia o bien que no

pueden ser sometidos a cirugia.

5. Quimioterapia: este tipo de tratamiento se basa en el empleo del uso de
medicamentos, lo cuales pueden ser inyectados via intravenosa o bien
administrarse en forma de pastilla via oral, con la finalidad de eliminar a
las células cancerosos. Se emplea este tipo de estrategia cuando el
cancer de proéstata se ha propagado fuera de la glandula prostatica y la

terapia hormonal ya no es eficaz.



6. Terapia biologica: esta tipo de terapia consiste en el empleo de
vacunas para este tipo de cancer. Un ejemplo es Sipuleucel-T
(Provenge®) que se usa para tratar el cancer de prostata avanzado.
Esta vacuna se produce de manera especial a partir de las propias

células sanguineas de cada paciente.

7. Terapia con bisfosfonatos: este tipo de terapia se emplea cuando el
cancer se ha propagado a los huesos causando dolor y otros
problemas, tal como huesos fracturados o altos niveles de calcio en la
sangre. Para ello, se emplea medicamentos para proteger a los huesos

gue incluye bifosfonatos o Denosumab (Xgeva®)

En general esta gama de tratamientos se ofrece a los pacientes dependiendo del
estadio de la enfermedad. Sin embargo, no todos los pacientes tienen éxito con la
terapia empleada, en particular aquellos pacientes que se encuentran en el estadio
IV. Por lo que continla siendo de gran interés el estudio de los mecanismos

implicados en la quimiorresistencia.

ANTECEDENTES

Resistencia a farmacos
El empleo de quimioterapéuticos se lleva acabo cuando el CaP se ha propagado
fuera de la glandula prostética y la terapia hormonal ya no es eficaz. Solamente se

utiliza en casos especificos, no es un tratamiento convencional para el cancer de



préstata en etapas tempranas. Por lo general, los medicamentos de quimioterapia se
usan uno a la vez. Algunos de los medicamentos quimioterapéuticos que se utilizan
para tratar el CaP incluye: Docetaxel (Taxotere®), Cabazitaxel (Jevtana®),
Mitoxantrona (Novantrone®), Estramustina (Emcyt®), Doxorrubicina (Adriamycin®),
Etoposido (VP-16), Vinblastina (Velban®), Paclitaxel (Taxol®) y Carboplatino

(Paraplatin®).

La quimioterapia es el tratamiento principal para hacer frente al CaP metastasico.
Desafortunadamente, el CaP es resistente a una amplia gama de agentes
antineoplasicos, un fendmeno conocido como resistencia a mdultiples farmacos
(MDR) que desempefia un papel importante en el fenotipo resistente observado en
esta neoplasia (8). La quimiorresistencia es una gran limitante para el éxito del
tratamiento de muchos tipos de cancer, en donde hasta ahora, el mecanismo vy el

marcador predictivo para la quimiorresistencia son poco conocidos.

Es importante mencionar que los pacientes con CaP localizado tienen una excelente
supervivencia a largo plazo y con alta tasa de cura con tratamientos estandar, tales
como la reseccion quirargica y la radioterapia. Sin embargo, los pacientes con
avanzada enfermedad metastasica a menudo estan asociados con un mal
prondstico, y hasta 30% de los pacientes tratados sufre recaida y sobre expresa
antigeno prostatico especifico (PSA) dentro de los 18 meses después de la reseccion
quirdrgica (9), aunque algunos de los pacientes en la etapa temprana inicialmente
responder a la terapia hormonal, la mayoria de los paciente invariablemente

desarrollan carcinoma de proOstata resistente a la castracion (CRPC) y, finalmente,




mueren a causa de enfermedad secundaria (metastasis). Por lo tanto, la continuidad
del mismo tratamiento tiene pocas probabilidades de éxito y en estos casos las
opciones terapéuticas son pocas y se puede anticipar que los resultados seran poco

favorables.

Son diversos los mecanismos implicados en la resistencia a farmacos, en los que se
incluyen factores farmacologicos: baja dosis del agente quimioterapéutico, el ritmo
inapropiado de la infusién, ruta inadecuada de la administracion, y velocidad del
metabolismo del farmaco. También se encuentra factores celulares: variaciones en
secuencia de genes que codifican para enzimas que metabolizan farmacos,
alteracion en la via de apoptosis, alteracion en la sefalizacion celular, alteracion de
vias de sobre vivencia celular, y sobre expresion de proteinas expulsoras de

farmacos en las cueles se incluye la sobre expresion de la proteina MDR1.

Proteina MDR1

Entre los mecanismos que participan en la resistencia a la quimioterapia, se
encuentran la reduccion de la acumulacion de los farmacos en la célula, mediado por
la participacién de proteinas como la glicoproteina P, también conocida como gp-170
o MDR1, un transportador ABC (ATP binding cassette) que utilizan energia de la
hidrolisis del ATP para disminuir los niveles citoplasmaticos de sus sustratos. Es una
proteina fosforilada y glicosilada de 170 kDa de 1280 aminoacidos, es codificada por
el gen mdrl (10) . Presenta dos zonas de union al ATP ubicadas en su dominio
citoplasmico, un sitio de glicosilacion entre el primero y el segundo dominio

transmembranal y varios sitios de fosforilacion (11).



MDR1 o bien gp-170 se expresa como una sola cadena polipeptidica que contiene
dos porciones homologas de longitud similar, por esto se podria decir que MDR1 es
un dimero que se localiza en la membrana celular principalmente. Esta proteina

consta de 12 regiones transmembranales, de 6 asas extra celulares y dos regiones

Eliminacion ™ x\\yL
de drogas A :\\ Membrana

P 71N plasmatica

s ]

5 - H-:f S _
Do_mlnlo de . Taxol
union a ATP

. @ M Etoposide
Vinblastina g ‘

Doxorrubicina

Figura 4.- Representacion esquematica de gp-170 (MDR1). Proteina implicada en la
quimiorrisistencia, consta de 12 regiones transmembranales, dos regiones de uniéon a ATP
citoplasmdticas y una region glicosilada entre el segundo y primer dominio transmembranal.
Mediante la hidrdlisis de ATP, gp-170 elimina del interior de la celular una serie de sustratos que
van desde alcaloides de la vinca, antraciclinas mitoxantronas, taxanos, entre algunos otros mas.

citoplasmaticos de union a ATP (figura 4). Las regiones de uniébn a ATP se
encuentran cerca de la region N-terminal, mientras que la segunda region de union
adenenin trifosfato se localiza en la regién C-terminal, ambos dominios localizados

en la region citoplasmatica. Ejemplos de sustratos de esta proteina que induce

disminucion de los niveles de intracelulares son antraciclinas, mitoxantronas,



taxanos, epipodofilotoxina, vincristina, desorribicina, entre otros farmacos (13)
representando una de los principales causa de falla al tratamiento

quimioterapéutico.

