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RESUMEN

A pesar de todo el esfuerzo que se ha hecho para mejorar la terapéutica del cancer
cérvico-uterino y de que se ha logrado aumentar la supervivencia global de los
pacientes, aun un gran numero de ellos muere, por lo que es necesario analizar nuevas
alternativas terapéuticas para estos pacientes. Esto puede lograrse mediante un mayor
conocimiento de las alteraciones genéticas y su importancia en la carcinogénesis de
este tumor. Una de las nuevas estrategias terapéuticas en cancer, es el uso de
moléculas dirigidas a blancos moleculares especificos. Dos proteinas que han sido
blancos del desarrollo de este tipo de terapias debido a su conocida participacion en el
desarrollo o mantenimiento del céncer, son los receptores al factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) y al factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR) cuya
eficiencia ha sido demostrada en diferentes tumores solidos, principalmente en cancer
de pulmoén y gastrointestinal. Sin embargo no se ha analizado el potencial de estos
farmacos en el CaCU. Dado que la eficacia de ellos se asocia a la presencia en el
tumor de mutaciones activadoras en dichos genes, en este trabajo se analizd la
presencia de estas en estos dos oncogenes en tumores primarios de CaCU asi como en
lineas celulares derivadas de este tumor. Se encontré que los tumores primarios no
presentaron mutaciones con relevancia bioldgica en el funcionamiento de los
receptores a factores de crecimiento analizados, sin embargo las lineas celulares
presentaron una serie de mutaciones intronicas que no han sido reportadas y cuyo
significado bioldgico se desconoce al momento. Por otro lado se encontrd que tanto los
tumores primarios como las lineas celulares expresan varios miembros de la familia
del PDGF lo que sugiere una estimulacion autocrina de sus receptores y por lo tanto
una participacion en la proliferacion de estas células tumorales. Esto ultimo fue
demostrado para una de las lineas celulares, en la que también se demostro que el
imatinib inhibe la proliferacion celular y la fosforilacion del PDGFRa ya sea en
presencia o ausencia del ligando PDGFBB. Los datos anteriores sugieren que los

inhibidores de PDGFR podrian tener un papel terapéutico en cancer cervico-uterino.



ABSTRACT

Despite the efforts made to improve cervical cancer therapeutics, which has produced
an increase in global survival, a great number of patients still die, making necessary
the development of new therapies. This could be achieved through the better
knowledge and understanding of the genetic alterations that participate in cervical
carcinogenesis. The use of small inhibitory molecules targeting specific protein
kinases is one of the recent approaches in cancer therapy. Epidermal growth factor
receptor (EGFR) as well as platelet derived growth factor receptor (PDGFR) have
important roles in development and maintenance of cancer, for this reason these two
proteins have been selected as therapeutical targets. The efficacy of these therapies has
been demonstrated for different solid tumors, mainly for lung and gastrointestinal
malignancies; however, their potential application in cervical cancer has not been
analyzed. Because the efficacy of these newer agents is associated to the presence of
activating mutations of their coding genes in tumors, in the present work we analyzed
these at the EGFR and PDGFR genes in primary cervical tumors and in cervical cancer
cell lines. We found no activating mutations in the primary tumors that could affect the
function of the growth factor receptors analyzed; however the cell lines had a number
of unknown intronic mutations. We also demonstrated that the primary tumors as well
as the cell lines express PDGF members indicating autocrine stimulation and
suggesting its participation in tumor growth. The later, was confirmed in one cervical
cell line. In the same cell line we also demonstrated that imatinib was able to inhibit
proliferation and PRGFRa phosphorylation, either in the presence or absence of the
ligand PDGFBB. These data suggest that PDGFR inhibitors may have a role in the

therapy of cervical cancer.



ANTECEDENTES

A. TERAPEUTICA EN CANCER

En los ultimos 30 afios el conocimiento sobre el origen y complejidad genética del
cancer ha crecido considerablemente, por lo que las estrategias terapéuticas para
abordar este importante problema de salud han cambiado hacia tratamientos mas
especificos, con blancos moleculares bien definidos (Zoon KC, 2004; Hermiston
TW, 2005). Los tratamientos clasicos en cancer incluyen la cirugia, radioterapia y
quimioterapia citotoxica. Estos ultimos se pueden considerar inespecificas, ya que
tienen como blanco principal las células que tiene una elevada tasa de proliferacion de
manera que no discriminan entre las células tumorales y las normales lo que genera
efectos adversos (Lahousen, M, 1999; Brooks SE, 1999). Es por esto que es
necesario el desarrollo de terapias alternativas, que solas o en combinacién con los
tratamientos convencionales aumenten la respuesta clinica asi como la supervivencia

en pacientes con cancer.

Se han desarrollado diversas alternativas de terapia, como lo es la terapia génica
(Jones RK, 2000; Hunt KK, 2002) y la terapia epigenética (Chavez B, 2005; Chavez
B, 2006; Arce C, 2006). Otra nueva tendencia es el desarrollo de las terapias dirigidas,
en las que se incluyen moléculas pequefias que inhiben la actividad de tirosina cinasas
(TKI), anticuerpos neutralizantes que bloquean la sefializacion de receptores
transmembranales, e inhibidores de la actividad de moléculas en el micro-ambiente
tumoral que permiten el crecimiento tumoral (Wakelin AE, 2005). Asi mismo la
estrategia de inhibir a nivel de RNA mensajero la expresion de oncogenes, mediante el
uso de antisentidos o mas recientemente de RNA de interferencia (siRNA)

(Abdelrahim M, 2002).

Algunas de las moléculas blanco asi como de los farmacos de terapia dirigida que se

tienen actualmente son: Gefitinib (Brehmer D, 2005), Erlotinib (Chinnaiyan P, 2005)



y Lapatinib (Chu I, 2005) que son TKIs para EGFR; Lapatinib (TKI), Herceptin
(Cobleigh MA, 1999) y Canertinib (Britten D, 2004) (anticuerpos) para bloquear la
proteina ErbB2; Imatinib (TKI) que bloquea tanto BCR-ABL como c¢-KIT y PDGFR
(Krystal GW, 2000); y Bevacizumab (anticuerpo para VEGF) (Ramaswamy B,
2006). Actualmente se encuentran en estudios clinicos de fase I inhibidores que
bloquean diferentes transductores de sefiales, por ejemplo el AZD3409 que bloquea
farnesil- y geranilgeranil-transferasas (que actian en la via de Ras), AZD6244 el cual
inhibe especificamente a MEK (y no es un TKI) y finalmente el AZD0530 que inhibe
al gen SRC (Bromann PA, 2004). Hasta ahora estas nuevas terapias han resultado en
un modesto beneficio en la supervivencia de los pacientes, sin embargo ahora se esta
analizando el uso de combinaciones de farmacos con la esperanza de incrementar su
eficacia. Incluso ya se han detectado algunos mecanismos de resistencia a estos

nuevos farmacos.

Los resultados que se han obtenido con estas nuevas terapias, sugieren que ninguna
funciona como monoterapia y que lo indicado es aplicar combinaciones entre ellas y
con las terapias convencionales. Asi mismo es necesario incrementar el conocimiento
que se tiene sobre la biologia de los diferentes tumores para desarrollar terapias mas
eficientes, o bien aplicar las terapias que se tienen en otros tumores diferentes a los que

ya se tratan con ellos.



B. EGFR Y PDGFR COMO BLANCOS TERAPEUTICOS.

En multiples trabajos se ha demostrado el papel que tienen los receptores a factores de
crecimiento epidérmico (EGFR) y el derivado de plaquetas (PDGFR) en el desarrollo
del cancer. Por esta razén estos dos genes han sido blancos de estudio en el desarrollo

de terapias dirigidas. A continuacion se discutira cada uno de ellos.

EGFR

La familia del EGFR consiste de 4 receptores y 11 ligandos. Los cuatro genes que
codifican los receptores son: EGFR/HER1, c-erbB-2/HER2, c-erbB-3/HER3 y c-erbB-
4/HERA4. Estos receptores poseen dominios con actividad de cinasas de tirosinas (TK).
Los ligandos identificados para estos receptores son: EGF, TGF-a (factor de
crecimiento transformante alfa), HB-EGF (EGF de unién a heparina), beta-celulina,
amfiregulina, epi-regulina, epigeno y las neuro-regulinas 1 a 4 (Bazley LA, 2005). El
EGFR fue el primer receptor con dominios TK descrito (Carpenter G, 1978), asi
mismo fue el primer receptor reconocido como un oncogén activado asociado al
desarrollo de cancer (Downward J, 1984). La estructura de la proteina consiste de una
region citopldsmica en el que se encuentra el dominio TK, un dominio transmembranal
que tiene un solo pase por la membrana y un dominio extracelular de union a ligando.
En ausencia del ligando los receptores se encuentran en forma monomérica e inactivos,

distribuidos por la membrana.

En la Figura 1 se muestra la estructura general de la proteina asi como los dominios

funcionales principales.
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Figura 1. Estructura general de la proteina EGFR. En la regién extramembranal se

localiza el dominio de unién al ligando y los dominios ricos en cisteinas. En la region
intracelular se encuentra el dominio de tirosina cinasa (TK) y se sefialan los principales
sitios donde este dominio es forforilado, los cuales son blancos del farmaco Gefitinib

(inhibidor del EGFR) (Figura modificada de Bazley LA, 2005).

Cuando el ligando esta presente, 2 monomeros se unen formando un homodimero, esta
forma es mas estable y tiene una mayor afinidad por el ligando que los mondémeros
(Garret TP, 2002). Después de la dimerizaciéon y union del ligando, la actividad
catalitica del dominio TK se incrementa y se transfosforilan en 3 a 6 residuos de
tirosina en cada uno de los mondmeros. Posteriormente, se inicia el reclutamiento de
una serie de proteinas que actian como segundos mensajeros y que son capaces de

reconocer a los receptores fosforilados (por ejemplo MAPK, PI3K y Fosfolipasa C),




interactian con ellos y se inicia una cascada de fosforilaciones y activaciones de
diversas proteinas (por ejemplo cinasas, segundos mensajeros y factores de
transcripcion) que finalmente se translocan al nucleo y regulan la transcripcion de
genes involucrados en multiples procesos celulares que pueden participar en la
progresion tumoral: proliferacion, angiogénesis, inhibicion de apoptosis, invasion y

metastasis (Figura 2) (Hubbard SR, 2000; Baselga J, 2002).
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Figura 2. Activacion del EGFR. En presencia del ligando el EGFR se homodimeriza
iniciando su autofosforilaciéon y la transfosforilacion de otras proteinas las cuales
pueden actuar en diferentes vias de sefializacién y activando diferentes procesos
celulares, importantemente proliferacion y angiogénesis (figura modificada de

Normanno N, 2006).



Ha quedado demostrado que la actividad alterada de EGFR y sus ligandos participan
en la génesis y progresion de diversos tumores solidos humanos: Céancer de pulmon,
mama, ovario, prostata, colon, estobmago, cabeza y cuello, vejiga y glioblastoma
(Normanno N, 2006). Las alteraciones genéticas mas frecuentes asociadas a la
activacion de este oncogén son: amplificacion génica, sobre-expresion (Salomén DS,
1995), deleciones (Kuan CT, 2001) o mutaciones puntuales (Paez G, 2004); algunas
de estas alteraciones se asocian con una incrementada actividad independiente del
ligando. En cancer de mama también se ha reportado la presencia de formas alteradas
de la proteina, generadas por procesamiento alternativo del RNA mensajero (Siegel

PM, 1996), asi como por modificaciones post-traduccionales (Pupa SM, 1993).

El EGFR es un importante blanco potencial en el tratamiento del cancer debido a que:
1) este gen se encuentra frecuentemente sobre-expresado en multiples cénceres
humanos; 2) se ha encontrado una correlacion entre las alteraciones de EGFR con la
progresion tumoral, disminucidn en la supervivencia de los pacientes y con una pobre
respuesta a la quimioterapia, e incluso con el desarrollo de resistencia a agentes
citotoxicos; y 3) un aumento en la cantidad de receptor se asocia con un incremento en
la producciéon de ligando por las propias células tumorales, generando una
estimulacion autocrina del crecimiento tumoral (Wosikowski K, 1997; Mendelsohn
J, 2003). Se han identificado diferentes puntos en la via de actividad de este gen que
pueden ser bloqueados, y para los cuales se han desarrollo diversas estrategias de
inhibicion: el dominio extracelular de unién al ligando, el dominio intracelular TK, los

ligandos de este receptor y la sintesis del EGFR (Baselga J, 2002).

En la Tabla 1 se resumen algunas de las estrategias para bloquear al EGFR que se han

desarrollado, muchas de las cuales son aplicadas en la clinica actualmente.



Tabla 1. Estrategias antitumorales que usan al EGFR como blanco. En la tabla se

muestran algunos de los protocolos clinicos en los que se analiza el uso de inhibidores

del EGFR.
COMPUESTO | NOMBRE ETAPA DE TUMOR REFERENCIA
DESARROLLO
Anticuerpos IMC-C225 FASE III NSCLC Lilenbaum RC,
monoclonales: | (Cetuximab) 2006
ABX-EGF FASE II Colon Tyagi P, 2005
FASE I Rifidén Rowinsky E, 2004
Pertuzumab FASE II NSCLC Jonson BE, 2006
KGaA FASE II Estomago, CaCU, | Kim T, 2004
(Matuzumab) pancreas y ovario
EMD 55,900 Pre-clinico CaCU Solbach C, 2005
mADb-806 Pre-clinico Glioblastoma Mishima K, 2001
Anticuerpos MDX-447 FASE II Ovario, Prostata y | Curnow RT, 1997
Biespecificos: Piel
MDX-H210 FASE II Prostata James ND, 2001
CD3-EGF Pre-clinico CaCU Renard 1, 2002
EGFR-TKIs: ZD1839 (Iressa | FASE III NSCLC Capuzzo F, 2006
Quinazolinas / Gefitinib)
OSI-774 FASE III NSCLC Lakhai WS, 2005
(erlotinib/
Tarceva)
CI-1033 FASE 11 Ovario Campos S, 2005
EKB-569 FASE 1 Tumores s6lidos | Erlichman C, 2006
Pirido- PD-158780 Pre-clinicos Mama, Ovario, Fry DW, 1997
pirimidinas PD-69896 Ca. epidermoide | Rewcastle G, 1998
Pirrol- PKI-166 FASE 1 Tumores so6lidos | Hoekstra R, 2005
pirimidinas
Vacunas EGF-P64k FASE 1 Tumores s6lidos | Gonzalez G, 1998
recombinantes
Oligonucleotidos | AS-21 Pre-clinicos Cabeza y cuello | Niwa H, 2003
Antisentido

NSCLC = Cancer de pulmoén de células no-pequeiias.




PDGFR

Pertenece a una subfamilia de receptores TK constituida por PDGFRa, PDGFR,
CSFR (receptor al factor estimulador de colonias) y c-kit. Todos estos receptores
comparten la caracteristica de tener 6 residuos de cisteina espaciados en el dominio
extracelular el cual consiste de 5 dominios de inmunoglobulina, y de tener dividido el

dominio intracelular de TK por una secuencia espaciadora (Welsh LC, 1989).

El PDGF es una familia de proteinas catidnicas que se encuentran como homo o
heterodimeros y que consiste de 4 miembros: PDGF-A, -B, -C y -D (PDGF-AA, -AB,
-BB, -CC y -DD) (Heldin CH, 2002; Reigstad LJ, 2005). Son codificados por genes
independientes y tienen un papel muy importante en la embriogénesis. Los
mecanismos celulares en los que participan son: proliferacion celular, reorganizacion
de los filamentos de actina, quimiotaxis, movilizacion de calcio intracelular,
comunicacion celular mediante uniones tipo GAP y apoptosis (Heldin CH, 1999). Se
ha encontrado que cada uno de los miembros de la familia del PDGF pueden participar
en distintos tipos de tumores humanos (Reigstad LJ, 2005). En la Figura 3 se
muestra la estructura general de la proteina del Receptor al factor de crecimiento

derivado de plaquetas.

