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CARCINOMA DE CELULAS RENALES

Cada afio se diagnostican 36000 nuevos casos de carcinoma de células renales y
falleceran 12000 personas al afio en Estados Unidos por esta enfermedad. En Espafia se
observa una incidencia de 4.1 a 4.5/ 100.000 habitantes. EI grupo de edad de mayor
incidencia es de la 62 a la 7 década de la vida [1]. Su incidencia esta en aumento en
todos los grupos de edad, sobre todo a expensas de tumores localizados debido a la
deteccidon precoz y hallazgos incidentales. Sin embargo, la incidencia de tumores
avanzados, con afectacion regional o a distancia, también aumenta; en estos casos la
supervivencia a 5 afios es del 8,9% y no se ha modificado en los ultimos 20 afios.
Desafortunadamente este tumor puede presentarse con metastasis antes del diagndstico
en un namero nada despreciable de casos. Pueden encontrarse metastasis por examen
radiologico en un 25% de pacientes de nuevo diagnostico.

El cancer de rifion es una enfermedad resistente a los tratamientos actuales. S6lo un
subgrupo limitado de pacientes se benefician del tratamiento estandar inmunoterapico:
interleucina-2 o interferon. Hasta el momento no existe un tratamiento estandar para
aquellos pacientes que no responden, gue no son candidatos o que recidivan después del
tratamiento con citoquinas.

Muchas veces el tumor es asintomatico y se detecta como hallazgo incidental en
estudios radioldgicos. En algunos casos se objetiva una triada sintomatica clasica que
consiste en dolor costovertebral, masa palpable y hematuria. Sin embargo esta triada
solo estd presente en un 10% de casos. En otros casos aparecen sintomas
constitucionales como fiebre, astenia, pérdida de peso. Se considera clasicamente el
“tumor del internista” por la cantidad de patologias que puede mimetizar y la cantidad

de sintomas no atribuibles a la afectacion del rifion que puede producir.
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El cancer de células renales, también llamado adenocarcinoma renal o hipernefroma, a
menudo puede curarse si se diagnostica y se trata cuando todavia esta localizado en el
rifdn y en el tejido circundante inmediato. La probabilidad de curacion esta
directamente relacionada con el estadio o grado de diseminacién del tumor. Aun cuando
los ganglios linfaticos regionales o los vasos sanguineos estan afectados por el tumor,
un namero significativo de pacientes puede lograr supervivencia prolongada y probable
curacion [2]. Cuando hay metastasis a distancia, la supervivencia libre de enfermedad es
precaria; sin embargo, algunos pacientes seleccionados sobrevivirdn después de
reseccion quirdrgica de todo el tumor conocido. Debido a que una mayoria de pacientes
son diagnosticados cuando el tumor estd todavia relativamente localizado y es
susceptible de reseccion quirirgica, aproximadamente el 40% de todos los pacientes
con cancer renal sobrevive cinco afios. Algunos pacientes con enfermedad avanzada
local 0 metastasica pueden presentar cursos indolentes que duran varios afios. Sélo
ocasionalmente ocurre recidiva tardia del tumor muchos afios después del tratamiento

inicial.

El céancer de células renales es uno de los pocos tumores en los cuales hay casos bien
documentados de regresion espontanea del tumor sin terapia, pero esto ocurre muy rara
vez y quizas no produzca supervivencia a largo plazo. La reseccién quirdrgica es el
tratamiento fundamental para esta enfermedad. Aun en los pacientes con tumor
diseminado, las terapias locorregionales pueden desempefiar una funcion importante en
el alivio de sintomas del tumor primario o de la produccién ectépica de hormonas. La

terapia sistémica ha mostrado sélo eficacia limitada.
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Clasificacion celular

Aproximadamente 85% de los canceres de células renales son adenocarcinomas, en su
mayoria de origen tubular proximal. La mayoria de los restantes son carcinomas de
celulas de transicion de la pelvis renal. Los adenocarcinomas pueden dividirse
histéricamente en carcinomas de células claras y carcinomas de células granulares; sin
embargo, los dos tipos de células pueden ocurrir juntos en algunos tumores. Algunos
investigadores han encontrado que los tumores de células granulares tienen un
prondstico peor, pero este resultado no es universal. La distincion entre
adenocarcinomas renales bien diferenciados y adenomas renales puede ser dificil. El
diagnostico suele hacerse de forma arbitraria a tenor del tamafio de la masa, pero el
tamafio no es lo Unico que debe de influir en el método de tratamiento, ya que las
metastasis pueden ocurrir en el caso de lesiones tan pequefias como las de 0,5
centimetros. Actualmente se distinguen mas tipos anatomo-patoldgicos: convencional

(células claras), cromofobo, papilar, oncocitoma y carcinoma de tubo colector.

El sistema de clasificacion para el cancer de células renales se basa en el grado de
propagacion del tumor mas alla del rifion [2-4]. La afectacion de los vasos sanguineos
no tiene que ser un signo de pronostico precario si, por lo demas, el tumor esta limitado
al rifion. Los resultados anormales del andlisis de la funcion hepética pueden deberse a
un sindrome paraneoplasico que es reversible con la reseccion del tumor y no
representan necesariamente enfermedad metastasica. Excepto cuando el examen por
tomografia computarizada (TC) es equivoco o cuando no puede utilizarse material
yodado de contraste por estar contraindicado, la TC aporta igual efectividad diagnostica

o incluso mejor que la resonancia magnética (RNM), para detectar tumores renales.[4]



http://www.cancer.gov/espanol/pdq/tratamiento/celulasrenales/HealthProfessional/#Reference3.4

Sobreexpresion de Receptores de Tirosina Kinasa y de Fosfatasas de la Introduccién

Proteina Tirosina en Carcinoma de Células Renales como Diana Terapeutica

El Comité Estadounidense Conjunto sobre el Cancer (AJCC, por sus siglas en inglés)

designo un sistema de clasificacion TNM comun a la practica totalidad de las neoplasias

[6].

Aspectos generales de las opciones de tratamiento

El tratamiento actual cura a mas del 50% de los pacientes con enfermedad en estadio I,
mientras que los resultados para los pacientes con enfermedad en estadio IV son muy
precarios. Por lo tanto, cuando sea posible, conviene considerar a todos los pacientes
recién diagnosticados de cancer de células renales como candidatos idoneos para los

ensayos clinicos.

El tratamiento de eleccion en estadios precoces es la reseccion quirdrgica, a menudo
curativa en estadio I. La reseccién puede ser simple en estadio | o radical en estadios Il
o Ill. Esta Gltima operacién incluye la reseccion completa del rifién, de la glandula
suprarrenal, de grasa perirrenal y de la fascia de Gerota, con una diseccion de los
ganglios linfaticos regionales o sin ella. Algunos cirujanos, aunque no todos, piensan
que la operacion radical produce resultados superiores para el estadio 1. En los pacientes
gue no son candidatos para la cirugia, la radioterapia de haz externo o la embolizacion
arterial puede ser paliativa. En los pacientes con neoplasias bilaterales en estadio I, 11y
Il (concurrentes o subsecuentes), la nefrectomia bilateral parcial o la nefrectomia
unilateral parcial con nefrectomia contralateral radical cuando sea factible técnicamente
puede ser una opcion preferible a la nefrectomia bilateral con dilisis o trasplante.[7]
Cada vez hay mas pruebas que indican que la nefrectomia parcial es curativa en casos
escogidos. Un patdlogo deberia examinar la muestra macroscopica y la seccion

congelada del margen parenquimal de la excision.[8]
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Tratamiento del cancer de células renales no avanzado:

1. Nefrectomia radical.[9]

2. Nefrectomia simple.[9]

3. Nefrectomia parcial antes o después de radioterapia de haz externo (pacientes

escogidos).[7,9]

4. Radioterapia con haz externo (paliativa).[9]

5. Embolizacién arterial (paliativa).[9,10]

6. Ensayos clinicos.

No esta claro el papel de la linfadenectomia en tumores localmente avanzados N
negativos[11]. En los pacientes N positivos clinicamente se realiza dicha
linfadenectomia. En los pacientes con tumores localmente avanzados se ha administrado
radioterapia de haz externo antes de la nefrectomia o después de ella, sin prueba
concluyente de que mejore la supervivencia en comparacion con los resultados de la
cirugia sola; sin embargo, puede ser beneficiosa para los pacientes con los tumores mas
extensos.

En estos pacientes con tumores localmente mas agresivos sin ganglios afectos la cirugia
se extiende para extraer toda la vena renal y una porcion de la vena cava, segin sea
necesario.[12] En pacientes con tumor localmente mas avanzado también la nefrectomia

parcial puede ser preferible a la nefrectomia bilateral con dialisis o trasplante.[7,13,14]
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Tratamiento del cancer de células renales en estadio 1V

Casi todos estos pacientes son incurables. La embolizacion del tumor, la radioterapia
con haz externo y la nefrectomia pueden ayudar a paliar los sintomas causados por el
tumor primario o relacionados con la produccion ectopica de hormonas. Hay indicios
minimos que indican que la nefrectomia induce la regresion de las metastasis a
distancia. Por lo tanto, la nefrectomia que se hace con la esperanza de que producird una
regresion espontanea de las metastasis, no se recomienda. Ocurren ocasionalmente las
regresiones espontaneas; de hecho, una serie prospectiva de vigilancia de 73 pacientes
con cancer avanzado de células renales mostro una aparente regresion objetiva temporal
en 5 pacientes (7%) sin nefrectomia u otra terapia.[15] Ciertos pacientes con una sola
metastasis o con un numero limitado de metastasis a distancia pueden lograr
supervivencia prolongada con nefrectomia y reseccion quirdrgica de las metastasis. Aun
los pacientes con metastasis cerebrales, tuvieron resultados similares.[16] La
probabilidad de lograr un beneficio terapéutico con este enfoque parece ser mejor para
los pacientes que han tenido un intervalo largo libre de enfermedad entre la nefrectomia
inicial y el desarrollo de enfermedad metastasica.

En general, la respuesta a la quimioterapia citotxica no excede el 10% de los pacientes
en ninguno de los regimenes que se han estudiado en numeros adecuados. Debido a
resultados iniciales favorables, se han administrado agentes progestacionales a pacientes
con cancer metastatico de celulas renales, pero la frecuencia de respuesta es baja en
forma decepcionante, y no hay justificacion para su uso como terapia anticancer. Sin
embargo, estos agentes pueden ofrecer paliacion subjetiva. Se han evaluado diversas
terapias biologicas. Los interferones alfa tienen aproximadamente una tasa de respuesta
objetiva de 15% en individuos seleccionados correctamente.[17,18] En general, estos

pacientes tienen metastasis pulmonares no voluminosas o de tejido blando, o ambos,
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con excelente estado general (ECOG 0-1) y sin pérdida de peso. En los estudios que han
obtenido buenas tasas de respuesta, se han utilizado dosis de interferon alfa de un nivel
intermedio, 6-20 millones de unidades - tres veces a la semana. Estas respuestas rara
vez son completas o duraderas. Los tratamientos que emplean interleucina-2 (IL-2), son
mas prometedores.[19-22] La administracion de la IL-2, parece tener una tasa de
respuesta general similar a la del interferon alfa, pero aproximadamente 5% de los
pacientes correctamente seleccionados tienen una remision completa duradera. Se han
estudiado las combinaciones de IL-2 e interferon pero no se ha mostrado que sean
mejores que la IL-2 sola en dosis elevadas.[23] Se desconoce cual debe ser la 6ptima
dosis de IL-2. La terapia de altas dosis parece estar asociada con mayores tasas de
respuesta pero con mas efectos tdxicos. Los regimenes de dosis baja para los pacientes
hospitalizados pueden mantener su eficacia con menos efectos toxicos, especialmente
hipotensidn.[24] La administracion subcutanea para los pacientes ambulatorios también
ha mostrado respuestas con efectos toxicos aceptables.[25] Debido al precario resultado
general del tratamiento con farmacos, los pacientes con cancer metastatico de células
renales deben ser considerados candidatos para ensayos clinicos, especialmente los
experimentos de fase | y Il, que tratan de evaluar nuevos farmacos quimioterapicos,
bioldgicos como los interferones o la IL-2 y estrategias para modular el fenotipo de
resistencia contra maultiples farmacos, que tiene un alto grado de expresion en los

canceres de células renales.[15,17-20]

Las opciones de tratamiento para el estadio 1V pueden resumirse de la siguiente forma:

1. Interleucina-2.[19-21,23,26]

2. Interferdn alfa.[15,17,18]
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3. Radioterapia de haz externo (paliativa).

4. Nefrectomia paliativa.[9]

5. Nefrectomia radical (para lesiones T4).

6. Excision quirdrgica de enfermedad metastasica con nefrectomia radical (para

pacientes M1 selectos).[27]

7. Ensayos clinicos.

En este momento hay numerosos estudios clinicos acerca de farmacos con accion
antidiana, como son el bevacizumab (anti-VEGF), sorafenib (anti- receptor de
VEGA), SU11248 (que actla contra las proteinas c-Kit, PDGFR, FLT3, VEGFR),

etc.

En el Congreso de la Sociedad Americana de Oncologia del afio 2006 se presentaron
los datos de un ensayo clinico fase I1l con SU11248 en primera linea con resultados
de eficacia en cuanto a respuestas e incremento de supervivencia libre de progresion
de 6 a 11 meses. También se conocen datos de eficacia de sorafenib en segunda

linea, aumentando de 3 a 6 meses la supervivencia libre de progresion.

Tratamiento del cancer recurrente de células renales

El pronostico para cualquier paciente con cancer de células renales que ha sido tratado y
cuya enfermedad progresa, recurre o reaparece es precario, independientemente del tipo
de célula o del estadio. La oferta de tratamiento adicional y su seleccion depende de
muchos factores, incluso el tratamiento previo, el sitio de recurrencia, y consideraciones

individuales del paciente. Algunos pacientes cuidadosamente seleccionados pueden
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beneficiarse de la reseccion quirdrgica de la enfermedad metastasica localizada,
especialmente si el intervalo libre de enfermedad desde la terapia primaria ha sido

prolongado.

En general, la respuesta a la quimioterapia citotoxica no excede el 10% de los pacientes
en ninguno de los regimenes que se han estudiado. Se han evaluado diversas terapias
biologicas. Sirven las recomendaciones hechas para los pacientes con cancer
metastatico de células renales. Los pacientes con carcinoma de células renales
recurrente deben considerarse candidatos para ensayos clinicos, especialmente los de
fase | y Il que evaluan agentes quimioterapéuticos, especialmente los nuevos farmacos
antidiana y productos biolégicos como los interferones o la IL-2, y transplantes
alogénicos no mieloablativos de células madre.[17-20,28] Por tanto, podemos

considerar tratamiento estandar la 1L-2.[19-21,23,26,29] y el Interferon alfa.[17,18].
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BASES MOLECULARES

El cancer de rifion no es una unica enfermedad, incluye diferentes tipos de tumores cada
uno con diferente histologia, evolucion clinica, respuesta a tratamientos y causado por
alteraciones genéticas diferentes. La identificacion de genes y moléculas implicados en
la patogénesis del cancer de rifidn permitira desarrollar nuevos marcadores pronosticos
y nuevas terapias dirigidas a vias moleculares alteradas especificamente. [30]

El carcinoma de células renales es resistente a la terapeltica convencional en fases
avanzadas, como hemos visto, por lo que constituye un tumor muy atractivo para el
estudio de nuevas aproximaciones en el tratamiento del cancer. En la patogénesis del
carcinoma de células renales intervienen alteraciones en las diferentes vias de

transduccion de la sefial en la célula neoplésica.

RECEPTORES DE LA TIROSINA KINASA

Introduccion

Todas las células deben tener capacidad para percibir e interpretar las condiciones del
entorno que les rodea, es decir, descifrar o integrar las sefiales que se encuentran a su
alrededor. Dichas sefiales son factores solubles generados localmente o a distancia, y
moléculas de la superficie de otras células, o de la matriz extracelular. Para poder
desarrollar respuestas adecuadas las células cuentan con sistemas de receptores de
sefiales que interaccionan con las mismas. Por tanto, la célula puede responder de forma

adecuada ante distintas situaciones.
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Todos los sistemas de sefializacion se basan en una “sefial” (un estimulo) que puede ser
una molécula sintetizada por el propio organismo o procedente del exterior. También
puede ser un estimulo fisico. Un receptor en la célula percibe esta “sefial” y la transmite
hacia el interior de la célula. Una serie de moléculas intracelulares reciben la sefial del

receptor y la transmiten de unas a otras hasta que se genera la respuesta mas adecuada.

Historia

La investigacion sobre los factores de crecimiento se remonta al afio 1952, cuando Rota
Levi-Montalcini descubrié un factor secretado en tumores de raton que promovia el
crecimiento de neuritas en embriones de raton. Esta proteina denominada factor de
crecimiento nervioso (NGF), fue purificada por Stanley Cohen y por Levi-Montalcini,
del veneno de serpiente y de extractos de glandulas salivales de ratén. Cinco afios
después, Montalcini y Come aislaron otra proteina, también de glandula salival de ratén,
que inducia la apertura precoz de los ojos y la salida de los dientes cuando se inyectaba
en ratones recién nacidos. Esta sustancia se llamd factor de crecimiento epidérmico
(EGF) ya que estimulaba el crecimiento de células epiteliales. En 1975, Graham
Carpenter confirmo la presencia de sitios especificos de unién o receptores para EGF
(EGF) en la superficie de las células diana. Tres afios mas tarde, Cohen y colaboradores
indentificaron el EGFr como una glicoproteina de membrana, que respondia al EGF
aumentando la incorporacion de fosforo radioactivo en células de sarcoma epidermoide
A431. No fue hasta mediados de la década de los 80 cuando se caracterizaron a nivel
molecular los receptores de tirosina quinasa y las moléculas efectoras responsables de
todo el proceso de sefializacion. Posteriormente, el desarrollo de las técnicas de biologia
molecular permitié la identificacion de los cDNAs que codificaban un ndmero

importante de factores de crecimiento como son la insulina, el mismo EGF, el factor
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relacionado con la insulina-2 (IGF-2), factor de crecimiento nervioso (NGF), factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento transformante

alfa (TGF-alfa).

Funcion de los receptores de tirosina kinasa

Hay muchos tipos de receptores, los acoplados a proteinas G (GCPR), integrinas,
canales i0nicos, receptores de citoquinas y receptores de tirosina kinasa que son los que
vamos a desarrollar. Son receptores que se asocian a una actividad de proteina kinasa

especifica para residuos de tirosina.

Los receptores de tirosina kinasa, también conocidos como receptores de factores de
crecimiento, representan una gran familia de receptores de la membrana celular,
muchos de los cuales se unen a factores de crecimiento y mediadores celulares de
crecimiento, organizacion o sefiales de diferenciacién celular [31,32,33]. Esta propiedad
hace que sean muy importantes en los procesos neoplasicos. En resumen, los receptores
de tirosina kinasa son receptores para factores estimuladores del crecimiento, la

diferenciacion y respuestas metabdlicas.

La expresion de la practica totalidad de los receptores de tirosina kinasa se limita a unos
tipos celulares especificos. Concretamente depende de la naturaleza de los elementos
reguladores en el promotor del gen del receptor de tirosina kinasa. La funcion del
receptor en las células donde se expresa un determinado receptor de tirosina kinasa
depende de los ligandos que se unen a su dominio extracelular, lo cual depende a su vez

de la disponibilidad y distribucion de dicho ligando en el organismo. La respuesta que
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se obtiene al activarse el receptor depende de las proteinas intracelulares que son diana

para fosforilacion y regulacion por el receptor activado.

Estructura de los receptores de tirosina Kinasa

La estructura basica del receptor de tirosina kinasa genérico consta de un dominio

extracelular, un dominio transmembrana y un dominio intracelular.

Figura 1. En el gréfico se describe: en el extremo N-terminal extracelular: dominio
de reconocimiento del ligando. La regién transmembrana: anclaje a la membrana en

la orientacion correcta. EI dominio catalitico: region C-terminal intracelular.

El dominio extracelular [34, 35] se localiza en el extremo N-terminal de la proteina
(figura 1), caracteristica que los clasifica como proteinas transmembrana de tipo I. Es
aqui donde se sitta el péptido sefial que los dirige a la via secretora. El resto esta
compuesto por varios cientos de aminoacidos que configuran el dominio de
reconocimiento del ligando. Los diferentes receptores de tirosina kinasa presentan
distintos sitios conservados para el reconocimiento del ligando, dominios ricos en

cisteina, dominios del tipo inmunoglobulina, repeticiones de fibronectina, etc. Estos
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dominios son los que confieren al receptor especificidad para el ligando. Una vez que
éste se une a ellos, se induce un cambio conformacional (figura 2) que lleva a la
dimerizacion del receptor [36]. Es posible que haya regiones en el dominio extracelular
de los receptores de tirosina kinasa que se encarguen de llevar a cabo la dimerizacion
del receptor; o incluso otras funciones, como facilitar la interaccion con otras células,
favoreciendo la adhesion, la comunicacion directa entre células o la interaccion con la

matriz extracelular, entre otras.

Sitio de unién Ligandos

Alfa hélix Membrana
plasmaética

Proteinas
activadas

AA

wWi, \'
SATP. ADP

Receptor tirosina kinasa inactivo Receptor tirosina kinasa activado

Figura 2. Activacion de los receptores de tirosina-kinasa tras la union con el ligando. Se produce una

dimerizacion del receptor. La activacion es mediada por fosforilacion a partir de ATP.

— La regidn transmembrana de los receptores de tirosina kinasa es, basicamente, una
hélice a. Estd compuesta por una serie de residuos hidrofobicos seguidos de varios
residuos basicos y ancla la molécula en la orientacion correcta respecto a la membrana
celular. Diversas mutaciones descritas en los dominios transmembrana de los receptores

FGFR y EGFR sugieren que el de los receptores de tirosina kinasa desempefia un
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importante papel en la estabilizacion de la dimerizacion tras la union del ligando [37-

39].