Mecanismo de accion de MDR1

MDR1 actia como una bomba expulsora aunque no es aun un mecanismo conocido
totalmente. Se especula que las drogas pasan a través de un poro hidrofébico
formado por un dominio transmembranal, donde la expulsién de sustancias requiere
de un cambio conformacional de la proteina dependiente de ATP. Se ha sugerido
que el estado de fosforilacion de MDR1 puede regular este proceso y modular la
resistencia a citotoxicos. Ademas se han reportado varios tipos de tumores donde
MDR1 se encuentra sobre-expresado y muestran resistencia a farmacos (14).
Sumado a estos reportes, existen una variedad de evidencias en donde claramente
se asocia la sobre expresion de esta proteina transportadora de citotoxicos con la
progresion del CaP, en un ejemplo claro se demostrdé que la hipermetilacion CpG del
gen MDR1 contribuye a la patogénesis y progresion en este tipo de cancer (15).
Ademas, en otro estudio se demostr6 que la expresion de MDR1 por
inmunocitoquimica en 96 pacientes con CaP y 20 pacientes con hipertrofia prostatica
benigna, se correlaciono con el grado del tumor, estadio, y los niveles de antigeno
prostatico especifico, lo que indica la posible importancia de esta proteina en la
recurrencia del cancer de prostata (16). Debido a que ha tomado una gran

importancia en los mecanismos de quimiorresistencia, diversos grupos han tratado




de evidenciar que procesos celulares estan regulando la actividad y expresion de

esta proteina.

De manera especifica, se ha reportado que la expresion de gen mdrl puede ser
regulada por diferentes factores de transcripcion como: Nrf2, E2F, HIF-1a y
recientemente nuestro grupo de trabajo ha reportado que el factor de transcripcion

YY1 regula de manera positiva su transcripcion (17-19).

El factor de transcripciéon YY1

Yin Yang 1 (YY1) es un factor de transcripcion que consta de cinco exones altamente
conservados que codifica una proteina de 414 amino&cidos con una masa molecular
de 44 kDa. En el ser humano, el gen de YY1 produce ocho transcritos diferentes (a-
h) generados por “splicing” alternativo, que codifican ocho isoformas diferentes. Es
un factor de transcripcion ubicuo y multifuncional con dedos de zinc, miembro de la
familia del grupo de proteinas Polycomb, un grupo de receptores con una caja
homedtica, implicados en multiples procesos celulares y que juegan un papel en la
hematopoyesis y en el control del ciclo celular (20). Este factor de transcripcion se
calcula puede regular la transcripcion del 8% de los genes de mamiferos, en
consecuencia, juega un papel fundamental, tanto en procesos biolégicos normales
como lo es la embriogénesis, diferenciacion, replicacion, proliferacion celular,
diferenciacion de células B, asi como en los mecanismos de carcinogénesis y
progresion tumoral (21). Los mecanismo de represion de la transcripcion que

desarrolla pueden ser: uniéndose competitivamente a sitios de activadores de



transcripcion, desplazando al activador; interfiere con la funcion del activador que
permanece unido a su promotor: Como activador de la transcripcion puede funcionar
mediante interacciones fisicas proteina/proteina y la unién directa a regiones

promotoras (22).

Se ha demostrado que YY1, ademas de participar en procesos biolégicos normales,
puede actuar como disparador de carcinogénesis como resultando del aumento en
Su expresion o activacion en varias neoplasias: linfomas (23), melanoma (24),
tiroides (25) entre otras. Claramente se ha involucrado la relacion entre YY1, la

resistencia y el crecimiento del tumor en CaP (26), asi como en su patogénesis (27).

Es claro el papel que desempefia el factor de trascripcion YY1 en diferentes tipos de
cancer incluyendo el CaP, ademas como ya se mencion6 anteriormente se ha
demostrado de manera importante un nuevo papel de YY1l al regular
transcripcionalmente de forma positiva el gen mdrl, con lo que se demuestra su

participacion en procesos de quimiorresistencia mediados por MDR1.

En los ultimos afios se ha implicado una poblacion celular dentro de los tumores
como posible responsable de los procesos de quimiorresistencia, progresion tumoral
e invasividad (28). Dicha poblacion en llamada células madre del cancer (CSC) o

bien células troncales del cancer (CTC)

Células Troncales del cancer
Trabajos recientes han identificado una poblacion Unica de células cancerosas con

propiedades troncales en un nimero creciente de tumores malignos. Su biologia ha



inspirado la hipotesis de las células troncales cancerosas (CTC), que predice una
estructura tumoral de alta complejidad y heterogeneidad, en la cual el crecimiento
tumoral es sostenido por células altamente proliferativas provenientes de una
poblacién conspicua de células indiferenciadas, de baja actividad metabdlica y
mayormente quiescentes. Se ha sugerido que las CTC son responsables del origen y
la reconstitucion intermitente del tumor en algunos tipos de cancer, incluyendo
prostata, leucemia mieloblastica aguda, cancer de mama, cancer de cerebro,

pulmén, ovario e higado (29).

El descubrimiento de las CTC en tumores soélidos ha cambiado el panorama de la
carcinogénesis y la quimioterapia. Por tanto, su precisa identificacion y el estudio de
su biologia constituyen hoy en dia una prioridad del mundo biomédico, enfocada en

su exploracién como un blanco celular de intervencién terapéutica.

Caracteristicas de las CTC

La definicion fue ampliamente aceptada debido a que una Unica célula posee la
capacidad de auto-renovacion y de generar los linajes heterogéneos de células
cancerosas que conforman el tumor (figura 5) (30). Esta pequefia subpoblacion
(<1%) de las células de cancer en general, tienen la capacidad de proliferar
extensamente y formar un nuevo tumor, que son el componente fundamental que
conduce a la recurrencia del tumor, la resistencia a la terapia, y metastasis. Las CTC
pueden someterse a una simétrica division celular en dos hijas idénticas CTC o0 en

division celular asimétrica en una hija CTC y una célula progenitora diferenciada, lo
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Figura 5.- Esquema representativo de la hipétesis de las CTC. Se postula que el crecimiento

tumoral es impulsado por una subpoblacién de células cancerosas proliferan y se auto-renuevan.
CTC también son multipotentes y puede dar lugar a la diversidad de un conjunto de células que
forman un tumor determinado. Inherente dentro de esta hipodtesis es la suposicién de que los
tratamientos actuales para el cancer pueden disminuir considerablemente la carga tumoral,
pero tienen un efecto disminuido en CTC, que mas tarde conducen a la recurrencia del tumor y

el nuevo crecimiento.

gue resulta en el crecimiento y expansiéon del tumor por el incremento del nimero de
células madre. Las CTC no son sindnimo de las células madre normales, las CTC
difieren significativamente de las células madre normales de su actividad
tumorigénica. Pueden formar tumores cuando se trasplantan en animales SCID,

mientras que las células madre normales no pueden (31).



