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La eritropoyesis en los organismos sanos es regulada por la actividad cooperativa de la
Eritropoyetina (EPO) y el Stem Cell Factor (SCF), acoplados a sus respectivos receptores, el EpoR
y c-Kit. En estudios previos, nuestro grupo de trabajo demostrd que células derivadas de
tumores cervicales expresan los receptores EpoR y c-Kit. Asi mismo se observé que el SCF es un
factor de sobrevivencia para estas células, mientras que la EPO promueve la proliferacion
celular. Sin embargo, la cooperacidon entre el EpoR y c-Kit en cdncer cervical no ha sido
estudiada, a pesar del hecho de que la migracién y el crecimiento celular independiente al
anclaje son considerados pasos iniciales en la formacién de metadstasis. Por lo tanto, el objetivo
del presente trabajo fue estudiar el efecto del SCF y EPO, tanto por separado como en
combinacién, sobre la migracidn y el crecimiento celular independiente al anclaje en dos lineas

celulares derivadas de tumores cervicales.

Para lograr dicho objetivo, primeramente corroboramos la expresion de los receptores en
ambas lineas celulares. Posteriormente, evaluamos el crecimiento independiente al anclaje e
identificamos que EPO y SCF producen un numero modesto de colonias cuando son
administrados individualmente, mientras que cuando se administran en combinacién inducen
la formacion de un numero significativamente mayor de colonias. El fendmeno de migracién
celular fue evaluado en el modelo de camaras de Boyden. La co-estimulaciéon con EPO y SCF
indujo la migracion de un numero significativamente mayor (2 veces) que el producido por
cualquiera de las citosinas individuales. La migracion inducida por EPO y SCF fue inhibida
cuando las células fueron incubadas con un inhibidor de la fosforilacién de la cinasa Janus 2
(JAK2). El analisis por Western blot mostré que la via de sefializacién JAK2/STAT5 (signal
transducer and activator of transcription-5) se activo por la presencia de la EPO y el SCF. En
contraste, la inhibicidn de la cinasa ERK1/2 (extracellular signal-related kinase 1/2) solo tuvo un
efecto negativo sobre la migracién inducida por SCF. De acuerdo con esta observacién, se
encontrd que el estimulo con SCF y con SCF en combinacién con EPO indujeron una importante
y sostenida fosforilacion de ERK 1 / 2, comparada con un efecto modesto y transitorio

producido por la EPO.



Los resultados de este trabajo revelan que la co-estimulacién con EPO y SCF promueve la
migracion y el crecimiento celular independiente al anclaje, y que la co-sefializacion de los
receptores EpoR y c-Kit convergen en la activacién de la via JAK2/STATS. También demostramos
gue la migracion inducida por SCF solo o en combinaciéon con EPO depende de la activaciéon
sostenida de la cinasa ERK1/2. Estos datos indican que la co-sefializacion a partir de diferentes
receptores inducen la migracién celular y el crecimiento independiente al anclaje, y sugieren
qgue la adquisicion de un fenotipo metastdsico podria estar regulada por la actividad

cooperativa de EPO y SCF en células tumorales que expresen a sus respectivos receptores.



The cytokines erythropoietin (EPO) and stem cell factor (SCF), coupled with their receptors
(EpoR and c-Kit), are essential components of normal physiological erythropoiesis. In earlier
studies, we demonstrated the expression of c-Kit and EpoR in cervical cancer cells. It was
identified that SCF is a survival factor, whereas EPO promotes cell proliferation. Cooperation
between EpoR and c-Kit in cervical cancer has rarely been studied, despite the fact that cell
migration and anchorage independent growth are considered initial steps in metastasis. Thus,
the aim of this study was to analyse the effect of SCF and EPO alone, or in combination, on the

migration and anchorage independent growth of two cervical cancer-derived cell lines.

First, we demonstrated the expression of EpoR and c-Kit in the cell lines. Next, we evaluated
anchorage independent growth, and identified that EPO and SCF produced a modest number of
colonies, whereas the combination EPO/SCF induced a significantly higher number of colonies.
Migration was then evaluated in Boyden chambers. Co-stimulation with EPO/SCF induced a
significantly higher number of migrating cells than either cytokine alone. SCF-, EPO- and
EPO/SCF-induced migration was inhibited by blocking phosphorylation of Janus kinase 2 (JAK2).
Accordingly, western blot analysis demonstrated that the JAK2/signal transducer and activator
of transcription-5 (STAT5) axis was activated in all cases. By contrast, inhibition of extracellular
signal-related kinase (ERK) 1/2 abrogated migration induced by SCF and EPO/SCF only.
Concurrently, EPO induced a modest, transient activation of ERK1/2, whereas SCF and EPO/SCF

prompted a strong, sustained phosphorylation of ERK1/2.

The results from this study have revealed that co-stimulation with EPO/SCF promotes migration
and anchorage independent cell growth, and that co-signalling from EpoR and c-Kit converge on
JAK2/STATS activation. Furthermore, SCF- and EPO/SCF-induced migration depends on the
sustained activation of ERK1/2. These results indicate that co-signalling from different cytokine
receptors induces migration, and this suggests that migratory behaviour may be regulated by

the cooperative activity of EPO and SCF in cells expressing their cognate receptors.



GENERALIDADES DEL CANCER

Los médicos de la antigliedad observaron que las venas entumecidas que aparecian sobre la
piel cercana a los érganos atacados por tumores recordaban las patas de un cangrejo, por lo
gue en el siglo Il de nuestra era, Galeno llamod a esos tumores cdncer, que significaba cangrejo,
palabra derivada del griego karkinos, del mismo significado y con origen en el indoeuropeo kar-

1
‘duro’ .

El cancer es definido por la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) como un término genérico
gue designa un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar cualquier parte del
organismo 2, existiendo mas de 200 tipos diferentes de cancer y la mayor parte de ellos toman

el nombre del érgano de origen >.

La Organizacion Mundial de la Salud (2011) estimé que la principal causa de muerte en el
mundo durante 2008 fue el cancer, con 7.6 millones de casos, lo cual equivale al 13% de todas
las muertes a nivel mundial, principalmente por cancer de pulmdn, estémago, higado, colon y
mama *.

En América Latina, de acuerdo con la Organizacién Panamericana de la Salud [OPS] (2011)
durante el periodo 2007-2009, la tasa de mortalidad estandarizada a consecuencia de alguna

neoplasia maligna fue de 110.7 muertes por cada 100 mil habitantes °.

Hasta el afio 2008, en México, el cdncer mas comun era el de préstata, seguido del cancer de

mama y en tercer lugar el cérvico uterino °.
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De acuerdo con el INEGI (Instituto Nacional de Estadistica Geografia e Informatica), durante
2009, el Distrito Federal, Chihuahua y Nayarit tuvieron las tasas mas altas de morbilidad
hospitalaria por cancer cérvico uterino (48.28, 26.66 y 25.21 por cada 100 mil mujeres,
respectivamente); mientras que en Guerrero, Tlaxcala y Estado de México se presentaron las
mas bajas (5.22, 3.08 y 2.23, respectivamente).

De igual manera, entre la poblacién que padece cancer cérvico uterino, el porcentaje mas alto
de morbilidad hospitalaria se concentra en la poblacién de 35 a 59 afos, principalmente en la
poblacién de 45 a 49 aios (15.1%), seguido de las mujeres de 40 a 44 afios y de las de 50 a 54

afios (14% y 13.2%, respectivamente) ’.



Cdncer cérvico uterino (CCU)

El cdncer constituye un grupo de enfermedades crénico degenerativas, existen mas de 200
tipos distintos de tumores, con un origen y caracteristicas particulares. El cdncer cérvico uterino
(CCU) ha sido asociado a la infeccién por virus del papiloma humano (VPH). Este virus se puede
transmitir por contacto con la piel de genitales externos infectados, a través de membranas
mucosas o fluidos corporales, y a través del coito y del sexo oral. Entre los factores que
aumentan el riesgo de infectarse con esta enfermedad de transmision sexual (ETS) se encuentra
el tener multiples parejas sexuales, mantener relaciones con parejas promiscuas y/o contacto

8. Se piensa que la mayoria de la poblacién sexualmente activa esta

sexual sin proteccion
infectada por algun tipo de VPH, ya que al tratarse de un virus latente que se mantiene
asintomatico por periodos largos de tiempo, y que en la mayoria de personas infectadas se
presenta como una infeccién subclinica, su deteccién y tratamiento no se dan de forma
oportunay, por lo tanto, su contagio aumenta dia con dia .

Los virus del papiloma humano son un grupo de mas de 100 tipos de virus. Algunos tipos del
VPH pueden causar verrugas genitales. Otros tipos, sin embargo, causan cancer del cuello
uterino *°.

Estos pueden clasificarse en dos grupos principales, de acuerdo con el sitio de infeccidn:
cutdneos y mucosos, o bien, de acuerdo al tipo de lesiones que provocan: alto y bajo riesgo. Los
tipos de VPH mucosos asociados con lesiones benignas (tipos 6 y 11 principalmente) son
conocidos como tipos de "bajo riesgo"”, mientras que aquellos tipos asociados a lesiones
malignas (tipos 16, 18, 30, 31, 33, 35, 45, 51 y 52 principalmente) son conocidos como virus de
"alto riesgo".

El ciclo de vida de los VPH estad estrechamente ligado al crecimiento y diferenciacion de las
células epiteliales hospederas. El VPH inicia su ciclo replicativo infectando a las células poco
diferenciadas de las capas basales del epitelio, donde inicia la transcripcién de sus genes. La

forma en que el VPH alcanza las células de los estratos bajos del epitelio es a través de lesiones

o micro-heridas en el tejido.



Una vez ocurrida la infeccion, el virus se establece dentro del nucleo de las células basales. El
DNA viral permanece en estado episomal (circular) fuera de los cromosomas del hospedero,
replicdndose a niveles muy bajos en coordinacion con la divisidn celular.

Cuando las células infectadas se diferencian y migran desde la capa basal hacia el estrato
espinoso del epitelio, la replicacién viral se estimula, produciendo la acumulacién de viriones

dentro del nucleo.

Para entender mejor el cancer se debe tener en cuenta que los tejidos sanos producen células
de manera constante, mismas que eventualmente mueren. En ocasiones, esta produccidn
genera células transformadas, que no mueren y continlan generando nuevas células
transformadas, formando un tumor maligno. Estas células tienen la capacidad de migrar a otros
tejidos e implantarse en ellos el proceso es conocido como metdstasis. Aunque la produccion

de nuevas células es un proceso normal en el cuerpo humano existen factores que favorecen el

crecimiento de células malignas (Fig. 2).
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Fig. 2. Etapas que cursa una célula transformada hasta la generacién de metdastasis. Tejido sano
(1) cuando las células han pasado por un proceso de transformacion pueden, por un lado,
inducir la produccion de proteinas que favorecen al ciclo celular y, por el otro, estar
inhibiendo la apoptosis (2), de tal forma que estas células comienzan a proliferar
abarcando gran parte del tejido (3), inclusive, llega a invadir tejido circundante (4). Dentro
de las transformaciones que la célula cancerosa puede presentar es la expresion de
proteinas que contribuyan a la sobrevivencia y migracién de las mismas en circulacion (5 y
6), hasta llegar a implantarse en tejidos distantes del que formaron parte inicialmente
ademas de inducir angiogénesis (7) este proceso es conocido como metastasis.

Se han determinado siete caracteristicas de las células cancerosas para que puedan generar un
tumor, como son: autosuficiencia para sefales de crecimiento, evasidn ante estimulos
apoptéticos, potencial replicativo ilimitado, microambiente inflamatorio, insensibilidad a

sefiales anti-crecimiento, angiogénesis sostenida y capacidad de invadir tejidos **.

Un paso crucial para la metastasis es la migracién, ya que las células deben mantenerse vivas en

condiciones adversas para viajar por el torrente sanguineo evitando la apoptosis.



Migracion celular.
La migracion celular es esencial para el desarrollo de tejidos y la homeostasis en el sistema
inmune, incluyendo la migracién de neuronas en embriones desde etapas tempranas y

migracién de macréfagos y otras células en los tejidos > *°

. Esta movilidad es modulada por las
células con capacidad de censar gradientes de quimioatrayentes tales como quimiocinas y
factores de crecimiento 2.

La motilidad celular y quimiotaxis puede contribuir de manera importante en la cascada
metastdsica. En general, las vias de migracion celular juegan un papel importante en una
variedad de procesos fisiologicos que pueden ser “ejecutadas” por células cancerosas *2.

Los quimioatrayentes activan vias de transduccion de sefiales que regulan el citoesqueleto y la
motilidad. Algunos de estos son quimiocinas y ligandos de factores de crecimiento unidos a
receptores de membrana especificos, incluyendo receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) y
receptores con actividad de cinasa de tirosinas (RTKs). Las quimiocinas pertenecen a una gran
familia de péptidos pequefios secretados caracterizados por su capacidad para inducir la
migracién de leucocitos .

Debido a la importancia de las quimiocinas se han realizado multiples investigaciones en torno
a éstas tratando de dilucidar como afectan en la progresion del cancer.

Como se menciond anteriormente, en diferentes tipos de cancer existen modificaciones a nivel
protéico. Es decir sobre-expresién o sub-expresidn de proteinas que coadyuvan a la
sobrevivencia, proliferaciéon e incluso la migracién de las células cancerosas. A este respecto se
han reportado dos proteinas sobre- expresadas en muchos tipos de cancer: la eritropoyetina
(EPO) y el stem cell factor (SCF) aunque no se ha establecido la funcién que estas tienen en las

células cancerosas.



ERITROPOYETINA (EPO)

La eritropoyetina (EPO) es una glicoproteina que actla como primer regulador de la
eritropoyesis, estimulando el crecimiento, previniendo la apoptosis e induciendo la
diferenciacién de precursores de glébulos rojos **. En humanos, el ARNm de EPO codifica para

118 1 3 proteina sufre una modificacién post-traduccional

una proteina de 193 aminodcidos
gue comprende la escision de 27 aminoacidos del extremo amino terminal (péptido sefial) y
pierde también una arginina del extremo carboxilo terminal dando como resultado una
proteina madura de 165 aminoacidos (Fig. 3). La EPO contiene dos uniones bisulfuro entre los
aminoacidos 7 y 161y, 23 y 33 que estabilizan la estructura, sin los cuales la molécula tiene una
actividad bioldgica baja. Adicionalmente, la EPO posee 3 azlcares: N-glicosilacion en las
posiciones 24, 38 y 83, y, O-glicosilacién en la posicién 126. Las O-glicosilaciones no tienen una
funcién importante conocida, pero la N-glicosilacién es necesaria para la estabilidad de EPO en

15,16

la circulacion sanguinea . La EPO no glicosilada es biolégicamente activa pero su vida media

es extremadamente corta *’.