Debido a que el PDGFR reconoce moléculas diméricas, la dimerizacion de éste ocurre
simultaneamente con la union del ligando. El receptor-a reconoce a los ligandos A, B
y C con una alta afinidad, sin embargo el receptor-f solo puede reconocer a los
ligandos -B y -D. Es decir que el homodimero PDGFR-aa reconoce los ligandos —AA,
-CC, AB y —-BB; heterodimero PDGFR-aff reconoce los ligandos -AB y —BB; y el
homodimero PDGFR-B3 reconoce los ligandos -BB y —DD (Heldin CH, 1999;
Heldin CH, 2002). Todas las combinaciones del PDGFR participan en sefales
celulares similares pero no idénticas. Por ejemplo todas inducen proliferacion celular,

pero mientras que el receptor f§ estimula la quimiotaxis, los receptores o la inhiben.



Por esta razon, dependiendo del estimulo que requiera cada tipo celular, se expresara

uno u otro tipo de receptor (Vassbotn FS, 1994).
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Figura 3. Estructura general del PDGFR. Esta proteina se caracteriza por tener en la
region extracelular 5 dominios de inmunoglobulina separadas por una cisteina, y por

tener una secuencia que divide el dominio TK intracelular.

En la Figura 4 se esquematizan las combinaciones de receptores y ligandos que

pueden ocurrir.
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Figura 4. Combinaciones entre los diferentes miembros de la familia del PDGF. El
PDGFR pude homo o heterodimerizarse, sin embargo cada combinaciéon no puede
reconocer a todos los ligandos de la familia. El dimero aa puede reconocer los
ligandos AA, BB, AB y CC; el heterodimero aff reconoce a BB y AB, y el
homodimero B solo puede reconocer a los ligandos BB y DD. Cada combinacion de

ligando-receptor puede actuar en diferentes procesos celulares (figura modificada de

Heldin CH, 2002).

Como ocurre con el EGFR, después de la union del ligando y dimerizacion del
receptor, se incrementa la actividad del dominio de cinasa, induciendo la auto-
fosforilacion del receptor e incrementando aun mas la actividad catalitica de la cinasa,
reclutando y fosforilando una serie de proteinas que actiian en las diferentes vias de
sefalizacion en que participan estos receptores (por ejemplo PI3-K, PLC-y, Src, GAP,
Stat5, y Grb2). La union del ligando al receptor induce la internalizacion del complejo

en endosomas, donde se disocia y las moléculas del receptor son recicladas a la



membrana, o bien el complejo ligando-receptor es degradado mediante la fusion del

endosoma con lisosomas o por el proteasoma (Heldin CH, 1999).

En diversos tumores humanos se ha encontrado la expresion tanto de los ligandos
como de los receptores de PDGF, lo cual supone una estimulacién autocrina de las
células tumorales (Matei D, 2006). Algunos de los tumores en los que se ha observado
esta co-expresion son meningiomas, melanomas, tumores neuroendocrinos, cancer de
ovario, pancreas, estomago, pulmon, rifidn, osteosarcoma y prostata. Las alteraciones
que se han encontrado en este gen son usualmente alteraciones estructurales que llevan
a una sobre-expresion del gen (amplificaciones, translocaciones) o mutaciones que
inducen una activacién constitutiva del receptor (Heinrich MC, 2003; Hirota S,
2003; Fletcher JA, 2004; Corless CL, 2005). Por ejemplo, en cancer gastrico se han
descritos dos mutaciones puntuales que causan activacion constitutiva del PDGFRa:
valina a 4cido aspartico en el codon 561, y acido aspartico a valina en el codon 842

(Hirota S, 2003).

Por otro lado, recientemente se ha demostrado la participacion de PDGFRp en la
regulacion de la presion del fluido intersticial (PFI) al regular la tension entre las
células y la matriz extracelular (Heuchel R, 1999). Posteriormente se demostr6 que la
PFI se encuentra elevada en la mayoria de los tumores, lo cual se debe principalmente
a la vasculatura tumoral anormal que se genera por el incremento en angiogénesis
dentro de los tumores, y este proceso ha sido asociado con resistencia a quimioterapia,
el cual es un problema muy comun en el tratamiento del cancer (Pietras K, 2001). La
formacion de nuevos vasos sanguineos genera una disminucion del gradiente
hidrostatico de los capilares hacia el espacio intersticial, lo cual produce una
interrupcion del intercambio de solutos en la membrana de los capilares creando una
barrera fisioldgica para el ingreso de farmacos de la circulacion sanguinea hacia el
tumor (Milosevic M, 2001; Pietras K, 2001). En el caso particular de pacientes con
CaCuU, se ha demostrado un incremento de la PFI (Roh HD, 1991). De hecho, en un
estudio prospectivo con 102 pacientes de CaCU, se demostrdé que la medicioén de la

PFI en los tumores tiene un valor prondstico independiente muy importante. Los



pacientes con PFI elevada, tuvieron un mayor riesgo de recurrencia después de
radioterapia que aquellos que la tuvieron baja, y de morir con enfermedad progresiva

(Milosevic M, 2001b).

El PDGFR tiene un papel importante en el desarrollo de diversos tumores, por lo que
también ha sido un blanco para el desarrollo de farmacos para el tratamiento del
cancer. Las diversas estrategias desarrolladas hasta ahora buscan inactivar el dominio
de TK del PDGFR (Buchdunger E, 200; Mol CD, 2004; Roberts WG, 2005),
bloquear con anticuerpos el sitio de union al ligando (Loizos N, 2005), o bien bloquear
la sintesis del PDGFR mediante el uso de oligonucleotidos antisentido o RNA de
interferencia (Sacks HC, 2002; Noiseux N, 2000; Matei D, 2006). Algunos de los
inhibidores de PDGFR cuya eficacia ha sido o esta siendo analizada en la clinica se

muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Estrategias antitumorales que usan al PDGFR como blanco.

COMPUESTO | NOMBRE ETAPA DE TUMOR REFERENCIA
DESARROLLO

Aminopirimidina | Imatinib Fase II Melanoma Wyman K, 2006

(andlogo de (STI-571)

ATP) Imatinib Fase II Hepatocarcinoma Eckel F, 2005
Imatinib Fase 11 Mama metastasico | Modi S, 2005
Imatinib Fase II Prostata Rao K, 2005
Imatinib Fase I1 Estomago Verweij J, 2003

Inhibidores SU11248 Fase II Rifion Faivre S, 2006

de TK (Sunitinib) Motzer RJ, 2006

SU11248 Fase | Rifion, Estomago Fiedler W, 2005
SU11248 Fase I Leucemia Mieloide | Fiedler W, 2004
SU101 Fase I1 Prostata Ko YJ, 2001

Anticuerpos CDP860 Fase | Ovario y Colon Jayson GC, 2005
3G3 Pre-clinico Glioblastoma Loizos N, 2005

Antisentidos si-RNA In vitro Ovario Matei D, 2006




C. INHIBIDORES DE EGFR Y PDGFR.

Algunos de los farmacos de reciente desarrollo a este respecto y que mas aplicacion

han tenido en la clinica incluyen los siguientes:

GEFITINIB.

El gefitinib (Iressa o ZD1839) es un miembro de una nueva clase de farmacos con
propiedades antitumorales, que inhiben Tirosina Cinasas (TKs). Es una
anilinoquinazolina cuyo nombre quimico es 4-quinazoliamina, N—3—cloro—4—
fluorofenil)—7-metoxi—6—[3—(4—morfolinil)propoxy] (Cohen MH, 2004). La molécula
ZD1839 fue seleccionada de un grupo de 4-anilinoquinazolinas que presentaron
diferentes actividades inhibidoras del EGFR (Barker AJ, 2001). Se ha demostrado
que inhibe la fosforilacion intracelular de numerosas TKs asociadas a los receptores
transmembranales. Ward demostré que el gefitinib inhibe competitivamente al ATP,
ya que compite por el sitio de union de éste con una mayor afinidad que el propio
ATP, inhibiendo su auto fosforilacion y por tanto bloqueando la cascada de sefiales
que genera (Ward WH, 1994). Muchos autores refieren al gefitinib como una
molécula selectiva o especifica para el EGFR. Sin embargo, en un estudio de
protedmica, se identificaron y caracterizaron al menos 20 potenciales blancos para el

gefitinib (Brehmer D, 2005).

Este farmaco ha mostrado tener actividad antiproliferativa en cultivos tumorales asi
como en xenotransplantes de tumores humanos, ya sea como unico agente o en
combinacién con quimioterapia citotoxica o radioterapia (Harari PM, 2004). El
gefitinib estd indicado como monoterapia en el tratamiento del cancer pulmonar de
células no pequenias localmente avanzado o metastatico, cuando los tratamientos

basados en platino y docetaxel han fracasado (Mushin M, 2003).

A pesar del beneficio clinico que se ha observado en los pacientes tratados con
gefitinib para diferentes tumores solidos que sobre-expresan al EGFR, se han

detectado pacientes que presentan mutaciones de novo que les confieren resistencia a



esta farmaco, derivandose en ningtn beneficio clinico. Se han desarrollado estrategias
para eludir esta resistencia adquirida, principalmente la aplicacion combinada de
gefitinib con otros inhibidores para receptores, en particular IGFR (receptor al factor
de crecimiento insulinico), o bien combinando con otras moléculas que bloquean al
EGFR (anticuerpos monoclonales, cetuximab) o con tratamientos anti-hormonales

(anastrozole) (Huang S, 2004; Jones HE, 2005).

ERLOTINIB

El erlotinib (OSI-774 6 Tarceva) es una quinazolina de bajo peso molecular de nombre
quimico N-(3-etinilfenil)-6,7-Bis (2-metoxi-etoxi)-4-quinazolinamina, y cuyo uso fue
aprobado por la FDA en el 2004 (Johnson JR, 2005). Inhibe especificamente la
fosforilaciéon del dominio de cinasa del EGFR, lo que resulta en arresto del ciclo
celular e induccién de apoptosis. Estudios in vitro e in vivo han demostrado que esta
molécula tiene actividad en células tumorales derivadas de cancer colorrectal, de
cabeza y cuello, pancreas y cancer de pulmén de células no pequenias. En estudios
preclinicos se encontr6 que la combinacion de erlotinib con cisplatino, doxorubicina,
gemcitabina o paclitaxel en dosis bajas, asi como con radioterapia, tiene efecto
antitumoral aditivo (Harari PM, 2004; Chinnaiyan P, 2005). Asi también, se ha
establecido que los efectos farmacodinamicos de este compuestos son dependientes de
la concentracion plasmatica, y que hay una correlacion lineal entre la inhibicion de la

actividad del EGFR y la inhibicion del crecimiento tumoral (Malik SN, 2003).

Cuando se inicio el tratamiento con inhibidores de TK (gefitinib o Erlotinib) en
pacientes con NSCLC, empezaron a distinguirse grupos de pacientes que presentaban
respuestas muy buenas al tratamiento y otros que no respondian del todo. Al hacer un
analisis mas profundo al respecto, se reportaron una serie de mutaciones somaticas que
se presentaban en los pacientes que si respondian. Todas las mutaciones se
encontraron dentro de la secuencia que codifica para el dominio TK de la proteina e
inducen una activacion constitutiva del EGFR (Johnson BE, 2005). Estas mutaciones

se encontraron mas frecuentemente en pacientes no-fumadores que fumadores (59% vs



41% respectivamente), en mujeres que en hombres (30% vs 6%, respectivamente), en
tumores que no tenian mutaciones en el gen K-ras y mas frecuentemente en los
tumores bronquioloalveolares (BAC) que en otros tipos histoldégicos. De manera que
estas mutaciones definen un nuevo tipo molecular de cancer de pulmén que puede
responder al tratamiento con gefitinib: BAC en mujeres no-fumadoras e independiente
de la presencia de mutaciones en K-ras (Marchetti A, 2005; Kosaka T, 2004). Las
mutaciones que se encontraron fueron varias deleciones en el exon 19, asi como
mutaciones en las que se cambian aminoacidos codificantes en los exénes 18 y 21.
Con el hallazgo de estas mutaciones muchos autores han sugerido la necesidad de
identificar estas mutaciones en los pacientes con tumores solidos, para identificar a
aquellos que pueden ser candidatos a la terapia con estos inhibidores (Chan SK, 2006;

Mitsudomi T, 2006).

IMATINIB

El Imatinib (gleevec o STI-571) es un derivado de la 2-fenilaminopirimidina que tiene
selectividad por los dominio tirosina cinasa de los receptores de ABL, PDGFR y c-kit
(Buchdunger E, 2000). Es un analogo del ATP por lo que competitivamente se une e
inhibe el dominio TK de los receptores mencionados (Schindler T, 2000).
Originalmente el imatinib se uso como un inhibidor del producto quimérico bcr/abl en
leucemia mielocitica cronica (LMC), después se demostrd que puede inhibir otras TKs
tales como PDGFR y c-kit (Manley PW, 2002). Se ha demostrado que el Gleevec
induce respuestas clinicas y hematologicas, asi como remision molecular (de la
translocacion ber/abl) en pacientes con LMC (Cohen 2002; Johnson JR, 2003); asi
mismo se ha demostrado que esta droga inhibe la proliferacion de lineas celulares de
tumores gastrointestinales (GIST) y remision clinica en pacientes con GIST (Dagher
R, 2002; Tarn C, 2006). Debido a que se han encontrado alteraciones en el gen de
PDGFR en diferentes tumores, se ha analizado y en algunos casos demostrado el

potencial terapéutico del Imatinib en otros tipos de cancer, por ejemplo cancer de



endometrio (Slomovitz BM, 2004), ovario (Matei D, 2004) y pulmén (Zhang P,
2003).

Como sucede con otras terapias, en el tratamiento con imatinib se ha detectado
también el desarrollo de resistencia. Se ha demostrado que en LMC, en la que el
imatinib tiene como blanco molecular la translocacion bcr-abl, los pacientes
resistentes o recurrentes posterior al tratamiento con imatinib, presentan mutaciones
de novo en el dominio TK de abl, amplificacion génica o sobre-expresion que le

confieren a las células tumorales la resistencia al imatinib (Hochhaus A, 2002).

D. ALTERACIONES DE EGFR Y PDGFR EN CANCER DE
PULMON Y SUS INHIBIDORES

El cancer de pulmoén de células no pequenas (NSCLC) es un agregado heterogéneo de
al menos tres histologias distintas de céncer de pulmoén, incluyendo el carcinoma
epidermoide o escamoso, el adenocarcinoma y el carcinoma de células grandes. Los
resultados del tratamiento estandar son precarios en todos los canceres, excepto en los
mas localizados. La cirugia es la principal opcidn terapéutica potencialmente curativa
para esta enfermedad, mientras que la radioterapia puede producir curacidon en una
pequefia minoria de pacientes y paliacion en la mayoria de ellos. En enfermedad de
etapa avanzada, la quimioterapia ofrece mejoras modestas en la supervivencia media,
aunque la supervivencia general es precaria (Souquet PJ, 1993). Se ha evaluado la
combinacion de tratamientos locales (cirugia), regionales (radioterapia) y sistémicos
(quimioterapia e inmunoterapia) y el desarrollo de terapias sistémicas mas eficaces
(Pastorino U, 1993). Actualmente se generaliza el uso de terapias dirigidas (Harari

PM, 2004; Mushin M, 2003).



Para esta neoplasia, se ha reportado sobre-expresion asi como diferentes mutaciones
(deleciones o mutaciones puntuales) en el gen del EGFR, las cuales tienen importantes
implicaciones en la agresividad de la enfermedad asi como en la sensibilidad o
resistencia a diversos tratamientos, en particular a las nuevas terapias dirigidas (Riely
GJ, 2006). Una de las mutaciones mas conocidas es la EGFRVIII, en la que se deletan
los aminoacidos 6 a 273 que corresponden al dominio extracelular del receptor, lo que
resulta en una activacion constitutiva del dominio de TK y confiere un
comportamiento mas agresivo a los tumores (Frederick L, 2000). En el caso particular
de NSCLC parece ser mas comun otro tipo de alteraciones como la sobre expresion del
EGFR que se ha reportado en un 43-89% de los casos (Rusch V, 1997), mutaciones
puntuales principalmente en los exones 18, 19 y 21 (que corresponden al dominio TK
de la proteina) muchas de las cuales se han asociado con sensibilidad o resistencia a la
terapia, en particular a la terapia dirigida (Marchetti A, 2005; Johnson BE, 2005;
Janne PA, 20006).