Las CTC, pueden distinguirse por cuatro caracteristicas principales (32): 1.- Auto-
renovacion: la subpoblacion CTC puede ser trasplantado en una serie secuencial de
multiples generaciones, lo que indica la capacidad de auto-renovacion. 2.-
Diferenciacion: las CTC pluripotentes no sélo pueden formar CTC hijas tumorigénicas
por la division celular simétrica, sino también pueden generar poblaciones en masa
de células no tumorigénicas por la division celular asimétrica. 3.- Tumorogenicidad:
una pequefa subpoblacién de células troncales cancerosas tienen un potencial
tumorigénico cuando se trasplantan en animales. 4.- Marcadores de superficie
especifica: la subpoblacion de células madre cancerosa se puede separar de las
células no troncales por marcadores especificos, por ejemplo para el CaP se han

identificado marcadores de superficie celular como CD44" y CD133".

Aislamiento e identificacion de CTC

El aislamiento e identificacion de las CTC en los tejidos tumorales solidos y en lineas
celulares se lleva a cabo por diferentes métodos ayudando como una herramienta de
gran importancia para la investigacion de la iniciacién, el desarrollo, diagnéstico y
terapéutica de los tumores. Se puede utilizar las propiedades de células troncales,
como la expresion de marcadores de superficie especificos, capacidad de formacion
de esfera en medio no adherente, capacidad de exclusién del colorante Hoechst
33342, expresion de marcadores especificos de  superficie celular, vias de
sefalizacion intracelular, asi como la actividad de la enzima aldehido

dehydrogenasel (ALDH1), son blancos para aislar a CTC (33, 34).



CTCy su resistencia a la quimioterapia

Una explicacion del por qué la quimioterapia falla para curar el cancer, se puede
responder en parte con la hipotesis en la cual las CTC podrian ser las responsables
de la resistencia a antineoplasicos. Esta hipotesis se explica en parte por las
diferentes caracteristicas que poseen. Una de las principales, es la presencia de
altos niveles de expresion de proteinas ABC (ATP binding cassette), la resistencia
contra la apoptosis, capacidad de reparaciéon del ADN, y una lenta tasa de auto-

renovacion (32).

Estudios en células cancerosas han puesto en manifiesto que las CTC comunmente
expresan altos niveles de bombas expulsoras de farmacos, en donde, estas bombas
expulsoras son responsables de proteger a las CTC de los dafios causado por las
quimioterapia. Dicha proteccion se da a través del mecanismos de bombeo
conduciendo a la disminucion de la acumulacion del farmaco en las células
tumorales, alterado la distribucion intracelular, el aumento de desintoxicacion, y
desacoplado la via de apoptosis (35). Por lo tanto, como resultado de estas
propiedades biologicas, las CTC se vuelven resistentes a los agentes
quimioterapéuticos y por ende sobreviven a la accion de los farmacos. Ademas de
poseer una mayor capacidad de expulsion de agentes citotoxicos, las CTC se
identifican por su caracteristica de lento ciclos celulares y propiedades de reposo

(31).



Por otro lado las CTC producen una poblacién de células tumorales que reparan su
DNA, lo que conduce a que aun cuando queden cantidades minimas de farmaco en
el interior celular, este no tiene efecto alguno y podria explicarse debido a que las
células CD133+ expresan 30 veces mas los niveles de enzima de reparacion del
ADN O6-metilguanina- DNA metiltransferasa (MGMT) (36). Estudios especificos en
pacientes con altos niveles de expresion de MGMT, muestran reduccion significativa
de supervivencia en comparacioén con los pacientes con baja expresion de MGMT
(37). En adicién a estos mecanismos de resistencia a farmacos en las CTC, uno mas
de los mecanismos de resistencia a drogas es la presencia de ALDH la cual es una
enzimas dependientes de NADP + tetramérica que oxida aldehidos a acidos
carboxilicos y permite a las células resistir el estrés oxidativo (38). La alta expresion
de ALDH esta bien demostrado estar implicada en la resistencia a drogas

convencionales citotoxicas como ciclofosfamida, doxorrubicina, cisplatino (39).

La posibilidad de que las CTC no se eliminen debido a sus propiedades intrinsecas o
adquiridas, como quiescencia, habilidad para reparar DNA dafiado, sobreexpresion
de proteinas antiapoptéticas y de multirresistencia a drogas (MDR), pueden proteger
a dichas células troncales tumorales de las terapias anti-neoplasicas (40),
representando un gran problema a la terapia. Por tal motivo el estudio de los
mecanismos implicados en la resistencia a la quimioterapia en las CTC en CaP son
de suma importancia en la busqueda de nuevos y/o mejores tratamientos contra el

cancer.




JUSTIFICACION

El CaP es un tipo de cancer que afecta al sexo masculino, siendo la segunda causa
de muerte en el mundo. A pesar del éxito en los esquemas de tratamiento, alrededor
del 30% de los pacientes desarrolla quimiorresistencia a los agentes antineoplasicos
y las opciones terapéuticas se tornan limitadas. Por esta razon es de gran
importancia continuar con investigaciones que nos permitan conocer mas acerca de

los mecanismos de resistencia a la quimioterapia en esta enfermedad.

Recientemente se evidencié que el factor de transcripcion YY1 regula de manera
positiva la expresion de la proteina de multiresistencia a drogas MDR1 y que la
expresion elevada de YY1 se correlaciona con la agresividad e invasividad en el
cancer de prostata. Ademés, se ha demostrado la presencia de células madre
tumorales en diferentes tipos de tumores malignos que sobre expresan MDRI1,
siendo una de sus caracteristicas principales. Por lo que resulta interesante evaluar

el papel de YY1 en la regulacién de la expresion de MDR1 en este tipo de células.

No existen estudios en donde se evalle YY1/MDR1 en modelos de cancer de
prostata y su participacién en los mecanismos de quimioresistencia en CTC. Por lo
que su analisis nos ayudaria a comprender mejor el papel de esta via en los
mecanismos de resistencia a drogas y entender el comportamiento de esta y otro tipo
de neoplasias, asi como avanzar en los conocimientos disponibles para en el futuro

desarrollo de nuevos y/o mejor factores prondsticos y blancos terapéuticos.



HIPOTESIS

Si YY1 regula de manera positiva la expresion del gen mdrl, su inhibicion provoca la
disminucién de la expresion de la proteina MDR1 en CTC de CaP y, al mismo tiempo
disminuye su resistencia a la actividad de farmacos antineoplasicos, entonces el

factor YY1 estara implicado en la resistencia a la quimioterapia.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el papel de las CTC en la quimiorresistencia, mediada por YY1-MDR1 en

el cancer de prostata.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Identificar y aislar células de fenotipo troncal de una linea celular de cancer

de prostata PC3.

