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SUMMARY

The Rho/Rac GTPases are a family of small G-proteins, which play an
important role in cytoskeleton rearrangements. These proteins regulate
numerous cellular processes including cellular adhesion, migration,
proliferation, survival, differentiation and malignant transformation.
Therefore, the precise control of the spatial and temporal activation of Rho
GTPases has critical importance to cells’.

The Rho/Rac GTPases function as molecular switches that cycle
between an inactive, GDP-bound form and an active, GTP-bound form. The
fluctuation between the active and inactive state of GTPases is highly
regulated by three types of proteins: GEFs (Guanine nucleotide Exchange
Factors) which activate the GTPases by increasing the release rate of bound
nucleotides, GAPs (GTPase Activating Proteins) that stimulate the
endogenous activity of GTPase and lead G-protein inactivation, and the third
class GDIs (GDP Dissociation Inhibitors) which prevent the replacement of
GDP by GTP.

The most studied members of this family in humans are: Rho (RhoA,
RhoB and RhoC), Rac (Racl, Rac2, Rac3 and Raclb) and Cdc42 (Cdc42)>.
These subfamilies are well known for their role in each of the multiple steps
in tumorigenesis: upregulation of proliferation, cytoskeletal organization,
de-differentiation, invasion, migration and metastasis. Hyperactivation of
these GTPases are frequently found in tumors. However, there is no
evidence for activating mutations of Rho GTPases in human tumors and the
increased GTP loading (activation) is mainly mediated by alterations in their
regulatory proteins®. As an example, many Rho-GEFs have been identified as
oncogenes such as Vav and Tiam1. As proteins with opposite function to
GEFs, GAPs might be expected to function as tumor suppressors. This
function has been demonstrated for DLC, GRAF, P190 and IQGAP>, and
emerging evidences suggest also this role for B2-chimaerin, GAP protein
object of our study.

B2-chimaerin is one of the members of the chimaerin family of GAP
proteins. Structurally, B2-chimaerin is composed of an N-terminal SH2
domain involved in heteromolecular interactions, a C1 domain that binds
diacylglycerol (DAG) and a catalytic GAP domain with specificity for the Rac
GTPase® ’. Several studies show the downregulation of B2-chimaerin in
malignant gliomas, in breast cancer cells and duodenal adenocarcinomas,
suggesting a role for B2-chimaerin as a tumour suppressor in these types of
cancer. Inactivation of B2-chimaerin would results in increased Rac activity
and supporting this hypothesis, hyperactive Racl has been associated with
increased, proliferation, and invasion of breast cancer®.



Summary

Racl regulates the rearrangement of the actin cytoskeleton required
for the formation of lamellipodia that are specific for forward migration
during invasion. The control of cytoskeleton reorganization via Rac involves
at least two different mechanisms. One involves the activation of Arp2/3,
which has a prominent role in actin polymerization through WAVE/Scar
indirect activation. A second mechanism is mediated by Pak (p21-activated
kinase). PAK activated by Rac/Cdc42 induces formation of lamellipodia,
filopodia, the membrane ruffles, stress fibers and remodeling of focal
adhesion complexes. Proteins involved in the cytoskeletal reorganization
include the main components of the actomyosin cytoskeleton, intermediate
filaments, microtubules, integrins, and a variety of proteins associated with
the above’. Racl also has essential roles in the regulation of cytoskeletal
dynamics controlling cell-cell and cell-matrix adhesion. The deregulation of
these processes favors migration and invasiveness and is a hallmark of
tumor progression” .

All the data summarized here suggest that f2-chimaerin may play an
important role in the control of actin cytoskeleton through the modulation
of Rac activity and that inactivation of PB2-chimaerin in tumors may
contribute to the invasive properties of cancer cells due to Rac
hyperactivation.

In the present study we analyze the role of B2-chimaerin as a tumor
suppressor in breast cancer with two different experimental approaches.
One is the analysis of breast tumor development in 2-chimaerin knock-out
mice. A second approach is the overexpression of B2-chimaerin in human
breast cancer cell lines.

The mouse model was generated by crossing the B2-chimaerin
knock-out mice (KO) with the MMTV-Neu mice (chn2'/'/Neu), a well known
genetic model for breast carcinogenesis. The MMTV-Neu mice have an
amplification of the gene encoding ErbB2, whose hyperactivation is
associated with a high number of breast tumors. To study the effect of p2-
chimaerin downregulation in the development of breast tumors several
experiments were performed including monitoring breast tumor (incidence,
latency and tumor multiplicity) and mammary gland (preneoplasic lesions).

Our results from the analysis of the mouse model showed a similar
incidence for breast tumor development independent on genotypes but a
strong reduction in breast tumor latency in absence of B2-chimaerin. This
result suggests that KO mice are more susceptible to tumor development.
Despite the fact that there were no differences in the breast tumor
multiplicity, we observed an increased presence of preneoplasic lesions in
the mammary glands. These findings suggest that f2-chimaerin is playing an
important role in the initial stage of breast cancer development. Moreover,
the metastatic phenotype of chn2'/'/Neu mice showed reduced incidence in
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the development of lung metastasis than control mice, however the
multiplicity of metastatic foci was higher in absence of 2-chimaerin.

Mice breast tumors were subjected to histological evaluation and
immunohistological analysis with common markers for proliferation (Ki67,
and cyclin D1), apoptosis (cleaved caspasa-3) and cell-cell junctions (E-
cadherin). This examination was completed with biochemical studies to
assess Rac activity as AKT and ERK activation. The overall results showed a
tumor phenotype with minor differences between both genotypes in
processes such as angiogenesis or dedifferentiation. However, 2-chimaerin
deficient mice had a markedly reduced tumor growth due to a decreased
proliferation and increased cell death by apoptosis. Although tumors arising
from B2-chimaerin KO mice had higher levels of active Rac, they showed no
differences in cyclin D1 expression, or phosphorylation of either AKT or ERK.

In order to further study the role of B2-chimaerin in metastasis, we
analyzed the effect of the expression of this protein in human breast cancer
cell lines. With that aim, we generated cells stably expressing f2-chimaerin
in MCF7 (MCF7-B2) and LM2 (LM2-B2), two cells lines with B2-chimaerin
downregulation, different cellular phenotype and metastatic potential. We
first confirmed that re-expression of B2-chimaerin in these cells resulted in a
decrease in the levels of active Rac. Next, we studied the impact of B2-
chimaerin expression in the control of actin cytoskeleton and the dynamic
processes that are involved in the epithelial-mesenchymal transition (EMT).
Loss of cell-cell adherence is one of the most important changes that must
take place during EMT, and allow tumor cells to migrate into blood vessels
or lymphatic tissue, and to invade distant organs.

We performed multi-parameter time-lapse imaging of the cells by
analyzing wound healing, adhesion dynamics in an extracellular matrix
(collagen 1V) and invasion assays with Matrigel and Boyden chambers. Data
obtained from these experiments revealed that cell migration and invasion
are impaired in presence of B2-chimaerin, paralleled with altered actin
cytoskeleton structures (lamelipodia, stress fibres and protrusion
formations). In cells of mesenchymal phenotype (LM2), expression of p2-
chimaerin increased either the area or the velocity of cell adherence to
substratum, especially in presence of collagen IV, which suggests a role for
B2-chimaerin on cell spreading. On the other hand, focal adhesions showed
equal size and were distributed homogeneously at peripheral attachment
points. These adhesions appeared equidistant from the nucleus, which
indicates lack of polarisation independently of B2-chimaerin expression.
Finally, LM2-B2 cells had reduced capacity to migrate in a wound healing
assay or thought matrigel compared with control cells. In epithelial cells
(MCF7), expression of B2-chimaerin resulted in a marked reduction of E-
cadherin staining at the cell contacts, as analyzed by confocal microscopy,
which paralleled with reduced E-cadherin protein levels observed by
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western blot analysis. In addition, we demonstrated that B2-chimaerin
reduce the strength of intercellular contacts with a hanging drop assay.
Finally, we carried out a calcium switch assay to investigate whether B2-
chimaerin was involved in the initial formation, or in the stabilization of cell
junctions. We observed that control cells restored the junctions almost
completely after 15 minutes following the calcium switch, as revealed by E-
cadherin and actin staining. Nevertheless, only a small fraction of the
junctions between B2-chimaerin expressing cells demonstrated proper E-
cadherin localization 45 minutes after the calcium switch.

Taken together, these results suggest a dual role of B2-chimaerin in
breast cancer. While downregulation of this protein in animal models
accelerates breast tumor onset, it reduces tumor malignancy and
susceptibility to develop metastasis. We also describe a different role for f2-
chimaerin depending on the cell type. In transformed breast mesenchymal
cells, B2-chimaerin may have a protective role in metastasis by decreasing
cell migration and invasion, whereas expression of f2-chimaerin in epithelial
breast cancer cells results in reduced cell-cell adhesion.
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Introduccion

El objetivo principal de este estudio es determinar el papel que desempena
la proteina B2-quimerina en el desarrollo y progresion del cancer de mama. Con
esta finalidad, se han utilizado dos lineas celulares y un modelo animal
representativos de tres subtipos principales de tumores de mama, HER2
positivo, luminal Ay triple negativo.

En el primer apartado de la introduccién se explicardn aspectos generales
de la enfermedad del cancer de mama. En el segundo apartado se describiran
las caracteristicas generales de la familia de las Rho GTPasas a la que pertenece
la proteina Rac, sobre la que se profundizara en el tercer apartado. Finalmente
se describira la estructura, regulacion y funciones biolégicas de la familia de las
quimerinas, especialmente de la isoforma B2-quimerina por ser la proteina
objeto de nuestro estudio. A lo largo de los diferentes apartados se detallaran
las evidencias bioldgicas que relacionan a esta proteina con la patologia del
cancer de mama.

1. Cancer de mama
1.1 Epidemiologia y factores de riesgo

El cAncer de mama es una enfermedad genética ya que, como el resto de
los cédnceres, se produce por una acumulacidn de alteraciones en el material
genético. A pesar de que se sabe que unos pocos genes son los responsables de
la mayoria de los casos de cdncer de mama, existen una gran cantidad de genes
denominados de predisposicidn, los cuales contribuyen al desarrollo de los
casos clasificados como esporadicos™®. Ademas, el cancer de mama también
cuenta con un componente hereditario pudiéndose distinguir en el cancer de
mama entre el esporddico y con agregacion familiar.

Dentro del cancer de mama con agregacion familiar, el hereditario
constituye la mitad de los casos, en los cuales se ha identificado un patrén de
genes con herencia autosdémica dominante. Algunos de los genes que se han
relacionado con el desarrollo del cdncer de mama hereditario son los genes
BRCA1 y 2 (Breast Cancer Susceptibility Genes-1 y 2), cuyas mutaciones se
asocian con un mayor riesgo de padecer cancer de mama y ovario™” 2.
Mutaciones en estos dos genes constituyen el 2-3% de todos los canceres de
mama y alrededor del 30-40% del cancer de mama con agregacién familiar®>.
Existen ademas otros genes que se encuentran mutados en cancer de mama
hereditario, como CHEK2 (Cell Cycle Checkpoint Kinase gene), ATM (Ataxia
telagiectasia mutated), NBS1 (NijmegenBreakage Syndrome protein-1
homolog), RAD50 (Repair Protein DNA RAD50), BRIP1 (BRCAIl-interacting
protein C-terminal helicase 1), PALB2 (Partner and localizer of BRCA2), TP53
(Tumor suppressor p53) y PTEN (Phosphatase and tensin homolog). En el cancer
hereditario hay ademas un componente de genes modificadores o poligenes,
que modifican el efecto del gen principal*® *>.
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El cancer de mama esporadico representa la gran mayoria de los canceres
de mama (entre el 80% y el 85% del total ) y surge como resultado de una
acumulacién adquirida de alteraciones genéticas somaticas'®. Aun asi, existe un
componente de influencia hereditaria para el cancer esporadico, en general, y
el de mama, en particular. EIl componente genético del cancer de mama
esporadico vendra dado por la suma de efectos de mdltiples genes de baja
penetrancia y expresividad, que interaccionan entre si y con el entorno, por lo
que siguen un modelo de herencia cuantitativa o poligénica®’.

La herencia cuantitativa o poligénica depende del fondo genético del
individuo y constituye el componente hereditario del cancer de mama con
agregacion familiar, pero también contribuye a la variabilidad en la penetrancia
y expresividad del cancer hereditario esporadico'’*®. El efecto poligénico
parece estar mediado por la naturaleza hormonal, habiéndose descrito
variantes de genes involucrados en el metabolismo de hormonas esteroideas
(dentro de la familia del citocromo P450 como CYP17 y CYP19) y otros
involucrados en el metabolismo de carcinégenos (CYPA1, N-acetil-transferasas
NAT1y NAT2)Y.

Ambos tipos de cancer de mama, tanto el hereditario como el esporadico
surgen como consecuencia de la interaccidén entre el fondo genético y el
ambiente. En el cancer hereditario la influencia del fondo genético es muy
fuerte, esta constituida por la influencia de genes de alta penetrancia y
expresividad alterados (generalmente supresores), y su influencia sobrepasa
con mucho a la del ambiente. Otros de los factores de riesgo mds importantes
que se deben tener en cuenta son la edad, la situacion geografica®® y los
factores hormonales, especialmente los relacionados con eventos biolégicos
como la primera menarquia, la menopausia o la edad del primer embarazo™® *.
Se han establecido incluso correlaciones entre la susceptibilidad de desarrollar
cancer de mama con factores ambientales o el estilo de vida, entre los que
desatacan el consumo de alcohol y el sobrepeso u obesidad®.

Los indicadores prondsticos del cancer de mama se han desarrollado en
base a los estdndares de valoracién de parametros del tumor como el tamafio,
el tipo, el grado o el estado de los receptores. En los ultimos afios, se ha
conseguido establecer una relacion entre el perfil mutaciones de los tumores y
la morfologia observada, asi como las moléculas y proteinas caracteristicas de
cada fenotipo. Todos estos factores se estdn mejorando para conseguir los
métodos mas seguros de prediccion del comportamiento tumoral asi como la
respuesta y/o resistencia a un tratamiento”.

1.2 Morfologia y desarrollo de la glandula mamaria
Antes de describir las lesiones tumorales mamarias se describird

brevemente la morfologia de la mama normal. Dado que nuestro estudio se ha
llevado a cabo en un modelo murino de cancer de mama, en este apartado se
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resume la anatomia e histologia comparadas de la glandula mamaria de ratény
humanos. Pese a las diferencias existentes entre las morfologias de ambas
especies, el modelo de ratén es muy util para entender el desarrollo y
composicidon de la glandula mamaria y de manera consecuente la patologia
tumoral que ésta pueda desarrollar.

1.2.1 Anatomia comparada de la mama normal

Existen varias diferencias cuando se compara la anatomia de la glandula
mamaria de humano y ratén. En primer lugar, a diferencia de las dos mamas
existentes en humanos, los ratones cuentan con un total de cinco pares de
mamas, las cuales se extienden desde las glandulas salivares hasta la regién
inguinal. Por otro lado, la mama humana cuenta con una estructura mas
compleja, formada por una red de pequefios ductos que se agrupan y
extienden con un patrén radial para dar lugar a agrupaciones lobulares, cada
una de ellas separada completamente de los l6bulos adyacentes®. En el caso
del ratén, las glandulas se constituyen por unidades |6bulo alveolares cuyos
ductos terminan en yemas individuales denominadas TEBs (del inglés Terminal
End Buds)**. Estos ductos individuales son capaces de formar ductos
secundarios, los cuales crecen con un patrén lineal a lo largo de la glandula
mamaria del ratén. Las diferencias estructurales se hacen mas patentes a nivel
histoldgico, pues, a pesar de que en ambos casos el estroma mamario cuenta
con gran cantidad de tejido adiposo, en los humanos se encuentra asociado con
tejido conectivo fibroso, mientras que en raton el tejido fibroso que se intercala
con el adiposo es escaso”.

Raton Humano

xﬁ’:

Adipocitos

= Fibroblastos mm
™ Mioepitelio

= Epitelio luminal |
—

m  Estroma e

Pubertad Adulto Embarazo Pubertad Adulto Embarazo

ET LT T »

Figura 1. Comparaciéon de la glandula mamaria de ratén y humano. Esquema
superior: Estructura de la glandula mamaria. Imagenes inferiores: morfologia de la
glandula mamaria durante el desarrollo en ratén (izquierda) y humano (derecha).
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Pese a estas diferencias en la glandula mamaria, ambas especies
comparten similitudes en otra serie de aspectos relativos a su histologia. En
ambos casos la glandula mamaria consta de dos tipos celulares fundamentales,
las células epiteliales denominadas luminales, que rodean el lumen central y las
células de musculo liso denominadas mioepiteliales o basales, con
caracteristicas contractiles que se encuentran rodeando a las anteriores y
forman una capa basal®® ?. Las células luminales se dividen en aquellas
encargadas de formar el ducto, células ductales, y las alveolares, que tapizan el
alveolo terminal y producen la leche durante la lactancia. Por ultimo, una
membrana basal, formada por las células mioepiteiales, separa el parénquima
del mesénquima circundante o estroma en la glandula mamaria de ambas
especies’’ (Fig. 1).

1.2.2 Desarrollo de la glandula mamaria

Los estadios del desarrollo de la glandula mamaria también presentan
similitudes en humanos y ratones (Fig. 1). En el nacimiento las glandulas son
rudimentarias y no es hasta la pubertad cuando los ductos de la mama
comienzan a proliferar formando las estructuras arborizadas en respuesta a
hormonas sexuales (estrégenos y progesterona)®®. La maduracién total de la
glandula no se produce hasta el embarazo, donde las células luminales
proliferan extensivamente y se diferencian en alveolos secretores de leche.
Finalmente, tras el periodo de lactancia, la glandula mamaria regresa a la
estructura original mediante un programa apoptético, por el cual se eliminan el
80% de las células generadas durante el embarazo®®. Ademas, a lo largo del
proceso de desarrollo, la glandula mamaria tiene la habilidad de inducir la
angiogénesis para proporcionar, a través del flujo sanguineo, los suplementos
necesarios” .

Durante el proceso de desarrollo, la glandula mamaria sufre muchos de los
procesos que suceden durante la progresion tumoral®®, como la invasién
(crecimiento de los TEBs)?, el reinicio de la proliferacién (embarazo y lactancia)
o la resistencia a la apoptosis y angiogénesis (proteccién de la mama frente a la
involucion prematura)®.

1.3 Tipos de lesiones neoplasicas y clasificacidon del cancer de mama

Las lesiones neoplasicas originadas en el tejido mamario se pueden
clasificar atendiendo a diferentes criterios como la histopatologia y el perfil de
expresion genética.
1.3.1 Clasificacion histopatoldgica del cdncer de mama

Las lesiones tumorales de la mama se pueden clasificar de manera general

en lesiones benignas, las cuales se considera que surgen durante el proceso
fisiolégico evolutivo normal de la mama y las malignas. A pesar de su
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denominacidn, las lesiones benignas pueden evolucionar a cancer de mama y
asi, dependiendo del riesgo, se clasifican en lesiones no proliferativas (70% de
los casos), lesiones proliferativas sin atipias (26%) y lesiones proliferativas con
atipias (4%)>'.

Las lesiones malignas a pesar de que pueden ocurrir en cualquiera de los
tejidos que componen la mama, se dan con mayor frecuencia en el tejido
epitelial glandular, por lo que estas lesiones se denominan adenocarcinomas.
Los adenocarcinomas se pueden diferenciar en carcinomas in situ y carcinomas
invasivos infiltrantes. Mientras que los primeros se producen en las etapas
tempranas del desarrollo tumoral y no llegan a sobrepasar la membrana basal,
los segundos invaden el tejido que rodea a los conductos®'.

A lo largo de la progresion tumoral, se generan en el tumor primario un
conjunto heterogéneo de poblaciones celulares o subclones, alguno de los
cuales adquieren la capacidad de metastatizar a un tejido u érgano a distancia,
dando lugar a focos tumorales secundarios. En el caso de los pacientes con
cancer de mama, la metdstasis se produce fundamentalmente en el hueso, el
pulmdn y el higado®. La formacién de nuevos vasos sanguineos es un proceso
crucial para el crecimiento del tumor primario solido y para la metastasis, ya
gue ademas de proporcionar nutrientes, es una via de acceso de las células
tumorales que permite su diseminacidn. Es por ello que la vascularizacién se
correlaciona con un fenotipo invasivo y de mayor agresividad *°.

El grado histoldgico de los tumores de mama es un factor importante para
determinar el prondstico de los pacientes. El sistema mas recomendado para
determinar el grado histoldgico es el de Elston-Ellis en el que atendiendo a la
apariencia general del tumor (formacién tubular), el pleomorfismo nuclear y el
indice mitdtico se clasifica a los tumores en grados |, Il y Ill, en estrecha
correlacién con la diferenciacién tumoral®.

1.3.2 Clasificacidon del cancer de mama segun el perfil de expresién génica

Desde el punto de vista molecular, el cancer de mama es una enfermedad
muy heterogénea. Los avances en la identificacion de las alteraciones
bioquimicas, moleculares y genéticas en las células neoplasicas, han permitido
el desarrollo de nuevos marcadores tumorales en funcién de los cuales se
agrupa el cdncer de mama en cinco subtipos diferentes® **. Las diferencias en
los subtipos tumorales pueden ser consecuencia de alteraciones genémicas o
diferencias respecto a la célula de origen y son indicativas de las diferencias en
la biologia celular de cada tumor que se reflejan en su comportamiento clinico
en cuanto a las recidivas y la supervivencia global de los pacientes**.

Uno de los mayores factores discriminantes del tipo de cancer de mama es
la presencia o ausencia de expresion proteica del receptor de estrégenos a (ER-

a), lo que permite clasificar el cdncer de mama en dos grupos, ER positivo y ER
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negativo34.

a) Cancer de mama ER-positivo. Los tumores de mama ER-positivos
comprenden un espectro de tumores con diferentes propiedades
proliferativas y perfiles de expresién génica. Dentro de estos tumores se
pueden distinguir dos subgrupos:

- Luminal A. Se caracteriza por ser positivo para receptores hormonales de
estrogenos y progesterona (PR), y negativo para el receptor del factor de
crecimiento epidérmico humano-2 (HER2). Ademas presenta una alta
expresiéon de genes caracteristicos de las células luminales no
neoplasicas y se considera un tumor de buen pronéstico36.

- Luminal B. Este subtipo tumoral presenta el mismo patron de expresién
de receptores que el luminal A*, aunque tiene una expresién moderada
de genes especificos de células luminales y se diferencia del anterior por
tener un fenotipo con mayor proliferacion, mas agresivo y, en general,
de mayor grado histolégico®.

b) Cancer de mama ER-negativo. Dentro de este tipo de tumores se incluyen
tres subtipos moleculares:

- Basal-like. Es un tipo tumoral muy heterogéneo en el que se encuentran
representados entre el 20-25% de los canceres de mama. Este tipo de
tumores son clinicamente muy agresivos y comprenden tumores
negativos tanto para los dos receptores hormonales (ER y PR), como para
HER2 por lo que también se denominan triple negativos>°.

- Claudin-low. Este subtipo es similar al anterior y se denomina Claudin-
low debido a la baja expresién de las proteinas claudina 3, 4 y 7. Otras
caracteristicas son la pérdida de expresiéon de los receptores ER, PR y
HER2, asi como la baja expresion de la proteina E-cadherina frente al
enriquecimiento de marcadores de la transicién epitelio-mesénquima
(EMT). El perfil de expresidn génico de estos tumores es similar al de las
células madre mamarias y las células madre del tumor de mama®’.

- HER2-positivo. Este tipo de cancer de mama se caracteriza por expresar
el receptor HER2, también conocido como ErbB2%. La amplificacién del
gen que codifica el receptor se encuentra en un 15-30% del cancer de
mama. Estos tumores tienen un comportamiento clinico mas agresivo,
con periodos de rediciva y supervivencia mas cortos, aunque el
tratamiento con inhibidores especificos de ErbB2 esta modificando esta
tendencia. A continuacion describiremos este tipo de tumor en mas
detalle dada su relevancia en el estudio realizado en esta tesis doctoral.
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1.4 Cancer de mama HER2/ErbB2 positivo

HER2/ErbB2, cuyo homdlogo en roedores se denomina Neu, es un receptor
de membrana que pertenece a la familia de receptores tirosina quinasa ErbB,
cuyos miembros son: EGFR/HER1/ErbB1/, HER2/ErbB2/Neu, HER3/ErbB3 vy
HER4/ErbB4*. La estructura de todos los miembros consta de una region
extracelular que une el ligando, generalmente miembros de la familia de los
factores de crecimiento epidérmico (EGF), una regiéon transmembrana y un
dominio intracelular con actividad tirosina quinasa® (Fig. 2).

Incremento de la sefializacién \-/ Incremento de la sefializacién
del heterodimero EGFR Incremento de la  del heterodimero HER3
sefializacién del homodimero
PI3K
Akt
Ciclina D1/p27 Proliferacion

Supervivencia
Metabolismo
Invasion

Desregulacion deG1/S

Figura 2. Receptores HER2 en cancer de mama. Estructura de los receptores HER y
asociaciones entre HER2 y los miembros de esta familia de receptores en cancer de
mama. La dimerizacion entre los receptores puede ser de tipo heterodimérica
(EGFR/HER2; HER2/HER3) o bien homodimérica (HER2/HER2). Los heterodimeros
HER2/HER3 son los que presentan mayor actividad e inducen la proliferacion,
supervivencia e invasion. (Figura modificada de Moasser, 2007 *).

La unién del ligando induce la dimerizacién de los receptores HER vy la
transfosforilacion de sus dominios intracelulares. Aunque la dimerizacion
puede ocurrir entre dos receptores HER diferentes (heterodimerizacion) o
entre dos moléculas del mismo receptor (homodimerizacién) son los
heterodimeros los que tienen una mayor actividad. Los heterodimeros entre los
receptores HER se producen en la mayoria de los casos en combinaciéon con
HER2, el cual, al no tener ligando conocido, necesita unirse a otros receptores
de la familia de HER unidos a ligando para activar su funcién quinasa®.

Como se menciond anteriormente, un 15-30% de los tumores de mama
tienen sobreexpresion de HER2°, debido normalmente a amplificacién génica,

aunqgue también se ha descrito la sobreexpresién del receptor debida a una
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mayor transcripciéon y la presencia de formas mutantes o truncadas del
receptor que dan lugar a una elevada activacién basal del mismo*'. La
sobreexpresion de HER2 ocasiona un incremento de heterodimeros formados
por este receptor y HER1 o Her3*?. Los dimeros HER1/HER2 poseen una menor
tasa de degradacion y por tanto se produce un aumento de la duracién vy
potencia de la sefializacion®. En cuanto al dimero HER2/HERS3, se considera el
heterodimero mas potente con respecto a la fuerza de la interaccion, la
fosforilacion de tirosina inducida por ligando y la sefalizacién aguas abajo,
siendo el mds potente en términos de induccion de proliferacidon celular y
capacidad transformante® (Fig. 2).

Los fendmenos protumorales inducidos por el incremento de la expresion
de HER2 en tumores se deben a la hiperactivacién de numerosas rutas de
sefializacion que permiten a los dimeros formados por éste receptor modular
una gran variedad de procesos celulares. La sobreexpresiéon de HER2 induce
alteraciones del ciclo celular, en concreto en el checkpoint de G1/S, que
conducen a la proliferacion descontrolada propia de la tumorigénesis. Esta
desregulacidén estd producida por la sobreexpresion de ciclina D1, ciclina E y
Cdk6, y un incremento de la degradacion de p27*. Los heterodimeros
formados por HER2/EGFR promueven la pérdida de polaridad y de la adhesién
celular mediante la activacidn de varias rutas entre las que se incluyen rutas
reguladas por Ras, fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) y fosfolipasa Cy (PLCy)*®.
Por ultimo, se han descrito numerosas vias de sefializacion que contribuyen al
fenotipo invasivo, como la activacion de PI3K/Akt®, Src y la quinasa de
adhesién focal (FAK)**, asi como la induccién de la integrina B4 *°y del factor
de necrosis tumoral B (TGF-B)*.

1.4.1 Modelos animales de cancer de mama HER2 positivo: ratones MMTV-
Neu

Una de las herramientas mas empleadas en los ultimos afios para analizar
los mecanismos moleculares responsables de la aparicién y desarrollo del
cancer de mama son los ratones modificados genéticamente. Existen varios
modelos de raton en los que se ha conseguido mimetizar el cancer de mama
HER2 positivo. El modelo de ratdn utilizado para este estudio corresponde con
la amplificacién o sobreexpresion del protooncogén ErbB2/Neu de rata. Neu
codifica una proteina de 185 kDa homodloga al receptor HER2 en humanos,
como se ha explicado anteriormente. En el modelo de raton MMTV-Neu la
sobreexpresién de Neu en el epitelio mamario se consiguid introduciendo el
gen Neu bajo el control del promotor del virus de tumor de mama de ratdn
(MMTV).

Los estudios realizados en este modelo de ratéon demuestran que la
sobreexpresion de la proteina Neu tiene un elevado potencial oncogénico
capaz de transformar las células del epitelio mamario. Entre las diferentes
caracteristicas tumorigénicas observadas cabe destacar el aumento de la
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actividad tirosina quinasa en los tejidos tumorales frente a la actividad del
epitelio mamario adyacente. Ademas, los ratones MMTV-Neu desarrollan
metastasis pulmonares indicando que la sobreexpresiéon de Neu confiere un
incremento del potencial metastasico a la célula tumoral®’. Dadas estas
caracteristicas, los ratones MMTV-Neu se han utilizado en numerosos estudios
de tumorigénesis in vivo que han permitido identificar muchas de las proteinas
relevantes en los diferentes estadios de la progresion tumoral en cdncer de
mama.

2. Rho GTPasas

Las GTPasas de la familia Rho regulan numerosos procesos celulares que
estdn alterados en el cadncer, como son la motilidad celular, proliferacion,
supervivencia y diferenciacién celular. De hecho, la activacién anémala de las
Rho GTPasas estd estrechamente relacionada con la transformacién celular,
angiogénesis, invasion y metdstasis. En tumores de mama es frecuente la
sobreexpresion e hiperactivaciéon de las proteinas Rho, lo que indica la
importancia de estas proteinas en el desarrollo y progresién del cancer de
mama“®,

Las Rho GTPasas son una de las cinco familias que constituyen la
superfamilia Ras*, también conocidas como GTPasas pequefias debido a su
bajo peso molecular, de alrededor de 21 kDa°. El primer miembro de esta
familia fue descubierto en Aplysia en una busqueda de proteinas homdélogas a
Ras, por lo que se denomind Rho (Ras homology). Posteriormente se
identificaron 23 miembros de la familia Rho en humanos que se clasifican en
seis subfamilias: RhoBTB (RhoBTB1, RhoBTB2 y RhoBTB3), Rnd (Rnd1, Rnd2 y
RhoE/Rnd3), Miro (Mirol y Miro2) y las tres mejor caracterizadas, Rho (RhoA,
RhoB, RhoC), Rac (Racl, Rac2, Rac3 y RhoG) y Cdc42 (Cdc42, TC10, TCL,
Chp/Wrch2 y Wrchl) Ademas se incluyen RhoD, Rif y TTF/RhoH que
constituyen un grupo heterogéneo que no puede ser clasificado dentro de
ninguna de las subfamilias anteriores’” > 2, Las proteinas Rho GTPasas estan
altamente conservadas en todas las especies eucariotas® (Fig. 3).