Y

N- Glicosilaciéon

+

Fig. 3. Eritropoyetina. S-S representan los puentes disulfuro en la molécula que le dan estabilidad

a la molecula. En Y es en donde se encuentran los sitios N-glicosilados y en + se representa

. . .y 16
la O-glicosilacion. .
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RECEPTOR PARA EPO (EpoR)

El receptor de eritropoyetina (EpoR) pertenece a la superfamilia de receptores de citocinas 18
Entre estos se encuentran los receptores de la hormona del crecimiento, prolactina, G-CSF, GM-
CSF, trombopoyetina, oncostatina M vy varias interleucinas. Los receptores en esta familia
comparten distintas caracteristicas: un dominio extracelular de unién al ligando con dos pares
conservados de residuos de cisteina y un motivo WSXWS localizado cerca del dominio
transmembranal; un dominio transmembranal simple; y un dominio intracelular carente de
actividad catalitica (Fig 4). El dominio extracelular contiene 230 aminodcidos al igual que el

citosélico .

i
Dos pares de i
cisteina
A Dominio
extracelular
WSXWS
<hotivo .
Mamhrana Caliillar
Caja 1
e— 2
Dominio
intracelular

—/

Fig. 4. Receptor de eritropoyetina (EpoR) es un receptor transmembranal con dos pares de

. , . . . .. ses 16
cisteina en la superficie y en la parte interna que carece de actividad catalitica. ~.

Funcionalidad.
EPO ejerce su efecto induciendo la homodimerizacion de dos moléculas de EpoR en la
superficie celular con lo cual se inicia la cascada de seiializacién que regula la diferenciacién y

8
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151618 A diferencia de otros receptores, el EpoR no tiene actividad

proliferacién eritroide
cinasa de tirosina intrinseca para activar la sefializacion del receptor. La sefializacion estd
mediada por JAK2, una de las proteinas de la familia JAK (cinasas Janus), una cinasa de tirosina
constitutivamente asociada al dominio intracelular del EpoR, especificamente en la tirosina
Y1007 %. JAK2 es una de las cuatro JAKs conocidas en mamiferos. Enseguida de la
homodimerizacidon del EpoR, las moléculas de JAK2 asociadas a cada uno de los receptores
individuales se aproximan, induciendo asi su transfosforilacion y subsecuente activacién (Fig 5).
Una vez activada JAK2, se fosforilan varias proteinas intracelulares incluyendo al receptor

mismo. Las tirosinas fosforiladas actian como sitios de anclaje de diversas proteinas

intracelulares que contienen dominios homélogos de Src como SHP, PI3K, STAT’s 16,18 gh¢ y CIS
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Fig. 5. La estimulacidn con eritropoyetina (Epo) a su receptor (EpoR), induce la asociacion de
proteinas intracelulares ancladas al receptor que promueven la activacion de la via
JAK/STAT. La inhibicidn de esta via se da por defosforilacion. 2



Via candnica de sefializacion mediada por EPO (JAK/STAT)

Como ya se ha dicho la interaccién de EPO induce la transfosforilacién de JAK creando sitios de
unién para dominios SH2 de STAT (proteinas transductoras y activadoras de la transcripcion).
Las proteinas STAT reclutadas pueden ser fosforiladas en un residuo de tirosina en su carboxilo
terminal que permite la disociacion del complejo JAK-receptor y la dimerizacién de STATs
mediada por interacciones reciprocas entre sus dominios SH2 y sus residuos de tirosina
fosforilados. Las STATs diméricas activadas se internalizan al nucleo y se unen directamente al
ADN para activar la transcripcién. Entre los blancos transcripcionales conocidos para STAT se
encuentran cyclina D y myc. Esta via controla tanto la retroalimentacién negativa de la sefial asi
como interacciones con proteinas que activan vias de sefializacién mediadas por cinasas de

2242 por otro lado, se sabe que EPO mantiene vivas a las células eritroides al

tirosina
prevenir su muerte por apoptosis’®. La adicién de EPO en células dependientes de EPO
incrementan los niveles de Bcl-X, un miembro de la familia Bcl-2 que actia como una proteina

anti-apoptdtica *2.

Evidencias experimentales sugieren que esta via es vital para el desarrollo embrionario, por
ejemplo, se ha demostrado que ratones deficientes genéticamente de JAK2 mueren siendo
embriones entre los dias 13 y 15 debido a anemia severa, con un fenotipo similar a ratones
deficientes de EpoR. Sin embargo, tanto el nimero total de células fetales de higado y el

24,25

nuimero de progenitores eritroides estan considerablemente disminuidos . Esto sugiere que

JAK2 es requerido en etapas tempranas del desarrollo eritropoyético mediado por EpoR.

JAK2 no es la Unica cinasa involucrada en la sefializacién de EpoR, también Lyn un miembro de
la familia de cinasa de tirosinas Src esta involucrada en la diferenciacion inducida por EPO. La
linea celular J2E que expresa bajos niveles de Lyn no se diferencia en respuesta a EPO, pero, si
la expresidn de esta cinasa por infeccidn retroviral se lleva a cabo, entonces se revierte este
efecto *. La proteina Lyn estd asociada con el EpoR en dos vias: su dominio SH2 se une a las
tirosinas fosforiladas 464 y 479 y el dominio cinasa se une al EpoR en el aminodacido 92 que se

encuentra préximo a la membrana. Los ratones knockout deficientes de esta proteina no tienen
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defectos hematopoyéticos por lo que no es claro si Lyn u otras cinasas Src son esenciales para

la sefializacion mediada por EpoR.

Otras vias

La unién de EPO a su receptor induce la fosforilacién del producto del proto-oncogene Vav *°.
Se ha demostrado que la tirosina fosforilada de Vav cataliza el intercambio de GDP/GTP de Rac-
1, una proteina implicada en la proliferaciéon celular y organizacién del citoesqueleto 7 la
fosforilacién de Vav inducida por EPO podria estar correlacionada con la sefalizacion de
crecimiento del EpoR incluyendo la activacion de JAK2 26 También se ha mostrado que Vav
fosforilada interactua con la fosfotirosina p85, una subunidad reguladora de fosfatidil inositol 3

cinasa (PI3K) *® para inhibir la apoptosis.

En respuesta a EPO, los residuos de tirosina en el dominio distal a la membrana del EpoR son
fosforilados. Las tirosinas fosforiladas reclutan moléculas de sefalizacion a través de sus
dominios SH2 y las moléculas reclutadas son activadas por la subsecuente fosforilacion de sus
tirosinas, tales moléculas de sefializacion incluyen una proteina adaptadora conocida como
SHC, la subunidad p85 (reguladora de PI3K), PLCy1 y la fosfatasa Syp (también llamada SH-PTP2
o PTP-1D). Muchas citocinas activan Ras por inducir la fosforilacion de SHC. Otras cinasas
transductoras de sefial que son fosforiladas en tirosina en respuesta a EPO incluyen GAP %, c-

fps/fes %, Lyn 3y c-Cbl 2.

Regulacion.

La produccidn de eritropoyetina es regulada a nivel de la transcripcion génica 33 y la hipoxia es
el Gnico regulador fisioldgico de la expresion del gen de eritropoyetina **. Aunque la induccidn
hipdxica de la transcripcién del gen de eritropoyetina es una propiedad fundamental de todas
las células, los rifiones y, hasta cierto punto, el higado, son los sitios principales de su
produccion en el adulto. La produccién de eritropoyetina en los rifiones es maxima y
constitutiva; por lo tanto, un incremento en la produccidn de eritropoyetina renal requiere la

transcripcion del gen de eritopoyetina en células adicionales *>. Semejante a lo que ocurre en el
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rifidn, la produccidon de eritropoyetina en hepatocitos parece ser proporcional al estimulo
hipdxico % El umbral de la produccién de la eritropoyetina durante la hipoxia es también alto,
pero a pesar de ello, el higado no puede compensar la produccién de eritropoyetina renal,
aunque en estado de hipoxia profunda es capaz de hacer una contribucidn significativa ¥ No
existe almacenamiento de eritropoyetina preformada y un incremento de eritropoyetina
plasmatica representa la entrada a la circulacidn de proteina sintetizada de novo. Al comenzar
la hipoxia en el tejido, HIFla entra al ndcleo en 2 minutos, dimerizando con HIF1p vy

transactivando al gen de eritropoyetina, entre muchos otros 38,

Semejante a otros factores de crecimiento hematopoyéticos, la eritropoyetina es también
metabolizada por su célula blanco por lo que, posterior a la unién con su receptor, ambos son
internalizados *°. Con respecto a la eritropoyetina circulante, las células progenitoras eritroides
constituyen la mas importante poblacion celular en condiciones hipdxicas, no solo en nimero
sino también en densidad de receptores de eritropoyetina. Este comportamiento explica en
parte la rapida desregulacion de eritropoyetina en plasma “°. La produccién de eritropoyetina
puede estar también desregulada ya que el incremento en numero de células rojas es

compensado y alivia la hipoxia del tejido o incrementa la viscosidad de la sangre “

El complejo mecanismo involucrado en la expresién de eritropoyetina inducido por hipoxia estd
también sujeto a supresidn no fisiolégica. Individuos con enfermedad renal del parénquima de
cualquier tipo, caracteristicamente exhiben alteracién en la produccién de eritopoyetina renal
en proporcién al déficit en la funcidn excretora renal. Pacientes con inflamacidn, infecciones o
cancer tienen una respuesta debilitada para la hipoxia del tumor y el nivel de eritropoyetina en
plasma es inapropiadamente bajo para su grado de anemia en ausencia de enfermedad renal

intrinseca *%.

Se ha demostrado que citocinas inflamatorias tales como interferén gamma (IFNy), IL-1 (ot y B),

IL-6 y factor de necrosis tumoral alfa (TNFo) suprimen la produccidon de EPO tanto in vitro como

in vivo ** * *_ El mecanismo de supresion por IL-1 y TNF-a. parece no estar involucrado
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a6 pero, sin embargo, involucra la activacién de los factores de

directamente con HIFla
transcripciéon GATA2 vy el factor nuclear kB, los cuales regulan negativamente la expresién de
HIF1o ¥,

El requerimiento especifico de hierro para la prolil hidroxilacion de HIF1o como blanco para su
ubiquitinacién y degradacién proteosomal ** provee un mecanismo adicional para la supresién
de la produccién de eritropoyetina. El incremento intracelular de hierro podria promover la

degradacion de HIFla y reducir asi la produccidon de eritropoyetina; la deficiencia de hierro,

semejante a hipoxia, tiene el efecto opuesto 8
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EXPRESION DE EPO y EpoR EN CANCER

Datos recientes han demostrado que el receptor de eritropoyetina no solo esta presente en

49, 50 z 51
7% células neuronales 7,

muchos tipos celulares no eritroides tales como células endoteliales
células de Leydig >2 mieloblastos’? y megacariocitos >* sino también en células tumorales no
eritroides y lineas de células tumorales. La expresion del EpoR ha sido reportada, por ejemplo,
en carcinoma de células renales humanas >’ y carcinoma de células mamarias *6 asi como en
melanoma 57, carcinoma renal 55, hepatoma HEP3B, carcinoma cervical Hela, neuroblastoma
SHSY5Y, glioblastoma U87, vy lineas celulares de glioma U251 y U373 °°. La observacién de la
expresion del EpoR en células cancerosas, acorde a lo reportado, en donde EPO tiene la
capacidad de soportar el crecimiento celular, corresponden a la administracion de
eritropoyetina recombinante humana (rHUEPO) en pacientes con cancer y anemia, esto podria

estar ligado a la proliferacién o sobrevida de las células cancerosas o estimular la angiogénesis

y con ello promover el crecimiento del tumor.

Por otro lado, se ha sugerido al EpoR como marcador de progresién en melanoma. Se ha
demostrado que el EpoR esta expresado en lineas celulares humanas transformadas derivadas
de melanocitos normales y en lineas celulares de melanoma humano derivadas de la metastasis

>’ El andlisis de

de melanoma, pero no es expresado en melanocitos humanos primarios
subclonas de una linea celular transformada mostré que no todas las subclonas expresan al
receptor de EPO y que la expresion del receptor no afecta el crecimiento celular. A raiz de esto
se ha concluido que la expresién del EpoR parece estar asociada, pero no absolutamente
requerida, para la transformacién de melanocitos hacia melanoma maligno y, por ende, el EpoR
puede ser un marcador de progresion de melanoma. En otro estudio, se investigaron los
efectos de EPO en mas de 25 diferentes lineas celulares de tumor malignas y benignas

demostrando que el ARNm de EPO y la proteina estaban presentes en la mayoria de las lineas

de células tumorales evaluadas, incluyendo lineas de origen no hematopoyético 2.

En cuanto al efecto proliferativo dado al estimular al EpoR aun tiene gran controversia, ya que

al estimular el receptor con rHUEPO vy estudiar la capacidad proliferativa de las células se
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encontré que la activacion del receptor no es esencial para el crecimiento del tumor. En
contraste, existen varios trabajos en los que se asocia dicha activacion con la capacidad
proliferativa, por ejemplo: en un estudio analizando biopsias de nefroctomia de pacientes con
carcinoma de células renales, asi como lineas celulares humanas y adenocarcinomas renales de
ratdn, encontraron que tanto los carcinomas renales de humano como las lineas celulares
expresaron el ARNm y la proteina de EpoR y que la activacién del receptor con EPO induce la
proliferacion de las lineas celulares de adenocarcinoma renal de humano y ratén . Este
hallazgo sugiere que la administracion de rHUEPO a pacientes con carcinoma renal podria tener
el potencial de modificar el crecimiento del tumor al estimular la proliferacion celular, y

posiblemente al inducir la angiogénesis.

Como ya se menciond anteriormente, se ha demostrado que el receptor para eritropoyetina
estd expresado en muchos tipos tumorales, incluyendo cdncer de mama, el tracto reproductor
femenino, cabeza y cuello, y del sistema nervioso central. Con base en andlisis por Western blot
y hallazgos inmunohistoquimicos, se han reportado altos niveles de expresién tanto de EPO y su
receptor en células de cancer de mama >°. Aunque el papel exacto que tiene la eritropoyetina
en cancer no esta bien definido, se tiene idea de que la expresion de EpoR en células
cancerosas podria contribuir a la proliferacion, migracidn y resistencia a la muerte inducida por

guimiofarmacos.

En lo que respecta a los carcinomas de los érganos reproductores femeninos se ha observado la
expresion del EpoR en biopsias de adenocarcinomas de ovario y endometrio, asi como en
biopsias de carcinoma invasor de células escamosas del cérvix mediante RT-PCR °°.
Interesantemente en estudios inmunohistoquimicos se observd que la tincién del EpoR en las

%0, 61 También se observd

biopsias de tumores de endometrio y cérvix era heterogénea
positividad del EpoR en células endoteliales y células del musculo liso del tejido cervical y
endometrial ® ®!, También se han analizado biopsias de tumores de ovario y endometrio y se
ha determinado la cantidad de EPO producida por cada tumor, encontrando que los
adenocarcinomas de ovario y endometrio producen una mayor cantidad de EPO en

.. .. 2
comparacién con los tejidos sanos 2.