2. Evaluar la correlaciéon de la expresiéon de MDR1 y YY1 en CTC derivadas
de PC3.
3. Evaluar el efecto de la inhibicién de YY1 en la quimiorresistencia en CTC

derivadas de PC3.
4. Evaluar la correlacion entre YY1 y MDR1 en pacientes con cancer de

préstata mediante un analisis bioinformatico.




MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular

La linea celular PC3 derivada de un paciente con CaP se obtuvo de la American
Type Culture Collection (ATCC). Se cultivd a 37°C en atmosfera de 5% CO; en
medio RPMI-1640 (Gibco / Invitrogen, Carlsbad, CA) suplementado con 3% de suero
bovino fetal (Gibco®, ThermoFisher scientific), 2 mM L-glutamina, y 1% de penicilina-
estreptomicina. Las células se pasaron cada 3 a 5 dias al llegar a 80% se empled
Tripsina-EDTA 0.05% (Gibco ThermoFisher Scientific) para despegar a las células de

confluencia.

Se utilizé donador de 6xido nitrico DETANONOate para inhibir a YY1 y fue obtenido
de Enzo, Life Sciences. Ademas de que fueron tratadas con Cisplatino (Sigma, Life

Science) y etoposide (Sigma-Aldrich).

Identificacién de células troncales en cancer de prostata.

Para la identificacion de las CTC se cultivd de la linea celular PC3 como ya se
menciond anteriormente. Las células fueron cosechadas y bloqueadas con PBS al
50% SBF por 15 min, posteriormente fueron lavadas con PBS al 3% SBF y
centrifugadas a 1500 rpm por 5 min. Enseguida se sometieron a tincion multicolor
con CD44-FITC (BD Pharmingen ™), CD133-APC (Miltenlyi Biotec) y CD24-PE (BD
Pharmingen ™). La fraccién de células troncales fue identificada como CD44",
CD133" y CD24 "% mediante cartometria de flujo multiparamétrica utilizando un

citbmetro CyAn™ ADP Analyzer, Beckman Coulter.




Purificacion de CTC mediante FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting)

Para aislar y obtener la poblacion de CTC de células PC3, las células fueron
cosechadas y tefiidas como en el paso anterior. Posteriormente fueron cosechadas
utilizando EDTA 3mM, bloqueadas con PBS al 50% SBF por 15min y fueron lavadas
con PBS al 3% SBF a 1500 rpm por 5min. Enseguida se sometieron a tincion
multicolor con CD44-FITC, CD133-APC y CD24-PE por media hora a temperatura
ambiente y en obscuridad. Después, las células se lavaron con PBS 3% SBF, y
fueron resuspendidas vy filtradas. La clasificacion las células de interés se llevd a
cabo utilizando BD FACS Aria™ Ilu, definiendo una subpoblacién CD133"¢"/CD44""

gue se tomo6 como CTC.

Elaboracion de laminillas

Se elaboraron laminillas para inmunocitoquimica y doble inmunocitoquimica de
células PC3, PC3 sorteadas con fenotipo troncal (PCTC) y células PC3 sorteadas
gue no tenian fenotipo troncal (NO PCTC). El nimero de células para cada poblacién
fueron determinadas utilizando un contador de células (Automated Cell Counter-
BioRad). Se colocaron de 5000 células por spot en la minillas de vidrio esmeriladas.
La preparacion se dejé secar a temperatura ambiente, una vez seca las laminillas
fueron sumergidas en paraformaldehido al 4% por 20 minutos a 4°C. Por ultimo,

fueron lavadas dos veces con PBS y almacenadas hasta su uso.

Inmunocitoquimica
Se empled la técnica de inmunocitoquimica para evaluar la expresion de las

proteinas YY1, MDR1 y SOX-2 utilizando anticuerpos especificos. Brevemente, las




laminillas se colocaron en una solucion reguladora de citrato de sodio 0.01M y se
incubaron en bafio maria durante 15 min a 90°C, posteriormente se bloquearan los
receptores Fc con suero normal de cerdo durante 1h y se agregaron los anticuerpos
de interés, anti-MDR1 (Abcam®, discover more), anti-YY1 (Novus Biologicals) y anti-
Sox-2 (Abcam®, discover more). Las preparaciones se incubaron toda la noche a 4
°C en camara humeda con el anticuerpo primario. Se utilizaron controles de isotipo
segun correspondia, como anticuerpo secundario se utilizo el Kit universal biotinilado
(Dako) y estreptavidina conjugada con peroxidasa de rabano (HPR) (Dako). El color
generado mediante la adicion del sustrato diamino bencidina (DAB) durante 1 a 2
minutos fue detenida con agua de la llave, enseguida se realizo la contra tincién con
hematoxilina. Finalmente, las células fueron deshidratadas bajo el siguiente
esquema: agua destilada, etanol al 70%, etanol al 90%, etanol al 100% y xileno en

bafios de 5 minutos cada uno. Se cubrieron con resina y un cubre objetos.

Doble inmunocitoquimica

Brevemente, las células fueron colocadas en una solucion reguladora de citrato de
sodio 0.01M e incubadas en bafio maria durante 15min a 90°C, posteriormente se
bloguearon los receptores Fc con leche en polvo durante lhora. Enseguida, se
colocé el anticuerpo primario anti-MDR1 (Abcam®, discover more) a una dilucién
1:2500, dejandose incubar toda la noche en camara humeda. Al dia siguiente, se
realizaron 5 lavados con TBS cada uno de 8 min, se coloco el anticuerpo secundario

(Dako) y se incubo por media hora, después se realizaron 3 lavados con TBS por 5




min y se coloco la streptavidina (Dako). A continuacion se procedié al revelado,
utilizando (ultraView Universal Alkaline Phosphatase Red Detection Kit, Ventana
Medical Systems, Inc.) de acuerdo al fabricante, 4 minutos de Enhancer, 8 minutos
de una mezcla entre Fast Red A y Naftol enseguida 8 minutos de Fast Red B. Al
terminar el revelado se enjugaron las laminillas con agua de la llave para detener la
reaccion y en seguida las células fueron bloqueadas con SBF al 2% por una hora, al
terminar el bloqueo se adiciono anti-YY1 (Abnova) 1:1500 dejandose incubar por
toda la noche en cdmara himeda. Al dia siguiente se coloco el anticuerpo secundario
Link Universal (Dako) dejandose incubar por media hora, posteriormente se
realizaron tres lavados con PBS y se adiciono streptavidina (Dako). Finalmente se
revelo utilizando el Kit (Liquid DAB + substate Cromogen System, Dako) 1:30
minutos deteniendo la reaccion con agua de la llave y contra tiilendo con verde de

malaquita.

