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DESCRIPCION

Método de prediccién de la malignidad del cancer de préstata mediante la deteccion de la expresion de la quinasa
relacionada con la proteina quinasa C, PRK1

[0001] La presente invencion se refiere a un método de prediccion de la malignidad del cancer de préstata como se
define en la reivindicacion 1.

[0002] Las modificaciones postranslacionales de las hlstonas tales como la metilacion, la acetilacion y la fosforilacion,
regulan la estructura de cromatina y la expresion genlca Los residuos de treonina y serina son fosforilados por
quinasas especificas que permanecen bajo el control de rutas de sefializacion. No se ha vinculado a la regulacion
transcripcional una fosforilacion de la hlstona H3 en la treonina 11 (H3T11). Se ha descubierto que la quinasa 1
relacionada con la proteina quinasa C (PHK1) fosforila la H3T11 tras el reclutamiento ligando-dependiente en genes
diana de receptores de andrégenos (AR). La fosforilacion de H3T11 es un evento inicial que precede a la desmetilacion
de mono-, di- y trimetil-histona H3 en la lisina 9 por JMJD2C y demetilasa 1 lisina-especifica (LSD1), y la PRK1 es
fundamental para la funcion de los AR, puesto que el silenciamiento de la PRK1 mediante inhibicion del RNAi o de la
PHK1 mediante tratamiento con Ro318220 impide la expresion génica AR-dependiente. El bloqueo de la funcién de
RPK1 anula la fosforilacién inducida por andrégenos de H3T11, pero también bloquea en consecuencia la desmetilacion
de la mono-, di- y trimetil-H3K9, asi como la acetilacion de la histona H3 en las lisinas 0 y 14 (H3K9 y H3K14). Ademas
ya no se observa en los promotores diana de AR la presencia de serina 5-RNA polimerasa |l fosforilada. Asi, la
fosforilaciéon de H3T11 por PRK1 establece una nueva marca epigenética para la activacion transcripcional, identificando
la PRK1 como guardian de la expresion génica regulada por AR. Esta ruta es de la maxima importancia puesto que el
silenciamiento de la PRK1 en las células de cancer de prdstata inhibe la activacion transcripcional inducida por
androgenos y la proliferacion de las células tumorales. Asi, nuestros datos sugieren que la regulacidon génica especifica
requiere el ensamblaje y la accion coordinada de quinasas y demetilasas. Ademas, la regulacion de la actividad PRK1
en solitario o en combinacién con LSD1 y JMJD2C podria ser una prometedora estrategia terapéutica para controlar la
actividad de AR en el cancer de prostata. Y es importante el hecho de que los altos niveles de PRK1 se correlacionan
positivamente con los altos puntajes de Gleason de los carcinomas de prostata, permitiendo que la presente invencion
sea usada en la puntuacion de los carcinomas de prostata.

[0003] Las colas N-terminales de las histonas estan sometidas a una plétora de modificaciones postransIaC|onaIes tales
como acetilacion, fosforilacion y metilacion por especificas enzimas modificadoras de la cromatina’. Durante la
expresion génica, estas modificaciones influencian la estructura de la cromatina para facilitar el ensamblaje de la
magquinaria de transcripciéon de la RNA polimerasa '3 La expresion génica dependiente de los receptores de
androgenos (AR) esta caracterizada por cambios epigenéticos tales como la eliminacién de las marcas metllo represivas
de la lisina 9 de la histona H3 (H3K9)*° y la acetilacion de las lisinas 9y 14 de la histona H3 (H3KP/K14)°. Sin embargo,
se sabe poco acerca de los reguladores del lado de cabeza que gobiernan estas modificaciones epigenéticas. Puesto
que la quinasa 1 relacionada con la proteina quinasa C (PRK1) controla la expresién génica AR- dependlente 0s
preguntamos si la sefializacion de PRK1 regula eventos epigenéticos en los genes diana de AR.

[0004] EIl articulo de Metzger et al. titulado “A novel inducible transactivation domain in the androgen receptor
implications for PRK in prostate cancer’”, EMBO Journal, vol. 22, N° 2, 15 de enero de 2003, paginas 270-280, da a
conocer una fuerte sobreexpresion de PRK1 en el carcinoma de préstata y coexpresion de receptor de andrégenos y
PRK1 in vivo.

[0005] Era un objeto de la invencion el de aportar unos medios para puntuar los canceres de prostata, y en particular un
método ejecutado fuera del cuerpo humano o animal como se define en la reivindicacion 1.

[0006] La memoria descriptiva también da a conocer el uso de al menos un anticuerpo con especificidad para al menos
una quinasa relacionada con la proteina quinasa C (PRK) para la fabricacion de una composicién capaz de puntuar los
carcinomas de prostata.

[0007] La invencion se refiere a un método que es puesto en ejecucion fuera del cuerpo humano o animal para puntuar
carcinomas de prostata en una muestra de tejido, comprendiendo dicho método un reactivo para detectar la presencia
de PRK1. En una realizacién preferida del sistema de analisis dicho reactivo es seleccionado de entre los miembros del
grupo que consta de anticuerpos contra PRK1.