— En la fraccion intracelular de los receptores de tirosina kinasa hay una region
inmediata a la membrana que precede al dominio catalitico propiamente dicho. Todas
las proteintirosincinasas poseen un dominio catalitico conservado,[40] tanto en
secuencia como en estructura. Basicamente se trata de una estructura en bucle. En la
configuracién inactiva el sitio de unién al ATP y el sustrato estd bloqueado por ese
bucle. Tras la autofosforilacion de residuos tirosina en ese bucle los cambios
conformacionales permiten su retirada del sitio de union al sustrato, adquiriendo la

conformacion activa [41].

Ligandos

El siguiente paso en la enumeracion de las caracteristicas de estas moléculas seria la
descripcidn de los ligandos que las activan, aunque debido a la rapidez con que se han
ido descubriendo los distintos receptores de tirosina kinasa, hay algunos para los que no
se conoce ligando. Al mismo tiempo, el andlisis de la naturaleza de los ligandos
descritos hasta ahora ha evidenciado que, al parecer, los mismos ligandos forman entre
si familias moleculares. Por lo tanto, es posible que los llamados receptores de tirosina

kinasa “huérfanos” interaccionen con ligandos de familias concretas.

Los ligandos capaces de activar los receptores de tirosina kinasa son moléculas
polipeptidicas normalmente denominadas factores de crecimiento, aunque también son
capaces de activarlos determinadas proteinas de la membrana de otras células e incluso
componentes de la matriz extracelular. La mayoria de los ligandos conocidos son

proteinas solubles secretadas al medio extracelular.
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Sefalizacion
La accidn en la cascada de sefializacion comienza cuando el ligando se une al receptor.

A partir de ahi se producen una serie de acontecimientos escalonados que son iguales

para todos los receptores tirosincinasa.

Membrana
plasmatica

Membrana
plasmatica

| i TG

Transfosforilacion
Fosforilacion de sustratos

Figura 3. Activacion de receptores de tirosina-kinasa . Tras la dimerizacion la sefial activadora se

transmite en forma de fosforilacién a nivel intracelular.

La sefializacion comienza con la activacion de los receptores de tirosina kinasa. Todos
los receptores tirosincinasa siguen un proceso de tres pasos para transmitir la sefial:

dimerizacion, autofosforilacion y fosforilacion de sustratos (figura 3).

A. Dimerizacion

Una vez el ligando se une al receptor, éste dimeriza y se une a otra molécula de
receptores de tirosina kinasa, lo que induce un cambio conformacional en la proteina.
La evidencia sugiere que un solo ligando monomérico puede inducir la dimerizacion del

receptores de tirosina kinasa, como en el caso del receptor de la hormona de
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crecimiento. [41] Pero también hay ligandos que son dimeros a priori, como PDGF, de
modo que la dimerizacion resulta en una molécula dimérica simétrica. Los ligandos
monoméricos han de tener, por logica, dos sitios de reconocimiento para el receptor,
aunque sean ligeramente distintos entre si, para permitir la union de la segunda

molécula de receptor. Este seria el caso, por ejemplo, de EGF.

B. Autofosforilacién

El cambio conformacional inducido por la dimerizacion produce la autofosforilacion del
receptor. La union de los dominios extracelulares provoca la union global de las
moléculas de los receptores. Es esta yuxtaposicion de los dominios intracelulares la que,
al parecer, induce otro cambio conformacional que activa la capacidad cinasa de la
molécula, de modo que los dos receptores se fosforilan mutuamente en residuos tirosina

exteriores al dominio catalitico (transfosforilacion).

C. Fosforilacién de sustratos

Una vez dimerizado el receptor y autofosforiladas las dos moléculas se produce otro
cambio conformacional (figura 4), lo que permite al dominio catalitico del receptor

fosforilar a los sustratos citoplasmaticos que han de continuar la transmision de la sefial.

El dimero “autofosforilado” no solo puede fosforilar a otras moléculas, sino que se

incrementa su afinidad por éstas . [34]
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Figura 4. Cambio conformacional del receptor al dimerizarse y fosforilarse.

Naturaleza de los sustratos de los receptores de tirosina kinasa

Los sustratos de los receptores tirosincinasa se pueden clasificar [42,43] en tres grupos:

— Enzimas cuya actividad puede ser alterada directamente mediante una fosforilacion o
que pueden acceder méas facilmente a sus sustratos al ser translocadas a la membrana
plasméatica. En esta categoria estan las fosfolipasas PLC, PLA, y PLD, la enzima
fosfatidilinositol-3-cinasa, ciertas proteintirosinfosfatasas, tanto de membrana como
citoplasmaticas, y la proteintirosincinasa de la familia Src, que presentan tanto dominios

SH2 como SH3 en su estructura.

— Proteinas sin dominio catalitico propiamente dicho que poseen dominios SH2 y SH3 y
que se conocen como “adaptadores” porque, segun parece, sirven de intermediarios
entre los receptores y las siguientes moléculas en la cascada de sefializacion. Los
dominios SH2 (Src-Homology 2) [44] se unen especificamente a residuos tirosina
fosforilados. Esta union afecta a los receptores al menos en tres aspectos: a) facilita el

acceso a la fosforilacion por el receptor de las proteinas que contienen el dominio SH2;
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b) puede resultar en la activacion alostérica de la molécula diana; y ¢) porque también
asi se asegura la proximidad de estas moléculas a la cara interior de la membrana
plasmatica. Los dominios de tipo SH3 también participan en uniones proteina-proteina
y Sse unen a sitios ricos en prolina de no mas de diez aminoacidos en una maniobra

especifica de secuencia.

— Proteinas estructurales que podrian ser fosforiladas por estos receptores. Esta
fosforilacion explicaria la rapida estructuracion de la membrana y el citoesqueleto que

se produce tras la activacion de un receptor tirosincinasa [34].

La cascada de sefializacion

Si reflexionamos sobre las caracteristicas de los sustratos afectados por la activacién de
los receptores de tirosina kinasa resulta mas sencillo introducirse en las cascadas de

sefializacion que se desencadenan.

Membrana
plasmatica

PROTEINAS ADAPTADORAS
(DOMINIOS SH2 Y SH3)

\

MAPKKK |
MAPKK

| mAPK |

e

FACTORES DE TRANSCRIPCION

Nicleo

Figura 5. Cascada de Sefializacion. La sefial se transmite por tres vias

principales: Fosfolipidos, proteinas adaptadoras (MAPK) y STAT.
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Tal y como se aprecia en la figura 5, los receptores de tirosina kinasa fosforilados
pueden activar las cascadas de sefializacion de los fosfolipidos, cascadas de MAPK y

las vias de sefializacion de la proteintirosincinasa STAT.

A. Fosfolipidos

A través de la activacién de las correspondientes fosfolipasas, PLC, PLA2 o PLD, se
activan las cascadas clasicas de sefializacion que tienen como mensajeros a los
fosfolipidos. La activacion de la PLC, por ejemplo, lleva a un incremento de la
movilidad celular, y la activacion de las fosfolipasas PLA2 y PLD conduce a la sintesis

de fosfocolina y prostaglandinas, respectivamente.

B. Map-cinasas

En realidad, la via de sefializacibn mas “importante” que se desencadena con la
activacion de los receptores de tirosina kinasa es la cascada de las MAP-cinasas, ya que
termina en la modificacion de la transcripcion de determinados genes. De todos los
efectos que produce, el que mas nos interesa es la modificacién de la proliferacion

celular.

Un esquema general de esta via que se adapte a todos los receptores de tirosina kinasa

seria el siguiente:

B. 1. Cascada de cinasas

B. 2. Proteinas adaptadoras

B. 3. Factores de transcripcion
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B. 1. Cascada de cinasas

La unidad principal de las vias de sefializacion de las MAPK es una cascada de cinasas
de tres miembros [45]. La sefializacion comienza con la activacion de una MAPK
cinasa cinasa. Se trata de serintreonincinasas capaces de fosforilar y activar a otras
cinasas, en este caso duales, ya que pueden catalizar la fosforilacion de residuos tanto
tirosina como treonina. Estas enzimas son, a su vez, MAPK cinasas, ya que se encargan
de activar por fosforilacién a la MAPK correspondiente de la cascada de sefializacion

activada.

Hasta el momento se han descrito muchos miembros de la familia de las MAP-cinasas
en mamiferos, que pueden clasificarse en subfamilias segin homologias y funciones.
Las diferentes enzimas de esta familia presentan una enorme diversidad de dominios
reguladores, lo que permite una elevada flexibilidad en la respuesta a una amplia

variedad de estimulos.

B. 2. Proteinas adaptadoras

Esta especificidad se debe, en parte, a la actuacion de proteinas adaptadoras que
coordinan la union de las MAP-cinasas a los demas componentes de la cascada. Asi es
como son transportadas a las proximidades de los receptores de tirosina kinasa a traves,

principalmente, de las moléculas adaptadoras GRB2 y SOS.

GRB2 contiene un dominio SH2 localizado entre dos dominios SH3 [34] vy es capaz de
asociarse a receptores de tirosina kinasa fosforilados en residuos tirosina, como EGFR,
PDGFR y CSF-1R. A continuacion, GRB2 es fosforilada por el receptor

fosfotirosinkinasa al que se ha asociado y esto le permite formar un complejo proteinico
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con SOS, la otra molécula adaptadora ya mencionada. Esta, al ser transportada a la cara
interna de la membrana plasmatica, puede actuar sobre una proteina G, Ras, que posee
actividad GTPasa. Al unirse mediante un dominio SH2 a SOS cambia su afinidad por el
GDP y pasa a unir GTP, y al hidrolizarlo activa a la primera de las proteinas del modulo

de MAP-cinasas.

Ras se encuentra activada en numerosos tumores humanos [34] vy se ha hallado que se

activa mediante la activacion de numerosos receptores de tirosina kinasa.

B. 3. Factores de transcripcion

En el otro extremo de la via se encuentran los sustratos de las MAP-cinasas. Al menos
una de las cinasas es capaz de translocar al nicleo y activar factores de transcripcion,
como Elk-1 [45], c-Myc, c-Jun, etc... [46] que pueden modificar el crecimiento, la

diferenciacion o la supervivencia celular.

C. Via de la proteincinasa STAT

Por ultimo, otra via de sefializacion citoplasma-nucleo activada por los receptores de

tirosina kinasa es la via de la proteintirosincinasa STAT.

Podriamos resumir todos estos aspectos en que la activacion transitoria de los receptores
se interpreta por la célula efectora con la generacion de segundos mensajeros
(inositoles, fosfatos, diacilglicerol, cAMP, cGMP, calcio ionico, regulacién de flujos

ionicos, alcalinizacion intracelular, etc...). La activacion de este tipo de receptores
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constituye en si la base de la especificidad de las sefiales, pues cada factor presenta
receptores especificos que se expresan solo en las células susceptibles de ser
estimuladas por cada factor. La generacion de los segundos mensajeros se traduce, en
ultima instancia en la activacion de determinados enzimas, puntos clave en la regulacion
fisiologica de las funciones celulares, amplificAndose la sefial en el citoplasma celular,
al producirse multitud de moléculas del segundo mensajero por cada receptor activado.
El resultado final es la activacién de factores de transcripcion nuclear y la activacion

final de una bateria de genes involucrados en la proliferacion celular.

La regulacion exquisita de los mecanismos involucrados en la cascada de transmision
de sefiales es susceptible de sufrir alteraciones que los activan 0 inactivan
permanentemente, con consecuencias graves para el organismo. Las alteraciones se
pueden producir en cualquiera de los eslabones de la cadena de sefializacion. Son los
mecanismos utilizados por diversas familias de oncogenes para inducir la

transformacion celular o la alteracion de los programas de diferenciacion.
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Receptores de Tirosina Kinasa y Enfermedad

El complejo control del crecimiento celular es fundamental para el correcto desarrollo
del cuerpo humano. Cualquier desequilibrio en esta delicada red de factores puede
inclinar la balanza hacia el desarrollo de enfermedades graves, como el cancer o las

malformaciones congenitas.

Los receptores tirosincinasa tienen una larga historia de implicacion en el desarrollo de
neoplasias humanas . [35] La amplificacion del gen, la sobreexpresion o las mutaciones
somaticas implicadas en el desarrollo de estas enfermedades se han observado en, al
menos, diez familias de receptores de tirosina kinasa. Por ejemplo, las alteraciones en
los miembros de la familia del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos se
relacionan con sindromes como la craneosinostosis y el enanismo, y con el desarrollo de
mielomas; el receptor RET participa en la génesis de enfermedades como la neoplasia
endocrina maltiple, la ausencia congeénita de ganglios entéricos, la enfermedad de
Hirschprung, etc; MET, de la familia del receptor del factor de crecimiento de
hepatocitos, se ha encontrado mutado en pacientes con predisposicion hereditaria a
desarrollar carcinomas multipapilares de células renales; la familia del receptor de
insulina también esta alterada en el leprecaunismo, la resistencia a la insulina de tipo A,
el sindrome de Rabson-Mendenhall; VEGFR en la hiperlipidemia hereditaria; o TIE en

sindromes de malformacion, etc [40].

Familias de receptores de tirosina kinasa

La clasificacion de los receptores de la familia de las proteintirosincinasas se ha llevado

a cabo mediante el analisis de homologia de secuencias. Las mayores diferencias se
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encuentran en el dominio extracelular, en la region de reconocimiento para el ligando.
De acuerdo con estos analisis de homologia se ha construido un arbol filogenético en el
que se pueden apreciar facilmente las distintas subfamilias de receptores y la cercania
en la evolucidn de unos a otros. A continuacion se exponen las distintas subfamilias de

receptores:
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Figura 6. Subfamilias de receptores tirosina kinasa conocidas.

Existen al menos 17 subfamilias descritas de receptores de tirosina kinasa (figura 6).

Las diferencias entre unas y otras estan en la configuracion del dominio extracelular,
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donde pueden presentar motivos tipo inmunoglobulinas, dominios ricos en leucinas o

cisteinas, dominios tipo discoidina, puentes disulfuro, etc.

1) Subfamilia del receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR).
Todos contienen un inserto grande en su dominio catalitico y poseen varios dominios de
tipo inmunoglobulina en la region de unidn al ligando. El inserto en el dominio cinasa
parece ser necesario para el reconocimiento de sustratos y, de todos modos, es
indispensable para la actividad catalitica [47]. Entre los factores de crecimiento que

reconocen nos encontramos a PDGF Ay B, VEGF y SCF, y otros.

2) Subfamilia del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR). Los
miembros de esta familia también presentan repeticiones de tipo inmunoglobulina en su
dominio extracelular, y estan estrechamente relacionados con los miembros de la

subfamilia de PDGFR.

3) Subfamilia del receptor de insulina (INSF). Los miembros de esta subfamilia se
caracterizan porque el receptor maduro es un heterotetrdmero y esta constituido por dos

subunidades alfa y dos beta unidas por puentes disulfuro.

4) Subfamilia del receptor del factor de crecimiento de nervio (NGFR). Esta familia esta
integrada por tres miembros que comparten estructura y similitudes en su secuencia, y
se unen a ligandos de naturaleza similar. Como peculiaridad estructural presentan un
dominio extracelular con regiones de tipo inmunoglobulina y un dominio rico en

residuos leucina.

5) Subfamilia del receptor del factor de crecimiento de hepatocitos (HGFR). Esta
subfamilia esta formada por receptores con una estructura similar a IGFR que se

sintetizan como un precursor que se subdivide proteoliticamente en dos. Estas dos
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subunidades se unen entre si mediante un puente disulfuro [48]. Este receptor media la
respuesta a una citocina, HGF o factor Scatter, que inicialmente se defini6 como un
factor de crecimiento para hepatocitos y otras células epiteliales [49], aunque también

puede estimular el movimiento de estas células.

6) Subfamilia del receptor EPH. Esta subfamilia es la mé&s numerosa de los receptores
de tirosina kinasa. Consta de 12 miembros, muchos de los cuales se expresan sobre todo
en cerebro adulto, lo que implica su participacion en otros procesos, aparte de la
mitogénesis o la diferenciacion, aunque podrian tener una importante participacion en
ellos en estadios precoces del desarrollo. En su dominio de reconocimiento del ligando
presentan repeticiones de fibronectina, regiones ricas en cisteina y, al menos, un

dominio de tipo inmunoglobulina.

7) Subfamilia del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) (o ErbB-1).
Esta subfamilia de receptores proteintirosincinasa es la que mas se ha investigado. Los
demas miembros de esta familia son Her 2/neu (ErbB-2), Her 3 (ErbB-3) y Her 4
(ErbB-4). EI dominio extracelular de cada uno de estos receptores estd fuertemente
glicosilado y compuesto por cuatro subdominios: dos ricos en cisteina y dos que se

encargan de la unién del ligando [50].

También hay descritas otras familias de receptores de tirosina kinasa, mas pequefas, de
dos o tres miembros como mucho, pero igualmente asociadas con algunos tipos de
neoplasias, como las subfamilias AXL, relacionadas con ciertas leucemias [51], TIE,

DDR, ROR, etc.

El avance en el conocimiento de estas moléculas es imparable, por lo que en poco

tiempo es previsible que el namero de subfamilias aumente.
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Hemos visto que cada subfamilia contiene distintos tipos de receptores. En la figura 7

vemos descritos estos receptores.
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Figura 7. Receptores de las distintas subfamilias. Aparecen destacados aquellos que han sido méas

investigados y de los que mas conocimiento se tiene en el momento actual.

Describiremos a continuacion los tipos de receptores que han sido motivo de estudio en

este trabajo.

EGFR

La subfamilia del receptor de crecimiento epidérmico tiene, como ya se ha sefialado,
cuatro miembros [34, 52]: EGFR, también llamado HER1 o c-erbB que fue el primero
que se describio; ERBB2 0 HER2, o también neu; ERBB3 0 HER3; y ERBB4 0 HERA4.

De los cuatro, ERBB2 es el unico para el que, hasta el momento, no se ha descrito
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ningan ligando. ErbB-3 y 4 actGan como receptores de herregulina y neurregulina,
respectivamente, aunque como el 3 no tiene actividad cinasa parece que actle mas bien
como agente para aumentar el espectro de respuesta de los receptores con que es capaz

de dimerizar [52].

EGFR esté presente en todas la células epiteliales y estromales, asi como en células de
la glia y de musculo liso. Esto le convierte en un buen candidato a marcador a la hora de
detectar células circulantes en sangre periférica para la prediccion del riesgo de
metastasis. EI gen que codifica este receptor se encuentra en el locus 7p11.2 . El gen
EGFR tiene 28 exones, ocupando cerca de 200 kilobases [51]. Anteriormente, se
pensaba que este gen estaba compuesto por 26 exones a lo largo de 110 kilobases [53],
pero al analizar su estructura completa y tras compararlo con las secuencias genémicas

de sus homologos en otras especies se ha demostrado que no es asi [52].

Estructura del receptor

Estructuralmente, EGFR es el prototipo de la superfamilia de sensores que controlan las
funciones celulares basicas [52], aunque, en cierto modo, posee una estructura inusual
entre los RPTK en cuanto a que hay una sola isoforma que sirve como receptor para
muchos ligandos diferentes. Se han descrito isoformas derivadas de splicings
alternativos [51] pero se trata de proteinas truncadas que sélo poseen el dominio
extracelular de la proteina. La expresion de estas formas truncadas en el tejido normal

sugiere que, tal vez, sirvan como elementos reguladores de la funcion del EGFR.

La proteina completa es una glicoproteina transmembrana compuesta por 1210
aminoacidos y en el extremo aminoterminal se sitda el dominio extracelular formado

por 622 aminoacidos [51]. Contiene dos dominios ricos en cisteina que constituyen el
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dominio de unién al ligando, a continuacion la regién transmembrana que, como ya se
ha sefialado al describir la estructura genérica de los RPTK, s6lo estd compuesta por una
hélice a y, por ultimo, la region intracelular formada por 542 aminoécidos. En la zona

intracelular se distinguen tres dominios.

Cascada de sefializacion

La via de sefializacion mediada por este receptor sigue las pautas generales que se
aplican a todos los RPTK. En primer lugar dimeriza cuando llega el ligando. EGFR es
capaz de interaccionar con la mayoria de los miembros de la subfamilia a que pertenece

y dimerizar con ERBB2 y 3, pero no con ERBB4 [54].

Membrana
plasmatica

@ GRB2-

Cascada de " sTaT Lt P
fosfolipidos -

CRECIMIENTO MOVILIDAD
ANGIOGENESIS
INHIBICION APOPTOSIS INVASION

Nucleo

Figura 8. Vias de sefializacién que parten desde el receptor EGFR. Responde al modelo explicado

anteriormente para los receptores tirosina kinasa.

El EGFR activado genera respuestas mediante tres tipos de vias de sefializacion: la via

de la fosfolipasa C gamma, las cascadas de MAPK y la activacién de varias isoformas
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de STAT (figura 8). Estas cascadas transportan la sefial al nucleo, desde donde se

generan respuestas activadoras del crecimiento, la proliferacion y la migracion celular.

EGFR activa varias cascadas de sefializacion muy similares a las del resto de los RPTK

y receptores ligados a tirosincinasas.

Ligandos

Hasta el momento se han identificado diez genes que codifican para los ocho miembros
de la familia de ligandos del EGFR. Estos ligandos son EGF, TGF-a, anfirregulina, HB-
EGF, betacelulina, epirregulina, epigenina y la subfamilia de las neurregulinas. Aunque
pueden unirse al mismo receptor, lo méas seguro es que induzcan una respuesta diferente

a través de una estimulacién distinta de las cascadas de sefializacion que se activan [54].