Ensayo de viabilidad celular

Las CTC, y negativas a los marcadores de troncalidad, asi como las células PC3
fueron depositadas en una placa de 96 pozos a una densidad celular de
aproximadamente 1300/pozo incubandolas durante toda la noche. Al dia siguiente, el
medio se retird6 y medio fresco suplementado con DETANONOate (Enzo, Life
Sciences) a 250uM fue afiadido por 18 horas. Nuevamente se retir6 el medio y se
adiciono medio fresco con CDDP (Sigma, Life Science) a una concentracion de 3uM
durante 24 horas. Las células control recibieron medio fresco sin tratamientos, dos

pozos fueron preparados para cada grupo. Después de 24 horas de incubacion a 37




° C en 5% de CO2, la viabilidad celular se determiné mediante el kit de ensayo de
viabilidad celular MTT de Roche acorde con las instrucciones del fabricante. A
continuacion, la absorbancia se midi6 un multilector de placas con EnSpire
Multimode plate Reader, PerKinElmer, version 4.13.3005.1482. El valor de IC50,
definida como la concentracion de farmaco requerida para reducir la supervivencia
celular a 50%, fue determinada por la absorbancia relativa de MTT, utilizando la

siguiente formula: % de viabilidad = (OD (tratamiento) / OD (control)) x 100.

Analisis bioinformatico

El Metaperfil comparativo de la expresion de cDNA, se realiz6 a partir de una base
de datos Premium Oncomine (Oncomine™ Compendia Bioscience, Ann Arbor, MI,
USA) fue utilizada para el andlisis y visualizacion del analisis bioinformatico
(www.oncomine.com). El andlisis de la expresion diferencial de YY1 y MDR1 en base
de datos existentes de microarreglos de cancer de préstata fue analizando un valor

umbral para la clasificacion de genes al 10%.

Procesamiento de los datos

Se elabor6 una base de datos y la informacién se proces6 utilizando el programa
Prisma para Windows ver. 5. Se llevd a cabo la estadistica descriptiva de los datos
generales de los grupos formados. Los datos se presentaron mediante medias

aritmeéticas y error estandar. Se utilizaron pruebas no paramétricas para establecer




si existen diferencias de la proporcion de células positivas. p< o igual a 0.05 fue

considerado como significativo.

RESULTADOS

1.- Identificacion y aislamiento de células con fenotipo troncal

1.1.- Identificacién de una poblacién con fenotipo troncal en la linea celular PC3.

Para asegurarnos que en la linea celular PC3 existe una poblacién con fenotipo
troncal, se cultivaron células PC3 y posteriormente se cosecharon y analizaron por
medio de la técnica de Citometria de flujo. La poblacion celular identificada se
encontré en muy baja frecuencia. Como ya habiamos comentado la identificacion
celular se llevé a cabo utilizando anticuerpos dirigidos contra CD44, CD133, y CD24
(figura 6). El resultado de este experimento mostré que la presencia de células con
fenotipo troncal varia de 0.102 a 0.216 % del total de la poblacién celular viable, que
es positivas para los marcadores que ya se han reportados en la literatura para su
aislamiento e identificacion (41, 42) .Las células con este fenotipo estan contenidas
en un compartimiento celular CD44*, CD133" y CD24"°". En la figura 6 puede
observar los resultados de tres experimentos independientes de la identificacion de
células positivas a los marcadores mencionados anteriormente para la identificacién

e aislamiento de las células con fenotipo troncal en CaP.
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Figura 6.- Identificacion de células con fenotipo troncal en la linea celular PC3. La linea celular PC3
de cancer de préstata fue fraccionada por citometria de flujo de acuerdo a la expresion de
marcadores de superficie celular: CD44, CD133, y CD24, en donde cada plot representa un
experimento independiente (A). Las células positivas a dichos marcadores estan contenidas en el

compartimiento de células CD44%, CD133" y CD24"". (B) representacién grafica del porcentaje de



expresion de cada experimento independiente. (C) porcentaje promedio de la expresidn celular de

CD44", CD133"y CD24"",

En la figura 6 se puede observar la identificacion de la poblacion troncal obtenida por
medio de FACS Aria II; BD Biosciences, la cual hemos identificado como células
troncales del cancer en la linea celular PC3, esta poblacion es positiva para los
marcadores CD44+, CD133+ y es negativa o low para el marcador CD24 (A). En el
panel B se representa graficamente el porcentaje de la poblacion troncal de cada uno
de los tres experimentos independientes, en donde en el primer experimento se
identificd una poblacién troncal con un porcentaje de 0.206%, mientras que en el
experimento 2 y 3 fue de 0.216% y 0.102%, respectivamente. Por ultimo, en el panel
C se representa graficamente el promedio del porcentaje de células con fenotipo

troncal de los tres experimentos independientes, siendo el promedio de 0.175%.

2.-Las CTC de CaP sobreexpresan YY1, MDR1y SOX-2

2.1.- Expresion de YY1

Por otro lado, se evalu6 la expresion del factor de trascripcion YY1 en CTC que han
sido aisladas mediante FACS. Brevemente, se tomaron tres poblaciones: células
PC3 totales (PC3), células con fenotipo troncal (PCTC) y células negativas al
fenotipo troncal (NO PCTC). Como se puede observar en las microfotografias de la
figura 7A, se muestra claramente la expresion de YY1 en el ndcleo en células que
son PCTC con mayor intensidad que en las otras dos poblaciones celulares,

p<0.0017 (prueba de comparacion mdultiple de Tukey). La expresion de YY1 se




observa en color café, mientras que en su correspondiente control de isotipo (Cl) no
hay expresion del factor de transcripcion YY1, por lo tanto indica que se trata de una

tincion especifica y sugiere que YY1 se encuentra activo en células PCTC. El color

violeta evidencia los ntcleos de las células.

En la figura 7B se muestra graficamente la diferencia entre la expresion total de YY1
en las tres poblaciones celulares, de manera interesante se observa una clara

expresion nuclear en PCTC en comparacion con las otras dos poblaciones celulares,

(figura 7C).
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Figura 7.- Expresion de YY1 en células con fenotipo troncal de la linea celular PC3. Las micrografias

muestran la expresion del factor de transcripcién YY1 en células PC3 totales, células con fenotipo



troncal (PCTC) y células negativas para este fenotipo (NO PCTC) que fueron clasificadas por medio de
FACS (A). Se observa la expresion de YY1 nuclear mayormente en células PCTC en color café, mientras
el control de isotipo (Cl) demuestra que se trata de una tincidn especifica. (B) expresidon grafica total
de YY1 en las tres poblaciones celulares, (C) representacién grafica de dos experimentos

independientes de la expresidn nuclear de YY1 en las tres poblaciones celulares.