[0008] Se describe mas detalladamente la invencion haciendo referencia a las Figuras adjuntas.
Leyendas de las Figuras
[0009] Figura 1: La PRK1 controla la expresion génica AR-dependiente y se asocia con la cromatina. Se cultivaron

células LNCaP en presencia o en ausencia del agonista de AR R1881; el silenciamiento de PRK1 mediado por miRNA
(a) o bien el inhibidor de PRK1 R0318220 (b) reducen la expresion de los genes PSA y KLK2 enddgenos (a, cuadro de
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la izquierda. b); el analisis Western blot (a, cuadro de la derecha) verifico el silenciamiento especifico de PRK1 mediado
por miRNA; las barras representan la media +SD (SD = desviacion estandar) (n > 4). La ChIP (ChIP =
inmunoprecipitacion de cromatina) y la Re-ChIP (Re-ChIP = inmunoprecipitacién secuencial de cromatina) (c) usando
los anticuerpos indicados demuestran la asociacion andrégeno-dependiente de la PRK1 en el promotor de genes
regulados por AR. La cromatina precipitada fue amplificada por PCR (PCR = reaccién en cadena de la polimerasa)
usando cebadores que flanquean a los AREs (AREs = elementos de respuesta a los andrégenos), la regién promotora
de los genes PSA Y KLK2, o los promotores de los genes GAPDH y U6 no afines.

[0010] Figura 2: La PRK1 fosforila la histona H3 en la treonina 11 (H3T11). GST (GST = glutationa S-transferasa) y
fragmentos de GST-3 expresados bacterianamente (a, b) o nucleosomas de células HelLa (c) fueron incubados por
espacio del periodo de tiempo indicado con PRK1 activa o la PHK1 mutante sin actividad quinasa K644E en presencia o
en ausencia del inhibidor Ro318220. La coloracién con azul de Coomassie muestra las cantidades de proteinas de
fusion con GST usadas (a y b, cuadros inferiores). Los Western blots fueron decorados con los anticuerpos indicados
(c). Células LNCaP (d, e) fueron cultivadas en presencia o en ausencia del agonista de AR R1889, transfectadas con
RNAI Stealth, y sometidas a ChIP con los anticuerpos indicados. La cromatina precipitada fue amplificada por PCR
usando cebadores que flanquean a los AREs en la region promotora de los genes PSA y KLK2. El analisis Western blot
(d, cuadro de la derecha) verifico el especifico silenciamiento de PRK1 mediado por siRNA.

[0011] Figura 3: La PRK1 controla las modificaciones epigenéticas de la histona H3 y la expresion génica AR-
dependiente. Para la ChIP (a, b, f, g) y las transfecciones transitorias (c, d, e), las células fueron cultivadas en presencia
0 en ausencia del agonista de AR R1881 y del inhibidor Ro318220 como se indica. Células LNCaP fueron transfectadas
con RNAI Stealth (a, f). Los analisis de ChIP fueron llevados a cabo con los anticuerpos que se indican. La cromatina
precipitada fue amplificada por PCR usando los cebadores que flanquean a los AREs en la region promotora de los
genes PSA y KLK2. Para las transfecciones transitorias, células CV1 (c, e) o 293 (d) fueron cotransfectadas con
plasmido de expresion de AR e informadores AR-dependientes. Las barras representan la media + SD (n > 4).

[0012] Figura 4: Los niveles de PRK1 se correlacionan positivamente con la malignidad del cancer de prostata y la
proliferacion de células tumorales de control. La correlacion de la alta expresion de PRK1 con el alto puntaje de Gleason
en un panel de 111 carcinomas de prostata humana es altamente significante: r = 0,499, p < 0,001. Se incluyen como
control (a) muestras de préstata normal (n = 20). En las células LNCaP, el silenciamiento de PRK1 mediado por miRNA
reduce severamente la proliferacion celular inducida por R1881. Las barras representan la media +SD (n > 4) (b).

[0013] Figura Suplementaria S1: La PRK1 controla la expresion génica AR-dependiente. Células LNCaP fueron
cultivadas en presencia o en ausencia del agonista de AR R1881. El silenciamiento de PRK1 mediado por miRNA (a) o
el inhibidor Ro318220 (b) reducen severamente la actividad informadora AR-dependiente. Las barras representan la
media + SD (n > 4).

[0014] Figura Suplementaria S2: En lisados de células 293, la presencia de proteinas PRK1 usadas para el analisis de
la quinasa fue verificada mediante analisis Western blot usando un anticuerpo a-myc (a) o un anticuerpo a-flag (b).

[0015] Figura Suplementaria S3: Los anticuerpos a-fosfoH3T11 que se usaron para los analisis Western blot (a) y para
los ensayos de ChIP (b) reconocieron especificamente al H3 fosfo T11. Con 1 ug del péptido indicado se moted
nitrocelulosa (Protran BA 79, Schleicher & Schuell). El péptido H3 1-20 fue obtenido de la Peptides & Elephants. Los
péptidos H35-13 fosfoS10 y H3 5-13 fosfoT11 fueron obtenidos de la Abcam. Los Westerns blots fueron decorados
como se indica. Los controles presentan iguales cantidades de péptidos coloreados con rojo de Ponceau (a, b, cuadros
inferiores).