Como ya ha sido mencionado, se han detectado una serie de mutaciones somaticas que
pueden conferir sensibilidad al Gefitinib. Todas las mutaciones se encontraron dentro
de la secuencia que codifica para el dominio TK de la proteina e inducen una
activacion constitutiva del EGFR (Johnson BE, 2005). Estas mutaciones se han
encontrado mas frecuentemente en pacientes mujeres no-fumadoras con tumores
bronquioloalveolares que no tienen mutaciones en el gen K-ras (Marchetti A, 2005).
Las mutaciones que se encontraron fueron varias deleciones en el exon 19 asi como
mutaciones en las que se cambia el aminoacido codificante en los exones 18 y 21. En

la Tabla 3 se muestran algunas de estas mutaciones.

Algunos pacientes con las mutaciones sensibilizadoras dejaron de responder al
gefitinib y al hacer un andlisis molecular de estos tumores resistentes, se encontrd la
aparicion de otras mutaciones somaticas en el exon 20, cominmente la sustitucion de
la metionina 790 con una treonina asi como inserciones. Estas mutaciones no estaban

presentes en los tumores primarios, por lo que pueden deberse a la aparicion de novo



de clonas mutantes resistentes, o bien a clonas que ya existian en un bajo numero y se

expandieron posterior al tratamiento (Pao W, 2005; Tokumo M, 2006).

Tabla 3. Mutaciones en el gen EGFR asociadas a respuestas clinicas al Gefitinib.

Exon Mutacion Fenotipo
19 2235 2249 del GGAATTAAGAGAAGC sensible
2236 2250 del GAATTAAGAGAAGCA sensible

2237 2254 del AATTAAGAGAAGCAACAT sensible

2239 2247 del TTAAGAGAA sensible

2240 2251 del AAGAGAAGCAAC sensible
21 2572 C>A sensible

2573 T>G sensible
18 2155 G>T sensible
20 T790M resistente

En la tabla se indica la posicién en el cDNA del EGFR en la que se encuentra la

alteracion.

Actualmente hay multiples protocolos clinicos en los que se analiza la eficacia y
seguridad de inhibidores de EGFR como el Gefitinib, Erlotinib, Cetuximab y
Pertuzumab (Herbst RS, 2002; Niho H, 2006; Lilenbaum RC, 2006; Riely GJ,
2006); sin embargo los resultados no han sido del todo alentadores por lo que algunos
autores han sugerido el uso de combinaciones y se han realizado protocolos clinicos
analizando la combinacion de Gefitinib con Gemcitabina (Giaccone G, 2004),
Paclitaxel (Herbst RS, 2004) u otros agentes quimioterapéuticos (Baselga J, 2004).
Los resultados obtenidos en estos protocolos han permitido identificar algunos
criterios de seleccion de los pacientes que se pueden beneficiar més de este tipo de

terapias dirigidas (Johnson DH, 2006).



En el caso del gen PDGFR, se han reportado mutaciones en este gen en NSCLC
(Fletcher JA, 2004), sin embargo no se ha investigado a fondo el potencial de las
terapias dirigidas a este gen, para el tratamiento de este tumor. Existen algunos
reportes en los que se evalua la efectividad de imatinib en pacientes con Cancer de
Pulmoén de células pequenas (SCLC) (Cristal G, 2000; Johnson BE, 2003). Con
respecto al NSCLC, Zhang reportd que la linea celular A549 derivada de NSCLC
expresa PDGFRa, que el imatinib a concentraciones terapéuticas inhibe la
proliferacion de ésta, y que el imatinib en combinacidon con cisplatino (el cual es el
principal agente quimioterapéutico empleado en este tumor) tiene un efecto sinérgico
en la muerte celular. Adicionalmente report6 la expresion del PDGFRa en 33 tumores
primarios de NSCLC, sugiriendo la factibilidad de emplear imatinib en el tratamiento

de éste tumor (Zhang P, 2003).

E. TRATAMIENTO CON GEFITINIB EN UNA PACIENTE
CON BAC

En el Instituto Nacional de Cancerologia se atendi6 a una paciente con carcinoma
bronquioloalveolar (BAC) no-fumadora que habia sido tratada con quimioterapia-
radioterapia y que presentd una pobre respuesta a este tratamiento. Por esta razon
empezo a recibir Gefitinib, al cual tuvo una buena respuesta clinica (desaparicion de los
sintomas respiratorios). Considerando las caracteristicas clinicas del paciente y su
respuesta al Gefitinib, se hizo una busqueda de las mutaciones que se han asociado a
una buena respuesta a este firmaco. Se analiz6 por secuenciacion directa los exones 18,
19, 20, 21, 22, 23 y 24 de gen EGFR. Sorprendentemente no se encontraron mutaciones
en ninguno de los exones analizados (Taja CL, 2005). En la Figura 5 se muestra un
fragmento de las secuencias de los exones 18, 19 y 21, correspondientes a los sitios

donde se han reportado mutaciones que sensibilizan al tratamiento con gefitinib.



2155

[CTTG AAGGAA CTGAATTC ARAARAG ATC AAAGTGCT GGGC T CC GGTGC G TTC GGCAG G GT AT

Exon 18-sense

Mutacion reportada:
2155 G>A

2235 2263 «
AATTCCCGTCGCTATCAAG GAAT TAAG AGAAGCAACATCT CCG ARAGCC AACAAGG AAATCCTCGATGTGAGTTTCT!

Exon 19 - sense

Cambio reportado:
del L747 —P753 ins S
taagagaagcaacatctccgaag

2573 2582
Exon 21 - sense
Mutaciones reportadas:

2573 T>G
2582 T>A

Figura 5. Resultados de la secuenciacion de la muestra de BAC. Se muestra un
fragmento de secuencias de los exones 18, 19 y 21 que corresponden a la region donde
se han reportado las mutaciones mas frecuentes. Las flechas y la linea debajo de las
secuencias indican los nucleotidos que se han encontrado afectados y que en esta

muestra no estuvieron mutados.

Hasta este trabajo no se habian reportado casos de pacientes con BAC que en ausencia
de mutaciones sensibilizadoras respondieran al tratamiento con Gefitinib, de hecho se
considera que la deteccion de estas alteraciones es necesaria para predecir la respuesta
al tratamiento. Considerando nuestros resultados parece posible que la terapia con
gefitinib funcione para estos pacientes aun en ausencia de mutaciones, y que es
necesario analizar la existencia de otras alteraciones que ayuden a predecir mejor la
respuesta a los tratamientos dirigidos a moléculas especificas (Taja CL, 2005). De
hecho, basados en los resultados de este trabajo se decidio realizar el andlisis de
mutaciones de los genes EGFR y PDGFR en CaCU, con el objetivo de analizar el uso

potencial de Gefitinib e Imatinib en este tumor.



F. CANCER CERVICO-UTERINO

El cancer de cuello uterino (CaCU) sigue siendo una de las principales causas de
muerte por cancer entre las mujeres de paises en desarrollo, a pesar de ser un tumor del
que se conoce muy bien su historia natural y de los multiples programas de deteccion
temprana que se han implementado. La incidencia de este tumor es especialmente alta
en Latinoamérica, India, Africa y Europa del Este (DeVita VT, 1997). De acuerdo al
Globocan del 2000, se estim6 que el numero de pacientes diagnosticados con CaCU

fue de 470,606 de los cuales murieron 233,372 (Parkin DM, 20()

El CaCU tiene sus origenes en la uniéon escamosa columnar ya sea en el canal
endocervical o en el ectocérvix. La lesion precursora es llamada displasia o neoplasia
intraepitelial cervical de grado I a III, y puede posteriormente convertirse en cancer
invasor una vez que rompe la membrana basal del epitelio. Algunos estudios
longitudinales han revelado que entre pacientes con cancer cervical in sifu que no han
sido tratadas, entre el 30% y el 70% desarrollaran carcinoma invasor en un periodo de
10 a 12 afios. Sin embargo, en alrededor del 10% de las pacientes, las lesiones pueden
progresar de in situ a invasoras en periodos inferiores a un afio. A medida que se hace
invasor, el tumor irrumpe a través de la membrana basal e invade el estroma cervical.
Ademas de la invasion local, el carcinoma cervical puede diseminarse por via de los

linfaticos regionales o del torrente sanguineo (DeVita VT, 1997).

Los principales factores de riesgo para el desarrollo de esta neoplasia son: Infeccion
con HPV, uso de anticonceptivos orales, multiples parejas sexuales, paridad multiple,
deficiencias vitaminicas y tabaquismo (Parazzini F, 1992). El desarrollo del CaCU
tiene caracteristicas Unicas, ya que las alteraciones en el ciclo celular se inician por la
infeccion e integracion del genoma de HPV y la expresion de sus oncoproteinas, y
termina con la transformacién maligna por otros factores genéticos y epigenéticos
(Lazo PA, 1999; Walboomers JM, 1999). Ocadiz y colaboradores reportaron que en

el 90% de tumores de pacientes mexicanas con CaCU se encontrd amplificacion o



rearreglo del oncogén c-myc (Ocadiz R, 1987). Asi mismo se han reportado la
presencia de alteraciones cromosémicas frecuentes en éste tumor, como lo son la
ganancia de los cromosomas 1q, 3q y S5p, particularmente presentes en etapas
avanzadas de este tumor (Heselmeyer K, 1997); y la trisomia de los cromosomas 3 y
X asi como alteraciones del cromosoma 7 en la progresion de lesiones preinvasoras a
cancer invasor (Marzano R, 2004). Se ha reportado que la sobre-expresion del gen
EGFR (Kersemaekers A, 1999) y la pérdida de expresion de moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad de clase I y Il asi como de las proteinas

transportadoras de antigeno, son un evento comun en CaCU (Keating PJ, 1995).

En el tratamiento convencional de este tumor se emplea una terapia a base de
cisplatino administrada conjuntamente con radioterapia, lo cual parece dar ventajas en
la supervivencia. Tanto la cirugia como la radioterapia son igualmente efectivas para la
enfermedad en etapa temprana y de volumen pequefo. El tratamiento puede variar
dentro de cada etapa segin lo definido actualmente por FIGO (Federacion
Internacional de Ginecologia y Obstetricia), y dependera del volumen del tumor y del

modelo de diseminacion (Lahousen M, 1999; Dueiias GA, 2003).



D. ALTERACIONES DE EGFR Y PDGFR EN CaCU Y SUS
INHIBIDORES.

El EGFR es uno de los oncogenes que se encuentra frecuentemente sobre-expresado o
mutado en diversos tumores (lo cual generalmente indica un comportamiento agresivo
de éstos) (Ozanne B, 1986), razon por la cual se ha analizado ampliamente el estado
de este gen en el CaCU (Pfeiffer D, 1989; Kim JW, 1996; Hu G, 1997). Algunos
autores han reportado una correlacion entre la sobre expresion de éste gen con un mal
prondstico de la enfermedad (Kersemaekers A, 1999; Kim YT, 2002; Kim GE,
2004). Se han encontrado asociaciones entre el EGFR y otros genes incluyendo
oncogenes virales de HPV que participan en la carcinogénesis del CaCU y oncogenes
celulares (Kim SW, 2006); por ejemplo Mathur en el 2005 reportdé que el VEGF
(factor de crecimiento vascular endotelial) induce positivamente la proliferacion de
células de cancer cervical, mediante la sobre-regulacion del EGFR y que inhibe el
efecto anti-proliferativo del IGF-BP3 (proteina de union al factor de crecimiento

insulinico) por la oncoproteina E6 de HPV-16 (Mathur RS, 2005).

Considerando la importancia que tiene el EGFR en el desarrollo del CaCU, algunos
grupos han evaluado la posibilidad de usar inhibidores especificos de EGFR, aunque
hasta ahora s6lo en ensayos in vitro y en animales. Baguley evalu6 el uso de un TKI
(anilinoquinazolina) para EGFR en cultivos primarios de diversos tumores incluyendo
4 muestras de CaCU, y encontraron que al menos tres de los cuatro tumores fueron
sensibles al inhibidor (se inhibi6 la proliferacion celular), sugiriendo la posibilidad de
usar estos inhibidores para este tumor (Baguley BC, 1998). Por otro lado, se sabe que
el EGFR puede inhibir algunos efectos del TNF-a (factor de necrosis tumoral-alfa) y
viceversa, por lo que Hambek analizé el posible efecto antitumoral que tendria el
TNF- a junto con un inhibidor de EGFR (anticuerpo monoclonal) en xenotransplantes
de diferentes tumores incluidos tumores del cuello uterino, y encontré que en efecto el
TNF- a incrementa el efecto antitumoral de los anticuerpos monoclonales anti-EGFR,

incluso en tumores que expresan bajas concentraciones de EGFR (Hambek M, 2001).



En un intento de mejorar la respuesta antitumoral que se obtiene con anticuerpos que
bloquean al EGFR, Renard analiz6 la efectividad de un anticuerpo biespecifico anti-
CD3/anti-EGFR en cultivos tridimensionales (organotipicos) con queratinocitos
normales y transfectados con el genoma de HPV-16. Al co-cultivar queratinocitos
HPV-positivos con linfocitos autdlogos y el anticuerpo biespecifico, se redujo el
crecimiento celular tanto en los cultivos en monocapa como en los tridimensionales;
estos resultados apoyan la evaluacion de este anticuerpo en protocolos preclinicos y
clinicos (Renard I, 2002). Con los resultados obtenidos en los estudios in vitro y
preclinicos con inhibidores para EGFR, se sustenta el uso de estos bloqueadores en
protocolos clinicos. De hecho, ya ha iniciado un protocolo en el que se analiza el uso

de un anticuerpo (Matuzumab) en pacientes con CaCU (Kim T, 2004).

Con respecto al PDGFR, a la fecha solo existe un trabajo en el que se analiz6 la
expresion del PDGFRp en 11 pacientes con displasia cervical leve, moderada y severa
y en 4 pacientes con cancer invasor del cuello uterino. Se encontr6 expresion de la
proteina en todas las muestras, siendo ésta mayor en las muestras normales y con
displasia leve que en las muestras invasoras (Mayer TJ, 2000). Existen méas reportes
sobre su expresion y participacion en otros tumores ginecoldgicos tales como ovario,
endometrio, sarcomas uterinos y mama. En el caso de cancer de ovario se ha reportado
incluso que la expresion del PDGFRa correlaciona con un prondstico adverso y con
tumores con un comportamiento clinico mas agresivo (Lassus H, 2004). Asi mismo se
ha demostrado la co-expresion del receptor y su ligando y que al bloquear al PDGFR
se bloquea la proliferacion de células de cancer de ovario (Apte SM, 2004; Matei D,
2006). Slomovitz encontrd que el 90% de los tumores primarios de endometrio y el
100% de los tumores recurrentes de endometrio expresan PDGFR, y que en la mayoria
de estos casos PDGFR estaba fosforilado, lo que sugiere que el Imatinib podria ser util
en estos pacientes (Slomovitz BM, 2004). Igualmente en sarcomas uterinos se ha
demostrado le expresion de PDGFRf (Caudell JJ, 2005). En céncer invasor de mama
se ha reportado la expresion de PDGFRa asi como una correlacion asociado de la

expresion con un comportamiento bioldgico mas agresivo (Carvalho I, 2005), incluso



ya hay un estudio clinico de fase II en el que se evalua el valor terapéutico de Imatinib

en pacientes de cancer de mama (Modi S, 2005).