Con alguna excepcion, la familia de Rho GTPasas presentan el motivo CAAX
en el extremo carboxilo terminal®. Esta region sufre modificaciones
postraduccionales que consisten en la prenilacion por adicion de un grupo
isoprenilo, farnesilo o geranilgeranilo, que puede seguir de una modificacién
posterior por palmitoilacion dependiendo de la GTPasa. Estas modificaciones
postraduccionales actiuan como anclajes lipidicos y permiten a las Rho GTPasas
asociarse a membranas especificas, donde realizan su funcién.
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Figura 3. Arbol filogenético de las GTPasas de la familia Rho. Las seis subfamilias de
las Rho GTPasas se muestran en diferentes colores. Incluye seis subfamilias: Rho, Rac,
Cdc42, Rnd, RhoBTB y Miro; y tres proteinas sin clasificar TTF (RhoH), RhoD y Rif
(RhoF). (Figura modificada de Ellenbroek y Collard, 2007 >*)

2.1 Regulacion de las Rho GTPasas

Al igual que Ras, los miembros de casi todas las subfamilias de Rho actuan
como “interruptores moleculares” con las excepciones de RhoBTB y Miro, que
son considerados atipicos, por poseer una regulacion diferente al resto de la
familia®® > °®. Las Rho GTPasas regulan su estado de activacién mediante la
unién de guanosinas-trifosfato (GTP) (estado activo) o guanosinas difosfato
(GDP) (estado inactivo). La afinidad de las Rho GTPasas por GDP y GTP es muy
elevada (del orden de nanomolar a picomolar), por lo que el equilibrio de
disociacion de los nucleétidos es muy lento. Asimismo, la reaccién de hidrélisis
de GTP por estas proteinas es muy lenta. En consecuencia, las Rho GTPasas
requieren la participacién de proteinas reguladoras que permiten llevar a cabo
la fluctuacidon entre el estado activo e inactivo de manera eficiente. Existen tres
tipos de proteinas reguladoras, los factores intercambiadores de nucleétidos de
guanina o GEFs (Guanine nucleotide Exchange Factors), las proteinas
activadoras de la actividad GTPasa o GAPs (GTPase Activating Proteins) y los
inhibidores de la disociacién de nucleétidos de guanina o GDIs (Guanine
Dissociation Inhibitors)>’ (Fig. 4).
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Figura 4. Ciclo de activacion e inactivacion de las Rho GTPasas. Las proteinas Rho
unidas a GDP (forma inactiva) se encuentran en el citoplasma, secuestradas por las
proteinas GDI, que previenen su activacién por parte de los GEFs. Después de
translocarse a la membrana plasmatica, los GEF se encargan de estimular el
intercambio de GDP a GTP (forma activa), pudiendo unirse a sus efectores para dar
lugar a la activacién de las vias de sefializacién aguas abajo. Las proteinas GAP
favorecen la hidrolisis del nucleétido GTP a GDP, volviendo las proteinas Rho a su
forma inactiva.

Los GEFs promueven el intercambio de GDP por GTP, dando lugar a la
activacién de las Rho GTPasas>®. Se conocen en torno a 70 Rho-GEFs, que se
pueden clasificar en dos subgrupos en funcién de su dominio catalitico. En el
primero, el mas numeroso, encontrariamos los GEFs que poseen un dominio
catalitico DH (Difuse B Cell Limphoma Homology) que se encuentra siempre en
tandem con un dominio PH (Pleckstrin Homology). En el segundo grupo de GEFs
la actividad catalitica se realiza por el dominio DHR2 (Dock Homology Region
2)*1°% % Ademds los GEF poseen otros dominios cuya finalidad es determinar
la ruta de sefalizacidon que se activard por debajo de la proteina Rho GTPasa
(mediante la unién a diferentes moléculas efectoras) o bien sirven de andamio
para éstas®®®. Se conocen tanto GEF especificos de una sola proteina GTPasa,
como otros capaces de actuar sobre multiples GTPasas>* **%.

Las proteinas GAPs, favorecen la actividad GTPasa intrinseca de las Rho
GTPasas sobre las que actuan lo que permite hidrolizar GTP en GDP, revirtiendo
el estado activo en uno inactivo. De este tipo de proteinas reguladoras se
conocen alrededor de 60 miembros®®’!. La especificidad de sustrato de las
GAPs también varia ampliamente, de forma que algunas de ellas regulan a una
sola proteina Rho mientras que otras actuan sobre diferentes sustratos (Fig. 5).
Como en el caso de los GEFs, las GAPs son proteinas multidominio, capaces de
modular la asociacién con multiples proteinas’’.
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Figura 5. Moduladores GEFs y GAPs de la familia de Rho GTPasas en cancer de mama.
Las proteinas reguladoras, GEFs y GAPs, de la familia de Rho GTPasas pueden ser
especificas de una proteina Rho o de varios miembros.

El hecho de que el nimero de GAPs y GEFs sobrepase ampliamente el
numero de Rho GTPasas indica que cada una de estas proteinas reguladoras
debe jugar un papel especializado en la regulacion especifica de determinadas
GTPasas, siendo los GEFs y GAPs los responsables de ejecutar la activacion de
las GTPasas en el tiempo y localizacién especificos.

En cuanto a los GDIs, de los que hasta el momento se han identificado tres
miembros en mamiferos (RhoGDI-1, RhoGDI-2 y RhoGDI-3), son proteinas
citosélicas capaces de crear un complejo inactivo con las proteinas Rho unidas a
GDP. Esta unién a los GDI impide el intercambio de nucleétidos de guanina y
ademas provoca la salida de las Rho GTPasas de las membranas, impidiendo su
activacion por los GEFs y la interaccién con sus efectores’ .

2.2 Funciones de las Rho GTPasas

Las funciones moduladas por las Rho GTPasas son el resultado de multiples
y diferentes interacciones entre los miembros esta familia. El control de estas
funciones se produce principalmente mediante la regulacion de su actividad
(via GEFs, GAPs o GDls), la regulacion de la expresion y estabilidad de estas
proteinas o bien por la regulacién de las vias de sefializacién que controlan’®. A
continuacion se describiran las principales funciones reguladas por las Rho
GTPasas.

2.2.1 Regulacion del citoesqueleto

La funcidon principal de las GTPasas de la familia Rho es el control de la
reorganizacion del citoesqueleto de actina. De hecho, la formacion de las
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principales estructuras del citoesqueleto de actina; fibras de estrés,
lamelipodios y filopodios estan reguladas por RhoA, Rac y Cdc42
respectivamente’”.

Las Rho GTPasas controlan tanto la cantidad como el sitio de
polimerizacién de actina a través de la regulacion del ensamblaje de los
mondmeros de actina. Los mondmeros globulares de actina (actina G) se unen
cabeza con cola, generando polaridad en la estructura para formar los largos
polimeros filamentosos de actina (actina F). Existen dos tipos de polimerizacién
de la actina y cada uno de ellos posee una proteina principal especifica
encargada de llevarlos a cabo. La proteina promotora de la formacion de
filamentos lineares se denomina DRF (Diaphanous-related formin), mientras
que el complejo que dirige la ramificacién de los filamentos es Arp2/3’°. El
complejo Arp2/3 se une a los lados de filamentos preformados para iniciar el
crecimiento de nuevos filamentos en angulos de 70° respecto al inicial”’.
Ambos factores aumentan la tasa de polimerizacidn favoreciendo el paso
limitante de la misma, que es la nucleacién, seguido de la fase rapida de
elongacién. Tanto Cdc42 como Rac pueden controlar la activacion de Arp2/3.
Sin embargo, mientras que Cdc42 activa Arp2/3 a través de su efector WASP
(Wiskott-Aldrich Syndrome Protein), la activacion dependiente de Rac esta
relacionada con la estructura SCAR/WAVE (Suppressor of cAMP receptor/ WASP
family Verprolin-homologous protein)77’ 8 A diferencia de Rac y Cdc42, RhoA
estimula la polimerizacién de actina en filamentos lineales principalmente
mediante las DRFs’° (Fig. 6).
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Figura 6. Esquema de la regulacion de la formacidn de filamentos de actina mediada
por Rho, Rac y Cdc42. Rho media la formacién de filamentos de actina lineales a través
de la proteina DRF. La formacién de filamentos ramificados de actina se encuentra
regulada por el complejo Arp2/3 que es controlado tanto por Rac como Cdc42 a través
de dos proteinas especificas diferentes denominadas Scar/WAVE y WASP
respectivamente. (Figura modificada de Mulinariy Hécker, 20107°)
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RhoA, a través de su efector principal ROCK (Rho-associated kinase), activa
la cadena ligera de miosina (MLC, myosin light chain) por fosforilacién e
incrementa tanto la contraccion celular como la presencia de fibras de estrés®.
Asi mismo, ROCK controla la dindmica de los filamentos de actina mediante la
activacion de la proteina LIMK (LIM kinase)®. En respuesta a la activacion de
ROCK, LIMK inactiva por fosforilacién a la proteina cofilina®, lo cual conlleva
una reduccion en el proceso de creacidon de filamentos de actina y por tanto
favorece la estabilizacion de los filamentos. Por otra parte, el efector LIMK
actua por debajo de la proteina PAK (p21-activated kinase), el efector que
comparten de Rac y Cdc42, de manera que se inhibe la polimerizacién de
actina®’. Por lo tanto, todos estos procesos dindamicos del citoesqueleto estan
regulados de manera coordinada e interconectada por las diferentes vias de
sefializacion que se encuentran por debajo de las Rho GTPasas (Fig. 6).

Ademas de regular el citoesqueleto de actina, las Rho GTPasas son
importantes reguladores del citoesqueleto de microtubulos. RhoA a través de
su efector mDia es capaz de alinear los microttbulos del citoesqueleto®, de la
misma manera que Rac y Cdc42 median su estabilizacidon via PAK*. Ademas
Racl y Cdc42 pueden retener los microtubulos en el cértex de la célula
facilitando la migracion celular. Esta retencion es necesaria para la
estabilizacidn de los microttbulos y para la polarizacién de las células®® ®> %,

A través de su funcidn en el control del citoesqueleto, las Rho GTPasas
participan en la regulacién de las uniones celulares. Estas uniones pueden
establecerse entre dos células o entre la célula y la matriz extracelular (ECM).
Existen varios tipos de uniones intercelulares entre las que destacan las uniones
estrechas (TJ, tight juntion), las uniones adherentes (AJ, adherens junction), los
desmosomas y las uniones GAP. Las uniones intercelulares son un componente
esencial en la morfologia y funcién epitelial. Estas estructuras adhesivas estan
conectadas con el citoesqueleto®’. En el caso de las adhesiones estrechas v las
uniones adherentes lo hacen a través de microfilamentos, mientras que los
desmosomas lo hacen mediante filamentos intermedios. Las Rho GTPasas
participan fundamentalmente en la formacién, mantenimiento vy
desestabilizacién de las Al y TJ®® (Fig. 7).

Las uniones de la célula con el sustrato se denominan adhesiones focales y
son estructuras importantes para la motilidad celular. Las GTPasas RhoA y Rac
muestran funciones opuestas durante la formacidn de este tipo de adhesiones.
Rac se encarga de la formacién de las adhesiones nacientes (< 5 um), para lo
gue acopla la formacion de estas adhesiones con la formacién de lamelipodios.
Por el contrario, RhoA se encarga de la maduracién, promoviendo cambios en
la composicién y la longitud de las adhesiones (> 1 nm), ambos procesos
implicados en la contraccion celular’ (Fig. 7).
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FiguraZ7. Esquema de las adhesiones celulares. Las uniones estrechas (TJ) y las
adherentes (AJ) tienen como funcidn principal las conexiones intercelulares y se
encuentran asociadas con el citoesqueleto de actina. Las uniones GAP y los
desmosomas se encargan del mantenimiento de la polaridad celular y en el caso de
éstos ultimos conectan las adhesiones con los filamentos intermedios. Finalmente, las
adhesiones focales son uniones que establece la célula con el sustrato o ECM (Figura
modificada de Malliri et al, 2011%°)

Numerosos procesos celulares dependen del citoesqueleto y por lo tanto
estdn bajo la influencia de las Rho GTPasas como son el trafico vesicular, la
fagocitosis”™ %, la migracion, la morfogénesis y la citoquinesis®®*®*. Estos
procesos son muy importantes para la correcta funcionalidad de las células y
son cruciales en los procesos que ocurren durante el desarrollo, con especial
relevancia durante el desarrollo del sistema nervioso® *°.

2.2.2 Regulacion de la expresion génica, ciclo celular y supervivencia

Diversos miembros de la familia de las Rho GTPasas tienen un papel en la
regulacién de la transcripcion genética y pueden controlar genes implicados en
la progresion del ciclo celular y la proliferacion®®. Ademas, la familia de las Rho
GTPasas es capaz de mediar en los procesos de supervivencia celular a través
de la modulacién de la apoptosis®” *2.

Las Rho GTPasas contribuyen a la progresion del ciclo celular regulando los
niveles de la ciclina D1 y de inhibidores de las Cdks. La transcripcion de la ciclina
D1 esta controlada por los factores transcripcionales ETS, AP-1 y el factor
nuclear NF-kB®’. Numerosos estudios han identificado vias de sefializacién que
unen a las Rho GTPasas con estos factores de transcripcion®. El factor AP-1 es
un heterodimero formado por proteinas de las familia FOS, JUN y ATF. Racl y
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Cdc42 a través de la activacion de JNK (c-Jun N-terminal kinases) y p38 (p38
Mitogen Activated Protein Kinase) son capaces de activar AP-1'°°. Uno de los
efectores mejor caracterizados de Rac y Cdc42 que se han implicado en la
activacion de JNK y p38 es PAK*!. RhoA por su parte puede incrementar la
transcripciéon de JUN y FOS, los componentes de AP-1, tras activar los factores
de transcripcion MEF2C y el factor de respuesta a suero (SRF, Serum Response
Factor)*®. Como ocurre con Racl y Cdc42, la activacion de AP-1 por RhoA
implica a p38. La transcripcion del factor NF-kB puede ser activado por Racl a
través de su capacidad de producir ROS (Reactive Oxygen Species)®® o mediante
la regulacién del inhibidor de la quinasa kB (IKK)'®. Ademds, otro mecanismo
por el cual las Rho GTPasas pueden promover un nivel mayor de ciclina D1 es a
través de la activaciéon de quinasas reguladas por sefiales extracelulares
(ERK1/2),

Respecto a la regulacion que las Rho GTPasas realizan sobre la apoptosis,
existe dualidad en el papel que estas desempefian, ya que modulan tanto la
sefializacién proapoptdtica como la antiapoptdtica asi como el proceso en si'%.
Racl puede proteger a las células de la apoptosis mediante la produccién de
ROS y la subsecuente activacién de NF-kBX®. Por el contrario, en otros
contextos las Rho GTPasas pueden favorecen la apoptosis. Por ejemplo, RhoB
es capaz de inducir la apoptosis en respuesta a dafios producidos en el DNA o
tras la inhibicién de la farnesiltransferasa'®’ , mientras que la activacion de Rac

es necesaria para la induccién de la apoptosis inducida por FAS'%.

2.3 Rho GTPasas y cancer de mama

La progresion tumoral implica alteraciones en varios de los procesos
celulares descritos anteriormente que estan controlados por las GTPasas de la
familia Rho. De hecho, la sefializacion mediada por estas proteinas esta
alterada en tumores de mama humanos y existe una correlaciéon entre la
expresion elevada y/o hiperactivaciéon de varias Rho GTPasas con distintas
etapas de la progresién tumoral, metastasis y con un peor prondstico (Fig. 8).

RhoA se encuentra sobreexpresado en tumores de mama humanos, siendo
los niveles de expresidon mas elevados en las metastasis que en los tumores
primarios. Asimismo, la expresion de un microRNA que suprime la transcripcién
de RhoA (mir-31), se correlacciona de manera inversa con metdastasis, tanto en
lineas celulares de cancer de mama como en tumores humanos'®. Estos datos
sugieren que la alteracién de la sefializacion mediada por RhoA influye en los
estadios mas avanzados del cancer de mama.

RhoC también esta sobreexpresado en tumores de mama vy, al igual que
RhoA, los niveles de expresion se correlacciona de manera positiva con la
progresion tumoral**®. Ademas, esta GTPasa esta notablemente sobreepresada
en cancer de mama inflamatorio, un tipo de cancer caracterizado por su rapida
progresidn hacia formas invasivas y altamente metastasicas.
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Cdc42 se encuentra sobreexpresado e hiperactivado en tumores de mama
invasivos en comparacion con su expresion en tejido normal del mismo
paciente’!. Esta GTPasa es un regulador clave en la formacién de los
invadopodios y ademas su sobreexpresion induce la pérdida de polaridad
celular, promueve la motilidad celular y estimula la actividad tanto de PI3K
como de ERK. Por lo tanto Cdc42 puede participar en practicamente todas las
fases de la progresién tumoral.

Por dltimo, Racl también puede contribuir al desarrollo del cdncer de
mama a través de multiples mecanismos. De hecho, esta GTPasa también se
sobreexpresa en tumores de mama y parece tener un papel relevante en los
estadios tempranos de la tumorigénesis'*?. Dada la relevancia que esta GTPasa
tiene en esta tesis doctoral, en el siguiente apartado se explicardan en
profundidad las caracteristicas de esta GTPasa y su papel en cancer de mama.
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Figura 8. Modelo hipotético de las Rho GTPasas implicadas en cada estadio de la
progresion del cancer de mama. (Figura modificada de McHenry y Vargo-Gogola,
2011%)

3. Las GTPasas Rac

La subfamilia Rac de GTPasas esta compuesta por los miembros Racl, Rac2,
Rac3 y RhoG. Las isoformas de Rac guardan un alto grado de homologia entre
ellas, presentando las mayores divergencias en el extremo C-terminal, region
gue es importante tanto para la localizacién subcelular como para la unidn a
reguladores especificos’>**> Mientras que Racl y RhoG son ubicuas, la
isoforma Rac2 se encuentra silenciada en todas las células excepto en las
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hematopoyéticas (macréfagos, neutrdfilos, linfocitos T y B)®® 8% 118118 por gy

parte, Rac3 se expresa principalmente en cerebro, aunque también se ha
descrito su expresién en algunas lineas celulares, de las que cabe destacar

DU4475 (células de cancer de mama)™*.

Las proteinas Rac se asocian a la membrana para llevar a cabo sus
funciones. Esta asociacidn a la membrana no se produce en el momento de la
biosintesis, sino que es mediada por las modificaciones postraduccionales que
se dan sobre la denominada caja “CAAX” por la incorporacién de grupos
geranil-geranilo o del grupo farnesilo, aunque este ultimo en menor

frecuencia®®®.

3.1 Regulacion de Rac

La regulacion de Rac se produce de manera semejante al resto de
subfamilias de las Rho GTPasas, mediante la actuacidon de GEFs, GAPs y GDlIs
especificos como ya se ha explicado en la seccion anterior. Rac puede ser
activado por un variado numero de estimulos, entre los que se incluyen
factores de crecimiento (EGF, PDGF, HRG), ligandos de receptores acoplados a
proteinas G (GPCR, G Protein Coupled Receptors) (SD-1a, esfingosina fosfato y
bombesina), integrinas y sefiales de estrés. Tras la estimulacién de los
receptores correspondientes, Rac se activa mediante la activacién de RacGEFs,
normalmente mediante la participacién de moléculas intermedias'*°. Asimismo,
la inactivacién de Rac también puede estar controlada mediante Ila
estimulacion de receptores que regulan a proteinas GAP, como es el caso de la
quimerinasm’ 122

Un mecanismo adicional de regulacidn que es especifico de las GTPasas Rac
es su capacidad de autoasociacion. A diferencia de RhoA y Ras, los cuales sélo
existen en mondmeros, Racl y Rac2 pueden encontrarse formando
homodimeros u oligdmeros'**. La auto asociacién de Rac estd mediada por su
region C terminal polibasica. A pesar de que no se conoce en profundidad el
significado bioldgico de esta asociacidn, se sabe que su actividad GTPasa

intrinseca esta favorecida en estas condiciones'**.

Rac también se puede regular mediante el control de los niveles de
proteina. Se ha comprobado que los niveles de Rac se controlan mediante
varios procesos que regulan su degradacion. Asi, se ha demostrado que Rac
puede sufrir ubiquitinizacién'®> y sumoilacién'*®. Ademas, Rac puede ser
degradado por la caspasa-3'?’. La rotura de Racl y Rac2 mediada por la caspasa
se realiza en las posiciones Aspll y Glyl2 respectivamente, ambas secuencias
poco convencionales de reconocimiento de la caspasa-3. El corte de ambas
GTPasas tiene como resultado la inactivacion irreversible de las mismas,
impidiendo su unién a GTP asi como la interaccidn con sus efectores. La unién
de Rac al GDI protege a la GTPasa de la accién de la caspasa'®®. Esta
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degradacion mediada por caspasas afiade mds complejidad a la regulacion de
las funciones de Rac, especialmente a las relacionadas con la apoptosis'*.

3.2 Funciones celulares de Rac

A pesar de que la funcidon principal de Rac es la regulacién de la
reorganizacion del citoesqueleto de actina, fundamentalmente para la
formacion de lamelipodios y ruffles de la membrana, Rac participa en muchos
otros procesos. Algunos de ellos estan relacionados el citoesqueleto, como son
el mantenimiento de la morfologia celular, la polaridad, la adhesién y la
migracion, y otros muchos no, como es el caso de la produccion de ROS, la
transcripcién de genes, la progresién del ciclo celular, la supervivencia y la
apoptosis (Fig. 9).

Factores Integrinas

de estrés RTK GPCR

Ol N

om@
AlZS/Plrll MEKK  sMEK 1/2
Irsp53 ¢

MKK Ei'l 5, ROS
\‘: JNK/ \\pss
NN

¢ / \Factores de transcripcion

Arp2/3 LIMK
Reguladores del ciclo celular

I
|
|
1
|
lamellpotm 1 Proliferacion
- D
|
I
|
|
I
|
|

/

I racion °
@ \Ondulacion 8 @ -> Apoptosis

Supervivencia

ORG ACIO CITOES 0 PROCESOS INDEPENDIENTES
REORGANIZACION DEL CITOESQUELET - DEL CITOESQUETO

Figura 9. Diferentes funciones celulares reguladas por Rac. Rac participa en la
regulacién de funciones dependientes e independientes del citoesqueleto de actina a
través de la activacién de multiples efectores. Mediante el control de la polimerizacion
del citoesqueleto de actina controla la formacion de las estructuras de membrana
necesarias para la migracion celular (lamelipodios y ondulaciones de membrana o
ruffles). Entre las funciones no dependientes del citoesqueleto se encuentran el
control de la proliferacion, la transcripcién de genes mediadores de la supervivencia
celular o de la apoptosis, la produccion de ROS o incluso la regulaciéon del
transportador de glucosa GLUT4. (Figura modificada de Wertheimer et al. 2011%*°)
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3.2.1 Funcidn de Rac en la reorganizacidn del citoesqueleto de actina

La organizacion del citoesqueleto a través de Rac esta mediada por dos
vias, una directa mediante la unién a PAK y otra indirecta a través de Arp2/3.

- PAK. PAK fue el primer efector descrito para Racl. Se trata de una
serina/treonina quinasa, que se une directamente a RacGTP o Cdc42GTP a
través del dominio PBD (p21 Binding Domain)*' y cuya unién estimula
potentemente la actividad quinasa de PAK. Existen seis isoformas de PAK
identificadas en humanos clasificadas en dos grupos (I y Il). Los miembros
del grupo | (PAK 1, 2 y 3) contienen el dominio PBD y un dominio auto-
inhibitorio. Los del grupo Il (PAK 4, 5 y 6) poseen Unicamente el dominio
PBD. Otra diferencia significativa entre ambas clasificaciones es el modelo
de activacion. Mientras las isoformas de PAK | son activadas después de la
unién con Rac y Cdc42, las de PAK Il no requieren de la GTPasa para llevar a
cabo su actividad quinasa, pero su interacciéon con Rac/Cdc42 afecta a la

localizacién subcelular de la proteina®™?.

- Arp2/3. Como ya se ha mencionado anteriormente, Rac, junto con Cdc42, se
encargan de los procesos relacionados con la polimerizacién de actina en
estructuras ramificadas, para lo cual utilizan el complejo Arp2/3. Rac actua
sobre el complejo Arp2/3 mediante de su proteina efectora Scar/WAVE
para controlar la formacién de lamelipodios. La unién de Rac a WAVE no es
directa, al no contar esta proteina efectora con un dominio PBD’®. Esta
ausencia del dominio PBD la caracteriza por un estado constitutivamente
activo. Para su inhibicidn es necesario otro complejo formado por cuatro
proteinas (Nck+PIR121+Nap1+Abi). Tras la activacion en membrana de Rac
por unidn a GTP, es posible la disociacién del complejo inhibidor de

Scar/WAVE, induciéndose la formacién de Iamelipodiosm.

3.2.1.1 Formacidén de lamelipodios

La formacion de lamelipodios se produce como respuesta a la estimulacion
extracelular capaz de mediar la activacién de la GTPasa Rac. La asociacion
consecuente con sus moléculas efectoras Scar/WAVE y Arp2/3 media el
ensamblaje de las unidades de actina del citoesqueleto, las cuales componen
los filamentos de las estructuras denominadas lamelipodios. El sistema de
crecimiento dinamico de los filamentos de actina, debido al ensamblaje y
desensamblaje de los filamentos, proporciona el movimiento de expansion de
la membrana celular caracteristico de estas estructuras (Fig. 10). Existen varias
fases implicadas en este proceso. La fase inicial de nucleaciéon o ensamblaje se
caracteriza por la polimerizacién de subunidades de actina unidas a ATP, que se
hidroliza a ADP al irse desplazando los mondmeros de actina a lo largo del
filamento hacia el extremo. El desensamblaje de los filamentos de actina es un
proceso en el que interviene el complejo ADF/cofilina’®*. Este complejo se une
a la actina filamentosa con el fin de promover la liberacién de ADP-actina de las
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ramificaciones’®. La activacidon de Rac también participa en esta fase,
inactivando el complejo ADF/cofilina a través de su efector PAK y de LIMK®?,
impidiendo asi el proceso de desensamblaje de los filamentos. El reciclado de
las subunidades de actina es el tercer proceso esencial que permite que fluya el
ciclo de polimerizacién, se produce al catalizar el intercambio de ADP por ATP y
lo realiza la proteina profilina. En resumen, Rac estimula tanto la formacién
como la estabilizacion de nuevos filamentos de actina (Fig. 10).

6. Formacion de lamelipodios a través de la sintesis
1. Estimulo extracelular de filamentos de actina
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Figura 10. Esquema de la formacién de lamelipodios. (1) Los receptores de la
membrana son activados por estimulos extracelulares. (2) Se ruta de seiializacion
asociada al estimulo activa las proteinas Rho GTPasa y produce PIP2 (3) que activa las
proteinas Wasp/Scar. (4) Las proteinas Wasp/Scar unen el complejo Arp2/3 con los
mondmeros de actina en un filamento preexistente para producir las ramificaciones.
(5) El rapido crecimiento de los filamentos de actina de las ramificaciones (6) empuje al
membrana hacia delante formando los lamelipodios. (7) La elongacidn para tras unirse
las proteinas de terminacion. (8) La despolimerizacion de los filamentos se produce por
hidrolisis del ATP unido a cada subunidad de actina (las subunidades antes blancas se
representan en amarillas), seguido de la disociacion del fosfato (las subunidades se
representan en rojo). (9) el complejo ADP/cofilina promueve la disociacion del fosfato,
rompe los filamentos de actina-ADP y promueve la disociacion de la actina-ADP de los
extremos del filamento. (10) La proteina profilina cataliza el intercambio de ADP por
ATP (11) volviendo a estar listas para subunidades para producir el alargamiento de los
filamentos. (12) Las Rho GTPasas también activan PAK y la quinasa LIM, que se
encargan de fosforilar el complejo ADF/cofilina, encargado de reducir la velocidad de
recambio de los filamentos. (Pollard y Borisy, 2003"’).
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3.2.2 Funcion de Rac en la adhesion celular

Las vias de sefalizacion reguladas por Rac afectan a la formacién y
mantenimiento de las uniones intercelulares AJ**. Las proteinas fundamentales
para la formacidon de las AJ son las cadherinas clasicas y las cateninas. Las
cadherinas son moléculas de adhesidon intracelular calcio dependientes,
esenciales para el mantenimiento de la arquitectura y morfologia celular. Se
conocen 20 miembros de la familia de las cadherinas, las cuales se caracterizan
por sus patrones de expresion especificos de tipo celular. Dentro de las
cadherinas cldsicas se encuentran la P-cadherina (placentaria), la N-cadherina
(neuronal) y la E-cadherina (epitelial)***. En cuanto a su estructura, son
proteinas con una zona transmembrana, un dominio extracelular y una cola
citoplasmica. Las cadherinas se anclan al citoesqueleto de actina por medio de
las proteinas cateninas (a-catenina, B-catenina, y-catenina/placoglobina y p120
catenina) *°. Las cateninas serian las proteinas que sirven como nexo entre las
moléculas de cadherina y la red de actina, y por extensién, con Rac **’ (Fig.11).

Ocludina

T) Claudina

JAM

Nectina

E-cadherina

o-cat

Figura 11. Esquema de las uniones estrechas y las uniones adherentes. (Figura
modificada de Malliri et al. 2011%°)

En células epiteliales, la activacion local de Rac es necesaria para el
establecimiento de la zona inicial de contacto célula-célula mediada por E-
cadherina, proceso que se regula por la accién de Rac sobre el citoesqueleto de
actina. Esta accion de Rac también es necesaria para la endocitosis de E-
cadherina. E-cadherina, a su vez, puede regular la dinamica de la organizacion
del citoesqueleto y las uniones intercelulares reclutando complejos reguladores
como Arp2/3, las forminas y las actininas. Estos datos muestran la estrecha
relacién entre la formacion y mantenimiento de los contactos célula-célula, la
regulacién de la polimerizacidn y reorganizacidn del citoesqueleto de actinay la
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regulacién de Rac'®. Rac también participa en el control tanto de la formacién

como del mantenimiento de las TJ mediante el control del citoesqueleto de
actina y regulando la localizacidn de las proteinas claudina 1y 2 y JAM.

El otro tipo de uniones generadas en las células, aquellas que conectan las
células con el sustrato, son las adhesiones focales. Durante la formacién de
estas adhesiones, la sefalizacién de Rac puede regular la asociacion de MEK1
(MAPKK) y ERK2 asi como la activacidn de esta ultima, procesos regulados por
la activacién de PAK por Rac. Este mecanismo especifico de regulacién del
complejo MEK-ERK, a través de la via Rac-PAK, integra las sefiales procedentes

de la adhesién a ECM y de los factores de crecimiento™.

3.2.3 Funcidn de Rac en la progresion del ciclo celular

Rac estd implicado en la regulacion tanto de procesos tempranos de la
divisién celular como de procesos fisicos tardios, como es el caso de la
citoquinesis.

La progresion de la fase G; a la fase S del ciclo celular esta controlada por
la ciclina D1. Esta ciclina es uno de los miembros de la familia de ciclinas tipo D
que forman complejos con las quinasas dependientes de ciclinas CDK4 y/o
CDK6 para favorecer la proliferacion'®. Rac induce la expresién de los genes de
la ciclina D1 en la fase temprana de G;, proceso que requiere la activacion en
paralelo de NFkB. Esta induccién se combina con la mediada por una activacién
sostenida de ERK, que induce la expresion de ciclina D1 en la mitad de la fase
G1"°. Esta secuencia de activacion de la sefializacién de la ciclina es célula-
dependiente, por lo que Rac puede regular el ciclo celular de forma diferente
dependiendo del tipo celular.

Rac también esta implicado en la regulacidn de la progresion de la fase G, a
la fase M ya que se ha demostrado cémo la acumulacion de Rac en el nucleo en

la fase G, acelera la divisién celular***.

Por ultimo, Rac también esta implicado en la organizacién del huso
mitdtico y en el alineamiento de los cromosomas durante la mitosis, asi como
en la formacién del anillo contractil durante la citoquinesism. La correcta
regulacién de estos procesos es muy importante ya que de ellos depende el
mantenimiento de la estabilidad gendmica.

3.2.4 Funcidn de Rac en la supervivencia celular

Rac puede influenciar la supervivencia celular modulando la sefializacion
tanto pro como antiapoptética dependiendo del tipo celular®. La sefializacién a
favor de la supervivencia celular promovida por Rac implica la activacidn de las
proteinas de la familia de Bcl2. La proteina PAK media la fosforilacion de Bad
gue bloquea la apoptosis como resultado de la expresion de factores de
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supervivencia®®. Rac también regula la supervivencia celular a través de la
activacion de Akt, Erk y NF-kB dependiendo del tipo celular. Algunos ejemplos
de su regulacién a favor de la supervivencia via NF-kB son la inhibicién de la
apoptosis en fibroblastos o en los acinos mamarios™>. En el caso de Akt, se ha
observado en células no adherentes como es necesaria la coordinacién con las

vias de sefializacién de Rac'*®.

En contraste, la actividad proapoptotica estd ligada a la activacion de vias
de estrés dependientes de quinasas, entre las que destacan JNK o p38, las
cuales se inducen por estimulos como la ionomicina, la radiacién UV, la

hiperosmolaridad o la exposicion a lipopolisacaridos™.