15



Como se ha mencionado, la eritropoyesis en los organismos sanos es regulada por la actividad
cooperativa de la Eritropoyetina (EPO) y el Stem Cell Factor (SCF), acoplados a sus respectivos

receptores, el EpoR y c-Kit.
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STEM CELL FACTOR (SCF)

El gen que codifica para la proteina SCF se encuentra en el locus steel (S/) en el cromosoma
humano 12g22-g24 y el cromosoma murino 10. SCF también es conocido como ligando de c-Kit

63, 64

y es expresado en dos isoformas después de edicidn alternativa del exén 6 . La primer

2%8) con un peso molecular de 45kD

isoforma es una glicoproteina de 248 aminoacidos (SCF
expresada en la membrana celular la cual es escindida por proteasas para generar una proteina
soluble de 165 aminoacidos de 31 kD (sSCF o SCF'®®) ® % La concentracién de Stem Cell Factor
soluble (sSCF) es de alrededor de 3.3 ng/ml (177 pmol/L) en suero humano °’. El sSCF se
encuentra como homodimero ligado no covalentemente %8 el cual se disocia espontdaneamente
y se reasocia en solucion ®°. En estudios in vitro se observa que mas del 50% del sSCF puede ser
monomérico bajo condiciones fisioldgicas " La segunda isoforma es una glicoproteina de 220
aminoacidos (32kD) también expresada en la membrana celular. Esta forma permanece unida a

220) pero puede también ser escindida por proteasas para generar la

la membrana (mSCF o SCF
forma soluble ® ! (Fig. 6). La proporcién sSCF/mSCF varia considerablemente entre células y
tejidos n por ejemplo, células cebadas humanas producen mas mSCF que sSCF 2 mientras que
en fibroblastos de pulmén y en células de musculo liso bronquial se produce mas sSCF que

mSCF 7374

SCF presenta un centro compuesto de cuatro hélices alfa y dos cadenas beta. El dimero de SCF

75, 7 . .
> 78 ' mSCF también se encuentra como homodimeros

asociado tiene una estructura simétrica
en la superficie celular, y la dimerizacién puede ser esencial en la etapa de sefalizacion

yuxtacrina mediada por mSCF/c-Kit ”’.

17



Edicién |

& alternativa %

§' T T 3 5

3

SCF*® mRNA SCF™ mRNA

J J

citoplasma

membrana

166

(major) tminor)
sSCF

Fig. 6. Traduccién y post-traduccidon del gen que codifica para SCR. Ndtese que esta molécula
puede concluir en su forma membranal o suluble.Representacion esquemadtica del
producto de la escision de SCF.

RECEPTOR c-Kit
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El receptor c-Kit, con actividad intrinseca de cinasa de tirosinas, esta codificado por el locus
white (W) en el cromosoma humano 4q11-q12 y el cromosoma murino 5 8,

Han sido reportadas cuatro diferentes isoformas de c-Kit resultado de edicion alternativa. Como
se describié para SCF. El receptor c-Kit puede también ser escindido proteoliticamente,
permitiendo su desprendimiento de la superficie de células hematopoyéticas, células cebadas y

79,80, 81,82 | 5 forma soluble de c-Kit se encuentra en el suero humano en

células endoteliales
una concentracidon de 324 ng/ml (5.8nmol/L), el cual es alrededor de 33 veces mas que la
concentracion reportada para sSCF 8 Este desprendimiento ocurre en el quinto dominio

semejante a inmunoglobulina de c-Kit 3, pero el sitio de corte se desconoce.

El receptor c-Kit pertenece a la subclase Il de la familia de receptores con actividad de cinasa
de tirosinas, entre los cuales se encuentra el receptor del factor de crecimiento derivado de

plaquetas PDFGR y el receptor del factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSFR) 78,8,

86

Funcionalidad
El homodimero de SCF se une a los primeros tres dominios semejantes a inmunoglobulinas de

87, 88

c-Kit (Fig. 8) y media la dimerizacién del receptor . Se ha reportado que el sitio de union al

receptor para SCF puede incluir los primeros residuos en el extremo amino terminal ¥, la regién

9,91 y la regién alrededor de la lisina 127 %0

entre los aminoacidos 79 y 95
El dominio intracelular de c-Kit esta compuesto de un dominio partido en dos por una region
inserto. La dimerizacion del receptor lleva a una autofosforilacién en varias tirosinas en el
dominio citoplasmico (Fig. 7). La estructura cristal del dominio cinasa activo de c-Kit ha sido
reportado, por lo que podria facilitar el disefio de inhibidores de cinasa potentes y especificos

de c-Kit %2,
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Fig. 7. Receptor c-Kit en su forma heterodimérica. Contiene un dominio extracelular semejante a
inmunoglobuina, un dominio transmembranal y una regién intracelular con multiples sitios de
tirosina (Y).
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Fig. 8. Receptor c-Kit como homodimero que muestra la interaccién en la regién extracelular cuando es
estimulado por su ligando (SCF).
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La unién de homodimeros de SCF induce la homodimerizacidon de c-Kit y la fosforilaciéon
intermolecular de tirosinas del receptor, creando sitios de anclaje para diversas moléculas
transductoras de sefial que contienen dominios de homologia Src 2 (SH2), desencadenando asi

una serie de cascadas de sefializacion (Fig. 9).

-
Adhesion 4

Sobrevivencia Pproliferacién
celular A

Transcipciéon
de genes

e el

Fig. 9. Cascadas de sefializacion mediada por la unién de SCF al receptor c-Kit.
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Via MAPK

La proteina 2 de unidn a receptores de crecimiento (Grb2) es una proteina adaptadora que se
une a las tirosinas fosforiladas Y703 y Y936 de c-Kit . Grb2 se asocia con al menos siete
proteinas sos, formando un complejo que interactua y activa a la proteina G pequefia Ras * o
cual lleva a la activacién de Raf-1 ** y finalmente a la subunidad p38 de la cinasa MAP °*°7, ERK
y, 9 96 %, y la cinasa N-terminal c-Jun (JNK) %’ Se ha mostrado que estas cinasas MAP actlan
activando factores de transcripcion y con ello en la transcripcion de genes asociados a la
proliferacién y diferenciacion celular *°. La transcripcién de genes inducido por SCF esta

también mediada por la activacién de la via Ras/MAPK 1% 101,

Via PI3K

El fosfatidil-inositol-3 cinasa (PI3K) interactta con la tirosina fosforilada Y721 de c-Kit %% El
reclutamiento de PI3K inducido por SCF lleva a la activacién de Akt y a la subsecuente
fosforilacién del factor pro-apoptético Bad. Esta fosforilacion inhibe la actividad de Bad y de

1 . , sas
9 Recientemente, en células hematopoyéticas

este modo promueve la sobrevida celular
inmortalizadas Myb (MIHC) que expresaban a una mutante de c-Kit en la tirosina Y721, la
sefializacion inducida por SCF fue deficiente para inducir crecimiento celular en dicha linea, en
este mismo estudio, el inhibidor Y294002 de PI3K inhibié la sobrevida inducida por SCF en las

104

células transfectadas con c-Kit, de manera dosis dependiente = . PI3K también media la

proliferacién inducida por SCF de células cebadas derivadas de médula ésea (BMMC), al activar

195 Estos resultados fueron

a la proteina de unién a guanosina trifosfato (GTP) Racl y la via JNK
confirmados en células mononucleares de médula 6sea (BMMCs) I3K'/', donde la fosforilacién

de JNK inducida por SCF y la proliferacion celular fue desregulada negativamente 106,

Via PLC-y
Estudios previos, utilizando sSCF reportaron que este factor no activa a la fosfolipasa C-y (PLC-y)
107,108 gin embargo, un estudio comparativo usando sSCF y mSCF mostré que la activacién de

PLC-y es inducido por el mSCF pero no por el sSCF 198 “sugiriendo un efecto diferencial para
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ambas formas de SCF en la sefializacion de c-Kit. PLC-y se asocia con c-Kit en ausencia de

ligando en células murinas transformadas P815, donde c-Kit esta constitutivamente fosforilado

199 Usando formas truncadas del receptor c-Kit se observé que PLC-y se asocia con c-Kit

después de la estimulacion con el factor de crecimiento epidermal (EGF) en células HEK293 que

110

sobre-expresan un receptor quimera c-Kit-EGF “—. Ademas la transfeccion de células COS con

una forma truncada de c-Kit (tr-Kit) demostrd que el dominio cinasa de Kit lleva a la activacion
de PLC-y ™. El sitio de asociacién para PLC-y es la tirosina Y730 en la region citopldsmica de c-

Kit 1. Otros estudios han demostrado, que la activacién de PLC- por c-Kit en la proteccidn

mediada por SCF contra la apoptosis inducida por radiacién o quimioterapia 112,113

Via Src

SCF induce la activacién de multiples miembros de la familia Src (oncogene viral [Schmidt-

114, 115, 116

Sruppin A-2] de sarcoma aviar v-src), incluyendo Src, Tec, Lyn y Fyn . La familia Src se

asocia con las tirosinas Y568 y Y570 en el dominio yuxtamembranal de c-Kit *” ™2, Las vias de

sefializacion Src y PI3K convergen para activar Racl y JNK después de la estimulacién con SCF

105

en células BMMC, promoviendo la proliferacién celular ~. La reduccién en la expresién de la

cinasa Lyn (usando oligonucledtidos antisentido) es acompainada por la inhibiciéon de la

116

proliferacién inducida por SCF “™. En este sentido se ha observado que en células cebadas

deficientes de Lyn, la proliferacién inducida por SCF es defectuosa, y la transfeccion de células
cebadas murinas con una mutante inhibitoria dominante de Lyn, inhibe el crecimiento inducido

por SCF 19

Via JAK/STAT

SCF induce la activacién de JAK/STAT. JAK2 se asocia con c-Kit y es fosforilada después de la

120

estimulacion con SCF ““". La activacion de JAK2 da como resultado la fosforilacion de varias

isoformas de STAT (STAT1q, 3, 52 Y 5b) 121,122,123, 124,125 nyicha activacion esta asociada con la

. . s . . ey , . sy , 126,12
proliferacion y diferenciacién de células progenitoras hematopoyéticas en higado fetal *2% %’
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Regulacion.

La proteina cinasa C (PKC) también interactua con c-Kit fosforilandolo en los residuos S741 y
S$746. Esta fosforilacion lleva a la inhibicién de la actividad cinasa de c-Kit *** 2. PKC también
media la desregulacién de c-Kit induciendo el desprendimiento del dominio extracelular de c-Kit
9,129 1| 3 proteina fosfatasa SHP-1 regula negativamente la sefializacién de c-Kit ya que se une a
la tirosina Y570 fosforilada en el dominio yuxtamembranal *°. Los supresores de sefializacién
de citocinas (SOCS)-1y 6 también regulan negativamente la sefializacidn de c-Kit. SOCS-1 se une
a Grb2 y la proteina vav (oncogen homologo del virus de vaccinia humano), esto lleva a la

131 '50CS-6 interactua con la tirosina Y568

inhibiciéon de la proliferacion inducida por SCF
fosforilada en el dominio yuxtamembranal de c-Kit con ello se inhibe la proliferacién y
fosforilaciones de p38 y ERK1/2 inducida por SCF *2. Miembros de la familia Cbl han sido
recientemente establecidos como componentes de la maquinaria ligada a ubiquitina
involucrada en la degradacion de proteinas fosforiladas. Bajo la estimulacién de SCF, el
reclutamiento de cinasas Src o bien, otras proteinas fosforiladas llevan al reclutamiento de

133

proteinas Cbl para ser fosforiladas ~*°. Una vez fosforiladas, las proteinas Cbl median la

ubiquitnacion de c-Kit y la degradacion a través del proteosoma y/o via del lisosoma 133,

Por otro lado, la internalizacién del receptor puede ser un mecanismo para atenuar la

respuesta celular de SCF. c-Kit es rapidamente internalizado después de la unién a SCF 81,129, 134,

3% a internalizacion de c-Kit requiere de actividad cinasa intrinseca del mismo, activacién de
PI3K e influjo de calcio 8. El inhibidor PP1 de la familia Src bloquea la internalizacién de c-Kit
inducida por SCF °. Este resultado fue confirmado analizando la internalizacién de c-Kit
usando una quimera funcional c-Kit-EGFP (c-Kit ligado a la proteina verde fluorescente), donde

la internalizacion fue dependiente de Src pero no de PI3K **’.

Una vez conociendo las generalidades de cada uno de estos receptores y sus respectivos

ligandos, podemos introducirnos al efecto que puede tener la estimulacion de los mismos en

enfermedades como el cancer.
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EXPRESION SCF Y c-Kit EN CANCER

SCF es expresado in vitro por varios tipos celulares, incluyendo células epiteliales bronquiales

140, 141, 142

138 miofibroblastos subepiteliales bronquiales **°, fibroblastos de pulmén , células del

musculo liso bronquial ”, células endoteliales **, eosinofilos de sangre periférica *** y células

cebadas aisladas de pulmén humano 145,146,

El receptor c-Kit estd principalmente expresado en células madre hematopoyéticas y en células

cebadas humanas de las vias aéreas **’

. Este también ha sido descrito en eosindfilos de sangre
ips . 14 .o . 14 ., . .

periférica *® y basofilos circulantes **°. La expresion de c-Kit hea sido reportada en algunas

células estructurales, como son células del musculo liso vascular humano 150, células epiteliales

1y en células endoteliales de la vena umbilical % ”°

. Estas diversas estirpes celulares que
expresan al receptor c-Kit también producen SCF, lo cual estaria hablando de una estimulacién

autdcrina.

Se ha observado la expresion de c-Kit en varios tumores como son: testicular 153, de tiroides 154,
mama *>°, colon ¢, vejiga 17 renal *® y cervical 139 Debido a esto, c-Kit ha sido asociado con
varias enfermedades malignas. Existen mecanismos que provocan la activacidn descontrolada
de c-Kit tales como loops autdcrinos y/o activacion mutacional. La activacion mutacional ha
sido encontrada en pacientes con mastocitosis, tumores de estroma gastrointestinal (GIST) y en
leucemia mieloide aguda (AML). Estas mutaciones estan localizadas predominantemente en el
dominio cinasa o en la regidon yuxtamembranal de c-Kit, mientras que la activacidon de c-Kit por
loops autdcrinos (una misma célula produce tanto a c-Kit como a SCF) han sido identificados en

160 y neuroblastomas 161,

cancer de células pequefias de pulmén (SCLC)
En este contexto, se sabe que c-Kit y SCF también estan expresados en tumores ginecoldgicos.
Existe un reporte en donde se analiza la expresion de c-Kit y SCF en lineas celulares de cancer
vulvar (A431), cancer endometrial (HOUA, RIM 3, RIM 4, HGCM, HHUA, KCC1a, KCC 1b y KMC) y

cancer cérvico uterino (Hela, CaSKi, SiHa, SKG Illa, ME180, C33a, y HT 3) y en tejido neoplasico.

25



En este estudio observaron que c-Kit y SCF se encuentran expresados tanto en lineas celulares
como en tejidos tumorales ginecoldgicos, lo cual sugiere una posible participacién del

mecanismo autdcrino *°,

Ya se ha dicho que para generarse metastasis es necesario que las células curse por varias
etapas para poder salir del tejido primario e implantarse en tejidos secundarios tal es el caso de

la migracion celular.
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MIGRACION CELULAR MEDIADA POR EPO/EpoR Y SCF/c-Kit.

Existen evidencias de que los binomios SCF/c-Kit y EPO/EpoR pueden inducir la migracién

celular.

EPO en migracion celular.