Ademas, se puede observar una mayor expresiéon de YY1 significativamente en
células PCTC, las cuales expresan mayor YY1 nuclear si se comparan con las
células PC3 totales las culeas s6lo expresan un 29 % de YY1, mientras que las
células NO PCTC expresan menos del 22% a comparacién de las células PCTC que
expresan 84% de YY1 en el niucleo, P<0.0017 (Prueba de comparacion multiple de
Tukey) se uso6 el programa GraphPad Prisma, version 5. Para realizar este analisis

s6lo se tomo en cuenta los nucleos positivos a YY1 para cada poblacion celular.

2.2.- Expresion de MDR1

Por otra parte, se evalud la expresion de MDRL1 en las tres poblaciones celulares que
se obtuvieron anteriormente (PC3, PCTC y No PCTC) en la figura 8, se presentan
microfotografias representativas de la expresion de esta proteina en color café, se
observa en las micrografias una mayor expresion de MDR1 en la poblacién PCTC
en comparacion con las otras dos poblaciones analizadas A). El control de isotipo
(CI), demuestra que se trata de tincién especifica. En el panel B) se puede observar
qgue la poblacion celular PCTC tiene niveles de expresiéon de MDR1 mayores a las

otras dos poblaciones de acuerdo con la intensidad éptica integrada (I0D).
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Figura 8.- Expresion de MDR1 en células con fenotipo troncal de la linea celular PC3. A) Micrografias
representativas que muestran la expresion de MDR1 en células PC3 totales, PCSC y NO PCSC que
fueron obtenidas por FACS. En estas microfotografias se observa claramente la expresion de MDR1
en color café, la cual es mas intensa en células PCSC. B) intensidad éptica integrada para cada una de

las poblaciones celulares de dos experimentos independientes.

2.3.- Expresién de SOX2

SOX2 es un factor de transcripcion que es esencial para el mantenimiento de las
células troncales, por ello en este trabajo evaluamos su expresién por medio de la

técnica de inmunocitoquimica. Esto con la finalidad de evaluar un marcador de



troncalidad que nos confirmara que las células obtenidas por medio de FACS
tuvieran un fenotipo troncal, por esta razdn evaluamos la expresion de dicha
proteina. Los resultados muestran en la figura 9A claramente que las células PCTC
expresan la proteina SOX2 preferentemente en el nucleo, a diferencia de las otras
dos poblaciones analizadas en donde la proteina se encuentra mayormente
localizada en el citoplasma. En el panel B, se muestra graficamente la intensidad
Optica integrada (IOD) en donde la expresion de SOX2 es mayor en las células

PCTC a diferencia de las otras dos poblaciones evaluadas.
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Figura 9.- Expresion de Sox2 en células con fenotipo troncal de la linea celular PC3. A) Expresién de
Sox2 en células PC3, NO PCTC y PCTC se observa en las tres subpoblaciones celulares de acuerdo a su

correspondiente microfotografia, ademas la expresion de la proteina se puede observar en el nucleo



principalmente en células PCTC. Control de isotipo (Cl) muestra que la expresidon de Sox2 es tincion
especifica. B) intensidad éptica integrada que demuestra cuantitativamente la expresidon de Sox2 en

cada una de las tres poblaciones celulares.

3.-Las CTC de CaP Co- expresan YY1y MDR1

Por otra parte, se evalud la co-expresion de YY1 y MDR1 en células PCTC. Para
esto realizamos la técnica de doble inmunocitoquimica en nuestras tres
subpoblaciones celulares. De manera interesante se puede observar en las
microfotografias de la figura 10A, una mayor co-expresiéon de YY1 (café) y MDR1
(rojo) en las células que son positivas para CD44 y CD133 (95%) en comparacion
con las otras dos poblaciones estudiadas (PC3 y NO PCTC). Ademas se puede
observar que en las células PCTC presentan una mayor intensidad de la expresion
comparada con las células NO PCTC y PC3. En la figura 10B se muestra un grafica

representativa de la cuantificacion de la células doble positivas (YY1/MDR1).




PC3 NO PCTC PCTC

® © e ) )

S ® L, 0 3

100+

80

60

40

% Células

204

w » w » w »
= = = = = =
- = - =] - =
& 173 & 173 & 1723
w o w o w o
= ; = z = 3
wi w w

— — —

o o o

o o o

[=] o o

PC3 NO PCTC PCTC

Figura 10.- Evaluacion de co-expresion de YY1-MDR1 en células con fenotipo troncal. A) Las
microfotografias muestras la co-expresiéon de YY1 y MDR1 en cada una de las subpoblaciones
celulares, en color café se aprecia la expresién de YY1 (1:1500) y en rojo la expresion de MDR1
(1:2500). B) representacion grafica del porcentaje de células que co-expresan YY1- MDR1 en células

PC3 totales, PCTCy NO PCTC.



4.- La inhibicion de YY1 induce a la reversion de la quimiorresistencia en CTC

de CaP

Por ultimo, realizamos ensayos de quimiosensibilidad utilizando ensayos de MTT en
células PC3, NO PCTC y PCTC, que fueron pre tratadas o no con DETANONOate
(DETA) que se utiliza como un inhibidor de la actividad de YY1, a una concentracion
de 250uM durante 18 horas. Posteriormente fueron tratadas con 3uM de cisplatino
(CDDP) y se utiliz6 como grupo control células no tratadas, células tratadas solo de
DETANONOate y células tratadas unicamente con cisplatino. En la Figura 11A, se
muestran los resultados de cada tratamiento en donde se puede observar que
usando la combinacion de DETANONOate mas CDDP hay una disminucion de la
viabilidad celular con un 40% en comparacion con las células que PC3 y NO PCTC
gue también fueron tratadas con las mismas condiciones, en donde las células PC3
presentan un 60%, mientras que las células NO PCTC presentan mas del 80% de

viabilidad celular.

A pesar de estos resultados, se puede ver claramente en células PCTC que por si
solo el tratamiento con CDDP o bien sdlo la inhibicién de YY1 con DETA presentan
una similar viabilidad si se compara con células que se trataron con la combinacion
de los tratamientos en donde cada tratamiento tiene una diferencia significativa
respecto al control (células no tratadas) con una p<0.0001. También es importante

mencionar que en las células NO PCTC se observa un nulo efecto de cada uno de




los tratamientos o0 su combinacion en la viabilidad celular. Esta figura representa dos

experimentos independientes.