Como ya se ha mencionado, no hay reportes sobre la participacion de PDGFR en la
carcinogénesis del CaCU, sin embargo se ha reportado que esta proteina puede
participar en la carcinogénesis inducida por HPV, ya que se ha reportado que la
transformacion inducida por la proteina ES del papilomavirus bovino (PVB) ocurre por
la uniéon de la proteina ES al PDGFRp induciendo la dimerizacion constitutiva del
receptor independiente de ligando con la consecuente activacion de éste y generacion
de sefiales mitogénicas (Drummond BD, 1995). Se ha demostrado que la interaccion
de E5 con PDGFRf es muy especifica y compleja, y que de hecho este receptor puede
ser un blanco especifico para la oncoproteina viral involucrando asi la via del PDGF
en la carcinogénesis mediada por el PVB (Petti L, 1992; Nappi VM, 2002). Estos
datos fueron confirmados en un estudio en el que en células epiteliales mamarias de
raton, las cuales no expresan PDGFRp, la proteina ES no fue capaz de inducir
transformacion celular. Sin embargo, al reintroducir el gen del PDGFRp, las células se
hicieron susceptibles a la transformacién maligna mediada por ES (Nilson LA, 1993).
Adicionalmente, como ya se menciond en una seccion previa, el PDGFR participa en
el incremento de la PFI, lo cual en CaCU correlaciona con un mayor riesgo de
recurrencia después de radioterapia y de morir con enfermedad progresiva (Milosevic
M, 2001b). Esta evidencia sugiere que el bloqueo de este receptor mediante el uso de
los bloqueadores especificos como el imatinib, como una estrategia terapéutica en

CaCU, pudiera tener beneficios clinicos en los pacientes.



PLANTEAMIENTO DEL. PROBLEMA

A pesar de que el CaCU puede ser considerado como un modelo de deteccion
temprana, éste sigue siendo una de las principales causas de muerte, por lo que es
necesario implementar mejores esquemas terapéuticos que permitan aumentar la
supervivencia y disminuir la mortalidad en estas pacientes. Se conoce bien la
participacion de HPV en el desarrollo de éste cancer, sin embargo existen otras
alteraciones genéticas y epigenéticas que probablemente estdn también
participando en la carcinogénesis de este tumor; por ejemplo alteraciones
genéticas y/o funcionales de receptores a factores de crecimiento que se
encuentran en la membrana. Con el desarrollo de las terapias dirigidas, se ha
hecho necesario conocer el estado mutacional de los genes blanco asi como su
expresion, para predecir el potencial terapéutico de estas terapias (Gefitinib e

Imatinib).



OBJETIVO PRINCIPAL

Analizar el estado mutacional de los genes EGFR y PDRGFR en céncer cérvico-
uterino, y valorar el potencial terapéutico de Gefitinib e Imatinib en estos

tumores.

OBJETIVOS PARTICULARES

Analizar la presencia de mutaciones en los exones 18, 19 y 21 del gen EGFR en
tumores primarios de CaCU, en tejidos sanos y en 7 lineas celulares derivadas de

CaCU, mediante secuenciacion directa.

Analizar la presencia de mutaciones en los exones 12 y 18 del gen PDGFRa en

tumores primarios de CaCU asi como en tejidos sanos y en las lineas celulares,

mediante secuenciacion directa.

Analizar la expresion de las proteinas PDGFRa, PDGFR, PDGFA y PDGFB en
tumores primarios de CaCU asi como en 7 lineas celulares de CaCU mediante

inmunohistoquimica.

Analizar el efecto del PDGF y del Imatinib en la proliferacion de una linea

celular derivada de CaCU.



MATERIALES Y METODOS

Pacientes

Para el anélisis de expresion de PDGF y PDGFR se analizaron 36 pacientes de CaCU
en etapas IB2 a IIIB segun la clasificacion de la FIGO (Federacion Internacional de
Ginecologia y Obstetricia), las cuales recibieron radioterapia estandar junto con
cisplatino semanal. El diagnostico se hizo bajo examen de rutina al analizar un corte
tefiido con hematoxilina-eosina en microscopio de luz, de acuerdo a los criterios de
WHO (World Health Organization). Las biopsias del tumor fueron tomadas antes de
que las pacientes recibieran tratamiento en el instituto. Para el andlisis mutacional de
EGFR y PDGFR se usaron 17 tejidos congelados de pacientes de CaCU epidermoide

que se tenian de otro estudio independiente.

Controles no-neoplasicos.
Para el andlisis mutacional se incluyeron ademas de las muestras tumorales, 3 tejidos
de cuello uterino obtenidas de histerectomias por patologias benignas y los linfocitos

de & donadores sanos.

Cultivo de células y lineas celulares.

Todas las lineas celulares fueron crecidas en medio Modificado de Dulbecco (DMEM)
y suero fetal de ternera al 10%, ambos de Gibco BRL Life Technologies (Grand
Island, New York) a 37°C en una incubadora con CO2 al 5%. Las lineas celulares
HeLa, Caski, SiHa y C33A fueron obtenidas de la ATCC y las lineas Calo, INBL,
ViPa y ViBo fueron proporcionadas por el Dr. Alberto Monroy (CMN siglo XXI,
IMSS). Para los ensayos de inmunocitoquimica, las células fueron crecidas en botellas
de dos camaras vessel Falcon” (Becton Dickinson, NJ.) y fijadas en formol por 24
horas a temperatura ambiente y re-hidratadas en una serie soluciones de etanol
graduado. Posteriormente se realizé la inmunocitoquimica como se describe en la

seccion correspondiente.



Inmunohistoquimica

De los tejidos incluidos en parafina se obtuvieron cortes de 4-5Sum de grosor, los
cuales fueron desparafinados en xilol y re-hidratados en alcoholes graduados hasta
llegar a agua bidestilada. Después de este paso tanto los cortes de parafina como las
células fueron tratadas igual. Después de la hidratacion, las laminillas fueron
sumergidas en una solucion de exposicion de antigeno (buffer de citratos 10 nM, pH 6)
y luego precalentadas a 95°C en un bafio con agua y calentadas a 95°C por 40 min.
Después se dejaron enfriar a temperatura ambiente por 20 minutos (min) y se lavaron
en buffer PBS. Se bloqued la peroxidasa endogena incubando con el Buffer de
Bloqueo de DAKO (peroxido de hidrégeno al 0.3% con azida de sodio 15 mM) por 5
min a temperatura ambiente. Inmediatamente las laminillas fueron incubadas con los
anticuerpos primarios correspondientes por 30 min usando una dilucion 1:75; los
anticuerpos que se usaron fueron: PDGF A (anticuerpo monoclonal sc-9974), PDGF B
(anticuerpo policlonal sc-7878), PDGFRa (anticuerpo policlonal sc-338) y PDGFRf
(anticuerpo monoclonal sc-6252), todos de Santa Cruz Biotechnology. La union del
anticuerpo primario fue revelada con el reactivo de visualizacion (Dako EnVision +
System, peroxidase (DAB, K-4007 and K4011). Finalmente, las laminillas fueron
contratefiidas con hematoxilina y eosina. Como controles positivos para ambos
ligandos se us6 placenta, y piel sana para los receptores. Como control negativo se
omitid la incubacién con el anticuerpo primario. El andlisis de las laminillas fue
realizado por dos patologos, y se considerd como positiva una muestra cuando mas del

5% de las células tumorales o del estroma dieron tincion para el anticuerpo.

Extraccion de acidos nucléicos

Se obtuvo DNA de 17 muestras de tumores de CaCU congelados asi como de las 7
lineas celulares de CaCU, mediante la técnica de digestion con proteinasa K,
extraccion con fenol:cloroformo y precipitaciéon con cloruro de sodio e isopropanol.
Los tejidos congelados asi como las lineas celulares, fueron incubadas en 600 ul buffer
de lisis (Tris-HCI1 0.01M pH 7.8; EDTA 0.02M y SDS 0.5%) con 300 ng de proteinasa

K toda la noche a 37°C, posteriormente se afiadid un volumen de fenol:cloroformo



agitando las muestras suavemente y separando el DNA mediante centrifugacion a
3,500 rpm por Smin. Se recuperd la fase acuosa y se transfirié a un tubo limpio donde
se lavod con otro volumen de cloroformo repitiendo la centrifugacion. Finalmente la
fase acuosa recuperada del paso anterior fue precipitada con un volumen de
isopropanol y cloruro de sodio a una concentraciéon final de 0.2M y el DNA se
recuperd mediante centrifugacion a 13,000 rpm por 15 min a 4°C. Se dieron entonces
dos lavados con etanol al 70% y se dejo secar el boton de DNA. Finalmente el DNA

fue resuspendido en 200-300 ul de agua estéril y cuantificado con espectrofotdmetro.

Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR).

Para el analisis mutacional se realizaron amplificaciones por PCR utilizando los
oligonucleotidos que se muestran en la tabla 4. EI PCR se realiz6 en reacciones de 20-
ul que contenian 100 ng DNA, 10 mmol/L Tris-HCI (pH 8.3), 40 mmol/L. KCl, 2
mmol/L MgCl,, 200 pmol/L. de cada ANTP, 1 umol/L de cada primer y 0.25 U Taq
polimerasa (Applied Biosystems). La reaccion se llevd a cabo en un termociclador
2400 (Applied Biosystems) con las siguientes condiciones de ciclado:
desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min seguida de 40 ciclos de amplificacién y una
extension final de 5 min a 72°C. Los ciclos incluyeron desnaturalizacion a 94°C por 30
segundos, alineamiento a 60°C (para PDGFR) o 58°C (para EGFR) por 30 seg y
extension a 72°C por 30 seg. La amplificacion se verifico con electroforesis en geles
de agarosa al 3%. Para el gen EGFR se realiz6 un PCR anidado, utilizando un segundo
par de oligonucleotidos localizado unos nucledtidos mas adentro que el primer par. La
primera amplificacion fue verificada por electroforesis y se tomo lul de esta primera
reaccion como templado para la segunda. Los exones que se amplificaron fueron 12 y

18 para PDGFRa y 18, 19y 21 para EGFR.



Tabla 4. Secuencias de los oligonucleotidos usados para PCR y secuencia.

GEN EXON NOMBRE SECUENCIA Tamafio
esperado
PDGFRa 12 E12-forward 5’-aagctctggtgcactgggactt-3’ 251 pb
12 E12-reverse 5’-attgtaaagttgtgtgcaaggga -3’
18 E18-forward 5’-tacagatggcttgatcctgagt-3’ 212 pb
18 E18-reverse 5’-agtgtgggaggatgagectg-3’
EGFR 18 E18-1-forward | 5’-caaatgagctggcaagtgccgtgte-3’ 400 pb
18 E18-1-reverse | 5’-gagtttcccaaacactcagtgaaac-3’
18 E18-2-forward | 5’-caagtgccgtgtectggeacccaage-3’ 381 pb
18 E18-2-reverse | 5’-ccaaacactcagtgaaacaaagag-3’
19 E19-1-forward | 5’-gcaatatcagccttaggtgcggctc-3’ 372 pb
19 E19-1-reverse | 5’-catagaaagtgaacatttaggatgtg-3’
19 E19-2-forward | 5’-ccttaggtgcggctccacage-3’ 349 pb
19 E19-2-reverse | 5’-catttaggatgtggagatgagc-3’
21 E21-1-forward | 5’-ctaacgttcgccagccataagtcc-3’ 415 pb
21 E21-1-reverse | 5’-gctgcgagctcacccagaatgtctgg-3’
21 E21-2-forward | 5’-cagccataagtcctcgacgtgg-3’ 374 pb
21 E21-2-reverse | 5’-catcctccectgeatgtgttaaac-3’




Secuenciacion

Los amplificados obtenidos por PCR fueron analizados en geles de agarosa para
verificar su integridad y posteriormente fueron purificados mediante precipitacion con
isopropanol. Los DNAs purificados fueron usados para preparar las reacciones de
secuencia por ambos lados (sentido y antisentido) y de al menos dos amplificaciones
independientes. Para la reaccion de secuencia se utilizé el ABI BigDye kit v3.1 (ABI,
Foster City, CA) segun las instrucciones del proveedor, utilizando las siguientes
condiciones de ciclado: desnaturalizacion inicial a 96°C por 5 min seguida de 25 ciclos
de amplificaciéon y una extension final de 5 min a 60°C. Los ciclos incluyeron
desnaturalizacion a 96°C por 10 segundos, alineamiento a 55°C por 10 seg y extension
a 60°C por 4 min. Posteriormente las reacciones fueron purificadas mediante
precipitacion con isopropanol, deshidratadas y resuspendidas en 20 ul de formamida
(HiDi formamide- ABI), desnaturalizadas a 96°C por 5 min y enfriadas a 4°C.
Posteriormente fueron analizadas en un secuenciador ABI3100. Los electroferogramas
que se obtuvieron fueron analizados para la deteccion de mutaciones, comparando con

una secuencia de referencia (AY 588246 para EGFR y D50017 para PDGFRa).

Ensayos de Proliferacion Celular

Se sembraron células CaLo en placas de 12 pozos a una densidad de 1 x 10°
células/pozo. Cada grupo experimental fue repetido por triplicado. Los grupos fueron:
control (sin tratamiento), tratados con PDGF-BB a 10 ng/mL, tratados con Imatinib a
una concentracion de 10 uM (preparado fresco en agua bidestilada) y el grupo tratado
con ambos (ligando e imatinib). Los tratamientos duraron 3 dias, posteriormente el
medio fue reemplazado con medio fresco por dos dias mas. Cada pozo fue analizado
con el método de Cristal Violeta: las células fueron incubadas por 30 min en cristal
violeta al 0.1% a temperatura ambiente, posteriormente se elimino el exceso de tincion
con agua bidestilada y se dejaron secar las placas; se extrajo el colorante con acido
acético al 10% y en ese momento se leyeron las placas en un lector de placas (Wallac
1420; Perkin Elmer, Boston, MA, USA) a 570 nm. Con este método se ha demostrado

una correlacion lineal entre la absorbancia y el nimero de células en un rango de 1,000



a 50,000 células/pozo. Los ensayos se realizaron por triplicado y los resultados de
presentan como media y desviacion estandar. El andlisis estadistico de los ensayos de

proliferacion se realizo con la prueba ANOVA.

Western Blot

Se cultivaron células CaLo en medio D-MEM completo en botellas de 75 cm®. Cuando
alcanzaron una confluencia del 50-75% fueron lavadas dos veces con PBS y cultivadas
en medio libre de suero por dos dias. Se estimularon con PDGF BB a 10 ng/mL por 10
min y tratadas con Imatinib a 10 uM por 2 horas; o bien tratadas con Imatinib por 2
horas y luego con PDGF BB por 15 min. Las células control no recibieron tratamiento
alguno. Posteriormente fueron lavadas con PBS frio e incubadas con 0.2mL de buffer
de lisis (Cell Signaling Technologies, Beverly, MA) a 4°C por 30 min. Los lisados
celulares fueron centrifugados por 10 min a 10,000 x g. En el sobrenadante resultante
se hizo la cuantificaciéon de proteinas mediante el método del acido bisinconinico.
Posteriormente, las proteinas fueron hervidas en buffer de muestra con SDS y
separadas en electroforesis en geles de poliacrilamida. Las proteinas fueron
transferidas a una membrana Hybond-P (Amersham, Biosciences UK), bloqueadas por
1 hora con leche libre de grasa al 5% en TBS (Buffer salino de Tris, 1X). La
membrana fue luego incubada con un anticuerpo primario especifico para p-PDGFRa,
(Tyr 754 sc- 12911-R, Santa Cruz Biotechnology, CA); la homogeneidad de la carga
(20 pg) fue confirmada mediante la deteccion de actina en la misma membrana usando
un anticuerpo especifico a ella (Santa Cruz Biotechnology). Al terminar la incubacion
con el anticuerpo primario, se lavo la membrana y posteriormente se incub6 por 1 hora
con un anticuerpo secundario. La reaccion fue detectada mediante

quimioluminiscencia (ECL; Biosciences UK).



RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis mutacional de EGFR en lineas celulares de CaCU.