Por un lado, se ha observado que la administracion exégena de EPO recombinante (rEPO) ha
sido asociada con diversos efectos en tejido no hematopoyético. Se ha observado que EPO
funciona como citocina proangiogénica en una gran variedad de sistemas experimentales,
ademds rEPO estimula la proliferacion y migracién de células endoteliales *2,

Raymond J. Hohl y cols. (2007) demostraron que EPO actia como quimioatrayente que induce
guimiotaxis en células de cdncer cérvico uterio y que este efecto es dependiente de la

activaciéon de dos vias de sefializacion dadas por EPO, la MAPK/Erk y la via RhoA/RhoA 163

SCF en migracion celular

Se ha observado que la movilizacién de células troncales hematopoyéticas (HSC) involucra la
interaccion de SCF con c-Kit. Ademas, la combinacion de la citocina G-CSF con SCF es
particularmente potente para movilizar células progenitoras tanto en humano como en ratén

164, 165

Asimismo, se tiene evidencia de que SCF es un factor quimiotactico de células cebadas in vitro
1 167 . . . . sas . ez
%6, 167 Esto ha sido confirmado por estudios en pacientes asmaticos durante la exposicion a
polen donde los fluidos bronqueoalveolares presentes tenian una actividad quimioatrayente de

, . . . 1
células cebades, la cual fue parcialmente bloqueada por un anticuerpo anti-SCF 2.

La transduccién de sefiales involucradas en la migracidon de células cebadas inducidas por SCF
incluye la activacion de la MAP cinasa p38 **>*7°, y PI3K '*°. Adicionalmente Tan et al, (2003)
demostraron que la via SCF/c-Kit también regula la migraciéon de mastocitos primarios inducida
por fibronectina, involucrando a PI3K clase 1A y la via Rac *’!. Ademds, Takeyama y Manabe
2006 demostraron que la via SCF/c-Kit esta ligada a proliferacidn e invasidn en lineas celulares

de céncer pancreético ’2. Por ejemplo, se ha observado que c-Kit y su ligando (SCF) promueven
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la sobrevivencia y la migracidon de células endoteliales, asi como la formacién del tubo capilar
del corddén umbilical en células HUVEC (Células Endoteliales de la vena umbilical Humanas) y
gue este efecto es mediado rio abajo de la sefializacién inducida por SCF en su receptor c-kit a
través de Akt y Erk 1/2 173 0otro grupo de investigacion trabajando con mutantes para c-Kit,
(sustituyendo residuos de tirosina por fenilanlanina en el dominio citopldsmico), mostraron que
ante la estimulaciéon con SCF la migracién y movilizacién de calcio se reduce en comparacién
con células que no habian sido modificadas, y que la sefializacién implicada en este proceso de
movilizacion de calcio era la via MAPK/ERK, mientras que para la migracién estaba involucrada

la via PI3K 174,
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CO-SENALIZACION ENTRE EpoR Y c-Kit.

Se ha observado que el crecimiento y expansion de progenitores eritroides comprometidos
requieren de la transduccién de sefales dadas tanto por c-Kit como de EpoR. Asi mismo, SCF
induce tanto crecimiento como sobrevivencia de progenitores eritroides y esta respuesta es
profundamente amplificada en combinacién con EPO. Este tipo de cooperacidon ente c-Kit y
EpoR ha sido descrita in vitro con respecto a la generacion de unidades formadoras de blastos
eritroides (BFU-e) y unidades formadoras de colonias eritroides (CFU-e) in vivo bajo la co-
administracidon de SCF y EPO. Sin embargo, las bases de esta co-sefializacién son pobremente
conocidas. Con este fin, estudios bioquimicos han provisto evidencia de una asociacién fisica
entre c-Kit y EpoR via la caja 2 del dominio citoplasmico del receptor de eritropoyetina. Sin
embargo, la co-estimulacion de una linea celular de progenitores eritroides con SCF y EPO

mostré la fosforilacion de EpoR en residuos de tirosina “

Wu y cols. utilizando varias mutantes truncadas de EpoR han mostrado que la estimulacion de
c-Kit por SCF no activa a EpoR por inducir su dimerizacidn, sino por la fosforilacién en residuos

de tirosina en el dominio citoplasmico de EpoR 42

. Estas evidencias sugieren que hay
cooperatividad entre estos dos receptores, por lo que es probable que también haya

participacién de ambos en el evento de migracidn celular.
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En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio se ha demostrado que células derivadas de
tumores cérvico uterinos expresan en su membrana tanto al EpoR como a c-Kit, y que son capaces de
responder al estimulo producido tanto por EPO como por SCF exdgenos. Por lo tanto, en el presente
trabajo hemos decidido estudiar si la activacidon de estos receptores de manera individual y en conjunto

pueden estimular la migracion de células de carcinoma cérvico uterino, incrementando asi su potencial

metastasico.

Dado que las células derivadas de tumores cérvico uterinos expresan tanto a EpoR como a c-Kit, la
presencia de EPO y SCF exdgenos, estimulara la capacidad migratoria de dichas células, incrementando

asi su potencial metastatico.
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Determinar el efecto de la activacidn de los receptores EpoR y c-Kit en el potencial migratorioy
de crecimiento independiente al anclaje de células derivadas de tumores cérvico uterinos en

cultivo.

Objetivos particulares.

- Determinar si los receptores c-Kit y EpoR se encuentran expresados en lineas celulares

derivadas de tumores cérvico uterinos Calo e InBI.

- Determinar el efecto de EPO recombinante humana (rHUEPO) y SCF exdgenos,
administrados individualmente o en conjunto, sobre la capacidad migratoria de células

Calo e InBI.

- Determinar el efecto de EPO recombinante humana (rHUEPO) y SCF exdégenos,
administrados individualmente o en conjunto, sobre la capacidad de crecimiento

independiente al anclaje de las células en cultivo.

- Evaluar las vias de seializacién que se activan en las células estimuladas y que inciden

en su capacidad migratoria.
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Material biolégico

En el presente trabajo se estudiaron dos lineas celulares llamadas Calo e InBl. Dichas lineas
celulares fueron donadas de la FES-Zaragoza. Ambas, son lineas celulares desarrolladas a partir
de carcinoma cervical epidermoide de células grandes no keratinizadas. La particularidad entre
ellas es que las células Calo se obtuvieron a partir de una paciente que no habia desarrollado
metadstasis (FIGO, etapa IIB) y las células InBl de otra paciente que fue diagnosticada con
metdstasis (FIGO, etapa IVB).

La linea celular CalLo fueron cultivadas en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
(InVitro) suplementado con 2% de suero fetal bovino (Invitrogen Life Technologies) y
antibidticos 10,000 U/ug/ul (penicilina-estreptomicina, InVitro). Por otro lado, la linea celular
InBI, se mantuvo en medio RPMI 1640 (InVitrogen) suplementado de igual forma.

Las células le2ucémicas, K562 utilizadas en algunos ensayos como control positivo para la
expresion de EpoR, fueron mantenidas en RPMI 1640 (Invitrogen Life Techologies) conteniendo
10% de suero fetal bovino.

Cabe sefialar que todas las lineas se mantuvieron en una incubadora a 37°C, 5% de CO, y

humedad constante.

Analisis de Western Blot.

Las células fueron resuspendidas en solucién de lisis (50 mM Tris-HCl, pH 7.4; 150 mM NaCl; 1
mM EDTA; 1% NP40; 0.25% deoxicolato de sodio), conteniendo 100 pl/ml de coctel inhibidor
de proteases completo (Roche Applied Science, Mannheim, Germany) and 10 pl/ml de
inhibidores de fosfatas (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Para el aislamiento de proteinas de
membrane, las células fueron resuspendidas en una solucion de lisis que conteniendo 10 mM
Tris-HCI (pH 7.4), 50 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton X-100 and 0.05% SDS. La cantidad de
proteina total obtenida fue determinada usando el “DC protein assay kit! (BioRad Laboratories,
Hercules, CA, USA). 30 30 pg de protein fue resuelta en 10% SDS-PAGE vy transferida en

membranas “PVDF” (Millipore, Billerica, MA, USA). Las membranas fueron incubadas a 4°C,
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toda la noche con anticuerpos especificos diluidos 1:1,000, posteriormente lavados e incubados
con e apropiado anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa diluido 1:5,000 (Zymed
Laboratories, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Para la deteccién de c-Kit, las
membranas fueron incubadas con un anticuerpo polyclonal anticabra biotinilado
(DakoCytomation, Glostrup, Denmark) diluido 1:2,000 durante 2 hrs. a temperatura ambiente,
seguido de la incubacién con un anticuerpo secundario acoplado a estreptavidina
(DakoCytomation) diluido 1:3,000 por 2 h a temperatura ambiente. Las proteinas fueron
detectadas por quimioluminiscencia usanto el jAmersham ECL plus Western Blotting Detection
System” (GE Healthcare Bio-Sciences, Piscataway, NJ, USA). Para la deteccién de EpoR humano,
un anticuerpo anti EpoR humano de cabra (Sigma-Aldrich). Para estudiar las cascadas de
sefializacion, se usaron: anti-STAT5 de conejo, anti- fosfoTyr694 de STAT5 de conejo, anti ERK1
de conejo y anti ERK1 y 2 fosforilado en diferentes posiciones (Thr185 + Thr202 + Tyr204 +
Tyr187); todos de GeneTex Inc. (Irvine, CA, USA). Como control interno se incluyé anti-GAPDH

de conejo (GeneTex Inc.).

Citometria de Flujo.

Las células fueron cosechadas, fijadas en 2% de paraformaldehido y tefiidas con anticuerpos
monoclonales conjugados a diferentes fluoréforos: anti-EpoR conjugado a carboxyfluorescein y
c-Kit CD117 conjugado a ficoeritrina. Ambos adquiridos a R&D Systems y diluidos 1:4 en PBS por
una hora. Las céulas fueron lavadas con PB y analizadas usando un FACScalibur con software

Cell Quest (Beckton Dickinson, San Jose, CA, USA).

Ensayos de proliferacion y sobrevivencia celular.

Para evaluar la proliferacion celular, las células fueron incubadas con diferentes
concentraciones de eritropoyetina recombinante humana (rHUuEPO) (1, 10, 20, 30 y 50 U/ml;
Sigma Aldrich). La proliferacién fue determinada por el ensayo colorimétrico de MTT. Para

evaluar el efecto de SCF en la sobrevivencia, las células fueron incubadas in medio de cultivo sin
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SFB y tratadas con 15U/ml de Stem Cell Factor (SCF) o no tratadas durante 14 dias. La viabilidad

celular fue evaluada por el ensayo MTT.

Ensayo de migracion celular.

El efecto de EPO y SCF en la migracion fue evaluada usanto el ensayo colorimétrico de
migracion de 24 pozos “QCM™” (Chemicon International, Millipore, Temecula, CA, USA), el cual
estd basado en el uso de camaras de Boyden.

Las células fueron cultivadas e incubadas 12 hrs. para cada ensayo en medio libre de suero.
1x10° células fueron sembradas dentro de la cdmara superior en 300 pl de medio libre de SFB
entonces suplementeadas con 5% de albumina de suero bovino (BSA). En 500 pl libres de suero
que contenian5, 10, 20 y 30 U/ml de EPO o SCF, o combinaciones de 10/20, 10/10y 30/30 U/ml
de EPO/SCF fueron depositados en la camara inferior. Como control negativo, fue usado medio
libre de suero y como control positivo, medio suplementado con 10% de SFB. Los platos fueron
incubados por 24 hts. La migracion celular fue determinada por medicidn colorimétrica a 560

nm.

Ensayo de clonogenicidad.

1x10° células fueron sembradas en 0.3% de agar en medio de cultivo con 5% de SFB y 30U/ml
de EPO o 15U/ml de SCF, o bien por la combinacion de 30 U/ml de EPO y 15 U/ml de SCF, sobre
una capa de 0.6% de agar en placas de 24 pozos. Pasados 7 dias de incubacidn, las colonias
fueron tefiidas con una solucion que contenia 1% de colorante cristal violeta en 20% de

metanol, y las colonias fueron contadas.

Inhibicion de receptores.
Para inhibir la expresion de EpoR en la membrana celular, las células fueron incubadas con 20
UM de lovastatina (Sigma-Aldrich), la cual es un inhibidor selectivo de | 3-hidroxy3-metilglutaril

coenzima A reductasa, por 20 hrs. a 37°C. La inhibicién de la expresién fue evaluada mediante

34



western blotting de extractos de proteina membranal. Para la inhibiciéon transiente de la
expresion del gen c-Kit, fue usado un siRNA comercial (Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA).
Como control negative, las células fueron transfectadas con “scrambled RNA”. Las células
fueron preincubadas en medio libre de antibidtico durante 24 hrs. Los siRNAs fueron diluidos
en medio de transfectio, mezclados con el reactive de transfeccién e incubados a temperatura
ambiente por 30 minutos. La mezcla fue puesta en las células e incubada por 7 hrs. a 37°C. Ell
medio de cultivo que contenia una doble concentracidn de SFB y antibiéticos fue adicionado sin
remover la mezcla de transfecction e incubado por 24 hrs. El medio fue reemplazado con medio
de cultivo nuevo y suplementado con 10% de SFB y las células fueron sometids al ensayo 48 hrs
después. La expresion de c-Kit fue evaluada por western blottin. Para inhibir la fosforilacion de
JAK2, las células fueron incubadas con 10 uM de Tirfostina AG490 (Sigma-Aldrich) diluida en
etanol por 24 hrs. La via PI3K fue inhibida mediante la incubacion de las células con 100 nM de
Wortmanina (Sigma-Aldrich) diluida en DMSO por 24 hrs. Para inhibir la cinasa ERK1/2 las
células fueron incubadas con 20uM de etanolado U0126 (Sigma-Aldrich) diluido en DMSO por
24 hrs.

Aislamiento de células que expresan c-Kit.

Las columnas y reactivos para este ensayo fueron abastecidos por Miltenyi Biotec (Teterow,
Germany). Para el aislamiento de células positivas a c-Kit, el kit MicroBead CD117 incluyendo el
anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD117 humano conjugado a microperlas paramagnécias
fue usado de acuerdo a las instrucciénes del proveedor. Suavemente, 1x10® células fueron
resuspendidas en 300 pl de solucidn para columna, luego 100 pl of solucion bloqueadora “FcR”
y 100 ul of Micro perlas CD117 fueron agregados; las células fueron incubadas durante 15
minutos a 4°C. Posteriormente, lavadas las células, fueron resuspendidas en 500 pl of buffer.
Las columnas LS fueron colocadas en el magneto y lavadas con 3 ml de buffer, entonces la
suspension celular fue depositada dentro de la columna. La columna fue lavada tres veces y las

células no marcadas salian del flujo y fueron colectadas para su andlisis. La columan fue
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separada del magneto y se adicionaron 5 ml de buffer y las células magnéticamente marcadas

fueron fluyendo y despegandose de la columna.

Andlisis estadistico.

Los resultados son presentados como la media de error estandar + (SEM). Fue usada la prueba
t para la comparacién entre grupos de tratamiento y entre lineas celulares. Los intervalos de
confianza (Cl;95%) y valores P fueron calculados. Las purebas fueron de dos colas y una p<0.05

fue considerada para indicasr un resultado estadisticamente significativo.
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Expresion de receptores en cultivos celulares.

RESULTADO

S

Primeramente se evalué la presencia de los receptores EpoR y c-Kit en cultivos de células Calo

e InBl mediante inmunocitoquimica. Los resultados se muestran en la Fig. 10, donde es posible

apreciar que en ambas lineas celulares existe una tincién positiva (color marrén) tanto para el

receptor de EPO como para el receptor de SCF.
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Fig. 10. Tinciéon inmunocitoquimica en los cultivos celulares CalLo e InBl. En estas células se
aprecia la tincién marrdn citopldasmica que indica la exrpesion de EpoR y c-Kit. Como
control negativo se incluyeron células que fueron incubadas solamente con el anticuerpo
secundario.