Efectores

EGFR es un sefializador pleiotropico. La respuesta biol6gica que puede generar varia
desde la mitogénesis a la apoptosis, pasando por la migracion, diferenciacion,
desdiferenciacion, etc., incluso en la misma célula, siempre dependiendo del contexto
en que se encuentre. Entre las cascadas que activa se encuentran las generadas por la
fosfolipasa C gamma (PLCg) y sus vias de sefializacibn mediadas por calcio y la
proteincinasa C. La cascada de MAPK que se activa empieza por la activacion de ras,
aunque también se activan otras GTPasas pequefias, como rho y rac. Asimismo, se
activan diversas isoformas de STAT (traductor de la sefial y de la transcripcion), asi

como algunas proteinas G heterotriméricas, y en menor medida otras cascadas como las
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derivadas de la fosfatidilinositol-3-cinasa, la fosfolipasa D y la activacion del

protooncogén src, otra tirosincinasa citoplasmatica [52].

De todas estas cascadas activadas se ha podido ir dilucidando poco a poco lo siguiente:

— Varias cascadas pueden parecer suficientes para la generacion de una respuesta, pero
no por si mismas para producirla, como ocurre en el caso de la motilidad mediada por
este receptor. Mientras que la activacion de proteinas modificadoras de la actina-
miosina y la induccion de la hidrolisis del fosfatidilinositol-4,5-bifosfato mediado por
PLCg son necesarias para activarla, queda bloqueada si la MAP-cinasa cinasa MEK esta

inhibida [52].

— Algunas de las cascadas de sefializacion pueden producir varias respuestas diferentes,
como en el caso de la activacion de la MAP-cinasa erk, que produce tanto proliferacién

como migracion.

— No solo los factores de crecimiento activan o modulan la respuesta del EGFR, ya que
también lo hacen otros estimulos fisicos y bioldgicos. Las células epiteliales y del
estroma sélo muestran respuestas bioldgicas cuando estan unidas a un sustrato firme. La
respuesta global generada por la activacién del EGFR depende de las condiciones
espaciales y temporales del sistema. La movilidad asociada a PLCg inicia una
autoatenuacion mediada por la proteincinasa C que s6lo inhibe ligeramente la activacion

de erk, que inclina la respuesta buscada de proliferativa a migratoria.

— La sefializacion mediada por estos receptores no es tan sencilla como la simple
activacion de varias cascadas de sefializacion por complejas que parezcan. También de
la interaccion entre distintas cascadas, como por ejemplo el caso de la transactivacion

de los receptores erbB mediada por la activacién de receptores acoplados a proteinas G
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se derivan distintas respuestas. Se ha descrito la fosforilacion independiente de ligando
de receptores EGFR inducida por receptores acoplados a proteinas tanto Gi como Gq
[49], y se ha postulado este mecanismo como fundamental para la mitogénesis mediada

por receptores acoplados a proteinas G.

Se han llevado a cabo muchos estudios para determinar el papel de toda esta cascada de
sefializacion [52] y se ha llegado a la conclusion de que el principal cometido del EGF
es promover la maduracion de los tejidos epiteliales. Otras funciones que parece ejercer
son las de promover la produccion lactea postparto o la reparacion de tejidos adultos.
Todos estos efectos se suponen resultado de la accion mitogénica de esta cascada de
sefializacion. Sin embargo, durante el desarrollo y la reparacion de lesiones las células
tienen que dividirse, migrar, diferenciarse y desdiferenciarse; muchas respuestas
distintas que podemos atribuir no sélo a la variedad de vias que este receptor puede

activar, sino a la capacidad de sus efectores de desarrollar distintas funciones.

Por supuesto, si se descontrolan estas respuestas a la activacion del EGFR se explica
bien el importante papel que desempefian en la transformacion maligna de las células

neoplasicas.

Se ha demostrado sobreexpresion de EGFR en muchos tipos tumorales: principalmente
en colorrectal, tumores de cabeza y cuello, pancreas, carcinoma de pulmén no
microcitico, gastrico, ovario y mama. En carcinoma de células renales hay estudios que
demuestran la sobreexpresion de EGFR asi como de su ligando el TGF-alfa, lo que
puede desencadenar un fendmeno de autoestimulacion autocrino que conduce a la

perpetuacion celular [55] aunque el nimero de estudios es inferior a otras patologias.
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HER-2

El protooncogén erbB-2/neu es el receptor de la herregulina/NDF y de una familia de
factores de crecimiento de células gliales llamados GGF (Glial cell Growth Factors).
Estd amplificado o sobreexpresado en un 30% de cénceres de mama (Fig. 9),
correlaciondndose con las metéstasis en ganglios linféaticos, el grado histologico y
estadios més avanzados, siendo ademas un factor prondstico independiente de menor

supervivencia en pacientes con metastasis nodulares.

Figura 9. Célula que expresa niveles normales de erbB-2 y célula con

sobreexpresion/amplificacion de erbB-2.

Asimismo, se ha descrito la amplificacion de erbB-2/neu en un pequefio porcentaje de
otros tipos de canceres, como el carcinoma de ovario, adenocarcinomas gastricos, de
vejiga, microcitico de pulmon, y de cabeza y cuello, en los que su significacion clinica
resulta menos clara. También se ha detectado coexpresion de erbB-2/neu y sus ligandos
GGF en algunos gliomas. Es interesante que erbB-2/neu puede activarse por mutacion
puntual en el dominio transmembrana, como se ha observado al tratar ratas con el

carcindgeno quimico etilnitrosourea, habiéndose postulado que dicha mutacion (Val a
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Glu) pudiera causar un cambio conformacional que condujera a la activacion

permanente del dominio tirosincinasa.

La proteina erbB-2 y sus agonistas

El gen erbB-2 humano codifica una proteina de 1255 aminodcidos y 185 kD
perteneciente a la familia de los receptores tirosincinasas (Receptor Tyrosine Kinase
[RTK]) [56-62] (Fig. 10). Esta proteina se denomina en ocasiones p185. EI gen humano
estad localizado en el cromosoma 17921 [58]. P185 es un miembro del subgrupo de los
receptores del factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Grow Factor Receptor
[EGFR]) dentro de la gran superfamilia de RTK, que incluye tanto a EGFR como a las
proteinas codificadas por los genes erbB-2 (neu/HER-2/p185), erbB-3 (HER-3) [63,64]
y erbB-4 (HER-4) [54]. Estos cuatro genes codifican la proteina tirosincinasa con

dominios de membrana sencillos y dos dominios extracelulares ricos en cisteinas.

T694

— V659
T686
== 1701

Dominio Dominio TM Dominio
de Cys de Cys cinasa

Fig. 10. Estructura de la proteina erbB-2.

Los cuatro receptores se coexpresan en distintas combinaciones (Fig. 11) y se pueden

encontrar en una gran variedad de tejidos (excluido el sistema hematopoyético).
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El receptor erbB-2 se expresa en la membrana celular de una gran variedad de tipos de
células epiteliales, aunque se une a factores de crecimiento especificos, regula aspectos
del crecimiento y la division de la célula. erbB-2/neu es un miembro de la familia de
genes HER de receptores de factores de crecimiento y, como se ha comentado
anteriormente, muestra una notable homologia con otros miembros, incluido el receptor
del factor de crecimiento epidérmico. ElI dominio intracelular que codifica este gen

muestra una homologia mayor que el extracelular.

Ligandos: Herregulina

Receptores: erbB-2 EGFR erbB-3 erbB4

..........................................................

L

Via de sefalizacion

Fig. 10. Estructura de la proteina erbB-2. Pueden formarse heterodimeros entre los receptores erbB3,

erbB4, EGFR con HER-2.
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La importancia bioldgica de erbB-2/neu estriba en que también es un miembro de un
grupo de genes conocido como protooncogenes. Estos codifican importantes proteinas
involucradas en el crecimiento y diferenciacion de células, como por ejemplo los
factores de crecimiento, los receptores de factores de crecimiento, las proteinas
apoptoticas, etc. Cuando los protooncogenes estan alterados por unas mutaciones
puntuales, las translocaciones o las amplificaciones genéticas, producen sefiales de
crecimiento que pueden desembocar en una transformacion celular y el desarrollo de

cancer. La forma mutada o alterada de un protooncogén se llama oncogén.

Mientras erbB-2/neu se expresa a concentraciones bajas en diversas células normales,
en varios canceres se sobreexpresa. La sobreexpresion de erbB-2 es causada en muchos
casos por la amplificacion genética o un incremento del nimero de genes erbB-2 en el
nacleo celular. La sobreexpresion del receptor de este factor de crecimiento desempefia
un papel en la progresion del tumor, produciendo titulos elevados de crecimiento celular
y una transformacion oncogénica. La sobreexpresién/amplificacion genética del gen
erbB-2 se ha observado en una gran variedad de tipos de cancer, incluyendo los de

mama, ovario, endometrio, estdbmago, pancreas, prostata y glandulas salivares.

El cancer de mama es el mas comun entre las mujeres. Aungue el nimero de casos de
cancer de mama se ha incrementado en los ultimos afios, el riesgo de mortalidad ha
decrecido. Esta tendencia hacia una mejora de la supervivencia se debe a un incremento

de la vigilancia, un progreso en el diagnostico y mejores terapias adyuvantes.

Muchos estudios han mostrado que el gen erbB-2 esta sobreexpresado/amplificado en
aproximadamente el 30% de los canceres de mama [66-68]. La sobreexpresion de la
oncoproteina erbB-2 se correlaciona con un incremento de la actividad mitética,

mientras que no esta asociada con el estado del receptor de estrogenos-progesterona.
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Hay estudios que muestran que el estado de erbB-2 puede ser un marcador muy util para
la sensibilidad o resistencia a la quimioterapia [69-70]. Por otro lado, la proteina erbB-
2 se ha utilizado como diana potencial para terapias dirigidas, como la inmunoterapia,

especificamente a las células cancerosas que sobreexpresan esta proteina en particular.

Tumores humanos con sobreexpresion de erbB-2

Una vez realizados algunos estudios a pequefia escala para identificar cambios en erbB-
2 en el cancer humano [59, 71-74], se ha demostrado que erbB-2 estd alterado por
amplificacion y sobreexpresion génica en un array de diversos carcinomas humanos. La
sobreexpresion de erbB-2 se encuentra también en ciertas lesiones premalignas que

ocurren en el colon [75], el rifion [76] y el esofago [77].

VEGF-R

Los efectos bioldgicos de VEGF estan mediados por su unidén a tres receptores
especificos de la superficie celular relacionados de forma estructural: VEGF-R1 o Flt-1,
VEGF-R2, KDR o0 FIk-1 y VEGF-R3 o Flt-4. Recientemente, se ha visto que
neutropilina 1 (NP-1) es capaz de unir VEGFies y que potencia la migracion celular
inducida por VEGF a través de un mecanismo todavia no caracterizado. Estudios en
embriones de ratones han demostrado que tanto VEGF-R1 como VEGF-R2 son
esenciales en el desarrollo vascular. De los tres receptores, VEGF-R1 y VEGF-R2 se
expresan principalmente en el endotelio vascular, mientras que VEGF-R3 se localiza en

el endotelio linfatico. Las concentraciones de oxigeno regulan la expresion de VEGF-
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R1 y VEGF-R2, aunque solo hay elementos de respuesta a hipoxia en el promotor de

R129.

Los receptores estan constituidos por un dominio extracelular formado por siete bucles
similares a las Ig, un dominio transmembrana y un dominio intracelular con una regién
tirosincinasa dividida en dos subregiones por la insercion de una secuencia no catalitica
de cien aminodcidos y una cola carboxiterminal [34] (Fig. 11). EI dominio extracelular
de VEGF-R3 presenta un puente disulfuro entre la cuarta regién Ig y el resto del

receptor.

Los receptores presentan distinta afinidad por el ligando. Los principales ligandos de
VEGF-R1 son VEGF-A, VEGF-B y PIGF; los de R2 son VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D,

VEGF-E y los de R3 son VEGF-C y VEGF-D.

Estos receptores, al igual que otros receptores tirosincinasa, tras la union del ligando se
activan, dimerizan y se autofosforilan en residuos tirosina (Tyr) altamente especificos

presentes en el dominio intracelular.

VEGF-A
VEGF-C
VEGF-D VEGF-C
VEGF-E VEGF-D

1 1

7 bucles Ig Dominio
extracelular

Dominio
transmembrana

Fig. 11. Estructura de los receptores del factor de crecimiento del endotelio vascular.
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RECEPTOR MET: Factor de crecimiento de hepatocitos

El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) se identifico inicialmente como un
potente mitdgeno para los hepatocitos. Es un heterodimero constituido por una
subunidad alfa de 34 kD y una subunidad beta de 34 kD. Posteriormente, se describio
una proteina secretada por fibroblastos y células de musculo liso que se denomind
scatter factor (SF) y que promovia la movilidad de células epiteliales. A continuacion
se comprobd que SF y HGF eran idéenticos, y por esto se denomina HGF/SF a este
factor. HGF/SF pertenece a la familia de los factores de crecimiento relacionados con

plasminogeno (PRGF) [78].

SF/HGF (<]

by

Receptor c-Met

Rho/Rac/Cdc42 w

Fig. 12. Via de sefializacion inducida por la unién de SF/HGF a su receptor c-Met.

HGF/SF es una potente molécula angiogénica que actua directamente sobre las células
endoteliales induciendo migracion, proliferacion, produccién de proteasas, invasion y
organizacion tubular de los capilares [79]. También puede promover la expresion de
factores angiogénicos por las células tumorales. Estos fendmenos estan mediados por la
unién de HGF/SF a su receptor c-Met al poner en marcha vias de sefializacion a través
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de MEK vy fosfatidilinositol-3-cinasa, gracias a proteinas adaptadoras, como Grb2, SHC,
Gabl y Crk/CRKL [80]. C-Met tiene un gran nimero de efectos biologicos relacionados
con el citoesqueleto debido a su capacidad de interaccionar con integrinas y cadherinas

(Fig. 12).

RECEPTOR RON-BETA

El producto del oncogen Ron es el receptor para la proteina estimuladora de los
macréfagos, induce un fenotipo invasivo a la célula. Ha sido poco estudiado en

comparacién con otros receptores.

Ron estéa sobreexpresado tanto en oncocitoma como en carcinoma cromdfobo a pesar de

que en otros estudios parece un rasgo diferencial de los oncocitomas [81].

RECEPTOR AXL

AXI es un receptor de tirosina kinasa implicado en la leucogénesis mieloide. Parece ser

capaz de transformar varios tipos celulares por sobreexpresion [82-84].

También parece tener un papel en la génesis del carcinoma de pulmon no microcitico.
Su ligando, Gas6 parece ser un componente muy importante de la proliferacion de las

células mesangiales.
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FOSFATASAS DE LA PROTEINA TIROSINA

Historia

La primera fosfatasa de la proteina tirosina fue purificada [85] y clonada [86] 10 afios
después de la primera proteina tirosina kinasa [87]. Importantes descubrimientos han
dirigido el reconocimiento emergente de que las fosfatasas de la proteina tirosina juegan
papeles especificos y activos en los niveles de fosforilacion de las células y la

regulacién de muchos procesos fisiologicos [88-92].

Funcidn

Hay una evidencia sustancial que es el aumento del potencial de crecimiento,
proliferacion y diferenciacion por la fosforilacion de las tirosina kinasas. Las fosfatasas
de la proteina tirosina son necesarias para regular e inhibir la transduccién de sefiales
mediante la defosforilacion. Las fosfatasas funcionan como anti-oncogenes o genes
supresores del crecimiento. La pérdida de funcionalidad de estas fosfatasas puede

promover sefiales que conducen al desarrollo de la neoplasia.

Las fosfatasas de las proteina tirosina defosforilan los receptores de tirosina kinasa tras
haber sido activados y los receptores son reciclados a la superficie (figura 13). Hay un
“turnover” constante entre receptores fosforilados y defosforilados en celulas normales.

Es posible que en células neoplasicas este equilibrio esté alterado.
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° @

Fig. 13. Defosforilacion de las tirosina kinasas activadas (PTK) por parte de las fosfatasas de la proteina

tirosina (PTP).

Tipos de fosfatasas

Hay dos grandes grupos. Un tipo son enzimas transmembrana que contienen el dominio
de actividad fosfatasa en la porcién intracelular de la proteina. El otro tipo son enzimas
intracelulares. La primera fosfatasa transmembrana descrita fue el antigeno leucocitario

comun (CD 45). Hay al menos seis subclases de fosfatasas transmembrana.

La segunda clase son las intracelulares. Se ha escrito mucho acerca de la proteina PTP-

1B por su relacion con la funcion de la insulina.

Se han realizado estudios genotipicos recientes habiéndose detectado 107 genes
implicados en la sintesis de las fosfatasas de la proteina tirosina. Se ha realizado una
clasificacion muy reciente en cuatro familias cada una con una especificidad distinta

para un sustrato determinado [93].
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En nuestro trabajo realizamos el andlisis de 2 tipos de fosfatasas de la subclase tipo I
(PTP-1B y SH-PTP) y un tipo de la subclase Il descrita en la referencia, que son las
fosfatasas de la proteina tirosina de bajo peso molecular (LMW-PTP). Durante la
realizacion de este trabajo se ha producido el avance en el conocimiento de estas
proteinas, realizdndose la deteccion de fosfatasas para las que existen anticuerpos con
suficiente especificidad lo que permite su andlisis de expresion con la técnica de

Western-Blot.

REGULACION GLOBAL DEL PROCESO

Una vez que la sefial de proliferacion ha llegado al nacleo y se han expresado los genes
necesarios para llevarla a cabo, la sefial debe desactivarse, volviendo la célula a su
estado de reposo. El proceso se realiza mediante la activacion de determinadas enzimas
especificas para cada caso. Dentro de este grupo se encuentran las fosfatasas de la
proteina tirosina que eliminan el fosfato de los receptores tirosina kinasa activados y los
devuelven a la superficie celular y el sistema de la ubiquitinacion que permite eliminar
los receptores internalizados activados uniéndose mediante una proteina llamada
ubiquitina que los conduce hasta el proteasoma donde seran degradados.
Posteriormente, los restos proteicos que se producen en el proteasoma son presentados
al exterior en la membrana celular por moléculas HLA tipo | gracias a su ensamblaje en
el reticulo endoplasmico. Pueden actuar de esta forma de diana inmunolégica para los

linfocitos T CDS8 citotdxicos.
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Figura 14. Regulacién del proceso de sefializacién.

CORRELACION FENOTIPO-CLINICA

Recientemente se ha descubierto que el hipernefroma sobreexpresa el Receptor de
Tirosina Kinasa (RTK) Eph A2 en relacion con el tejido renal normal. Este hecho se
asocia con un fenotipo metastasico y un prondstico clinico adverso. La activacion de
estas moléculas de Eph A2 o proteinas de fusion Ephrin Al-lIg resulta en la
fosforilacion, seguida de una internalizacion del recptor fosforilado, posteriormente una
ubiquitinacion y una degradacion proteica en el proteasoma dando lugar a pequefios
fragmentos peptidicos. Estas células tratadas con estos agonistas de Eph A2 adquieren
un comportamiento méas benigno y ademas los restos peptidicos del proteasoma son

presentados como epitopos en la superficie de las células dentro de los complejos HLA
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de clase I. Se ha demostrado que lineas celulares de linfocitos CD8 citotoxicos o
linfocitos T CD8 citotoxicos clonados anti Eph A2 mejoran el reconocimiento y la

destruccién de las células tumorales tratadas.

También se ha demostrado que mediante una inhibicion farmacologica de las fosfatasas
de la proteina tirosina (PTP) se consigue aumentar la fosforilacion y la degradacion
proteasomica de forma que aumentara la expresion de anfigenos derivados mediante
HLA 1.Puede establecerse la hipdtesis de que agonistas de Eph A2 e inhibidores de
PTPs pueden actuar de forma sinérgica aumentando el reconocimiento de las células
tumorales por parte de CD8 citotdxicos. Tedricamente la inmunoterapia combinando
linfocitos T especificos de EphA2 o vacunas basadas en Eph A2 que presenten el
antigeno a linfocitos T citotdxicos, y activando la degradacion de Eph A2 por la via
proteasdmica mediante la administracion de agonistas de Eph A2 o inhibidores de PTPs

deberia mejorar las tasas de regresion y el numero de respuestas clinicas.
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Objetivos

OBJETIVOS
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El trabajo de investigacion esta centrado en la busqueda de dianas terapedticas en

carcinoma de células renales.

OBJETIVOS PRIMARIOS

1. Evaluar lineas celulares de carcinoma de células renales analizando la expresion
de Receptores de Tirosina Kinasa.: EGFR, erbB2, VEGFR-1, VEGFR-2,
PDGFR-1, PDGFR-2, HGFR1, HGFR-2, TIE-1, TIE-2, AXL, MET, Ron Beta.

2. Evaluar lineas celulares de carcinoma de celulas renales analizando la expresion

de Fosfatasas de la proteina Tirosina: LMW-PTP, PTP-1b, SH-PTP-1.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Mediante el estudio de lineas celulares tumorales murinas pretendemos
extrapolar nuestros resultados para el conocimiento del tumor de células renales

en humanos.

2. Contribuir a la investigacion de nuevas dianas terapelticas en carcinoma de

células renales.
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MATERIAL Y METODOS
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La metodologia de este trabajo de investigacion se basa en la técnica de deteccidn de
expresion de los receptores de tirosina kinasa y de las fosfatasas de la proteina tirosina
con el interés de poder utilizarlos como dianas terapedticas en un tipo de cancer con

escasas posibilidades de tratamiento. La técnica utilizada es el Western-Blot (Figura 1).

Debemos resaltar que todos los materiales y medios utilizados han sido facilitados por
el Profesor Walter Storkus (Jefe de Investigacion del Laboratorio de Inmunologia del

Hillmann Cancer Center de la Universidad de Pittsburgh) y su equipo.