[0016] Figura Suplementaria S4: El AR, la PRK1 K644E, la JMJD2C y la LSD1 no influencian la actividad
transcripcional del informador de control TK-LUC. Células GV1 (a, ¢) o 293 (b) fueron cotransfectadas con plasmidos de
expresion y el informador TK-LUC en presencia o en ausencia de R1881 y Ro318220, como se indica. Las barras
representan la media + SD (n > 4).

[0017] Se describe a continuacion mas detalladamente la invencién haciendo referencia a las Figuras.

[0018] Mediante los procedimientos que se dan conocer en la memoria descriptiva se controla bajo condiciones de
fosforilacion de las histonas al menos un mecanismo regulado por andrégenos (regulado por AR) en las células de
mamifero. Tales mecanismos regulados por AR son numerosos en el cuerpo de los mamiferos (el cual es el principal
pero no exclusivo objetivo de la presente invencion, puesto que se considera que todos los procesos que se dan
conocer en la memoria descriptiva se producen ya sea in vivo o bien in vitro) y son perfectamente conocidos para un
experto en el presente campo de la técnica. Las realizaciones preferidas (aunque no exclusivas) de los mecanismos
regulados por AR en las células de mamifero son todas ellas procesos fisioldégicos controlados por el receptor de
andrégenos (AR), tales como procesos seleccionados de entre los miembros del grupo que consta de la expresion
génica controlada por los receptores de androgenos y la proliferacion celular inducida por andrégenos y la funcién de la
prostata inducida por andrégenos y la formacién de musculos inducida por andrégenos y la formacién de los huesos
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inducida por androgenos, y preferiblemente el control de la densidad ésea inducido por andrégenos, y la fertilidad
inducida por andrégenos y el crecimiento capilar de un mamifero inducido por andrégenos.

[0019] A este respecto, el vocablo “mamifero” tiene el significado de abarcar a todos los animales (incluyendo los
humanos) que nutren a la progenie mediante lactancia. La invencion no queda limitada a los humanos, e incluye a otros
mamiferos tales como por ejemplo el ganado bovino, los caballos, los monos, los perros, los gatos, los conejos, etc.

[0020] En el sentido en el que se la utiliza en la memoria descriptiva, la expresion “bajo condiciones de fosforilacion de
las histonas” significa que las células de mamifero en observacién son mantenidas en un estado en el que las
modificaciones de las histonas mediante reacciones de condensacion en ciertos residuos con residuos con contenido de
fésforo, y en particular con residuos fosfato, pueden ser realizadas bajo condiciones biolégicamente aceptables o
condiciones equiparables a las condiciones biolégicas y opcionalmente en presencia de adecuadas enzimas
catalizadoras. Preferiblemente, la fosforilacion se produce en la histona H3 en la treonina 11 (H3T11).

[0021] En el sentido en el que se le utiliza en la presente descripcion, el vocablo “modulacion” significa todo cambio en
la actividad de la enzima, ya sea en el sentido de una aceleraciéon o bien en el sentido de una desaceleraciéon. En
realizaciones preferidas de la invencion, la actividad de PRK es modulada en el sentido de una regulacién a la baja, es
decir, en el sentido de una desaceleracién de la quinasa, la cual es una reaccién en virtud de la cual, en casos
especificos y preferidos, es bloqueado en la célula de mamifero el mecanismo regulado por (al menos un) receptor de
androgeno y catalizado por PRK.

[0022] En el sentido en el que se le utiliza en la presente descripcién, se entiende que el vocablo “medicamento”
significa agentes o composiciones farmacéuticamente eficaces (comprendiendo éstas ultimas, ademas del agente
farmacéuticamente eficaz, adicionales agentes eficaces y/o sustancias auxiliares tales como, por ejemplo, cargas,
solventes, recubrimientos y otras sustancias auxiliares perfectamente conocidas) que tienen un efecto preventivo o
terapéutico en al menos una parte (como p. €j. una célula o un grupo de células) del cuerpo de un mamifero, asi como
sustancias y composiciones que puedan ser usadas a efectos diagnosticos o a otros efectos médicamente Utiles, como
por ejemplo (en el caso presente) para la puntuacién y evaluacion de ciertas células (o de su estado de salud). Un
ejemplo es la puntuacién de células de carcinoma de préstata.

[0023] Con respecto a la expresion “controlando al menos un mecanismo regulado por AR en una célula de mamifero”,
se hace referencia a la explicacion que se ha dado anteriormente.

[0024] La memoria descriptiva también da a conocer el uso de al menos un anticuerpo con especificidad para al menos
una quinasa relacionada con la proteina quinasa C (PRK) para la fabricaciéon de una composicion, como por ejemplo un
método ejecutado fuera del cuerpo humano o animal y capaz de puntuar los carcinomas de prostata. Se considera que
un método de este tipo es capaz de suplementar al, incrementar la fiabilidad del y, en el futuro, sustituir al sistema de
puntuacién de Gleason del estado de la técnica que se usa para puntuar el grado de malignidad y diferenciacion tisular
del cancer de préstata.

[0025] EI correspondiente método comprende como componentes minimos al menos un anticuerpo especifico de PRK,
el sustrato (que habitualmente es la muestra de tejido a investigar fisiolégicamente) y agentes auxiliares tales como, por
ejemplo, tampones y agentes de ajuste del valor pH, siendo dichos agentes auxiliares perfectamente conocidos para un
experto en la materia y estando los mismos a su disposicién de acuerdo con el método a ejecutar.