Una vez que se determind la presencia de los receptores por inmunocitoquimica en las lineas
celulares en estudio procedimos a analizar la expresion del EpoR y de c-Kit mediante Western

blot y citometria de flujo utilizando anticuerpos especificos marcados con fluoresceina y
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rodamina respectivamente, para poder hacer un estudio cuantitativo del porcentaje de células

gue presentan a uno u otro receptor. Los resultados se muestran en la Fig. 11.

K562 Calo InBI

EpoR
(65KDa)

c-Kit
(145KDa)

GAPDH

Cuentas

Cuentas

Intensidad de fluorescencia

1 EpoR

/ Control de isotipo
— c-Kit

Intensidad de fluorescencia

Fig. 11. Expresion de EpoR y c-Kit en lineas celulares de cancer cervical. (A) Expresién de EpoR y
c-Kit analizada en extractos de proteinas membranales de células Calo e InBl por
western blot. (B) Expresién de EpoR y c-Kit en la superficie celular de Calo e InBI
evaluada por citometria de flujo.

El andlisis por Western blot demostré la presencia de una banda del peso molecular esperado

para EpoR (65 kDa) y para c-Kit (145 KDa) en ambas lineas celulares. Dicha banda es similar a la

detectada en las células K562, que fueron incluidas como un control positivo de la expresion de

ambos receptores (Fig. 11A). Como puede observarse en la Fig. 11B, el estudio por citometria

de flujo mostré que la linea celular CalLo expresa al receptor EpoR en un 56.8% de la poblacion,

mientras que el receptor c-Kit esta presente en un 12.8% de las células. Ahora bien, para la

linea celular InBl encontramos que el receptor de eritropoyetina se encuentra expresado en el

85.7% de las células y el receptor c-Kit en el 11.4%. Ahora bien, notamos que la expresion del

EpoR es diferencial para cada una de las lineas, es decir que la proporcidon de células que

expresan este receptor en InBl es mayor comparado con la linea celular no metastasica (Calo),
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por otro lado, el receptor c-Kit se encuentra expresado en una proporciéon semejante en ambas

lineas celulares.

Efecto de la EPO en la proliferacion celular.

Dado que se ha observado que la estimulacion exdgena del EpoR conlleva una respuesta
proliferativa en la célula, hicimos estudios de viabilidad celular por MTT, para determinar
indirectamente el potencial proliferativo de las células y encontramos que el estimulo con EPO
contribuye a la proliferacion de cultivos celulares (Figura 12). Podemos observar que la mejor
respuesta proliferativa se alcanza cuando se adicionan 30U de eritropoyetina. Con ello
podemos determinar que el receptor EpoR en ambos cultivos es activo al desencadenar una

respuesta proliferativa.
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Fig. 12. Efecto de EPO en la proliferacién celular. Células Calo e InBl fureon incubadas con las
concetraciones indicadas de eritropoyetina recombinante humana (EPO) por 4 dias. El
numero de células viables fue determinado por el ensayo colorimétrico de MTT. Los
valores mostrados representan el promedio de tres experimentos independientes y las
barras indican el valor estandar de la media. * p< 0.05 comparado con las célula sin
tratamiento.
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Efecto del SCF en la sobrevida de las células en ausencia de nutrientes.

Se ha reportado que en cultivos celulares que expresan al receptor c-Kit y carecen de nutrientes
provenientes de suero fetal bovino, la estimulacion con SCF exdégeno es suficiente para
mantener viables los cultivos celulares®®?, por ello, medimos la viabilidad de los cultivos
depletandolos de suero y manteniéndolos en incubacién por periodos de tiempo largos (14
dias), observamos que tanto las células CaLo como las InBI fueron incapaces de proliferar en
ausencia de los nutrientes aportados por el suero fetal bovino. Por otra parte, las células CalLo
mostraron mayor viabilidad en presencia de SCF comparada con lo observado en el cultivo sin
SCF a los 14 dias (Fig. 13A). En el caso de las células InBI, la presencia de SCF no solo ayudd a
mantener la viabilidad celular en ausencia de suero, sino que ademas indujo la proliferacion del

cultivo a los 7 y 14 dias (Fig. 13B).

Calo InBl
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Fig. 13. Efecto del SCF en la sobrevida celular. Células Calo (A) e InBI (B) fueron cultivadas en
ausencia de suero fetal bovino (S/SFB), sin suero y con 30 U de SCF (S/SFB + SCF), o en
presencia de 2% SFB (2% SFB) como control positivo por 14 dias. El nimero de células
viables fue evaluado por el ensayo de MTT a los tiempos indicados. Los valores
mostrados representan el promedio de tres experimentos independientes y las barras
indican el valor estandar de la media. * p< 0.05 comparado con las célula sin
tratamiento.
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Con estos resultados determinamos que el receptor c-Kit tiene actividad protectora ante la
muerte por ausencia de nutrientes, con lo que podemos inferir que el receptor es activo en

nuestros cultivos celulares.

Los resultados hasta ahora presentados corroboran que los receptores EpoR y c-Kit presentes

en las células son funcionales al ser estimulados con sus respectivos ligandos (EPO y SCF).

Efecto de la EPO y el SCF en la migracion de células Calo e InBI.

Una vez analizada la funcionalidad de los receptores en nuestros cultivos procedimos a evaluar
la capacidad migratoria de las células Calo e InBlI mediada por los receptores EpoR y c-Kit al ser

estimulados con sus respectivos ligandos: EPO y SCF.

En todos los ensayos de migracion se utilizaron 5 x 10* células y el periodo de incubacion con el

estimulo fue de 24 hrs. Los resultados son expresados en porcentaje de migracion.

Por un lado, se estimularon las células con EPO y SCF con 5, 10, 20 y 30 unidades
respectivamente. Los resultados se muestran en la Fig. 14. En ella podemos apreciar que la

migracion es inducida por ambos estimulos.

En las células Calo, EPO y SCF inducen de manera similar la migracién, incrementando
significativamente el promedio de células que migran en un 20%. Por otro lado, en las células
InBI podemos apreciar que la EPO induce un incremento significativo en la migraciéon desde 5U
(p <0.05). Sin embargo, el mayor incremento inducido por EPO es del 30%. En contraste, el SCF,
indujo un incremento en la migracion del 40% al usar 5U (p<0.005). Cabe mencionar que 10, 20

y 30 U de SCF también produjeron un aumento significativo en la migracién (p<0.05).
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Fig. 14. Migracion celular inducida por EPO y SCF. Células CalLo (A) e InBI (B) fueron sembradas
en camaras de Boyden. La migracion inducida por suero fetal bovino (C+), o las
concentraciones indicadas de EPO y SCF fue evaluada a las 24 hrs. C- .- células sin suero
fetal bovino. Los valores mostrados representan el promedio de tres experimentos
independientes y las barras indican el valor estandar de la media. * p < 0.05 comparado
con las célula sin tratamiento.

Estos resultados sugieren fuertemente que la activacion de los receptores EpoR y c-Kit tiene

una participacion en el evento de migracion celular.

Se ha demostrado que la estimulacidon de ambos receptores puede tener un efecto sinérgico en
la proliferacidn 7 por lo que se realizaron los mismos ensayos de migracién estimulando con

los ligandos de EpoR y c-Kit pero en esta ocasidn adicionados en conjunto.

Se adicionaron tres diferentes combinaciones de los estimulos EPO/SCF para cada linea celular
y se analizo el porcentaje de células migratorias a las 24 hrs. de incubacién. Los resultados se

muestran en la Fig. 15.
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Fig. 15. Migracién celular inducida por la coestimulacidon de EPO y SCF. Células Calo (A) y
células InBI (B) fueron coestimuladas con las concentraciones indicadas de EPO y
SCR (EPO/SCF) en camaras de Boyden durante 24 hrs. Medio libre de suero (-) y
medio suplementado con 10% de suero fetal bovino (+) fueron incluidos como
control negativo y positivo respectivamente. Los valores mostrados representan el

promedio de tres experimentos independientes y las barras indican el valor estandar de
la media. * p <0.05 comparado con las célula sin tratamiento.

En la Fig. 15 se puede apreciar que las diferentes combinaciones de Epo y SCF inducen la
capacidad migratoria de las células siendo mas efectiva la combinacion de 10U de EPO con 20U
de SCF. Para la linea celular CaLo dicha combinaciéon provoca un incremento migratorio del
44.95% (p <0.05), mientras que para las células InBl esta misma combinacién induce un
incremento del 58.15% (p < 0.005), con respecto al control negativo sin suero, incluso las

células rebasan la capacidad migratoria inducida por el control positivo (SFB).

Estos resultados muestran que las células Calo e InBl responden de manera diferente al ser
estimulados sus receptores EpoR y c-Kit, y que las células InBl tienen mayor capacidad de

migrar al ser estimuladas con EPO y SCF.
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Efecto de EPO y SCF en la capacidad clonogénica.

Una de las caracteristicas que deben tener las células para poder generar metastasis es su
capacidad de formar colonias en condiciones adversas. Por lo anterior, decidimos evaluar el
efecto de EPO y SCF en la formacidn de colonias, montamos un ensayo de clonogenicidad en
medio de cultivo semisélido y adicionamos los ligandos de los receptores EpoR y c-Kit para
observar la formacion de colonias. Como puede apreciarse en la Fig. 16, el tratamiento con EPO
no fue capaz de inducir la formacién de colonias en ninguna de las lineas celulares. Por otro
lado, el estimulo con SCF indujo la formacién de 9 colonias en la linea celular Calo y 110
colonias para la linea celular InBl. Sin embargo, como se muestra en la Fig. 17, la combinacién
de EPO y SCF provocd la formacién de 19 colonias de células Calo y de 652 colonias de células

InBlI.
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Fig. 16. Ensayo de clonogenicidad. 500 células CalLo e InBl fueron sembradas en medio

"" &

de cultivo semi-sélido en ausencia (-) o presencia de 30 U de EPO, 15 U de SCF,
0 una combinacidon de ambos (EPO/SCF). Las colonias formadas después de 3
dias se observan en esta fotografia representativa.
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Este dato es relevante ya que este cultivo proviene de células metastasicas, lo cual podria
indicar que la presencia de ambos receptores son importantes para que las células puedan

implantarse en algun tejido distante.
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Fig. 17. Grafica de clonogenicidad. 500 células CaLo e InBI fueron sembradas en medio de cultivo
semi-solido en ausencia (-) o presencia de 30 U de Epo, 15 U de SCF, o una combinacién
de ambos (EPO/SCF). Las colonias formadas después de 3 dias fueron contadas usando
un estereoscopio. Los valores mostrados representan el promedio de tres experimentos
independientes y las barras indican el valor estandar de la media. * p < 0.05 comparado
con las células sin tratamiento.

Seleccion positiva de células que expresan c-Kit.

Las células InBI positivas al receptor c-Kit fueron separadas por seleccién positiva en columnas
magnéticas y se colectaron tanto las fracciones negativas como positivas. Posteriormente se
realiz6 un marcaje directo con anticuerpos que reconocen a los receptores acoplados a un
fluorocromo y se pasaron por el clitbmetro para conocer la eficiencia en la separacion. Los

resultados obtenidos son mostrados en la Fig. 18. Al analizar la fraccién celular obtenida como
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c-Kit" y tefiir contra c-Kit apreciamos que solo un pequefio porcentaje de la poblacion (5.28%)

eran positivas al receptor.

{ Control de isotipo
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Fig. 18. Separacion de células InBl. Las células InBl que expresan el receptor c-Kit (c-Kit *)
fueron separadas usando un anticuerpo anti-CD117 conjugado a microperlas
paramagnéticas. Las células negativas a la expresion del receptor fueron también
colectadas (c-Kit 7). La pureza de las poblaciones separadas fue corroborada mediante
citometria de flujo. Se incluyd una prueba utilizando un control de isotipo).

Una vez obtenidas las dos poblaciones (positivas o negativas a la expresién de c-Kit) procedimos
a realizar ensayos de migracion celular a realizar ensayos de migracidon con ambas fracciones en
la linea celular InBl. El resultado obtenido se muestra en la Fig. 19. En ella se puede apreciar

que las células c-Kit" al ser estimuladas con SCF se incrementa el potencial migratorio en un
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71.81% vy al usar los estimulos combinados el incremento es del 115.27% con respecto al

control negativo.
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Fig. 19. Células InBl aisladas que expresan c-Kit (c-Kit") o no expresan (c-Kit) fueron
probadas en un ensayo de migracién en presencia de EPO (10 u/ml), 0 una
combinacion de EPO y SCF (EPO/SCF 10/20 u/ml).. Como control negativo fue
usado medio de cultivo libre de suero fetal bovino (C-). Medio suplementado
con 10% de suero fetal bovino fue usado como control positivo (C+). Los valores
mostrados representan el promedio de tres experimentos independientes y las barras
indican el valor estandar de la media. * p < 0.05 comparado con las célula sin
tratamiento.

Andlisis de las vias de senalizacion involucradas en la migracion celular.

Nuestras observaciones sugieren que SCF, EPO y EPO/SCF inducen la migracion en células de
cancer cervical. La unién de SCF soluble a c-Kit y de EPO a su receptor (EpoR) activa tres
principales vias de sefializacidén. Entonces, en un intento por comprobar la participacién de cada
cascada en la migracidn, las células fueron preincubadas con Tirfostin AG490, Wortamanina y
U0126 etanolato para inhibir JAK2, PI3K y ERK1/2 respectivamente y posteriormente se hizo un
ensayo de migracién. Como esperdbamos, en la Fig. 20 podemos ver que la migracién inducida
por EPO SCF y la combinacidn de estos, fue significativamente reducida cuando se inihibié la
fosforilacién de JAK2. Contrariamente, la inhibicion de PI3K resulté modestamente
decrementada para la migracidon celular. En contraste, la migracidon inducida por estos
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estimulos fue en células inhibidas en la via ERK1/ERK2 fue rescindida. Esta observacién sugiere

fuertemente que la migracidon es regulada por la sefializacion mediada por JAK2 y la via
MAPK/ERK.
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Fig. 20. Efecto de la inhibicion de diferentes vis de sefalizacion en la migraciéon inducida por

EPO/SCF. Para inhibir la fosforilacion de JAK2, las células InBl fueron preincubadas con
10 uM de Tirfostina AG490 diluida enn etanol por 24 hrs. La via PI3K fue inhibida
preincubando Is células con 100 nM de Wortmanina diluida en DMSO por 24 hrs. Para
inhibir las cinasas ERK1/2 las células fueron preincubadas con 20 uM de U9126 etanolate
diluido en DMSO por 24 hrs. La migracion inducida por EPO (10 U/ml), SCF (20U/ml) o
una combinacién de EPO y SCF fue entonces evaluda por ensayos en camara de Boyden.
Todos los valores reportados representan el promedio de tres experimentos
independientes y las barras de error indican el valor estandar de la media. * p < 0.05
comparando las células preicuabdas con los inhibidores indicados contra las células no
tratadas.