Las terapias dirigidas al EGFR que se han probado al momento han tenido blancos
tumorales especificos, sin embargo considerando la participacion de este oncogén en la
carcinogénesis de CaCU es posible que estas terapias dirigidas tengan algin efecto
terapéutico en este tumor. Por otro lado, se ha reportado en la literatura que es
necesaria la presencia de ciertas mutaciones para que los tumores respondan al
gefitinib, asi como también la existencia de mutaciones que inhiben el efecto de esta
terapia. Con el objetivo de determinar si el CaCU puede ser blanco de tratamiento con
gefitinib, se hizo un andlisis de secuencia de la regioén del gen de EGFR que codifica
para el dominio TK de la proteina (exones 18, 19 y 21), en 8 lineas celulares derivadas
de tumores primarios de CaCU. Las lineas C33A, Caski, SiHa, InBI y CalLo fueron
silvestres en los tres exones, mientras las lineas HeLa, ViPa y ViBo presentaron el
cambio IVSE18-104C>A (rs17337100) el cual ya ha sido reportado. Adicionalmente
la linea celular ViBo presentd multiples cambios: en el exén 18 se encontraron 16
mutaciones intronicas, 4 mutaciones silenciosas y una delecion de 13 nucleotidos en el
intron muy cerca del inicio del exén 18, y en el exon 19 se encontraron 13 mutaciones
intronicas. De estos cambios solo uno de ellos ha sido previamente reportado, los
demas eran desconocidos hasta ahora. Todos los cambios encontrados en esta linea
celular fueron homocigos. En la Tabla 5 se muestran todas las mutaciones encontradas
en las lineas celulares. En la Figura 6 se muestra una parte de la secuencia del exén 18

de ViBo en el que se sefalan algunas de las mutaciones mencionadas.

La linea celular ViBo presentd numerosos cambios intronicos incluyendo una
delecion. Esta linea celular fue obtenida de un carcinoma epidermoide IIIB. Hasta el
momento no sabemos si todos los cambios que se presentaron en la linea celular ViBo
puedan tener alguna consecuencia funcional en el gen EGFR y en la actividad del

gefitinib, ya que todos ellos fueron encontrados en las secuencias intronicas que



flanquean los exones 18 y 19. Sin embargo algunos de ellos se encuentran cerca del
inicio o del final de exon lo que podria afectar el procesamiento del RNA mensajero.
Para determinar si se afecta la proteina, es necesario analizar la funcionalidad del gen
en ensayos de estimulacion con EGF y de la consecuente activacion del receptor en

esta linea celular.

Tabla 5. Analisis de la secuencia de los exones 18, 19 y 21 del gen EGFR en lineas

celulares derivadas de CaCU.

Linea Exo6n 18 Exo6n 19 Exo6n 21
Celular
cambio | posicion | reporte cambio | posicion
C33A TS TS TS
Caski TS TS TS
InBl1 TS TS TS
Calo TS TS TS
SiHa TS TS TS
Hela C>A IVSE18-104 | rs17337100 TS TS
ViPa C>A IVSE18-104 | rs17337100 TS TS
ViBo C>A IVSE18-104 | rs17337100 C>T IVS19-98 TS
T>C IVSE18-70 C>T IVS19-88
T>C IVSE18-55 C>A IVS19-79
A>G IVSE18-49 A>C IVS19-68
G>C IVSE18-41 G>A IVS19-62
G>A IVSE18-40 A>T IVS19-55
T>G IVSE18-33 A>G IVS19-45
C>T IVSE18-9 G>A 1VS19-24
C>T IVSE18+28 T>C IVS19-17
G>A IVSE18+32 G>A IVSE19+23
G>A IVSE18+35 G>A IVSE19+34
T>C IVSE18+43 A>G IVSE19+40
G>A IVSE18+50 C>G IVSE19+83
>C IVSE18+74
G>A IVSE18+75
C>A IVSE18+76
del 156880-156892
CCCTGGCACAGGC
A>G Coddn 693
A>G Codén 713
C>A Codon 724
A>G Codén 725

En la tabla se muestran los resultados de todas las lineas celulares analizadas. TS =
Tipo Silvestre, IVS = “intronic variation sequence”. So6lo una de las mutaciones ha

sido reportada previamente (IVS18-104, rs17337100).
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Figura 6. Secuenciacion del gen EGFR en las lineas celular ViBo. Se muestra un
fragmento de secuencias de los exones A) 18 y B) 19. Las flechas debajo de las
secuencias indican las mutaciones y en la parte superior de la secuencia A se sefala el

sitio donde se encontro la delecion de 13 nucledtidos.



Analisis mutacional de EGFR en tumores de CaCU y controles.

Para esto se analizaron 17 muestras de tumores primarios de CaCU y como controles
no-neoplésicos 3 biopsias de cuello uterino y los linfocitos de 8 donadores sanos. No
se encontraron mutaciones en ninguna muestra. Solo se encontré un polimorfismo
intronico en 3 muestras (17.6%) de pacientes: IVS18 +19 en el que se observa el
cambio G>A, el cual ya ha sido reportado (rs17337107). En la Tabla 6 se muestra un
resumen de los resultados de la secuenciacion de una muestra representativa de la
poblacion analizada. En la Figura 7 se muestra una secuencia que presenta el

polimorfismo intrénico encontrado.

En el presente trabajo encontramos que no existen alteraciones génicas al menos en los
exones 18, 19 y 21 del EGFR que pudieran interferir positiva o negativamente con la
respuesta al gefitinib. De hecho en un trabajo previo encontramos que una paciente
con cancer bronquioloalveolar que tampoco presentd mutaciones en este gen, tuvo una
respuesta clinica muy favorable al tratamiento con Gefitinib (Taja CL, 2005), por lo
que nosotros creemos que es posible utilizar a este firmaco en la terapéutica del
CaCU. Asi mismo consideramos necesario el desarrollo de un protocolo clinico que

evalue esta posibilidad.

El nimero de muestras analizadas en este trabajo fue pequefio, por lo que para poder
concluir que no existen mutaciones puntuales en el gen EGFR en tumores de CaCU, es
necesario analizar un mayor nimero de tumores y poder determinar la factibilidad del
uso de terapias dirigidas como lo es el gefitinib, para el cual se ha encontrado que, para
que el tumor responda o sea resistente, es necesaria la presencia de mutaciones
especificas. Asi mismo es necesario considerar el uso de las otras estrategias

inhibitorias dirigidas a este gen para la terapéutica del CaCU.
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Figura 7. Secuenciacion del tumor CU-794. Se muestra un fragmento de secuencia del

exon 18 en la que la flecha sefala la mutacion intrénica IVS18+19.

Tabla 6. Analisis de la secuencia de los exones 18, 19y 21 del gen EGFR en tumores

primarios CaCU y controles.

MUESTRA EXON 18 EXON 19 EXON 21
CU-194 TS TS TS
CU-493 TS TS TS
CU-693 G>A IVSI8 +19 TS TS
CU-794 G>A IVS18 +19 TS TS
CU-1094 G>A IVSI8 +19 TS TS
CN-893 TS TS TS
CN-993 TS TS TS
CN-994 TS TS TS

LTC TS TS TS
ACB TS TS TS

En la tabla se muestran los resultados de solo algunos ejemplos de las muestras y
controles. CU = CaCU, CN = Cérvix Normal, LTC y ACB donadores de linfocitos. TS

= Tipo Silvestre, IVS = “intronic variation sequence”.



Expresion de PDGFR y PDGF en lineas celulares derivadas de
CaCU.

Se conoce mas sobre la participacion del EGFR en CaCU, sin embargo la participacion
de otros receptores como el PDGFR ha sido demostrada en otros tumores, y se ha
sugerido su participacion en CaCU (Drummond BDA, 1995). Sin embargo, solo
existe un trabajo en el que se estudia la expresion de este receptor en lesiones
tempranas de CaCU (Mayer TJ, 2000). Se sabe que existe una estimulacion autocrina
de este receptor por lo que es importante que éste se active y por lo tanto también
tienen que estar presentes los ligandos. El desarrollo de moléculas que inhiben este
receptor y su aplicacion en cancer, abre la posibilidad de utilizaciéon en diversas

neoplasias.

A diferencia del EGFR en el que se demostrado que no es importante la cantidad de
proteina que se expresa para el funcionamiento del gefitinib, pero si la presencia de
mutaciones, para el PDGFR es importante la co-expresion de receptores y ligandos.
Por esto se analizo la expresion de los diferentes miembros de la familia de PDGF en 8
lineas derivadas de tumores primarios de CaCU. En la Tabla 7 se muestra que todas
las lineas analizadas expresaron PDGFRa pero ninguna expreso PDGFRp. El
ligando PDGFB fue detectado en cinco de las ocho lineas (62.5%), mientras que el
50% (4) de ellas expresaron PDGFA. Interesantemente, todas las lineas co-expresaron
el PDGFRa con al menos uno de los ligandos. S6lo la linea celular Calo expreso
simultaneamente ambos ligandos con el receptor a.. De hecho ésta linea fue la que se
selecciond para los siguientes experimentos. En la Figura 8 se muestra una imagen de

la inmunocitoquimica de PDGFRa en CaLo.

Al igual que en los tumores primarios, la co-expresion de al menos un receptor con

uno de los ligandos fue un evento muy comun en las lineas celulares. En este caso, en



100% de las lineas analizadas, apoyando un mecanismo de estimulacién autdcrino y
pardcrino en CaCU. Sorprendentemente no se encontrd expresion en ninguna de las
lineas del PDGFRp pero si del ligando B, caso contrario al observado en las muestras
de tumores en los que se encontr6d expresion del receptor 3 pero no del ligando B. Al
tratarse de lineas celulares, éstas no reflejan exactamente lo que ocurre en los tumores
primarios, ya que se pudieron seleccionar caracteristicas durante el establecimiento de
la linea que no se encuentran en el tumor primario. Sin embargo, se encuentra que la
co-expresion de miembros de la familia del PDGF es una caracteristica presente en

ambos tipos de muestras, sugiriendo que este es un evento comun en el CaCU.

Para poder establecer si la expresion diferencial observada para el receptor § y el
ligando B es una caracteristica propia del CaCU es necesario analizar un mayor
numero de muestras, de preferencia de diferentes estadios de la evolucion de este

tumor.

Tabla 7. Expresion de la familia del PDGF en lineas celulares de CaCU

Cell line PDGFRa PDGFA PDGFRB PDGFB
C33A + - - +
INBI + - - +
ViPa + - - +
ViBo + - - +
HeLa + + - -
SiHa + + - -
Calo + + - +
CasKi + + - -




La expresion fue analizada por inmunocitoquimica. Se consider6 positivo cuando mas

del 5% de la poblacion celular presento tincion.
Expresion de PDGFR y PDGF en tumores primarios de CaCU.

Con el objetivo de determinar si miembros de la familia del PDGF se expresan en
CaCU, evaluamos en 36 tumores primarios de CaCU la expresion tanto de ligandos
como de los receptores para el factor de crecimiento derivado de plaquetas mediante
inmunohistoquimica. Encontramos que el PDGFRa se expresé en la porcion tumoral
de las muestras en 15 casos (41.6%). 5 de ellos (13.8%) también mostraron sefial
positiva en el estroma (3 de ellos en ambos componentes y los otros dos solo en el
estroma). Con respecto al PDGFRB, se encontrd sefal positiva en la porcion tumoral y
estroma en 19 (52.7%) y 16 casos (44.4%) respectivamente. De estos casos, 12
presentaron expresion en ambos componentes, mientras que 7 y 4 casos presentaron

sefial solo en las células tumorales o el estroma respectivamente.

Con respecto a la expresion de los ligandos, €sta solo se pudo estudiar en 25 casos,
debido a que el material fue insuficiente. Se encontr6 que el PDGFA se expresa en el
60% de los casos en el tumor (15 muestras), y en 17 tumores (68%) se expresa en el
estroma; de éstos, 14 (65%) muestras presentan sefial en ambos componentes. Ninguna
de las muestras expresé PDGFB. En la Figura 9 se muestran los resultados globales
de la expresion de estos miembros de la familia del PDGF, y en la Figura 8 se
muestran fotografias representativas de la inmunohistoquimica de tumores primarios

que expresaron PDGFRa, PDGFA y PDGFRp. Ademdas se muestra la linea celular

Calo que fue positiva para PDGFRa.

En diferentes tumores donde se ha demostrado la participacion de la familia del PDGF,
se ha demostrado la expresion simultanea de receptores y ligandos, lo cual sugiere un
mecanismo de estimulacion autdcrino (Matei D, 2006). Esta expresion simultanea de
diferentes miembros de la familia del PDGF no ha sido estudiada en CaCU. En este
trabajo evaluamos en 36 tumores primarios de CaCU la expresion de receptores y

ligandos tanto en las células tumorales como en el estroma. La expresion de estas



proteinas en el estroma es importante, ya que son reguladores de la proliferacion y
migracion de células del mesénquima durante el desarrollo, por lo que pueden tener un
papel importante en el reclutamiento de fibroblastos y en la progresion tumoral
(Forsberg K, 1993; Dong J, 2004). Nuestros resultados indican que practicamente la
mitad de los tumores (42%) co-expresan PDGFRa y/o PDGFRP con PDGFA, tanto en
las células tumorales como en el estroma (como se puede ver en la figura 6). De hecho
el 78% de las muestras expresd6 el PDGFRa o bien el PDGFRf. No se observéd
expresion del PDGFB en ninguna de las muestras, sin embargo no podemos saber si
esta es una caracteristica particular del CaCU. Esta elevada frecuencia de co-expresion

de receptores y ligando A, sugiere un mecanismo de estimulacion autocrino y

parécrino.

Figura 8. Inmunohistoquimica para el PDGFR. En la foto se muestran ejemplos

representativos de 3 tumores que expresaron: a) PDGFRa, b) PDGFA and c)



PDGFR. (100X). En d) se muestra tincion positive para PDGFR a en la linea celular
CaLo (400X).

En cancer de mama se ha reportado una correlacion entre factores de mal pronostico
con la expresion de PDGFR (Heinrich MC, 2003), sin embargo en este trabajo no se
encontrd correlacion entre ninguna combinacion de expresion de los receptores y
ligando, con caracteristicas clinicas de los pacientes o con supervivencia (resultados

no-mostrados). Esto no excluye un potencial valor prondstico de estas proteinas en

CaCU.
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FIGURA 9. Expresion de PDGFRao, PDGFR y PDGFA en tumores primarios de
CaCuU. El recuadro gris indica positivo, el blanco negativo y el rallado no realizado. Se

observa que la mayoria de las muestras co-expresan receptores y ligandos.

Analisis mutacional de PDGFRa en las lineas celulares de CaCU.

Recientemente se esta evaluando el empleo de imatinib en tumores ginecoldgicos, sin
embargo no se ha incluido la evaluacion en pacientes con CaCU. Considerando la
posible participacion del PDGFR en la carcinogénesis de este tumor y dado que se ha
reportado en otros tumores la existencia de mutaciones activadoras que pueden alterar
la respuesta al imatinib (Carvalho I, 2005; Corless CL, 2005), nosotros evaluamos el
estado mutacional de este gen en lineas célulares derivadas de CaCU y en tumores

primarios de CaCU.

Para llevar a cabo lo anterior, se estudid la secuencia de los exones 12 y 18 del gen
PDGFR (que codifican para el dominio TK de la proteina), en 8 lineas células
derivadas de tumores primarios de CaCU. Las lineas ViPa, Hela, Calo e InBI fueron
silvestres para el exon 12 y presentaron la mutacion silenciosa del codon 824 en el
exon 18. Por otro lado, las lineas C33, CasKi y SiHa fueron silvestres en el exén 18 y
presentaron una mutacién no-conservativa en el codén 571 en el exén 12 G>A en el
que se cambia una Glutamina por una Lisina. La linea celular ViBo presentd 3
mutaciones silenciosas en el exén 12 y 2 mutaciones intronicas. Las mutaciones
silenciosas fueron G >A en el codon 567 [rs1873778], G >A en el codon 577 y A >G
en el codon 584. En el exon 18 se encontraron dos mutaciones intronicas. La gran

mayoria de los cambios que presenta esta linea celular no han sido descritos.