3.2.5 Otras funciones de Rac
3.2.5.1 Regulacion de actividades enzimaticas

Rac participa en la regulacion de diversas actividades enzimaticas entre las
que se encuentran enzimas implicadas en el metabolismo lipidico (PI4P 5-
kinase, PI3Kinase, DAG kinase, fosfolipasa D y fosfolipasa C) y la enzima NADPH

oxidasa'**.

Un componente estructural de la enzima NADPH oxidasa, p67phox, fue uno
de los primeros efectores de Rac identificados'*>. La unién de Rac a p67phox
activa el complejo de la NADPH oxidasa promoviendo la generacién de especies
reactivas de oxigeno****’ Las ROS realizan funciones diferentes dependiendo
del tipo celular. Mientras que en células fagociticas tienen un papel de defensa
frente a patdgenos, en las células no fagociticas actian como mensajeros
secundarios de otras vias de sefializacion*®. El desequilibrio en el balance redox
como consecuencia de la generacién o acumulacién de las ROS, estd
relacionado con procesos de transformacion celular y, en dltimo término, con la

tumorigénesis'®’.

3.2.5.2 Regulacidn del transporte de glucosa

Rac se ha relacionado con el transportador de glucosa dependiente de
insulina, GLUT4, al participar en la regulacion de su translocacion a la
membrana plasmatica®’. Una de los efectos mas caracteristicos de la insulina
es la estimulacién de la entrada de glucosa en las células musculares. Esta
actuacioén se consigue gracias al enriquecimiento del transportador de glucosa
GLUT4 en la superficie celular. Recientemente se ha demostrado que la
regulacion del citoesqueleto de actina mediada por Rac es en parte
responsable de la traslocacion de GLUT4 a la membrana en las células del

musculo®?.
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3.3 Papel de Rac en el desarrollo y progreso tumoral

Dada la gran diversidad de funciones reguladas por Rac, no es extrafo que
esta proteina tenga un papel relevante en la biologia del cancer. La actividad de
Rac esta incrementada en tumores humanos a través de diversos mecanismos
que se discutirdn mads adelante. A continuacién se describira cédmo |la
sefializacion mediada por Rac puede influir en los distintos estadios de la
progresion tumoral, que se muestran en la figura 12.

3.3.1 Papel de Rac en la transformacidon maligna

Las células cancerosas se caracterizan en la fase inicial del proceso tumoral
por la presencia de una serie de alteraciones entre las que se incluyen aquellas
asociadas con el control del ciclo celular, la proliferacién y la supervivencia.

Una de las habilidades con las que cuentan las células tumorales, en la fase
temprana, es la de progresar desde el estado quiescente Gy a la fase G1y S en
ausencia de sefales mitogénicas o de adhesion, lo que les permite proliferar en
condiciones anormales. Como ya se ha explicado, Rac controla la progresion de
la fase G1 a la fase S del ciclo celular mediante el control de la expresion de la
ciclina D1. La actividad del complejo creado por las quinasas dependientes de
ciclinas CDK4 y/o CDK6 vy las ciclinas tipo D es fundamental para que la célula
entre en el compromiso de proliferar, pues este complejo se encarga de
fosforilar e inhibir el supresor tumoral retinoblastoma (Rb) lo que permite al

factor de transcripcién E2F su actuacién y la consecuente entrada en la fase '

Las uniones intercelulares, en concreto las TJ, ademds de ejercer una
funcién de barrera para el paso de moléculas a través del espacio intercelular,
restringen la proliferacion celular secuestrando en la membrana proteinas que
favorecen la proliferacion celular cuando se localizan en el ndcleo™> 3. Rac
participa en el control tanto de la formacién como del mantenimiento de las TJ y
por tanto una sefalizacidén aberrante de Rac en tumores puede desestabilizar las
TJ promoviendo la transformacion maligna y el crecimiento tumoral.

Por ultimo, la capacidad de Rac de promover la supervivencia celular puede
contribuir a la capacidad de las células tumorales de evadir la apoptosis y
favorecer el crecimiento tumoral.

3.3.2 Papel de Rac en invasion y metastasis

Dado que el control de la reorganizacion del citoesqueleto celular es la
funcién principal de Rac, su papel es esencial en la invasién y metastasis. Un
requisito para que una célula tumoral pueda metastatizar es la adquisicion de
motilidad. Este proceso implica la pérdida de la adhesidn intercelular, de la
adhesion con la matriz extracelular y protedlisis de la matriz extracelular, todos
procesos dependientes de la funcién de Rac.
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Como se menciond anteriormente, Rac regula el establecimiento y
mantenimiento de los contactos intercelulares mediados por E-cadherina (A))=Y
7 La pérdida de AJ es una de las caracteristicas de la transicién epitelio-
mesénquima, mientras que la ganancia de AJ es caracteristico de la transicion
mesénquima-epitelio (MET)**®. La actividad de Rac se ha asociado tanto a la
formacién como a la pérdida de las AJ por lo que es plausible que esté implicado
en ambos procesos. La transicion epitelio-mesénquima produce un incremento
de la motilidad celular y la capacidad invasiva y, por lo tanto, en los casos en los
que Rac promueva esta transicion favoreceria la adquisiciéon de un fenotipo
metastdsico. Por otro lado, Rac también es importante en el establecimiento de
AJ. En estos casos, Rac participaria en la transicion MET de las células
metastasicas, facilitando la formacién secundaria de tumores en los sitios de
metastasis.

Rac también puede controlar la migracién celular mediante su capacidad
de regular la formacién de lamelipodios en el frente de avance de las células,
estructuras que son importantes para dirigir el desplazamiento de las células.
Para este desplazamiento también es necesario el continuo ensamblaje y

desensamblaje de las adhesiones, proceso en el que también participa Rac™’.

Por ultimo, existen evidencias que implican a Rac en la expresién alterada
de metaloproteinasas (MMPs), enzimas a través de las cuales se modula la
degradacién de la matriz extracelular durante el proceso de invasién®® **,

3.3.3 Papel de Rac en la angiogénesis

La angiogénesis es el proceso de desarrollo de nuevos vasos sanguineos.
Este mecanismo es necesario para el crecimiento del tumor y la metastasis,
pues suplementa oxigeno y nutrientes a la masa tumoral. La sefializacién
mediada por Rac participa en la regulacién de la angiogénesis a través del
control en la motilidad y la morfologia de las células endoteliales procesos
necesarios para que las células endoteliales formen nuevos capilares'®'®,
Ademads Rac participa en la regulacion de la permeabilidad endotelial inducida
por el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) o la trombina,

acelerando asi la extravasacion de las células tumorales y la metastasis ***.

Otra via por la cual Rac puede modular las funciones mediadas por VEGF es
a través de la activacidon de la enzima NADPH oxidasa, la cual desencadena la
produccién de ROS necesarios para iniciar la sefializacion de las vias activadas
por VEGF importantes para la angiogénesis. Dado que las NADPH oxidasas
reguladas por Rac son la mayor fuente de generacion de ROS en las células
vasculares, el papel de Rac en la angiogénesis es crucial'®®. Ademas de ser
activado tras la estimulacién de VEGF, Rac también puede inducir la expresion
de VEGF y otros factores angiogénicos entre los que se incluyen la éxido nitrico
sintasa (NOS), PDGFB y angiopoyetina-2. Esta regulacién se encuentra mediada
por la expresién del factor inducible por hipoxia HIF-1%>¢¢,
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Figura 12. Esquema de las funciones reguladas por Rac en cdncer de mama. (Figura
modificada de Malliri et al, 2011%°)

3.4 Alteraciones de la actividad de Rac en cancer de mama

Existen varios mecanismos responsables de la alteracién de Rac en las
células cancerigenas, que abarcan desde el aumento de la expresién de la
proteina en si hasta mutaciones, pasando por cambios en los reguladores y
efectores que se encuentran en las vias de sefalizacién por debajo de Rac. A
continuacion se describiran los cambios mas frecuentemente encontrados en
cancer de mama.

3.4.1 Alteraciones de Rac

A pesar de las numerosas evidencias que demuestran que la activacion de
Rac promueve procesos bioldgicos ventajosos para el desarrollo y la progresién
del cdncer, las mutaciones activadoras de Rac son muy poco frecuentes en
tumores™®’. En las lineas celulares de cancer de mama triple negativo MDA-MB-
157 y HCC1143 se han encontrado mutaciones activadoras en Racl (mutacion
P29S) y en Rac2 (mutacion P29L)*’. Sin embargo, no se han descrito estas
mutaciones en tumores de mama humanos aunque la mutacién de Racl se ha

encontrado en el 5% de melanomas'®.

En cancer de mama es frecuente la sobreexpresiéon de Racl, Rac3''* *°y
de la isoforma Raclb, que también se sobreexpresa en otros tipos de cancer
como el de colon, ovario y testiculo'’®. La isoforma Raclb se trata de una
variante de Racl generada por splicing alternativo que contiene una insercion de
19 aminoécidos'’*. El cambio fundamental gue presenta esta isoforma es
bioquimico, pues la insercidon dota a Raclb de una capacidad de intercambiar
GDP por GTP drasticamente aumentada'’’. Ademas, cuando se analizé su
capacidad intrinseca de hidrolizar GTP se vio que ésta estaba reducida. Otra de
las peculiaridades de Raclb es su incapacidad para unirse al GDI'”?. La pérdida de
la regulacion por GDIs mantiene a Raclb de forma constitutiva unido a la
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membrana. Las proteinas GAPs y GEFs, sin embargo, si pueden regular Raclb. No
obstante, dado que la capacidad de Raclb de retornar al estado activo es
practicamente inmediata, se puede decir que la actuacion de los GEFs y los GAPs
en esta isoforma resulta ser redundante’?. El estado predominantemente activo
de Raclb produce una activacion constante de las vias de sefalizacion que
controla. Las funciones reguladas por Raclb son diferentes a las de Rac debido a
su incapacidad para unirse a algunos efectores como PAK, JNK o NF-kB. Ademas
no estd implicada en la formacién de lamelipodios*’®. Por el contrario, esta
variante de splicing interacciona de forma similar a Racl con proteinas como
Akt'”. Otros ejemplos de efectores a los se une de forma muy favorable son
SmgGS (RacGEF), RACK1 (receptor de la quinasa activada C1) y p120-catenina,
proteina que como se menciond en apartados previos, es muy importante en la
adhesién celular, motilidad y regulacién de la transcripcion’’!. Ademas, en
cancer de mama Raclb forma un complejo con la enzima NADPH oxidase
induciendo la produccién ROS, la expresion de Snail y la activacion del proceso

de transicién epitelio-mesénquima'’®.

La activacién anémala de Rac encontrada en tumores de mama también
puede deberse a diferencias en la expresion de RacGEFs y RacGAPs que se
explicaran mas detalladamente en el siguiente apartado.

3.4.2 Alteraciones de RacGEFs y RacGAPs

Rac no solo esta sobreexpresado en cdncer de mama, también se ha
descrito la hiperactivacion de esta proteina en este tipo de tumores. Ademas, en
pacientes con cancer de mama recurrente se ha observado un incremento en la
localizacion en membrana de Rac, lo que sugiere que la activacién de esta
GTPasa estd asociada con una mayor agresividad del cancer de mama**?. Como
ya se ha explicado con anterioridad, no se conocen mutaciones oncogénicas de
Rac en tumores de mama, por lo que el aumento de su actividad puede ser
debido a alteraciones en sus proteinas reguladoras, bien a una mayor actividad

de los GEFs 0 a una menor actividad de los GAPs'*.

Existen multiples estudios que correlacionan la activacion de Rac en cancer
de mama con la hiperactivacién de RacGEFs™°. Por ejemplo, P-Rex1, regulador
de la actividad de Rac y de la motilidad de células de cancer de mama en
respuesta a la estimulacion de los receptores ErbB, esta sobreexpresado en
tumores de mama humanos'®. La expresion del GEF Tiam1 se ha correlacionado
con carcinomas de mama de alto grado'’’. Trio también esta sobreexpresado en
tumores de mama y se considera un marcador de tumores con mala
prognosis”g. Por dltimo Vav3, que en células de cdncer de mama activa la
transcripcidn del receptor ERa, esta sobreexpresado en el 81% de los tumores de

mama humanos®”°.

A diferencia de los GEFs, existen muy pocos GAPs cuya inhibicidn se haya
asociado con el cancer de mama. Se ha descrito recientemente que la expresion
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de srGAP3 esta marcadamente reducida en numerosas lineas celulares de cancer
de mama en comparacién con células de mama no tumorales'®®. De manera
similar, la expresion de B2-quimerina esta reducida en tumores de mama y en
lineas celulares de cancer de mama, relacionandose esta disminucién de la
expresién con una mayor proliferacion celular®. Teniendo en cuenta la
relevancia de PB2-quimerina en este estudio, en el siguiente apartado se
profundizard en la familia de las quimerinas y en especial en la relacién de la
isoforma 32 con los procesos tumorales y con el cancer de mama.

4. Quimerinas
4.1 Genes de las quimerinas

Las quimerinas son proteinas GAPs especificas de la GTPasa Rac. Se
conocen hasta el momento cinco miembros de la familia de las quimerinas: al-,
a2-, B1-, B2- y B3-quimerina’®® (Fig. 13). Las isoformas al- y a2-quimerina se
originan por transcripcién alternativa del gen CHN1, localizado en el cromosoma
2931.1 en humanos, mientras que las isoformas B1-, B2- y B3-quimerina son
transcritos alternativos del gen CHNZ2, situado en humanos en el cromosoma
7p15.3184, 185

C1 - al-quimerina
SH2 C1 - a2-quimerina
(o} - B1-quimerina
SH2 c1 - B2-quimerina
SH2 Cc1 - B3-quimerina

Figura 13. Estructura de los miembros de la familia de las quimerinas. Las isoformas
al- y a2-quimerina se originan a partir de la transcripcion alternativa del gen CHNI,
mientras que las isoformas B1-, B2- y B3-quimerina son transcritos alternativos del gen
CHN2. Los dominios C1 y GAP estan presentes en todas las isoformas a diferencia del
dominio SH2, Unicamente presente en las isoformas a2, 2 y B3-quimerina.

El patron de expresion de las isoformas de las quimerinas es muy diferente.
Mientras que las isoformas al- y Bl-quimerina se expresan mayoritariamente en
cerebro y testiculo respectivamente, las isoformas a2- y B2-quimerina se han
detectado en una amplia variedad de tejidos y lineas celulares, especialmente
esta Ultima'®. El perfil de expresién de la isoforma B3 revela bajos niveles de
transcripto excepto en epididimo, leucocitos, bazo, timo y algunas areas del
cerebro’®. Debido al reciente descubrimiento de la B3-quimerina y la escasa
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informacién que se tiene a dia de hoy no se va a entrar en mas detalles sobre
ella.

4.2 Estructuray propiedades bioquimicas

Todas las isoformas de las quimerinas tienen un dominio GAP C-terminal
qgue les permite regular la activacion de Rac y un dominio C1, esencial para
regular su localizacion subcelular. Ademas, las isoformas a2, B2 y B3 poseen un
dominio SH2 en el extremo N-terminal® (Figs. 13 y 14).

SH2 Cc1 GAP
"y %
'i,*c 4 9 DA
74 v PR

a; :

Unidn a Unidén a DAG | Estimulacion de
fosfotirosinas y ésteres de la actividad

forbol catalitica de Rac

Figura 14. Estructuras tridimensionales de los dominios funcionales de las quimerinas.
El dominio SH2 se localiza en el extremo amino-terminal de las isoformas a2- y B2-
guimerina y posee una zona consenso de unidn a fosofotirosinas. El dominio C1 permite
la unién a DAG y ésteres de forbol necesaria para la regulacion de la actividad de las
guimerinas. El dominio GAP se localiza en el extremo carboxi-terminal y estimula la
actividad GTPasa intrinseca de Rac.

4.2.1 Dominio C1

El dominio C1 es globular, con un tamafo de alrededor de 50 aminodacidos,
tiene un 40% de homologia con el de las proteinas quinasas C (PKCs) y posee los
requerimientos estructurales necesarios para la unidn a DAG y ésteres de forbol,
incluyendo el motivo HX1,CX;CX13/14CX,CX4HX,CX7C  caracteristico de  los
dominios C1 tipicos.

La presencia de un dominio C1 en una proteina no es condicidn suficiente
para que se produzca la unién a DAG vy ésteres de forbol con alta afinidad, pues
solo un subgrupo de proteinas, dentro de las proteinas que poseen dominios C1,
es capaz de ello. En el caso de las PKCs, solamente las isoformas que presentan
dos dominios C1 en tandem, las denominadas clasicas (PKCa, BI, Bll y y) y las
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noveles, (PKC§, €, n y 6), son capaces de unir DAG. En cambio, las isoformas
denominadas atipicas (PKCZy PKCA/1), con un Unico dominio C1, no responden a
DAG vy ésteres de forbol. La primera proteina con un solo dominio C1 en ser
descrita como una proteina de unién a DAG vy ésteres de forbol fue
al-quimerina™®” '®. pPosteriormente se comprobd que el resto de las isoformas
de las quimerinas, asi como como las proteinas PKD (proteina quinasa D),
RasGRP 1, 2 y 4 (Ras guanine releasing-protein), Munc-13 y las isoformas By y de
DGK (DAG quinasas) también eran capaces de unir DAG™? 1% Estas proteinas
constituyen los denominados nuevos receptores para DAG.

Los dominios C1 de las isoformas al- y a2-quimerina son idénticos, al igual
que sucede entre las isoformas B1-, f2- y B3-quimerina. Ademas, los dominios C1
de las o y B-quimerinas presentan una homologia del 94%'*. La caracterizacién
de las quimerinas como receptores de DAG y ésteres de forbol ha sido
ampliamente detallada. Se ha demostrado que el dominio C1 de las quimerinas
une estos compuestos con alta afinidad y que esta union es dependiente de la
presencia de fosfolipidos acidicos'®® *®3. Ademds, la unién de DAG y ésteres de
forbol induce la traslocacion de las quimerinas desde el citosol a las membranas,
mecanismo esencial de la regulacion de estas proteinas. Estudios de mutagénesis
demostraron que el dominio C1 es esencial para esta regulacién ya que una
mutacion puntual en la cisteina 246 de B2-quimerina, que afecta a la estructura
total del dominio C1, impide la capacidad de la proteina de relocalizarse en
respuesta al ester de forbol PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate) u otros
ésteres de forbol analogos'®>. En conjunto, estos datos implican que las
quimerinas actuan como receptores del DAG generado en repuesta a la
activacion de receptores.

4.2.2 Dominio GAP

El dominio GAP se sitda en el extremo C-terminal de las quimerinas y es el
encargado de acelerar la capacidad GTPasa intrinseca de Rac™*“'*’. Esta
compuesto por alrededor de 150 aminoacido que presentan alta homologia con
el dominio GAP de la proteina BCR **2. El dominio GAP de las isoformas al- y o2-
guimerina son idénticos, al igual que sucede entre las isoformas B1-, B2- y B3-
quimerina y entre las isoformas a- y B-quimerinas comparte el 77% de
identidad™®.

Experimentos in vitro han demostrado que las quimerinas aumentan la
hidrodlisis de Racl, pero no la de Cdc42 ni RhoA 121 Esta especificidad se explica
por los datos derivados de la estructura cristalina de B2-quimerina, que muestra
unas interacciones estéricas y electrostaticas desfavorables para la unién con
Cdc42 y RhoA, de forma que se impide la actividad catalitica sobre estas
GTPasas. Ademas, el residuo de arginina en posicidon 311 de B2-quimerina es el
denominado “dedo de arginina” caracteristico de los dominios GAP, que
interactian con el sitio activo de las GTPasas, estabilizando asi el estado de
transicion para la hidrdlisis del GTP **2.
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La actividad GAP de las quimerinas es sensible al entorno lipidico. Estudios
realizados en al-quimerina revelaron que la actividad RacGAP se estimulaba
significativamente por la presencia de fosfatidilserina (PS) y acido fosfatidico
(PA), y que los ésteres de forbol podian actuar en sinergia con estos Iipid05194.
Ademas, el acido lisofosfatidico (LPA), los lipidos derivados de fosfatidilinositol
(PtdIns, PtdinsP y PtdInsP,) y el acido araquiddnico inhiben la actividad RacGAP

de esta isoforma®®”.

4.2.3 Dominio SH2

Las isoformas a2, B2 y B3-quimerina tienen en su extremo N-terminal un
dominio SH2, el cual guarda el 82% de homologia entre ellas’®. Una de las
singularidades de este dominio en las quimerinas es la presencia de un residuo
de acido glutdmico al comienzo de su secuencia en vez de triptéfano, aminodcido
comun en otros dominios SH2'%*. Sin embargo, las secuencias consenso de unidn
a fosfotirosinas se encuentran preservados.

Se sabe muy poco sobre la funcidon del dominio SH2 de las quimerinas.
Estudios previos han demostrado que en la isoforma a2-quimerina el dominio
SH2 interactia con proteinas esenciales para la diferenciacién neuronal'®, ya
que la expresion en células PC12 de a2-quimerina con una mutacién en dicho
dominio, produce un fenotipo similar al de la isoforma al-quimerina™" **?. Otros
estudios han descrito un mecanismo por el que podria regularse negativamente
B2-quimerina a través de la fosforilacion de un residuo de tirosina situado en el
dominio SH2'’, sobre lo que se profundizara mas adelante.

4.3 Estructura tridimensional y modelo de regulacion

La resolucién de la estructura cristalina de la isoforma B2-quimerina fue un
factor determinante para el entendimiento de la regulacion de estas
proteinas'®®. Los datos obtenidos del analisis cristalografico revelaron que el
dominio C1 forma amplios contactos hidrofébicos con el dominio GAP vy el
dominio SH2. La zona amino terminal se inserta en el dominio GAP bloqueando
su sitio activo y la union a Rac. Ademas, el domino C1 se encuentra oculto por el
plegamiento y los contactos con los dominios. Esta estructura tridimensional de
B2-quimerina explicaria el requerimiento de concentraciones mucho mas
elevadas de ésteres de forbol para inducir la translocacién de B2-quimerina en
relacion a las que se requieren para la translocacién de las PKCs pese a la
similitud de sus dominios C1*°% *%,

Basados en estos estudios se ha propuesto un modelo de activacién para
las quimerinas, segun el cual en condiciones basales las quimerinas se
encuentran en una conformacién auto-inhibida en el citoplasma. Tras la
estimulacion de receptores que resultan en la generacién de DAG, se produce un
cambio conformacional que expone el dominio C1 permitiendo la unién al DAG y
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la insercidon en la membrana donde se asocia con RacGTP y cataliza su conversién
de RacGTP a RacGDP'*? (Fig. 15).
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Figura 15. Modelo de regulacidon de Rac a través de la B2-quimerina. Las quimerinas se
encuentran en el citoplasma en estado inactivo. Tras la estimulacidon de receptores que
regulan la generacién de DAG, se produce un cambio conformaciones que expone el
dominio C1. La proteina desplegada se trasloca a la membrana plasmatica, donde se une
al DAG, se activa y ejerce su funcion GAP sobre la proteina Rac. (Figura modificada de
Colén-Gonzdlez y Kazanietz, 2006'%°)

Aunque este modelo explica cdmo se activan las quimerinas, no desvela
como ocurren los cambios conformacionales que exponen el dominio C1. Se ha
propuesto que modificaciones postraduccionales, probablemente fosforilacién, o
interacciones con otras proteinas, son necesarias para la transicién a una
conformacidn abierta. No obstante, aunque se ha descrito la fosforilacion de 32-
guimerina en varios residuos, todas las fosforilaciones son inhibitorias. La
fosforilacidn en Ser169 impide la traslocacidn de B2-quimerina a la membrana®®.
Asimismo, las fosforilaciones en Tyr21 y Tyrl53 por las SFK (Src family kinase),
regulan negativamente la traslocacién de p2-quimerina y su actividad Rac-
GAP' . Un dato relevante es que c-Scr se ha relacionado con el desarrollo,
crecimiento, progresién y metastasis de varios tipos de cancer incluido el de
mamaZ®*. Esta funcién es en parte mediada por la activacién de Rac por c-Scr a
través de la activacidon de GEF y de la inhibicién de los GAPs?®. Por ultimo, en
células T, la fosforilacion de PB2-quimerina por la tirosina quinasa Lck
desestabiliza su uniéon a la membrana, es decir, inhibe su actividad GAP. En
conjunto, estos mecanismos de regulacion de la actividad de B2-quimerina

permiten restringir la actuacion de esta proteina. La regulacién espacio/temporal
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de las quimerinas como ya se ha mencionado es importante en los procesos
regulados por Rac, como por ejemplo la migracién direccional®® %,

4.4 Rutas de sefializacion reguladas por las quimerinas
4.4.1 Quimerinas como efectores de receptores tirosina quinasa y GPCR

Varios estudios indican que B2-quimerina es un efector del receptor
tirosina quinasa EGFR. La estimulaciéon del receptor con EGF induce Ila
translocacion de B2-quimerina a la membrana para regular la activacién de
Rac'®’. La eliminacién de B2-quimerina con un RNAi aumenta significativamente
la duracién de la activacién de Racl por EGF, sugiriendo que B2-quimerina sirve
como un mecanismo para limitar la actividad de Rac en respuesta a la activacién
de EGFR.

Otros de los receptores tirosina quinasa implicados en la activacién de las
guimerinas son los receptores de efrinas EphA2 y EphA4. Las isoformas al-y a2-
guimerina se unen al dominio quinasa de EphA4, con la salvedad de que a2-
quimerina necesita que el receptor esté activado para la unién®®. En el caso de
la activacion de f2-quimerina, se ha demostrado que es capaz de unirse tanto al
receptor EphA4 como EphA2206. Se ha demostrado que la activacion de las
quimerinas por estimulacién de los receptores EphA media la inhibicién de la
migracion®®’, especialmente en la organizacion de los tejidos durante los

procesos de desarrollo®® .

Los GPCR pueden activar PLCB generando asi DAG a través de la via de las
proteinas heterotriméricas Gq y activando las quimerinas. Como ejemplo de
ligando implicado en esta ruta de activacion se encuentra el factor CXCL12
(conocido como factor derivado del estroma 1a o SDF-1a)*®, una quimioquina
gue se une a los receptores presentes en los progenitores de las células By en las
células Jurkat capaz de modular la actividad de las quimerinas®®*. En células
Jurkat se ha comprobado que CXCL12 promueve la traslocacion de B2-quimerina
de manera dependiente de DAG.

Este papel como regulador de la localizacidon de las quimerinas via DAG
también se ha descrito para el receptor muscarinico de acetilcolina mAChR1, un
receptor acoplado a Gg-PLCB cuya estimulacidn se ha relacionado con la

activacién de al-quimerina®®.

4.4.2 Interaccion con otras proteinas
Diversos estudios han identificado proteinas que interaccionan con las

quimerinas, sugiriendo la posibilidad de que estas proteinas participen en
complejos multiproteicos.
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La proteina de transmembrana Tmp21-l (p23), localizada en la red
cis-Golgi, fue identificada como proteina de unién a B2-quimerina en un ensayo
de dos hibridos. La interaccion de ambas proteinas se produce tras la
estimulacion celular y es dependiente del dominio C1*'°. Se ha sugerido que las
guimerinas podrian estar relacionadas con los mecanismos de transporte

intracelular, dada la implicacién de Tmp21-I en el trafico vesicular intracelular®™.

Se han identificado varias interacciones entre las quimerinas y proteinas
implicadas en procesos neuronales. Por ejemplo, al- y a2-quimerinas
interaccionan con p35, formando a su vez un complejo con la quinasa
dependiente de ciclina 5 (Cdk5) y se ha propuesto que esta asociacion es
necesaria para coordinar el remodelamiento de los filamentos de actina de las

neuronas’'!. También se ha demostrado que a2-quimerina interacciona con

CRMP-2 (collapsin-response mediator protein-2) a través de su dominio SH22M,
Ademas, en dentritas y espinas neuronales, al-quimerina se une con la
subunidad NR2A del receptor NMDA (N-methyl-D-aspartate receptor), unién

regulada por los ésteres de forbol**2.

Las funciones reguladas por las quimerinas también estan influenciadas por
su asociacién con los adaptadores Nck1 y Nck2*™ que regulan la sefializacion de
los receptores tirosina quinasa para controlar la organizacion del citoesqueleto
de actina®**. Se ha identificado una zona rica en prolina en las quimerinas a2 y B2
gue es capaz de unirse al tercer dominio SH3 de la proteina Nckl en respuesta a

la estimulacion del EGFR?*®,

4.5 Funciones bioldgicas de los miembros de la familia de las quimerinas

Las funciones bioldgicas de las quimerinas descritas hasta el momento
estan asociadas a su actividad como reguladores negativos de Rac y por tanto
participan en las funciones controladas por esta GTPasa en varios sistemas
celulares.

4.5.1 Funciones de las quimerinas en el sistema nervioso

Una de las funciones principales de las quimerinas es la regulacién de la
dindmica del citoesqueleto en el sistema nervioso®*. a2-quimerina regula la
dinamica del citoesqueleto de neuronas, y es importante en la guia del cono de
crecimiento neuronal®'®, funciones mediadas, como ya se ha comentado, por la
asociacién de la proteinas p35 y Cdk5 y sus dominios GAP y SH2*. al-quimerina
es capaz de limitar la expansion de las protrusiones dendriticas mediante la
inactivacion de Racl y contribuye de esta forma al desarrollo normal de las
arborizaciones dendriticas’®, mientras que la actuacién de a2-quimerina no solo
no bloquea el proceso de ramificacidon de las dendritas, sino que favorece su

extension®®®,
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Recientemente se ha descrito que la activacion de P2-quimerina es
necesaria para el desarrollo de la estructura del tracto infrapiramidal del
hipocampo, implicada en la memoria espacial y en el aprendizaje. En este
proceso B2-quimerina regula el proceso de ‘poda’ de los axones asi como la
eliminacion de las sinapsis mediante la regulacion de Rac a través de
B2-quimerina®'” *'2,

4.5.2 Funciones de las quimerinas en el sistema inmune

Las primeras evidencias de la expresion endégena de las quimerinas en
células T, sugirieron un papel de estas proteinas en el sistema inmune*™’. Las
qguimerinas contribuyen a la regulacion de la reorganizacién del citoesqueleto de
actina durante la adhesién y migracion de los linfocitos T tras la estimulacion por
factores quimiotacticos como CXCL12°%® 2. También se ha descrito la
localizacion de B2-quimerina en la sinapsis inmunoldgica, lo que sugiere una
funcién de esta proteina en la formacién y/o funcién de esta estructura®’. La
sinapsis inmunoldgica, por la cual las células presentadoras de antigeno (APC)
exponen el antigeno a los receptores de células T (TCR), requiere la
reorganizacion de proteinas en las zonas de contacto (APC/TCR) para llevar a
cabo la sefializacion. La correcta distribucidn de las proteinas durante la sinapsis
es critica para obtener una respuesta de las células T eficiente, y esta muy
regulada por la polimerizacion de actina como resultado de la regulacién de
Rac*h.

4.5.3 Funciones de las quimerinas en el desarrollo

La funcidon de las quimerinas durante el desarrollo embrionario se ha
observado eliminando la expresién del gen homélogo a CNH1 en el pez cebra **%.
En este modelo se observaron cambios morfogenéticas en el embrién que se
producen, fundamentalmente, en la distribucion celular a lo largo del eje
anteroposterior, lo que apoya la influencia de la actividad Rac en la regulacion de

los movimientos morfogenéticos durante la fase de gastrulaciéon®*.

Por otro lado, el gen ortdlogo al de las quimerinas en Drosophila
melanogaster, RhoGAPS5A, desempefia un papel fundamental durante el
desarrollo del 0jo**>. La reduccién de RhoGAPSA tiene como consecuencia el
incremento de los niveles de ERK activo en la membrana plasmatica, lo que se
asocia con un nimero aberrante de adhesiones intercelulares*®!. Cambios en la
actividad de Rac también provocan dafios en los contactos célula-célula y este
fenotipo se muestra exacerbado cuando se reducen los niveles de RhoGAP5A.