Para corroborar la activacion de estas vias de sefializacion, evaluamos la fosforilacion de STAT5

y ERK1/2 mediada por la estimulacion con EPO, SCF y EPO/SCF a diferentes tiempo. Como se

muestra en la Fig. 21, la activacidon de STAT5 fue evidente solamente un minutos después de la

estimulacion con EPO, mostrando su fosforilacion maxima al minuto 30. La estimulacién con

SCF indujo una rapida activacién de STATS, presentanto su maximo al minuto 1 posterior a la

estimulacion y disminuyendo al minuto 30. La estimulacién de STAT fue solamente detectada al

minuto 3, 5 y 10 post-tratamiento con la combinacidn de EPO/SCF. Diferente a la fosforilacion
de STATS, la fosforilacion de ERK1/2 fue débilmente inducida por EPO. Ahora bien, SCF y la
combinacién de EPO/SCF promovié una fuerte fosforilacion de ERK1/2 desde 1 minuto después

del tratamiento. Notablemente, la activacion de ERK1/2 persiste en altos niveles hasta una hora

después del tratamiento.
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Andlisis de Western blot de la activacion de STATS y ERK1/2 en respuesta a la
estimulacion con EPO, SCF y EPO/SCF. Las células InBl fueron incubadas con EPO
(10U/ml, SCF (20 U/ml) o EPO/SCR (10/20 U/ml). Los aislados de proteinas (30 ug)
fueron analizados por SDS-PAGE 10%. Las proteinas especificas fueron detectadas
usando anticuerpos para STAT5, pSTATS, ERK1/2 and pERK1/2. La deteccién de GAPDH
fue incluida como contro. Un blot representativo de experimentos por triplicado es
presentado.

50



DISCUSION

Hoy en dia se tienen claras evidencias que demuestran que la EPO contribuye a la proliferacidon

178

de células de diferentes tipos tumorales, como son el carcinoma de células renales ~'%, el

181

melanoma '”°, los carcinomas de cabeza y cuello **° y el cancer de préstata 3. Adicionalmente,

nosotros hemos demostrado que la EPO promueve la proliferaciéon de tres diferentes lineas

77 "En el presente estudio, observamos que la EPO

celulares derivadas de tumores cervicales
estimula la proliferacion en dos lineas celulares mds de cancer cervical. Estas observaciones
sugieren que la proliferacion inducida por la EPO es un fendmeno comun en éste tipo de

cancer.

Por otro lado, la expresion del receptor c-Kit ha sido identificada en tejido proveniente de
. , 182 . .,
tumores cervicales y en lineas celulares ~*“. En este estudio, hemos detectado la expresién de c-
Kit en dos lineas celulares derivadas de cédncer cérvico-uterino. Sin embargo, los estudios de
citometria de flujo indican que solo una pequefia proporcion (< 13%) de las células expresan c-
Kit en su membrana. A pesar de esto, es interesante observar que a pesar del pequeio numero
de células que expresan c-Kit, la administraciéon de SCF indujo la sobrevivencia de las células
cuando éstas fueron cultivadas en ausencia de SFB. La activacion del eje SCF/c-Kit es crucial

183
, las

para la sobrevivencia de varios tipos celulares, incluyendo las células hematopoyéticas
; . . 1 , , s . 1 .7 . .

células troncales embionarias *® y las células de cancer ovarico . Esta observacion indica que

la activacion del receptor c-Kit en células de cancer cervical contribuye a la sobreviencia de las

células cuando son expuestas a condiciones desfavorables.

Con la finalidad de estudiar mas de cerca el potencial de la EPO y el SCF de estimular el
crecimiento de las células de cancer cervical, desarrollamos un estudio de crecimiento
independiente al anclaje. Los resultados obtenidos demostraron que la administracion
individual de EPO o SCF indujeron la formaciéon de un nimero muy limitado de colonias. Sin
embargo, la combinacion de EPO y SCF produjo un incremento significativo del nimero de

colonias, particularmente de células InBl. En un estudio previo, se habia demostrado que el SCF
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es capaz de incrementar el potencial de formacion de colonias de células derivadas de un
carcinoma de colon ¢, y que la EPO aumenta el numero de colonias en una linea celular de
cancer de mama modificada que expresa c-Kit **’. Sin embargo, el efecto coordinado de EPO vy
SCF sobre el potencial de formar colonias de células tumorales no habia sido descrito con
anterioridad. Es importante mencionar que el crecimiento independiente al anclaje estd
directamente asociado con el potencial metastdsico, pero la migracién es considerada como el

primer paso en la formacién de metastasis.

Es digno de mencidon que en este trabajo se demostré que tanto la EPO como el SCF
administrados individualmente son capaces de inducir la migracién de células de céncer
cervical. Pero este fendmeno se magnifica cuando son administradas en combinacion. Estos
resultados son consistentes con un estudio previo en el que se demostré que la EPO induce la
migracion de células Hela, actuando como un quimioatrayente bajo condiciones libres de SFB

183 De manera similar, se ha reportado que el SCF puede inducir la migracién de células de
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carcinoma de colon ~°. El efecto combinado de EPO y SCF sobre la migracidn celular no habia

sido investigado antes.

Los resultados reportados aqui sugieren fuertemente que EPO y SCF tienen un efecto
cooperativo en células de cancer cervical. El efecto coordinado de dichas citocinas se habia
observado durante la generacidn de eritroblastos y unidades formadoras de colonias eritroides,
donde se observo que c-Kit podia fosforilar residuos de tirosina del EpoR interactuando con la
region de la caja extendida 2 del receptor 188 Adicionalmente, se ha observado gue existen
interacciones sinergisticas entre la EPO y el SCF, debido a un fenédmeno de co-sefializacion. El
EpoR y c-Kit comparten tres vias de sefializacidon basicas, JAK/STAT, PI3K/AKT y MAPK/ERK. En
el presente estudio, se identificé que la inhibicidon de JAK2 eliminé la migracion inducida por

una combiancién de EPO ySCF. En este contexto, Hong et al 176

, reportaron que el sitio de unién
a JAK2 en el EpoR es eseencial para la co-sefializacidon con el receptor de c-Kit. Mas aun, se ha
demostrado que c-Kit activa de manera cruzada el eje JAK2/STAT5 para promover la

hematopoyesis **°.
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En este estudio se observd la activacion de STATS5, sin embargo no hubo diferencia en el nivel
de fosforilaciéon de STATS5 cuando las células fueron incubadas con alguna de las citocinas
individuales, o bien en combinacién. Esta observacién parece indicar que el sistema JAK2/STAT5
es un sistema comun y crucial para la promocién de la migracién de células de cancer cervical
como respuesta a la EPO, al SCF o a ambos. De manera similar, la obstruccién de la via
MAPK/ERK utilizando U0126 etanolato, un inhibidor especifico de las moléculas ERK1/2, elimind
la migracion inducida tanto por EPO, SCF, como por la combinacién de ambos. De manera
similar, un reporte anterior mostrd que la EPO inducia la migracién de células Hela, y que este

163. Los mismos autores

efecto es dependiente de la actividad de la via de las cinasas MAP
reportaron que la activaciéon de esta via de sefalizacion es, a su vez, dependiente de la

actividad de JAK2.

En este estudio, se demostré que la co-administracion de EPO y SCF incrementan
significativamente la migracién de las células InBlI, las cuales tienen una mayor proporcion de
células que expresan c-Kit. Se sabe que el SCF y la EPO inducen la activacion continua de ERK1 /

2 en células eritroides de manera sinergistica 190

. En nuestro caso, la co-estimulacion con SCF y
EPO produjo una activacién sostenida de ERK 1/ 2 en las células InBl. En contraste, el
tratamiento con EPO solo provocd una activacidon modesta y transitoria de estas cinasas. Estos
resultados indican que la co-estimulacion de la migracién de las células InBl con EPO y SCF es
regulada por la via de sefializacion JAK/STATS5 en coordinacion con la activacién sostenida de

ERK 1/ 2.

En resumen, con este trabajo se ha demostrado que la co-estimulacién de células de cancer
cervical con EPO y SCF promueve la migracién y el crecimiento celular independiente al anclaje,
el efecto obtenido es superior a aquel producido por cada una de las citocinas por separado.
Adicionalmente, nuestros resultados sugieren que la co-estimulacién de los receptores EpoR y
c-Kit converge en la activacién de la via JAK2/STAT5, y que esta cascada de sefializacidn es un

importante regulador de la migracion celular. Es importante notar que la estimulacion con SCF
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solo o en combinacién con EPO, indujo la activacion sostenida de ERK 1 /2, y que la inhibicidon

de estas cinasas resulté en la eliminacidn de la migracién.

La metdstasis es un fendmeno complejo, y los resultados reportados en este trabajo proveen
mayor conocimiento acerca de cémo la co-sefializacion desde diferentes receptores puede
inducir la migracién, y sugieren que la migracién podria estar regulada por varias vias de
sefializacion. Por lo tanto, es importante que estudios futuros investiguen multiples cascadas
regulatorias que participen coordinadamente en la migracién, esto facilitard el desarrollo de

acercamientos terpéuticos mas eficaces para combatir el cancer.
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CONCLUSIONES

@ |as células Calo e InBl expresan a los receptores de eritropoyetina y stem cell factor.

* las células en cultivo al ser estimuladas con eritropoyetina recombinante humana
aumentan su capacidad proliferativa, corroborando con ello la funcionalidad del
receptor EpoR. Asimismo, el estimulo con stem cell factor impacté positivamente en la
capacidad de sobrevivencia de los cultivos celulares, indicando que el receptor c-Kit

expresado en los cultivos era funcional.

* |La migracion celular inducida por estos ligandos (EPO y SCF) es observada cuando estos
son adicionados de manera independiente, pero este potencial se exacerba cuando son

usados en combinacion.

@ |a formacion de colonias en estos cultivos se vid claramente influenciada por el

estimulo conferido por SCF.

* las células metastasicas que expresan al receptor c-Kit tienen mayor capacidad

migratoria que aquellas que no lo tienen.

* |as vias de sefalizacion que median la respuesta migratoria son JAK2/STAT5 y

MAPK/ERK.
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PERSPECTIVAS

Los resultados de este trabajo contribuyen al conocimiento sobre el desarrollo de metastasis en
cancer cérvico uterino. Por un lado, el uso de algunos farmacos utilizados como terapia bdsica
para contrarestar la anemia como es el caso de la eritropoyetina podrian conferir estimulo
migratorio en las pacientes diagnosticadas con este padecimiento, sin embargo, seria necesario
corroborar el efecto migratorio de eritropoyetina cuando es usada en combinacién con
guimioterapia en biopsias de cérvix. Por otro lado, con estos resultados vemos que existe un
fuerte potencial para el desarrollo de metastasis cuando el receptor c-Kit es estimulado, en este
contexto, existe una familia de inhibidores de receptores cinasa de tirosina (como es el caso de
c-Kit) que comenzaron a desarrollarse desde finales de los afos noventa y a partir de estos se
han generado inhibidores con diferentes blancos de este tipo de receptores, por lo cual podrian
evaluarse estos farmacos en muestras de pacientes en diferentes estadios de cancer cérvico
uterino, con la finalidad de implementar una terapia de rescate para evitar el desarrollo de

metastasis para este tipo de cancer.
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Co-stimulation with stem cell factor and erythropoietin
enhances migration of ¢-Kit expressing cervical cancer
cells through the sustained activation of ERK1/2
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Abstract. The cytokines erythroporetin (Epo) and stem cell
tors (EpoR and c-Kit), are essential components of normal
phystologacal erythropotests. In earlier studses, we demonstrated
the expression of c-Kit and EpoR in cervical cancer cells_ It was
wdentified that SCF 15 a survival factor, whereas Epo promotes
cell proliferation. Cooperation between EpoR and SCF
cervical cancer has rarely been studied, despite the fact that cell
migration and anchorage mdependent growth are considered
minal steps in metastasis. Thus, the aim of this study was to
analyse the effect of SCF and Epo alone, or in combination,
on the migration and anchorage independent growth of two
cervical cancer-derived cell hines. First, we demonstrated the
expression of EpoR and ¢-Kit i the cell nes. Next, we evalu-
ated anchorage independent growth, and identified that Epo
and SCF produced a modest number of colonies, whereas the
combination Epo/SCF induced a significantly lugher mumber
of colomes. Migration was then evaluated in Boyden chambers
Co-stimulation with Epa/SCF induced a significantly higher
number of mugrating cells than either cytokine alope. SCF-,
Epo- and Epo/SCF induced mugration was inhibstad by blocking
phosphorylation of Janus kinase 2 (JAK?). Accordingly, western
blot analysis demonstrated that the JAK Vsignal transducer and
activator of transenption-5 (STATS) axis was actvatad in all
cases. By contrast, inhibition of extracellular signal-refated
kinase (ERK) 1/2 abrogated nugration induced by SCF and

Epo/SCF only. Concurrently, Epo induced a modest, transient
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activation of ERK1/2, whereas SCF and Epo/SCF prompted a
strong, sustamed phosphorylation of ERK1/2. The results from
this study have revealed that co-stimulation with Epo/SCF
promotes mugration and anchorage mdependent cell growth,
and that co-signalling from EpoR and c-Kit converge on JAKY/
STATS actvation. Furthermore, SCF- and Epo/SCF-induced
mugration depends on the sustained activation of ERK1/2
These results inchicate that co-signalhing from different cytokane
receptors mduces migration, and this sugpests that nugratory
behaviour may be regulated by the cooperative activity of Epo
and SCF in cells expressing their cognate receptors.

Introduction

Erythropasetin (Epo) and stem cell factor (SCF) are key
elements for normal erythropotesis. Epo and SCF are ympor-
tant cytokines that regulate erythrowd progenitor proliferation.
survival and differentiation by binding to their receptors,
EpoR and c-Kit, respectively. The mteraction of Epo and
EpoR induces the activation of EpoR-associated Janus
kinase 2 (JAK2) by transphosphorylation. Activatad JAK?
phosphorylates tyrosine ressdues on the cytoplasmic domain
of the receptor (1) These phosphorylated residues may act as
docking sites for a vanety of Src homology-2 (SH2) domain-
containing proteins, initiating relevant signalling pathways,
including the phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K)AKT,
the mitogen-activated protemn kinase (MAPK Jextracellular
signal-refated kinase (ERK) 172, and the JAK2/signal trans-
ducer and activator of transcription.5 (STATS) pathways,
promoting cell survival (2.3) and proliferation (4).