Por otra parte, se evalud el efecto de un agente quimioterapéutico sustrato de la
bomba MDR1, para ello se realizO un ensayo de MTT en donde se utilizo
nuevamente el inhibidor de la actividad de YY1 (DETA) so6lo o en combinacién con
Etoposido en las tres diferentes poblaciones celulares estudiadas. Como se puede
observar en la figura 11B, células PC3 totales que fueron tratadas con la
combinacion DETA + Etoposido presentan una tendencia en la disminucion de la
viabilidad celular, sin embargo este efecto no se presenta en las células NO PCTC
pero si en las células PCTC, en donde la misma combinacion claramente afecta
mayormente su viabilidad en este tipo de células (menos 60%) en comparacion con
células PC3 en donde las células presentan mas del 75% de viabilidad celular. Estos
datos sugieren que la combinacién tiene un mayor efecto en aquellas células que
tiene un fenotipo troncal. Ademas, es claro que sélo DETA o bien Etoposido no
presentan un importante efecto en la viabilidad pero si la combinacién de estos y que

es mayor dicho efecto en células PCTC que en células PC3.
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Figura 11.- La inhibicion de YY1 conduce a las células con fenotipo troncal a la sensibilizacion
a la quimioterapia. Células PC3 totales, NO PCTC, asi como las células PCTC fueron tratadas o
no tratadas con DETANONOato a una concentraciéon 250uM por 18 horas, posteriormente se
trataron con cisplatino a 3 uM por 24 horas, representacion de dos experimentos
independientes, con una p < 0.05 (PC3) y p < 0.0001 (PCTC) (Prueba de comparacién multiple de
Tukey) (A) o bien fueron tratadas con etoposido a 2 ug/ul por 18 horas representacion de dos

experimentos independientes, (Prueba de comparacion multiple de Tukey) (B).

5.- Expresion de YY1y MDR1 en pacientes con CaP

Después de analizar la expresion de YY1 y MDR1 en la linea celular de CaP, PC3

total y en poblacion con fenotipo troncal PCTC, que demostraron que estas ultimas




presentaban mayor expresion de ambas proteinas. Fue de nuestro interés analizar la
expresion de YY1 y MDR1 en un nimero considerable de muestras de pacientes con
CaP en comparacién con muestras de tejido benigno y/o sangre periférica, para cual
se llevd a cabo un andlisis bioinformatico, mediante el cual se recopilan los datos
obtenidos por diversos grupos de trabajo. Los resultados se muestran en la Figura
12, donde se puede observar que los pacientes con adenocarcinoma prostatico y
adenocarcinoma acinar prostatico presentan un aumento significativo de expresion

de ambas proteinas, en comparacion con tejido benigno y/o sangre periférica.

YY1 MDR1

LB 1.5

4

35

0

25

20

00 | : | : | e

15

logZ copy number units

L0

Over expression fold change

0.0

1 | - 2 -|.'f]‘ 1 V "

1. Sangre (148)

2. Glandula prostatica (61)

3. Adenocarcinoma acinar de prostata (126)
4, Adenocarcinoma de prostata (45)

1. Glandula prostatica (20)
2. Adenocarcinoma de prostata (69)

Figura 12.- Andlisis bioinformatico de la expresion de YY1 y MDR1 en pacientes con CaP. Las
graficas muestran el andlisis de los niveles de expresidn del mRNA YY1 y MDR1 en diferente nimero

de pacientes con CaP, fue realizado usando una base de datos publica de microarreglos recuperados



de la base de datos de OncomineTM y de la expresién de genes de Omnibus. (A) la expresion relativa
de YY1 en tejido normal y tejido tumoral. (B) Expresién relativa de MDR1 en sangre periférica, tejido
normal y tejido tumoral. Los diagramas de caja muestran la de expresion de YY1 y MDR1 (percentil
mediana, 25th y 75th) en donde se observa un aumento significativo de ambas proteinas en tejido

maligno. *p<0.05 tejido normal vs tejido tumoral.



DISCUSIONES

El CaP hoy en dia es uno de los tumores malignos mas frecuentes en los hombres
en todo el mundo (43). En etapas avanzadas de esta enfermedad la quimioterapia es
la Unica opcion terapéutica, desafortunadamente el CaP exhibe una alta resistencia
intrinseca a las farmacos antineoplasicos por lo que el tratamiento tiene poco
impacto sobre la supervivencia del paciente (44, 45). Recientemente, nuestro grupo
de trabajo ha demostrado la participacion del factor de transcripcidon YY1 sobre la
regulacion en la expresion de MDRL1. Esta ultima proteina que tiene un efecto como
bomba expulsora de farmacos y desempefia un papel crucial en la quimiorresistencia
a antineoplasicos en las células tumorales, no solo en el CaP, si no en diferentes
tipos de cancer. Reciente hallazgo de las CTC que sobre expresan esta proteina ha
despertado un gran interés para su estudio, ya que esta subpoblacion de células
tumorogénicas con marcadores de troncalidad 6rgano especifico son responsables
de la regulacion de la génesis tumoral, la proliferacién, agresividad,
guimiorresistencia y metastasis (9, 46-48). Es importante mencionar que un namero
pequefio de esta poblacion tiene la capacidad de regenerar un nuevo tumor con la

misma morfologia del tumor de origen.

La expresion de diferentes marcadores de troncalidad ha permitido su aislamiento e
identificacion por diferentes metodologias (49, 50). En este trabajo hemos
demostrado por medio de la técnica de citometria de flujo multiparamétrica, la

presencia de células con fenotipo troncal (Figura 6) en la linea celular PC3 de CaP.




Los marcadores organo especifico para su identificacion ya han sido previamente
reportados (51) en donde la subpoblacion con fenotipo troncal es positiva para los
“clusters” de diferenciacion 44 y 133, sin embargo es negativa o low para CD24 (52).
Ademas, es importante sefialar que el porcentaje de CTC reportadas en este trabajo
(0.102-0.216%) es consistente con el porcentaje ya reportado que va de un 0.32-0.02
dependiendo el autor (42, 53). Ademas esta pequefia poblacion identificada como
CD44*, C133" y CD24"°" se ha propuesto ser la responsable de la reaparicién asi

como en la resistencia a farmacos.