4.6 Enfermedades asociadas con las alteraciones de las quimerinas
Dado el papel relevante que tienen las quimerinas en el sistema nervioso,

la patologia que hasta el momento se ha asociado mds claramente con un
funcionamiento andmalo de estas proteinas es el sindrome de retraccion de
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Duane, afeccidn congénita autosdmica dominante del movimiento ocular debida
a una inervacion andmala de los musculos extraoculares causada por mutaciones
en el gen CHN1?**. También se descrito una traslocacién cromosémica en un
estudio de diabetes familiar que implica el gen CHN2, sugiriendo la implicacién

de B2-quimerina en esta patologia®®.

Por Jultimo, existen evidencias que sugieren que las quimerinas
desempeiian un papel importante en la transformacién maligna. La primera
asociacion de las quimerinas con el cancer se describié en un estudio realizado
para identificar genes con expresidn diferencial en glioblastomas. En este estudio
se descubrid que los niveles de expresion de la B2-quimerina en los gliomas de
alto grado son muy bajos en relacidon con los niveles de expresion en cerebro
sano o los astrocitomas de bajo grado, sugiriendo que la inactivaciéon de esta
proteina se asocia con la progresiéon tumoral®*®. También en cancer de mama es
frecuente la disminucidn de la expresién de B2-quimerina, lo que apoya el papel
como supresor de tumores de esta proteina en este tipo de cancer. En el
apartado siguiente se profundizara en las evidencias que apoyan esta funcion.

4.6.1 2-quimerinay cancer de mama

Son multiples los vinculos que unen la proteina B2-quimerina con el cancer
de mama. En primer lugar, los niveles del mRNA de B2-quimerina estan
significativamente reducidos tanto en lineas celulares de cancer de mama como
en tumores de mama en comparacién con el tejido y células normales'’* .
Ademas, un estudio computacional masivo realizado con tumores de pacientes
de cancer de mama, con la finalidad de crear una herramienta online capaz de
favorecer la prognosis de la enfermedad, analizd los niveles de expresion de
22,277 genes, entre los que se encontraba el gen CHN2 que codifica para B2-
quimerina. El estudio de los niveles de B2-quimerina (mediante la plataforma
Affymetrix) mostrd, mediante el andlisis de la curva de supervivencia de estos
pacientes (Kaplan-Meier), una mayor susceptibilidad a desarrollar la patologia en
aquellos pacientes con niveles menores de B2-quimerina. Estos datos sugirieren
un papel para esta isoforma de las quimerinas en la progresién tumoral®”’ (Fig.
16). Apoyando esta hipotesis, la transfeccién del dominio GAP de B2-quimerina
en células de carcinoma de mama de raton, F3ll, disminuye la de proliferaciéon y
el potencial de invasion de las células que la expresaban®®® **2. Ademas, otro
estudio realizado en la linea celular de cancer de mama MCF7 demuestra que la
expresion ectdpica de B2-quimerina es suficiente para bloquear el ciclo celular
entre las fases Gy y S e inhibir la proliferacion®®" '*> % Este estudio reveld en
paralelo unos niveles decrecientes de expresion de la ciclina D1 y pRb, moléculas
directamente relacionadas con la proliferacién celular'®® ?*°. Finalmente, otra de
las rutas afectadas por los cambios en la actividad de B2-quimerina es la de las
MAPK. En ausencia de B2-quimerina, los niveles de ERK activado aumentan asi
como su localizacién en la zona de contactos intercelulares de la membrana,
donde se establecen las AJ, que en este contexto se encuentran desorganizadas y

dafiadas®.

51



Introduccion

2 HR = 0.69 (0.61 - 0.77)
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Figura 16. Curva de supervivencia representativa del estudio computacional de B2-
quimerina en pacientes de cancer de mama. En la figura se muestran las curvas Kaplan-
Meier correspondientes a la supervivencia de los pacientes de cancer de mama en
funcion de la expresiéon de PB2-quimerina presentes en las muestras tumorales. Los
pacientes con altos niveles de B2-quimerina se muestran en rojo y con bajos en negro.
Kaplan-Meier Ploter Web : http://kmplot.com/analysis/index.php?p=service

Los estudios resumidos en este apartado sugieren que la inactivacién de
B2-quimerina en tumores no es un hecho meramente circunstancial, sino que
esta proteina es una de las moléculas clave implicadas en el desarrollo y
progresion del cdncer de mama.

52



HIPOTESIS Y OBJETIVOS







Hipétesis y Objetivos

La GTPasa Rac, sustrato de B2-quimerina, es un regulador clave en la
sefializacion celular que juega un papel esencial en el control de numerosas
funciones celulares que estan alteradas en procesos tumorales. De hecho, un
incremento andmalo de su activacién esta asociado con la progresiéon tumoral y
con la aparicién de fenotipos mas invasivos en varios tipos de canceres, incluido
el de mama. Entre los mecanismos moleculares que desencadenan la activacién
de Rac en tumores se encuentra la inhibicidn de las proteinas reguladoras GAPs.
En cancer de mama se ha descrito la inhibicidn de la expresiéon de B2-quimerina,
proteina GAP especifica de Rac, sugiriendo una funcién de esta proteina como
supresora de tumores en esta patologia.

A pesar de que existen estudios en modelos celulares que relacionan estas
proteinas con los procesos implicados en la transformacién maligna, su papel
como mediador en el proceso de oncogénesis in vivo no ha sido estudiado en
profundidad. Nuestra hipdtesis es que la eliminacién de PB2-quimerina en
modelos genéticos de cancer de mama favorecera el desarrollo de tumores v,
por el contrario, la restauracion de su actividad en células de cancer de mama
revertira el fenotipo tumoral. Para evaluar esta hipotesis y determinar el papel
que B2-quimerina en cancer de mama nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Analizar en modelos animales la funcidn de B2-quimerina como supresor de
tumores en cancer de mama.

2. Estudiar los mecanismos moleculares regulados por B2-quimerina
implicados en cancer de mama.

3. Evaluar la funcién de B2-quimerina en los procesos de transicidn epitelio-
mesénquima a través de la regulacién del citoesqueleto de actina.
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Materiales y Métodos

1. Modelos murinos

Todas las lineas de ratones utilizadas en este estudio fueron estabuladas en
condiciones apropiadas en el animalario del Centro de Investigaciones del Cancer
(Salamanca) y en el de la Universidad de Valladolid. Todos los experimentos
descritos, en los que se utilizaron animales, se realizaron de acuerdo a la
legislacion Espafola (RD 53/2013) y a la legislacion de la Unién Europea sobre
proteccion de animales de experimentacion (Directiva 2010/63/UE). Los
métodos experimentales fueron aprobados por el Comité de Experimentacion
Animal del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), y el Comité de
Bioética de la Universidad de Salamanca, minimizando en todo momento el
numero de animales utilizados y su sufrimiento.

1.1 Ratones Knockout para B2-quimerina (ratones chn2” )

Los ratones knockout (KO) para B2-quimerina se generaron por la
compainiia Léxicon Genetics (Lexicon Pharmaceuticals, Inc, TX, USA),utilizando la
tecnologia basada en la mutagénesis por insercién retroviral (“gene-trap”).
Mediante la busqueda en la base de datos de esta companiia se identifico un clon
de células ES (Embrionic Stem) que contenia una insercion “trap” en el gen chn2,
que codifica las isoformas B-quimerinas. La posterior secuenciacion de este clon
por PCR gendmica inversa, realizada por la compafiia, confirmd que el “gene
trap” retroviral se habia insertado en el intrén 1 del gen “downstream” del exén
que codifica para la metionina inicial. Una vez identificado el clon adecuado los
ratones heterocigotos se generaron por métodos normales (inyeccién en
blastocistos de hospedador, producciéon de quimeras y transmisidon de la linea
germinal).

1.2 Ratones ErbB2/Neu

Como modelo para el estudio del cancer de mama se utilizéd el ratén
portador del transgénMMTV-ErbB2/Neu, cepa 202 en fondo genético FVB,
generado por Muller y col”*'. Estos ratones estan disponibles en los laboratorios
JacKson y fueron amablemente cedidos por el Dr. Pérez Losada (Centro de
Investigacion del Cancer, Salamanca). Estos animales son susceptibles de
desarrollar cancer de mama debido a la sobreexpresién del
protooncogénkrbB2/Neu de rata bajo el promotor constituido por la region LTR
(Long Terminal Repeat) del MMTV (Mammary Mouse Tumor Virus).

1.3 Generacion de ratones MMTV-ErnB2/Neu deficientes en B2-quimerina

La linea mixta de ratonesMMTV-ErbB2/Neu deficientes en B2-quimerina se
generd mediante el cruce de ratones chn2'/', en fondo C57BI6, con los animales
transgénicos MMTV-ErbB2/Neu, en el fondo FVB. Los animales heterocigotos
para ambos genes se retrocruzaron durante 5 generaciones con ratones FVB
para homogeneizar el fondo genético. Se seleccionaron entonces animales
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heterocigotos para el gen chn2 y homocigotos para el gen ErbB2/Neu, que se
cruzaron entre si para generar los dos genotipos utilizado en este estudio:
ratones control chn2”*/Neu y ratones deficientes en B2-quimerina chn2”"/Neu.

2. Genotipado de los animales utilizados en el estudio
2.1 Extraccidon de ADN genémico

Para el genotipado de los ratones se obtuvo ADN gendmico a partir de una
seccion de la cola de unos 0,5 cm obtenida en el momento del destete. El
fragmento de cola se digirié en 500 pl de tampén de lisis (Tris-HCI 100 mM, Tris
HCI, pH 8,5, EDTA 5 mM, NaCl 200 mM y SDS 0,2%) con 0,5 pl de proteinasa K
(20 pg/ul, Roche), incubandose toda la noche a 55°C en un bafio de agua. Al dia
siguiente se anadieron 250 pl de NaCl 5M y tras una incubacién de 10 minutos
en hielo, las muestras se centrifugaron a 16.000 xg durante 10 minutos. 500 pl
del sobrenadante se transfirieron a un tubo nuevo y se afiadié 1ml de etanol con
el fin de precipitar el ADN. La mezcla se centrifugd 5 minutos a 10.000 xg y 4°C. A
continuacion, se decantd el alcohol, el precipitado se dejoé secar a temperatura
ambiente y se resuspendié en 100 ul de agua milliQ.

2.2 Identificacion de animales transgénicos MMTV-ErbB2/Neu

La presencia o ausencia del transgénMMTV-ErbB2/Neu se determind
mediante amplificacién por PCR (Polymerase Chain Reaction) utilizando los
oligonucleétidos y condiciones de PCR recomendados por Jackson Laboratories.
En la tabla 1 se indican los oligonucledtidos y el programa de amplificacién
utilizados.

Tabla 1. Oligonucleétidos y condiciones de PCR utilizadas para el
genotipado de los animales transgénicos MMTV-ErbB2/Neu.

OLIGONUCLEOTIDOS

IMR 386 5°-TTT CCT GCA GCA GCC TAC GC-3’
IMR 387 5-CGG AAC CCA CAT CAG GCC-3’
Temperatura Tiempo Ciclos
94 °C 3 min 1
94 °C 20 seg
64 °C* 30 seg 12
72 °C 35 seg
94 °C 20 seg
58 °C 30 seg 25
72 °C 35 seg
72 °C 2 min 1
4°C o

*-0,5 °C por ciclo
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Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en geles de
agarosa. Para ello, los productos amplificados de ADN se separaron por tamaio
en geles de agarosa al 1% en tampodn TBE pH 8,4 (Tris 89 mM, Borato 89 mM,
EDTA 2 mM) (BioRad) y se visualizaron mediante la tincidon con Gel Red (Biotium).
Se mezclaron 25 ul del volumen de la reaccion de PCR con 5 pl de tampdn de
carga (6x) (50% glicerol, 1 mM EDTA, 0,4% de azul bromofenol). Después de
cargar las muestras en el gel se les aplicé un voltaje de 100 voltios durante 30
minutos. Tras la electroforesis, el ADN se visualizé mediante un transiluminador
Bio-RAD Gel Doc XR de luz ultravioleta. Los tamafios amplificados se compararon
con un marcador de tamafio de bandas (X174, Promega). En los ratones
portadores del trasgén, tanto homocigotos como heterocigotos, se amplificd un
fragmento de 600bp.

Para seleccionar los ratones homocigotos, portadores del transgén en los
dos alelos, se recurrié a la reaccién de PCR cuantitativa (QPCR) utilizando los
oligonucleétidos y las condiciones de PCR que se indican en la tabla 2. La
reaccion de qPCR se realizé utilizando Fast Start Universal SYBR Green Master 2x
(Roche).

abla 2. Oligonucleétidos y condiciones del programa de qPCR
itilizados en el genotipado de los animales transgénicos MMTV-

rbB2/Neu.
olMR1544 5- CAC GTG GGC TCC AGC ATT 3’
oIMR3380 5’- TCA CCA GTCATT TCT GCCTTT G -3’
0lMR1728 5’- CCC GAG TGT CAG CCT CAAA -3’
olIMR1728 5’- GCA GGC TGC ACA CTG ATCA -3’
Temperatura Tiempo Ciclos
50 °C 2 min 1
95 °C 10 seg 1
95 °C 15 seg -
60 °C 1 min
4°C oo

2.3 Identificacidn de animales deficientes en f2-quimerina
Los animales portadores del “gene trap” en el gen chn2, responsable de la

eliminacion de B2-quimerina, se identificaron mediante PCR utilizando los
oligonucledtidos y las condiciones indicadas en la tabla 3.
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abla 3. Oligonucledtidos y condiciones de PCR utilizadas en el
enotipado de los ratones chn2.

OLIGONUCLEOTIDOS

chn2-F 5'-GCTGGTTCCCTGAATTTTC-3’
chn2-R 5’-GACTCTGCAAAAGCCATC-3’
LTR Propiedad de Lexicon Genetics
Temperatura Tiempo Ciclos
94 °C 5 min 1
94 °C 30 seg
58 °C 30 seg 40
72 °C 1 min
72 °C 5 min 1
4°C g

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2% como se indicé anteriormente. El fragmento correspondiente al
alelo silvestre (WT) tiene un tamafio de 308 bp, mientras que el tamafio del
fragmento correspondiente al alelo con la insercidn del “gene trap” (KO) es de
163 bp (Fig. 17).

al o o o
o6 & & & 0

— 308 bp

— 163 bp

Figura 17. Andlisis del genotipo de los ratones chn2 mediante PCR. Fotografia de un gel
de agarosa donde se separan los productos de PCR correspondientes a ratones WT
(chn2"), heterocigotos (chn2™") yKO (chn2”"). En los ratones WT se obtiene una Unica
banda de 308 bp, en los KO una banda de 163 bp y en los heterocigotos se amplifican las
dos bandas. La primera linea del gel muestra el marcador de peso molecular gX174.

62



Materiales y Métodos

3. Evaluacidn de la aparicidon y desarrollo de tumores de mama en
los modelos murinos

Para evaluar el impacto de la eliminacién dep2-quimerinaen la aparicion y
desarrollo del cancer de mama, se generaron grupos de hembras WT o KO para
el gen chn2 portadoras del transgén MMTV-ErbB2/Neu, y se compard el
desarrollo de los tumores de mama en ambos grupos. Los animales se
monitorizaron semanalmente, por palpacién, para determinar el inicio de la
enfermedad. El tamafo minimo del tumor de mama detectado fue de unos 5
mm y a partir de ese momento los tumores se midieron semanalmente con la
ayuda de un calibre digital para calcular el volumen tumoral. El volumen

individual se estimé segun la férmula®*?:

Volumen = % (Didmetro mayor X Didmetro menor?)

Los parametros considerados para evaluar el desarrollo de la enfermedad
fueron los siguientes:

Incidencia. Indica el porcentaje de animales que desarrollan tumor.

Tiempo de latencia. Tiempo que transcurre desde el nacimiento hasta la
aparicion del primer tumor.

Numero de tumores desarrollados por individuo

Multiplicidad tumoral, entendida como el porcentaje de animales que
desarrollan dos o mdas tumores.

Volumen total o carga tumoral. Suma de los voliumenes individuales de los
tumores de cada ratdn.

Velocidad de crecimiento tumoral. Este pardmetro se calcula a partir de las
medidas semanales del volumen de los tumores. El crecimiento tumoral
sigue una cinética de crecimiento gompertziana, que consiste en un
crecimiento exponencial que alcanza una fase de plateau®?. En esta fase
pueden existir variaciones en el volumen debidas a necrosis o a sangrado
intratumoral ademas de una reabsorcién en la fase final del crecimiento
tumoral. Para evitar dichas variaciones las velocidades de crecimiento se
calcularon teniendo en cuenta sélo las medidas de volumen tomadas en las
primeras seis semanas de crecimiento. En este periodo de tiempo el tumor
se encuentra generalmente en una fase constante de crecimiento, donde el
tumor presenta un didametro de entre 10 y 20 mm. Para comparar las
velocidades de crecimiento se calcularon las pendientes de la recta formada
tras la representacidon semilogaritmica de los volumenes medidos en las
primeras seis semanas.

4. Sacrificio de los animales y recogida de muestras

Todos los ratones utilizados en este estudio fueron sacrificados por asfixia
en una camara de CO,. Los ratones se sacrificaron trascurridos 100 dias desde
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la aparicion del tumor o, atendiendo a legislacién vigente para evitar el
malestar del animal, cuando alguno de los tumores desarrollados alcanzo en su
didametro mayor los 2 cm.

En el momento del sacrificio, se extrajeron los tumores de mama, los
pulmones y las mamas que no habian desarrollado tumores. Los tumores de
mama se dividieron en diferentes fragmentos; una parte se congelé en
nitrégeno liquido y se guardd a -80°C para posteriores estudios de proteinas y
otro fragmento se fijé en formaldehido al 4%, pH 7, estabilizado con metanol
(Casa Alvarez), para posterior inclusién en parafina y estudios histopatolégicos.
Los pulmones se fijaron del mismo modo en formaldehido al 4% y se incluyeron
en parafina para el posterior analisis de las metastasis. Las mamas sin tumores
se procesaron para evaluar la presencia de lesiones preneopldsicas como se
indicard mas adelante.

5. Estudios histologicos
5.1 Inclusion de los tejidos en parafina

El estudio histopatoldgico de las muestras requiere de su inclusién en un
medio sélido como la parafina, la cual permitird seccionar posteriormente los
tejidos. Los tejidos, tras ser fijados en formaldehido al 4% durante 24 horas se
procesaron para su inclusién en parafina utilizando un procesador de tejidos
automatico (STP-120, Micron). Se realizaron una serie de pasos sucesivos en los
cuales se fija el tejido en formol, seguido de una deshidratacién en alcoholes
gue aumentan de concentraciéon progresivamente. Finalmente el tejido se
aclara con xileno, agente que sustituye el etanol y permite la mezcla con el
medio de inclusidon que se va a utilizar, la parafina. Los tiempos y agentes
utilizados en cada fase del sistema automatizado se describen en la tabla 4.

Tabla 4. Protocolo de inclusién de los tejidos en parafina.

PROCEDIMIENTO MATERIAL TIEMPO

Alcohol 75% 1h

Alcohol 75% 1h

; Alcohol 90% 1h
DESHIDRATACION

Alcohol 96% 1h

Alcohol 100% 1h

Alcohol 100% 1h

Xileno 1h

ACLARAMIENTO Xileno 1h

Xileno 1h

; Parafina 2h

INCLUSION
Parafina 2h
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Tras el procesamiento de los tejidos en parafina liquida, se procedié a la
inclusion de los mismos en bloques, acordes a su tamafio, utilizando un centro de
inclusién en parafina (MYR EC-350).

5.2 Tincidn con hematoxilina-eosina

A partir de los bloques de parafina se realizaron cortes de 3 micras de
grosor utilizando un microtomo de rotacion (Microm HM 340E). Los cortes se
depositaron en un bafio de agua a 65°C donde se estiraron antes de colocarlos
en portaobjetos cubiertos con polilisina (Sigma). Los portaobjetos se
mantuvieron toda la noche en una estufa a 37°C antes de comenzar con la
tincion manual. Las soluciones utilizadas y tiempos de incubacién que se
siguieron en la tincién estan detallados en la tabla 5.

Tabla 5. Protocolo de tincion con hematoxilina y eosina

PROCEDIMIENTO MATERIAL TIEMPO

Xileno 5 min
DESPARAFINADO Xileno 5 min
Alcohol 100% 2 min
Alcohol 96% 2 min
REHIDRATACION Alcohol 70% 2 min
Agua del grifo 1inmersién
Hematoxilina de Harris 5 min
Agua del grifo 5 min
TINCION Alcohol acido 3-inmersiones
Eosina 30 seg
Agua del grifo 5 min
Alcohol 70% 2 min
DESHIDRATACION Alcohol 96% 2 min
Alcohol 100% 2 min
Xileno 5 min
ACLARAMIENTO
Xileno 5 min
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5.3 Evaluacidn histopatoldgica

La evaluacion histopatoldgica de los tumores de mama se realizdé con el
asesoramiento de la Dra. Garcia-Rostan (IBGM, Valladolid). Para ello se
evaluaron diversas caracteristicas tumorales en los cortes de los tumores tefiidos
con hematoxilina-eosina.

- Grado histolégico (H&E). El grado histoldgico de cada tumor primario se
evalué siguiendo el método de Elston y Ellis®*'. Se valoraron tres
caracteristicas, la apariencia general del tumor (formacién tubular), las areas
de mayor atipia (pleomorfismo nuclear) y la actividad mitdtica (indice
mitético). Se asignd un valor numérico de 1 a 3 para cada caracteristica. Los
tres valores se sumaron dando valores en un rango de 3 a 9 que
corresponden a tres grados: grado |, (3-5 puntos), grado Il (6-7 puntos) y
grado Il (8-9 puntos).

- Evaluacidn de los cambios degenerativos y grado de necrosis. Se entienden
como cambios degenerativos aquellos cambios progresivos que el tumor
que incluyen en las primeras fases la presencia de zonas hemorragicas
pasando a la aparicién de zonas de necrosis y degeneracion quistica. El
grado de necrosis en los tumores puede clasificarse en tres grados, segun el
patron que muestren. Asi, se consideraran de grado | los tumores con zonas
donde de necrosis pequefias que se encuentran espaciadas en el tejido y
cuya presencia es poco frecuente. El grado Il se caracteriza por grandes
areas de necrosis que se extienden por la totalidad del tumor y el grado Ill se
considera cuando las areas de necrosis con masivas llegando incluso a
sustituir las zonas donde se encuentran las células tumorales viables.

= Patrén vascular. Otro de los fenotipos evaluados en los tumores de las dos
poblaciones de ratones analizados fue el patron vascular. Los patrones
vasculares de los tumores permitieron la agrupacién de las muestras en
tumores con un patrén vascular | (capilares ramificados con paredes finas
entremezclados con los vasos sanguineos normales) y patrén vascular |
(capilares ramificados ocasionalmente dilatados varios érdenes de magnitud
y vasos normales que crean una red de vascularizacion).

5.4 Cuantificacidon de focos metastasicos en pulmén

Teniendo en cuenta que este modelo de cdncer de mama sélo metastatiza
a pulmén, se cuantificé el nimero de focos de metastasis que presentaban los
pulmones de ambos genotipos. Para realizar este estudio se seleccionaron los
pulmones de aquellos animales que habian desarrollado tumores en alguna de
sus mamas y los cuales se permanecido una media de 2,5 meses de enfermedad
antes del sacrificio. Se realizaron cortes seriados de los pulmones, incluidos en
parafina, procedentes de ratones que habian desarrollado tumores de mama y
que fueron sacrificados entre 2 y 3 meses tras la aparicion de la enfermedad. Los
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cortes se realizaron con un grosor de 3 micras, desbastando 100 micras entre
cada corte. Los corte se montaron en portaobjetos y se tifieron con H&E como se
explicé anteriormente. Se contabilizaron los impactos metastasicos examinando
los cortes con un microscopio éptico (Nikon).

5.5 Inmunohistoquimica

Para este estudio se utilizaron cortes de 3 micras de los tumores de mama
incluidos en parafina. Las tinciones se realizaron en el Servicio de Histologia del
Centro Nacional de Investigaciones Oncolégicas (CNIO) y la evaluacién de las
mismas fue realizada por la Dr. Garcia-Rostan.

Los marcadores utilizados para la evaluacion inmunohistoquimica
permitieron estudiar en profundidad diferentes procesos modulados por la
proteina B2-quimerina que son relevantes en la patologia del cdncer de mama.
Asi se cuantificé la proliferacién celular, la muerte celular por apoptosis, o los
contactos intercelulares mediante tincion con anticuerpos anti-Ki67, anti-
caspasa-3 cleaved y anti-E-cadherina respectivamente. Por otra parte, para el
estudio de la vascularizacion tumoral se tifieron las secciones con anticuerpo
anti-CD31.Las muestras fueron analizadas y fotografiadas con un microscopio
Optico (Nikon) equipado con una camara digital Nikon (DXM1200C).

5.6 Deteccidon y cuantificacion de lesiones preneoplasicas mediante tincion
con alumbre carmin

Las mamas no afectadas por la presencia de tumores, de los ratones que
desarrollaron tumores, se analizaron mediante la técnica denominada “whole
mount”, para la cual, las glandulas mamarias fueron extendidas en un
portaobjetos de vidrio manteniendo el tamafio y la forma. Una vez extendidas,
las mamas fueron fijadas de 2 a 4 horas con fijador de Carnoy (Tabla 6). A
continuacion, las muestras se lavaron con etanol al 70% durante 15 minutos y se
procedid a hidratar las muestras, pasando por diferentes etanoles hasta llegar a
agua destilada. Una vez hidratadas, las glandulas mamarias se tifieron con la
solucion de tincién alumbre carmin (Tabla 6) a temperatura ambiente durante
toda la noche. Al dia siguiente se lavaron las muestras y se deshidrataron
mediante lavados de 15 minutos con etanol al 70%, etanol al 95% y etanol al
100%, seguido de xileno en el que permanecieron toda Ila noche.
Posteriormente, las muestras se montaron en medio de montaje Entellan
(Fisher) y se dejaron secar. Las preparaciones fueron analizadas y fotografiadas
con una lupa (OLYMPUS-SZ) equipada con una camara digital (OLYMPUS E-33).
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Tabla 6.Composicion de las soluciones empleadas para la tincion de las
glandulas mamarias de ratén

Solucién de Fijaciéon Carnoy

Compuesto Concentracion Casa Comercial
Etanol 100% 60% (v/v) Merk
Cloroformo 30% (v/v) Merk
Acido acético glacial 10% (v/v) Merk
Compuesto Concentracion Casa Comercial
Carmin 2 g/l Sigma
Sulfato de aluminio y potasio 5g/l Sigma

La solucién de alumbre carmin se prepara mezclando los reactivos con agua destilada
e hirviendo la mezcla durante 20 min. Posteriormente la solucidn se filtra y se
mantiene a 4 C en oscuridad.

6. Lineas celulares y condiciones de cultivo

En este estudio han utilizado dos lineas celulares representativas dos de los

subtipos principales de cdncer de mama.

MCF-7. Es una linea celular epitelial representativa de tumores luminales
(Luminal A). Las células son positivas para receptores de estrégenos vy
progesterona y negativas para el receptor HER2. Posee varias caracteristicas
del epitelio mamario diferenciado. En condiciones de alta confluencia
celular, estas células son capaces de formar cimulos celulares en forma de
cupula.

MDA-MB-231-LM2-4175 (LM2). Esta linea celular fue amablemente cedida
por el Dr. Massagué (Memorial Sloan Kettering Cancer Center, NY, USA).
Esta linea deriva de la linea MDA-MB-231, células representativas de
tumores triple negativos/basales y Claudin-low, ya que no expresan
receptores de estrégenos, progesterona ni HER2. Las células MDA-MB-231
tienen caracteristicas mesenquimales, son altamente mestastdsicas,
oncogénicas y tienen baja expresiéon de genes implicados en las uniones
célula-célula.

La linea LM2 fue obtenida en el laboratorio del Dr. Massagué a partir la

linea MDA-MB-231, que se infectd con un vector retroviral, el cual, entre otras
proteinas, contaba con la proteina fluorescente verde (GFP) como epitopo
marcador. Las células fueron inyectadas a través de la vena de la cola en un
modelo de ratédn y se aislaron aquellas que rdpidamente metastatizaron al
pulmon (LM1 del inglés lung metastasis 1). El proceso de seleccidn se repitié con
la poblacién LM1 revelando mayor potencial metastasico en este segundo caso
(LM2) (Fig.18).
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Figura 18. Seleccion de células de cancer de mama que metastatizan a pulmon (linea
LM2). Esquema del proceso de seleccion in vivo de subploblaciones de la linea MDA-
MB-231 con potencial metastasico a pulman. Las células MDA_MB-231 se inyectaron en
la vena de ratones inmunodeficientes y se procedid a varias rondas de seleccion de las
células a partir de las metdstasis pulmonares (LMO, LM1 y LM2). (Adaptado de Minn et
al, 2005).

Tanto las células MCF7 como las LM2 se cultivaron en medio DMEN (Life
technologies) suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS) (Invitrogen), 1%
de L-glutamina (Life technologies), 1% de penicilina- estreptomicina (Life
technologies), al que denominamos DMEN completo. Todas las células se
cultivaron en una atmdsfera humeda a 37 °Cy 5% de CO..

7. Generacion de lineas celulares estables

Se generaron lineas celulares que expresan de manera estable P2-
qguimerina mediante la transfeccion de las células MCF7 y LM2 con vectores de
expresion para esta proteina y posterior seleccién como se indica a continuacion.

7.1 Plasmidos

El vector de expresidn que codifica la proteina f2-quimerina fusionada con
la proteina fluorescente verde (EGFP) (pEGFP-N1-chn2) fue generado en dos
pasos. En primer lugar se realizd una sustitucién entre el coddon de fin de la
traduccién de la proteina B2-quimerina y el sitio de corte especifico para la
enzima de restriccion Xmal. Para la sustitucion realizamos una mutagénesis por
PCR usando como ADN molde el plasmido pCEFL-HA-chn2 y los oligonucledtidos
sentido 5’-AATAAAGCTTGCCACCATGTACGACGTTCCTGATTACGC-3’ y antisentido
5’-TCCCCCCGGGTGAATAAAACGTCTTCGTTTTC-3" (la secuencia del sitio de
restriccion Xmal utilizada para la clonacién aparece subrayada). A continuacion
digerimos el plasmido resultante con Hindlll (Fermentas) y Xmal (New England
Biolabs) para subclonar el fragmento liberado en el vector pEGFP-N1 (Clontech)
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en pauta de lectura con la secuencia de la EGFP utilizando los sitios de restriccién
Hindlll y Xmal. El vector de destino pEGFP-N1 fue mutado previamente al
subclonaje de la proteina B2-quimerina para la delecidn de su codén de inicio
(ATG). Para la delecidn realizamos una mutagénesis por PCR utilizando el kit de
mutagénesis Quickchange Il Site directed mutagénesis, utilizando como molde el
plasmido pEGFP-N1 y los oligos sentido 5 GCCGGTCGCCACCGTGAGCAAGGGCG
3’ y antisentido 5" CGCCCTTGCTCACGGTGGCGACCGGC 3.

La estrategia utilizada para la generacién del vector pOFP-N1-chn2 de
expresion que codifica para la proteina B2-quimerina fusionada con la proteina
fluorescente naranja (OFP), consistié en el intercambio de la secuencia que
codifica para la proteina EGFP del plasmido pEGFP-N1-chn2 por la de la proteina
OFP del plasmido pmORANGE (Clontech). En primer lugar, realizamos una
deleccion del codén de inicio (ATG) de la proteina fluorescente naranja mediante
mutagénesis por PCR como se indicd anteriormente, utilizando como molde el
plasmido pmORANGE vy los oligos sentido 5’-CCGGTCGCCACCGTGAGCAAGGGC-3’
y antisentido 5’-GCCCTTGCTCACGGTGGCGACCGG - 3. El plasmido resultante se
digirié con las enzimas de restriccion Xmal y Notl (Thermo scientific) para liberar
la secuencia que codifica la proteina OFP. De la misma manera, el plasmido
PEGFP-N1-chn2 se digirid con las mismas enzimas de restriccidon para liberar la
secuencia que codifica la proteina EGFP. El fragmento correspondiente a la OFP
se subclond entonces en este vector en pauta de lectura con la secuencia de B2-
quimerina.

7.2 Transfecciones

La generacién de las subpoblaciones de las lineas MCF7 y LM2, con
expresion estable de B2-quimerina, se realizd por transfeccién de los plasmidos
descritos anteriormente con lipofectamina 2000 (Invitrogen) siguiendo la
sindicaciones del fabricante. En el caso de las células MCF7 se utilizo el pldsmido
PEGFP-N1-chn2 y para las células LM2 se utilizo el plasmido pOFP-N1-chn2.