On the other hand, binding of SCF induces the activation
of ¢-Kit, a tyrosine kinase activity receptor, by transphosphor-
ylation of various tyrosine residues. SH2 domain-containing
signalling proteins are then recruited for the activation of
transduction rowtes, including the PI3K/AKT cascade, which
has been associated with the mhibition of apoptoais (3), the
Sre familiy kinase (SFK) signalling pathway, inducing cell
proliferation (6), the MAPK/ERK route, implicated in the
stimulation of cell migration (7), and the phospholipase C
(PLC) and D (PLD) signalling cascade, which 15 mvolved in
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the protection aganst radiation-induced cell death (8) and the
mpmmindmedbymm:bramboundSCF@)

Cooperation berween EpoR and ¢-Kit erythropoiesis
has been well documented (10-12). However, EpoR and c-Kit
are also expressed in nonerythrosd cells of the normal female
gemital tract (13,14) and cervical tumours (15). The effect of Epo
and SCF on cervical cancer cells has been studied separately. In
a previous study, we demonstrated the expression of functional
c-Kit in cervical cancer cells, and evidence that SCF
15 a survival factor for this type of tumour cell (16). Following
this, we described the presence of an autocrine/paracrine Epo/
EpoR system 1n cervical cancer cells, and demonstrated that
exogenous Epo promotes cell proliferation m a JAK/STAT-
dependent manner (17). In additson, st has been revealed that
activation of EpoR may enhance the migration of cells derived
from head and neck squamous cell carcinoma (18), breast
cancer (19) and cervical cancer (20) Although cooperation
between EpoR and ¢-Kit has been characterised in erythro-
posesis (10-12), less 1s known about co-signalling between Epo
and SCF m cancer. Cell nugration 15 considered the first step
i metastasis, therefore, identification of signalling protems
with the potental to contribute to cell nugration may provide
new insights into how cancer cell migration and metastasis are
regulated. Thus, the atm of this study was to analyse the role
of SCF. Epo and a combmation of Epo/SCF on the anchorage
independent cell growth and mugration of cells denved from
cervical tumours. We identified that co-stimulation of cervical
cancer cells with Epo and SCF promotes migration and
anchorage independent cell growth. This effect 1s significantly
higher than that induced by esther cytokine alone. Inhubition of
JAK? phosphorylation caused a sigmificant reduction of Epo-,
analysss demonstrated the activation of STATS 1 all treatments,
suggesting that co-signalling from EpoR and c-Kit converge on
JAK2/STATS activation. Furthermore, inhibtion of ERK1/2
resulted in the abrogation of Epo-, SCF-, and Epo/SCF-induced
mugration. Western blot analysis demonstrated that stumula-
uon with Epo induced a weak, transient activation of ERK1/2,
whereas admimstration of SCF alone and Epa/SCF, induced a
sustained activation of ERK1/2. Therefore, this suggests that
co-stunulation with Epo/SCF may be regulating mugration
through the activation of multiple different signalling cascades.

Materials and methods

Cell iines and culture. Cervical cancer-denived cell lines were
obtained as previously descnibed (16). InBi cells were derived
from a patent diagnosed with apidermosd, non-keratimized,
metastatsc cervical cancer (FIGO, stage IVB). The CaLo cell
hine was deryved from a tumour aopsy from a patent diagnosed
with epidermoid, non-keratinized cervical cancer (FIGO,
stage [1B). The two cell lines were maintained m Dulbecco's
modified Eagle's Medium (DMEM: Invitro, Mexico City,
Mexico) supplemented with 2% foetal bovine serum (FBS;
Invitrogen Life Technologes, Carlsbad, CA_ USA). The K562
human chronie myelogenous lenkaenua cell line was usad as
a positive control for the expression of EpoR (21). K562 cells
were mantamed tn RPMI-1640 (Invitrogen Life Technologies)
contanmng 10% FBS. All cells were incubated at 37°C m a
humidified atmosphere of 95% air and 5% CO,.
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Western blot analysis. The cells were resuspended n lysis
buffer (50 mM Tns-HCL, pH 74; 150 mM NaCl, 1 mM EDTA;
1% NP40. 0.25% sodium deoxycholate), containing 100 zl/ml
complete proteasa mhabitors cocktail (Roche Apphad Science,
Mannheim, Germany) and 10 pl/ml phosphatase inhuibstors
(Sigma-Aldnich, St. Loms, MO, USA). For the 1solation of
membrane proteins, cells were resuspended 1n a Iysis buffer
contaming 10 mM Tris-HCI (pH 74), 50 mM NaCl, 5 mM
EDTA, 1% Triton X-100 and 005% SDS. Total protesn content
was determined using the DC protein assay kit (BioRad
Laboratones, Hercules, CA, USA) The protemn (30 pg) was
resolved by 10% SDS-PAGE and transferred oato polyvinyli-
dene fluonde (PVDF) membranes (Millipore, Billenca, MA,
USA). Membranes were incubated at 4'C, overmight with
specific antibodies diluted 1:1.000 and then washed and ncu-
bated with the appropriate horseradish peroxidase-conjugated
secondary antibodies diluted 1:5,000 (Zymed Laboratories,
Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), For the
detection of c-Kit, membranes were incubated with a bioti-
(DakoCytomation, Glostrup, Denmark) diluted 1:2,000 for 2 h
at room temperature, followed by incubation with horseradish
peraxidase-conpugated streptavidin (DakoCytomation) diluted
1:3,000 for 2 h at room temperature. Proteins were detected by
chemluminescence using the Amersham ECL plus Western
Blotting Detection System (GE Healthcare Bio-Sciences,
Piscataway, NJ, USA). For the detection of human EpoR. a goat
anti-human EpoR antibody (Sigma-Aldrich) was used, which
was produced using purified recombinant human erythropotetin
soluble receptor as an immunogen. For the detection of ¢-Kat,
a mouse anti-human ¢-Kit from Cell Signalling Technology
Inc. (Danvers, MA, USA) was used. For the study of signal-
g cascades, rabbit ant-STATS, rabbat anti-STATS (phaspho
Tyr 694), rabbut anti-ERK1 and ERK2 (ERK1/2) and rabbat
anu-ERK (phospho Thel85 + The202 + Tyr204 + Tyrl87) were
used, all from GeneTex Inc, (Irvine, CA, USA) As an mternal
coatrol, 3 rabbit anti-GAPDH (GeneTex Inc ) was mncluded.

Flow cytometry. Cells were harvested, fixed in 2% paraformal-
dehyde, and stained with the carboxyfluorescein-conjugated
mouse monoclonal anti-human erythroposetin receptor or
phycoerythrin-conjugated mouse monoclonal anti-human
¢-Kit/CDI7 (R&D Systems, Minneapohs, MN, USA), diluted
1'4 in phosphate-buffered saline (PBS) for 1 h. Cells were
washed with PBS and analysed using a FACScalibur with Cell
Quest software (Beckton Dickinson, San Jase, CA, USA).

Cell proliferation and survival assays. To evalate cell prolifera-
tion, cells were meubated with different concentrations of human
recombunant Epo (1, 10, 20, 30 and 50 Uiml; Sigma-Aldrich)
ar left untreated for 4 days. Proliferation was determined by
the colorimetric MTT assay. To evaluate the effect of SCF on
survival, the cells were incubated in the culture medium without
FBS, treated with 15 U/ml of SCF, or left untreated for 14 days.
Cell viabality was evaluated by the MTT assay.

Cell migration assay. The effect of Epo and SCF on mugra-
tion was evaluated using the QCM™ 24.-well colorimetric
cell migration assay (Chemicon International, Millipore,
Temecula, CA, USA), which is based on the Boyden Chamber

71



MOLECULAR MEDICINE REPORTS & 1895-1902, 2014

nugration assay. The cells were starved by mcubating 12 h
prior to assay in FBS-free medwm. Cells (1x10°) were then
seeded onto the upper chamber in 300 p of FBS.free medm
and then supplemented with 5% bovine serum albumin
(BSA). FBS-free medium (500 pl) containing 5, 10, 20 and
30 U/ml Epo or SCF, or 1020, 10/10 and 3030 U/ml of Epo/
SCF combinations, was Joaded into the lower chambers. As a
negatsve control, FBS-free medium was used. Medium supple-
mented with 10% FBS was wchuded as a positive control. The
plates were mcubated for 24 h Cell migration was determined
by colorimetric measurement at 360 nm.

Soft agar colony formation assay. Cells (1x10° ) were seeded
0.3% agar mn culture medium supplementad with 5% FBS and
30 U/ml Epo or 15 U/ml SCF, or a combination of 30 U/ml Epo
and 15 U/ml SCF, over a fayer of 0.6% agar i 24-well plates
Following 7 days of incubation, colonies were stained with
1% crystal violet in 20% methanol, then imaged and counted.

Inkibinon of receprors and sigralling molecules. To snhabit the
expression of EpoR i the cell membrane, the cells were incu-
bated with 20 zM lovastatin (Si sch), which is a selective
inhibstor of the 3-hydroxy-3-methylghitaryl (HMG)-CoA
reductase, for 20 h at 37°C. Inhibition of surface expression was
evaluated by western blotting of membrane protean extracts
For transsent inhibstion of ¢-Kit pene expression, a commercial
small interfering RNA (siRNA) system was used (Santa Cruz
Biotechnology Inc., CA, USA). Pools of target-specific 19-25
rucleotide stRNA (Santa Cruz catalogue no. 29225) were used
to transfect cells according to the wstructions of the manu-
facturer As a negative control, cells were transfected with
scrambled RNA. Cells were pre-incubated 1 antibiotic-free
culture medmum for 24 h. siRNAs were diluted 1 transfection
medum, mixed with the transfection reagent and incubated at
room temperature for 30 nun. The mixture was overlasd onto
the celis and then mcubated for 7 h at 37°C. Culture mediom
contaning a double concentration of FBS and antibsotics was
incubated for 24 h. The medium was replaced with fresh culture
medium supplementad with 10% FBS and the cells were assayed
48 h later. Expression of ¢-Kit was evaluated by western blotting.
To ihubst the JAK2 phosphorylation, the cells were sincubated
with 10 M Tyrphostin AG390 (Sigma-Aldrich) diluted in
ethanol for 24 h. PI3K was mhibited by incubating the cells with
100 nM Wortmanmun (Sigma- Aldnch) diduted i DMSO for 24 b
To intubit ERK172 kanases, the cells were mcubated with 20 xM
UDI26 ethanolate (Sigma-Aldnch) diluted m DMSO for 24 h

Isolation of ¢-Kit-expressing cells, Columns and reagents were
purchasaed from Milteny: Biotac (Teterow, Germany). For the
1solation of c-Kit (also known as CD117) positive cells, the CD117
to monoclonal mouse anti-human CDII7 antibody, were used
according to the instructions of the mamufacturer Brefly, 1x10°
cells were resuspended m 300 pl of column buffer, then 100 3
of FeR blocking reagent and 100 1 of CDI17 MicroBeads were
added, the cells were incubated for 15 mum at 4°C. Following
washing of the cells, they were resuspended in 500 ul of buffer
LS" columns were attached to the magnet and washed with 3 ml
of buffer, then the cell suspension was apphed onto the column
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The column was washed three times and the unlabeled cells
flowing through were collected for analysis. The column was
removed from the separator magnet, 5 ml of buffer was added
onto the column, and magpencally labelled cells were flushed
out by pushing the plunger mto the column

Statistical analysis. Results are presented as the mean + stan-
dard error (SEM). The t-test was used for the companson
between treatment groups and between cell lines. Confidence
imtervals (CI, 95%) and P values were calculated. The test was
wo-tailed and P<0 05 was considered to mdacate a statistically
significant result

Results

Expression of EpoR and ¢-Kit in CaLo and InBl cells. Expression
of EpoR and c-Kit was investigated m Cal.o and InBl cells
Western blot analysis demonstrated the presence of a band of
the predicted molecular wesght for EpoR (65 kDa) and c-Kit
(145 kDa) 10 CaLo and InBI cells (Fig. 1A). For EpoR to be
functional, it must be translocated to the cell surface. Therefore,
the expression of EpoR 1n the cell membrane was analysed by
flow cytometry As demonstrated in Fig. 1B, membrane expres.
son of EpoR was detected in the CaLo and InBl cell lines. By
contrast, detection of ¢-Kir by western blotting was problematic
and required a biotin-mediated amplification step, suggesting
that the receptor was either expressed at low levels or by a low
number of cells. Therefore, the proportion of ¢-Kit expressing
cells were evaluated by flow . As observed mn Fag 1B,
a population of 12 8% of CaLo cells and 11 4% of InBl cells
revealed a positive membrane expression of ¢-Kit

Exogenous Epo stimulates profiferation of Calo and InBl. In a
previous study, we identified that exogenous Epo induces prolif-
eration of cervical cancer cell lines. Therefore, 10 investigate
whether stimulation wath Epo mduces proliferatzon of CaLo and
InBl, the cell lines were incubated n the presence of increasing
concentrations of Epo. As expected. the cell lines demonstrated a
dose-dependent increass i cell proliferation (Fig. 2A) However,
prohferation of Calo cells was sigmuficantly augmented from
doses >30 U/ml, whereas enhancement of InBl proliferation
was evident from doses >1 U/ml. In fact, throughout the vanous
concentrations of Epo tested, proliferation of InBl was const-
tutively higher than that of CaLo (Fig. 2A). To verify that cell
proliferation was mediated by EpoR, the cells were pre-incubated
with lovastatin, which reduced the cell membrane expression
of EpoR (Fig 2B). As summarnized m Fig. 2C, mcubanon with
lovastatin reverted the prohferation effect induced by 30 U/ml
of Epo, demonstrating that proliferation was mediated by EpoR.

Exogenous SCF induces survival of cells in the absence of
FBS. Inhibiton of SCF expression induces apop-
10515 1 CaLo and InBl cells (16). In the present study, it was
mvestigated whether exogenous SCF would protect cells from
starvation-induced death. As observed i Fig 2D, a small but
significant proportion of Calo cells survived FBS withdrawal
when cultured in the presence of SCF. Of note, InBl cells were
able not only to survive but also to proliferate as a response
to SCF. Intubition of c-Kit expression using stRNA (Fig. 2E)
completely eliminated the effect of SCF (Fig. 2F). These obser-
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Figuse 2. Evaluation of the effect of Epo and SCF ow cervical cancer eells. (A) Calo and InBl cells were incabated with the indicated ations of Epo
Cell number was evaluated by the colorimetnic MTT assay. (B) To demaonstrate that Epo-induced proliferatson was mediated by cell meeobrane EpeR, the
cells were pre-tocabated with bovastatin. The effect of lovastatin on the cell sarface expression of EpoR was investigated by blotting of L

protemn fractions. Detection of GAPDH sxpression was sncluded as a control (C) Cells were pee-treated with lovastatio and then ineubated with 30 UsmL Epo
Cell profiferation was amsessed using the MTT assay. (D) Calo and InBl cells were caltured in FBS-free medmm (wio FBS), in FBS-free medmum contamsng
15 UAnl SCF (wio FBS + SCF) or 1» medmm sapplemented with 10% FBS as a control (FBS) for 14 days. Cell viability was evaluated by an MTT assay. (E) To
demonstzate that the SCF-induced sarvival effect was mediated by o-Kit, cells were transiected with aRNA for transient mhabition of c-Kit gene expressaon
{e-Kut) or with 2 noo-related aRNA (serambled) as a negative control. Expression of o-Kit was evaluated by blosting and d of GAPDH experes-
mmmhd:duacomd (F) Cells were tranafected with specific ¢-Kit aRNA, non-related aRNA (serambled) oc left d Following thas, the
cells were cultured in FBS-free medsum contasming 15 Ul SCF for 7 days. Cell viabsley was evalusted by an MTT assay. "Pet) 05, compared with watreated

contrel values. For (A), (C) and (F), values sepresent the mean of theee 1ndependent experiments and the error bars indscate the SEM. Epo, erythiopowtin, SCF,
stem cell factor; SEM. standazd ersor of the mean; FB5, fostal bovine serum: saRNA. small interfering RNA
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Figwe 3 Effect of Epo and SCF oo anchotage independent growth and cell
wigration. (A) Anchotage independent cell growth was evalusted by soft
agar colomy formation sssays. Cells were seeded in soft agar containing Epo
(30 Uhml), SCF (15 Uml) or 2 combination of Epo and SCF (Epo+SCF) at
the indicated concentrations, for 7 days. Colomes wese stamed and counted. A
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the SEM.“P<0 05, compared with negaty Epo, eryth SCF,
stem cell factor, SEM. standard enroe of the mean, FBS, foetal bovine serum

vations suggest that SCF protects cells from starvation-mduced
death by activating 1its corresponding receptor, c-Kit.