Por otro lado, ya se ha reportado la expresion aumentada de YY1 en diferentes tipos
de tumores, incluyendo: préstata, mama, leucemia, cancer gastrointestinal, entre
otros, Yy que esta expresion esta relacionada con la agresividad del tumor (54-57).
Sin embargo, hasta el momento no existen reportes que muestran la expresion de
YY1 en CTC de CaP ni en otro tipo de cancer. Por lo que nos parecié interesante
demostrar si la expresion de YY1 tiene un papel importante en las células PCTC. En
este trabajo por primera vez se demuestra una elevada expresion del factor de
transcripcion YY1 en CTC en comparacion con la poblacién celular total (PC3) y la
poblacién con fenotipo no troncal (NP PCTC) (Figura 7). De acuerdo con su
densidad de expresion (IOD) las células troncales expresan 1.4 veces mas YY1 a
diferencia de las células PC3 totales. Ademas, de manera interesante la expresion de
YY1 en CTC de CaP es preferentemente nuclear, mientras que en las poblaciones
PC3 o NO PCTC mayoritariamente se expresa en citoplasma. Con respecto a la

expresion de MDR1, ha sido ampliamente reportada su elevada expresion en




diferentes tipos de cancer, asi como en CTC. Nuestros resultados demuestran la
expresion de MDR1 en las tres poblaciones celulares (figura 8), sin embargo en la
figura 8B se puede observar una mayor expresion de esta proteina en las CTC de
CaP de 3.1 veces mas que las células PC3 totales o la poblacion NO PCTC, lo cual
es consistente con lo ya reportado (58-60). Asimismo en la figura 10 demuestra
claramente que las células PCTC presentan una co-expresion tanto de YY1 asi como

de MDRL1.

Ademas, demostramos, por medio de inmunocitoquimica, la expresion de SOX2, un
factor de trascripcidbn que juega un papel clave en el mantenimiento de la auto-
renovacion de las células troncales. En este trabajo se demuestra que SOX2 también
se encuentra expresado en las tres poblaciones celulares (figura 9). De acuerdo con
algunos reportes, SOX2 se ha reportado estar expresado en diferentes tipos de
tumor incluyendo en prostata (61, 62) y que dicha expresion estd implicada en la
metastasis en melanoma (63) y la resistencia a farmacos en cancer de mama (64).
Sin embargo, a pesar de que las tres subpoblaciones celulares evaluadas en este
trabajo SOX2, de manera interesante observamos que la poblacion con fenotipo
troncal CTC expresan claramente a este factor de trascripcion a nivel nuclear a
diferencias de las células PC3 totales y las células negativas al fenotipo troncal en
donde se observa preferentemente a nivel citoplasma. Lo anterior sugiere que en la
poblacién CTC de CaP SOX2 se encuentra activado llevando acabo un papel clave

en el mantenimiento de la auto-renovacion de las células troncales.




Por otro lado, nuestros resultados demuestran por primera vez la co-expresion de
YY1-MDR1 en CTC (figura 10). Demostramos claramente una mayor co-expresion
en CTC de CaP a diferencia de las células PC3 totales y las células negativas para
los marcadores de troncalidad. Estos datos sugieren que su co-expresion pudiese
estar jugando un papel importante en la quimiorresistencia en PCTC, conduciendo a
la posible resistencia a farmacos asi como en la regeneracion del tumor, coincidiendo
con lo reportado por nuestro grupo de trabajo en donde se demostrd que YY1 regula

positivamente la transcripcion de MDR1 (65)

Por ultimo, para demostrar el posible papel de la co-expresién de YY1-MDR1 en la
qguimiorresistencia de las células troncales de la linea celular PC3, se realizd un
ensayo de viabilidad celular, en donde se empledé un donador de O6xido nitrico
(DETANONOato) el cual ya esta reportado como un inhibidor de la actividad de YY1
(66). Como se puede observar en la figura 11, los resultados de MTT sugieren que
la inhibicion de YY1 tiene un mayor efecto en la quimiosensibilidad de las células con
fenotipo troncal a diferencia de las células PC3 totales, dicho efecto es significativo
con una p< 0.0001 en el caso de la figura 11B, sin embargo no existe una diferencia
entre el porcentaje de viabilidad sélo con CDDP, DETA o su combinacion. Por esa
razon, evaluamos que sucede si utilizamos un quimioterapéutico sustrato de MDR1,
en este caso se us6 etoposido, como se observa en la figura 11B existe un mayor
efecto en las PCTC tratadas con la combinacion de DETANONOato + etoposido a
diferencia de las células con fenotipo troncal en la figura 11A en donde no se

observa efecto alguno. De manera interesante en la PC3 totales mostraron una




disminucion en la viabilidad celular cuando fueron tratadas con la combinacion
DETANONOato + etoposido, sin embargo su viabilidad es mayor que en el células
PCTC aunque no resulto ser significativa. Estos resultados pueden indicar que si
existe un leve efecto en células PC3 que se puede explicar si consideramos que en
PC3 totales existen dos poblaciones celulares las NO PCTC que representan mas
del 99% y las PCTC que representan el 0.213% en el mejor de los casos, entonces
si consideramos lo anterior y con el entendido de que las PCTC son mayormente
afectadas por la inhibidor de YY1, ya que lo expresan en mayor cantidad el
resultados es el esperado. Estos resultados sugieren que la inhibicion de YY1
revierte la quimiorresistencia en las células con fenotipo troncal y que esta

sensibilidad es mayor si se utiliza un blanco de la proteina MDR1.

Ademas, fue de nuestro interés realizar un analisis bioinformatico para conocer la
expresion de YY1 y MDR1 en CaP, esto con el propdsito de corroborar los datos
obtenido previamente por nuestro grupo de trabajo en donde demuestran que YY1
regula de manera positiva la expresion de MDR1, asi como corroborar los datos
obtenidos en el presente trabajo, donde demostramos la sobreexpresion de ambas
proteinas en célula con fenotipo troncal (PCTC). En la Figura 12, los resultados
obtenidos el analisis bioinformatico realizado, mostraron que en pacientes con CaP
la expresién de YY1 y MDR1 es mayor en comparacion con tejido benigno de
prostata y/o sangre periférica. Lo anterior es consistente con lo reportado
recientemente por nuestro grupo de trabajo que indica que YY1 regula de manera

positiva la expresion de MDR1 por lo que la expresion de ambas proteinas




correlaciona de manera directa. Por otro lado, los resultados del analisis
bioinformético apoyan los resultados obtenido en el presente trabajo, en donde
demostramos que células de fenotipo troncal de CaP (PCTC) presentan una
expresion mayor de YY1 y MDR1, lo cual indica que estas dos proteinas tienen un

papel importante en el desarrollo tumoral.

CONCLUSIONES

Se ha identificado y purificado una poblacion con fenotipo troncal por medio de
analisis multiparamétrico, con marcadores 6rgano especifico CD44", CD133" y
CD24™" (PCTC) a partir de una linea celular de CaP. Ademas, se ha demostrado la
sobre expresion en dicha poblacion de YY1 y MDR1, asi como de SOX2. Por otro

lado, se demostré por primera vez la co-expresion de MDR1-YY1 en células PCTC.

Nuestros resultados en conjunto sugieren que la inhibicién de YY1 puede revertir la
qguimiorresistencia en células con fenotipo troncal. Lo cual indica la importancia de
este factor de trascripcion en los mecanismos de quimiorresistencia en este tipo de
células. Perfilando a YY1 como un nuevo blanco terapéutico contra la

guimiorresistencia intrinseca en CTC.
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