En la Tabla 8 se muestra un resumen de los resultados de secuenciacion de las lineas

celulares. En la Figura 10 se muestran fragmentos de secuencia del exon 12 en los que



se muestran las mutaciones silenciosas y no-conservativas que se encontraron en las

lineas celulares ViBo y C33.



Tabla 8. Analisis de la secuencia de los exones 12 y 18 del gen PDGFRa en las lineas

celulares derivadas de CaCU.

LINEA EXON 12 EXON 18
CELULAR | Localizac | cambio | posicién a.a. Localizac | cambio | posicion a.a
Exon | G>A c;g;m Pro>Pro | Inton | C>G | IVSI8+21
Exon G>A C;);i ;) n Pro>Pro Intron A>G IVS18+25 ---
ViBo Exon A>G Codén Ser>Ser | -
584
Intron A>G IVS12 +17 e
Intron ™C IVS12 +35 —— e
ViPa TS Exén C>T | Codoén 824 | Val>Val
HeLa TS Ex6n C>T | Codén 824 | Val>Val
Calo TS Exén C>T | Codoén 824 | Val>Val
INBL TS Exon C>T | Codoén 824 | Val>Val
€33 Exén | G>A C;’;i;’n Glu >Lys TS
Caski Exén | G>A C;’;ii’n Glu>Lys TS
SiHa Exon | G>A C;’;ii’n Glu>Lys TS

Las lineas celulares Vipa, Hela, Calo e InBl fueron silvestres en el exén 12 y

presentaron una mutacion silenciosa en el exén 18 en el codon 824, la cual ya ha sido

reportada previamente [rs10015469]. Las lineas C33, Caski y SiHa fueron silvestres

para el exon 18 y presentaron una mutacion no-conservativa en el exéon 12 en el codon

571 que no ha sido reportada. En el exén 12, la linea celular ViBo present6 3

mutaciones silenciosas y dos intronicas, de las cuales s6lo la mutacion G>A en el

codon 567 ha sido reportada [rs1873778]; adicionalmente en el exén 18 se encontraron

2 mutaciones intronicas desconocidas.
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Figura 10. Secuenciacion del gen PDGFR en las lineas celulares de CaCU. Se muestra
un fragmento de secuencias del exon 12 de las lineas: A) linea celular ViBo en la que
se muestran las mutaciones silenciosas, y B) linea celular C33 en la que se sefiala la

mutacion no-conservativa.

Los resultados de secuencia en las lineas celulares indican la presencia de diferentes
mutaciones intronicas y exoénicas, la mayoria de las cuales no ha sido reportada
previamente. En tres lineas celulares encontramos una mutacion en el codén 571
(G>A) que genera el cambio de aminoacido Glu > Lys, el cual no ha sido reportado
previamente; sin embargo se ha reportado una delecion/sustitucion SPDGHES66-571R
(Lasota J, 2004) la cual involucra el codon 571 (que corresponde al dominio

juxtamembranal de la proteina). No se conoce si este cambio tiene efecto en la



sensibilidad del Imatinib, pero si se sabe que incrementa la activacion del PDGFRa en
presencia del PDGFA (Corless CL, 2005). Esto sugiere que la mutacion que nosotros
encontramos, al afectar el codén 571, pudiera afectar el funcionamiento de PDGFRa.
En un intento de estudiar el posible efecto de esta mutacion sobre la proteina,
utilizamos un programa de simulacion (http://www.bork.embl-
heidelberg.de/PolyPhen/) para predecir si la mutaciéon que encontramos podria tener
algun significado biologico. Los resultados indicaron que el cambio G>A en el codén
571 es “benigno”. El andlisis con este programa es solo una aproximacion tedrica, por
lo que es necesario trabajar con un sistema experimental para averiguar el significado

bioldgico de esta mutacion (Tchernitchko D, 2004).

Por otro lado, la mayoria de los cambios intrénicos que encontramos, esta localizados

cerca de los exones, por que se debe estudiar si tienen algun efecto bioldgico.

Analisis mutacional de PDGFRo en muestras de CaCU vy

controles.

Evaluamos el estado mutacional del gen PDGFRa en muestras de tumores primarios
de CaCU, mediante el analisis por secuenciacion directa de los exones 12 y 18 del gen
PDGFRa en 17 tumores. Todas las muestras de pacientes fueron silvestres en el exon
12, mientras que en el exon 18, 10 de las 17 muestras (58.8%) presentaron la mutacion
silenciosa C >T (GTC>GTT; Val>Val) en el codon 824. Esta mutacion ha sido
reportada previamente [rs10015469]. Los resultados para estas muestras se pueden ver

en la Tabla 9.

Con respecto a las 11 muestras no-tumorales, se encontr6 en el exén 12 una mutacion
intronica (IVS12+22 C>A) anteriormente reportada [rs2307051] en dos muestras de

tejido cervical, las demds fueron silvestres. Por otro lado en el exon 18, 6 de las 11



muestras (54.5%) presentaron la misma mutacion silenciosa en el codon 824 que se
observo en las lineas celulares de CaCU. Los resultados de secuencia de las muestras
control se pueden ver en la Tabla 10. En la Figura 11 se muestra un fragmento de la

secuencia del exon 18 en la que se senala el polimorfismo del codén 824.

Tabla 9. Analisis de la secuencia de los exones 12 y 18 del gen PDGFRa en muestras

de CaCU.

Muestra EXON 12 — FXON 18 _ —
localizacion | cambio | posicion | aminoacido

CU-194 TS TS

CU-493 TS Exon | C>T GTC>GTT ht | Codong824 | Val > Val

CU-693 TS TS

CU-794 TS Exo6n C>T GTC>GTT hm | Codén 824 Val > Val

CU-1094 TS Exo6n C>T GTC>GTT ht Codoén 824 Val > Val

CU-1194 TS Exo6n C>T GTC>GTT ht Codoén 824 Val > Val

CU-1494 TS TS

CU-1593 TS Exo6n C>T GTC>GTT ht Codoén 824 Val > Val

CU-2294 TS Exo6n C>T GTC>GTT ht Codoén 824 Val > Val

CU-3194 TS Exo6n C>T GTC>GTT hm | Codén 824 Val > Val

CU-3293 TS Exo6n C>T GTC>GTT ht Codoén 824 Val > Val

CU-3994 TS Exo6n C>T GTC>GTT hm | Codén 824 Val > Val

CU-4594 TS TS

CU-4793 TS TS

CU-4994 TS TS

CU-5393 TS TS

CU-5593 TS Exon | C>T GTC>GTT ht | Codén824 | Val > Val

CU = Paciente de CaCU. Los polimorfismos se presentaron ht = heterocigos o bien hm
= homocigos. [RefSeq accession D50017]. Todos los pacientes fueron silvestres para
el exon 12; en el ex6n 18, 10 de 17 (58.8%) presentaron la mutacion silenciosa C >T

en el codon 824, que ya ha sido reportada [rs10015469].



Tabla 10. Analisis de la secuencia de los exones 12 y 18 del gen PDGFRa en

muestras no-tumorales.

EXON 12 EXON 18
MUESTRA | Locali- . ., Locali- . . s
Zzacién cambio posicion Zzacién cambio posicion aminoacido
CN-893 Intron | C>A | IVS12 +22 Ex6on | C>T GTC>GTT hm | Codén 824 | Val > Val
CN-993 Intron | C>A | IVS12 +22 Ex6on | C>T GTC>GTT hm | Codén 824 | Val > Val
CN-994 TS Ex6on | C>T GTC>GTT ht | Codéon 824 | Val > Val
LTC TS TS
ACB TS TS
CTB TS Ex6on | C>T GTC>GTT ht | Codén 824 | Val > Val
DME TS W
EPC TS TS
M TS Ex6on | C>T GTC>GTT ht | Codén 824 | Val > Val
NVL TS Ex6on | C>T GTC>GTT ht | Codén 824 | Val > Val
VRC TS TS

CN = Cérvix normal. LTC, etc., muestras de linfocitos normales. Los polimorfismos

se presentaron ht = heterocigos o bien hm = homocigos. [RefSeq accesion D50017].
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Figura 11. Secuenciacion del gen PDGFR en tumores primarios de CaCU. Se muestra
un fragmento representativo de una secuencia del exon 18 del paciente CU-1593. La

flecha sefala el polimorfismo del codon 824.



Ninguna de las muestras presentd mutaciones, excepto por un cambio intrénico cerca
del exdn 12, el cual ya ha sido reportado y del que no se sabe tenga algun efecto en la
proteina. Con respecto al exon 18 se encontré una elevada frecuencia de presentacion
de una mutacion silenciosa (en la que no se cambia el aminoacido), de hecho
considerando que se presento en mas del 50% de la poblacion analizada, ésta debe ser
considerada como un polimorfismo, y debido a que no se cambia el aminoacido

codificado en ese codon, no debe tener repercusiones funcionales en la proteina.



Inhibicion de la Proliferacion Celular por Imatinib.

No es suficiente la expresion de PDGFR o sus ligandos para concluir que la via de
estos receptores es funcional y que pueden regular el crecimiento de los tumores que lo
expresan, por lo que con el objetivo de evaluar si la familia del PDGF tiene alguna
participacion en la regulacion de la proliferacion en tumores de CaCU, se cultivo la
linea celular CaLo (la cual expresa ambos receptores y el ligando A) por dos dias en
ausencia de suero (para inducir arresto celular) y después incubadas con Imatinib,

PDGFBB o con ambos por cinco dias.

Se encontrd que el ligando BB estimul6 la proliferacion en un 37% comparado con el
control no-tratado (p<0.001). Por el contrario, el tratamiento con Imatinib causo una
inhibicion estadisticamente significativa de la proliferacion (p<0.001). Cuando las
células fueron tratadas con ambos, el imatinib inhibi6 parcialmente el efecto
estimulador de la proliferacion del ligando (p<0.001). En la Figura 12 se muestran

estos datos.

Nuestros resultados demuestran claramente, que la proliferacion de linea celular Calo
es estimulada por el PDGFBB, y que el Imatinib tiene un efecto inhibidor de la
proliferacion en células privadas de suero (en ausencia de estimulos de proliferacion).
Ademas se demuestra que el imatinib es capaz de inhibir la viabilidad de las células
Calo arrestadas, asi como de inhibir el efecto estimulador de la proliferacion del
ligando PDGFBB. Estos resultados sugieren fuertemente que esta via es funcional en

esta linea celular.
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FIGURA 12. Efecto del imatinib en la proliferacion celular de la linea celular CaLo.
Las células Calo fueron crecidas por dos dias en ausencia de suero y después tratadas
con Imatinib, PDGFBB o ambos por 5 dias. EIl PDGFBB estimul6 la proliferacion
celular comparando con el control no-tratado. Por el contrario el imatinib inhibi6 la
proliferacion celular. En las células tratadas con ambas moléculas se observa una
inhibicion parcial del efecto estimulador de la proliferacion del ligando BB (las
comparaciones estan marcadas con * o *, todas las diferencias fueron estadisticamente

significativas p<0.001).



Inhibicion de la activacion del PDGFRa por el Imatinib.

Los ensayos de proliferacion demuestran claramente, que en este modelo, las células
son estimuladas a proliferar por el PDGFBB, y que este efecto puede ser bloqueado
por el inhibidor de TK imatinib. Para demostrar que este efecto estd mediado por la
activacion del receptor (PDGFR), células Calo crecidas en ausencia de suero, fueron
estimuladas transitoriamente con PDGFBB por 15 minutos en presencia o ausencia de
imatinib. Posteriormente las proteinas de estas células fueron purificadas y se estudiod
por western blot la presencia de PDGFRa fosforilado mediante el uso de un anticuerpo
especifico. En la Figura 13 se puede ver que en las células no tratadas hay un nivel
basal de receptor fosforilado y que este aumenta después de la estimulacion de las
células con el ligando PDGFBB. El tratamiento con el imatinib causa una reduccion de

los niveles de fosforilacion similares a los encontrados como basales.

Los resultados del western blot con un anticuerpo que reconoce especificamente al
PDGFRa fosforilado, indican que después de la estimulacion con PDGFBB, hay un
incremento del receptor fosforilado, el cual regresa a los niveles de fosforilacion
observados en las células control, después del tratamiento con Imatinib. Es necesario
mencionar que en las células control (sin tratamiento), aun después de inhibir su
proliferaciéon con imatinib, no cambiaron los niveles basales de fosforilacion del
receptor, lo cual puede sugerir que bajo las condiciones experimentales utilizadas, el
método no fue lo suficientemente sensible para detectar cambios menores en la
fosforilacion del receptor, los cuales muy probablemente existen ya que el imatinib fue
capaz de inhibir la proliferacion de éstas células atin en ausencia del PDGFBB

exogeno.

Aunque no se evaluo la activacion de proteinas blanco de fosforilacion de la via de
PDGFR, los resultados demuestran que, al igual de lo que se ha observado en otros
tumores como osteosarcoma (McGary EC, 2002) y cancer de ovario (Matei D, 2006)

el bloqueo de esta via puede tener implicaciones terapéuticas. Sin embargo, es



necesario caracterizar vias que se sabe son activadas por PDGFR, ya sea Src-PI3K-
ERK, JNKI-p21 u otras, para poder optimizar el uso potencial de inhibidores de
PDGFR en CaCU.

Estos ultimos resultados demuestran claramente que el uso de un inhibidor del
PDGFR, puede inhibir la proliferacion de las células Cal.o aun cuando estas no tengan
el estimulo del ligando PDGF, y que igualmente que es capaz de inhibir la
fosforilacion del PDGFRa (por tanto de su activacion). Como se ha mencionado el
bloqueo de la sefalizacion de PDGFR puede tener importantes implicaciones en la
terapia del cancer ya que no solo inhibe la proliferacion de la células tumorales,
también puede afectar otras caracteristicas tumorales como lo es la PFI, la cual puede
afectar el ingreso de la quimioterapia al tumor. Por esto consideramos que es necesario
incrementar el numero de muestras y analizar in vivo si el bloqueo del PDGFR tiene
algn efecto en el tumor, ya que in vitro el imatinib si tiene un efecto inhibidor de la

proliferacion.
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FIGURA 13. Inhibicion de la activacion del PDGFRa por el imatinib. Las células
CaLo fueron estimuladas con PDGFBB a 10 ng/mL, por 10 min; tratadas con imatinib
a 10 uM por 2 horas; tratadas con imatinib por 2 horas y luego con PDGF BB por 15
min; o sin tratamiento como control. Se purificaron las proteinas y se analizaron por
Western Blot con un anticuerpo que reconoce al PDGFRa fosforilado. Como control
de carga se incub6 con un anticuerpo que reconoce actina. Se observa un incremento
en la fosforilacion del receptor en las células tratadas con PDGFBB y una inhibicion

de la fosforilacion por el imatinib (se observa un nivel comparable con el control).



CONCLUSIONES

Las mutaciones del gen EGFR son raras en céncer cervicouterino ya que no se
encontraron mutaciones en los exones 18, 19 y 21 en ninguna de las muestras de
tumores primarios de CaCU, controles o lineas celulares derivadas de CaCU. Es
necesario analizar un numero mayor de muestras para determinar la existencia de
mutaciones activadoras que apoyen el uso de Gefitinib o Erlotinib en pacientes con

CaCU.

La co-expresion de diferentes miembros de la familia del PDGF (receptores y
ligandos) es frecuente tanto en los tumores primarios de CaCU como en las lineas

celulares sugiriendo una activacion autocrina de la via del PDGFR.

En los tumores primarios de CaCU las mutaciones en el gen del PDGFRa son raras,
sin embargo en las lineas celulares se observaron diversos cambios exonicos e

intrénicos, ninguno de ellos con importancia bioldgica conocida.

En una linea celular de CaCU, el sistema de PDGFR es funcional, ya que el PDGFBB
recombinante fue capaz de estimular la proliferacion celular y la fosforilacion del

receptor, y asi también estos efectos fueron bloqueados por el Imatinib.