Anchorage independent cell growth and migration are mduced
by a combination of Epo/SCF, Anchorage independent
cell growth has been associated with metastatic potential.
Therefore, it was next evaluated 1f Epo and/or SCF would be
able to stimulate the formation of cell colonies in soft agar. The
results are demoanstrated i Fig. 3A. Admmustration of Epo or
SCF alone produced a modest number of colomes in the cell
lines. By contrast, the combunation of Epo and SCF promoted
a significant increase of cell colonses 1n Calo and a highly
significant increment of cell colony numbers in InBl cells. Cell
migration 15 fundamental for tumour dissenunatson. Therefore,
to investigate whether activation of EpoR and c-Kit induces
cell mugration, the cell lines were seeded on the upper msert
of Boyden chambers, migration was tested in the presence of 5,
10, 20 and 30 U/m] of esther Epo or SCF. As demonstrated
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Fig 3B, Calo cells were stumulated to migrate by Epo and SCF
at the vanous different doses tested. The response of InBl cells
was significantly hugher at 5 U/ml of SCF, wiule only the lugher
concentration of Epo (30 U/ml) induced a sigtuficant number of
mugrating cells (Fig. 3C). Our results appear to indicate that Epo
and SCF alone are associated with mmgration but not with clonal
expansion of cervical tumours. This was 1 contrast with the
combination of Epo/SCF, that was able to shmulate nugration
and colony formation.

Following this, we mvestigated the effect of a combination
of Epo and SCF on the migratory behaviour of InBl cells. Our
results demonstrate that the cell lines respond to Epo and SCF,
thus foe the following experuments, only InBl cells were tested
Three different combinations (1020, 10/10 and 30/30 U/ml) of
Epo/SCF were used. As observed m Fig. 4A_ all of the combina-
nons induced the mugration of InBl, bewng 10020 sigmificantly
tugher. This particular combination was subsequently compared
with the effect of the growth factors alone. The results are
demonstrated i Fig 4B. The proportion of cells magraning as a
response to Epo alone was sigmificantly Jower than that induced
by the combination of cytokine factors. By contrast, the propor-
tion of nugrating cells in the presence of SCF was comparable to
that induced by the combination of growth factors. Our results
appear to suggest that SCF 1s a strong mducer of mugration.
However, as described above, we wdentified that only 114% of
InBl cells express ¢-Kit. Therefore, i order to corroborate that
cells expressing c-Kit would 1n turn mugrate as a response to
SCF. we 1solated c-Kir* cells by utilising paramagnetsc micro-
beads comjugated 1o monoclonal anti-human CD117 antibody
(Fig 4C). The c-Kut* and ¢ Kit cells were tested m a migra-
tion assay mn the presence of Epo, SCF or Epo/SCF (Fig. 4D).
In all of the conditions the proportzon of mugrating ¢-Kat* cells
was significantly higher than the proportion of c-Kir cells.
Additionally, nugration induced by the combination of Epo/SCF
was superior 1o that produced by SCF alone in the c-Kir* cells

Migranon is mediated by the activation of JAK2/STATS and
ERK1/2. Our observations suggest that SCF, Epo and Epo/SCF
mduce the migratson of cervical cancer cells. Binding of soluble
SCF to c-Kit and Epo to its receptor activates three main signal-
ling pathways. Thus, m an attempt to ascertain the participation
of each cascade i mugration, the cells were pre-mcubated with
Tyrphostin AG#90, Wortmannn and U016 ethanolate to
inhibit JAK?, PI3K and ERK1/2, respectively and then tested
i 2 nugraton assay. As depreted 1 Fig. 5A mugration induced
by Epo. SCF and the combination of Epo/SCF was significantly
reduced by ibubiting JAK? phosphorylation. Conversely, mbi-
bition of PI3K resulted in a modest dacrement of migrating cells
By contrast, migration induced by Epo, SCF and Epo/SCF was
abrogated by the mhibition of ERKI/ERK?2. Thus observation
strongly suggests that mgration 15 regulated by JAK2-mediated
signalling and the MAPK/ERK pathway. To corroborate the
activation of these signalling pathways, we evaluated the Epo-,
SCF- and Epo/SCF-mediated phosphorylation of STATS and
ERKI/2 in a time-course expeniment. As demonstrated in
Fig 5B, activation of STATS was evident only 1 mun following
stimulation with Epo, showing maximum phosphorylation at
30 mun. Sumulation with SCF induced a rapd activation of
STATS, presenting a maximum at 1 min following stimulation,
with this response decaying after 30 mm Activation of STATS
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Figare 4 [nduction of mugration by co-stumulaton with Epo and SCF. (A) IaBl cells were 0 lated with the 1ad; d atioss of Epo and SCF
(EpovSCF) in Boyden chambers for 24 h FESfree medsum (<) and medwan sapplemented with 10% FBS were included as a nepative and pesitive control,
tespectively. P 05, Pl 005, compared with the negative controls. (B) InBl cells migration was evalinated in the presence of the combumation of Epo/SCF
that produced the Eighest mugration effect (10/20 Ulml) and compared watls the effect of either cytokine alone. As a negative control, FBS-free medium (-) was

used. Medium supplemented with 10% Fmtumdn*duapw!mol ‘P<0.05, compared with cells lated with Epo'SCF. (C) c-Kit expresung
InBl cells were isolated uning anti-human CDI17 (e-Kit)-cony beads. Isolated ¢-Kit expreszmng cells (-Kit"), and unlabelled cells
(e-Kat) were analysed by fiow oy ¥. At a pegaty 'eKu sing cells were incub nh:pmanmxvpocammlmxbodvmlude‘

anti-c-Kit. (D) Esclated oKt expressing (c-Kat') and wnlabelled (e Kn)hﬂlcdkmnmsudmanuymau 1 the preseace of Epo (10 Uml), SCF
(20 Usnl) or a combination of Epo and SCF (Epo+SCF. JV20 Uiml). As a negative comtrol. FBS free cultwre nsedingm (<) was used. Medsum swpplementad
with 10% FBS (FBS) was incladed as 4 positive control. "P=0 05, "P<0 005, compating o-Kit with c-Kit* cells. For (A), (B) and (D) data tepresent the mean

of three independent experiments and the errot bars indicate the SEM. Epo. erythropotetin. SCF, stem cell factor, FBS, foetal bovine serum. SEM. standard
ertor of the mean

A = Tyrpheatin - Wortmannin - U0126 athanokate
ge - - o p B B
¢ 5y
;. l l i IIII ] I l.

. . . . . . .

e 2 0] Y 3 BT X | T

-+ S e Sie et e G-GM.e oi'ia s Fi.e e

WBBSrie - o & « 4 o & - o ih & v-§ : . 6 -6
8 wo o OO

L2 NNW ¢ 12 W 01D 1000 Ny

v [ v ——
N T e ——— )
o [ee— ce—e—= cmm———

P ————

Figure 5 Effect of inhubition of different signalling pathways on EpoSCFanduced migratics. (A) To inbibar phosphorylation of JAK2, InBl cells were
pre-incobated with 10 M Tyrphostin AG490 diluted mn ethanol for 24 b PDIK was inhibated by pre-incubating the cells with 100 nM Wortmannin dibsted
in DMSO for 24 h. To nhibat ERK1/2 kinases, the cells wese pre-ancubated with 20 yM UD126 ethanolate diluted m DMSO for 24 b Migration mduced by
Epo (10 Usml), SCF (20 Uhml) or a combunation of Epo and SCF was thes evaluated by Boyden chamber 2ssavs. All values reported represent the mean of
three independent experimaents and the error bars indicate the SEM. "P<0.05 comparing cells pre-incubated with the indicated inhibitors with untreated cells
(B) Western blot analysss of STATS and ERK1/2 actrvation in tesposss 10 Epo, SCF, and Epo’SCF stusmlation. InBl cefls were tncubated with Epo (00 Usnl)
SCF (20 Waml) ot EpoSCF (1020 LViml). Protein lysates (30 yg) were anxlysed by 10% SDS-PAGE. Specific protemns wete detected using antibodses to
STATS, pSTATS, ERK1/2 and pERK1/2. GAPDH detection was included as a control. A representative blot from triplicate experiments 15 presented. Epo,

; SCF, stem cell factor; JAK2, Jamms kinase 2; PI3K, pbosplmxivlmmd -3 kinase: ERK, extracellular signal-related knnase; SEM, standard
error of the mean: STATS, =ignal transducer and activatoe of transernp 5; pSTATS, plospho-STATS; pERK, 1/2 phospho-ERK1/2.
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was only detected at 3, 5 and 10 mun following treatment with
the combination of Epo/SCF. Unlike STATS. phosphorylation
of ERK1/2 was weakly induced by Epo. By marked contrast,
SCF, as well as the combination of Epo/SCF, promoted a strong

lation of ERK1/2 from 1 mun following treatment.
Notably, ERK1/2 activation persisted at hagh levels until the
end of the ume-course experiment (60 min)

Discussion

Expenimental evidence demonstrating that Epo contributes
to cellular proliferation of human cancer cells 1s expanding.
Accordingly, Epo has been recemtly associated with prolifera-
tion of renal cell carcinoma (22), melanoma (23), head and neck
cancer (24) and prostate carcinoma (25). In addition, we demon-
strated that Epo promotes cell proliferation of three carvical
cancer-derived cell lines (17). In the present study, it was
observed that Epo simulates proliferation of two more cervical
cancer cell ines. These observations suggest that Epo-induced
proliferation 15 a common feature of this type of cancer. On
the other hand, expression of ¢-Kit receptor has been identified
m cervical cancer tissue samples and cell lines (26). In this
study, we have detected the expression of ¢-Kit m two cervical
cancer-derived cell ines. However, it has been observed that
caly a small proportion (<13%) of the cells were positive for
the expression of the receptor at the cell surface. In sprte of the
Jow number of cells expressing ¢-Kit, SCF induced the survival
of the cells when they were cultivated in the absence of FBS.
Activaton of the SCF/c-Kit axis is crucial for the survival
of various types of cells, including hematopametsc cells (27),
mast cells (28), embryonic stem cells (29) and ovanan cancer
cells (30). Thus observation mndicates that the acuvation of
the ¢ Kit receptor 1n cervical cancer cells contnbutes to the
survival of cells exposed to unfavourable conditions.

To further study the potential for SCF and Epo to support
cervical cancer cells growth, an anchorage independent cell
growth assay was set. The results demonstrated that idividual
admunistration of Epo or SCF mnduced a limited number of
colomes. However, the combination of Epo/SCF produced a
sigmficantly hugher number of colomes, particularly i InBl cells
Previous studies have demonstrated that SCF 1s able to ncrease
the colony-formung potential of colon carcmoma cells (31), and
that Epo augments the oumber of colomes m a modified, o-Kit-
expressng breast cancer cell line (32). However, the coordinated
effect of Epo and SCF on the colony-formung potential of tumour
cells had not been described unnl now. Anchorage independent
growth has been associated with metastatic potantial, but cell
rugration 1s considered to be the first step m metastasis. Of note,
wn this study 1t was identified that nugration of cervical cancer
cells was stimulated by Epo and SCF alone, but was signifi-
cantly enhanced by their co-admumstration. These results are
consistent with an eacher study, which demonstrated that Epo
induced the nugration of HelLa cells, acting as a chemoattractant
under serum-starved conditions (20). Srmularly, induction of
cell migration by SCF has been reported m colon carcinoma
cells (31). The combined effect of Epo and SCF on the mugration
of cancer cells had not been investigated until now.

The results m the present study strongly suggest the cyto-
kines Epo and SCF have a cooperative effect in cervical cancer.
The coalinon of Epo and SCF was initially observed during the

generation of erythrosd blast and colony formung units, where
it was revealed that ¢-Kit, via the interaction with the extended
box 2 region of EpoR, triggered the induction of phosphoryla-
ton of EpoR's tyrosine resadue (33) Additionally, the synergistic
mteractions between Epo and SCF appears to be due to
co-signalling. EpoR and ¢-Kit share three basic signalling path-
ways, JAK/STAT, PBK/AKT and MAPK/ERK. In the present
study, it was identified that the inhibition of JAK? elimmated
Epo/SCF-induced mugration. In this context, Hong ef @l (12)
reported that the JAK2 binding site in the EpoR 1s essential
for co-signalling with ¢-Kut receptor. Furthermore, ¢-Kit has
been demonstrated to cross-talk with the JAKY/STATS axis
to promote haematoposesis (34). In this study we observed the
activation of STATS, however, there was no difference between
the level of STATS phosphorylation induced by either cytokine
alone or i combination. These observations mdicate that the
JAK2/STATS system, although not directly activated by these
cytokines, 15 crucial in promoting nugration as a response to
Epo. SCF and Epo/SCF sumulation in cervical cancer cells.

Simtlarly, obstruction of the MAPK/ERK pathway using
the ERK1/2-specific inlibitor U126 ethanolate, eliminated
Epo-, SCF- and Epo/SCF-mduced cell migration. Consistent
with these data. an earhier study identified that the migraton
of Hel.a cells was induced by Epo i a MAPK.dependant
manner (20). The authors also described that the activation
of this pathway was, in turn, dependent on JAK2 activity.
In the present study, it was observed that co-adminsstration
of Epo and SCF sigmficantly increased migration of InBl
cultures enriched with ¢-Kir* cefls. SCF and Epo have been
demonstrated to tnduce the continuous activation of ERK1/2 1
erythroud cells synergistically (35). In this study, it was revealed
that co-stimulation with SCF and Epo produced a sustamed
actsvation of ERK1/2 in InBl cells. Notably, treatment with Epo
caused a modest and transient activation of ERK1/2, whereas
treatment with SCF prompted a sustained activation of these
kinases. MmuhsmdscatmEpolSCFoo-mhnonof
InBI cells migravon is regulated by the JAKZ/STATS axis i
coordination with a sustained activahon of ERK1/2.

In summary, we have demonstrated that co-stunulation of
cervical cancer cells with Epo and SCF promotes migration
and anchorage independent cell growth, which are effects that
are supenor to that promoted by ether cytokine alone In addi-
tion, our results suggest that co-signalling from EpoR and c-Kit
converge on JAKY/STATS actvation. being that this signal-
hing pathway is an umportant regulator of mgration. Of note,
stimulation with SCF alone as well as Epo/SCF in combina-
ton, induced a sustained activation of ERK1/2 and inhibition
of ERK1/2 resulted in the abrogation of migration. Metastasis
15 a complex 1ssue and these results provide important insights
mto how co-signalling from different receptors induces migra-
tion, and suggests that mugration may be regulated by a variety
of signalling pathways. Therefore, future studies investigating
multiple regulatory cascades participating 1o mugration would
facilitate the development of more efficacious therapeutic
approaches in the treatment of cancer.
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PALABRAS CLAVE

EPO Eritropoyetina (ligando de EpoR).

SCF Stem Cell Factor (ligando de c-Kit).

EpoR Receptor de eritropoyetina.

c-Kit Receptor de stem cell factor.

Calo Linea celular de carcinoma cervical epidermoide de células

grandes no keratinizadas (NO METASTASICAS).

InBI Linea celular de carcinoma cervical epidermoide de células
grandes no keratinizadas (METASTASICAS).

rHUEPO Eritropoyetina Recombinante Humana.
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