7.3 Seleccidn de las poblaciones control y B2-quimerina

Una vez transfectadas las dos lineas celulares con los plasmidos
correspondientes, se sustituyo el medio de cultivo DMEN completo por el mismo
medio pero suplementado con 500ug/ml de geneticina 480 (Invitrogen), de
manera que solo las células que contasen con el pldsmido, que incluye un gen de
resistencia a geneticina sobreviven al cabo de una semana. Las células
seleccionadas por resistencia a la geneticina se expandieron y fueron separadas
posteriormente por citometria de flujo para obtener las células que expresan p2-
guimerina fusionada a la correspondiente proteina fluorescente.
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7.4 Purificacién de subpoblaciones mediante citometria de flujo

Para la preparacion de las muestras y su posterior seleccion mediante
citometria de flujo se contabilizaron las células y se resuspendieron en una
concentracidn final de entre 10-15 x 10° células viables/ml y un maximo de 2 ml.
Las células se filtraron en tubos de citémetro con filtro de 30 micras y se
separaron mediante citometria de flujo utilizando un cell sorter (FACsAria). Se
obtuvieron las subpoblaciones de células fluorescentes que expresaban [32-
quimerina” (MCF7- B2-quimerina y LM2-B2-quimerina) y se recogieron las células
no fluorescentes que se utilizaron como lineas control. Estas células se
mantuvieron en medio DMEN completo suplementado con 250 pg/ml de
geneticina.

8. Andlisis de expresion proteica

El andlisis de la expresidn de proteinas se realizd mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida, western blot e inmunodeteccién con anticuerpos
especificos. Este estudio se realizé del mismo modo tanto en tejidos tumorales
como en lineas celulares de tumor de mama, realizando los pasos que se
describen a continuacién.

8.1 Extraccion de proteinas

- Extraccion de proteinas de tumores. Para este andlisis se utilizaron los
fragmentos de tumor de mama conservados a -80°C. Se pesaron los tumores
y se afiadié tampdn de lisis (TisHCISOmM, pH 7,6, NaCl150mM, TritonX-100
1%, EDTA 2mM, MNa3VO41mM, DTT2mM, NaDOCO, 2%, NaF50mM en agua
milliQ) junto con una mezcla de inhibidores de proteasas (Complete, Roche
Molecular Biochemicals) en proporciéon 1:10 (p/v).Esta mezcla se
homogeneizé con la ayuda de un politron (Ultra TurraxT8.01, IKA). 1ml del
homogenado se centrifugd a 10.000xg durante 10min a 4°C y se recogio el
sobrenadante par determinacidn de proteinas y posterior analisis.

- Extraccion de proteinas de lineas celulares. Para la extraccién de proteinas
de lineas celulares, cultivos de aproximadamente 250.000 células se lavaron
en PBS (Phosphate Buffered Saline) y se lisaron en 200 uL del tampdn de lisis
indicado anteriormente.

8.2 Cuantificacion de proteina

La concentracién de proteina de la muestra se determiné por el método de
Bradford utilizando el reactivo Bio-Rad Protein Assay (Bio-RAD). Para ello se
realizd una curva patréon usando como estandares cantidades crecientes de
albumina bovina sérica (BSA). La absorbancia de la muestra patron y de las
muestras problema se midié a 595nm utilizando un espectrofotémetro.
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8.3 Geles de poliacrilamida, Western blot e inmunodeteccién

Se utilizaron geles de poliacrilamida al 8, 10 o 12% dependiendo del peso
molecular de las proteinas a detectar, donde se separaron 50 pug del lisado de las
muestras por electroforesis utilizando un tampdn de carrera conteniendo TrisO,
25M, glicina 2M y SDSO, 5%. Tras la electroforesis las muestras se transfirieron
desde el gel de poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa (Schleider and
Schuel) por Western blot utilizando un tampdén de transferencia humeda
compuesto por Tris25 mM, glicina 192 mM y metanol20%. La transferencia se
llevo a cabo utilizando un aparato Mini Trans-BlotCell (Bio-Rad).Para verificar la
eficiencia de la transferencia la membrana de nitrocelulosa se tifié con solucién
Ponceau S (Sigma).

Para la inmunodeteccion con anticuerpos especificos se realizd un paso
previo de bloqueo de la membrana con leche desnatada al 5% en la solucién
TBS-T (Tris-HCI25mM, pH 8, conteniendo un 0,1% de Tween-20). Esta incubacion
se realizd a temperatura ambiente durante 1 hora y es necesaria para evitar las
uniones inespecificas que pudiera tener el anticuerpo primario a la membrana de
nitrocelulosa. Tras el bloqueo se incubé la membrana con el correspondiente
anticuerpo primario preparado en TBS-T con 5% de leche desnatada (Tabla 7).
Este anticuerpo se incubo toda la noche a 4°C o 1h a temperatura ambiente en
agitacién. Tras ese tiempo se lavaron las membranas tres veces con TBS-T y se
procedid a la incubacion (1h a temperatura ambiente) con el anticuerpo
secundario conjugado con HRP (HorseradishPeroxidase) (GE Healthcare).
Después la incubacién, la membrana se lavé 3 veces en TBS-T durante 10 min.

Tabla 7. Anticuerpos utilizados para determinar la expresion proteica

CASA PESO MOLECULAR

Anti-actina Sigma 42 kDa 1:1000 ratén
Anti-AKT Cell signaling 60 kDa 1:1000 conejo
Anti-p-AKT Cell signaling 60 kDa 1:1000 conejo

Anti-B2-quimerina Sigma 50 kDa 1:50000 rata
Anti-B-catenina Sigma 95 kDa 1:1000 conejo
Anti-caspasa 3-activa Cell signaling 17 kDa 1:1000 conejo
Anti-ciclina D1 Santa Cruz 37 kDa 1:1000 conejo
Anti-E-cadherina Santa Cruz 120 kDa 1:1000 conejo
Anti-ERK Cell signaling 42/44 kDa 1:1000 conejo
Anti-p-ERK Cell signaling 42/44 kDa 1:1000 conejo
Anti-Rac Cell signaling 22 kDa 1:1000 ratén
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La deteccién de las proteinas se llevd a cabo por quimioluminiscencia
utilizando el reactivo ECL (GE Healthcare) y unas peliculas fotograficas (Fuiji).
Cuando fue necesario eliminar la sefial procedente de la reaccion de la HRP se
procedid a la incubacion de la membrana con azida sddica antes de incubar con
el nuevo anticuerpo primario y continuar el proceso como se ha descrito.

9. Purificacion de la proteina de fusion GST-PBD

El dominio de unién a Rac de Pak (PBD) fusionado a GST se utilizara en los
ensayos de “pull-down” (que se explican a continuacidn). El procedimiento de
purificacidén consta de las siguientes etapas:

-Crecimiento de E.coli e induccion. Un cultivo de de bacteriasBL-21
transformadas con el vector de expresiéon pGEX-PBD fue crecido durante
toda la noche a 37°C en medio de Luria-Bertani conteniendo 100 pg/ml de
ampicilina. A la mafana siguiente el cultivo fue diluido hasta alcanzar una
densidad dptica a 600 nm de 0,2-0,3 y crecido de nuevo hasta una densidad
Optica a 600 nm de entre 0,4-0,7 absorbancia indicativa de que las bacterias
se encuentran en la fase exponencial de crecimiento y en este momento se
indujo la expresidn de la proteina de fusidén mediante la adicién al cultivo de
isopropil-B-tiogalactopirandsido (IPTG) (GE-Healthcare) a una concentracién
final de 0,5 mM. Transcurridas 4-5 h a 37°C las bacterias se recogieron por
centrifugacioén a 6.000 xg durante 15 min a 4°C.

-Lisis e incubacion con glutation-sefarosa. Las bacterias se resuspendieron en40
ml de PBS frio con una mezcla de inhibidores de proteasas (Cgmplete,
Roche) y se sonicaron durante 2 min en pulsos de 15 segundos. A
continuacion se afiadid Tritdn X-100 a una concentracion final del 1%
incubandose la mezcla en hielo durante 30 min. Tras este tiempo se
centrifugd la mezcla a 10.000 xg durante 20min a 4°C. Se recogié el
sobrenadante y se afiadié una suspension al 50% de una matriz de sefarosa
conjugada con glutation (GE-Healthcare). La mezcla se incubd durante 2h a
4°Ccon rotacion y posteriormente se centrifugd a 2000 xg para sedimentar la
matriz de glutatién-sefarosa unida a GST-PBD. La matriz se lavé tres veces
con PBS frio.

-Elucion de RBD-GST. La proteina GST-PBD se eluyd de la matriz de glutation-
sefarosa mediante incubacién con 400 pL de glutation (10mM en 50mM de
Tris-HCl a pH 8) durante 10 min a temperatura ambiente seguida de
centrifugacidn. Se recogio el sobrenadante y el proceso se repitid un total de
tres. Para eliminar el glutation se utilizdé una columna de desalado PD-10
(GE- Healthcare). La proteina purificada se almacend en una solucién de
glicerol al 50% en PBS a -802C hasta su uso posterior.

-Cuantificacion GST-RBD. La concentracién de proteina de la muestra se
determind por espectrofotometria por el método de Bradford utilizando el
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reactivo Bio-Rad Protein Assay como ya se ha explicado. Para evaluar la
calidad de la purificacién se analizd6 una muestra de la proteina por
electroforesis en un gel de poliacrilamida al 10%, utilizando como estandares
cantidades crecientes de BSA (fraccién V, Sigma). Los geles se tifieron con
una solucion de azul de Coomassie (0,5% Coomassie, 10% acido acético, 50%
metanol) y se lavaron con una solucién de destefiido (10% acido acético,
50% metanol) para visualizar las proteinas (Fig. 19).

BSA

MW -IPTG +lpTG LHE 2 4Me  pgp

Figura 19. Gel de poliacrilamida al 10% mostrando la purificacion de GST-PBD.Lineas 2y
3, lisado de las bacterias antes y después de la induccion con IPTG. Lineas 4 a 6, BSA.
Linea 7, proteina GST-PBD purificada.

10. Ensayo de activacion de Rac o Pull Down

El nivel de activacion de Rac se determind en muestras de tumores de
mama y en lineas celulares de cancer de mama mediante un ensayo de pull
down.

Tras sembrar el mismo numero de células de las poblaciones a comparar
sobre cristales de 18mm de didmetro sin tratar (sin la cobertura de ningun
sustrato), se incubaron durante toda la noche para permitir la adhesion de las
células a los mismos. Las células adheridas a los cristales se lavaron con PBS y se
fijaron con formaldehido al 4% en PBS durante a 10 minutos a temperatura
ambiente. Las células se lavaron de nuevo dos veces durante 5 minutos con PBS
y se permeabilizan con 0,2% de Triton X-100 (Sigma) con 100nM de glicina
(Fisher) en PBS durante 10 minutos. Tras otros dos lavados con PBS se
bloquearon los sitios inespecificos de unién mediante incubacién con 3% de BSA
(Sigma) en PBS (solucion de bloqueo) durante 30 minutos. La deteccién de las
proteinas de interés se llevd a cabo utilizando los anticuerpos primarios
correspondientes disueltos en solucién de bloqueo que se incubaron durante 1h
a temperatura ambiente. Para la visualizacién de E-cadherina se utilizéd una
dilucién 1:200 de anticuerpo anti-E-cadherina (BD Transeduction Laboratories).
La deteccidon de vinculina se realizé mediante incubacién con una dilucién 1:200
de anticuerpo anti-vinculina (Sigma). Tras lavar las células con PBS durante 5
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minutos se incubaron con el anticuerpo secundario (anti-IgG de ratdn conjugado
con Alexa 647) en una dilucién 1:1000 en solucion de bloqueo. Tras una
incubacién de 30 minutos con el anticuerpo secundario, las células se lavaron
con PBS y se incubaron con DAPI (1 pg/pL en PBS) durante 5 minutos. El
citoesqueleto de actina se tifid incubandolas células durante 20 min con faloidina
conjugada con Alexa Fluor 647 (Cell Siganling) diluida 1:100 en solucién de
bloqueo. Finalmente las preparaciones se montaron sobre portaobjetos
utilizando el medio de montaje (ProLong Gold Antifade Reagent). Las células
fueron analizadas mediante microscopia confocal, utilizando un microscopio
OLYMPUS Fluoview 1000.

11. Inmunofluorescencia

Tras sembrar el mismo numero de células de las poblaciones a comparar
sobre cristales de 18mm de didmetro sin tratar (sin la cobertura de ningun
sustrato), se incubaron durante toda la noche para permitir la adhesion de las
células a los mismos. Las células adheridas a los cristales se lavaron con PBS y se
fijaron con formaldehido al 4% en PBS durante a 10 minutos a temperatura
ambiente. Las células se lavaron de nuevo dos veces durante 5 minutos con PBS
y se permeabilizan con 0,2% de Triton X-100 (Sigma) con 100nM de glicina
(Fisher) en PBS durante 10 minutos. Tras otros dos lavados con PBS se
bloquearon los sitios inespecificos de unién mediante incubacién con 3% de BSA
(Sigma) en PBS (solucion de bloqueo) durante 30 minutos. La deteccién de las
proteinas de interés se llevd a cabo utilizando los anticuerpos primarios
correspondientes disueltos en solucién de bloqueo que se incubaron durante 1h
a temperatura ambiente. Para la visualizacién de E-cadherina se utilizéd una
dilucién 1:200 de anticuerpo anti-E-cadherina (BD Transeduction Laboratories).
La deteccidn de vinculina se realizé mediante incubacion con una dilucion 1:2000
de anticuerpo anti-vinculina (Sigma). Tras lavar las células con PBS durante 5
minutos se incubaron con el anticuerpo secundario (anti-IgG de ratén conjugado
con Alexa 647) en una dilucion 1:1000 en solucion de bloqueo. Tras una
incubacién de 30 minutos con el anticuerpo secundario, las células se lavaron
con PBS y se incubaron con DAPI (1 pg/pL en PBS) durante 5 minutos. El
citoesqueleto de actina se tifid incubandolas células durante 20 min con faloidina
conjugada con Alexa Fluor 647 (Cell Siganling) diluida 1:100 en solucién de
bloqueo. Finalmente las preparaciones se montaron sobre portaobjetos
utilizando el medio de montaje (ProLong Gold Antifade Reagent). Las células
fueron analizadas mediante microscopia confocal, utilizando un microscopio
OLYMPUS Fluoview 1000.

12. Analisis de la adhesion a colageno tipo IV

Para el andlisis de la adhesién celular se incubaron placas de 20pocillos con
500ul de colageno IV (Sigma)/pocillo a una concentracidon de 30 pg/ml durante
4h a temperatura ambiente. Tras el periodo de incubacion se lavaron los pocillos
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dos veces con PBS y se sembraron 40.000 células en 1ml de medio por pocillo.
Las células se mantuvieron en condiciones estandar (37°C en una atmoésfera al
5% de CO, y 55% de humedad) y fueron fijadas con 1ml de formaldehido al 8%
por pocillo (de manera que la concentracién final fuese del 4%) a intervalos de 10
minutos durante 1h. Posteriormente, las células se lavaron con PBS y se procedid
a su analisis mediante microscopia confocal. El area de las células individuales
fue calculada automaticamente con ayuda del software proporcionado por el
programa de analisis de imagen Fiji (Image)).

13. Ensayo de adhesion intercelular mediante cultivo en gotas
colgantes (hanging drops)

Con el objetivo de determinar los contactos célula-célula, sin interferencia
de los contactos que las células puedan establecer con el sustrato, se realizé un
ensayo de cultivo en gotas colgantes (hanging drops) en las lineas MCF7 y MCF7-
B2-quimerina. Para ello, se sembraron 5.000 células/gota de 30 pL en la tapa de
placas de 10cm, las gotas se incubaron durante toda la noche en condiciones
estandar (37°C en una atmdsfera al 5% de CO, y 55% de humedad). Trascurridas
12h se observaron las estructuras generadas y se disgregaron mecanicamente
mediante el pipeteo de las mismas un total de 10 veces. Las estructuras
resultantes de la disgregacion mecdanica se evaluaron y fotografiaron utilizando
un microscopio (Nikon Eclipse TS100) acoplado a una cdmara digital (Nikon DS-
5M). El didmetro de los agregados se determind mediante el programa de
andlisis de imagen Fiji (ImageJ)

14. Analisis de migracion mediante ensayo de “cierre de herida” o
“wound healing”

Para este experimento se sembraron 200.000 células/pocillo de las lineas
LM2 y LM2-B2-quimerina en placas de 24 pocillos y se incubaron durante toda la
noche en condiciones estandar (37°C en una atmodsfera al 5% de CO, y 55% de
humedad) para asegurar la formaciéon de una monocapa de células confluente al
inicio del ensayo. Antes de comenzar el experimento se fijaron las condiciones en
la camara climatizada acoplada al microscopio confocal (OLYMPUS Fluoview
1000) para establecer condiciones similares a las de un incubador que permiten
realizar experimentos de larga duracién. Cuando las condiciones de la camara se
estabilizaron se realizé una “herida” longitudinalmente sobre el fondo de las
placas, de forma que se interrumpe la monocapa de células. A continuacién, se
lavaron los pocillos con PBS para eliminar las células que se han desprendido y
anadié 1mlde medio DMEM sin suero o suplementos, de forma que nos
aseguremos de que no existan interferencias de proliferacién con la migracién.
Se fijo la posicidon donde se monitorizara el cierre de la herida y se tomaron fotos
con una frecuencia de 5 minutos para hasta un total de 200 imdagenes con el
objetivo de 10 X. El andlisis de la velocidad de migracién se determiné mediante
el programa de analisis de imagen Fiji (ImageJ)
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15. Analisis de la invasion

En el ensayo de invasidn se utilizaron placas de 24 pocillos con insertos que
presentaban poros de 8um de tamafio (Costar) sobre las cuales se incubd
durante 1h a temperatura ambiente una capa de 100ul de Matrigel (Becton
Dickinson) diluido en DMEM sin FBS (1:20). Se siembran 250.000 células, de las
lineas LM2 y LM2-B2-quimerina en la cdmara superior de las placas suspendidas
en 200ul de DMEM sin FBS y se rellend la camara inferior con 750ul de DMEM
con 10% de FBS como quimioatrayente. Las células se incubaron en condiciones
estandar durante 18-30h. Al finalizar el tiempo fijado para la invasion celular, se
elimind el medio, se lavaron los pocillos con PBS y se fijaron las células presentes
en el inserto con formaldehido al 4% durante 2 min. Los insertos se lavaron de
nuevo y se permeabilizaron las células con metanol 100% durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Para el andlisis de las células por microscopia se realizé
una tincion con 0,1% cristal violeta (Sigma) en 20% metanol.

16. Experimento de formacion ‘de novo’ de contactos
intercelulares mediados por calcio.

Para evaluar la formacidon de novo de contactos intercelulares, se utilizaron
las MCF7 y MCF7-B2-quimerina. Se sembrd el mismo numero de células sobre
cristales de 18mm de didmetro tras haber sido centrifugadas y resuspendidas en
DMEM sin FBS ni calcio (PAN Biotech). Las células fueron incubadas durante toda
la noche en condiciones estandar (37°C en una atmésfera al 5% de CO, y 55% de
humedad) y posteriormente se procedid a restablecer los contactos
intercelulares sustituyendo el medio de cultivo por DMEM sin FBS pero con
calcio (PAN Biotech). Las células fueron fijadas a intervalos de 15minutos durante
2h con formaldehido al 4% para ser procesadas posteriormente por técnicas de
inmunofluorescencia ya explicadas.

17.Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizd el programa GraphPad Prism5. Los
datos se analizaron mediante diferentes test estadisticos dependiendo del caso.
Los test utilizados en cada experimento se indica en la leyenda correspondiente a
la figura. Los resultados obtenidos del anadlisis del cancer de mama en modelos
animales se analizaron utilizando generalmente el test no paramétrico U de
Mann Whitney para estudios entre dos grupos que no se ajustan a una
distribucién normal de Gauss. Para la evaluacion de la curva de supervivencia se
recurrid al método Kaplan-Meier cuyas curvas se comparan por long-rank test.
Los datos de la evaluacién histopatoldgica se analizaron mediante el test U de
Mann Whitney en el caso de dos variables o el test de Chi cuadrado en el caso de
mas de dos variables cualitativas.
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En el caso de los datos obtenidos en los estudios realizados en lineas
celulares se utilizé el test t de Student (t-test) para muestras no pareadas, pues
se trataba de muestras independientes procesadas en paralelo en cada uno de
los triplicados o el test ANOVA en el caso de que se comparasen mds de dos
grupos de variables cuantitativas.
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Resultados

1. Generacion de un modelo murino de cancer de mama deficiente
en $2-quimerina

Para evaluar el papel de B2-quimerina en el desarrollo del cancer de mama
in vivo se generd un modelo de ratén en el que se elimind la expresion de esta
isoforma de las quimerinas en ratones MMTV-ErbB2/Neu. Para ello, se utilizaron
ratones knockout (KO) de PB2-quimerina que se obtuvieron de la compaiiia
Lexicon Genetics y fueron generados mediante mutagénesis por insercién de
vectores retrovirales (gene-trap). En la figura 20A se muestra el punto de
insercidon del vector retroviral en el gen que codifica para $2-quimerina (gen
chn2). Este gen codifica para las isoformas B1- y f2-quimerina, que se generan a
partir de dos inicios de transcripcidn localizados en dos regiones promotoras
diferentes, uno localizado aguas arriba del exédn 1, que genera la isoforma B2-
guimerina y otro en el intréon 6, que genera la isoforma B1-quimerina. Puesto que
la insercion retroviral se produjo en el intrén 1, estos ratones KO (ratones chn2'/')
son especificos de la isoforma B2-quimerina y no se afecta la expresién de la
isoforma B1l-quimerina. Para corroborar la validez de estos ratones para este
estudio, comprobamos mediante Western blot la expresion de B2-quimerina en
tejido de mama de los ratones silvestres (WT) y la ausencia de expresion de esta
proteina en tejido de mama de los ratones chn2” (Fig. 20B).
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Figura 20. Generacion del ratén knockout de B2-quimerina. A) Representacion
esquematica de la insercion en el gen chn2 de la trampa genética (gene-trap) utilizada
para generar el ratén KO de B2-quimerina. Los promotores de las isoformas p2-y B1- se
sefialan con una flecha. B) Western blot del lisado del tejido mamario de ratones adultos
WT (chn2+/+) y KO (chn2'/') demostrando la expresion de B2-quimerina en la mama de los
ratones WT y la eliminacidn de la expresion en este tejido en los ratones KO.
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Los ratones chn2” se cruzaron con los ratones MMTV-ErbB2/Neu, que
sobreexpresan el protooncogén ERBB2/Neu bajo el promotor LTR (Long Terminal
Repeats) del MMTV (Mammary Mouse Tumor Virus) y desarrollan cancer de
mama de manera espontdnea antes de 1 afio de edad. Previamente a la
generacion de los distintos grupos experimentales, se procedid a la
homogeneizacién del fondo genético de los ratones. Los ratones MMTV-
ErbB2/Neu se encontraban en un fondo genético FVB y el ratén chn2”" en un
fondo genético C57BI6. Dada la influencia del fondo genético en Ia
susceptibilidad a la aparicion del cancer de mama y en su evolucidn, se realizaron
cinco retrocruces de los animales doble heterocigotos chnZ'/'/Neu+/' hacia fondo
FVB, alcanzandose aproximadamente un 97% de fondo FVB. A partir de cruces
entre estos animales se generaron los genotipos utilizados en este estudio,
ratones chn2+/+/Neu v chn'/'/Neu, qgue a partir de ahora se nombraran control y
KO respectivamente.

Para comprender mejor el papel de B2-quimerina en los distintos aspectos
del cancer de mama se estudiaron aspectos temporales de la enfermedad, como
el tiempo de latencia y la incidencia. También se analizé el fenotipo tumoral a
través de la evaluacidn histopatolégica y la comparacion de aspectos
propiamente tumorales que reflejan el desarrollo de la enfermedad, como son la
multiplicidad, la carga tumoral, el volumen del tumor primario y la velocidad de
crecimiento del mismo. Finalmente se analizd la capacidad de diseminacion de
las células tumorales de la mama al pulmdn, ya que este modelo de ratén se
caracteriza por presentar metastasis exclusivamente a ese érgano.

2. Andlisis de los tumores de mama en ratones MMTV-ErbB2/Neu
deficientes en B2-quimerina

2.1 Andlisis de la incidencia y tiempo de latencia

Para realizar este estudio se mantuvieron un total de 35 hembras control y
45 hembras KO durante 13 meses para analizar el desarrollo y progresion del
cancer de mama. En la figura 21A se representa la curva de supervivencia de los
ratones libres de tumor que permite analizar el tiempo de latencia (tiempo que
transcurre desde que nace el animal hasta la aparicion del primer tumor
detectable). Como podemos observar, existe una diferencia significativa (p <
0,001) en el tiempo de latencia que presentan los diferentes genotipos. Mientras
qgue la edad media para la aparicién de tumores de mama en los ratones KO es
de 8 meses, la media del grupo control es superior, de 11 meses.

En cuanto a la incidencia, es decir, el porcentaje de animales que
desarrollan tumor, el 96,56% de los ratones KO desarrollaron tumores antes de
13 meses de edad frente al 77,14% de los ratones WT, aunque esta diferencia no
es estadisticamente significativa (Fig. 21B).
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Figura 21. Curva de supervivencia Kaplan Meier e incidencia tumoral. A) Curva de
supervivencia Kaplan-Meier para los dos genotipos de ratones analizados, grupo control
(chn2+/+/Neu) y KO de B2-quimerina (chn2'/'/Neu). Se representan los tiempos de
latencia, con una media de 8 meses para el KO frente a los 11 meses del grupo control.
Ambas curvas se compararon mediante el log-rank test. B) Incidencia del cancer de
mama en los ratones de ambos genotipos. Se representa la media + error estandar de los
porcentajes de cada grupo de ratones que han desarrollado tumores. Las incidencias se
compararon mediante el test Mann Whitney (Control n=35; KO n=45).

Los resultados obtenidos en este analisis indican que la deficiencia de p2-
quimerina contribuye a la tumorigénesis inducida por ErbB2/Neu en la glandula
mamaria, favoreciendo la aparicion de tumores a edades mds tempranas,
aungue no es un factor determinante para la incidencia del cancer de mama.

2.2 Numero de tumores de mama

Cuando se cuantificé el niumero de tumores de mama por ratén, no se
observaron diferencias entre los genotipos, con una media de dos tumores por
ratdn en ambos casos (Fig. 22A). Al analizar la multiplicidad tumoral, es decir, el
porcentaje de ratones que desarrollan 2 o mas tumores, observamos que ésta
era menor en los ratones KO, con 58,14% de los ratones de este genotipo con
dos o mas tumores frente al 75,07% de los ratones control (Fig. 22B). No
obstante estas diferencias no fueron estadisticamente significativas. Decidimos
incrementar el nivel de significacion de la multiplicidad, analizando el porcentaje
de ratones que desarrollan 3 o mas tumores, 4 o mds tumores y 6 0o mas
tumores. En este analisis tampoco se encontraron diferencias significativas entre
ambos grupos de ratones, aunque destacamos que en el grupo con mayor
multiplicidad (26 tumores) sélo se encuentran casos de ratones KO de P2-
quimerina (Fig.22B).
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Figura 22. Numero de tumores y multiplicidad tumoral. A) Representacién grafica del
numero de tumores por ratdon que desarrollan los ratones del grupo control (chn2+/+/Neu) Y
KO de B2-quimerina (chn2'/'/Neu). Los datos de ambos genotipos se han comparado
utilizando un test de Mann Whitney. B) Diagrama de barras donde se representan los
porcentajes de las multiplicidades tumorales en los ratones de ambos genotipos. El analisis
estadistico se ha realizado mediante test de Chi-cuadrado.

2.3 Volumen tumoral y velocidad de crecimiento

Para determinar la influencia de B2-quimerina en el crecimiento tumoral se
evaluaron tres parametros; el volumen del tumor primario, la carga tumoral total
y la velocidad de crecimiento (Fig. 23). Para realizar este analisis, en el momento
del sacrificio se cuantificd tanto el volumen de los tumores primarios como la
carga tumoral, entendida ésta ultima como la suma del volumen de todos los
tumores presentes en cada raton (Fig. 23A y B). En este analisis no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los ratones de los
dos genotipos (p = 0,92 y p = 0,74 respectivamente).

Como se explicé anteriormente, el punto final del experimento se
establecio en 3 meses desde la aparicion del tumor, salvo en los casos en que el
diametro mayor de alguno de los tumores superara los 2 cm. Para evitar que este
criterio resultara en un sesgo en el valor del volumen, ya fuese de los tumores
primarios o de los secundarios, que estuviera dificultando la interpretacion de los
resultados, realizamos un segundo analisis en el que se tuvo en consideracion el
volumen tumoral de cada ratén por dia de enfermedad (Fig. 23C). Una vez
corregido el volumen de los tumores atendiendo a este criterio, se aprecié una
mayor diferencia en el volumen total de los tumores entre los ratones de ambos
genotipos, siendo el volumen de los tumores de los ratones KO menor que el de
los ratones control. No obstante, el andlisis estadistico indica que estas
diferencias no son significativas (p = 0,32).
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Figura 23. Volumen y velocidad de crecimiento tumoral. A) Representacidon grafica del
volumen del tumor primario de cada ratén de los distintos genotipos (mm?). B) Carga
tumoral de cada ratén de los distintos genotipos (mm?®). C) Representacion grafica del
promedio del volumen tumoral por dia (mm?/dia). Se representa la media + error
estandar. D) Velocidad de crecimiento tumoral. En la grafica se muestran las pendientes
correspondientes a las rectas semilogaritmica del volumen del tumor primario de cada
ratén durante el tiempo de enfermedad. Los datos de ambos genotipos se han
comparado utilizando un test de Mann Whitney. (Control n=23; KO n=39)

La velocidad de crecimiento de los tumores fue calculada como la
pendiente de la recta obtenida en la representacién semilogaritmica de los
volumenes correspondientes a la fase exponencial de crecimiento de los
tumores, como se explica en el apartado correspondiente de materiales vy
métodos. Como ocurria en el analisis del volumen tumoral, los resultados indican
una menor velocidad de crecimiento de los tumores de los ratones KO aunque
las diferencias no fueron significativas (p = 0,089) (Fig. 23D).

A pesar de no encontrarse diferencias estadisticamente significativas en los

analisis descritos en este apartado, el conjunto de estos datos nos sugiere que la
eliminacidn de B2-quimerina produce un retraso del crecimiento tumoral.
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2.4 Evaluacidn de la presencia de lesiones preneoplasicas

Ademas de analizar los tumores de mama desarrollados por los ratones de
ambos genotipos, en nuestro estudio del papel de B2-quimerina sobre el
desarrollo del cancer de mama se evaluaron las mamas no afectadas por la
presencia de tumores palpables en aquellos animales que desarrollaron la
enfermedad. Para este analisis, las mamas no afectadas por tumores se
recogieron, se fijaron en portaobjetos y se tifleron con alumbre carmin como se
indica en la seccion correspondiente de Materiales y Métodos, cuantificdndose
posteriormente las lesiones encontradas en cada genotipo (Fig. 24).
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Figura 24. Andlisis de la lesiones preneopldasicas. A) Imdagenes representativas de las
glandulas mamarias no afectadas por tumores en los ratones de ambos genotipos
tefiidas con Alumbre Carmin. Las flechas indican las lesiones preneoplasicas. El asterisco
indica el nddulo linfatico presente en las glandulas inguinales. B) Incidencia de lesiones
preneoplasicas (Control n=11; KO n=23). C) Representacion grafica de la media de
lesiones preneopldsicas por mama analizada. Los valores representan la media + error
estandar y fueron comparados mediante test de Mann Whitney (Control n=9; KO n=18).
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La incidencia de lesiones preneopldsicas fue similar en los ratones de
ambos genotipos puesto que un 80% de los ratones tanto control como KO para
B2-quimerina presentaban este tipo de lesiones (Fig. 24B). Sin embargo, cuando
se cuantificd la media de lesiones presentes por mama observamos que los
ratones KO tenian mayor numero de lesiones preneopldsicas que los ratones
control (1,58 + 0,23 vs. 0,95 + 0,12 respectivamente, p = 0,028) (Fig. 24C).