WESTERN BLOT

Base de la técnica

Se trata de una técnica inmunolégica basada en la electroforesis de proteinas. Se trata de
una técnica semicuantitativa que permite detectar de forma relativa la cantidad de

antigeno que se estudia.

La transferencia de proteinas o 'blotting' supone la inmovilizacion de las proteinas sobre
membranas sintéticas, seguido de la deteccién empleando sistemas especialmente
disefiados para la tincién de 'blots'. EI método més potente es el denominado 'Western
blot' en el que las proteinas son separadas en primer lugar mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida y posteriormente se transfieren (mediante la aplicacion de un
campo eléctrico perpendicular al gel) a una membrana. El procedimiento es analogo al
desarrollado por el Prof. E. Southern (‘Southern blotting’) y por ello se le denominé

‘Western',
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Todo procedimiento de 'blotting’ consta de 5 etapas :

1.

Inmovilizacion de proteinas sobre la membrana ya sea mediante transferencia

(electroforética, aspiracion, presion) o mediante aplicacion directa.

Saturacion de todos los lugares de union de proteinas de la membrana no

ocupados para evitar la union no especifica de anticuerpos, que son proteinas.

Incubacidn del 'blot' con anticuerpo primarios contra la/s proteina/s de interés.

Incubacién del 'blot' con anticuerpos secundarios, o reactivos que actlan de

ligando del anticuerpo primario unidos a enzimas u otros marcadores.

Las bandas de proteinas marcadas con enzimas se hacen visibles por incubacion
con los sustratos apropiados para formar productos coloreados o luminescentes

insolubles en el lugar donde se encuentran las bandas de proteina.

En este método, descrito por Towbin, las proteinas son transferidas desde el gel a la

membrana electroforéticamente. La ventaja de este proceso es su corta duracion (de 30

minutos a pocas horas), lo que reduce notablemente el efecto de difusion de las bandas.

Se realiza la rotura de células o tejidos en un tampdn apropiado (desnaturalizacion de

proteinas) y posteriormente se realiza una electroforesis del extracto obtenido. El

siguiente paso es realizar una electrotransferencia de proteinas a un soporte sélido que

en este caso se trata de una membrana de nitrocelulosa, polivinilo o nylon mediante una

diferencia de potencial.
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Figura 1. Equipamiento para realizar técnica de Western-Blot.

Lisis celular

Trabajamos con lineas celulares en cultivo obtenidas a partir de carcinoma de células
renales producido en ratones. Para poder estudiar las proteinas el primer paso es realizar

una lisis de las células para poder aislar las proteinas.

Se obtienen las células del frasco de cultivo T25 cuando existe un 90% de confluencia
entre ellas (ver en “cultivos celulares”). Se afiade PBS 2 veces (para obtener todos los
detritus en suspension) y se elimina el medio de cultivo quedando las células limpias de
residuos adheridas al frasco de cultivo. Se afiaden 500 microlitros de una solucion

tampdn (x1 lysis buffer) al frasco.
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Composicion de la solucion tampén x1 lysis buffer:

2% Triton X-100

1% NP-40/ Bartlettlab (1ml)

7.4mg SOV

300 mM de NaCl (1,75gr)

2mM EDTA (400 microlitros/0.5 M)

20 mM Tris (97ml Tris pH 7.15)

PBS (5ml)

1 tableta de inhibidor de proteinas.

El frasco se coloca en un recipiente con hielo para llevarlo a una cdmara frigorifica en
cuyo interior se encuentra el agitador. Se agita durante 30 minutos para que las células
se mezclen bien con la solucion lisante. Una vez obtenido el lisado se transfiere a un
tubo eppendorf y se centrifuga durante 10 minutos a velocidad de 13500 revoluciones
por minuto. El sobrenadante se transfiere a otro tubo eppendorf y se conserva entre -20°

y -80°C hasta su utilizacion.

Preparacion de la muestra

Se descongelan las muestras de una forma répida aunque posteriormente deben

manipularse en frio (en un recipiente con hielo). Se prepara un tampén con 5% de 2-
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Mercaptoetanol y “laemmli-buffer”. Se diluyen las muestras en una proporcion 1/1 y se
mantienen en hielo. El siguiente paso es introducirlas en el termociclador a 100°C

durante 10 minutos, de esta forma se procede a su ebullicion.

Se prepara un tampoén para la electroforesis (1x SDS running buffer): Se obtiene con la

proporcion 1/9 del siguiente tampdn (10xSDS running buffer):

Tris-base 30gr

Glicina 144gr

SDS 10gr

Agua destilada 1 litro

Utilizamos para la técnica 300 ml de 1xSDS por lo que diluimos 30 ml del 10x SDS

running buffer con 270 ml de agua destilada.

Geles utilizados

La separacion de proteinas se realizd mediante electroforesis en geles de poliacrilamida
(10%) en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se utilizaron patrones de peso

molecular de rango amplio para la deteccién (Laboratorios Bio-Rad).

El grosor del gel es un factor que influye notablemente en la transferencia, siendo muy
ineficiente a partir de geles de 2 mm de espesor, y tanto mas eficiente cuanto mas fino

es el gel, con un limite debido a los problemas de manipulacién en torno a los 0.4 mm.
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Dispensacion de las muestras

Se coloca el gel en la cubeta de Western Blot (ya va preparado en un cristal que
presenta unos pocillos para cargar la muestra). Para la dispensacion de las muestras
(figura 2) primero se dispensan 10 microlitros de un marcador (kaleidoscope) que tiene
un colorante determinado unido a una proteina determinada y conocida que marca
distintos pesos moleculares con distintos colores, para poder seguir la migracién de las
proteinas de una forma sencilla. Segun el color de la banda que ha migrado sabemos el
peso molecular al que corresponde dicha banda, por lo que las bandas que obtengamos
de nuestro andlisis que se sitien en esa misma horizontal tendrdn ese mismo peso

molecular.

En concreto utilizamos el kaleidoscope 99077 que presenta los siguientes colores:

Azul: Proteina miosina: 210 kilodaltons (kd)

Fucsia: Proteina beta-galactosidasa: 118 kd

Verde: AlbUumina sérica bovina: 82 kd

Violeta: Anhidrasa carbdnica: 40 kd

Naranja: Proteina inhibidora de tripsina: 31,85 kd

Rojo: Lisozima: 17,47 kd

Azul: Aprotinina: 6,96 kd

Posteriormente se administran 30 0 40 microlitros de las muestras hervidas en los

pocillos.
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Figura 2. Llenado de los pocillos con las muestras.

Electroforesis

Consiste en conseguir la migracion de las proteinas en funcion de sus distintos pesos
moleculares mediante una diferencia de potencial (figura 3). Con un tampon de
electroforesis se rellena la cubeta cuidadosamente, primero por la parte interna del gel y

posteriormente por la parte externa.

Se establece una diferencia de potencial de 140 Voltios durante una hora.

~
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Figura 3. Electroforesis. Migracion de las proteinas al establecer la diferencia de potencial

Transferencia
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El objetivo de este paso es que las proteinas del gel se adhieran a una membrana de
polivinilo sobre la que posteriormente afiadiremos los anticuerpos especificos para la

deteccion de las proteinas que nos interesen.

Todas las membranas son hidrofobicas y requieren un tratamiento previo con metanol

antes de sumergirlas en soluciones acuosas.

Una vez realizada la migracion de las proteinas en el gel se desmonta el aparato y se

separa el gel del cristal al que estaba adherido.

Previamente se ha preparado un tampo6n de transferencia (transfer buffer) de la siguiente
composicion:

Tris 25mM 6 3,03 gr

Glicina 102mM 6 14,4 gr

Metanol 20% 200ml

Agua destilada 800ml

El gel se sumerge en una pequefia cubeta con esta disolucion para equilibrarlo durante

20 minutos.

Recortamos la membrana de polivinilo a la medida del gel e introducimos dicha
membrana en otra pequefia cubeta con ME-OH (Hidroxido de metanol) durante 15
segundos para eliminar cualquier impureza y evitar la hidrofobia que por naturaleza

tiene la membrana.
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Posteriormente la introducimos en una segunda cubeta con el tampdn de transferencia

para equilibrarla durante 2 minutos.

Se prepara un apilado con los siguientes componentes en orden (figura 4):
-una esponjilla humedecida con tampdn de transferencia

-un papel secante humedecido con tampon

-gel con las proteinas

-membrana de polivinilo

-papel secante humedecido con tampon

-esponjilla humedecida con tampon.

El orden es muy importante para realizar adecuadamente la transferencia, la membrana
debe quedar proxima al polo positivo del cassete de transferencia y el gel proximo al
polo negativo para realizar correctamente la transferencia del gel a la membrana (figura

5).

Se establece una diferencia de potencial de 100V durante una hora.
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Figura 4. Orden de los componentes de la transferencia. Siempre el &nodo estara mas cerca de la
membrana y el gel mas cerca del catodo. De esta forma las proteinas se transfieren de polo

negativo a positivo quedando adheridas a la membrana.
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Figura 5. Transferencia y detalle de migracién de polo negativo a positivo.

Deteccidn
Tras la fase anterior se desmonta el apilado realizado y se lava la membrana brevemente
con tampén de transferencia. Posteriormente se sumerge en Me-OH durante 10

segundos para eliminar las impurezas y se deja secar durante 15 minutos.
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Una etapa comun a todos los procedimientos de inmunodeteccién es el bloqueo de la
membrana, para prevenir la union no especifica del sistema de deteccion (anticuerpos
especificos) a la membrana, con el riesgo asociado de tener un elevado 'background'
(ruido de fondo o interferencias) o falsos positivos. No debemos olvidar que los

anticuerpos son proteinas y tienen capacidad de unirse a la membrana.

Se han descrito numerosas soluciones bloqueantes, y todas ellas son efectivas. El factor
esencial a tener en cuenta es elegir un sistema de bloqueo compatible con el sistema de
deteccion empleado. Por ejemplo, las soluciones de bloqueo que contienen leche
desnatada contienen una gran cantidad de carbohidratos complejos, y por ello deben
descartarse cuando se van a emplear anticuerpos que reconozcan determinantes en
carbohidratos. En este caso se trata de proteinas. Las dos soluciones de bloqueo que son
compatibles con casi cualquier sistema de deteccion son las soluciones de leche
desnatada y las soluciones de albumina sérica bovina (BSA). También se recomienda el
bloqueo en Tween-20 si hay demasiado 'background'. Sin embargo es conveniente usar
con cuidado los detergentes no iénicos como Tween-20 pues pueden solubilizar las

proteinas transferidas al filtro.

Se procede al “bloqueo” de la membrana a la que se han adherido las proteinas con 50
ml de PBS, solucion Tween 20 0.05% (PBS/Tween) y con un 2% de leche desnatada en
polvo. Se deja en un recipiente durante 1 hora a temperatura ambiente o bien durante
toda la noche a 4°C en funcion de cuando se vaya a continuar el experimento.

La solucién PBS/Tween se prepara con:
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1 litro de PBS
5 ml de polioxietileno-sorbitan-monolaurato

9 litros de agua destilada.

Para proseguir debe lavarse la membrana con PBS/Tween durante 5 minutos en el

agitador tras haberse procedido al bloqueo.

Anticuerpos

Eleccion del sistema de anticuerpos.

El tipo de anticuerpos empleado en la deteccion de las proteinas transferidos a filtro no
es determinante. Existen tanto excelentes anticuerpos policlonales con alta especificidad
y sensibilidad como monoclonales. Sin embargo los monoclonales se pueden obtener en
mayor cantidad y mantienen siempre sus propiedades de reconocimiento

independientemente del lote.

Los anticuerpos han sido suministrados desde distintos laboratorios que los
comercializan, las distintas empresas son AbCam, Santa Cruz, Exalpha, BioRad y

Upstate.

Anticuerpos primarios

Para la determinacion de EGFR se ha utilizado un anticuerpo policlonal 1gG obtenido
de conejo. Para HER-2 se utiliza un anticuerpo monoclonal obtenido de ratdn. Para

VEGFR-1 se emplea un anticuerpo 1gG policlonal de conejo y para VEGFR-2 un
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anticuerpo monoclonal obtenido de raton. Para el resto de receptores de tirosina kinasa

se utilizan anticuerpos obtenidos de conejo policlonales (Tabla 1)

RECEPTOR TIROSINA KINASA

ANTICUERPO 1°

ANTICUERPO 2°

EGFR CONEJO / policlonal CABRA anti-conejo
HER-2 RATON / monoclonal | CABRA anti-raton

VEGFR-1 CONEJO / policlonal CABRA anti-conejo
VEGFR-2 RATON / monoclonal | CABRA anti-ratén

TIE-1 CONEJO / policlonal CABRA anti-conejo
TIE-2 CONEJO / policlonal CABRA anti-conejo
PDGFR-ALFA CONEJO / policlonal CABRA anti-conejo
PDGFR-BETA CONEJO / policlonal CABRA anti-conejo
MET CONEJO / policlonal CABRA anti-conejo
AXL CONEJO / policlonal CABRA anti-conejo
RON BETA CONEJO / policlonal CABRA anti-conejo

Tabla 1. Anticuerpos utilizados para la deteccion de receptores de tirosina-kinasa.
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Para las fosfatasas de la proteina tirosina se utilizaron, en el caso de PTP-1b un
anticuerpo 1gG policlonal obtenido de conejo, para SH-PTP1 un anticuerpo IgG
monoclonal obtenido de raton y para LMW-PTP se utiliz6 un anticuerpo policlonal 1gG

obtenido de oveja (Tabla 2)

FOSFATASA PROTEINA TIROSINA | ANTICUERPO 1° ANTICUERPO 2°
PTP-1B CONEJO / policlonal CABRA anti-conejo
SH-PTP1 RATON / monoclonal | CABRA anti-ratén
LMW-PTP OVEJA / policlonal CONEJO anti-oveja

Tabla 2. Anticuerpos utilizados para la deteccién de fosfatasas de la proteina tirosina.

Utilizamos el primer anticuerpo comercial (figura 6) dirigido frente al antigeno
(receptor de tirosina kinasa). Se diluye en 10 ml de PBS/Tween y un 2% de leche
desnatada en polvo. Se introduce en un tubo cerrado de 50ml y se incuba durante 1 hora
con agitacion constante para que dicho anticuerpo se adhiera a las proteinas fijadas en la

membrana.

Tras la incubacion se procede a lavar 3 veces con PBS/Tween durante 10 minutos cada

lavado.
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Figura 6. Adicion del primer anticuerpo a la membrana quedando fijado a las proteinas.

Anticuerpos secundarios

Como anticuerpos secundarios se suelen emplear anticuerpos obtenidos inoculando en
una especie distinta a la especie que ha originado el anticuerpo primario (tabla 1 y 2),
inmunoglobulinas de la especie a detectar (anticuerpos anti-especie). También se
emplean los fragmentos Fab2, producidos mediante digestion con pepsina de los
anticuerpos puros, y que, al carecer de region Fc no interfieren con algunos
componentes de los tejidos que pueden estar presentes en las muestras bioldgicas

complejas, reduciendo el ‘background'.

Tras el lavado afiadimos el 2° anticuerpo que va dirigido contra el anterior anticuerpo de
forma que se amplifica la reacciéon inmune. (figura 7) La adicidn del 2° anticuerpo se
realiza de la misma forma que para el primero con idéntica dilucion y el mismo tiempo
de incubacion.
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Incubacién con 2° anticuerpo
y lavado del exceso

Figura 7. Adicion del 2° anticuerpo que se une al primero con especificidad antiespecie.

Inmunoluminescencia

La Gltima fase de la deteccidn es la que realmente nos hace ver la reaccion inmune,
puede realizarse de distintas formas, como por ejemplo con colorantes que marquen los

anticuerpos unidos.

Afiadir sustrato luminescente

Figura 8. Adicion de sustrato luminescente sobre la membrana de forma que quedan realzadas

las bandas de Western-Blot.
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Una manera mas cuantitativa (por lo que veremos despues) es el marcaje con un
reactivo quimioluminescente (figura 8) que es el utilizado en nuestro experimento.
Consta de 2 reactivos: 2 ml de reactivo oxidante y 2 ml de reactivo luminol que al
reaccionar producen luminescencia (figura 9). Dicha mezcla se realiza sobre un papel
plastico transparente y se pone en contacto con la cara de la membrana en la que estan
unidas las proteinas de forma que marcan con luminescencia las bandas en las que se
aglutinan los anticuerpos. Para detectarlas y realizar la lectura se envuelve la membrana
con el sobrante del papel plastico y se coloca en una placa fotografica en contacto con
papel radiografico (en una sala oscura) para que se sobreimpresione durante 1 a 3
minutos en funcién de la cantidad de luminescencia, repitiendo las veces que sean
necesarias la exposicion ajustando el tiempo para que las bandas que se observan

posteriormente sean de buena calidad (figura 10).

Inmunoluminescencia

Figura 9. Transferencia y detalle de migracién de polo negativo a positivo.
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El resultado final es el de la visualizacion de bandas en un papel radiogréafico o

fotografico:

?
110-KDa j
—1 94-KDa
84-KDa 66-KDa
60-KDa
47-KDa
- ke

41-KDa
= - -
- - #¥ 39-KDa
= - H 31-KDa
24-KDa
- 22.KDa
- - 17-KDa
16-KDa -

Figura 10. Ejemplo de resultado final de Western-Blot.

Hay que especificar que para cada antigeno cuya expresion estudiamos realizamos esta
técnica en paralelo con un anticuerpo anti-beta actina que nos permitira comparar las
distintas densidades opticas de las bandas. Ya sabemos que la beta-actina es una
proteina que se encuentra en todas las células, de forma que es un buen control para el

procedimiento.
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Sistema de densitometria “Labworks”

La manera de cuantificar la expresion de la proteina estudiada es analizar la densidad de
las bandas mediante un densitometro Optico que capta las distintas densidades y las
compara entre si de forma que mediante una aplicacion informatica (Labworks 302)
asigna un valor de expresion en funcion de la densidad de la banda. La ventaja es que
utilizamos el propio papel radiografico sobre el que se ha realizado la impresion

luminica.

Las imagenes obtenidas de cada Western-Blot se digitalizaron y analizaron mediante un
equipo de densitometria digital (Labworks 302 Analysis Software). Se trata de un
sistema de densitometria digital que capta la imagen a través de un transiluminador
(figura 11) que emite luz blanca o luz ultravioleta en funcion del experimento que

estemos realizando.

Figura 11. Transiluminador utilizado.
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La imagen digital se capta mediante una videocamara (Figura 12) a una distancia focal
de 20 cm aproximadamente, que esta conectada a un ordenador en el que realizaremos

un tratamiento informatico de la imagen captada.

Figura 12. Videocamara utilizada.

El analisis digital de imagen permite realizar una cuantificacion densitométrica de las
bandas. Para ello, el densitometro debe evaluar la intensidad de la luz reflejada en forma
de densidad Optica. El programa (figura 13) calcula una ratio de densidad tras comparar

las distintas bandas entre si.

—{ Software LabWorks 4.5 )
Cagdurs @ 3oRlon de inagees

Figura 13. Detalle del programa de densitometria digital.

La técnica del Western-Blot es facilmente reproducible, es costosa (en cuanto a tiempo

se refiere) pero es muy objetiva, ya que, como ya hemos comentado tenemos un valor
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de referencia que es la expresion de beta-actina (proteina presente en todas las células)

con un peso molecular de unos 40kdaltons aproximadamente.

El Western-blot se presenta como una técnica adecuada para la determinacion
cuantitativa de la expresion de receptores de tirosina kinasa y de fosfatasas de la
proteina tirosina. Es una técnica facilmente reproducible, que requiere un adiestramiento
basico y que no emplea una tecnologia de altos costes salvo los anticuerpos sintéticos
dirigidos contra las proteinas objeto de nuestro estudio. Puede ser un método objetivo
de deteccion, valido para todos los tipos de neoplasia. Sus limitaciones pueden ser la
falta de especificidad de algunos anticuerpos utilizados o las mutaciones que producen

variaciones en los dominios de union a dichos anticuerpos reactivos.
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LINEAS CELULARES

Utilizamos lineas celulares de carcinoma de células renales obtenidas a partir de
tumores inducidos en ratones y puestas en cultivo, que se mantienen congeladas en los
laboratorios de la Universidad de Pittsburgh.

Tenemos acceso a cinco lineas celulares, con las que desarrollamos nuestros
experimentos. Son carcinomas de células renales de células claras en los 5 casos y se
denominan SLR 20, SLR 21, SLR 22, SLR 24, SLR 25. [94]

Una 62 linea celular, HK-2, se asemeja al tejido renal normal por lo que nos sirve para

comparacion de expresion.

Las diferencias entre ellas pueden verse en el comportamiento de los cultivos, su
morfologia es distinta, aunque esto no tiene trascendencia. Si es mas importante su
velocidad de crecimiento: SLR 20 y SLR 21 tienen un crecimiento mas rapido en los
cultivos obteniendo de forma mas rapida una confluencia del 90%. SLR 25 tiene un
crecimiento mucho mas lento. SLR 22 y SLR 24 tienen una velocidad intermedia de
crecimiento. No podemos sacar conclusiones en cuanto al fenotipo mas o menos
agresivo de estas lineas s6lo por su comportamiento en cultivos pero podemos hacer una
pequefia aproximacion en cuanto a si se correlacionan las lineas de mas rapida

multiplicacidn con la mayor sobreexpresion de unas proteinas u otras.