[0026] Se describe a continuacién mas amplia y detalladamente la invencion en conexién con los experimentos llevados
a cabo por los inventores.

[0027] Para iniciar nuestro estudio, analizamos el efecto del silenciamiento de la PRK1 en la expresion de los genes
diana de AR enddgenos. Células de tumor de préstata LNCaP fueron transducidas con lentivirus que expresan miRNAs
dirigidos contra la PRK1, lo cual redunda en una eficaz y especifica regulacion a la baja de la PRK1 enddgena (Fig. 1a,
cuadro de la derecha).

[0028] Los analisis cuantitativos por RT-PCR (RT-PCR = transcripcidn inversa-reaccién en cadena de la polimerasa)
demuestran que la reduccion de los niveles PRK1 menoscaba en gran medida la expresion inducida por andrégenos de
genes diana de AR enddgenos tales como el Antigeno Especifico de la Préstata (PSA) o la calicreina 2 (KLK2) (Fig. 1a,
cuadro de la izquierda). Por afadidura, el tratamiento con el inhibidor de PRK1 Ro318220 2 impide severamente la
expresion inducida por andrégenos de los genes diana de AR, demostrando que la actividad quinasa de la PRK1 es
esencial para la funcién de los AR (Fig. 1b). Analogamente, el silenciamiento de la PRK1 mediado por miRNA o el
tratamiento con Ro0318220 redunda en una fuerte disminucién de la expresion inducida por ligandos de varios
informadores AR-dependientes (Fig. Suplementaria S1 a, b).

[0029] Para investigar si la PRK1 se asocia con la cromatina in vivo, células LNCaP fueron sometidas a
inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP) en presencia o en ausencia del agonista de AR R1881. La PRK1 se asocia con
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los elementos de respuesta a los andrégenos (AREs) situados en los promotores de los genes PSA y KLK2 de manera
ligando-dependiente (Fig. 1c, cuadro de la izquierda). El reclutamiento de PRK1 en la cromatina es especifico puesto
que no es enriguecido el DNA que corresponde a los promotores de los genes GAPDH y U6 no afines.

[0030] Para demostrar que la PRK1 y el AR estan presentes en el mismo complejo sobre los promotores de PSA y de
KLK2, células LNCaP tratadas con R1881 fueron sometidas a inmunoprecipitacion secuencial de cromatina (Re-ChlP),
primeramente con un anticuerpo a-AR y luego con un anticuerpo a-PRK1. Es importante el hecho de que las regiones
que contienen elementos de respuesta a los andrégenos son especificamente enriquecidas, lo cual demuestra que la
PRK1 y el AR forman un complejo sobre cromatina de manera ligando-dependiente (Fig. 1c, cuadro de la derecha).

[0031] Para comprender como la asociacion de la PRK1 y del AR con la cromatina redunda en una expresion génica
incrementada, realizamos ensayos para comprobar si la PRK1 fosforila directamente la cola N-terminal de la histona H3.
Myc-PRK1 y la PRK1 mutante sin actividad quinasa identificada con indicador K644E 2 fueron inmunoprecipitadas a
partir de lisados de células 293 con un anticuerpo a-myc o un anticuerpo o-flag, respectivamente (Fig. Suplementaria S2
a, b) e incubadas con GST-H3 1-44 expresada bacteriamente y purificada o proteina de control GST. La GST-H3 1-44
es fosforilada por la PRK1, pero no por la PRK1 K644E (Fig. 2a). La proteina de control GST no es fosforilada,
demostrando asi especificidad. Ademas, la adicién de Ro318220 bloquea completamente la fosforilacion de GST-H3 10J
44 por la PRK1 (Fig. 2a).

[0032] El mapeo de delecién reveld que tan solo el fragmento de histona H3 que abarca los residuos de aminoacidos 1
a 15 (H3 1-15), pero no los residuos H3 16-30 o H3 39-44, es fosforilado por la PRK1 recombinante purificada (Fig. 2b).
Y lo que es mas importante, la mutacién de treonina 11 a alanina en H3 1-15 (H3 1-15 T11A) suprime la fosforilacion,
demostrando que la PRK1 se direcciona a la histona H3 en la treonina 11 (H3T11) (Fig. 2b). Ademas incubamos
nucleosomas purificados de células HeLa con PRK1 recombinante en presencia o en ausencia de Ro318220. El analisis
Western blot, llevado a cabo con un anticuerpo especifico a-fosfoH3T11 (Fig. Suplementaria S3 a) demuestra que la
PRK1 fosforila los nucleosomas en H3T11 (Fig. 2c). Esta fosforilacidon es bloqueada por el Ro318220 (Fig. 2c).

[0033] Para determinar si la PRK1 controla la fosforilacion de H3T11 en los promotores de genes regulados por AR in
vivo, células LNCaP fueron primeramente transfectadas con un siRNA de control no afin o con un siRNA dirigido contra
PRK1, en presencia o en ausencia de R1881, y fueron luego sometidas a ChIP. La adicién de ligando redunda en
fosforilaciéon de H3T11 en los AREs (AREs = elementos de respuesta a los androgenos) de los promotores de PSA y
KLK2 (Fig. 2d, cuadro de la izquierda). La fosforilacion inducida por andrégenos en H3T11 es PRK1-dependiente puesto
que es bloqueada por el silenciamiento de la PRK1. La deplecion de PRK es especifica y no afecta a los niveles de AR
enddgenos (Fig. 2d, cuadro de la derecha). Para corroborar que la fosforilacion de H3T11 inducida por andrégenos es
ejecutada por PRK1, células LNCaP fueron cultivadas en presencia o en ausencia de Ro318220 y sometidas a ChlP.
Como era previsible, el Ro318220 bloguea eficazmente la fosforilacion de H3T11 inducida por ligandos (Fig. 2e).