Los datos obtenidos en este analisis sugieren que la deficiencia de B2-
quimerina afecta a la fase inicial de la oncogénesis, pues favorece el incremento
de las lesiones preneopldsicas, lo que en ultimo término se traduciria en un
mayor numero de tumores de mama por individuo.

2.5 Andlisis histopatolégico de tumores de mama

Para profundizar en el estudio del papel de B2-quimerina en el proceso
tumorigénico se evaluaron las caracteristicas histopatoldgicas de los tumores de
mama primarios procedentes de los animales control y KO (Fig. 25). En el
momento de la realizar la necropsia se observaron diferencias macroscépicas en
los tumores desarrollados por los ratones de ambos genotipos. En la mayor parte
de los ratones control, los tumores presentaban grandes acumulaciones de
sangre que eran poco frecuentes en el caso de los tumores de los ratones KO
(Fig. 25A). Las muestras de los tumores se incluyeron en parafina y se tifleron con
H&E para evaluar el grado histolégico mediante su clasificacion siguiendo el
método de Elston y Ellis, como se indica en Materiales y Métodos. La mayor
parte de los tumores procedentes de los ratones control correspondian a
carcinomas de grado Ill (94 % de los casos), mientras que solamente el 52% de
los tumores de los ratones KO presentaban este grado histoldgico. El 45% de los
tumores de los ratones KO se engloban dentro del grado Il frente al 6% de los
tumores de ratones control clasificados en este grupo. Ademas, los Unicos
tumores de grado | pertenecian al grupo de los ratones KO (Fig. 25B). Estas
diferencias en el grado histolégico fueron estadisticamente significativas y
sugieren una correlacidn entre la ausencia de B2-quimerina y un fenotipo de
menos agresivo (p = 0,015).

Ademas del grado histoldgico, se evalué la presencia de cambios
degenerativos en los tumores, entendidos éstos como la progresién desde la
apariciéon de zonas hemorragicas a la presencia de zonas de necrosis y la
degeneracidon quistica. Este andlisis mostré una menor incidencia de dichos
cambios degenerativos en el grupo de los ratones KO (Fig. 25C). La presencia de
zonas hemorragicas en los tumores fue significativamente inferior (p = 0,03) en
ausencia de B2-quimerina (Fig. 25D). Ademas, cuando se clasificaron los tumores
segun el grado de necrosis se observan diferencias significativas (p=0,022), con
menor proporcion de tumores con alto grado de necrosis en los ratones KO (Fig.
25E).
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Figura 25. Andlisis histopatoldgico de los tumores de mama. A) Imagen representativa
de dos ratones de los genotipos indicados tras la necropsia. Las flechas indican los
tumores de mama. B) Grado histolégico de los tumores de los ratones de cada genotipo.
C) Tincion H&E de tumores del genotipo control y KO mostrando los cambios
degenerativos. Paneles de la izquierda: imagenes representativas de la presencia de
zonas hemorragicas (10x). Paneles de la derecha imdgenes representativas de los
diferentes grados de necrosis; grado Il (superior) y grado Il (inferior) (20x). D)
Representaciéon grafica del porcentaje de tumores de cada genotipo con presencia de
zonas hemorragicas. Datos comparados mediante test de Mann Whitney. E)
Representacidn grafica de los porcentajes de tumores clasificados en los diferentes
grados de necrosis. Datos comparados mediante test de Chi cuadrado
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En conjunto, los resultados del analisis histopatolégico indican que la
deficiencia de B2-quimerina favorece el desarrollo de tumores de menor grado
histolégico y previene frente a los cambios degenerativos y necrosis tumoral
asociados con tumores mas agresivos.

2.6 Analisis de la proliferacion de las células tumorales

Teniendo en cuenta que uno de los procesos implicados en la fase inicial
del cancer de mama y en el crecimiento tumoral es la proliferacion celular, se
comenzd con el andlisis de este proceso en los tumores de ambas poblaciones,
control y KO para B2-quimerina. La proliferacion se cuantific6 mediante
inmunohistoquimica, utilizando el anticuerpo anti-Ki67 que permite la deteccién
de los ntcleos de las células que se encuentran en divisién (Fig. 26A).
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Figura 26. Proliferacion y grado de mitosis de los tumores de mama. A) Imagenes
representativas de la tincion inmunohistoquimica frente a Ki67 de los genotipos
control y KO. B) Representacion grafica de las proporciones de células positivas para
Ki76 (Control n= 7; KO n=7). Los valores muestran la media * error estdndar .Datos
comparados por test de Mann-Whitney. C) Representacién grafica de las proporciones
tumorales de cada genotipo segln su grado el grado de mitosis. Datos comparados por
test Chi cuadrado.
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Para la cuantificacién de la proliferacién se contaron las células positivas
para Ki67 en 10 campos a gran aumento (40x) y se calculd el porcentaje que
éstas representaban frente al total de cada seccién. Este estudio mostré una
diferencia significativa en la tasa de proliferacion celular dependiente del
genotipo (p = 0,01), pues los tumores analizados del grupo de los ratones control
mostré un porcentaje medio de células positivas para Ki67 del 31,33 + 2,5%
frente al 21,6 + 1,7% de los ratones KO (Fig. 26B). Datos similares se obtuvieron
cuando se evalud el indice mitdtico en las tinciones de H&E de los tumores. En
este caso se cuantifico el numero de células en mitosis en 10 campos a gran
aumento (40x) y se clasificaron los tumores en grado | (<5 mitosis), grado Il (>5
mitosis y < 10) y grado Il (= 10 mitosis). Atendiendo a esta clasificacidn, se
observaron diferencias llamativas en las distribuciones encontradas en funcion
del genotipo entre los diferentes grados, especialmente entre el | y lll. El grado |
de mitosis contaba con tan sélo el 5% de los tumores control frente al 36% de los
tumores deficientes en B2-quimerina. Por el contrario el grado Ill muestra una
distribucién opuesta, con el 29% de los tumores control frente al 6% de los KO
(Fig. 26C). Este andlisis puso de manifiesto una disminucién estadisticamente
significativa de células en mitosis en ausencia de la B2-quimerina (p =0,019).

El conjunto de los datos obtenidos del analisis de la proliferacion celular en
el tejido tumoral de los ratones de los dos genotipos analizados muestran que,
en contra de lo esperado, la deficiencia de B2-quimerina podria estar
previniendo frente al aumento de la divisidn celular y por tanto retrasando la
progresion de la patologia. Ademads esta tasa menor de proliferaciéon en los
tumores de los ratones KO de B2-quimerina explicaria los fenotipos observados
de volumen y velocidad de crecimiento tumoral analizados anteriormente.

2.7 Andlisis de la apoptosis tumoral

La apoptosis se trata de un mecanismo de muerte celular muy controlado
gue las células son capaces de inducir en cualquier momento del ciclo celular en
el caso de que detecten anomalias genémicas que no puedan ser reparadas. Es
por ello que se considera un mecanismo protector frente a la transformacién
maligna, por lo que su analisis es fundamental en el estudio del cancer de mama.

La proteina Rac, como se ha comentado anteriormente puede regular los
procesos de supervivencia celular y apoptosis, por lo que evaluamos el efecto de
la eliminacién de B2-quimerina en la muerte celular por apoptosis de las células
tumorales. Para realizar el analisis comparamos los niveles de expresién de
caspasa-3 activada (Caspase-3 cleaved, en inglés) en tumores procedentes de
animales control y KO mediante tincion inmunohistoquimica y western-blot. La
proteina caspasa-3 es utilizada como marcador de apoptosis, ya que su actividad
es esencial en este proceso de muerte celular controlada.
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Figura 27. Evaluacidon de la apoptosis en los tumores de mama. A) Imagen de la
tincion inmunohistoquimica frente a caspasa-3 cleaved representativa de los genotipos
control y KO. B) Western blot de la expresion de proteinas de apoptosis en tejido de
tumor de mama. Panel superior: expresidon de caspasa-3 cleaved. Panel inferior: niveles
de actina. Niveles de proteinas detectados mediante western blot e inmunodeteccién
con los anticuerpos correspondientes. C) Cuantificaciéon del nivel de expresién de
caspasa-3 cleaved respecto a los niveles de expresiéon de actina. Los valores
representan la media * error estandar y fueron comparados mediante el test de Mann
Whitney (Control n = 6; KO n=8).

La evaluacién de la muerte celular mediante tincidn inmunohistoquimica
muestra mayor nimero de células positivas frente al marcaje con caspasa-3
cleaved en los secciones de tumores procedentes de animales KO de [B2-
guimerina indicando un mayor porcentaje de apoptosis (Fig. 27A). Ademads, estos
resultados, evidentes por microscopia, se corroboraron por el analisis de los
niveles de caspasa-3 activada detectados en los lisados tumorales por Western
blot (Fig. 27B). La cuantificacion de los niveles de expresion de esta proteina
mostrd la mayor activacion de caspasa-3 en ausencia de B2-quimerina (p=0,02)
(Fig. 27C). Estos resultados indican que la inactivaciéon de B2-quimerina en los
tumores de mama favorece la apoptosis.
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2.8 Evaluacidn de la angiogénesis tumoral

La angiogénesis es uno de los procesos limitantes para el desarrollo y
progresion tumoral, pues permite el aporte de nutrientes necesario para el
crecimiento de las células tumorales, por medio de la formacidon de vasos
sanguineos a partir de los ya existentes. Teniendo en cuenta que habiamos
observado el desarrollo de tumores de mayor volumen y con mayor velocidad de
crecimiento en los ratones control, donde se expresa B2-quimerina, y puesto que
previamente habiamos observado también un incremento de necrosis tumoral
en ese mismo genotipo, se analizé el grado de angiogénesis como posible factor

determinante del fenotipo observado (Fig. 28).
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Figura 28. Angiogénesis y patron vascular de los tumores de mama. A) Imagen de la
tincion inmunohistoquimica frente a CD31 representativa de los genotipos control y KO.
Paneles superiores: Imagen representativa de la tincidn en el interior del tejido tumoral
(10x). Paneles Inferiores: Imagen representativa de la tincidn en la periferia del tejido
tumoral (20x). B) Representacion grafica de las proporciones de células positivas para
CD31 tanto en la periferia como en el interior del tejido tumoral. Los valores muestran la
media + error estandar. Datos comparados por test Mann Whitney (Control n=7; KO
n=7). C) Representacién grafica de las proporciones tumorales de cada genotipo segun
su grado del patrén vascular. Datos comparados por test Chi cuadrado (Control n=17;
KO n=30).
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Para estudiar la angiogénesis se procedio a la evaluacion histopatoldgica de
la tincidon inmunohistoquimica realizada con el anticuerpo anti-CD31, marcador
permite detectar las células endoteliales presentes en el tumor (Fig. 28A). Para
comprobar si existian diferencias la vascularizacién, se determiné el nimero de
capilares presentes por mm” en muestras de tumores de los ratones de los dos
genotipos analizados. Para ello se cuantificaron los capilares detectados
mediante la tincidn inmunohistoquimica con anti-CD31. En la cuantificacion se
valord la media de vasos sanguineos presentes en 4 campos de gran aumento,
tanto en zonas internas como periféricas de los tumores (Fig. 28A). El resultado
de este anadlisis mostro valores semejantes en cuanto al nimero de vasos
sanguineos en ambos casos, no encontrandose diferencias estadisticamente
significativas (Fig. 28B).

De forma complementaria a este estudio, se determiné por un patdlogo
experto el grado del patron vascular mediante la evaluacion de los cortes de los
tumores tefiidos con H&E. Este andlisis tampoco reveld diferencias significativas,
aunque los ratones KO desarrollaban un mayor porcentaje de tumores con un
fenotipo vascular de grado |, que corresponde a la presencia de capilares
ramificados con paredes finas entremezclados con los vasos sanguineos
normales (Fig. 28C).

En conjunto, los datos obtenidos del analisis del desarrollo y evolucion del
cancer de mama en ratones MMTV/Neu sugieren que el fenotipo tumoral
resultante de la eliminacion de PB2-quimerina en este modelo en es general
menos agresivo. Los resultados muestran que estos tumores tienen un grado
histoldgico menor, con menor necrosis. Al mismo tiempo, la disminucion de la
proliferacién y la mayor apoptosis observados estarian relacionados con el
crecimiento tumoral ralentizado previamente descrito en los ratones deficientes
en B2-quimerina.

3. Relacidon entre la expresion de B2-quimerina y metastasis
pulmonar

La metastasis es el proceso que sucede en la etapa final de Ia
tumorigénesis y se produce cuando las células tumorales, tras haber sufrido una
serie progresiva de alteraciones, se transforman desde el fenotipo inicial,
generalmente epitelial, hasta el final, mesenquimal e invasivo. Teniendo en
cuenta que el tipo de cancer de mama en ratones MMTV/Neu sélo metastatiza a
pulmodn, se analizé la metastasis Unicamente en este 6rgano. Para llevar a cabo
este estudio se realizaron cortes seriados de los pulmones enteros procedentes
de ratones que habian desarrollado tumores de mama, se tiferon con H&E y se
contabilizaron los impactos metastasicos (Fig. 29). El porcentaje de ratones del
grupo control con metastasis pulmonar fue del 66,7%, similar al descrito en este
modelo de ratdn, mientras que en los ratones del grupo KO fue del 40%, es decir,
menos de la mitad de los ratones que desarrollan tumores presentan metastasis
en los pulmones (Fig. 29B). Estos datos sugieren que, en contra de lo esperado, la
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eliminacion de B2-quimerina reduce la susceptibilidad a desarrollar metastasis.
Este comportamiento podria deberse, entre otros factores, a una menor
capacidad de desdiferenciacion desde el fenotipo epitelial al mesenquimal de las
células tumorales de los ratones KO.
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Figura 29. Incidencia y media de focos metastasicos pulmonares. A) Tincion de H&E
representativa de secciones de pulmén de ambos genotipos. Las flechas indican focos
metastasicos. B) Representativa grafica de la incidencia de focos metastasicos en ambos
genotipos (Control n=6; KO n=10). C) Representacién grafica de la distribucién del
numero de impactos metastasicos por pulmén de cada uno de los grupos de ratones.
Los valores representan la media % error estandar. Los datos se compararon mediante el
test Mann Whitney (Control n=4; KO n=4).

Cuando se analizé el nUmero de metdstasis pulmonares por ratén, dentro
de los animales con metastasis, observamos que el grupo de ratones KO
presentaba mayor niumero de impactos metastdsicos por pulmén que el grupo
de ratones control (6 + 2,75 vs. 8,9 * 6,28) (Fig. 29C). Este dato sugiere que en
ausencia de B2-quimerina, las células tumorales que hayan logrado alcanzar la
EMT tendrian mayor capacidad de migracion y potencial invasivo, pese a ser
menos susceptibles a dicha desdiferenciacion. No obstante, aunque las
diferencias tanto en la incidencia como en la multiplicidad de la metastasis son
llamativas no fueron estadisticamente significativas debido al bajo nimero de
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individuos analizados. Se estd completando el estudio en la actualidad para
corroborar estos resultados.

4. Anadlisis del papel de B2-quimerina en las rutas de sefalizacion
implicadas en el cancer de mama

4.1 Activacion de Rac

Para conocer el impacto de PB2-quimerina en las diferentes rutas de
sefializacion reguladas por Rac que son relevantes en el desarrollo del cancer de
mama, evaluamos en primer lugar los niveles de activacion de Rac en los
tumores de mama de los ratones control y KO. Previamente a este estudio
corroboramos que P2-quimerina se expresa en los tumores de mama
procedentes de los ratones control, mientras que no detectamos la expresién de
esta proteina en los ratones KO (Fig. 30A). Para cuantificar los niveles de RacGTP
presentes en las muestras tumorales realizamos ensayos de pull down como se
describié en Materiales y Métodos (Fig. 30B).
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Figura 30. Actividad GAP de B2-quimerina en los tumores de mama. A) Analisis
mediante western blot de los niveles de expresion de B2-quimerina en tejido de tumor
de mama en ratones control y KO. B) Ensayo de pull-down representativo para
determinar los niveles de Rac activado en tumores de los genotipos indicados. Panel
superior: niveles de RacGTP. Panel inferior: niveles de Rac totales. Los niveles de Rac se
determinaron mediante western blot e inmunodeteccién con anti-Rac. C) Densitometria
de la cantidad de RacGTP respecto a la cantidad de Rac para cada una de las muestras.
Los valores representan la media * error estandar y fueron comparados mediante el test
de Mann Whitney (Control n=10; KO n=10)
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Como se observa la figura, los niveles de Rac activo fueron
significativamente mayores en el caso de las muestras tumorales de los ratones
KO frente a las de los ratones control (p = 0,003) (Fig. 30C), demostrando el papel
de B2-quimerina en la regulacion de la activacion de Rac en estos tejidos.

Dadas las diferencias en el nivel de RacGTP de los tejidos tumorales, se
prosiguid al estudio de las diferentes moléculas que participan o pueden verse
afectadas por el cambio en la actividad de Rac y que participan en la progresién
del cancer de mama. En un primer analisis se estudiaron los tejidos tumorales en
la fase tardia del desarrollo tumoral, tres meses de enfermedad, es decir,
tumores a los cuales se les habia permitido su desarrollo el tiempo maximo que
establecia nuestro criterio.

4.2 Evaluacion de la activacion de AKT y ERK

El modelo de ratdn MMTV/Neu, se caracteriza por la sobreactivacion de
las rutas de PI3K/AKT y ERK en tumores de mama debido a la sobreexpresion del
receptor ErbB2/Neu. Ambas rutas regulan funciones fundamentales para el
desarrollo y progresion del cancer de mama como son la supervivencia celular en
el caso de AKT y la proliferacion en el de ERK. Ademds, ambas rutas pueden estar
reguladas la actividad de Rac. Es por tanto, que decidimos analizar el impacto de
la eliminaciéon de B2-quimerina en la activacién de ambas proteinas en los
tumores de los ratones KO. Con este fin, se analizé por western blot los niveles
de AKT y ERK1/2 fosforilados en lisados de los tumores procedentes de los
ratones de los dos genotipos estudiados (Fig. 31).

En la figura 31A se muestran los niveles de fosforilacion de AKT y de ERK,
asi como la expresion total de estas proteinas, en 11 ratones del grupo control y
12 ratones KO. Como se puede observar, existen variaciones en la fosforilacion
de estas proteinas entre individuos de cada genotipo. Para comprobar si existian
diferencias dependientes de la expresion de B2-quimerina, se procedid a la
cuantificacién de la fosforilacion de AKT y de ERK respecto a la cantidad total de
las proteinas correspondientes. No se apreciaron diferencias significativas entre
los tumores de los ratones control y KO en los niveles de fosforilacién de AKT ni
de ERK (Fig. 31B y C respectivamente). No t, a pesar de que no se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas, en ambos casos se observa una
tendencia a una mayor fosforilaciéon de estas proteinas en las muestras
tumorales de los ratones KO.
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Figura 31. Niveles de fosforilacion de AKT y ERK en tumores de mama A) Western blot
de la activacion de las rutas AKT y ERK en tejido de tumor de mama. Paneles superiores:
niveles de pAKT y totales de AKT. Paneles intermedios: niveles de pERK1/2 y totales de
ERK1/2. Panel inferior: niveles actina. Los niveles de las diferentes proteinas fueron
detectados mediante western blot e inmunodeteccién con los anticuerpos
correspondientes. B) Cuantificacion del nivel de pAKT respecto a la cantidad total de AKT
C) Cuantificacion del nivel de pERK respecto a la cantidad total de ERK. B) y C) Los
valores representan la media # error estandar y fueron comparados mediante el test de
Mann Whitney (Control n=11; KO n=12).

4.3 Evaluacion de la expresion de ciclina D1

Como ya se ha explicado en la introduccidn, existen evidencias que
demuestran la correlaciéon entre la reducciéon de los niveles de Rac activo
mediada por la actividad catalitica de B2-quimerina y una menor proliferacién
celular como consecuencia de la disminucién del nivel de expresion de la ciclina
D1. Ademads, se sabe que la expresion de ciclina D1 puede ser estimulada por
Rac, ya sea a través de la activacién de ERK, como a través de la induccién de
contactos intercelulares mediados por E-cadherina o por integrinas. Por ultimo,
en los ratones MMTV/Neu es frecuente la sobreexpresién de ciclina D1 debido
en parte a la activacion de las rutas de Ras y Rac por ErbB2. La sobreexpresion
de esta ciclina juega un papel esencial en la patogenia molecular del cancer de
mama, contribuyendo a la proliferacion descontrolada de las células tumorales.
Teniendo en cuenta estos antecedentes decidimos comprobar si la eliminacion
de B2-quimerina en los ratones MMTV/Neu afectaba a la expresion de ciclina D1
(Fig. 32).
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Figura 32. Niveles de expresién de ciclina D1 en tumores de mama. A) Western blot de
la expresion de ciclina D1 en tejido de tumor de mama. Panel superior: expresién de
ciclina D1. Panel inferior: niveles control de actina. Niveles detectados mediante western
blot e inmunodeteccién con anti-ciclina D1. B) Cuantificacion del nivel de expresion de
ciclina D1 respecto a los niveles de expresion de actina Los valores representan la media
+ error estandar y fueron comparados mediante el test de Mann Whitney (Control n=11;
KO n=12).

El andlisis mediante Western blot de los niveles de expresidon de ciclina D1
en los tumores de los ratones KO vy control no reflejé6 diferencias
estadisticamente significativas entre ambos genotipos (Fig. 32). En este caso, los
niveles de ciclina D1 son prdcticamente similares en las muestras tumorales
tanto de ratones control como KO para f2-quimerina, lo que hace suponer que la
desregulacién de Rac debido a la eliminacion de B2-quimerina en estos tumores
no repercute en los niveles de ciclina D1.

4.4 Analisis de la expresidn de E-cadherina y B-catenina

Durante la progresién tumoral, la desdiferenciacién celular, en concreto la
pérdida de contactos celulares, es un acontecimiento esencial que determina en
muchos casos la evolucion del tumor hacia un fenotipo invasivo. Las AJ son las
uniones intercelulares formadas principalmente por las proteinas E-cadherina y
B-catenina. Estas adhesiones se caracterizan por encontrarse conectadas con el
citoesqueleto de actina, por lo que son susceptibles de ser reguladas por Rac. Por
otra parte, se ha descrito la relacién existente entre la expresion de [B2-
quimerina y la formacién de AJ. Es por ello que se evalué en qué medida se
afectaban las proteinas mas relevantes de las AJ por la eliminacion de la
expresion de f2-quimerina.

En primer lugar, se evalué mediante inmunohistoquimica la expresion y la
distribucién celular de E-cadherina en secciones de los tumores de los ratones
control y KO (Fig. 33A). Como se refleja en la figura no se aprecian diferencias ni
en la localizacién ni en la expresion de la E-cadherina entre los tumores de
ambos genotipos.
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Figura 33. Expresion de E-cadherina y pB-catenina. A) Imagen de la tincidon
inmunohistoquimica frente a E-cadherina representativa de los genotipos control y KO.
B) Western blot de la expresidén de proteinas de adhesién en tejido de tumor de mama.
Panel superior: expresion de E-cadherina. Panel intermedio: expresiéon de B-catenina
Panel inferior: expresion de actina. Los niveles de las diferentes proteinas fueron
detectados mediante western blot e inmunodeteccién con los anticuerpos
correspondientes. C) y D) Cuantificacion del nivel de expresién de E-cadherina y B-
catenina respecto a los niveles de expresion de actina. Los valores representan la media
+ error estandar y fueron comparados mediante el test de Mann Whitney (Control n=11;
KO n=12).

Con la intencién de profundizar en este estudio se cuantificaron los niveles
de expresion de E-cadherina y B-catenina, mediante western blot (Fig. 33B). Los
niveles de expresion de las dos proteinas fueron superiores en los tumores de los
ratones KO, lo que podria indicar un refuerzo de las AJ en los tumores deficientes
en B2-quimerina. No obstante las diferencias en la expresion de ambas proteinas
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no fueron muy llamativas y no alcanzaron significacion estadistica (p=0,55y 0,87
respectivamente) (Fig. 33C y 33D). Estos datos sugieren un efecto minimo de p2-
qguimerina en la expresidn de dichas proteinas, al menos en la fase mas avanzada
de los tumores de mama utilizados para este estudio, es decir, aquellos que se
desarrollaron durante aproximadamente 3 meses de enfermedad.

5. Analisis del papel de B2-quimerina en las rutas de seializacidon
mediadas por ErbB2/Neu en la fase temprana de la enfermedad

Llegados a este punto y teniendo en cuenta los resultados obtenidos hasta
el momento, de entre los cuales destaca un tiempo de latencia marcadamente
menor en los tumores de mama de los ratones KO de B2-quimerina, pero sin
diferencias significativas a nivel molecular, nos planteamos la posibilidad de que
quizas se pudieran poner de manifiesto estos cambios moleculares en una fase
mas temprana de la enfermedad.

Dado que para el estudio anterior se habian seleccionado los tumores que
se encontraban en la fase mas avanzada de la enfermedad, para este nuevo
estudio se utilizaron tumores obtenidos tras 1 mes de evolucidon de la
enfermedad y se procedid a realizar un estudio bioquimico similar al realizado en
tumores de 3 meses.

En primer lugar se estudiaron los niveles de fosforilacion de AKT y ERK1/2,
proteinas que, como se ha mencionado anteriormente, regulan rutas
relacionadas con la supervivencia celular y proliferacion respectivamente. En la
figura 34 se muestran los resultados del analisis de estas proteinas por western
blot y la cuantificacion correspondiente. En el caso de AKT, los niveles de
proteina fosforilada fueron superiores en los tumores procedentes de ratones
deficientes en B2-quimerina, como ocurria en las muestras tumorales de la fase
tardia, con la peculiaridad de que las diferencias en esta fase temprana parecen
estar algo mas marcadas (Fig.34B). Sin embargo, los tumores en la fase temprana
del desarrollo tumoral presentaban un patrén de activacion de ERK1/2 opuesto
al observado previamente. Las muestras tumorales de los ratones KO de B2-
quimerina mostraban unos niveles de fosforilacion de ERK reducidos en
comparacion con las muestras control (Fig. 34C). En cualquier caso, las
diferencias tanto en la fosforilacion de AKT como de ERK no fueron
estadisticamente significativas, como ya habia ocurrido en el analisis previo,
indicando una repercusién escasa o nula de B2-quimerina en la activacion de
estas proteinas en este modelo.

100



Resultados

A)

chn2**/Neu  chn2/-/Neu chn2**/Neu chn27/-/Neu

Y285
Y1 9% 0

Gy, 23
Y120
G22

<
O

' G135 #q
' Gl 35 #6
l G0.57

l Y907

| o220

| |G1q
' Y190 #6

|,_ pPAKT

||
-| ot e —'—l[-———-—b— ]._AKT
v B == "|lw+=pem<1/z

[T == [m—————|=
40-['.— ———- 'Tll--".’--|_Acﬁna

B) C)
p=0,74 p=0,88

150+ 2001

% pAKT vs AKT
% pERK vs ERK (u.a.)

chn2**Neu chn2”/Neu chn2 New  chn2’-New

Figura 34. Niveles de fosforilacion de AKT y ERK en tumores de mama de 1 mes. A)
Western blot de la activacién de las rutas AKT y ERK1/2 en tejido de tumor de mama.
Paneles superiores: niveles de pAKT y totales de AKT. Paneles intermedios: niveles de
pPERK1/2 y totales de ERK1/2. Panel inferior: expresion de actina. Los niveles de las
diferentes proteinas fueron detectados mediante western blot e inmunodeteccién con
los anticuerpos correspondientes. B) y C) Cuantificacion del nivel de fosforilacion de
pAKT y pERK1/2 (primer y tercer panel, A) respecto a la cantidad total de AKT y ERK1/2
(segundo y cuarto panel, A), para cada una de las muestras. Los valores representan la
media + error estandar y fueron comparados mediante el test de Mann Whitney

(Control n=9; KO n=8).

La sobreexpresion de la ciclina D1 es en parte responsable de la
hiperproliferacion de los tumores de mama en los ratones MMTV/Neu y por
tanto los niveles de esta proteina pueden ser mas relevantes en las fases iniciales
de la transformacion maligna. El andlisis de los niveles de esta proteina en
tumores de 1 mes, que se encontraban en la fase exponencial del crecimiento
tumoral, reveld un ligero aumento en el caso de los tumores deficientes en B2-
qguimerina, lo que apoyaria un fenotipo tumoral con proliferaciéon levemente
favorecida (Fig. 35). No obstante, como ocurria en los tumores analizados en la
fase tardia, las diferencias encontradas al comparar ambos genotipos no eran
significativas desde el punto de vista estadistico (p = 0,32).
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Figura 35. Niveles de expresion de ciclina D1 en tumores de mama de 1 mes A)
Western blot de la expresién de ciclina D1 en tejido de tumor de mama (panel
superior). Se muestran los niveles de actina como control de carga (panel inferior). B)
Cuantificacién del nivel de expresiéon de ciclina D1 respecto a los niveles de expresion de
actina. Los valores representan la media * error estandar y fueron comparados
mediante el test de Mann Whitney (Control n=9; KO n=8).

Finalmente, se evalud la expresion de E-cadherina y B-catenina en la fase
temprana de la enfermedad (Fig. 36). Los niveles de E-cadherina fueron similares
independientemente a la expresion de B2-quimerina, mientras que los de B-
catenina eran algo mas reducidos en las muestras de los ratones KO (Fig. 36).
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Figura 36. Expresion de E-cadherina y B-catenina en tumores de mama de 1 mes. A)
Western blot de la expresién de proteinas de adhesion en tejido de tumor de mama. Los
niveles de las diferentes proteinas fueron detectados mediante western blot e
inmunodeteccién con los anticuerpos correspondientes. B) y C) Cuantificacion del nivel
de expresion de E-cadherina y B-catenina respecto a los niveles de expresién de actina.
Los valores representan la media * error estandar y fueron comparados mediante el test
de Mann Whitney (Control n=9; KO n=8)
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El patron de expresion observado en las proteinas constituyentes
principales de las AJ, aunque no mostré diferencias estadisticamente
significativas, era opuesto al observado al analizar los tejidos de tumor de mama
en la fase tardia de la enfermedad, lo que podria explicarse considerando el
papel dual que se le ha dado a la proteina E-cadherina a lo largo del proceso
tumorigénico.

En conjunto, los datos obtenidos de la evaluacion de las vias de
sefializacion que regulan funciones bioldgicas asociadas con el cancer de mamay
que se pueden ver afectadas por la expresidon de B2-quimerina muestran ligeras
variaciones dependientes del genotipo y de la fase de desarrollo de Ia
enfermedad, temprana o tardia. Ademas, las leves fluctuaciones encontradas se
muestran muy heterogéneas incluso dentro de los individuos de cada poblacién,
control o deficiente en B2-quimerina. Asimismo, las diferencias encontradas no
alcanzaron el nivel de significacion estadistica, de tal manera que no podemos
confirmar un impacto especialmente relevante de B2-quimerina en las vias de
sefializacion implicadas en cancer de mama con las que se conoce su vinculacion.

6. Estudio del papel de B2-quimerina en otros modelos de cancer
de mama

Con el fin de profundizar en el estudio del papel de 32-quimerina en el
desarrollo del cancer de mama y teniendo en cuenta los resultados obtenidos en
el estudio en el modelo de raton MMTV/Neu deficiente en B2-quimerina,
especialmente los resultados relacionados con la metdstasis, decidimos
continuar el estudio utilizando dos lineas celulares representativas de dos de los
subtipos de tumores de mama mas frecuentes, las lineas MDA-MB-231 y MCF7.
El subtipo de cancer de mama representado por la linea MDA-MB-231 se
denomina basal-like, y sus células son triples negativas para el receptor de
estrogenos, de progesterona y Her2 (ER-, PgR- y Her2-). La linea MCF7 es
representativa del subtipo Luminal A, con células negativas para Her2 y positivas
para los receptores hormonales (Her2-, ER+ y PgR+). Otra de las caracteristicas
que diferencia estas lineas celulares es su naturaleza, de tipo epitelial en el caso
de la linea MCF7 y mesenquimal en el caso de la linea MDA-MB-231. Ademas
poseen diferente potencial metastasico, siendo mas invasiva la linea MDA-MB-
231. En este estudio se ha utilizado una subpoblacién de la linea MDA-MB-231,
denomina LM2, con elevado potencial metastasico a pulmon (ver descripcion en
Materiales y Métodos).