Para utilizarlas procedemos a su descongelacién y eliminacion del conservante (DMSO)
y a la inmediata adicion de un medio de cultivo. EL DMSO (dimetil-sulfoxido:
(CH3)2S0 ) es un toxico celular a temperatura ambiente, por ello se afiade rapidamente

medio de cultivo, de forma que el DMSO queda diluido y no resulta tan toxico para las
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células a esa concentracion. Posteriormente se elimina la mezcla y se introducen las
células en un medio RPMI-1640 suplementado con:

10% de suero fetal bovino inactivado por calor

100 U/ml de penicilina

100 microgramos de estreptomicina

10 milimoles de L-glutamina

Las sembramos en placas de cultivo, manteniéndolas en una estufa con atmosfera
humedificada, bajo una presion de CO2 del 5% y a 37°, de forma que pudieramos

disponer de ellas en el momento en que presenten confluencia superior al 90%.

No existen muchas lineas celulares que asemejen al tejido renal normal humano. La
linea celular HK-2 resulta de la exposicion de células renales normales a la accion de un
retrovirus que contiene los genes E6 y E7 del virus del papiloma humano con lo que
adopta la capacidad de proliferar. Esta linea se obtuvo en 1993 por cientificos del Fred
Hutchinson Cancer Research Center de Seattle (Washington). [95]

Esta es la linea celular que utilizamos como control de comparacion de expresion de
receptores de tirosina kinasa. Tiene niveles de expresion asemejables al tejido renal no

tumoral.

Lo que podemos decir de estas lineas celulares es que tienen un velocidad distinta de

crecimiento en las mismas condiciones de cultivo por lo que alcanzan la confluencia

unas lineas antes que otras.
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Manejo de las células y de los residuos
Toda la técnica en la que haya que manipular las células fuera de su medio de cultivo
requiere condiciones de maxima asepsia y se realiza en el interior de una campana de

flujo laminar.

Todos los materiales bioldgicos utilizados y los detritus celulares son eliminados en
contenedores especiales. Los liquidos biologicos son mezclados con lejia y
posteriormente se eliminan. Los utensilios utilizados (pipetas, placas de cultivo, etc) se
desechan también en contenedores destinados a este uso. La campana de flujo laminar
evita que los cultivos y las células se contaminen durante la manipulacién gracias a que
se obtiene un éarea de aire sin particulas mediante el barrido continuo por flujo

descendente de aire ultrafiltrado en régimen laminar.

Técnica de cultivo de lineas celulares
La obtencion de células para la realizacion de los experimentos se realiza a partir de las
lineas celulares de carcinoma de células renales de ratdn que se encuentran en cultivo a

37°C cuando presentan mas de un 90% de confluencia.

La técnica es sencilla: consiste inicialmente en desechar el medio de la placa de cultivo
de forma que solo quedan las células adheridas a la placa y detritus. Para eliminar los
detritus realizamos lavado con PBS y agitamos suavemente para luego desechar el PBS
con los detritus.

Una vez que las células quedan con la minima cantidad de detritus posible se procede a
separarlas de la placa de cultivo y a separarlas entre ellas mediante IX tripsina, una

enzima que se encarga de romper los lazos intercelulares y entre las células y la placa.
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Utilizamos 0.5 ml de tripsina y se afiade a la placa homogeneizando suavemente y se
deja durante unos 2 minutos a 37°C para que actle. La limitacion de este tiempo es
fundamental para evitar que la tripsina pueda romper las membranas celulares. Se

observa el microscopio periédicamente para ver la separacion de las células.

Tras este tiempo afladimos medio de cultivo RPMI/FBS y se recoge todo el contenido
de la placa en un tubo para centrifugarlo y eliminar el sobrenadante. Posteriormente se
afladen 2 ml de medio al tubo y se resuspende el “pellet” o boton celular suavemente.
Utlizaremos parte de estas células para realizar una nueva siembra en otra placa de
cultivo para perpetuarlo y el resto lo utilizaremos para proceder a su lisado y su estudio

por Western Blot.

Es importante la cantidad de células resuspendidas que se utilizan para perpetuar el
cultivo, depende de la velocidad de crecimiento y de agregacion de esas lineas celulares.
A mayor velocidad de crecimiento y de confluencia sembraremos menor cantidad de

células en el cultivo de forma que quedaran mas diluidas en el medio.

El medio de cultivo utilizado es RPMI/FBS:
-RPMI 1640 450ml.

-Buffer HEPES 5ml.

-Penicilina y estreptomicina 5ml
-L-Glutamina 5ml

-Suero fetal bovino 50ml
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Todos estos productos fueron suministrados por GIBCO/Life Technologies, Grand

Island, Nueva York al laboratorio de Investigacion del Hillman Cancer Center.

Una vez finalizados los experimentos en lugar de mantener la linea en cultivo puede
mantenerse congelada a -80°C, para ello previamente se resuspende en un medio de
congelacién. En concreto utilizamos una mezcla al 50% de FCS, 40% RPMI y un 10%
de DMSO. La congelacion se realiza de forma lenta y gradual mediante un congelador
programado, para proteger las membranas celulares y no se debe alcanzar la

temperatura maxima de congelado en un tiempo inferior a 2 horas.

El DMSO protege a la célula durante la congelacién, evitando su cristalizacion y rotura

de las membranas.
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EXPERIMENTOS REALIZADOS

Determinacion de expresion de EGFR

Muestras

A partir de las lineas celulares en cultivo SLR20, SLR21, SLR22, SLR24, SLR25 y HK
obtenemos lisados celulares tras separacion de las placas de cultivo mediante adicién de
0.5ml de tripsina que actia durante 2 minutos y tras este tiempo afiadimos medio de
cultivo RPMI/FBS y se recoge todo el contenido de la placa en un tubo para
centrifugarlo y eliminar el sobrenadante. Posteriormente se afiaden 2 ml de medio al
tubo y se resuspende el “pellet” o boton celular suavemente. Utilizaremos parte de estas
células para realizar una nueva siembra en otra placa de cultivo para perpetuarlo y el
resto lo utilizaremos para proceder a su lisado. Se afiade PBS 2 veces como solucion de
limpieza y se elimina el medio de cultivo quedando las células limpias de cualquier

residuo. Se afiaden 500 microlitros de una solucion tampon (x1 lysis buffer) al frasco.

El frasco se coloca en un recipiente con hielo para llevarlo a una camara frigorifica en
cuyo interior se encuentra el agitador. Se agita durante 30 minutos para que las células
se mezclen bien con la solucion lisante. Una vez obtenido el lisado se transfiere a un
tubo eppendorf y se centrifuga durante 10 minutos a velocidad de 13500 revoluciones
por minuto. Se prepara un tampon con 5% de 2-Mercaptoetanol y “laemmli-buffer”. Se
diluyen las muestras en una proporcion 1/1 y se mantienen en hielo. Se introducen en el

termociclador a 100°C durante 10 minutos.

Electroforesis

Utilizamos para la técnica 300 ml de 1xSDS (tampdn para la electroforesis) por lo que

diluimos 30 ml de 10x SDS running buffer con 270 ml de agua destilada.
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La separacion de proteinas se realiz6 mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
(10%) en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se utilizaron patrones de peso

molecular de rango amplio para la deteccion (Laboratorios Bio-Rad).

Primero se dispensan 10 microlitros de un marcador (kaleidoscope 99077, Laboratorios
BioRad) que tiene un colorante determinado que marca distintos pesos moleculares con
distintos colores, para poder seguir la migracion de las proteinas. Posteriormente se

administran 30 microlitros de las muestras de cada linea celular en los pocillos.

Con el tampén de electroforesis se rellena la cubeta cuidadosamente, primero por la
parte interna del gel y posteriormente por la parte externa y se establece una diferencia

de potencial de 140 Voltios durante una hora.

Transferencia

Tras la migracion, el gel se sumerge en una pequefia cubeta con tampdén de transferencia
para equilibrarlo durante 20 minutos. Se recorta la membrana de polivinilo a la medida
del gel e introducimos dicha membrana en otra pequefia cubeta con ME-OH (Hidroxido
de metanol) durante 15 segundos. Posteriormente la introducimos en una segunda
cubeta con el tampon de transferencia para equilibrarla durante 2 minutos.

Se realiza la transferencia recordando que la membrana debe quedar préxima al polo
positivo del cassete de transferencia y el gel préximo al polo negativo. Se establece una
diferencia de potencial de 100V durante una hora.

Marcaje con anticuerpos

Posteriormente se sumerge en Me-OH durante 10 segundos para eliminar las impurezas

y se deja secar durante 15 minutos.
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Se procede al “bloqueo” de la membrana a la que se han adherido las proteinas con 50
ml de PBS, solucion Tween 20 0.05% (PBS/Tween) y con un 2% de leche desnatada en
polvo. Se deja en un recipiente durante toda la noche a 4°C.

Tras este paso, lavado de la membrana con PBS/Tween durante 5 minutos en el
agitador. Se realiza marcaje con anticuerpo 1° de Conejo policlonal (Santa Cruz. USA)
y el anticuerpo 2° es de cabra anticonejo (Santa Cruz. USA). Se diluye en 10 ml de
PBS/Tween y un 2% de leche desnatada en polvo. Se introduce en un tubo cerrado de
50ml y se incuba durante 1 hora con agitacion constante para que dicho anticuerpo se
adhiera a las proteinas fijadas en la membrana. Tras la incubacion se procede a lavar 3
veces con PBS/Tween durante 10 minutos cada lavado. La adicion del 2° anticuerpo se
realiza de la misma forma que para el primero con idéntica dilucion y el mismo tiempo
de incubacion.

Deteccion y digitalizacion

Afadimos posteriormente 2 ml de reactivo oxidante y 2 ml de reactivo luminol que al
reaccionar producen luminescencia sobre un papel plastico transparente y se pone en
contacto con la cara de la membrana en la que estan unidas las proteinas. Se envuelve la
membrana con el sobrante del papel plastico y se coloca en una placa fotografica en
contacto con papel radiografico (en una sala oscura) para que se sobreimpresione
durante 2 minutos. Las imagenes obtenidas en papel radiografico se digitalizaron y
analizaron mediante un equipo de densitometria digital (Labworks 302 Analysis
Software).

La banda detectada se corresponde con un peso molecular de 170 kda.
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Determinacion de expresion de HER-2

Muestras

Lineas celulares en cultivo SLR20, SLR21, SLR22, SLR24, SLR25 y HK.

Lisados celulares : se transfiere a un tubo eppendorf y se centrifuga durante 10 minutos

a velocidad de 13500 revoluciones por minuto.

Dilucion 1/1 en tampén con 5% de 2-Mercaptoetanol y “laemmli-buffer” y se

mantienen en hielo.

Termociclador a 100°C durante 10 minutos.

Electroforesis

Tampon de electroforesis: 300 ml de 1xSDS (tampén para la electroforesis): 30 ml de

10x SDS running buffer con 270 ml de agua destilada.

Gel de poliacrilamida (10%) (Laboratorios Bio-Rad) en condiciones desnaturalizantes

(SDS-PAGE).

Marcador de peso molecular: 10 microlitros de Kaleidoscope 99077 (Laboratorios

BioRad).

30 microlitros de las muestras de cada linea celular en los pocillos.

Con el tampon de electroforesis se rellena la cubeta y se establece una diferencia de

potencial de 140 Voltios durante una hora.

Transferencia

Equilibrado 20 minutos del gel en una pequefia cubeta con tampon de transferencia.

80




Sobreexpresion de Receptores de Tirosina Kinasa y de Fosfatasas de la Material y Métodos
Proteina Tirosina en Carcinoma de Células Renales como Diana Terapeutica

Se recorta la membrana de polivinilo a la medida del gel e introducimos dicha
membrana en otra pequefia cubeta con ME-OH (Hidroxido de metanol) durante 15
segundos. Posteriormente la introducimos en una segunda cubeta con el tampon de
transferencia para equilibrarla durante 2 minutos.

Diferencia de potencial de 100V durante una hora.

Posteriormente se sumerge en Me-OH durante 10 segundos y se deja secar 15 minutos.
Marcaje con anticuerpos

Bloqueo de la membrana con 50 ml de PBS, solucion Tween 20 0.05% (PBS/Tween) y
con un 2% de leche desnatada en polvo. Se deja en un recipiente durante toda la noche a
4°C.,

Lavado de membrana con PBS/Tween durante 5 minutos en el agitador.

Marcaje con anticuerpo 1° de Raton monoclonal (Santa Cruz. USA) Y el anticuerpo 2°
es de cabra antiraton (Santa Cruz. USA). Se diluye en 10 ml de PBS/Tween y un 2% de
leche desnatada en polvo en un tubo cerrado de 50ml y se incuba durante 1 hora con
agitacion constante.

Tras la incubacion 3 lavados con PBS/Tween durante 10 minutos cada uno.

Adicion del 2° anticuerpo se realiza de la misma forma que para el primero .

Deteccion y digitalizacion

2 ml de reactivo oxidante y 2 ml de reactivo luminol

Envoltura de la membrana en papel plastico y en una placa fotografica en contacto con
papel radiogréafico con sobreimpresién durante 2 minutos.

Las imagenes obtenidas en papel radiografico se digitalizaron y analizaron mediante un
equipo de densitometria digital (Labworks 302 Analysis Software).

La banda detectada se corresponde con un peso molecular de 185 kda.
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Determinacion de expresion de VEGFR-1

Muestras

Lineas celulares en cultivo SLR20, SLR21, SLR22, SLR24, SLR25 y HK.

Lisados celulares : se transfiere a un tubo eppendorf y se centrifuga durante 10 minutos

a velocidad de 13500 revoluciones por minuto.

Dilucion 1/1 en tampén con 5% de 2-Mercaptoetanol y “laemmli-buffer” y se

mantienen en hielo.

Termociclador a 100°C durante 10 minutos.

Electroforesis

Tampon de electroforesis: 300 ml de 1xSDS (tampdn para la electroforesis): 30 ml de

10x SDS running buffer con 270 ml de agua destilada.

Gel de poliacrilamida (10%) (Laboratorios Bio-Rad) en condiciones desnaturalizantes

(SDS-PAGE).

Marcador de peso molecular: 10 microlitros de Kaleidoscope 99077 (Laboratorios

BioRad).

30 microlitros de las muestras de cada linea celular en los pocillos.

Con el tampon de electroforesis se rellena la cubeta y se establece una diferencia de

potencial de 140 Voltios durante una hora.

Transferencia

Equilibrado 20 minutos del gel en una pequefia cubeta con tampdn de transferencia.

82




Sobreexpresion de Receptores de Tirosina Kinasa y de Fosfatasas de la Material y Métodos
Proteina Tirosina en Carcinoma de Células Renales como Diana Terapeutica

Se recorta la membrana de polivinilo a la medida del gel e introducimos dicha
membrana en otra pequefia cubeta con ME-OH (Hidroxido de metanol) durante 15
segundos. Posteriormente la introducimos en una segunda cubeta con el tampon de
transferencia para equilibrarla durante 2 minutos.

Diferencia de potencial de 100V durante una hora.

Posteriormente se sumerge en Me-OH durante 10 segundos y se deja secar 15 minutos.
Marcaje con anticuerpos

Bloqueo de la membrana con 50 ml de PBS, solucién Tween 20 0.05% (PBS/Tween) y
con un 2% de leche desnatada en polvo. Se deja en un recipiente durante toda la noche a
4°C.,

Lavado de membrana con PBS/Tween durante 5 minutos en el agitador.

Marcaje con anticuerpo 1° de Conejo policlonal (Santa Cruz. USA) vy el anticuerpo 2°
es de cabra anticonejo (Santa Cruz. USA). Se diluye en 10 ml de PBS/Tween y un 2%
de leche desnatada en polvo en un tubo cerrado de 50ml y se incuba durante 1 hora con
agitacion constante.

Tras la incubacion 3 lavados con PBS/Tween durante 10 minutos cada uno.

Adicion del 2° anticuerpo se realiza de la misma forma que para el primero .

Deteccion y digitalizacion

2 ml de reactivo oxidante y 2 ml de reactivo luminol

Envoltura de la membrana en papel plastico y en una placa fotografica en contacto con
papel radiogréafico con sobreimpresién durante 2 minutos.

Las imagenes obtenidas en papel radiografico se digitalizaron y analizaron mediante un
equipo de densitometria digital (Labworks 302 Analysis Software).

La banda detectada se corresponde con un peso molecular de 180 kda.
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Determinacion de expresion de VEGFR-2

Muestras

Lineas celulares en cultivo SLR20, SLR21, SLR22, SLR24, SLR25 y HK.

Lisados celulares : se transfiere a un tubo eppendorf y se centrifuga durante 10 minutos

a velocidad de 13500 revoluciones por minuto.

Dilucion 1/1 en tampén con 5% de 2-Mercaptoetanol y “laemmli-buffer” y se

mantienen en hielo.

Termociclador a 100°C durante 10 minutos.

Electroforesis

Tampon de electroforesis: 300 ml de 1xSDS (tampdn para la electroforesis): 30 ml de

10x SDS running buffer con 270 ml de agua destilada.

Gel de poliacrilamida (10%) (Laboratorios Bio-Rad) en condiciones desnaturalizantes

(SDS-PAGE).

Marcador de peso molecular: 10 microlitros de Kaleidoscope 99077 (Laboratorios

BioRad).

30 microlitros de las muestras de cada linea celular en los pocillos.

Con el tampon de electroforesis se rellena la cubeta y se establece una diferencia de

potencial de 140 Voltios durante una hora.

Transferencia

Equilibrado 20 minutos del gel en una pequefia cubeta con tampon de transferencia.
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Se recorta la membrana de polivinilo a la medida del gel e introducimos dicha
membrana en otra pequefia cubeta con ME-OH (Hidroxido de metanol) durante 15
segundos. Posteriormente la introducimos en una segunda cubeta con el tampon de
transferencia para equilibrarla durante 2 minutos.

Diferencia de potencial de 100V durante una hora.

Posteriormente se sumerge en Me-OH durante 10 segundos y se deja secar 15 minutos.
Marcaje con anticuerpos

Bloqueo de la membrana con 50 ml de PBS, solucién Tween 20 0.05% (PBS/Tween) y
con un 2% de leche desnatada en polvo. Se deja en un recipiente durante toda la noche a
4°C.,

Lavado de membrana con PBS/Tween durante 5 minutos en el agitador.

Marcaje con anticuerpo 1° de Ratén monoclonal (Santa Cruz. USA) Yy el anticuerpo 2°
es de cabra antiraton (Santa Cruz. USA). Se diluye en 10 ml de PBS/Tween y un 2% de
leche desnatada en polvo en un tubo cerrado de 50ml y se incuba durante 1 hora con
agitacion constante.

Tras la incubacion 3 lavados con PBS/Tween durante 10 minutos cada uno.

Adicion del 2° anticuerpo se realiza de la misma forma que para el primero .

Deteccion y digitalizacion

2 ml de reactivo oxidante y 2 ml de reactivo luminol

Envoltura de la membrana en papel plastico y en una placa fotogréafica en contacto con
papel radiogréafico con sobreimpresién durante 2 minutos.

Las imagenes obtenidas en papel radiografico se digitalizaron y analizaron mediante un
equipo de densitometria digital (Labworks 302 Analysis Software).

La banda detectada se corresponde con un peso molecular de 195 a 235 kda.
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Determinacion de expresion de MET

Muestras

Lineas celulares en cultivo SLR20, SLR21, SLR22, SLR24, SLR25 y HK.

Lisados celulares : se transfiere a un tubo eppendorf y se centrifuga durante 10 minutos

a velocidad de 13500 revoluciones por minuto.

Dilucion 1/1 en tampén con 5% de 2-Mercaptoetanol y “laemmli-buffer” y se

mantienen en hielo.

Termociclador a 100°C durante 10 minutos.

Electroforesis

Tampon de electroforesis: 300 ml de 1xSDS (tampédn para la electroforesis): 30 ml de

10x SDS running buffer con 270 ml de agua destilada.

Gel de poliacrilamida (10%) (Laboratorios Bio-Rad) en condiciones desnaturalizantes

(SDS-PAGE).

Marcador de peso molecular: 10 microlitros de Kaleidoscope 99077 (Laboratorios

BioRad).

30 microlitros de las muestras de cada linea celular en los pocillos.

Con el tampon de electroforesis se rellena la cubeta y se establece una diferencia de

potencial de 140 Voltios durante una hora.

Transferencia

Equilibrado 20 minutos del gel en una pequefia cubeta con tampon de transferencia.
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Se recorta la membrana de polivinilo a la medida del gel e introducimos dicha
membrana en otra pequefia cubeta con ME-OH (Hidroxido de metanol) durante 15
segundos. Posteriormente la introducimos en una segunda cubeta con el tampon de
transferencia para equilibrarla durante 2 minutos.

Diferencia de potencial de 100V durante una hora.

Posteriormente se sumerge en Me-OH durante 10 segundos y se deja secar 15 minutos.
Marcaje con anticuerpos

Bloqueo de la membrana con 50 ml de PBS, solucion Tween 20 0.05% (PBS/Tween) y
con un 2% de leche desnatada en polvo. Se deja en un recipiente durante toda la noche a
4°C.,

Lavado de membrana con PBS/Tween durante 5 minutos en el agitador.

Marcaje con anticuerpo 1° de conejo policlonal (Santa Cruz. USA) Yy el anticuerpo 2° es
de cabra anticonejo (Santa Cruz. USA). Se diluye en 10 ml de PBS/Tween y un 2% de
leche desnatada en polvo en un tubo cerrado de 50ml y se incuba durante 1 hora con
agitacion constante.

Tras la incubacion 3 lavados con PBS/Tween durante 10 minutos cada uno.

Adicion del 2° anticuerpo se realiza de la misma forma que para el primero .

Deteccion y digitalizacion

2 ml de reactivo oxidante y 2 ml de reactivo luminol

Envoltura de la membrana en papel plastico y en una placa fotografica en contacto con
papel radiogréafico con sobreimpresién durante 2 minutos.

Las imagenes obtenidas en papel radiografico se digitalizaron y analizaron mediante un
equipo de densitometria digital (Labworks 302 Analysis Software).