[0034] Tomados juntamente, estos datos demuestran que la PRK1 fosforila la H3T11. Es importante el hecho de que la
fosforilacién de H3T11 va asociada a la expresion génica AR-dependiente, introduciendo asi la H3T11 fosforilada como
nueva marca epigenética para la activacion transcripcional.

[0035] Puesto que la expresion ligando-dependiente de genes diana de AR exige la eliminacién de las marcas metilo
represivas de la H3K9* y la acetilacion de la histona H3K9/K14°, analizamos si la PRK1 controla cambios en estas
marcas epigenéticas. Por consiguiente, células LNCaP cultivadas en presencia o en ausencia de R1881 fueron
transfectadas con un siRNA de control no afin o bien con un siRNA dirigido contra la PRK1 y sometidas a ChIP. La
desmetilacién ligando-inducida de tri-, di- y monometil H3K9 en los AREs de los promotores de PSA y KLK2 es
severamente menoscabada por el silenciamiento de la PRK1 (Fig. 3a). Ademas es también bloqueada la acetilacion
ligando-inducida de H3K9/K14 (Fig. 3a). Analogamente, la inhibicion de la actividad de PRK1 por el Ro318220 redunda
en una pérdida de desmetilacion de H3K9 y acetilacion de H3K9/K14 (Fig. 3b), poniendo en evidencia que la actividad
quinasa de PRK1 es fundamental para controlar estas alteraciones epigenéticas en los genes diana de AR.

[0036] Como se ha demostrado anteriormente, la Jmup2ct yla LSD1° eliminan las marcas metilo represivas de la H3K9
durante la transcripcion AR-dependiente. Puesto que la PRK1 controla la desmetilacion de la H3K9, investigamos el
efecto reciproco entre la PRK1 y las demetilasas durante la expresion génica en las transfecciones transitorias. La
coexpresion de AR con JMJD2C (Fig. 3c y ref. 4) o bien con LSD1 (Fig. 3d y ref. 5) redunda en una fuerte activacién
ligando-dependiente de los informadores PSA-LUC o MMTV-LUC. La coactivacion por parte de las demetilasas es
anulada por la PRK1 K644E, que actia como un mutante negativo dominante, o bien por el tratamiento con Ro318220.
Para examinar el efecto de la PRK1 K644E en la estimulacién cooperativa de la actividad de AR por parte de la JMJD2C
y de la LSD1, expresamos ambas demetilasas en cantidades limitadas que en solitario no activan los AR, pero
juntamente inducen una fuerte superactivacion de los AR*. Como se muestra en la Figura 3e, la PRK1 K644E bloquea la
estimulacién cooperativa de la actividad de AR. El TK-LUC informador de control no se ve afectado por la PRK1 (Fig.
Suplementaria S4 a-c). Colectivamente, estos datos demuestran que la sefalizacion de PRK1 controla la activacion
transcripcional de los AR por parte de las demetilasas JMJD2C y LSD1.
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[0037] La iniciacion de la transcripcion requiere una transicion de la preiniciacion al complejo de iniciacion que esta
caracterizada por la fosforilacion de la RNA pollmerasa Il en la serina 5 en el dominio de repeticién C-terminal (S5-P
CTD pol Il) por parte del componente CDK7 del TFIIH®. Para determinar si la deplecién o inhibiciéon de la PRK1 interferia
en la formacién del complejo de iniciacion transcripcional en los promotores regulados por AR, llevamos a cabo ChIP
usando un anticuerpo que reconoce especificamente a la S5-P CTD pol Il. Es importante el hecho de que el
silenciamiento de la PRK1 o el tratamiento de células con Ro318220 redunda en la pérdida de S5-P CTD pol Il en los
promotores de PSA y KLK2. En contraste con ello, no se ve afectado el reclutamiento de RNA polimerasa Il, como se
demuestra mediante ChIP usando un anticuerpo dirigido contra el dominio N-terminal de la RNA polimerasa Il (a-NTD

pol Il) (Fig. 31, g).

[0038] Tomados juntamente, estos datos demuestran que la PRK1 no tan sélo controla cambios en marcas epigenéticas
en la histona H3, sino que también regula la transicién de la preiniciacion al complejo de iniciacion.

[0039] Para aclarar la importancia fisiolégica de la PRK1, investigamos los niveles de PRK1 in vivo inmunocoloreando
un panel de 20 préstatas humanas normales y 111 carcinomas de prostata en matrices (“microarrays”) de tejido. La
cuanhﬂcacnon de la inmunorreactividad puntuando la intensidad de coloracion y el porcentaje de células de carcinoma
posmvas revela que la alta expresion de PRK1 se correlaciona significantemente con los altos puntajes de Gleason e
indica la biologia agresiva de los tumores (Fig. 4a).