A pesar de la ausencia de mutaciones activadoras en PDGFRa, la co-expresion de los
receptores y ligandos de PDGF tanto en el componente tumoral como estromal de los
tumores, sugiere la existencia de un sistema de estimulacion de la proliferacion
autdcrino/paracrino que puede ser bloqueado por Imatinib. Sugiriendo un potencial uso

de este farmaco en el tratamiento del CaCU.
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Abstract

BiolVled Central

Background: Despite significant achievements in the treatment of cervical cancer, it is still a
deadly disease; hence newer therapeutical modalities are needed. Preliminary investigations suggest
that platelet-derived growth factor (PDGF) might have a role in the development of cervical cancer,
therefore it is important to determine whether this growth factor pathway is functional and its
targeting with imatinib mesylate leads to growth inhibition of cervical cancer cells.

Results: PDGF receptors (PDGFR) and their ligands are frequently expressed in cervical cancer
and the majority exhibited a combination of family members co-expression. A number of intronic
and exonic variations but no known mutations in the coding sequence of the PDGFRo gene were
found in cancer cell lines and primary tumors. Growth assays demonstrated that PDGFBB induces
growth stimulation that can be blocked by imatinib and that this tyrosine kinase inhibitor on its own
inhibits cell growth. These effects were associated with the phosphorylation status of the receptor.

Conclusion: The PDGFR system may have a role in the pathogenesis of cervical cancer as their
members are frequently expressed in this tumor and cervical cancer lines are growth inhibited by
the PDGFR antagonist imatinib.

Background

Cervical cancer remains as one of the biggest killers of
women worldwide [1]. The oncogenic role of human pap-
illomavirus for the development of this cancer has been
vastly demonstrated [2], however, an unknown number
of genetic [3] and epigenetic [4] defects are also needed

for tumor formation, such as alterations in the epidermal
growth factor receptor (EGFR) and other membrane
receptors [5]. Abnormalities in platelet derived growth
factor (PDGF) family members have been underscored as
important players for neoplasms such as meningiomas,
gliomas, melanomas, neuroendocrine tumors, sarcomas
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and ovarian, pancreas, gastric, lung, breast and prostate
carcinomas [6-8]. PDGF is a potent mitogen and chemo-
tactic factor for mesenchymally derived cells, and was one
of the first polypeptidic growth factors identified that sig-
nals through a cell surface tyrosine kinase receptor
(PDGFR), to stimulate various cellular functions includ-
ing growth, proliferation, and differentiation. Since then,
several related genes have been identified constituting a
family of ligands (PDGFA B, C and D) and their cognate
receptors (PDGFR alpha and beta) [9-11]. PDGF isoforms
are dimeric molecules that bind two receptors simultane-
ously which dimerize upon binding. These receptors may
generate homo- or heterodimers resulting in the next
combinations PDGFRow, o or . The PDGFRa is able
to bind to PDGF chains A, B and C, while PDGFRp binds
only PDGF chains B and D [12]. Interestingly, the het-
erodimeric receptor complex o8 have different properties
compared to the homodimers [13].

The recent availability of potent and specific tyrosin
kinases inhibitors such as imatinib mesylate, which was
developed as an ATP competitive inhibitor of ABL tyro-
sine [14] that, at concentrations required for inhibition of
Bcr-Abl, also inhibits PDGFR and c-Kit [15], has revived
the interest on the PDGFR as potential therapeutic target
for several neoplasms, including solid tumors [16,17].
Regarding cervical cancer, the role of the PDGFR system
remains to be explored. So far there are some indications
that PDGFR could participate in the HPV-driven carcino-
genic process. It has been shown that transformation by
the bovine papillomavirus type 1 (BPV-1) E5 protein
binds to and activates PDGFRJ inducing its dimerization
and sustained activation similarly to PDGF [18,19]. Fur-
ther, it was proven that the E5-induced tyrosine phospho-
rylation or mitogenic activity of the receptor is ligand
PDGEFR independent. Thus, it seems that PDGFR is the
main cellular target of the BPV-E5 oncoprotein [20,21].
Little is known regarding the PDGF and PDGFR expres-
sion in cervical cancer. There is only one small study
where the expression of the PDGFR protein was investi-
gated in 11 patients with mild, moderate or severe dyspla-
sia as well as four invasive cervical cancers. Expression of
PDGFRp was observed at high levels in low-grade cervical
lesions, while expression was depressed in high-grade
lesions, suggesting a role for PDGFR during early stages of
cervical carcinogenesis [22].

On the other hand, PDGFR participates in the regulation
of interstitial fluid pressure (IFP), by modulating the ten-
sion between cells and extracellular matrix structures [23].
Subsequently it was demonstrated that IFP is elevated in
most malignant tumors, mainly as a result of the abnor-
mal tumor vasculature that develops from unregulated
angiogenesis, resulting in a diminished hydrostatic gradi-
ent from capillary to interstitium and thereby impairing

http://www.cancerci.com/content/6/1/22

the exchange of solutes over the capillary membrane, cre-
ating a physiological barrier to tumor uptake of drugs
from circulation [24,25]. Increased interstitial fluid pres-
sure has also been demonstrated in cervical cancer
patients [26]. Interestingly, a prospective study in 102 cer-
vical cancer patients, demonstrated a strong independent
prognostic value of pre-treatment IFP measurements in
tumors. Patients with high IFP are significantly more
likely than those with low IFP to recur after radiotherapy
and die of progressive disease [27].

It has been demonstrated that not only overexpression of
PDGFR participates in carcinogenesis; also genetic
changes have a role in this process. So far, Heinrich dem-
onstrates that activating gene mutations of PDGFR« in
GISTs have biological consequences, highlighting a cru-
cial role for PDGFRa in the pathogenesis of a solid tumor
[28]; in fact some of this mutations induce imatinib resist-
ance [29].

All together these data clearly suggest that blocking the
PDGEFR system would be of terapeutical value in cervical
cancer, hence in this work we analyzed the expression of
PDGF family members as well as the mutational status of
the PDGFRa gene in a series of cervical cancer cell lines
and primary tumors of cervical cancer patients. In addi-
tion, the growth inhibitory effect of imatinib was also
investigated in a cervical cancer cell line.

Results

Expression of PDGF family members in cervical cancer cell
lines

Expression of PDGF ligands and receptors was investi-
gated in eight cervical cancer cell lines. The results, pre-
sented in Table 1 demonstrate that all cell lines tested,
expressed PDGFRo. but none expressed PDGFRP. In
regard to the ligands, the PDGFB was present in five
(62.5%) out of eight cell lines whereas 50% (4 out of 8)
of the cell lines expressed PDGFA. Interestingly, all cell
lines co-expressed the PDGFRo. with at least one of the lig-

Table |I: Expression of PDGF family members in cervical cancer
cell lines.

Cell line PDGFRo PDGFA PDGFRf PDGFB

C33A
INBI
ViPa
ViBo
Hela
SiHa
Calo
CasKi

+ 4+ + + + + + 4+
.
-

+ 4+ + +

+ o+ o+ o+
,
,

Cell lines were analyzed by immunocytochemistry. Calo cells co-
expressed the receptor alpha and both ligands. Positivity was
considered when 5% or more of the cell population stained.
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ands. There was only one cell line (CaLo) which co-
expressed both ligands along with the receptor. Hence this
cell line was chosen for further testing.

Expression of PDGF family members in primary tumors
The immunohistochemical expression of PDFG and
PDGFR family members was evaluated in the primary
tumors of 36 patients. Biopsies were taken before the
patients received any anticancer therapy; mean age for the
patients was 40.8 years; 6 patients were staged as IB2-1IA,
14 as 1IB and 16 as I1IB; 32 and 4 were histologically clas-
sified as squamous and adeno/adenosquamous respec-
tively. The immunohistochemistry results are shown in
Figure 1. Overall, PDGFRo. was expressed in the malignant
cell component of the sample in 15 (41.6%) of cases, 3 of
them (8.3%) showed positive reaction in tumor cells as
well as in stroma; and in 2 cases (5.5%) only in the stroma
Regarding the PDGFRJ, 19 samples (52.7%) expressed
the receptor in the tumor component, 13 out of the 19
samples showed signal in tumor and stroma; 4 cases
(11.1%) were positive only in the stroma. PDGF ligands
were evaluated only in 25 samples because of sample lim-
itations. PDGFA was expressed in 15 cases (60%) in the
tumor cell component; 17 samples (68%) stained in the
stroma, 14 of them were positive in both components,
while 3 (12%) only in the stroma. None of the samples
expressed the PDGFB. Representative cases are shown in
Figure 2.

Mutational analysis of the PDGFRo. gene

To further characterize the potential participation of
PDGEFR in cervical cancer development and to determine
the presence of gene-activating mutations or mutations
associated to imatinib resistance, we performed a muta-
tional analysis of the PDGFRe exons 12 and 18 in the
DNA extracted from the 8 cell lines and the frozen cervical
tumors. Table 2 shows that cell lines ViPa, HelLa, Calo
and INBL were wild type for the exon 12 and presented a
silent mutation in codon 824 C>T leading to a Val>Val
change (SNP rs10015469, previously reported) in exon
18. On the other hand, C33, CasKi and SiHa cells were
wild type for exon 18 but showed a G>A in codon 571
leading to a Glu>Lys substitution (unreported changes).
Interestingly ViBo cell line had three silent mutations at
exon 12 and two intronic variations, whereas in exon 18
no exonic variations but two intronic variations were
found. Regarding the analysis of the 17 tumor samples, all
were wild type for exon 12. At exon 18, seven patients
were wild type and ten had the same silent mutation
found in cell lines at codon 824 (Table 3). Regarding nor-
mal tissues, we performed the sequence analysis in three
cervical tissues and in the lymphocytes from 8 healthy
donors, the three cervical samples had the codon 824
silent mutation in exon 18 and, two of them presented an
intronic polymorphism in exon 12 (Table 3). All the lym-
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Figure |

Expression of PDGF family members in primary tumors. In
this figure we show the co-expression of receptors and lig-
and in each sample. Gray boxes indicate positivity, white neg-
ativity and line-drawing not done. Summary of the results is:
PDGFRo: |5 cases (41.6%) were positive in tumor cells, of
these, 3 cases show expression in tumor and stroma cells.
Two cases were positive only in stroma (5.5%). PDGFR:
|9 cases (52.7%) were positive in tumor cells, of these 13
samples show expression in both tumor and stoma cells.
Four tumors were positive only in stroma cells (1 1.1%).
PDGFA: |5 cases (60%) were positive at the tumor compo-
nent, |4 of them in both tumor and stroma; 3 cases (12%)
positive only in stroma. PDGFB: All negative

phocyte donors were wild type for exon 12 and three of
them had the silent mutation at codon 824 (data not
shown).
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Figure 2

Representative samples of primary tumors expressing: a) PDGFRa,, b) PDGFA and c¢) PDGFR. (100X). d) shows the staining

for PDGFRo in the cell line Calo (400X).

Cell proliferation

In order to investigate whether the PDGF system has a role
in regulating cell growth, the cell line CaLo which co-
express three family members, was grown for two days in
the absence of serum and then re-plated for treatment
with imatinib, recombinant PDGFBB or both for five
days. The results show that the ligand BB led to a 37%
growth stimulation as compared to the untreated control
(p < 0.001). On the contrary imatinib induced a statisti-
caly significant growth inhibition as compared to
untreated control (p < 0.001); and when cells were co-
treated with the ligand and imatinib, the growth-inducing
activity of the PDGFB was partly blocked by imatinib (p <
0.001), (Figure 3a).

PDGFRo phosphorylation

The growth assays clearly demonstrated that in this
model, cells are responsive to the growth stimulatory
effect of the PDGFBB which can be partly blocked by the

PDGEFR kinase inhibitor imatinib. To assess whether this
effect was associated with receptor activation, serum
deprived CaLo cells were transiently stimulated with the
PDGFBB for 15 min in the presence or absence of imat-
inib, and then analyzed by western blot with an antibody
against the phosphorylated PDGFRa. Figure 3b shows
that in untreated control cells, there was a basal level of
receptor phosphorylation which increased after stimula-
tion with the growth factor, but was inhibited to a similar
degree of untreated cells by imatinib treatment.

Discussion

Treatment results of locally advanced cervical cancer are
suboptimal despite the recent success of first line therapy
with concurrent chemoradiation [31,32]; or with and cis-
platin plus topotecan for recurrent and metastatic [33].
Nevertheless, it is necessary to evaluate newer forms of
therapy. Preclinical and clinical development of newer
agents targeting molecular defects present in tumors [34]
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Table 2: Sequence analysis of PDGFRx. exons 12 and 18 from eight primary cervical cancer cell lines.

CELL LINE EXON 12 EXON 18
localization change position amino acid localization change position  amino acid
ViBo Exon G>A CCA>CCG Codon 567 Pro > Pro Intron C>G IVSI18 +21 -
Exon G>A CCA>CCG Codon 577 Pro > Pro Intron A>G IVSI8 +25 ---
Exon A>G TCA>TCG Codon 584 Ser>Ser
Intron A>G IVSI2 +17 i
Intron T>C IVS12 +35 — e
ViPa WT Exon C>T GTC>GTT Codon 824 Val > Val
Hela WT Exon C>T GTC>GTT Codon 824 Val > Val
Calo WT Exon C>T GTC>GTT Codon 824 Val > Val
INBL WT Exon C>T GTC>GTT Codon 824 Val > Val
C33 Exon G >A GAA>AAA  Codon 571 Glu > Lys WT
Caski Exon G >A GAA>AAA Codon 571 Glu > Lys WT
SiHa Exon G >A GAA>AAA Codon 571 Glu > Lys WT

WT: wild type; IVS: intronic variation sequence. We found 7 intronic and 5 exonic variations sequences [RefSeq accession D50017]. None of the
intronic variations have been reported: for exon 12 we found, A >G IVS12+17 and T >C [VS12+35, and for exon 18, C >G [VS18+21 and A >G
IVS18+25. The exonic changes were: G >A in codon 567 CCA >CCG, Pro>Pro [rs|873778] synonimous; G>A codon 577 CCA >CCG, Pro >Pro
(unknown) synonimous; C >T in codon 824 GTC >GTT, Val >Val [rs10015469] synonimous; G >A codon 571 CCA >CCG, Glu > Lys (unknown)
not deleterious; and A >G in codon 584 CCA >CCG, Ser > Ser (unknown) synonimous.

open the way for the identification of molecular targetsin ~ The availability of the tyrosin kinase inhibitor imatinib
cervical cancer. which not only targets bcr/abl but also c-kit and PDGFR

Table 3: Sequence analysis of PDGFRA exons |12 and |18 from primary cervical cancer tumors and normal cervix samples.