La banda detectada se corresponde con un peso molecular de 140 kda.
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Determinacion de expresion de AXL

Muestras

Lineas celulares en cultivo SLR20, SLR21, SLR22, SLR24, SLR25 y HK.

Lisados celulares : se transfiere a un tubo eppendorf y se centrifuga durante 10 minutos

a velocidad de 13500 revoluciones por minuto.

Dilucion 1/1 en tampén con 5% de 2-Mercaptoetanol y “laemmli-buffer” y se

mantienen en hielo.

Termociclador a 100°C durante 10 minutos.

Electroforesis

Tampon de electroforesis: 300 ml de 1xSDS (tampén para la electroforesis): 30 ml de

10x SDS running buffer con 270 ml de agua destilada.

Gel de poliacrilamida (10%) (Laboratorios Bio-Rad) en condiciones desnaturalizantes

(SDS-PAGE).

Marcador de peso molecular: 10 microlitros de Kaleidoscope 99077 (Laboratorios

BioRad).

30 microlitros de las muestras de cada linea celular en los pocillos.

Con el tampon de electroforesis se rellena la cubeta y se establece una diferencia de

potencial de 140 Voltios durante una hora.

Transferencia

Equilibrado 20 minutos del gel en una pequefia cubeta con tampon de transferencia.
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Se recorta la membrana de polivinilo a la medida del gel e introducimos dicha
membrana en otra pequefia cubeta con ME-OH (Hidroxido de metanol) durante 15
segundos. Posteriormente la introducimos en una segunda cubeta con el tampon de
transferencia para equilibrarla durante 2 minutos.

Diferencia de potencial de 100V durante una hora.

Posteriormente se sumerge en Me-OH durante 10 segundos y se deja secar 15 minutos.
Marcaje con anticuerpos

Bloqueo de la membrana con 50 ml de PBS, solucion Tween 20 0.05% (PBS/Tween) y
con un 2% de leche desnatada en polvo. Se deja en un recipiente durante toda la noche a
4°C.,

Lavado de membrana con PBS/Tween durante 5 minutos en el agitador.

Marcaje con anticuerpo 1° de conejo policlonal (Santa Cruz. USA) vy el anticuerpo 2° es
de cabra anticonejo (Santa Cruz. USA). Se diluye en 10 ml de PBS/Tween y un 2% de
leche desnatada en polvo en un tubo cerrado de 50ml y se incuba durante 1 hora con
agitacion constante.

Tras la incubacion 3 lavados con PBS/Tween durante 10 minutos cada uno.

Adicion del 2° anticuerpo se realiza de la misma forma que para el primero .

Deteccion y digitalizacion

2 ml de reactivo oxidante y 2 ml de reactivo luminol

Envoltura de la membrana en papel plastico y en una placa fotografica en contacto con
papel radiogréafico con sobreimpresién durante 2 minutos.

Las imagenes obtenidas en papel radiografico se digitalizaron y analizaron mediante un
equipo de densitometria digital (Labworks 302 Analysis Software).

La banda detectada se corresponde con un peso molecular de 140 kda.
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Determinacion de expresion de RON BETA

Muestras

Lineas celulares en cultivo SLR20, SLR21, SLR22, SLR24, SLR25 y HK.

Lisados celulares : se transfiere a un tubo eppendorf y se centrifuga durante 10 minutos

a velocidad de 13500 revoluciones por minuto.

Dilucion 1/1 en tampén con 5% de 2-Mercaptoetanol y “laemmli-buffer” y se

mantienen en hielo.

Termociclador a 100°C durante 10 minutos.

Electroforesis

Tampon de electroforesis: 300 ml de 1xSDS (tampédn para la electroforesis): 30 ml de

10x SDS running buffer con 270 ml de agua destilada.

Gel de poliacrilamida (10%) (Laboratorios Bio-Rad) en condiciones desnaturalizantes

(SDS-PAGE).

Marcador de peso molecular: 10 microlitros de Kaleidoscope 99077 (Laboratorios

BioRad).

30 microlitros de las muestras de cada linea celular en los pocillos.

Con el tampon de electroforesis se rellena la cubeta y se establece una diferencia de

potencial de 140 Voltios durante una hora.

Transferencia

Equilibrado 20 minutos del gel en una pequefia cubeta con tampon de transferencia.
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Se recorta la membrana de polivinilo a la medida del gel e introducimos dicha
membrana en otra pequefia cubeta con ME-OH (Hidroxido de metanol) durante 15
segundos. Posteriormente la introducimos en una segunda cubeta con el tampon de
transferencia para equilibrarla durante 2 minutos.

Diferencia de potencial de 100V durante una hora.

Posteriormente se sumerge en Me-OH durante 10 segundos y se deja secar 15 minutos.
Marcaje con anticuerpos

Bloqueo de la membrana con 50 ml de PBS, solucion Tween 20 0.05% (PBS/Tween) y
con un 2% de leche desnatada en polvo. Se deja en un recipiente durante toda la noche a
4°C.,

Lavado de membrana con PBS/Tween durante 5 minutos en el agitador.

Marcaje con anticuerpo 1° de conejo policlonal (Santa Cruz. USA) vy el anticuerpo 2° es
de cabra anticonejo (Santa Cruz. USA). Se diluye en 10 ml de PBS/Tween y un 2% de
leche desnatada en polvo en un tubo cerrado de 50ml y se incuba durante 1 hora con
agitacion constante.

Tras la incubacion 3 lavados con PBS/Tween durante 10 minutos cada uno.

Adicion del 2° anticuerpo se realiza de la misma forma que para el primero .

Deteccion y digitalizacion

2 ml de reactivo oxidante y 2 ml de reactivo luminol

Envoltura de la membrana en papel plastico y en una placa fotografica en contacto con
papel radiogréafico con sobreimpresién durante 2 minutos.

Las imagenes obtenidas en papel radiografico se digitalizaron y analizaron mediante un
equipo de densitometria digital (Labworks 302 Analysis Software).

La banda detectada se corresponde con un peso molecular de 185 kda.
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Sobreexpresion de Receptores de Tirosina Kinasa y de Fosfatasas de la Material y Métodos
Proteina Tirosina en Carcinoma de Células Renales como Diana Terapeutica

Determinacion de expresion de PDGFR-ALFA Y BETA

El experimento para ambas proteinas se realizd en idénticas condiciones que para los
receptores de tirosina-kinasa ya descritos.

No se detalla el procedimiento ni se describiran los resultados ya que el anticuerpo
primario utilizado para cada experimento carecia de la especificidad suficiente para
detectar una banda valida que correspondiese con el peso molecular de las 2 proteinas:
185 y 180 kda respectivamente. Los anticuerpos primarios utilizados son policlonales
de conejo.

No se debid a un error en el experimento ya que la banda correspondiente a la beta-

actina se detectaba de forma objetiva.

Determinacion de TIE-1y TIE-2

Sirve lo comentado anteriormente para PDGFR-alfa y beta. Los anticuerpos primarios

utilizados carecian de especificidad suficiente.
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Determinacion de expresion de SH-PTP1

Muestras

Lineas celulares en cultivo SLR20, SLR21, SLR22, SLR24, SLR25 y HK.

Lisados celulares : se transfiere a un tubo eppendorf y se centrifuga durante 10 minutos

a velocidad de 13500 revoluciones por minuto.

Dilucion 1/1 en tampén con 5% de 2-Mercaptoetanol y “laemmli-buffer” y se

mantienen en hielo.

Termociclador a 100°C durante 10 minutos.

Electroforesis

Tampon de electroforesis: 300 ml de 1xSDS (tampén para la electroforesis): 30 ml de

10x SDS running buffer con 270 ml de agua destilada.

Gel de poliacrilamida (15%) (Laboratorios Bio-Rad) en condiciones desnaturalizantes

(SDS-PAGE).

Marcador de peso molecular: 10 microlitros de Kaleidoscope 99077 (Laboratorios

BioRad).

30 microlitros de las muestras de cada linea celular en los pocillos.

Con el tampon de electroforesis se rellena la cubeta y se establece una diferencia de

potencial de 140 Voltios durante 90 minutos.

Transferencia

Equilibrado 20 minutos del gel en una pequefia cubeta con tampon de transferencia.
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Se recorta la membrana de polivinilo a la medida del gel e introducimos dicha
membrana en otra pequefia cubeta con ME-OH (Hidroxido de metanol) durante 15
segundos. Posteriormente la introducimos en una segunda cubeta con el tampon de
transferencia para equilibrarla durante 2 minutos.

Diferencia de potencial de 100V durante una hora.

Posteriormente se sumerge en Me-OH durante 10 segundos y se deja secar 15 minutos.
Marcaje con anticuerpos

Bloqueo de la membrana con 50 ml de PBS, solucion Tween 20 0.05% (PBS/Tween) y
con un 2% de leche desnatada en polvo. Se deja en un recipiente durante toda la noche a
4°C.,

Lavado de membrana con PBS/Tween durante 5 minutos en el agitador.

Marcaje con anticuerpo 1° de Ratén monoclonal (Santa Cruz. USA) 'y el anticuerpo 2°
es de cabra antiraton (Santa Cruz. USA). Se diluye en 10 ml de PBS/Tween y un 2% de
leche desnatada en polvo en un tubo cerrado de 50ml y se incuba durante 1 hora con
agitacion constante.

Tras la incubacion 3 lavados con PBS/Tween durante 10 minutos cada uno.

Adicion del 2° anticuerpo se realiza de la misma forma que para el primero .

Deteccion y digitalizacion

2 ml de reactivo oxidante y 2 ml de reactivo luminol

Envoltura de la membrana en papel plastico y en una placa fotografica en contacto con
papel radiogréafico con sobreimpresién durante 2 minutos.

Las imagenes obtenidas en papel radiografico se digitalizaron y analizaron mediante un
equipo de densitometria digital (Labworks 302 Analysis Software).

La banda detectada se corresponde con un peso molecular de 67 a 71kda.
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Determinacion de expresion de PTP-1B

Muestras

Lineas celulares en cultivo SLR20, SLR21, SLR22, SLR24, SLR25 y HK.

Lisados celulares : se transfiere a un tubo eppendorf y se centrifuga durante 10 minutos

a velocidad de 13500 revoluciones por minuto.

Dilucion 1/1 en tampén con 5% de 2-Mercaptoetanol y “laemmli-buffer” y se

mantienen en hielo.

Termociclador a 100°C durante 10 minutos.

Electroforesis

Tampon de electroforesis: 300 ml de 1xSDS (tampén para la electroforesis): 30 ml de

10x SDS running buffer con 270 ml de agua destilada.

Gel de poliacrilamida (15%) (Laboratorios Bio-Rad) en condiciones desnaturalizantes

(SDS-PAGE).

Marcador de peso molecular: 10 microlitros de Kaleidoscope 99077 (Laboratorios

BioRad).

30 microlitros de las muestras de cada linea celular en los pocillos.

Con el tampon de electroforesis se rellena la cubeta y se establece una diferencia de

potencial de 140 Voltios durante 90 minutos.

Transferencia

Equilibrado 20 minutos del gel en una pequefia cubeta con tampon de transferencia.
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Se recorta la membrana de polivinilo a la medida del gel e introducimos dicha
membrana en otra pequefia cubeta con ME-OH (Hidroxido de metanol) durante 15
segundos. Posteriormente la introducimos en una segunda cubeta con el tampon de
transferencia para equilibrarla durante 2 minutos.

Diferencia de potencial de 100V durante una hora.

Posteriormente se sumerge en Me-OH durante 10 segundos y se deja secar 15 minutos.
Marcaje con anticuerpos

Bloqueo de la membrana con 50 ml de PBS, solucion Tween 20 0.05% (PBS/Tween) y
con un 2% de leche desnatada en polvo. Se deja en un recipiente durante toda la noche a
4°C.,

Lavado de membrana con PBS/Tween durante 5 minutos en el agitador.

Marcaje con anticuerpo 1° de Conejo policlonal (Santa Cruz. USA) vy el anticuerpo 2°
es de cabra anticonejo (Santa Cruz. USA). Se diluye en 10 ml de PBS/Tween y un 2%
de leche desnatada en polvo en un tubo cerrado de 50ml y se incuba durante 1 hora con
agitacion constante.

Tras la incubacion 3 lavados con PBS/Tween durante 10 minutos cada uno.

Adicion del 2° anticuerpo se realiza de la misma forma que para el primero .

Deteccion y digitalizacion

2 ml de reactivo oxidante y 2 ml de reactivo luminol

Envoltura de la membrana en papel plastico y en una placa fotografica en contacto con
papel radiogréafico con sobreimpresién durante 2 minutos.

Las imagenes obtenidas en papel radiografico se digitalizaron y analizaron mediante un
equipo de densitometria digital (Labworks 302 Analysis Software).

La banda detectada se corresponde con un peso molecular de 50 kda.

96




Sobreexpresion de Receptores de Tirosina Kinasa y de Fosfatasas de la Material y Métodos
Proteina Tirosina en Carcinoma de Células Renales como Diana Terapeutica

Determinacion de expresion de LMW-PTP

Muestras

Lineas celulares en cultivo SLR20, SLR21, SLR22, SLR24, SLR25 y HK.

Lisados celulares : se transfiere a un tubo eppendorf y se centrifuga durante 10 minutos

a velocidad de 13500 revoluciones por minuto.

Dilucion 1/1 en tampén con 5% de 2-Mercaptoetanol y “laemmli-buffer” y se

mantienen en hielo.

Termociclador a 100°C durante 10 minutos.

Electroforesis

Tampon de electroforesis: 300 ml de 1xSDS (tampén para la electroforesis): 30 ml de

10x SDS running buffer con 270 ml de agua destilada.

Gel de poliacrilamida (15%) (Laboratorios Bio-Rad) en condiciones desnaturalizantes

(SDS-PAGE).

Marcador de peso molecular: 10 microlitros de Kaleidoscope 99077 (Laboratorios

BioRad).

30 microlitros de las muestras de cada linea celular en los pocillos.

Con el tampon de electroforesis se rellena la cubeta y se establece una diferencia de

potencial de 140 Voltios durante 90 minutos.

Transferencia

Equilibrado 20 minutos del gel en una pequefia cubeta con tampon de transferencia.
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Se recorta la membrana de polivinilo a la medida del gel e introducimos dicha
membrana en otra pequefia cubeta con ME-OH (Hidroxido de metanol) durante 15
segundos. Posteriormente la introducimos en una segunda cubeta con el tampon de
transferencia para equilibrarla durante 2 minutos.

Diferencia de potencial de 100V durante una hora.

Posteriormente se sumerge en Me-OH durante 10 segundos y se deja secar 15 minutos.
Marcaje con anticuerpos

Bloqueo de la membrana con 50 ml de PBS, solucion Tween 20 0.05% (PBS/Tween) y
con un 2% de leche desnatada en polvo. Se deja en un recipiente durante toda la noche a
4°C.,

Lavado de membrana con PBS/Tween durante 5 minutos en el agitador.

Marcaje con anticuerpo 1° de Oveja policlonal (Santa Cruz. USA) Yy el anticuerpo 2° es
de conejo antioveja (Santa Cruz. USA). Se diluye en 10 ml de PBS/Tween y un 2% de
leche desnatada en polvo en un tubo cerrado de 50ml y se incuba durante 1 hora con
agitacion constante.

Tras la incubacion 3 lavados con PBS/Tween durante 10 minutos cada uno.

Adicion del 2° anticuerpo se realiza de la misma forma que para el primero .

Deteccion y digitalizacion

2 ml de reactivo oxidante y 2 ml de reactivo luminol

Envoltura de la membrana en papel plastico y en una placa fotografica en contacto con
papel radiogréafico con sobreimpresién durante 2 minutos.

Las imagenes obtenidas en papel radiografico se digitalizaron y analizaron mediante un
equipo de densitometria digital (Labworks 302 Analysis Software).

La banda detectada se corresponde con un peso molecular de 18 kda.
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REGISTRO DE EXPERIMENTOS

Todos los experimentos fueron registrados en un libro de experimentos donde se
anotaron los protocolos de realizacion de cada uno de ellos, para asegurar que las
condiciones de realizacion fueran las idoneas.

En gran cantidad de casos, sobre todo al inicio, hubieron de desecharse experimentos
por los problemas técnicos en cuanto a mala definicion de las bandas, falta de
especificidad de los anticuerpos. Incluso en el proyecto original se incluyo el estudio de
PDGFR 1y 2 yde TIE 1y 2 que por la falta de especificidad de los anticuerpos no
pudieron obtenerse resultados fiables.

El registro de densitometrias fue también informatico y quedaron las imagenes
digitalizadas registradas para poder comparar con otros experimentos.

Dentro del libro de experimentos se almacenaron las “radiografias” realizadas (las

bandas sobreimpresionadas).

ANALISIS ESTADISTICO

Se trata de un estudio descriptivo. Se aplica una diferencia de valores de las diferentes
variables que aparecen expresadas como ratios de expresion resultantes de la
comparacion de expresion de la proteina problema con la expresion de beta actina y

posteriormente comparandolo con el valor de expresion del tejido normal (HK).

La expresion, como ya hemos visto se calcula en base a densidad Optica calculada por

un densitometro digital.

Se realiza comparacion de niveles de expresion de receptores de tirosina kinasa de
forma global y de fosfatasas de la proteina tirosina de formal global entre las distintas
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lineas celulares utilizando T de Student para datos apareados. También se realiza

comparacion para la expresion de cada una de las proteinas comparada con la expresion

del tejido normal.

Utilizamos la aplicacion informética SPSS version 14.0. N° de serie 9859953.
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RESULTADOS
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Se realiza el andlisis de expresion de proteinas mediante la técnica de Western-Blot, tal
como se ha explicado en material y métodos. Recordamos que la manera de cuantificar
la expresion de la proteina estudiada es analizar la densidad de las bandas mediante un
densitdmetro dptico que asigna un valor de expresion en funcion de la densidad de la
banda.

Las imagenes obtenidas de cada Western-Blot se digitalizaron y analizaron mediante un

equipo de densitometria digital (Labworks 302 Analysis Software).

Describimos en forma de tablas los valores de expresion detectados, el sistema

informatico es el que realiza las comparaciones y asigna los valores.

Para cada receptor de tirosina kinasa se realiza una tabla con valores de expresion
especificos y los de expresion de beta actina detectados en paralelo en cada experimento
de Western-Blot. Se realiza el cociente entre la expresion de receptores y la de la beta-
actina que se utiliza como valor de referencia para cada experimento individual para
evitar variaciones interexperimento. El anélisis comparativo se realiza entre los distintos
cocientes. Las condiciones para cada experimento fueron idénticas por lo que los
resultados pueden compararse entre si gracias a la beta actina que sirve como control
interno. Los valores no se expresan en unidades determinadas porque el sistema

informatico los expresa en forma de ratios de expresion.

Tras describir los resultados de los receptores de tirosina kinasa se describen las tres

tablas descriptivas de la expresion de las fosfatasas de la proteina tirosina estudiadas.
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Resultados

Se realizan graficos descriptivos de expresion en los que ya pueden analizarse a simple

vista las diferencias de expresion entre las cinco lineas celulares de carcinoma de

células renales y la expresion de la linea celular HK, que ya hemos comentado que tiene

un fenotipo préacticamente superponible al del tejido renal normal.

EXPRESION DE RECEPTORES DE TIROSINA KINASA

EXPRESION DE EGFR

EGFR SLR20|SLR 21 |SLR 22 |SLR 24 |SLR 25| HK
RATIO 1 0.95 0.53 2.3 2 0.029
DENSIDAD
B ACTINA |[SLR20|SLR21|SLR22|SLR 24|SLR 25| HK
RATIO 1 1.1 1.4 14 1.3 1.3
DENSIDAD
SLR20|SLR21|SLR22|SLR24|SLR 25| HK
EGFR/ 1 0.8636 | 0.3785 | 1.6428 | 1.5384 | 0.0223
B-ACTINA

Tabla 1. Expresion de EGFR.

Mostramos el resultado de Western-Blot tal como lo detecta el densitometro a partir del

papel radiografico y una vez digitalizada la imagen.
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Resultados

EGFR
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Figura 1. Western- Blot de EGFR.

Un primer andlisis de estos resultados muestra mayor expresion de todas las lineas

celulares en comparacién con la linea HK. VVeamos el grafico comparativo.
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Grafico 1. Expresion de EGFR en las distintas lineas celulares. En el eje de ordenadas se

expresan los ratios de expresion.
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EXPRESION DE HER-2

HER2 SLR20|SLR21|SLR22|SLR24|SLR 25| HK

RATIO 1 1.5 1.1 0.95 0.39 0.36

DENSIDAD

BACTINA |[SLR20|SLR?21|SLR22|SLR 24|SLR25| HK

RATIO 1 0.66 0.63 0.47 0.55 0.56

DENSIDAD

SLR20|SLR21|SLR22|SLR24|SLR 25| HK

HER-2/ 1 2.2727 | 1.7460 | 2.0212 | 0.7090 | 0.6428
B-ACTINA

Tabla 2. Expresion de HER-2.

En este caso la menor diferencia de expresion existe en SLR25, que es muy similar a la
de la linea celular HK, pero vemos que hay mayor expresion en las 4 primeras lineas

celulares.

Por tanto, en una primera aproximacion podemos concluir que la expresion de EGFR y

de HER-2 es mayor en las lineas celulares de carcinoma de células renales que en el

tejido normal.
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HER2/neu
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Figura 2. Western-Blot de HER-2

En el gréfico 2 podemos ver comparativamente la expresion destacando SLR 21, SLR

22y SLR 24.
HER-2
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Gréfico 2. Expresion de HER-2 en las distintas lineas celulares.