[0040] Ademas, para examinar si la PRK1 regula la proliferacion de células tumorales, procedimos a supervisar el
crecimiento celular dependiente de andrégenos cuantificando la proliferacion de células LNCaP infectadas con pLenti6l]
miRNA-PRK1. Al establecer la comparacion con células que expresan un miRNA de control no afin, se ve que la
proliferacion de células LNCaP inducida por andrégenos se ve espectacularmente reducida por el silenciamiento de la
PRK1 (Fig. 4b), subrayando asi la importancia de la PRK1 en el control del crecimiento AR-dependiente de las células
tumorales.

[0041] En resumen, demostramos que la H3T11 fosforilada es una nueva marca epigenética para la regulacion
transcripcional. La fosforilacion de la H3T11 es ejecutada por la PRK1 de manera andréogeno-dependiente. Controlando
los subsiguiente pasos de activacion génica tales como la desmetilacién de la tri-, di- y monometil H3K9, la acetilacion
de la H3K9/K14 y la presencia de S5-P CTD pol Il en los promotores diana, la PRK1 funciona como guardian de la
expresion génica regulada por AR. Es de importancia nuestra observacion de que inhibidores tales como el Ro318220
controlan la actividad quinasa de la PRK1 y con ello regulan los AR. Asi, la modulacién especifica de la actividad de
PRK1 es una prometedora estrategia terapéutica en el tratamiento del cancer de préstata, donde el AR es fundamental
para el control de la proliferacion de las células tumorales.

Ejemplos
Plasmidos

[0042] Se han descrito anteriormente los plasmidos siguientes: pSGS -AR, pCMX-flag, pCMV-flag-PRK1 K644E,
pcDNA3- myc- -ANPRK1, TK-LUC, MMTV-LUC, Probasin-LUC y PSA-LUC? pCMX-flag-JMJD2C*, pCMX-flag-LSD1 5,
GST-H3 1-44°,

[0043] Para construir los constructos pLenti6-miRNA1-PRK1, pLenti6-miRNA2-PRK1, pGW-miRNA1-PRK1 y pGW[
miRNA2-PRK1, el DNA que corresponde a miRNA1-PRK1 (5’0
TGCTGATTGCTGTAGGTCTGGATCATGTTTTGGCCACTG  ACTGACATGATCCACCTACAAT-3"  (Protocolo  de
Secuencia: 1) y 5-CCTGATTGCTGTAGGTGGATCATGTCAGTCAGTGGCCAAAACATGA TCCAGACCTACAGCAATCL]
3’) (Protocolo de Secuencia: 2) y miRNA2-PRK1 (5-TGCTGTTACTGTCCTGCAACATCTGCGTTTTGGCCA
CTGACTGACGCAGATGTCAGGACAGTAA-3 (Protocolo de Secuencia: 3) y (5’0
CCTGTTACTGTCCTGACATCTGCGTCAGTCAGTGGCCAAAACGCA GATGTTGCAGGACAGTAAC-3') (Protocolo de
Secuencia: 4) fue clonado en plLenti6/V5-DEST y pcDNA-6,2-GW-EmGFP segun las instrucciones del fabricante
(Invitrogen). Para construir GST-H3 1-15, GST-H3 1-15 T11A, GST-H3 16-30 y GST-H3 29-44, los correspondientes
fragmentos de cDNA fueron clonados en pGEX4T1. A peticion pueden facilitarse los detalles de la clonacion.

Cultivo y transfeccion celular

[0044] Células CV1 y LNCaP fueron cultivadas y transfectadas como se ha descrito 2. Fueron transfectadas las
cantidades siguientes por pocillo: 500 ng de MMTV-LUC, Probasin-LUC o PSA-LUC; 25 ng de plasmido de expresion de
AR; 200 ng (Fig. 3e) 0 400 ng (Fig. 3c, d) de los plasmidos de expresiéon de LSD1 o JMJD2C; 150 ng de PRK1 K644E y
1000 ng del plasmido de expresion de miRNA-control, miRNA1-PRK1 o miRNA2-PRK1 (Fig. Suplementarla S1 a). Las
células fueron cultivadas por espamo de 18 horas en presencia o en ausencia de R1881 1 x 107'°M (Sigma) y Ro318220
2,5x 10 °M (Flg 3d) 0 4,5 x 10"°M (Fig. 3c) (Roche) como se ha indicado. La actividad de luciferasa fue analizada como
se ha descrito %. Todos los experimentos fueron repetidos al menos cuatro veces por duplicado.
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Generacion del anticuerpo parala PRK1
[0045] El anticuerpo policlonal para la a-PRK1 de conejo fue generado segun procedimientos estandar.
Inmunoprecipitacion de cromatina

[0046] Fueron llevados a cabo experimentos de ChIP y Re-ChIP como se ha descrito % Células LNCaP fueron
cultivadas por espacno de 45 min. (Fig. 1c, 2d, 2e) o por espacio de 210 min. (Fig. 3a, b, f, g) en presencia o en ausencia
de R1881 1 x 10°M como se ha indicado. 60 min. antes de la adicion de R1881 fue afiadido a las células LNCaP (Fig.