SAMPLE EXON 12 EXON 18
localization  change position amino acid localization change position amino acid
CU-194 WT WT
CU-493 WT Exon C>T GTC>GTT ht Codon824 Val > Val
CU-693 WT WT
CU-794 WT Exon C>T GTC>GTT hm Codon 824 Val > Val
CU-1094 WT Exon C>T GTC>GTT ht Codon 824 Val > Val
CU-1194 WT Exon C>T GTC>GTT ht Codon 824 Val > Val
CU-1494 WT WT
CU-1593 WT Exon C>T GTC>GTT ht Codon 824 Val > Val
CU-2294 WT Exon C>T GTC>GTT ht Codon 824 Val > Val
CU-3194 WT Exon C>T GTC>GTT hm Codon 824 Val > Val
CU-3293 WT Exon C>T GTC>GTT ht Codon 824 Val > Val
CU-3994 WT Exon C>T GTC>GTT hm Codon 824 Val > Val
CU-4594 WT WT
CU-4793 WT WT
CU-4994 WT WT
CU-5393 WT WT
CU-5593 WT Exon C>T GTC>GTT ht Codon 824 Val > Val
CN-893 Intron C>A IVS12 422 —eeee Exon C>T GTC>GTT ht Codon 824 Val > Val
CN-993 Intron C>A IVS12 +22  —eeee Exon C>T GTC>GTT ht Codon 824 Val > Val
CN-994 WT Exon C>T GTC>GTT ht Codon 824 Val > Val
HD WT WT

WT: wild type; IVS: intronic variation sequence; ht: heterozygous; hm: homozygous. CU = cervical cancer, CN = non-neoplastic cervix, HD =
healthy donor lymphocytes. The polymorphisms were presented as ht = heterozygous or hm = homozygous. [RefSeq accession D50017]. All
patients were wild type in exon 12, and 10 out of 17 had the silent mutation C >T in codon 824 GTC>GTT, Val>Val [rs10015469]. 2 samples of
non-neoplastic cervical tissue presented the intronic variation C>A IVS12+22 [rs2307051] and all 3 presented the silent mutation in codon 824
[rs10015469]. In this table we show the results of only one lymphocytes donor, but all 8 donors were wild type for exon 12, and 3 out of 8
presented the polymorphism at codon 824.
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Figure 3

a) Effect of imatinib in cervical cell line growth. Calo cells were grown for two days in the absence of serum and then re-plated
for treatment with imatinib, PDGFBJ or both for five days. PDGFBB stimulated cell gowth as compared to the untreated con-
trol. On the contrary imatinib induced growth inhibition and when cells were co-treated with the ligand and imatinib, the
growth-inducing activity of the PDGFBB was partly blocked by imatinib (comparison are marked with * or 4, all these differ-
ences were statistically significant p < 0.001). Their corresponding pictures of the plates stained with crystal violet is shown
below. b) Inhibition of phosphorylation of PDGFRa by imatinib. Calo cells were stimulated with PDGFBB at 10 ng/mL, for 10
min; treated with imatinib at 10 WM for 2 hours; treated with imatinib for two hours and then with PDGFBB for |5 min; or no
treatment as control. Equal loading confirmed with actin. Receptor phosphorylation is increased in the PDGFBB lane and inhib-

ited by imatinib treatment.
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has led to investigate the participation of these two recep-
tors in several solid malignancies, particularly in small cell
lung cancer and prostate carcinoma which over-express
the c-kit receptor. However, early results using imatinib as
a single agent have not been encouraging [35-37] which
suggests that the sole presence of the putative target may
not be sufficient to achieve tumor responses, besides, it is
necessary to demonstrate that the pathway is functional
and of relevance for one or more characteristics of the
malignant phenotype in the tumor to be targeted.

So far, the role of the PDGFR pathway for the develop-
ment of cervical cancer has been only studied in in vitro
models, derived from the observation of the interaction
between the E5 papilloma virus protein with the PDGFR
[19,20]. There is a single study showing that the four pri-
mary cervical cancers analyzed by immunohistochemistry
expressed the PDGFR [22]. In several tumors, where the
participation of PDGF family has been demonstrated, a
simultaneous expression of the receptors and the ligands
seems to be important, suggesting an autocrine stimula-
tion mechanism [38]. In the present study we evaluated a
larger sample of primary tumors for the expression of the
ligands and receptors of PDGF at both the malignant and
stroma components of the biopsy. The expression of these
growth factor family members in stroma is important as
they are regulators of mesenchymal cell proliferation and
migration during development, and therefore could play
important roles in stromal fibroblast recruitment and
tumor progression [39,40].

Our results indicate that around half of the tumors express
the PDGFRo, PDGFRP and PDGFA, in both tumor and
stroma as shown in Figure 1. We found no expression of
the B ligand in tumor samples, which was surprising as 5
out of 8 cervical cancer cell lines expressed this ligand. In
addition, both ligands have been found expressed in a
number of other tumor types [9]. Whether this feature is
unique to primary cervical cancer tumors merits further
study.

Interestingly 78% of the primary tumors express either the
alpha or beta receptor. This elevated frequency of expres-
sion and co-expression highly suggest autocrine and para-
crine functioning in cervical cancer tumors. This high
frequency of expression and co-expression also occurred
in the cervical cancer cell lines studied. It has been shown
that the sole expression of PDGF receptors correlates with
known adverse prognostic factors such as axillary lymph
node metastases in breast cancer [28]. However, in this
study we found no correlation between any combination
of PDGF members expression with neither clinical charac-
teristics of patients nor survival (data not shown). This
observation does not exclude the possible prognostic sig-
nificance of these receptors in cervical cancer. We also
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studied the mutational status of the PDGFR¢, based on
the identification of activating gene mutations within a
subset of GISTs that lacked KIT gene mutation, and where
constitutive phosphorylation of PDGFRa was observed,
and the corresponding PDGFRa isoforms demonstrated
ligand-independent kinase activity [29]. These observa-
tions have profound implications for the treatment of
solid tumors with imatinib, as some of these mutations
confer either sensitivity or resistance to this tyrosine
kinase inhibitor [41]. This can be explained on the lack of
differences in the activation of downstream signaling
intermediates between KIT-mutant and PDGFR¢o-mutant
tumors, suggesting that mutant PDGFR« provides onco-
genic signals that parallel those of mutant KIT [29].

Our sequence results indicate that the cervical cancer cell
lines and primary tumors analyzed showed a number of
intronic and exonic variations, most of them previously
unreported, (Tables 2 and 3). The mutation G>A in codon
571 leading to a Glu>Lys substitution found in three of
the cell lines has not been reported; however, the dele-
tion/substitution SPDGHE566-571R (already reported)
involves codon 571 which corresponds to the juxtamem-
brane domain of the protein. The significance of this
change in regard to imatinib sensitivity is unknown [42]
but this deletion increases PDGFRo. activation in the pres-
ence of PDGFA [29] suggesting that the mutation that we
found, could affect the PDGFRoa functioning. In an
attempt to study the possible effect of this mutation on
the protein, we used the simulation program PolyPhen
[43] to predict whether this mutation, found in the cell
lines, is likely to have biological meaning. The results
indicate that the G>A at codon 571 of exon 12 is "bening".
It is clear however, that this is only a theoretical approxi-
mation hence; the meaning of changes found must be
investigated in experimental systems [44]. Besides, most
of the intronic changes that we found are located in the
proximity of the exon boundaries, and their possible
meaning has to be studied. Regarding the samples from
patients, we found the silent mutation at codon 824
already reported, in 10 out of 17 patients (59%). In the
normal cervical samples, we found that 6 out of 11 pre-
sented the polymorphism at codon 824 (55%), indicating
that this polymorphism is very common in our popula-
tion. In exon 12, two samples presented the intronic
change C>A IVS12+22 already reported [rs2307051] with
no known consequence.

As stated above, the sole expression of the PDGFR or lig-
and is not an indication that the pathway is functional
and that regulates the growth of the expressing tumor.
Hence, we wanted to evaluate whether CaLo cell line
which express the receptor alpha and both ligands is
responsive to the growth factor and its inhibitor. Our
results clearly demonstrate that while CaLo cells exhibit
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growth stimulation by PDGFBB, imatinib has on their
own a small but significant growth inhibitory effect in
serum-deprived cells, and that imatinib also partly blocks
the PDGFB-induced growth stimulation. These effects on
growth are likely due to activation of the PDGFR pathway
as the results of western blots employing a primary anti-
body specific for the activated form of the receptor alpha
indicate phosphorylation after the stimulation with
PDGFBB, and that is back to unstimulated levels upon
exposure to imatinib. It is noteworthy however, that in
untreated cells despite being inhibited in their growth by
imatinib, the basal level of phosphorylation of the recep-
tor was unchanged after imatinib treatment, which may
suggest that under the experimental conditions tested, the
method has not enough sensitivity to detect a certain
degree of phosphorylation inhibition. Even that we did
not evaluate the activation of known downstream phos-
phorylation targets of the PDGFR pathway, the results
demonstrate that as observed in other tumors such as
osteosarcoma [45] and ovarian carcinoma [38], the block-
ing of this pathway could have therapeutical implications.
Nevertheless, further functional characterization of the
pathways either Src-PI3K-ERK, JNK1-p21 or other [46],
known to be activated by PDGFR stimulation in other sys-
tems, is needed in order to optimize the potential use of
PDGEFR inhibitors in this malignancy. Likewise, is desira-
ble to increase the number of primary tumors tested for
activating mutations of the PDGEFR to rule out the exist-
ence of activating mutations at this receptor that could be
specifically blocked by PDGFR inhibitors. In addition, it
remains to be explored whether the in in vivo blocking the
receptor affects the interstitial pressure and would facili-
tate drug penetration into tumors.

Conclusion

This study shows that members of the PDGF system are
expressed in cervical cancer cell lines and primary cervical
cancer tumors. In addition it is shown that the PDGFR«
gene has several intronic and exonic changes but none of
them biologically relevant. More interestingly, the results
demonstrate that in a cervical cancer cell line, the system
is functional as recombinant PDGFBB induces cell growth
and receptor phosphorylation which can be blocked by
imatinib. Despite the absence of activating mutations of
PDGFRa, the co-expression of PDGF receptors and
PDGFA in both the malignant cell component and stroma
of the tumors, suggests the existence of an autocrine/para-
crine growth stimulation loop which can be blocked by
imatinib.

Methods

Cell lines and reagents

DMEM culture media and Fetal Calf Serum were pur-
chased from Gibco BRL Life Technologies (Grand Island,
New York). HeLa, CasKi, SiHa and C33A were obtained
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from the ATCC, ViBo, INBL, ViPa and CalLo carcinoma cell
lines were kindly provided by Dr. Monroy (FES Zaragoza,
UNAM, Mexico City). Cells were routinely grown in
DMEM supplemented with 10% FCS at 37°C and 5%
CO,. For immunocytochemistry analyses, cells were
grown on two-chamber polysterene vessel Falcon® (Bec-
ton Dickinson, NJ.) and subsequently formalin-fixed for
24 hrs at room temperature, then rehydrated in graded
ethanol. Afterwards immunochemistry was performed as
below described.

Cervical cancer samples

Thirty-six paraffin-embedded tumor tissues from patients
FIGO staged as IB2 to IIIB, treated with standard radiation
concurrent with weekly cisplatin. Diagnosis was made on
the basis of routine hematoxilin-eosin examination under
light microscopy according to the World Health Organiza-
tion criteria. Tumor specimens at diagnosis were taken
before any treatment was instituted. For the mutational
analysis of the PDGFRa. 17 frozen samples of cervical can-
cer from an unrelated study were used. Biopsies from nor-
mal cervix and lymphocytes from 8 healthy donors were
taken from a tissue bank.

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry for the PDGFRs and their ligands
was performed using standard procedures. Briefly, sec-
tions were deparaffinized in xylene and rehydrated
through graded ethanols to distilled water. The sections
were immersed in Dako Epitope Retrieval Solution (10
mM citrate buffer, pH6) that had been preheated to 95°C
in a water bath and then heat-treated at 95°C for 40 min.
After a 20-minute cooldown period at room temperature,
the sections were washed with PBS buffer, a procedure
that followed every subsequent incubation. Endogenous
peroxidase was blocked with Dako Blocking Buffer (0.3%
hydrogen peroxide containing 15 mM sodium azide) for
5 min at room temperature. The sections were incubated
for 30 min at room temperature with the following anti-
bodies used at 1:75 dilution: PDGFA (monoclonal anti-
body sc-9974), PDGFB (polyclonal antibody sc-7878),
PDGFRa (polyclonal antibody sc-338) and for PDGFRf
(monoclonal antibody sc-6252) all four from Santa Cruz
Biotechnology. Bound primary antibody was labeled by
incubating the slides with the Dako Visualization reagent
(Dako EnVision + System, peroxidase (DAB, K-4007 and
K4011). The sections were counterstained with hematox-
ylin and eosin. Tissues used as positive controls were pla-
centa for both ligands, and normal skin for the receptors.
In the negative controls, the primary antibody was
ommited. Positivity was considered when 5% or more of
the malignant cell population or the stroma stained. The
analysis was performed by two pathologists.
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PCR-sequencing

For PDGFR¢ mutational analysis, genomic DNA derived
from frozen samples and lymphocytes from 8 donors, was
extracted following conventional techniques, with protei-
nase K digestion followed by phenol:chloroform extrac-
tion. PDGFRar DNA was amplified by PCR using the
following primers: exon 12 forward: 5'-aagctctggtgcact-
gggactt-3' and reverse: 5'-attgtaaagttgtgtgcaaggga-3', prod-
uct size 251 bp; exon 18 forward: 5'-
tacagatggcttgatcctgagt-3' and reverse: 5'-agtgtgggaggat-
gagcctg-3', product size 212 bp. PCR was performed in 25-
pL reactions containing 200 ng DNA, 10 mmol/L Tris-HCl
(pH 8.3), 40 mmol/L KCl, 2 mmol/L MgCl,, 200 umol/L
of each ANTP, 1 umol/L of each primer, and 0.25 U Taq
polymerase (Applied Biosystems). PCR reaction was car-
ried out on an 2400 Thermalcycler (Applied Biosystems).
Initial denaturation at 94°C for 5 minutes was followed
by 40 cycles of amplification and a final extension step (5
minutes at 72°C). The cycles included denaturation at
94°C for 30 seconds, annealing at 60°C for 30 seconds,
and extension at 72°C for 30 seconds. PCR amplicons
were purified using isopropanol precipitation and then
sequenced in both forward and reverse directions from at
least two independent amplification products. Purified
DNA was diluted and cycle-sequenced using the ABI
BigDye Terminator kit v3.1 (ABI, Foster City, CA) accord-
ing to manufacturer's instructions. Sequencing reactions
were electrophoresed on an ABI3100 genetic analyzer.
Electropherograms were analyzed in both sense and anti-
sense direction for the presence of mutations.

Cell proliferation

CaLo cells were harvested in 75-cm? flasks, washed twice
with PBS, and transferred in serum-free medium into 12-
well plates at a seeding density of 1 x 103 cells/well. Each
treatment group was plated in triplicate which consisted
in: no treatment, recombinant human PDGF-BB at 10 ng/
mL, Imatinib at 10 uM (freshly prepared in ddH,O) from
a commercial presentation) and both, the ligand and
imatinib. Fresh medium containing these treatments was
replaced at day 3. Cells were harvested after five days of
treatment and analyzed by the crystal violet method as
reported [30]. Briefly, cells were incubated in 0.1% crystal
violet for 30 min at room temperature, excess dye was
removed by three brief rinses with ddH,0O, the plates were
air dried, and the dye was extracted with 10% acetic acid,
which was then read in a plate reader (Wallac 1420; Per-
kin Elmer, Boston, MA, USA) at 570 nm. This method has
shown to give an absorbance that correlates linearly with
the number of cells over the range 1000 to 50,000 cells/
well [30]. Assays were performed in triplicate and data are
presented as a mean and SD. Statistical analysis of cell
proliferation results was done using the ANOVA test.
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Western Blot analysis

CaLo cells were cultured with complete medium in 75-
cm? flasks and when reached a 50-75% confluence,
washed twice with PBS and replenished with serum-free
medium for two days. Cells were then stimulated with
PDGF BB at 10 ng/mL, for 10 min; treated with Imatinib
at 10 uM for 2 hours; treated with imatinib for two hours
and then with PDGF BB for 15 min; or no treatment as
control. Cells were washed with ice-cold PBS solution and
lysed in 0.2 mL of lysis buffer (Cell Signaling Technolo-
gies, Beverly, MA) at 4°C for 30 min. Lysates were cleared
by a 10-min centrifugation at 10,000 x g and protein
determination was carried out according to the method of
Bicinchoninic acid. Samples were subjected to 8% PAGE
analysis after they were boiled for 5 min in sample buffer
containing SDS. The separated proteins were transferred
to an Hybond-P membrane (Amersham, Biosciences UK)
and then blocked for 1 h in TBS (1x Tris-buffered saline)
containing 5% nonfat milk. The membrane was then
incubated with primary antibody in TBS overnight at 4°C.
Primary antibody for p-PDGFRo, (Tyr 754 sc-12911-R,
Santa Cruz Biotechnology, CA). Equal loading of protein
samples (20 pug) was confirmed by incubating membranes
with a primary antibody specific for actin (Santa Cruz Bio-
technology). Membranes were washed and then incu-
bated for 1 h at room temperature with secondary
antibody. Bound antibody was detected using enhanced
chemiluminescence reagent (ECL; Biosciences UK).
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