En ambos experimentos no se produjeron problemas técnicos pudiéndose detectar
claramente las bandas de expresion y se pudo realizar el andlisis densitométrico sin
apenas interferencias en la deteccion. Ayudd a ello la alta especificidad de los

anticuerpos utilizados.
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Podemos apreciar la mayor sobreexpresion de los dos tipos de receptores del factor

epidérmico de crecimiento en comparacion con el tejido renal normal.

Posteriormente veremos la comparacién de expresion realizando el cociente con la
expresion del tejido normal, que es tomada como referencia, por lo que podemos
cuantificar de forma objetiva, evitando las variaciones interexperimento.

De esta forma podemos decir que la expresion de la proteina problema es “x” veces la

expresion del tejido normal.
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EXPRESION DE VEGFR-1

VEGFR-1 |SLR20|SLR?21|SLR22|SLR24|SLR25| HK

RATIO 1 0.87 1.3 0.48 0.61 0.68

DENSIDAD

B ACTINA |SLR20|SLR21|SLR22|SLR 24|SLR 25| HK

RATIO 1 1.4 1.6 2 1.6 13

DENSIDAD

SLR20|SLR21|SLR22|SLR24|SLR 25| HK

VEGFR-1/ 1 0.6214 | 0.8125 | 0.24 | 0.3812 | 0.5230
B-ACTINA

Tabla 3. Expresion de VEGFR-1.

VEGFR-1
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Grafico 3. Western-Blot de VEGFR-1.
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En este analisis resulta mas dificil cuantificar la diferencia de expresion, como puede
verse en el grafico, incluso en algunas lineas celulares la expresion es menor que en el

tejido normal.

VEGFR-1
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0,8 —
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Gréfico 3. Expresion de VEGFR-1 en las distintas lineas celulares.

SLR 20 y SLR 22 son las 2 lineas que presentan mayor expresion de VEGFR-1, SLR 24

y SLR 25 presentan menor expresion que el tejido normal.
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Resultados

EXPRESION DE VEGFR-2

VEGFR-2 |SLR20|SLR21|SLR22|SLR 24 |SLR25| HK
RATIO 1 2.1 0.42 0.46 0.34 0.2
DENSIDAD
B ACTINA |[SLR20|SLR?21|SLR22|SLR 24|SLR25| HK
RATIO 1 0.94 1.3 1.4 1.6 1.5
DENSIDAD
SLR20|SLR21|SLR22|SLR24|SLR 25| HK
VEGFR-2/ 1 2.2340 | 0.3230 | 0.3285 | 0.2125 | 0.133
B-ACTINA

Tabla 4. Expresion de VEGFR-2.

En este caso podemos apreciar claramente la importancia que tiene en este trabajo la

comparacion de los valores de expresion con los de beta actina, ya que aqui la expresion

de VEGFR-2 es muy baja en tejido normal y podrian resultar exageradas las diferencias

de expresion. Al ser los valores de expresion de beta actina mas homogéneos pueden

cuantificarse con mayor validez las diferencias de expresion.
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Grafico 4. Western-Blot de VEGFR-2.
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Gréfico 4. Expresion de VEGFR-2 en las distintas lineas celulares.

VEGFR-2 presenta claramente mayor expresion en las lineas celulares SLR20 y SLR21

gue en tejido normal como puede apreciarse en el grafico 4.
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Resultados

EXPRESION DE MET (HGFR)

MET SLR20|SLR 21 |SLR 22 |SLR 24|SLR 25| HK

RATIO 1 2.3 1.4 2.1 1.2 0.4
DENSIDAD

B ACTINA |[SLR20|SLR?21|SLR22|SLR 24|SLR25| HK

RATIO 1 0.9 0.87 0.73 0.76 0.8
DENSIDAD

SLR20|SLR21|SLR22|SLR24|SLR 25| HK

MET / 1 2.5555 | 1.6091 | 2.8767 | 1.5789 | 0.5
B-ACTINA

Tabla 5. Expresion de MET.

La expresion de Met es mayor en todas las lineas celulares patoldgicas que en el tejido

normal.
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Met
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Figura 5. Western-Blot de MET.

En este Western Blot podemos apreciar una doble banda de positividad para la proteina
Met que puede ser debida a la policlonalidad del anticuerpo. El densitdbmetro toma como
valida la banda de mayor expresion, que ademas coincide con el peso molecular de la

proteina que buscamos.
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Grafico 5. Expresion de Met en las distintas lineas celulares.

Met presenta una mayor expresion en las lineas celulares que en el tejido normal.
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EXPRESION DE AXL

AXL SLR20|SLR21|SLR22|SLR24|SLR 25| HK

RATIO 1 0.32 0.2 0.38 0.18 0.24

DENSIDAD

B ACTINA |SLR20|SLR21|SLR22|SLR 24|SLR 25| HK

RATIO 1 0.76 1.2 0.84 0.94 14

DENSIDAD

SLR20|SLR21|SLR22|SLR24|SLR 25| HK

AXL/ 1 0.4210 | 0.1666 | 0.4523 | 0.1914 | 0.1714
B-ACTINA

Tabla 6. Expresion de Axl.

En este caso vemos que la expresion de SLR 20, SLR 21 y SLR 24 es mayor que la

expresion del tejido renal normal.
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Resultados
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Figura 6. Western-Blot de AXL.

También en este experimento ocurre como en el anterior, que se aprecia una doble

banda de positividad aunque la méas inferior de mucha menor intensidad. Este fendmeno

se atribuye a la policlonalidad del anticuerpo, no siendo absolutamente especifico de la

proteina problema.
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Grafico 6. Expresion de Axl en las distintas lineas celulares.
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EXPRESION DE RON-BETA.

RONBETA |SLR20|SLR21|SLR22|SLR24|SLR25| HK

RATIO 1 5.7 0.082 0.6 0.45 0.17

DENSIDAD

B ACTINA |SLR20|SLR21|SLR22|SLR 24|SLR 25| HK

RATIO 1 1.1 1.4 1.2 1.3 1.3

DENSIDAD

SLR20(SLR21|SLR22|SLR24|SLR 25| HK

RON BETA/ 1 5.1818 | 0.0585 | 0.5 |0.3461 | 0.1307
B-ACTINA

Tabla 7. Expresion de Ron beta.

SLR 20, SLR 21 con diferencia y SLR 24 y SLR 25 presentan mayor expresion de la

proteina Ron-beta que el tejido renal normal. Especialmente SLR20 y SLR 21.
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Figura 7. Western-Blot de Ron-beta..

Se aprecia de forma muy evidente la intensidad de luminescencia de la banda

correspondiente a SLR 21.

RON beta

3'2 @ RON beta

L |
05 —{
0 | [ 1 —l —

SLR20 SLR21 SLR22 SLR24 SLR25 HK

Gréfico 7. Expresion de Ron-beta en las distintas lineas celulares.
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Resultados

EXPRESION DE FOSFATASAS DE LA PROTEINA TIROSINA

EXPRESION DE PTP-1B

PTP-1B SLR20|SLR21|SLR22|SLR24|SLR 25| HK

RATIO 1 5.2 1.5 1.7 1.3 0.66
DENSIDAD

B ACTINA |[SLR20|SLR21|SLR22|SLR 24|SLR25| HK

RATIO 1 1 1.5 1.4 1.2 1

DENSIDAD

SLR20|SLR21|SLR22|SLR24|SLR 25| HK

PTP-1B/ 1 5.2 1 1.2142 | 1.0833 | 0.66
B-ACTINA

Tabla 8. Expresion de PTP-1B.

Estos resultados son muy interesantes debido a la ausencia de estudios de este tipo, por

lo que pueden servir como referencia para futuros estudios.

Observamos que la expresion de PTP-1B es mayor en todas las lineas celulares

patoldgicas que en el tejido renal normal.
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Figura 8. Western-Blot de PTP-1B

Ocurre el mismo fendmeno de duplicidad de la banda de Western-Blot debido a la

policlonalidad del anticuerpo.

Destaca la expresion de PTP-1b en la linea SLR 21, como puede verse claramente en el

grafico 8.
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Grafico 8. Expresion de PTP-1B en las distintas lineas celulares.
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EXPRESION DE SH-PTP
SH-PTP SLR20|SLR 21 |SLR22|SLR24|SLR 25| HK
RATIO 1 0.74 0.54 0.13 | 0.065 0.1
DENSIDAD
BACTINA |SLR20|SLR?21|SLR?22|SLR24|SLR 25| HK
RATIO 1 1.1 1.3 1.2 11 0.53
DENSIDAD
SLR20|SLR21|SLR22|SLR24|SLR 25| HK
SH-PTP/ 1 0.6727 | 0.4153 | 0.1083 | 0.059 | 0.1886
B-ACTINA

Tabla 9. Expresion de SH-PTP.

SLR 20, SLR 21 y SLR 22 superan en nivel de expresion de fosfatasa SH.PTP al tejido

renal normal.
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Resultados
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Figura 9. Western-Blot de SH-PTP-1.

Se aprecia la mayor expresion en las 3 primeras lineas celulares.
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Grafico 9. Expresion de SH-PTP-1 en las distintas lineas celulares.
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EXPRESION DE LMW-PTP
LMW-PTP |SLR20|SLR21|SLR22|SLR24|SLR 25| HK
RATIO 1 2.2 1.9 2.3 1.5 0.9
DENSIDAD
B ACTINA |SLR20|SLR21|SLR22|SLR 24 |SLR 25| HK
RATIO 1 0.85 1.1 0.98 1 1
DENSIDAD
SLR 20 |SLR 21 |SLR 22 |SLR 24 |SLR 25| HK
LMW-PTP/ 1 2.5882 | 1.7272 | 2.3469 1.5 0.9
B-ACTINA

Tabla 10. Expresion de LMW-PTP.

La expresion es mayor en las lineas SLR 21, SLR 22, SLR 24 y SLR 25, especialmente

en SLR 21y SLR 24.
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SLR20 SLR21 SLR22 SLR24 SLR25 HK

B-actin
SLR20 SLR21 SLR22 SLR24 SLR25 HK

S —————

Figura 10. Western.blot de LMW-PTP.

Puede apreciarse en el grafico 10 que salvo la linea SLR 20 todas presentan mayor

expresion de LMW-PTP.

LW-PTP

SLR20  SLR21 SLR22 SLR24  SLR25 HK

Grafico 10. Expresion de LMW-PTP en las distintas lineas celulares.
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Resultados

ANALISIS COMPARATIVO

EXPRESION CARCINOMA CELULAS RENALES/B-ACTINA

SLR20 SLR21 SLR22 SLR24 SLR25 HK
EGFR 1 0,863636 0,378571 1,642857 1,538462 0,022308
HER-2 1 2,272727 1,746032 2,021277 0,709091 0,642857
VEGFR-1 1 0,621429 0,8125 0,24 0,38125 0,523077
VEGFR-2 1 2,234043 0,323077 0,328571 0,2125 0,133333
Met 1 2,555556 1,609195 2,876712 1,578947 0,5
AXxI 1 0,421053 0,166667 0,452381 0,191489 0,171429
RON beta 1 5,181818 0,058571 0,5 0,346154 0,130769
PTP-1b 1 5,2 1 1,214286 1,083333 0,66
SH-PTP-1 1 0,672727 0,415385 0,108333 0,059091 0,188679
LW-PTP 1 2,588235 1,727273 2,346939 1,5 0,9
Tabla 11. Comparativa de expresion tal como la calcula el densitémetro digital.
EXPRESION RATIO (RCC/B-ACTINA)/ TEJIDO NORMAL
SLR20 SLR21 SLR22 SLR24 SLR25 HK
EGFR 4482759 38,71473 16,97044 73,64532 68,96552 1
HER-2 1,555556 3,535354 2,716049 3,144208 1,10303 1
VEGFR-1 1,911765 1,188025 1,553309 0,458824 0,72886 1
VEGFR-2 7,5 16,75532 2,423077 2,464286 1,59375 1
Met 2 5,111111 3,218391 5,753425 3,157895 1
Axl 5,833333 2,45614 0,972222 2,638889 1,117021 1
RON beta | 7,647059 39,62567 0,447899 3,823529 2,647059 1
PTP-1b 1,515152 7,878788 1,515152 1,839827 1,641414 1
SH-PTP-1 53 3,565455 2,201538 0,574167 0,313182 1
LW-PTP 1,111111 2,875817 1,919192 2,60771 1,666667 1

Tabla 12. Comparativa de expresion referenciada a la del tejido normal
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Comparando las ratios podemos sacar conclusiones evidentes en cuanto a la

sobreexpresion de receptores de tirosina kinasa.

En las cinco lineas celulares hay una sobreexpresion de EGFR muy llamativa, con una
gran diferencia con respecto al tejido normal. Para poder observar la comparativa en la
gréfica utilizaremos un detalle de la grafica aumentado de tamafio en el que no

reflejamos el valor de EGFR que es muy elevado (grafico 12).

En el caso de HER-2 la sobreexpresion es 1.5 veces mayor al menos en la 4 primeras

lineas celulares.

Para VEGFR-1 obtenemos sobreexpresion 1.5 veces mayor en SLR20 y SLR 22,
mientras que para VEGFR-2 es 1.5 veces mayor en todas las lineas estudiadas. Por tanto

VEGFR-2 esta més sobreexpresado que VEGFR-1.

Los estudios con PDGFRalfa y PDGFRbeta fueron imposibles técnicamente de realizar,
por la falta de especificidad de los anticuerpos utilizados. Las bandas del Western Blot
eran maultiples y no pudieron interpretarse. No podemos concluir en este sentido nada

acerca de estos receptores, en cuanto a su expresion en las lineas celulares.

Lo mismo ocurri6 con Tie-1 y Tie-2. Es dificil en ocasiones encontrar un anticuerpo de
deteccion adecuado, por lo que tampoco hemos podido sacar conclusiones acerca de la
expresion de estos receptores. Tanto para PDGFR como para Tie se modificaron las
condiciones del tipo de gel, tiempo de exposicion de los anticuerpos marcados con

luminescencia, etc, sin conseguir unas bandas que resultaran interpretables.
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Resultados

El receptor Met presenta una sobreexpresion en las 5 lineas celulares estudiadas

superior a 1.5 veces la expresion del tejido normal.

La expresion de Axl fue mayor en SLR20, SLR22 y SLR 24, siendo en las 2 lineas

celulares restantes muy similar a la del tejido normal.

En el caso de Ron solo SLR22 present6 una expresion incluso menor de la del tejido

normal, para el resto de las lineas la expresion fue significativamente mayor.
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Gréfico 11. Comparativa de expresion en las distintas lineas celulares.
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Un hallazgo muy importante es la sobreexpresion de las fosfatasas de la proteina
tirosina, que apenas se han estudiado hasta el momento actual. Desde el momento de
inicio de la realizaciéon de este trabajo han ido apareciendo distintos anticuerpos que
permitiran estudiar mas subclases de estas proteinas, recientemente identificadas gracias

a las técnicas de secuenciacion genética.

@ SLR20
15 - B SLR21
OSLR22
OSLR24
10 4 ;ELKR25
5 4 1
O T |I—Ij:L_I T Hl- T T hﬂl T T r
EGFR HER-2 VEGFR-1 VEGFR-2 Met Ax| RON beta
Gréafico 12. Ampliacion de grafico en el que pueden verse con mayor detalle las diferencias de
expresion de receptores de tirosina kinasa evitando los valores muy altos.
@ SLR20
15 B SLR21
OSLR22
10 OSLR24
B SLR25
EHK

iR P T

PTP-1b  SH-PTP-1  LW-PTP

Grafico 13. Expresion de Fosfatasas de la proteina tirosina en las distintas lineas celulares.
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PTP-1b presenta una sobreexpresion significativa en las 5 lineas celulares patologicas.

SH-PTP1 presentd sobreexpresion en SLR20, SLR21 y SLR22, no siendo significativa

la expresion (incluso menor que el tejido normal) SLR24 y SLR25.

LMW-PTP presentd una expresion muy similar en SLR20 y tejido normal no existiendo

diferencias significativas. Se demostro sobreexpresion para el resto de lineas celulares.
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ANALISIS DE LINEAS CELULARES

En los distintos graficos se aprecia la sobreexpresion de las distintas proteinas para cada
linea celular por separado. Esta subclasificacion tiene mucho interés para buscar
correlacion entre comportamiento clinico y fenotipico al aplicar el modelo translacional.
Hemos citado algunos estudios relevantes en este campo, viendo que la expresion de
determinados receptores de tirosina kinasa se relaciona con la mayor agresividad de los

tumores o el comportamiento metastatico.

En este caso no conocemos bien las caracteristicas fenotipicas de las lineas celulares,
ademas de la limitacion que supone el trabajar con una técnica in vitro. Si podemos
destacar que la velocidad de crecimiento en los cultivos era mayor en SLR20 y SLR21,
mientras que era mucho mas lenta en SLR 25 . SLR 22 y SLR 24 tienen una velocidad

intermedia de crecimiento.

No pretendemos sacar conclusiones en este sentido ya que no disponemos del tamafio
muestral adecuado ni las células tumorales pueden comportarse con sus caracteristicas
clinicas especificas debido a que no estan en un organismo vivo sino en un medio de
cultivo. Nuestra pretensidn es demostrar que es posible realizar un mapa de expresiones
cuantificadas que permite distinguir unos fenotipos tumorales de otros y que esta por
demostrar que exista una verdadera correlacion entre cada una de dichas expresiones y

el comportamiento clinico de los tumores.
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SOBREEXPRESION DE RECEPTORES DE TIROSINA KINASA'Y FOSFATASAS DE PROTEINA TIROSINA
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Gréfico 14. Comparativa de lineas celulares.

Para evitar los valores extremos ampliamos la zona inferior de la gréfica:

SOBREEXPRESION DE RECEPTORES DE TIROSINA KINASA'Y FOSFATASAS DE PROTEINA TIROSINA

O EGFR
B HER-2
20 1 O VEGFR-1 |7
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B LW-PTP
0- _Ij:l:l-l:-_,Aljl:I:I]-.T _tEI:I]Jm
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Grafico 15. Comparativa de lineas celulares ampliada.
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Gréfico 16. Comparativa de lineas celulares a menor escala para apreciar mejor las pequefias

diferencias de expresion.
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Gréfico 17. Expresidn analizada en la linea celular SLR 20.

SLR21
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Gréfico 18. Expresion analizada en la linea celular SLR 21.
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Grafico 19. Expresion analizada en la linea celular SLR 22.

SLR24
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SLR24

RATIO RCC/NORMAL KIDNE

EGFR HER-2 VEGFR-1 VEGFR-2 Met AxI RON beta PTP-1b SH-PTP-1 LW-PTP

Grafico 20. Expresién analizada en la linea celular SLR 24.

SLR25
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Grafico 21. Expresion analizada en la linea celular SLR 25.

ANALISIS ESTADISTICO
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Se trata de un estudio descriptivo. Se aplica una diferencia de valores de las diferentes
variables que aparecen expresadas como ratios de expresion resultantes de la
comparacion de expresion de la proteina problema con la expresion de beta actina y
posteriormente comparandolo con el valor de expresion del tejido normal (HK). La
expresion, como ya hemos visto se calcula en base a densidad Optica calculada por un

densitometro digital.

En nuestro trabajo consideramos muy importante la validacion de la técnica de
Western-blot méas que la comparacion de la media de expresién global de una proteina
en 5 lineas celulares con respecto a la del tejido normal. Se realiza comparacién
utilizando T de Student para datos apareados pero teniendo en cuenta que el tamafio

muestral es insuficiente.

Comparacion de lineas celulares: Receptores de Tirosina Kinasa

T DE STUDENT PARA DATOS APAREADOS

Paired i dff p
Differences|

Mean Std. Std. Error] 95% Confidence

Deviation| Mean Interval of the)

Difference

Lower Upper|

Pair 1f SLR20 - HK 9,1822 15,5059 5,8607| -5,1584 23,5228 1,567 6| ,168
Pair 2 SLR21 - HK| 14,3409 17,0706 6,4521 -1,4467| 30,1286 2,223 6| ,068
Pair 3] SLR22 - HK| 3,0431] 5,7841 2,1862 -2,3064 8,3925 1,392 6 ,213
Pair 4 SLR24 -HK| 12,1326 26,7308, 10,1033 -12,5893[ 36,8545 1,201 6| ,275
Pair 5 SLR25-HK| 10,3304 25,4300, 9,6116 -13,1884| 33,8493 1,075 6| ,324

Tabla 13. T de Student para datos apareados. Comparacion de expresion de lineas celulares.

Receptores tirosina kinasa.
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Comparacion de lineas celulares: Fosfatasas de la Proteina Tirosina

T DE STUDENT PARA DATOS APAREADOS

Paired i daff p
Differences
Mean Std. Std. Error] 95% Confidence|
Deviation| Mean Interval of the)
Difference)

Lower Upper|

Pair 1} SLR20-HK|  1,6417 2,3110 1,3343 -4,0993  7,3827 1,230 2 ,344
Pair 2l SLR21-HK[ 3,773 2,7110 1,5652 -2,9614| 10,5075 2,411 2,137
Pair 3 SLR22 - HK ,8784 ,3448 ,1991 2,181E-02 1,7349 4,412 2| ,048
Pair 4 SLR24 - HK ,6739 1,0269 ,5929 -1,8771  3,2248 1,137 2 ,374
Pair 5 SLR25 - HK ,2070 7743 4470 -1,7164)  2,1304 463 2l ,689

Tabla 14. T de Student para datos apareados. Comparacién de expresion de lineas celulares.

Fosfatasas de la proteina tirosina.

Basandonos en los valores con significacion estadistica solo podriamos concluir que la
linea celular SLR 22 presenta niveles de expresion de fosfatasas de la proteina tirosina
significativamente mayores que los del tejido normal.