3b, g) Ro318220 (1 x 10° M) Tres dias antes de la recoleccion, las células LNCaP fueron transfectadas con RNAI
Stealth (ctr: 5-GAACAUGAUCCAGACCUACAGCAAU-3’ (Protocolo de Secuencia: 5);

PRK1:5 GAAAGUCCUAGAUCCACACGCAAAU-3' (Protocolo de Secuencia: 6); Invitrogen) siguiendo las instrucciones
del fabricante. La inmunoprecipitacion fue llevada a cabo con anticuerpos especificos (a-monoMeH3K9, a-diMeH3K), all
triMeH3KO9, a-acetil-H3K9/K14, a-H3, a-AR (Upstate Biotechnology), a-S5-P CTD pol Il, a- fosfoH3T11 (Abcam), a-NTD
pol Il (N-20, Santa Cruz), a-LSD1 ° a-JMJD2C * y a-PRK1) en proteina A- Sepharose 4B (GE-Healthcare). Para la PCR
se usaron 1-5 ul de 50 ul de extracto de DNA. Han sido anteriormente descritos ° cebadores de PCR para ARE | +|

(PSA -459/-121), ARE Il (PSA -4288/-3922), KLK2 (-343/-90), GAPDH y U6.

Analisis Western blot

[0047] Los experimentos fueron llevados a cabo como esta descrito 2 Los Western blots fueron decorados como se ha
indicado.

Ensayo de proliferacién celular

[0048] Los experimentos fueron llevados a cabo como se ha descrito °. Se usaron pLenti6-miRNA-PRK1, pLenti6
miRNA1- PRK1 y pLenti6-miRNA2-PRK1 para producir lentivirus recomblnantes para infectar las células LNCaP como
se ha descrito’®. Las celulas infectadas fueron cultivadas por espacio de 72 horas en un medio que contenia un 10% de
FCS de doble tlra 1 x 10* células fueron cultivadas en una placa de cultivo de 96 pocillos en presencia o en ausencia de
R1881 1 x 10°M. El Ensayo Colorimétrico Elisa BrdU de proliferacion celular (Roche) fue llevado a cabo segun las
instrucciones del fabricante. La figura muestra la comparacion de los incrementos porcentuales de la proliferacion en
presencia y en ausencia de R1881. Los experimentos fueron llevados a cabo por quintuplicado.

RT-PCR cuantitativa y analisis estadistico

5

[0049] La RT-PCR cuantltatlva y el analisis estadistico fueron llevados a cabo como se ha descrito °. Han sido

anteriormente descritos ° los cebadores para GAPDH, PSA y KLK2.
Ensayo de la quinasain vitro

[0050] Los ensayos de la quinasa fueron llevados a cabo como se ha descrito "', 10 Mg de proteinas H3 marcadas con
GST o 1 upg de nucleosomas purificados a partir de células Hela 12 fueron incubados con proteinas PRK1
inmunoprecipitadas (Fig. 2a) o 1 ug de PRK1 recombinante purificada (Fig. 2b, c; Propinase GmbH) por espacio de un
periodo de tiempo de 0 a 10 min. (Fig. 2c) o de 20 m|n (Flg 2a, b) a 30°C en tampon de quinasa que contenia tris-HCI
20mM pH 7,5, ATP 20uM, MgCl, 8mM y 5uCi de (Y-**P) ATP. La mezcla de reaccion fue analizada por SDS-PAGE
(SDS-PAGE = electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato sddico) seguida por autorradiografia
o analisis Western blot usando los anticuerpos indicados.

Analisis estadistico de las matrices de tejido

[0051] Se han descrito anteriormente’ los datos clinicos de los clientes y los procedimientos para generar las matrices
de tejido. El analisis estadistico fue llevado a cabo con la Prueba U de Mann-Whitney usando el programa SPSS 12.0
(SPSS Inc.) y calculando el coeficiente de correlaciéon de Spearman Rank de dos colas. Los nimeros de casos (n)
analizados por cada puntaje de Gleason (Gs) fueron los siguientes: Gs 3 (n =5); Gs 4 (n =12); Gs5(n=11); GS6 (n =
25); Gs 7 (n =16); Gs 8 (n = 23), Gs 9 (n = 10); Gs 10 (n = 9). Muestra de préstata normal (n = 20).
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Secuencia

<213> Nombre del Organismo: Atrtificial
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<400> Cadena de la Presecuencia:

gaaaguccua gauccacacg caaau 25

<212> Tipo: RNA

<211> Longitud: 25

Nombre de la Secuencia: 6 Descripcion de la Secuencia:
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REIVINDICACIONES

Método que es para predecir la malignidad del cancer de prostata, es ejecutado fuera del cuerpo humano o
animal y comprende al menos los pasos de:

(a) analizar una muestra de células de préstata obtenidas;

(b) detectar el nivel de quinasa relacionada con la proteina quinasa C, PRK1, en dicha muestra usando un
anticuerpo especifico para la PRK1;

(c) comparar dicho nivel de PRK1 con el nivel de PRK1 en una muestra de préstata normal;

(d) predecir la malignidad de dicho cancer de préstata sobre la base de dicha comparacion, en donde la cantidad
del nivel de PRK1 en dicha muestra se correlaciona con la biologia agresiva de dicho cancer de prdstata, es
decir que cuanto mas alto es el nivel de PRK1, tanto mas agresivo es el cancer de prostata.