Como ya se ha explicado en la introduccidn, se ha descrito que P2-
guimerina tiene niveles enddégenos de expresion muy bajos o incluso nulos en
los tejidos de tumor de mama. Lo mismo sucede en las lineas celulares MCF7 y
MDA-MB-231, y por extension la linea LM2, en las que estudios previos
demuestran unos niveles llamativamente bajos o casi nulos de mRNA de B2-
quimerina.
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Teniendo en cuenta todos estos datos, la aproximacion experimental
llevada a cabo fue la opuesta a la utilizada en el estudio en ratones MMTV-
ErbB2/Neu, es decir, estudiar el efecto de la expresidon de B2-quimerina en estas
lineas celulares.

6.1 Generacion de lineas estables MCF7 y LM2 con expresion de RB2-
quimerina

Para poder evaluar el papel de B2-quimerina en los diferentes procesos
gue se suceden durante la tumorigénesis y que estan regulados por Rac, se
generaron lineas celulares de cancer de mama LM2 y MCF7 con expresiéon
estable de B2-quimerina. Las subpoblaciones generadas seran denominadas a
partir de ahora LM2-B2 y MCF7-B2. Para la generacidén de estas subpoblaciones
se utilizaron dos plasmidos diferentes, en los que se etiquetd la proteina B2-
quimerina con las proteinas fluorescentes naranja (LM2-B2-OFP) y verde (MCF7-
B2-GFP) para facilitar su seleccion por citometria de flujo y su seguimiento
posterior. La eleccion de estas etiquetas fluorescentes estuvo condicionada por
el fenotipo de las lineas celulares, eligiéndose B2-quimerina etiquetada con OFP
en la linea LM2 ya que estas células expresan de forma estable GFP (ver
materiales y métodos). Los niveles de expresidn de la proteina B2-quimerina en
las subpoblaciones LM2-$2 y MCF7-B2 y la ausencia de expresion de la misma en
las subpoblaciones MCF7 y LM2, que a partir de ahora denominaremos
“control”, se muestran en la figura 37A (paneles inferiores).

6.2 Efecto de B2-quimerina en la activacion de Rac

Tras comprobar los niveles de expresion de B2-quimerina en las diferentes
subpoblaciones de ambas lineas celulares, se cuantificaron en primer lugar los
niveles de activacién de Rac presentes en las mismas mediante un ensayo de pull
down (Fig. 37).

Acorde con lo esperado, dada la funcion RacGAP de B2-quimerina, la
activacién de Rac se muestra significativamente reducida en las células que
expresan esta proteina. Tanto las lineas celulares LM2-B2 como MCF7-B2 tienen
unos niveles de Rac-GTP inferiores a los de las células control en condiciones
basales. Esta disminucion es mucho mas pronunciada cuando las células se
estimularon con EGF. Se utilizd6 EGF como estimulo ya que, como se ha explicado
anteriormente, se trata de un factor de crecimiento que activa B2-quimerina a
través de la generacion de DAG y promueve la inactivacidén de Rac llevada a cabo
por esta proteina.

Una vez corroborada la funcidn de B2-quimerina en las lineas celulares que

habiamos generado, se continud con el estudio del efecto de esta proteina en las
proteinas y procesos celulares regulados por Rac relevantes en cancer de mama.
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Figura 37. Actividad GAP de B2-quimerina en lineas celulares de cancer de mama. A)
Resultado representativo de los ensayos de pull down para determinar la actividad de
B2-quimerina en las lineas LM2 (paneles de la izquierda) y MCF7 (paneles de la derecha).
Paneles superiores: niveles de RacGTP. Paneles intermedios: niveles totales de Rac.
Paneles inferiores: expresion de la PB2-quimerina. Niveles de proteina detectados
mediante western blot e inmunodeteccion con anti-Rac y anti-B2-quimerina
respectivamente. B) Densitometria de la cantidad de RacGTP respecto a la cantidad de
Rac total en las células LM2. C) Densitometria de la cantidad de RacGTP respecto a la
cantidad de Rac total en las células MCF7. B) y C) Los ensayos de pull down se realizaron
en condiciones basales (-) o tras la estimulacion con EGF (100ng/ml) (+). Los valores
representan la media % error estandar de tres experimentos independientes. Los datos
se compararon mediante el test ANOVA.

6.3 Evaluacion de la activacion de las rutas PI3K/AKY, ERK y expresion de
ciclina D1

De manera similar al estudio que realizamos en el modelo de ratdn,
analizamos la activacién de AKT y ERK, asi como la expresién de ciclina D1, por
ser proteinas fundamentales en los procesos de supervivencia celular y
proliferacidn. Este estudio se realizé mediante analisis por Western blot de los
niveles de fosforilaciéon de AKT y ERK, asi como de los niveles de expresién de la
proteina ciclina D1, en lisados de cultivos en crecimiento exponencial de las
lineas celulares descritas (Fig.38A).
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Figura 38. Efecto de B2-quimerina en la fosforilacion de AKT, ERK y expresion de
ciclina D1 en las lineas celulares de cancer de mama. A) Western blot representativo
de la fosforilacion de AKT y ERK y de la expresién de ciclina D1 en las lineas LM2 y MCF7
control y con expresion estable de B2-quimerina. Los niveles de fosforilacion y las
proteinas totales se analizaron mediante inmunodeteccién con los anticuerpos
correspondientes que se indican a la derecha de cada panel B), C) y D) Cuantificacion
del nivel de expresién de activaciéon de AKT, ERK y expresion de ciclina D1, en la linea
LM2, respecto a los niveles de actina E), F) y G) Cuantificacion del nivel de expresién de
activacion de AKT, ERK y expresién de ciclina D1, en la linea celular MCF7, respecto a los
niveles de actina. Los valores representan la media * error estandar de tres
experimentos independientes en las lineas celulares LM2 y MCF7 respectivamente. Los
datos se compararon mediante el t-test para muestras no pareadas.
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De forma general, en ninguno de los casos se observaron diferencias
llamativas que llegasen a ser estadisticamente significativas. En el caso de AKT,
se observaron niveles de fosforilacién algo mayores tanto en las lineas LM2-p2
como MCF7-B2 en comparacion con las correspondientes lineas control (Fig. 38B
y 38E). En cuanto a la fosforilacion de ERK, la expresiéon de B2-quimerina no
afecta a la activacién de esta proteina en la linea celular LM2, mientras que se
aprecia un ligero incremento en su fosforilacion en la linea MCF7-2 frente a la
linea control (Fig. 38C y 38F).

Se sabe que la expresion de B2-quimerina en las células MCF7 reduce los
niveles de ciclina D1, lo que produce una inhibicién en la proliferacion celular y
parada del ciclo celular en la fase G1/S. En nuestro andlisis, la evaluacion de los
niveles de ciclina D1 confirma las evidencias ya descritas para la linea celular
MCF7 y muestra un efecto similar en la linea LM2, ya que en ambos casos se
detecté una reduccion en los niveles de expresion de ciclina D1 en las
subpoblaciones que expresaban f2-quimerina (Fig. 38D y 38G).

Tras conocer realizar este estudio inicial, decidimos evaluar el impacto de
la expresion de B2-quimerina en la regulacion del citoesqueleto de actina, por
tratarse ésta de la funcion principal de Rac.

6.4 Efecto de B2-quimerina en los procesos mediados por el citoesqueleto

Como ya se ha indicado, la funcién principal de Rac es la regulacién del
citoesqueleto de actina. Ademas, se conoce el papel que ejerce f2-quimerina, a
través de la regulacién de Rac, en el control del citoesqueleto de células
neuronales. Sin embargo, no se ha estudiado en profundidad el impacto de la
expresion de P2-quimerina en el citoesqueleto de células de cdncer de mama, a
pesar de ser uno de los procesos fundamentales en la progresion tumoral,
especialmente en la metastasis. Teniendo esto en cuenta, se plantearon una
serie de experimentos encaminados a la evaluacion de diferentes procesos
directamente ligados con la reorganizacion del citoesqueleto de actina que
tienen lugar durante la progresion tumoral.

6.4.1 Efecto de B2-quimerina en el citoesqueleto de actina

En una primera aproximacion se estudié la organizacion del citoesqueleto
de actina en las lineas celulares control y en las que expresan B2-quimerina. Con
este fin, el citoesqueleto de actina se tifié utilizando faloidina conjugada con el
fluorocromo Alexa Fluor 647. De esta manera se pudo visualizar la actina tanto
en las células MCF7-B2, que expresan B2-quimerina etiquetada con EGFP, como
en las LM2-B2 en las que B2-quimerina se etiquetd con OFP. El analisis de estas
células por microscopia confocal demostré que existen diferencias tanto en la
estructura como de localizacion de la actina en las células que expresan B2-
quimerina (Fig. 39). Las subpoblaciones LM2-B2 y MCF7-B2 se caracterizan por
tener una forma mas redondeada que las células control y una mayor superficie
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en contacto con el sustrato. Ademas, los filamentos de actina se localizan
paralelos a la membrana celular en estructuras en forma de anillo y arqueadas,
gue podrian dificultar la formaciéon de protrusiones y el avance celular. Por el
contrario, los filamentos de actina en las células control se localizan
perpendiculares a la membrana celular, lo que indicaria la presencia de
estructuras relacionadas con el movimiento. Pese a que en ambas poblaciones se
detectaron diferencias similares en el citoesqueleto de actina, en el caso de la
linea LM2 éstas son mas llamativas, observandose la ausencia de fibras de estrés
en casi la totalidad de la subpoblacion LM2-B2.

LM2 MCF7

Control
Control

MCF7-R2

Figura 39. Efecto de B2-quimerina en el citoesqueleto de actina en lineas celulares de
cancer de mama. Imagenes de microscopia confocal de las células LM2 (izquierda) y
MCF7 (derecha) (60x). En los paneles de la izquierda se muestra el citoesqueleto de
actina en blanco (y los nucleos en azul (tincién con DAPI). En los paneles de la derecha
se muestra en detalle las estructuras formadas por el citoesqueleto de actina.

Como ya se ha explicado en el apartado de la introduccién, una de las
causas directamente relacionadas con la alta mortalidad asociada al cdncer de
mama se debe a la capacidad de las células tumorales de metastatizar. La
diseminacidn metastasica de las células tumorales circulantes implica varios
pasos secuenciales, entre los que se incluyen la adhesion al endotelio vascular,
la migracién a través de la barrera endotelial y, como consecuencia, la invasién
a través de la matriz extracelular para alcanzar el nicho secundario. Por tanto,
tras detectar los cambios producidos por B2-quimerina en el citoesqueleto de
actina en las lineas celulares analizadas, se decidid profundizar en los procesos
celulares importantes para la metastasis en cancer de mama.

En primer lugar se evalud el efecto de B2-quimerina en la adhesidn,
migracion e invasioén celular. Estos estudios se realizaron en las células LM2 ya
gue se trata de una subpoblacién derivada de la linea MDA-MB-231, como ya
se ha explicado, con alto potencial metastasico.
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6.4.2 Efecto de B2-quimerina en la adhesion celular

El analisis del citoesqueleto de actina descrito en el apartado anterior
mostraba que el drea o superficie que ocupaban las células en presencia de B2-
guimerina era mayor que en las células control, indicando que esta proteina
podia estar afectando la adherencia al sustrato. Este mismo fenotipo se observd
cuando las células LM2 se incubaron utilizando coldgeno IV como matriz
extracelular. Se eligié este sustrato por tratarse del componente principal de la
ldmina basal de los epitelios y ser por tanto relevante en el cdncer de mama (Fig.
40A, paneles ay b).
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Figura 40. Efecto de B2-quimerina en la adhesién celular de la linea LM2. A) Paneles
superiores: imagen de microscopia confocal que muestra el citoesqueleto de actina
mediante el marcaje con faloidina en las poblaciones control (a) y LM2-2 (b) (60x).
Paneles inferiores: Imagenes representativas de la adhesion de las células control (c) y
LM2-B2 (d) a la matriz extracelular de colageno IV (30ug/ml) tras 10 minutos de
incubacién (40x). B) y C) Representacion grafica de la adhesién celular al inicio del
ensayo (10min) y al final del ensayo (60min) respectivamente. Las graficas muestran la
media + error estandar de cuatro experimentos independientes. Los valores fueron
comparados mediante t-test para muestras no pareadas.
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Para ampliar este estudio se procedio al analisis de la adhesidn a colageno
IV y posterior cuantificacidon de la superficie celular a los 10 y 60 minutos de
incubacion. Como puede verse en la figura 40, las células de la subpoblacién
LM2-B2 mostraron un area mayor que las células control incluso en las
condiciones de menor tiempo de incubacion (10 minutos). Este resultado se
confirmd por cuantificaciéon del area celular. Las diferencias en cuanto a la
superficie de contacto celular que de las células LM2-B2 en comparacion a la
superficie de las células control fueron estadisticamente significativas tanto a los
10 minutos (p = 0,0024) como tras 60 minutos de adhesion a coldgeno IV (p =
0,045) (Fig. 40B y 40C respectivamente).

Uno de los factores esenciales en el establecimiento de los contactos entre
la célula y el sustrato son las adhesiones focales. Para estudiar si el aumento de
la superficie celular era consecuencia de un cambio en la formacién de estas
estructuras, se estudiaron tanto el nimero como la localizacion de las
adhesiones focales mediante microscopia confocal tras la tincidon de vinculina,
proteina constitutiva principal de este tipo de adhesiones (Fig. 41). En una
primera aproximacion se analizaron las adhesiones focales en ausencia de matriz
extracelular. Tras no observar diferencias, procedimos a la deteccion de las
adhesiones focales en presencia de colageno IV.

Control LM2 B2

Sin matriz extracelular

Colageno IV

Figura 41. Formacidon de adhesiones focales en las células LM2. Imagenes de
microscopia confocal de las adhesiones focales visualizadas mediante tincion de
vinculina (60x) en células control (paneles de la izquierda) y células LM2-B2 (paneles de
la derecha). Las adhesiones se analizaron sin matriz extracelular (paneles superiores) o
en presencia de colageno IV (30ug/ml) (paneles inferiores).

110



Resultados

Los resultados obtenidos muestran que no existen diferencias en ninguno
de los dos casos, lo que sugiere que la expresion de B2-quimerina no interviene
en la adhesion celular a través de la regulacién de estas estructuras adherentes,
de forma que La mayor extension de la superficie celular de las células que
expresan B2-quimerina se produce de manera independiente a los focos de
adhesion.

6.4.3 Efecto de B2-quimerina en la migracion celular

Para conocer el impacto de la expresidn de B2-quimerina en la migracion
celular se realizé un experimento de cierre de herida o wound healing en el cual
se monitorizé la velocidad de avance del frente celular para cerrar la “herida”
(Fig. 42).

Con el fin de asegurar que en nuestro ensayo el avance celular era
producido exclusivamente por el proceso de migracién, sin sufrir interferencias
del proceso de proliferacién, se realizd el experimento en condiciones de
ausencia de suero. Asimismo, para corroborar que no habia diferencias en la
proliferacidn celular durante el experimento, se contabilizaron las células control
y LM2-B2 al comienzo y al finalizar el experimento. Con este fin se realizé un
experimento en el que se tifieron los nucleos celulares con DAPI (Fig. 42A). Se
obtuvieron valores semejantes en el nimero de células de las dos poblaciones,
de manera que podemos asegurar que las diferencias observadas eran debidas
unicamente a la migracién celular.

Como puede verse en la figura, las células LM2 que expresan B2-quimerina
mostraron una menor velocidad del frente de avance celular, diferencia que fue
estadisticamente significativa (p = 0,004). Este resultado demuestra que la
expresion de B2-quimerina inhibe la migracion celular en células de cancer de
mama con elevado potencial metastdsico (LM2), resultado acorde con lo descrito
para otros tipos celulares.
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Figura 42. Efecto de B2-quimerina en la migracion de las células LM2. A) Control de
la proliferacion durante el ensayo de migracion celular en las células control (paneles
de la izquierda) y LM2-B2 (paneles de la derecha) al comienzo del experimento (t=0h)
y al final (t=10h). Paneles superiores: nucleos celulares tefiidos con DAPI. Paneles
intermedios: expresion de B2-quimerina. Paneles inferiores: transmision DIC. B)
Ensayo de cierre de herida o wound healing. Se muestra como avanza el frente de
células en el tiempo en las células control (izquierda) y LM2-B2 (derecha). Paneles de
la izquierda: separacién de las células mediante una herida (t=0h). Paneles de la
derecha: frente de avance al cierre de la herida (t=48h). Las células LM2 se detectan
en verde por expresar EGFP. En naranja se muestra la expresion de OFP-B2-quimerina
en estas células. C) Representacion grafica de la velocidad del cierre de la herida. Los
valores representan la media + error estandar de siete experimentos independientes y
fueron comparados mediante t-test para muestras no pareadas.
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6.4.4 Invasion celular

Una vez comprobado que los cambios observados en el citoesqueleto de
actina se estaban traduciendo en cambios funcionales como la migracién,
parecia obvio pensar que la expresion de P2-quimerina podria tener
consecuencias en la invasion celular. Para comprobar esta hipdtesis se analizd la
capacidad de las células de atravesar una matriz celular reconstruida (matrigel)
en presencia de suero fetal bovino al 10%, utilizando camaras transwells, en las
subpoblaciones LM2-B2 y su correspondiente control. Como control se cuantificé
la invasién celular en condiciones de ausencia de quimioatrayente (FBS). Tras un
periodo de tiempo de incubaciéon de entre 18 y 30 horas se visualizaron las
células que habian migrado a través del matrigel (invasidn) mediante la tincién
de las mismas con cristal violeta. (Fig. 43).

Como se puede ver en la figura, tras 18h de incubacién un mayor ndmero
de células de la poblacién control fue capaz de atravesar la matriz de matrigel en
comparacion con las células de la subpoblacion LM2-B2. Estas diferencias se
hicieron mucho mas patentes cuando el tiempo de incubacion fue superior (30h).

Estos resultados mostraron una reduccion en el potencial invasivo de las
células en presencia de B2-quimerina, resultado acorde con el efecto de esta

proteina en la migracién celular.

LM2-B2

Control (0%FBS)

~ t=18h

% t=30h

Figura 43. Invasion celular en Matrigel con suero bovino fetal como quimioatrayente.
Imagenes representativas de la tincién de cristal violeta de las membranas porosas. a)
Imagen representativa de la membrana control donde se muestran las células
migratorias por la fuerza de la gravedad en ausencia de quimioatrayente (10x). b) y c)
Imagenes representativas de las células control y LM2-B2 respectivamente tras 18h de
incubacién (10x). d) y e) Imagenes representativas de las células control y clon B2-
guimerina respectivamente tras 30h de incubacion (10x). Las imagenes representan el
fenotipo observado en cuatro experimentos independientes.
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El conjunto de los datos obtenidos en analisis de la adhesidon, migracién e
invasion de la linea celular LM2 ponen de manifiesto que B2-quimerina participa
en la regulacion de estos procesos, todos ellos implicados en la metastasis. Es
por tanto que podemos asumir que PB2-quimerina regula dichos procesos
mediante el control del citoesqueleto de actina a través de su actividad GAP
sobre Rac.

Para continuar con el estudio de la funcién de B2-quimerina en los
procesos importantes en la metastasis, decidimos evaluar el efecto de esta
proteina en las uniones adherentes, que normalmente estan afectadas en el
proceso de desdiferenciacion celular y transicion epitelio-mesénquima. Estos
estudios se realizaron utilizando las lineas epiteliales MCF7 y MCF7-B2, puesto
que las células LM2 carecen de estas estructuras por tratarse de células de tipo
mesenquimal.

6.5 Estudio del papel de B2-quimerina en las uniones célula-célula
6.5.1 Efecto en la expresion y localizacién de E-cadherina

Para el estudio de efecto de B2-quimerina en las uniones célula-célula de
tipo adherente (AJ) evaluamos la localizacién subcelular y los niveles de
expresion de E-cadherina (Fig. 44).

La deteccion mediante inmunofluorescencia y microscopia confocal de E-
cadherina reveld que, mientras que las células MCF7 control tienen una
distribucién homogénea de E-cadherina en la periferia de las células en contacto,
en las células MCF7-B2 las zonas de conexién intercelular muestran una clara
disminucion en esta proteina (Fig. 44A).

Para corroborar este fenotipo se determinaron los niveles de E-cadherina
en ambas subpoblaciones celulares mediante Western blot (Fig. 44B). Tras
cuantificar los resultados obtenidos en este andlisis observamos una reduccion
estadisticamente significativa (p= 0,01) de E-cadherina en los lisados de la linea
celular que expresaban B2-quimerina (Fig. 44C).
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Figura 44. Efecto de B2-quimerina en la expresion y localizacién de E-cadherina en las
células MCF7. A) Imagenes de microscopia confocal que muestran la localizacion de la E-
cadherina en las células MCF7 control (paneles superiores) y MCF7-B2 (paneles
inferiores). Paneles de la izquierda: nucleos celulares en azul (DAPI). Paneles
intermedios: expresion de la B2-quimerina en verde (EGFP) y E-cadherina en rojo (anti-
E-cadherina). Paneles de la derecha: Imagen de fusién de los diferentes canales. B)
Andlisis de la expresion de E-cadherina por Western blot. Se muestran los niveles de
actina como control de carga. C) Representacién grafica de la densitometria de la
cantidad de E-cadherina respecto a la cantidad actina. Los valores muestran la media *
error estandar de tres experimentos independientes y fueron comparados mediante el t-
test para muestras no pareadas

Los resultados obtenidos demuestran por primera vez la implicacion de p2-
quimerina en el control de los niveles celulares de E-cadherina. Decidimos
entonces profundizar en el estudio del papel de B2-quimerina en los contactos
célula-célula mediante un ensayo funcional en el que no interviniesen los
contactos que las células pueden establecer con el sustrato, por lo que se eligid
el ensayo de agregacidn en gotas colgantes o ensayo de hanging drops.
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6.5.2 Estudio de agregacidn celular mediante hanging drops

Para el analisis de la formacién de agregados celulares, se incubaron
durante 12 h ambas subpoblaciones de MCF7, en forma de gotas colgantes y se
examinaron las estructuras generadas por cada una de ellas. En el caso de la
subpoblacion control, donde los niveles de E-cadherina se encontraban intactos,
se formaron estructuras organizadas con aspecto filamentoso, en forma de
malla o red. Por el contrario, las células de la subpoblacién que expresa B2-
qguimerina y que tiene reducidos los niveles de E-cadherina, se unian formando
pequefios agregados (Fig. 45).

Figura 45. Efecto de B2-quimerina en la agregacion de las células MCF7. Experimento
de gotas colgadas o hanging drops con las células MCF7. Imagenes de microscopia de las
células control (paneles de la izquierda) y MCF7-B2-quimerina (paneles de la derecha)
tras una incubacién ON. Las imagines superiores se realizaron con un objetivo de 4x y las
inferiores mas en detalle con un objetivo 10x.

Mediante disgregacién mecanica de los agregados formados, fuimos
capaces de conocer la fuerza que tenian las uniones celulares que se habian
creado en ambos casos. El tamafo de los agregados obtenidos tras la rotura de
los contactos intercelulares muestra una mayor fuerza en este tipo de contactos
en el caso de las células control frente a las células que expresan B2-quimerina
(Fig. 46A).

Cuando se cuantificé fue el didmetro de los agregados formados
comprobamos que los agregados eran mucho mas pequeiios en la subpoblacion
MCF7-B2, con una media de 0,16 mm % 0,007 de didmetro en comparacién con
el didametro medio de los agregados observados en la subpoblacién control que
fue de 0,33 mm % 0,02 (Fig. 46B y 46C). Esta diferencia, estadisticamente
significativa (p < 0,001), indicaba que la presencia de B2-quimerina estaria
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suprimiendo la expresion de la E-cadherina y por tanto, alterando la formacion
de contactos célula-célula.

A)
MCF7

Control MCF7-B2

C)
*ok ok
= o p<0,001
1S p<0,001 100-
2.5+

% 3 Control
§ 2.04 . 80 3 MCF7-p2
b5 »
5] & ol
o 1.59 S 60
(0] ™Y 8
@a [ ]
S 104 . oo = 407
3 $338s -
9 0.5 Y ] 20-
g

o-
8  0.0d—m————
s} Control MCF742 0-0,2 0,204 >04

Diametros de agregados (mm)

Figura 46. Evaluacion de la agregacion y fuerza de los contactos intercelulares en las
lineas MCF7 de cancer de mama. A) Imagenes de microscopia representativas del tipo
de agregados generados en cada una de las subpoblaciones, control (paneles de la
izquierda) y MCF7-B2 (paneles de la derecha) tras disgregacion mecdnica. Las imagines
superiores se realizaron con un objetivo de 4x y las inferiores mas en detalle con un
objetivo 10x. B) Representacion grafica del diametro de los agregados generados en cada
una de las subpoblaciones tras la disgregacién mecanica. Los valores muestran la media
+ error estandar de tres experimentos independientes. Los datos fueron comparados
mediante t-test para muestras no pareadas. C) Representacion grafica del porcentaje de
células de cada subpoblacion clasificadas segun el didmetro de los agregados generados
tras la disgregacion mecanica. Los datos se compararon mediante el test de Chi
cuadrado.
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6.5.3 Papel de B2-quimerina en la formacion de contactos intercelulares de
novo a través E-cadherina mediados por calcio

Teniendo en cuenta que la expresidon de B2-quimerina en las células MCF7
afecta a los niveles de expresion de E-cadherina y a la fuerza de las uniones
célula-célula quisimos estudiar si el mecanismo de formacion de los contactos
estaba afectado, es decir, si f2-quimerina ejercia su funcién sobre la E-cadherina
en el establecimiento de las uniones o sélo en el mantenimiento. Ambos efectos
podrian estar mediados por PB2-quimerina a través de la regulacion del
citoesqueleto, pues se sabe que el citoesqueleto de actina en las células
epiteliales se encarga no sélo del mantenimiento de las uniones intercelulares,
sino también de la formacién de las mismas (Fig. 47).

Las AJ son uniones calcio dependientes que cuentan con una zona
extracelular, donde se produce la unién de homodimeros de E-cadherina, y una
zona intracelular, en la que interaccionan con el conjunto de moléculas
denominadas Armadillo (p120 catenina, placoglobina y p-catenina) y con a-
catenina, la cual en ultima instancia permite la asociacidon de las AJ con el
citoesqueleto de actina. Para evaluar la formacion de los contactos
intercelulares, mediados por E-cadherina, se realizd un experimento en el que se
evalud la dindamica de formacién de AJ de forma dependiente de calcio. En este
experimento se elimina el calcio del medio de cultivo para provocar la
destruccion de las AJ, de forma que se sincronice la formacidn de las mismas una
vez sea reestablecido el calcio, lo que permite la evaluacion de la formacion de
novo de los contactos AJ y el estudio dindmico de las proteinas que las
constituyen.

Figura 47. Dinamica de formacion de contactos intercelulares mediada por calcio en
células MCF7 en presencia de B2-quimerina. Paneles de la izquierda. Subpoblacidn de
células control. Paneles de la derecha: Subpoblacion de células MCF7-B2. En figura se
muestran las imdagenes de inmunofluorescencia realizadas mediante microscopia
confocal representativas del proceso progresivo de formacién de contactos
intercelulares (60x). Como control se utilizaron las células de ambas poblaciones en
condiciones estables de calcio es decir, sin tratar. Se muestra la pérdida de contactos
tras la incubacion de las células (ON) en medio sin calcio, y como se van recuperando los
mismos a intervalos de tiempo (15’-120’) tras ser restablecida la concentracion de calcio
en el medio. EL marcaje utilizado en la inmunofluorescencia corresponde (de izquierda a
derecha) a la expresién de B2-quimerina en verde (GFP), la actina en blanco (anti-
faloidina), la E-cadherina en rojo (anti-E-cadherina) y la combinaciéon de todos los
canales.
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Los resultados muestran como en ausencia de tratamiento, es decir, en
condiciones de crecimiento exponencial de las células con la concentracién de
calcio normal, sélo las células de la subpoblacidon control presentan E-cadherina
localizada en los contactos célula-célula. Tras la eliminacion del calcio en el
medio celular todas las células pierden las conexiones intercelulares, ya que la
formacidn de dimeros de E-cadherina en las zonas extracelulares es un proceso
dependiente de calcio. Cuando se restablece el calcio en el medio celular se
aprecia como en las células control se recupera la localizacion de la E-cadherina
en la AJ de forma progresiva. Las imagenes de inmunofluorescencia revelan la
formacién de AJ en la subpoblacion control tras un tiempo de incubacién en
presencia de calcio con localizacion leve o parcial de la E-cadherina tras 15
minutos de incubacién, siendo la localizacién total al cabo de 2h. Por el contrario
en las células de la subpoblacién MCF7-B2, pese a que los contactos celulares se
recuperan tras restablecer los niveles basales de calcio, no se observa la re-
localizaciéon de la E-cadherina.

Estos datos indican que B2-quimerina regula los contactos intercelulares

mediados por AJ en las células epiteliales, por lo que la disminucion de esta
proteina en tumores afecta el proceso de desdiferenciaciéon tumoral.
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1. Funcion de 2-quimerina en cancer de mama tipo HER2
positivo en el modelo de ratén MMTV/Neu

2-quimerina es uno de los miembros de la familia de las quimerinas, una
familia de proteinas con actividad GAP especifica de Rac. Rac es una Rho GTPasa
gue regula multiples procesos celulares, muchos de los cuales se encuentran
alterados en el cancer de mama, como son la proliferacién, supervivencia,
motilidad y desdiferenciacidn celular. Evidencias previas a este estudio han
demostrado la reduccion de (2-quimerina en cancer de mama, sugiriendo un
papel de B2-quimerina como supresor tumoral en esta patologia. La inactivacion
de esta proteina GAP tendria como resultado un incremento en la actividad de
Rac. Apoyando esta hipodtesis la hiperactivacion de Racl ha sido asociada con el
incremento de proliferacion e invasion en el cancer de mama.

Es importante comenzar explicando que la mayoria de estudios que
apoyan el papel de f2-quimerina como supresor tumoral han sido realizados en
modelos celulares y los datos que se conocen en muestras tumorales humanas
son muy escasas o incluso nulas en el caso de modelos in vivo. Es por ello que
nos parecio interesante conocer el papel exacto de 32-quimerina en un modelo
complejo como es el de ratén y analizar las diferentes fases de la evolucién y
progresidon maligna tumoral.

Para evaluar el papel de B2-quimerina en el desarrollo del cancer de mama
in vivo se generd un modelo de ratén en el que se elimind la expresion de esta
isoforma de las quimerinas en ratones transgénicos MMTV/Neu en el que se
sobreexpresa el receptor ErbB2.

1.1 B2-quimerina tienen un papel esencial en las fases iniciales del proceso
tumoral, pero favorece un fenotipo tumoral menos agresivo durante la
evolucion del cancer de mama

La evaluacion del desarrollo y progresién del cancer de mama en el modelo
de ratéon MMTV/Neu deficiente en 2-quimerina revelé en primer lugar una
modificacion drastica en el tiempo de latencia tumoral, adelantdndose la
aparicion del tumor primario una media de tres meses en ausencia de esta
proteina (Fig. 21A). Asimismo, el numero de lesiones preneopldsicas que
presentaban las glandulas mamarias en estos ratones fue muy superior a la que
presentaba el grupo control (Fig. 24). Estos resultados demuestran por primera
vez una funcién de P2-quimerina en el desarrollo del cancer de mama in vivo.
Este modelo de ratén reproduce el efecto que tiene una disminucidon en los
niveles de esta proteina en humanos ya que los estudios previamente explicados
>’ "en los que se analizé de forma masiva la curva de supervivencia (Kaplan-
Meier) en pacientes de cancer de mama, en funcion de los niveles de expresion
de mRNA de gran multitud de genes, entre los que se encontraba $2-quimerina,
(Figura 16) indicd un tiempo de latencia menor en el caso de niveles inferiores de
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f2-quimerina, lo cual indica que el impacto de la funcidn bioldgica de [2-
guimerina se esta produciendo en las fases iniciales del desarrollo del cancer de
mama.

En contra de lo esperado, no se observaron diferencias significativas en el
resto de parametros analizados, incluyendo el nimero de tumores, la carga
tumoral o la velocidad de crecimiento tumoral (Figuras 22 y 23). No obstante,
aunque los parametros analizados no muestran diferencias significativas, si se
observa una tendencia recurrente en todos ellos, para los casos de los tumores
de los ratones KO de B2-quimerina, a la reduccion del crecimiento tumoral, con
menor volumen del tumor primario, carga tumoral total y velocidad de
crecimiento, datos que sugieren una ralentizacion del proceso oncogénico
asociada al defecto de B2-quimerina. Estos resultados difieren de los descritos
en un estudio previo en el que se evalu6 el papel de P2-quimerina en el
desarrollo tumoral mediante la inyeccién de células F3Il en ratén BALB/c, las
cuales expresaban el dominio catalitico (GAP) de B2-quimerina. Los resultados
demostraron que no existian diferencias en cuanto al tiempo de latencia o
incidencia tumoral, pero si en el crecimiento tumoral, el cual se veia reducido en
presencia del dominio GAP de [2-quimerina 28 podemos entender la
discrepancia entre los resultados obtenidos en cada uno de los estudios teniendo
en cuenta que no se trata de modelos comparables (animal y celular). Y, ademas
en el estudio previo se analizé el impacto de p2-quimerina en el proceso tumoral
utilizando Unicamente el dominio catalitico GAP, es decir, sin verse afectada por
la regulacion celular que media la actividad de la proteina cuando ésta se
encuentra completa, como es nuestro caso.

El analisis histopatoldgico de los tumores confirmé de forma generalizada
que la eliminacion de B2-quimerina en los ratones MMTV/Neu reduce el grado
histolégico, generando tumores mas diferenciados y con menor indice mitético.
Asimismo, los ratones del grupo control fueron mas hemorragicos y con mayor
necrosis que los del grupo KO, diferencias que resultaron obvias incluso
macroscopicamente (Fig. 25), todo ello indicativo de tumores menos agresivos
en los ratones KO.

La necrosis tumoral normalmente se produce porque la proliferacion
celular no se da de forma paralela a la formacién de vasos sanguineos, con lo que
existe una falta de los aportes nutricionales necesarios para el crecimiento del
tumor. Asi, en tumores altamente proliferativos es frecuente la aparicion de
zonas necroéticas, salvo que proliferacion y angiogénesis se encuentren acopladas
produciéndose entonces un crecimiento tumoral con una velocidad dependiente
de dicho acoplamiento.

Cuando evaluamos la angiogénesis en los tumores de los ratones control y
KO, encontramos que la vascularizacion era similar independientemente del
genotipo (Fig. 28), ya que la cuantificacion de los vasos mediante tincidon de
CD31, que identifica las células endoteliales del tumor, reflejé niveles
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semejantes. Asimismo, el patrén vascular observado tras la evaluacion
histoldgica de los tejidos no reflejé diferencias significativas. Por lo tanto, la
reduccion en el drea de necrosis de los tumores de los ratones KO no se debe a
una mayor vascularizacién de los mismos. Sin embargo, al analizar Ia
proliferacién en los tumores, tanto por determinacion del indice mitético, como
mediante tincion de Ki67, observamos una marcada reduccidn en el caso de los
tumores de los ratones deficientes en 2-quimerina (Fig. 26). Este resultado
explicaria en parte la velocidad de crecimiento tumoral inferior asi como la
reduccion de tejido necrdtico observada en los tumores de los ratones KO.

El fenotipo observado en cuanto a la proliferacion tumoral de los ratones
KO fue contrario al esperado, ya que estudios previos realizados con la linea
celular de cancer de mama MCF7, en los que se sobreexpresidn $2-quimerina,
mostraron una reduccidn tanto en la activacién de Rac como en la proliferacién
como consecuencia de la disminucion del nivel de expresidon de la proteina ciclina
D1 22 |0 que hacia esperar un efecto opuesto al observado. La
sobreexpresién de ciclina D1 es un factor importante en la patogenia del cancer
de mama tanto en humanos como en ratones MMTV/Neu®** ** por lo que
evaluamos si la expresion de esta proteina estaba alterada en los tumores de los
ratones KO de B2-quimerina.

En primer lugar comprobamos que en estos ratones la eliminacién de B2-
guimerina producia unos niveles de Rac activado significativamente aumentados
en los tumores (Figura 30), corroborando la funcién de PB2-quimerina en la
regulacion de Rac en este modelo y descartando que la regulacion de Rac
estuviera siendo compensada por otras GAPs en ausencia de esta proteina. Sin
embargo, al analizar los niveles de ciclina D1 en las muestras tumorales de
ambos genotipos no se observaron diferencias dependientes de la expresidn de
B2-quimerina (Figura 32), lo que descartd a esta proteina como causa de la
diferencia observada en la proliferacién tumoral. Esta disparidad en cuanto al
efecto de P2-quimerina en la proliferacion en los tumores de ratones
MMTV/Neu y células MCF7 puede explicarse debido a la diferentes activacion de
las rutas de replicacion que produce en ambos modelos, ya que en ratones
MMTV/Neu se debe a la sobreexpresion de ErbBZBG, lo que no ocurre en las
células MCF7.

La sobreexpresion de ErbB2 en ratones MMTV/Neu produce una
sobreactivacion de varias vias de sefializacion, entre las que se encuentra la ruta
ERK1/2%*” *** | la cual como se ha explicado se encuentra regulada por Rac’®.
Una de las funciones bioldgicas principales de ERK es la regulacion la
proliferacidn celular, que puede ejercerse a través de la regulacién de ciclina D1
240 pero también por otros mecanismos como la inactivacidon del inhibidor del
ciclo celular p27°*'. Se ha descrito que B2-quimerina puede regular la
proliferacién celular a través de la activacion de ERK en otros modelos
celulares®® por lo que diferencias en la activacién de esta ruta en los tumores de

los ratones KO podrian contribuir a la alteracién observada en la proliferacion.
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Sin embargo, en este estudio encontramos que el grupo de los tumores de
ratones KO presentaba un niveles de ERK fosforilado semejantes al grupo control
(Figura 31C), lo que descartd el efecto de B2-quimerina en la activacién de esta
ruta en el modelo MMTV/Neu.

Ademads del efecto en la proliferacién celular, observamos un aumento
llamativo de los niveles de expresion de caspasa-3 activa en ausencia de [32-
quimerina, lo que indica un incremento significativo de la apoptosis (Figura 27).
Aunque no se ha descrito un impacto directo de las quimerinas en apoptosis, un
estudio demuestra que las células de cancer de mama F3II transfectadas con el
dominio GAP de B2-quimerina son mas sensibles a la apoptosis tras el
tratamiento con estatinas®*®. De nuevo, el resultado obtenido en los ratones KO
es contrario a estos datos, ya que se observa mas apoptosis en ausencia de B2-
quimerina.

Una de las rutas de sefializacion importantes para la supervivencia celular
y apoptosis que se encuentra activada en ratones MMTV/Neu es la ruta
PI3K/AKT**. La proteina AKT inhibe a Bad, un miembro pro-apoptdtico de la
familia Bcl-2, por lo que una alteracién en la activacién de AKT podria repercutir
en la tasa de apoptosis®** ***. Sin embargo, en nuestro estudio se observé que la
activacion de AKT en los tumores de mama era similar independientemente de la
expresion de P2-quimerina (Figura 31B). No conocemos en la actualidad los
mecanismos por el que la eliminacién de B2-quimerina puede repercutir en una
mayor apoptosis en tumores, pero puede estar asociado a la mayor actividad de
Rac, ya que esta GTPasa puede tener una funcion tanto protectora como a favor
de la muerte celular®*® *¥.

En resumen, los resultados del analisis de la activacién de ERK, AKT y
expresion de ciclina D1, proteinas que forman parte de las vias de sefalizacién
implicadas en cancer de mama que se encuentran bajo la influencia de la
actividad de Rac, no muestran diferencias llamativas asociadas a la expresion de
B2-quimerina, ni en la fase tardia del desarrollo tumoral ni en fases mas
tempranas, como demuestra el analisis que realizamos en tumores tras un mes
de evolucién de la enfermedad*®.

Rac se encuentra modulando multiples procesos a través de una compleja
red de sefializacion en la que toman parte multitud de proteinas. De tal forma
gue, no podemos descartar la posibilidad de que las diferencias encontradas en
proliferacién y apoptosis no sean efecto de la regulacion de Rac sobre proteinas
diferentes a las analizadas, pese a tratarse ERK, AKT y ciclina D1 de las candidatas
prioritarias, por contar con antecedentes que demuestran su vinculacidon con
estos procesos. El factor NF-kB, por ejemplo, seria una proteina interesante para
analizar, pues podria ayudar a explicar ambos fendmenos en paralelo, ya que se
sabe que el factor NF-kB regula la expresién de ciclina D1 junto con ERK**® y

ademas juega un papel relevante en los procesos de muerte celular.
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Pese a que la aparicién mas temprana de tumores de mama indica un
efecto claro de B2-quimerina en la fase inicial de la oncogénesis, los mecanismos
moleculares por los que B2-quimerina contribuye al fenotipo pretumoral estan
aun por determinar.

Alguna de las hipotesis que existe para dar respuesta a este fenotipo se
centra en la posibilidad de que el proceso de desarrollo mamario presente
defectos en ausencia de B2-quimerina. Sin embargo, aunque no hemos analizado
este aspecto, las hembras del grupo de ratones KO tienen camadas viables lo que
parece indicar que no existen defectos en la funcionalidad de la mama. No
obstante, teniendo en cuenta la importancia que tienen las quimerinas en el
desarrollo en otros érgan05217’218’242’25°, no podemos excluir esta posibilidad.
Asimismo, la deficiencia de B2-quimerina en el tejido de mama podria producir
un incremento en la proliferacién basal en mamas normales, aunque no lo
hayamos detectado en el tejido tumoral. En este sentido, se ha descrito que la
sobreexpresiéon de B2-quimerina en células epiteliales de mama no tumorales
(MCF10A), inhibe la expresidon de ciclina D1, produciendo un efecto anti-
proliferativo en esta linea celular®’. Por otra parte, se sabe que los tumores
estdn compuestos por poblaciones heterogéneas de células, entre las que se
incluyen las denominadas células tumorales de iniciacién (del inglés tumor
initiating cells o TIC)**?. De tal manera que el fenotipo observado seria un posible
efecto de 32-quimerina en estas células madre cancerigenas®>>, pues elmodelo
de cancer de mama MMTV/neu en el que hemos estudiado el papel P2-
guimerina pondria de manifiesto la funcion protectora de esta proteina frente a
la transformacién de las células sanas en TICs, ya que se ha comprobado que su
ausencia reduce significativamente el tiempo de latencia al desarrollo tumoral.

1.2 Llas deficiencia de B2-quimerina reduce la susceptibilidad al desarrollo de
metastasis pulmonar en el modelo de ratén MMTV/Neu

El modelo de ratén MMTV/Neu se caracteriza por producir metastasis
Unicamente a pulmén®*** y se ha descrito que lo hace con una incidencia del
70% (Laboratorios Jackson). Nuestros resultados guardan concordancia en el
caso del grupo control, donde el 66% de los individuos analizados mostré
metastasis en pulmén. Por el contrario, el grupo de ratones MMTV/Neu
deficientes en [2-quimerina presentaba una reduccidon en la incidencia,
detectandose metastasis solo en el 40% de los ratones analizados (Figura 29A).
Ademas, la comparaciéon del numero de impactos metastasicos por pulmoén
reveld de forma inesperada una mayor multiplicidad en el caso de los pulmones
de los ratones KO (Figura 29B). Este resultado nos resulté llamativo dado que la
incidencia metastasica en estos ratones era menor. A la vista de estos datos,
podemos interpretar que la eliminacion de [2-quimerina reduce Ia
susceptibilidad de las células tumorales a metastatizar, pero en el caso de que las
células se ‘comprometan’ a la desdiferenciacion o EMT, el potencial metastasico
gue presentan es superior al de las células tumorales de los ratones del grupo
control.
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Entre los factores que contribuyen a la adquisicion de un fenotipo
metastdsico e invasivo de las células de cancer de mama se encuentra una
disminucion o pérdida de la adhesidn célula-célula. La proteina E-cadherina se ha
entendido como supresor tumoral e inhibidora de la invasién, ya que favorece el
anclaje celular disminuyendo asi el potencial invasivo. Ademas, la reduccion de
los complejos cadherina-catenina ha sido ampliamente descrita en el estudio del
cancer de mama’. Los niveles de expresion tanto de E-cadherina como de f-
catenina, ambas proteinas principales en el establecimiento de las AJ, en las
muestras tumorales de nuestro modelo de raton MMTV/Neu, muestran una
tendencia a una mayor expresion en los tumores deficientes en 2-quimerina
(Figura 33B y 33C). Acorde con nuestro resultado, estd descrita la pérdida de
contactos intercelulares en células de cancer de mama MCF7 cuando se

sobreexpresa Tiam-1, un GEF especifico de Rac®™ .

Otros factores que contribuyen a la migracidon de las células tumorales son
la activacion de MAPKs, que regulan la migracion a través de distintos
mecanismos. En carcinomas de mama se produce un incremento en la actividad
de ERK en comparacion con el tejido mamario normal o con las lesiones
benignas®>® que ademas parece tener relacién con la migracién celular®’. B2-
quimerina podria regular la metastasis mediante el control de la motilidad
celular a través de la regulacion de esta via, ya que se ha descrito el papel de esta
proteina como nexo la relacion entre la activacion de ERK y la estabilidad de las
AJ**?28 En relacidn a esto Gltimo, se ha descrito una marcada localizacién de
ERK activado en la membrana celular en células epiteliales deficientes de [2-

quimerina que presentaban uniones adherentes aberrantes®®.

En nuestro estudio, no se detectaron diferencias significativas en los
niveles de activacion de ERK, sdlo un ligero aumento en ausencia de [(32-
quimerina, de forma similar a lo que ocurre con la expresién de E-cadherina y 3-
catenina. Estos datos podrian hacer pensar que la deficiencia f2-quimerina
produce un refuerzo de las uniones intercelulares de tipo AJ por medio de la
sobreexpresidn de las proteinas que las integran, disminuyendo asi la capacidad
de migracion celular. Esta respuesta a la eliminacion de B2-quimerina explicaria
la menor susceptibilidad al desarrollo de la metastasis en los ratones KO de esta
proteina. Sin embargo, las diferencias de expresion de las proteinas analizadas,
asi como la similitud en la localizacion de E-cadherina observada en las tinciones
de las secciones tumorales ambos genotipos (Figura 33A), no sugieren cambios
muy llamativos que puedan explicar este comportamiento. Ademas, el andlisis de
la expresion de estas proteinas en la fase temprana del desarrollo tumoral
tampoco mostro diferencias significativas (Figura 36). Como dato que nos llamé
la atencidn, observamos una reduccion en la expresion de -catenina en la fase
temprana en ausencia de P2-quimerina, lo que podria traducirse en una
disminucion de la estabilidad en las uniones adherentes.

Al comparar los resultados obtenidos en la evaluacién de la metdstasis con
los de la desdiferenciacidon tumoral, a través de la expresidn de E-cadherina y 3-
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catenina, podriamos interpretar de forma general que en ausencia de [32-
quimerina se favorece la desdiferenciacion de las celular tumorales, por
desestabilizacion de las AJ en la fase inicial del desarrollo tumoral (reduccién de
[B-catenina) y estabilizacion de los contactos celulares en la fase tardia
(incremento de E-cadherina y [-catenina). Este efecto se podria explicar
atendiendo a dos criterios, el papel dual de la E-cadherina en el proceso de
desdiferenciacion y a la diferente regulacion mediada por Rac, la cual se ha
comprobado que depende de la cantidad de Rac activo, el origen celular y la
matriz extracelular.

Una de las caracteristicas de las células tumorales es la capacidad de
desdiferenciacién desde el fenotipo epitelial al mesenquimal (EMT). Las
diferentes fases del proceso de EMT que pueden verse afectadas por la funcién
de P2-quimerina, asi como las vias de sefalizacion implicadas en ellas, se
estudiaron utilizando lineas celulares y sus resultados pasan a discutirse en los
apartados posteriores.

2. La expresion de B2-quimerina en lineas celulares de cancer de
mama reduce la activacion de Rac, modifica la reorganizacion
del citoesqueleto de actina y retrasa la transicidon epitelio-
mesénquima

Con el fin de profundizar en el estudio del papel de 2-quimerina en las
diferentes fases del proceso tumoral y teniendo presentes los datos obtenidos
en el modelo animal MMTV/Neu deficientes en $2-quimerina, especialmente los
resultados relacionados con la metastasis, pensamos que la utilizacién de
modelos celulares nos resultarian de gran ayuda, pues este tipo de modelos
permiten: i) analizar el papel de B2-quimerina en otros subtipos de cancer de
mama , en nuestro caso, Luminal A con la linea MCF7 y claudin low con la linea
LM2, ii) estudiar el efecto de B2-quimerina sobre células con fenotipo epitelial
(MCF7) y mesenquimal (LM2) que permita un andlisis mas amplio y detallado de
los diferentes procesos que tienen lugar en la desdiferenciacion vy iii) estudiar las
diferentes vias de seiializacidn y funciones biolégicas controladas por las mismas
en un modelo mas sencillo y mejor controlado.

Los niveles de activacion de Rac en presencia de [32-quimerina mostraron
en ambas lineas celulares una reduccion significativa en condiciones basales,
que se vio exacerbada cuando las células fueron estimuladas con EGF (Figura
37). Estos resultados ya habian sido descritos para la linea MCF7%** *®°, pero no
para la linea LM2. Por lo tanto, nuestro estudio confirma los resultados previos y
aporta nuevas evidencias, en un subtipo diferente de cancer de mama, que
ayudan a entender la funcion de P2-quimerina en la patologia. Tras corroborar
las diferencias de actividad en presencia de 32-quimerina se evaluaron las vias

de sefalizacién que al encontrarse regulada por Rac pueden estar modificadas y
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como consecuencia pueden tener un efecto en diferentes procesos biolégicos
relevantes para la oncogénesis.

De forma similar a los estudios bioquimicos realizados en el modelo de
ratén, los datos obtenidos tanto para la linea celular MCF7 como para LM2, no
mostraban diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
activacion de ERK y AKT como en la expresidn de ciclina D1. Estos experimentos
se realizaron en condiciones de crecimiento exponencial, sin estimular las
poblaciones celulares, de forma que no podemos estar seguros del nivel de
activacion de P2-quimerina en el momento de realizar el ensayo. Aunque las
diferencias no alcanzaban significacién estadistica, observamos en la linea
MCF7 que los niveles de activacion tanto de AKT como de ERK eran elevados en
la subpoblacién MCF7-32 comparados con el control (Figura 38E y 38F),
mientras que la expresidn de ciclina D1 no mostraba diferencias (Figura 38G).
Estos datos se encontraban a priori en contradiccion con lo descrito en la
literatura pues se habia demostrado en la misma linea celular que la
inactivacion de Rac por sobreexpresion de $2-quimerina causaba supresion en
la activacién de ERK*®. Ademas, como ya se ha mencionado, la sobreexpresion
del dominio catalitico GAP de (2-quimerina era capaz de reducir el nivel de
ciclina D1 y la proliferacion®®,?’. Como ya hemos comentado, nuestros
resultados no son comparables por tratarse de un analisis realizado en
condiciones de crecimiento exponencial. En el caso de la linea LM2, la
activacion de AKT se encontraba incrementada en la subpoblacion LM2-32
frente al control (Figura 38B), al contrario que la activacion de ERK y la
expresion de ciclina D1, que son inferiores en presencia de [2-quimerina
(Figura 38C y 38D). Estos resultados podrian sugerir que en presencia de (32-
quimerina se esta inhibiendo la proliferacion celular, como estaba descrito para
otras lineas de cancer de mama.

Como ya se ha explicado, la funcion principal de Rac es la regulacién de la
reorganizacion del citoesqueleto de actina. En concreto participa en el control
de la formacion de lamelipodios y ruffles de la membrana a través del efector
SCAR/WAVE y el complejo Arp2/3 encargado de la polimerizacidon de actina
ramificada”. Es por tanto que las modificaciones en la activacién de Rac, a
través de la actividad GAP de P2-quimerina, pueden tener un impacto en
procesos celulares dindmicos mediados por el citoesqueleto de actina, como el
establecimiento de la morfologia, la adhesién tanto al sustrato como
intercelular y la migracion. En nuestro estudio, hemos evaluado este aspecto
del papel de P2-quimerina en cancer de mama mediante estudios de
microscopia confocal.

Los antecedentes en el estudio del efecto de a-quimerina en la dindmica de
reorganizacion del citoesqueleto de actina, en fibroblastos y células de
neuroblastoma, habian puesto en evidencia la relevancia de su papel enlaen la
morfologia celular y en la formacién de estructuras de tipo lamelipodio®®
favoreciendo la dinamica del proceso. De forma paralela el analisis por
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microscopia reveld la ausencia de fibras de estrés y la inhibiciéon de los
complejos de adhesidon focal mediados por vinculina, en presencia de a-
quimerina.

En nuestro estudio se observé como la expresion de B2-quimerina tanto en
células MCF7 como LM2 produjo una modificacién aparente de la estructura
celular (Figura 39). Las subpoblaciones celulares que expresaban 32-quimerina
mostraban una morfologia redondeada, donde los filamentos de actina se
localizaban en estructuras arqueadas en la periferia celular. Por otra parte,
pudimos detectar la presencia de estructuras tipicamente asociadas con el
movimiento celular o procesos dinamicos como son las fibras de estrés de
forma casi exclusiva en las células de las subpoblaciones control. Es importante
resaltar ya se habia demostrado con anterioridad a nuestro estudio que la
expresion del dominio catalitico de B2-quimerina reducia la polimerizacion de
actina en la zona de la membrana plasmatica en células F3ll, lo que dafaba la
formacién de protusioneszsg, lo cual apoya el fenotipo observado en nuestros
ensayos.

Los cambios en la formacién de estructuras dinamicas del citoesqueleto de
actina en presencia de f2-quimerina se tradujeron en cambios en diferentes
procesos implicados en la EMT que tiene lugar durante la metdstasis tumoral.
Asi nuestras observaciones demostraron que la subpoblacidon LM2-$32 tenia una
mayor area de adhesion a coldgeno tipo IV que la subpoblacién control (Figura
40), matriz extracelular que es el componente principal de la l[dmina basal del
epitelio, lugar donde se inician la mayoria de los tumores de mama. La
adhesidn celular al sustrato es posible mediante el establecimiento de varias
estructuras, entre ellas las adhesiones focales®®®, que pueden estar reguladas
por Rac’. El analisis de las adhesiones focales sin embargo, no mostrd
diferencias significativas dependientes de la expresién de f2-quimerina (Figura
41). Hay que tener en cuenta que estas estructuras son muy dindmicas que
participan no sélo de la adhesion celular, sino también en el proceso de
movimiento celular, creando puntos de unidn con el sustrato en el frente de
avance de la célula y en el desensamblaje de los contactos en la zona
posterior®®. Por tanto, no podemos descartar que existan diferencias en estos
procesos dinamicos dependientes de los cambios en el citoesqueleto de actina
mediadas por 2-quimerina que no se hayan detectado al haber realizado el
analisis de las adhesiones focales en células fijadas.

En estudios previos ya se habia puesto de manifiesto la relacion entre la
expresion de las quimerinas, las alteraciones en el citoesqueleto de actina y el
proceso de adhesién, ya que la sobreexpresion de la isoforma al-quimerina en
fibroblastos NIH3T3 demostré modificaciones en las propiedades adhesivas de
éstas células a través de la ausencia de estructuras del citoesqueleto de actina
como las fibras de estrés. Ademas la presencia de al-quimerina producia
defectos en la formacion de los complejos de adhesién mediados por las
proteinas vinculina y talina, lo cual inhibia el establecimiento de adhesiones
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focales®®®, lo que ayudaria a explicar nuestras evidencias en la modificacién de
las estructuras del citoesqueleto de actina y en el proceso de adhesion.

Por otra parte, la migracion y la invasién celular se vieron
significativamente reducidas en la linea LM2-$2 en comparacion con las células
control (Figura 42 y 43). Los resultados del ensayo de ‘cierre de herida’ (Figura
42) se encuentran en concordancia con varios estudios previos, en los que se
demostraba como la sobreexpresion de (2-quimerina reducia la migracion
celular tanto en la en la linea celular de cancer de mama MCF7°®® como en
células de musculo liso en presencia de B2-quimerina®®’. Ademads, nuestros
datos también se encuentran apoyados por evidencias obtenidas con la linea
celular F3Il en las cuales se reducia de forma llamativa la migracién celular en
presencia del dominio GAP de B2-quimerina®®>. Incluso, el silenciamiento de la
expresion endégena de [2-quimerina en células Hela, demostraba el
incremento de la migracién celular debido a una mayor activacién de Rac”®.

Por lo que nuestro estudio con la linea LM2 sirve para aportar informacion
sobre el papel de 32-quimerina en otro tipo de cancer de mama y demuestra
que la capacidad supresora de [32-quimerina en la migracion tanto de células
que no han sufrido la desdiferenciacién, de tipo epitelial (MCF7) como las que

han sido diferenciadas a mesenquimales (LM2).

La reduccion en la invasion de las células LM2-2 observada en el ensayo
realizado de matrigel, no puede ser contrastada especificamente con ningun
ensayo previo. A pesar de ello, los antecedentes ya comentadas en los procesos
de adhesidon y migracidn en presencia de 32-quimerina permiten explicar el
fenotipo de invasion observado por tratarse de los diferentes mecanismos
secuenciales que realizan las células durante la misma. Otro de los procesos
esenciales durante la invasidn celular es la secrecion de proteasas capaces de
degradar la matriz extracelular. Sin embrago, los estudios realizados hasta el
momento con células de carcinoma de mama de ratén (F3Il) en presencia del
dominio GAP de fB2-quimerina, no muestran diferencias en los niveles de
activacion de las metaloproteasas®®**%.

Uno de los marcadores principales de los contactos intercelulares (Al) y de
la transicién epitelio-mesénquima es la E-cadherina®?’*?’%. Existen varios
estudios que analizan la desdiferenciacidn celular, a través de la evaluacién de
las AJ, en relacién al nivel de actividad de Rac™*®, pues este tipo de adhesiones
son esenciales para el mantenimiento de las caracteristicas epiteliales de las
células®. Por otra parte, el papel descrito para E-cadherina en la
tumorigénesis, como se ha explicado anteriormente, es dual, por lo que la
relacion existente entre los niveles de expresidon de la proteina y la metastasis
es controvertida. Por un lado existen estudios que demuestran que la reduccion
en los niveles de expresion de E-cadherina implica la pérdida de adhesiones (Al)
y con ello se favorece la transformacién y metastasis’’>. Por otra parte, otras
publicaciones apoyan una situacién oscilante en los niveles de expresion de E-
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cadherina dependiendo de la fase de transformacion en la que se encuentren

las células tumorales®’®.

En nuestro analisis del papel de B2-quimerina en la formacidn de las AJ
comprobamos que la expresién de E-cadherina estaba marcadamente reducida
en presencia de P2-quimerina en las células MCF7 (células MCF7-B2) (Figura
44). Un resultado similar se habia descrito para la linea celular MDCK en la que
se sobreexpresaba Rac dominante negativo™’, sugiriendo que la disminucién
de E-cadherina en la linea MCF7 puede ser el efecto de la inactivacion de Rac
por sobreexpresion de B2-quimerina.

En los estudios de microscopia se detecté cdmo a pesar de reducirse la
localizacion de E-cadherina en las zonas de AJ, no se apreciaba una
desestabilizacion global de los contactos intercelulares (Figura 44). Este
resultado sugiere que B2-quimerina no afecta a otras proteinas implicadas en
los contactos célula-célula, resultado acorde con la especificidad en la
modulacion de E-cadherina ejercida por Rac™, gue no afecta a otro tipo de
adhesiones. Otra explicacion plausible es que la inactivacion de Rac no es
suficiente para la completa desestabilizacidon de las AJ, ya que ensayos con un
mutante dominante negativo de Rac (RacT17N) muestran que el blogueo de la
formacion de AJ dependientes de E-cadherina no es absoluto®>” ?”>.

La evaluacion de los contactos intercelulares mediante un ensayo de
agregacion celular en gotas colgadas demostré que la expresion de f32-
guimerina no solo dafiaba el establecimiento de contactos célula-célula, sino
que ademas la fuerza de unidn de los contactos establecidos se veia reducida
(Figura 46). En relacidn a este ultimo resultado, se sabe que el citoesqueleto de
actina no se ve afectado por la unién homofilica de E—cadherina5276, pero los
filamentos de actina si son relevantes para la adhesién, pues refuerzan las
uniones de E-cadherina®’’ . El conjunto de estos resultados nos puso de
manifiesto que la expresidon de (32-quimerina en la linea MCF7 distorsionaba
llamativamente la estabilidad de las AJ a través de la reduccidn de E-cadherina.

Un estudio en la linea celular MDCK, demostrada que durante la formacion
de los contactos intercelulares, la acumulaciéon de Rac era exclusiva de los
puntos de inicio de los contactos, mientras que E-cadherina se redistribuye por
toda la longitud del contacto’”®. Dado que la actuacién de Rac en el
establecimiento de las AJ parecia estar implicada especialmete en la fase inicial
de la formacién de los contactos, decidimos analizar en que paso del
establecimiento de las AJ estaba afectando la presencia de 2-quimerina, bien
directamente en la formacidn de las adhesiones o por lo contrario si era un
efecto posterior. El ensayo de formacion de contactos intercelulares de novo
mediados por calcio, demostré la capacidad de recuperacion de los contactos
celulares dependientes de calcio, tanto en presencia como en ausencia de B2-
quimerina (Figura 47). Sin embargo, soélo las células control lograron
restablecer la localizacion de E-cadherina en las AJ recién formadas. En cuanto
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a la reorganizacion del citoesqueleto de actina, no se vieron diferencias tan
llamativas como en el caso de la expresién de E-cadherina, ya que la
localizacion de la actina en las zonas de contacto intercelular se restablecia en
ambas subpoblaciones. A pesar de ello, las células de la poblacion MCF7-32
presentaban una localizacién de actina mas difusa y homogénea en toda la
célula, al contrario del fenotipo observado en la poblacién control donde la
expresion de actina se detectaba de forma mayoritaria en las AJ (Figura 47).

Algunas de las hipotesis que pueden explicar a los resultados obtenidos en
la linea celular de cdncer de mama MCF7-2 serian: i) la reduccién en la
actividad de Rac causa un defecto en el reciclado de la E-cadherina de la
membrana, por lo que se acumularia en el citosol evitando de esta forma la
relocalizacién en la membrana para la formacién de novo de las AJ. ii) Los
cambios observados en las estructuras de actina del citoesqueleto impiden el
establecimiento de las agrupaciones de E-cadherina en la zona de los contactos.
iii) Los cambios en la actividad de Rac modifican la sefializacidn intracelular de
las funciones adhesivas. En cualquier caso, existen hasta el momento multitud
de estudios que relacionan la actividad de Rac con las AJ, en concreto con la E-
cadherina, y el efecto que tiene sobre los procesos de desdiferenciacion celular
en patologias como el cancer de mama. A pesar de ello, no se conoce el
mecanismo concreto que estaria regulando esta actividad de Rac en este
proceso, por lo que los resultados obtenidos en esta tesis ayudarian a clarificar
este campo de estudio presentando la proteina $2- quimerina como posible
nexo de unidén entre ambos procesos.
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CONCLUSIONES







Conclusiones

1. B2-chimaerin has a dual role in ErbB2/Neu driven breast cancer. R2-
chimaerin downregulation increases both, susceptibility to develop cancer
and multiplicity of preneoplastic lesions, whereas it promotes a less
aggressive phenotype during tumorigenesis and reduces the incidence of
lung metastasis.

2. B2-chimaerin ablation in ErbB2/Neu breast tumors increases Rac activation
but decreases tumor cell proliferation and enhances apoptotic cell death
independently on cyclin D1 expression or ERK and AKT activation.

3. B2-chimaerin expression in breast cancer cell lines reduces Rac activation
and induces actin cytoskeleton rearrangements, which leads to different
effects depending on the cell type. In transformed breast mesenchymal cells
B2-chimaerin may have a protective role in metastasis by decreasing cellular
migration and invasion, while the expression of B2-chimaerin in epithelial
breast cancer cells results in reduced cell-cell adhesion due to inhibition of
E-cadherin expression.
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