Esta consideracion agruparia los valores de expresion de las distintas PTPs de forma

global, no siendo ese nuestro objetivo sino estudiar cada proteina por separado.
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Resultados

Comparacion de expresion de tipos de Receptores de Tirosina Kinasa con
respecto al tejido normal.
T DE STUDENT PARA DATOS APAREADOS
Paired i daf p
Differences
Mean| Std. Std. Errorf 95% Confidence]
Deviation| Mean| Interval of the
Difference
Lower Upper|
Pair 1 EGFR| 47,6247 23,2077 10,3788 18,8085 76,4409 4,589 4 ,010
LINEAS-HK
Pair 2 HER-2| 11,4107 1,0414 ,4657| ,1176)  2,7038 3,029 4 ,039
LINEAS-HK
Pair3  VEGFR-1 ,1681] ,5911 ,2644 -,5659 ,9021] ,636 4 559
LINEAS-HK
Pair4 VEGFR-2 51462 6,3722 2,8497 -2,7659| 13,0583 1,806 4 145
LINEAS-HK|
Pair 5 MET|  2,8481 1,5422 ,6897| ,9332]  4,7630 4,129 4 ,015
LINEAS-HK|
Pair 6 AXLl  1,6035] 1,9574 ,8754 -,8269  4,0339 1,832 4 141
LINEAS-HK|
Pair 6 RON BETA[  9,8382 16,3031 7,2910 -10,4048/ 30,0811 1,349 4 249
LINEAS-HK|

Tabla 15. T de Student para datos apareados. Comparacion de expresion de los distintos tipos de

Receptores de tirosina kinasa.

En este analisis la p es significativa para EGFR, HER-2 y MET. La causa fundamental

de la falta de significacidn estudiando las 5 lineas celulares de forma global es que

serian necesarias mas lineas celulares para alcanzar dicha significacion.
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Comparacion de expresion de tipos de Fosfatasas de Proteina Tirosina con

respecto al tejido normal.

T DE STUDENT PARA DATOS APAREADOS

Paired i daff p
Differences
Mean Std. Std. Error] 95% Confidence]
Deviation| Mean Interval of the)
Difference]

Lower Upper|

Pair 1 PTP-1B|  1,5659 2,6182 1,0689 -1,1817] 4,3135 1,465 5 ,203
LINEAS-HK

Pair2  SH-PTP-1]  1,1583 1,9568 , 7989 -,8952  3,2119 1,450 5 ,207
LINEAS-HK

Pair 3 LMW-PTP-1 ,8650] 1674 ,3133 5966E-02] 11,6703 2,761 5 ,040
LINEAS-HK

Tabla 16. T de Student para datos apareados. Comparacion de expresion de los distintos tipos de

Fosfatasas de la proteina tirosina.

En este caso la p es significativa para LMW-PTP. Vale el mismo comentario realizado

para los receptores tirosina Kinasa.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Las limitaciones del presente estudio tienen que ver con el tamafio muestral y tipo de
muestras para estudio seleccionadas. No es posible disponer de un gran nimero de estas
lineas celulares por lo que utilizamos los medios facilitados por el Hillman Cancer
Center (University of Pittsburgh).

Tampoco se dispone de variedad de anticuerpos reactivos, que podrian aportar mayor

especificidad en algunos casos para detectar las bandas.
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DISCUSION
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MECANISMOS DE DISREGULACION DE LOS RECEPTORES DE TIROSINA

KINASA.

Los receptores tirosina kinasa estan disregulados en las células cancerosas, de diversas
formas [96].

La fusion de un receptor tirosina quinasa con una proteina complementaria como
consecuencia de una traslocacion cromosdmica promueve una autofosforilacion y una
activacion. Un ejemplo es ber-abl en leucemia mieloide cronica [97].

Otro mecanismo es una mutacion que altera la autorregulacién de las kinasas. Por
ejemplo mutaciones en el receptor FLT-3 (Fms- like tyrosine kinase 3) en leucemia
mieloide aguda; en este caso la disrregulacion no requiere ligando. Otro ejemplo son las
pequefias mutaciones o delecciones del EGFR en cancer de pulmoén no microcitico. Se
aumenta la sensibilidad del receptor a su ligando [98] y alteran la sefalizacion del
receptor [99,100] .

Un tercer mecanismo es el aumento o la expresion aberrante del receptor de tirosina
kinasa, su ligando o ambos. En esto se basa nuestro trabajo de investigacion. Un
ejemplo claro es la importancia de la expresion Her-2 /neu en cancer de mama y la
expresion de una forma mutante de PDGF en dermatofibrosarcoma protuberans con
traslocacion (11,17).

Finalmente la actividad tirosina kinasa puede resultar de una disminucion de los
factores que limitan dicha actividad, como aumento de actividad de proteina tirosina
fosfatasa. Este punto ha sido desarrollado tambien en nuestros resultados. Una nueva
aportacion de nuestro trabajo es el estudio de las fosfatasas de la proteina tirosina, de las

cuales poco se ha descrito en la literatura.
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Ya hemos comentado que la activacion aberrante de los receptores de tirosina kinasa
puede aumentar la supervivencia, proliferacion y resistencia a citotoxicos de las celulas
malignas y puede aumentar la angiogénesis, invasividad y potencial metastatico de las

neoplasias.

ESTRATEGIAS PARA UTILIZAR TIROSINA-KINASAS COMO DIANA
TERAPEUTICA.

Las tirosina kinasas pueden ser inhibidas farmacol6gicamente por multiples
mecanismos. Se describen moléculas que inhiben la actividad catalitica de las kinasas
por interferencia con el sitio de union del ATP o de los sustratos. Otras moléculas
bloguean la dimerizacion de los receptores de tirosina kinasa. Anticuerpos contra el
receptor de tirosina kinasa o sus ligandos interrumpen la sefializacion a través de la
neutralizacion del ligando, bloqueo del sitio de union del ligando, internalizacion del
receptor y quizas citotoxicidad mediada por el anticuerpo.

Son muchos los farmacos que se estan desarrollando en este sentido y por esta razon es
tan importante detectar la sobreexpresion de dichas dianas terapeuticas.

EGFR ha quedado claramente demostrado en diversos estudios, que esta
sobreexpresado en el carcinoma de células renales, concordando con nuestros
resultados. Por tanto, se encuentran en fase preclinica o en fase de ensayo clinico
diversos farmacos que acttan contra dicho receptor.

VEGFR-1 y VEGFR-2 estan sobreexpresados en muchos canceres de pulmén no
microcitico, mama, prostata, cancer colorrectal y carcinoma de células renales [101]. En
nuestros resultados hemos detectado la sobreexpresion significativa de VEGFR-2.
VEGFR-1 y VEGFR-2 son buenas dianas terapeuticas, tanto ellas como su ligando

VEGF.
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Met se sobreexpresa en melanoma y en tumores del sistema musculoesquelético
activado por mutaciones puntuales en cancer de pulmén microcitico y en carcinoma de
celulas renales papilar aunque también se ha visto sobreexpresion en no papilar.
También aparece disregulado en cancer géastrico.

PDGFR alfa se sobreexpresa en glioblastoma, osteosarcoma [102, 103, 104] y presenta
mutaciones y delecciones en GIST [105].

AxI es otra proteina que presenta sobreexpresion en carcinoma de células renales, como
hemos demostrado y hay estudios anteriores concordantes en este sentido aunque son
muy pocos los trabajos que se han publicado en cuanto a esta proteina. [106].

Tie es un receptor de tirosina kinasa expresado en células endoteliales y en un grupo de
progenitores hematopoyéticos [107]. No se dispone de datos de sobreexpresiéon en
carcinoma de celulas renales.

Numerosos estudios se han ido desarrollando con objetivos similares al nuestro
[108,109,110]. El resumen de todos ellos podria ser que el carcinoma de células renales
presenta sobreexpresion de EGFR, HER-2, Ron, Met, VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR-
3, lo cual es concordante con nuestros resultados obtenidos por la técnica de Western-

Blot.

FOSFATASAS DE LA PROTEINA TIROSINA COMO DIANA TERAPEUTICA

Al igual que los receptores de la tirosina kinasa, se estan investigando en fase de ensayo
clinico muchos inhibidores de estas fosfatasas de la proteina tirosina. Estas proteinas
son las nuevas protagonistas en el campo del desarrollo de nuevos farmacos [111].

El descubrimiento de que los PTP-1B acttan como un regulador negativo en la
sefializacion de la insulina ha impulsado el interés de la industria farmaceutica [112]

Recientes descubrimientos de que otras fosfatasas de la proteina tirosina juegan un
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importante papel en una gran variedad de enfermedades han aumentado el nimero de
proyectos de investigacion en torno a la utilizacion de las fosfatasas de la proteina
tirosina como diana terapeltica. Muy recientemente se han descrito aproximadamente
30 fosfatasas de la proteina tirosina distintas implicadas en cancer gracias a los avances
de la gendmica. [113]

Esperamos que con la mejoria del conocimiento de los mecanismos moleculares por lo
cuales las fosfatasas de la proteina tirosina intervienen en la patogenia de estas
enfermedades, combinadas con el papel dominante que estas fosfatasas juegan en los
procesos de regulacion de la fosforilacion de los receptores de tirosina kinasa, los
inhibidores de estas fosfatasas seran terapedticas relevantes en el futuro. El principal
reto dentro del campo de estas proteinas, en la era post-gendmica, es elucidar el papel
fisioldgico de cada producto individual de cada gen. Numerosos avances tecnoldgicos
ayudaran a descubrir el sustrato de estas fosfatasas como son la espectrometria de
masas, los avances en genémica, el uso de RNA de interferencia, de forma que puedan
aclararse sus funciones.

Como se ha comentado en la introduccidn, la fosforilacion de la tirosina es un proceso
reversible y dindmico. Los estados de fosforilacion de las proteinas son gobernados por
las acciones contrapuestas de los receptores tirosina kinasas y de las fosfatasas de la
proteina tirosina. En esta texitura ambos tipos de proteinas juegan importantes papeles
de manera equitativa en la transduccion de sefiales. [114] Ha quedado muy claro en
nuestro trabajo que la fosforilacion es la modificacion bioquimica mas comin de las
moléculas celulares, regulando procesos fundamentales como el crecimiento, la
diferenciacion, la proliferacion, el movimiento o la muerte. [115] EI balance entre
fosforilacion y defosforilacion esta alterado en las células tumorales. EI aumento de

actividad de las fosfatasas de la proteina tirosina en las células tumorales confirma este
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disbalance y ademés se correlaciona con el prondstico. Las técnicas que permiten
comparar la diferencia entre tumores y tejido normal utilizan métodos inmunolégicos

para detectar la sobreexpresion de las proteinas. [116]

METODO DE IDENTIFICACION DE DIANAS TERAPEUTICAS
Con nuestro trabajo demostramos que el Western-Blot es un buen método para

deteccion de proteinas implicadas en los mecanismos de oncogénesis.

Otras estrategias para la identificacion de dianas terapeuticas estan en desarrollo.
Sabemos que la activacion de una o mas tirosina kinasas o de los patrones de
sefializacion en cascada ocurre en la mayoria si no en la practica totalidad de los
canceres. La citogenética moderna puede ser capaz de identificar tirosina quinasas
adicionales activadas a través de traslocaciones cromosémicas, reordenamientos y
delecciones en células cancerigenas. Unicamente estamos comenzando a identificarlos.
Los analisis por FISH demostraron la amplificaciéon del gen ABL1 en un subconjunto de
leucemia aguda linfoblastica T [117] vy llevo a la identificacion de la proteina de fusion
NUP214-ABL. [118] En el sindrome hipereosinofilico y en el glioblastoma, proteinas
de fusion relacionadas con el PDGFRalfa y el receptor ROS son generadas mediante
delecciones demasiado pequefias para ser detectadas por técnicas citogenéticas de rutina
[119, 120] pero deberian detectarse por técnicas de hibridacion.

Las técnicas de citometria de flujo para identificar proteinas tirosina kinasas activadas y
las vias de sefializacion en celulas neoplésicas parecen prometedoras. [121] Las
modernas técnicas de genomica nos permitiran avanzar en el reconocimiento de estos
receptores de tirosina kinasa, de forma que cada exon de cada tirosin kinasa es

amplificado por PCR desde el tejido tumoral y analizado por secuenciacion para
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mutaciones potencialmente activadoras. Con esta técnica han podido identificarse
nuevas mutaciones de receptores de tirosina kinasa en cancer de colon [122] aunque su
rendimiento es bajo.

Estas sofisticadas técnicas tienen el inconveniente de la necesidad de una mayor
infraestructura para su utilizacion, son méas caras aunque tienen una mayor resolucion.
Las técnicas méas clasicas como el Western Blot o inmunohistoquimica resultan mas

asequibles y su generalizacion de uso es mas viable.

El Western-blot se presenta como una técnica adecuada para la determinacion
cuantitativa de la expresion de receptores de tirosina kinasa y de fosfatasas de la
proteina tirosina. Es una técnica facilmente reproducible, que requiere un adiestramiento
basico y que no emplea una tecnologia de altos costes salvo los anticuerpos sintéticos
dirigidos contra las proteinas objeto de nuestro estudio. Puede ser un método objetivo
de deteccion, valido para todos los tipos de neoplasia. Sus limitaciones pueden ser la
falta de especificidad de algunos anticuerpos utilizados o las mutaciones que producen

variaciones en los dominios de unién a dichos anticuerpos reactivos.

SELECCION DE PACIENTES CANDIDATOS A TRATAMIENTO.

La determinacion de receptores de tirosina kinasa puede considerarse un metodo de
seleccion de pacientes candidatos a tratamiento.

El futuro de los tratamientos anti-diana en cancer es prometedor, pero deben indicarse
algunos aspectos en nuestro enfoque. Los nuevos agentes anti-tirosina kinasa no se
ajustan bien al método tradicional del ensayo clinico fase I, 11 'y Il ya que su toxicidad
es muy baja y la obtencion de respuestas clinicas es limitada a un subgrupo de pacientes

[123]. En los estudios fase Il o 111 los pacientes deberian ser seleccionados en base a la
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evidencia de activacion de las dianas tirosina kinasa en los distintos tumores. Dichos
estudios deberian incluir andlisis farmacodinamicos de inhibicion de dichas dianas para
asegurarse si realmente se produce la respuesta esperada porque podria descartarse un
posible farmaco al no obtener una respuesta clinica (debido a otras causas determinadas)
y sin embargo existir una adecuada inhibicion a nivel molecular [124] .

La estratificacion de los pacientes nos llevard a que la terapia anticancer sea
individualizada.

Aqui es donde verdaderamente encuentra aplicacion clinica nuestro trabajo de
investigacion. La determinacion de los receptores de tirosina kinasa en los pacientes
selecciona subgrupos susceptibles de ser tratados con farmacos antidiana siendo el
Western Blot un método dtil. Estas determinaciones previas podrian reducir el gasto
farmacéutico al seleccionar pacientes susceptibles pero la realidad es que muchos de
estos nuevos farmacos se emplean en asociacion con quimioterapicos de alto precio, por
lo que el ahorro global no es muy significativo.

La deteccidn de receptores de tirosina kinasa ayudara a testar nuevos farmacos contra
tumores resistentes a citotoxicos clasicos y pueden abrir una luz de esperanza en
pacientes con un pronostico nefasto, ademas de resultar un complemento a los

tratamientos estandar.

APLICACION AL CARCINOMA DE CELULAS RENALES

Centrandonos en el carcinoma de células renales han surgido en los altimos afios
numerosas publicaciones acerca de la expresion de receptores de tirosina kinasa, pero
acerca de la expresion de fosfatasas de la proteina tirosina apenas hay precedentes en la

literatura.
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Debido a la gran cantidad de receptores de tirosina kinasa que se conocen no todos estan
evaluados en cuanto a su expresion en el carcinoma de células renales. Hay estudios
publicados en los que se demuestra la sobreexpresion de algunos receptores de tirosina
kinasa en algunos tejidos renales tumorales como EGFR [125,126]. El estudio de
expresion de Eph A2 mediante técnica de Western-Blot e inmunohistoquimica en la
publicacion de Herrem y colaboradores tiene un disefio muy similar a nuestro trabajo,
demostrando sobreexpresion de dicho receptor de tirosina kinasa en las mismas lineas
celulares que hemos analizado. Se demostr6 que las lineas celulares metastasicas
expresaban en mayor grado dicho receptor que las lineas celulares no metastasicas.
Utiliz6 como comparador la misma linea celular HK que en nuestro analisis. Sus
resultados se correlacionaron con los obtenidos con las mismas lineas celulares
estudiadas por técnicas de inmunohistoquimica [127,128].

El receptor Her-2 también se encuentra sobreexpresado en algunos casos. [129] Los
antecedentes en la literatura de expresion de HGFR (Met y Ron) en carcinoma de
células renales son mas escasos. [130, 131,132] Existen dos estudios relativamente
recientes de la expresion de Ron en distintos tipos de carcinoma de células renales. El
primero es un estudio italiano en el que Ron se considera un marcador exclusivo de
oncocitoma [133]. En este estudio también se empled el Western Blot y la conclusion es
gue hay mayor sobreexpresién de Ron en oncocitomas que en otros tipos de tumor
renal. El segundo estudio [134] , del mismo centro que el estudio de c-kit (Universidad
de Rochester, Nueva York y Universidad de Chicago) concluye que Ron esta
sobreexpresado tanto en oncocitoma como en carcinoma cromofobo a pesar de que en
otros estudios parece un rasgo diferencial de los oncocitomas. Se analizan 141

carcinomas de células renales, el 99% de los oncocitomas sobreexpresaron Ron y un
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96% de los cromofobos también lo expresaron mientras que solo un 17% de los otros
tipos lo expresaron. La técnica de estudio fue la inmunohistoquimica.

También ha sido estudiada la sobreexpresion de IGFR [135] y PDGFR. [136] .

Existen estudios acerca de la expresion de c-kit en carcinoma de células renales en aras
de poder utilizar dicha molécula como diana para tratamientos ya existentes en la
actualidad. Huo y colaboradores [137] han estudiado recientemente la expresion de
dicha proteina mediante la técnica de microarrays e inmunohistoquimica a partir de
publicaciones previas en las que se considera a c-kit un marcador de carcinoma de
células renales cromofobo y del angiomiolipoma renal. Analizan 17 carcinomas de
células renales cromo6fobos y 20 oncocitomas mediante técnica de microarrays de
cDNA (DNA complementario). Ademas estudian 226 tumores renales por
inmunohistoquimica incluyendo 40 carcinomas de células renales de clara, 40
cromoéfobos, 41 oncocitomas y 29 angiomiolipomas. Se encontrd sobreexpresion de c-
kit en croméfobos y en oncocitomas. No se detectd expresion en el resto de tumores.
Vemos la importancia que puede tener la deteccién con implicaciones prondsticas y

terapedticas asi como su correlacion con los distintos tipos histologicos.

De todos estos estudios, de forma genérica, podemos remarcar que los analisis de
sobreexpresion de receptores de tirosina kinasa y sobre todo, de fosfatasas de la proteina
tirosina en carcinoma de células renales, publicados en la literatura, no estan
completamente desarrollados, siendo muy escasos.

Nuestro trabajo supone una aportacion mas en este campo, resaltando la utilidad y las
ventajas de la técnica del Western Blot. Este trabajo se engloba dentro de un proyecto
méas amplio de investigacion en el que los siguientes pasos son la utilizacion de

agonistas e inhibidores de los receptores de tirosina kinasa y de las fosfatasas de la
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proteina tirosina viendo las modificaciones en la expresion de los mismos y el estudio
de la correlacion con la clinica, comprobando si hay cambios en el comportamiento del
tumor en funcidn de la sobreexpresion o la inhibicion de la misma. Un paso més seria
utilizar estas proteinas como dianas no sélo terapeulticas (como dianas farmacoldgicas)
sino también inmunologicas, pudiendo obtener vacunas o estimular linfocitos CD8
contra dichas dianas.

Estudios farmacoldgicos futuros aclararan el verdadero valor de la expresion de estas
proteinas. Queremos recalcar 1o novedoso del estudio de la expresion de las fosfatasas
de la proteina tirosina, que suponen un gran avance en el amplio abanico de dianas

terapelticas que se estan desarrollando en la actualidad.

Este trabajo se realiza con la ambicion de ofrecer una esperanza mas a los pacientes

afectos de carcinoma de celulas renales, a los que hasta ahora se les han ofrecido muy

pocas alternativas terapeuticas efectivas.
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CONCLUSIONES
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1. En todas las lineas celulares de carcinoma renal estudiadas se demuestra
sobreexpresion de EGFR en un grado muy superior al resto de proteinas.
VEGFR-2, el receptor Met y PTP-1b presentan sobreexpresion también en todas
las lineas celulares estudiadas.

2. HER-2, Ron y LMW-PTP presentan sobreexpresion en cuatro de las cinco lineas
celulares estudiadas.

3. Axl y SH-PTP presentan sobreexpresion en tres de las cinco lineas celulares
estudiadas .

4. Para VEGFR-1 obtenemos sobreexpresién en dos de las cinco lineas estudiadas.

5. El Western-Blot es un método fiable, objetivo, facilmente reproductible y
econdmico para el estudio de expresion de proteinas en células tumorales, tanto
de lineas celulares como en la préactica clinica. El grado de especificidad de los
anticuerpos que se utilizan para el marcaje es su factor limitante.

6. Nuestros resultados de expresidn son concordantes con otros estudios realizados
y publicados en revistas de alto impacto en Oncologia.

7. La practica clinica debe incluir en algunos casos la determinacion de expresion
de estas proteinas para realizar tratamientos individualizados.

8. Las proteinas sobreexpresadas son potenciales dianas terapeuticas, en concreto,
VEGFR-2 es la diana para sunitinib y sorafenib, dos farmacos recientes muy
activos en carcinoma renal. Del mismo modo las fosfatasas de la proteina
tirosina son nuevas dianas que daran lugar en un futuro no muy lejano a la

aparicion de farmacos anti-diana.
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