10
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Schuele_Figura 2

- - - 10 1 R0318220 (mM)
- -+ - - PRK1 K644E
+ + -+ o+ PRK1

control

GST

GST-H3 1-44

R0318220 (mM)
PRK1

a-phosphoH3T11

a-H3

0 10 10 min

RNAI

R1881

«; entrada

a-H3
a-phosphoH3T11

ctr PRK1

PSA
ARE I+l

entrada
a-H3
a-phosphoH3T11

KLK2

R1881

Ro318220

- entrada

® W ws] 1-H3
. a-phosphoH3T11

PSA
ARE I+l

entrada
a-H3
a-phosphaoH3T11

KLK2

12

1-15§ T11A
16-30
2944

control



ES 2366 400 T3

Schuele_Figura 3

a
ctr PRK1 RNAI
R1881
. entrada
PSA » a-trimeH3K9
a-dimeH3K9
ARE I+1}
a-monomeH3K9
a-acetylH3K9/K14
entrada
a-trimeH3K9
KLK2 a-dimeH3K9
I u-monomeH3K9
i c-acetylH3K9/K14
c
AR/PSA-LUC / células CV1
c
©
(8]
Se
EL:
%
o
ot
[4]
(%}
[
>
JMJD2C -+ - - + +
PRK1 K644E - - + - + -
R0318220 - - - + - +
e
AR /PSA-LUC / células CV1
c 10 4
il
o
O o~
=2
g8,
o0& 51
T
nt
[]
5]
Q
>
JMJD2C - + <« + = + - +
LSD1 = -+ + - - ¥+
PRK1 K644E . +

- + — + R1881

R0318220

entrada
a-trimeH3K9

¢ a-dimeH3K9

. a-monomeH3K9
a-acetylH3K9/K14

PSA
ARE I+l

entrada
a-trimeH3K9
a-dimeH3K9
a-monomeH3K9
a-acetylH3IKS/K14

KLK2

AR/ MMTV-LUC / células 293

50

veces de induccion
(+/- R1881)

10 -

LSD1I - + - - + +
PRK1IK644E - - + - + -
Ro318220 - - - + - +

13



ES 2366 400 T3

Schuele_Figura 3

PSA
ARE 1+l

KLK2

ctr PRKA1

RNAI

R1881

entrada

a-PRK1

«-S5-P CTD pol il
a-NTD pol Hl
«-AR

a-JMJD2C
a-LSD1

éntrada

a-PRK1

a-S5-P CTD pol 1l
a-NTD pol i
a-AR

a-JMJD2C
a-LSD1

Schuele_Figura 4

PRK1 / muestra de préstata

-
£
@

12+

-
o
v

niveles de PRK1
(unidades arbitrarias)
@

=)

prostata normal
@ tumores de prostata

1

34567 8 910

T

T 1

puntaje de Gleason

PSA
ARE i+l

KLK2

proliferacion inducida

14

por R1881 (%)

60 4

40 -

201

R1884

Ro318220
entrada

a-PRK1

a-S5-P CTD pol Il
«-NTD pol 1l
a-AR

a-JMJD2C
a-LSD1

entrada

a-PRKA1

a-S5-P CTD pol li
a-NTD pol ll
a-AR ’
a-JMJD2C
a-LSD1

proliferacion / células LNCaP

4

mms MiRNA-ctr
= miRNA1-PRK1
—miRNA2-PRK1

I

dia 1 dia 2 dia3



ES 2366 400 T3

Schuele_Figura Suplementaria S1

a b
MMTV-LUC / células LNCaP células LNCaP
2
c
S — MMTVLUC
E T 0 &
— 10 &= — 88 - PSALUC ——
':o_ 7.5 mmm + R1881 S+ - T
x g
3.5 sy
@ n o
2.5 o x
g
>
miRNA- miRNA1- miRNA2- Ro318220 - + - 4+ - + - +
ctr PRK1 PRK1

Schuele_Figura Suplementaria S2

a b

Ww

<

<

- 2]

é X

a X

= 74

T Q
g S m ]
£ - s -
(3] [~ (3]

a-flag

a-myc

15



ES 2366 400 T3

Schuele_Figura Suplementaria S3

H3 5-13 phospho$10
H3 5-13 phosphoT11

H3 1-20

i u-phosphoH3T11
control

H3 6-13 phosphoS10
H3 5-13 phosphoT11

o
~

.
-
]
x

.

a-phosphoH3T11
[ s mwme] CONtrol

16



ES 2366 400 T3

Schuele_Figura Suplementaria S4

a b
AR/ TK-LUC / células CV1 AR/ TK-LUC / células 293
5 4 & 4
8~ 8= 4
=g — s -
g8’ 28
o 24 oX 2-
T o~
(0] .t (7] *
: ' INENER : HEEEN
4 @
> . >
JMID2C - o+ - - 4+ 4 ‘ Lspt - o+ - - +
PRK1 K644E - - + - + - : PRK1 K644E - - + - + -
Ro318220 - - - + - + Ro318220 - - - + - +

AR/ TK-LUC / células CV1

w L
Il 1

veces de induccién
(+/- R1881)
iy

E

JMID2C - + - + - + - 4+
LsD1t - - + 4+ - - 4+ +

PRK1 K644E - .o+

17



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos



