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RESUMEN

INTRODUCCION: Las CSCs constituyen una pequefia subpoblacién de
células dentro del tumor. Estas células se caracterizan por la capacidad de
auto-renovacion, diferenciacion, metastasis, quiescencia, tumorigénesis,
supervivencia al torrente sanguineo, expresion de marcadores de superficie y
resistencia a la quimioterapia y radioterapia. El tratamiento con radiacion
ionizante provoca en las CSCs senescencia, inestabilidad genomica y
epigenética, alteracion del metabolismo y del ciclo celular, dafio en el ADN y
modificacion de su reparacién, y muerte celular. Las CSCs que sobreviven al
tratamiento con radiacion generan mecanismos de supervivencia que les
permite favorecer los procesos de invasion y metastasis, en los que también
intervienen distintos tipos de metaloproteasas (MMPs). Las MMPs son una
familia de endopeptidasas, secretadas como zimoégenos tanto por las células
tumorales como por las células del microambiente. Estadn ademas implicadas en
otros procesos de la carcinogénesis como la TEM, el crecimiento tumoral, la
evasion de la apoptosis, la angiogénesis, la inflamacion, y la formacion de nichos
pre-metastasicos. Estas enzimas estam reguladas por los TIMPs vy,
epigenéticamente, por las HDACs.

OBJETIVO: Establecer la proporcion de CSCs en dos lineas celulares
tumorales de cancer de mama humano para distintas dosis de radiacion vy,
determinar, en caso de que exista, la expresion de distintas enzimas asociadas al
microambiente tumoral (MMPs, TIMPs y HDACs) en las poblaciones CSCs
positiva y negativa.

MATERIAL Y METODOS: Se han utilizado dos lineas celulares tumorales
mamarias (MCF-7 y MDA-MB-231), mantenidas en cultivo monocapa y
posteriormente cultivadas en medio de esferas. A las 24h de la siembra en
monocapa, las células han sido irradiadas a distintas dosis (2, 4 y 6 Gy),
manteniendo un control sin irradiar. Tras ello, se han dejado en cultivo una
semana para formar colonias y, por ultimo, se han determinado los marcadores
de células madre (ALDH1, CD24 y CD44) mediante citometria de flujo. De la
poblacion general del cultivo en medio de esferas, se han separado las CSCs
positivas y las negativas mediante citometria de flujo. Las dos subpoblaciones
de células han sido irradiadas a distintas dosis (0, 2, 4 y 6 Gy). A las 24h, se ha
llevado a cabo la extraccidon y cuantificacion de ARN, la sintesis de ADNc
mediante RT-PCR y la medicién de la expresion génica mediante qPCR. Los
genes medidos (subpoblaciones positiva y negativa) han sido: MMP-1, MMP-2,
MMP-3, MMP-9, MMP-13, HDAC-1, HDAC-2, HDAC-4, TIMP-1y TIMP-2.

RESULTADOS: Tras el tratamiento con radiaciéon ionizante, el porcentaje de
marcadores de CSCs varia en funcion de la dosis y del tipo celular. En MCF-7 se
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RESUMEN

observa un incremento de ALDH1 a los 4 Gy, mientras que en MDA-MB-231,
aumentan los marcadores ALDH1 y CD44 a los 6 Gy. Se han expresado mayor
nimero de genes en la linea MDA-MB-231 que en la MCF-7. Los genes
expresados en ambas lineas han sido: MMP-1, MMP-2, HDAC-4 y TIMP-1. En
MDA-MB-231, ademas, se han expresado la MMP-3, MMP-9, MMP-13, HDAC-2
y TIMP-2. De forma general, los genes han sido mas expresados en la poblaciéon
negativa que en la positiva, destacando la expresion en las CSCs positivas de la
MMP-2 y la MMP-9, las cuales estan relacionadas con la formacion de tumores
secundarios.

CONCLUSIONES: La radiacion favorece la seleccion de CSCs de distinta
manera dependiendo de la dosis y de la linea celular irradiada. Ademaés,
después de este tratamiento, mayor nimero de genes y en mayor proporcion
han sido expresados en la linea celular MDA-MB-231, la cual es mas radio-
resistente que la MCF-7. La expresion aumentada de MMP-2 y MMP-g tras el
tratamiento con radiacion estaria contribuyendo, por tanto, a que las células
MDA-MB-231 modifiquen su capacidad de supervivencia celular, su estado de
diferenciacion y a que reflejen un fenotipo asociado al proceso de
carcinogénesis. El hecho de que esta expresion aumente con la dosis de
radiacion en la poblacion CSC+, podria justificar el desarrollo de tumores
secundarios, dado que aquellas células que no han sido eliminadas con
radiacion degradarian la MEC con mayor facilidad. En este sentido, seria
interesante utilizar, junto a la radioterapia, inhibidores de estas MMPs para
evitar que, tras el empleo de radiacion, las células desarrollaran un fenotipo mas
agresivo que favorezca la progresion tumoral. De esta manera, tanto MMP-2
como MMP-9 podrian ser consideradas como nuevas dianas terapéuticas en el
tratamiento del cancer.
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1. CANCER EN LA ACTUALIDAD

El cancer representa una de las principales enfermedades a nivel mundial y
una de las principales causas de muerte. Se conocen méas de 200 tipos de cancer,
entre los que destacan el cancer colorrectal, pulmonar, de mama y de estomago.
En relacion al sexo, en hombres se da con mayor frecuencia el cancer pulmonar
y en mujeres, el cancer de mama. Respecto a la mortalidad, los mas letales son
el cancer de pulmon, de estobmago, de higado, de mama y el colo-rectal. [ Ferlay v
cols., 2010]

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la incidencia de cancer
se ha duplicado durante los Gltimos 30 afos. En 2008, habia mas de 12 millones
de nuevos casos de cancer diagnosticado y hubo 7 millones de muertes por esta
enfermedad. Estas cifras se esperan aumentadas en un futuro, ya que para el
2030 podria haber unos 27 millones de nuevos casos de cancer y sobre 17
millones de muertes. Por ello, se debe investigar sobre la identificacion de
factores de riesgo para conseguir una adecuada prevencion de esta enfermedad.
[Boyle Py Levin B, 2008]

2. CANCER DE MAMA

El cancer de mama es el segundo cdncer mas comdn a nivel mundial y el
mas frecuente en mujeres, tanto en las regiones mas desarrolladas como en las
menos (con un ligero aumento en estas tltimas). Respecto a la mortalidad, es la
primera causa de muerte en los paises menos desarrollados y la segunda en los
paises mas desarrollados, tras el cancer pulmonar. [GLOBOCAN, 2012

Segun la Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC), en 2012
se diagnosticaron mas de 1.5 millones de nuevos casos, representando el 25% de
todos los canceres. [GLOBOCAN, 2012

Desde un punto de vista clinico, se sabe que en el 25-30% de los pacientes
con cancer de mama hay una sobre-expresion de HER2 [Haffty BG, y cols.,
1996; Valabrega G, y cols., 2007]. HER2 es un proto-oncogén ubicado en el
brazo largo del cromosoma 17 humano que codifica para una glicoproteina en
los tejidos epiteliales, mesenquimales y origen neural. [Olayioye MA, 2001;
Soomro S, y cols., 1991]

Tal sobre-expresion se asocia con un crecimiento agresivo del tumor, resistencia
al tratamiento, desarrollo de metéastasis, alto riesgo de recaida local y
recurrencia; dando lugar a un mal pronoéstico. [ Haffty BG, y cols., 1996; Holbro
T, y cols., 2003; Slamon DJ, y cols., 1987]
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Ademaés, HER2 esta vinculado con las las células madre tumorales (CSCs) del
cancer de mama (BCSCs) [Diehn M, v cols., 2009], y esta siendo utilizado como
un marcador predictivo para el diagnostico de cancer de mama metastasico,
siendo un factor importante para el diseno de un plan de tratamiento [Haffty
BG, vy cols., 1996; Hicks DG, y cols., 2005], como por ejemplo la utilizacién del
anticuerpo monoclonal anti-HER2 (suprime la actividad de HER2) [Uno M, vy
cols., 2001].

3. CELULAS MADRE TUMORALES (Cancer Stem
Cells, CSCs)

La primera evidencia sobre el papel de las CSCs fue en 1994 con un estudio
de la leucemia mieloide aguda en humanos. [Lapidot T, y cols., 1994] En 2003,
se identificaron nuevas CSCs humanas en cancer de mama [Al-Hajj M, y cols.,
2003] y de cerebro [Singh SK, y cols., 2003]. Posteriormente, se han
identificado CSCs en gran variedad de tumores como el cancer de colon,
pancreas, pulmoén, préstata, melanoma y glioblastoma. [Al-Hajj M, y cols.,
2003]

Las CSCs son una pequefia subpoblacion de células dentro de los tumores,
que se distinguen del resto de células por la asimetria de su divisién celular y
por alteraciones en su expresion génetica. [Rosen JM y Jordan CT, 2009]

Hasta la fecha ha sido muy dificil definir el origen de las CSCs y su
proporcion en un determinado tumor. [Kelly PN, vy cols., 2007] Respecto al
origen, hay distintas teorias [Mani SA, y cols., 2008]:

- Las CSCs surgen a partir de células madre normales o progenitoras, y son
capaces de generar tumores cuando se enfrentan a una mutacién genética
especial o alteracion ambiental.

- Las CSCs surgen de células somaéticas normales, que adquieren
caracteristicas de células madre y un comportamiento maligno debido a
alteraciones genéticas y/o heterotipicas.

Las CSCs presentan las siguientes propiedades: capacidad de auto-
renovacién, de diferenciacion, mayor tumorigenicidad (capacidad de regenerar
un tumor cuando se trasplanta en un animal huésped), supervivencia en el
torrente sanguineo, resistencia a la quimioterapia y la radioterapia, formaci6on
de metastasis a distancia y quiescencia. [Celia-Terrassa T, y cols., 2012; Floor S,
y cols., 2011; Korpal M, y cols., 2011; Lawson JC, y otros., 2009; Nigam A, 2013;
Ogawa K, y cols., 2013; Tsuji T, y cols., 2008] Ademas, estas células expresan
marcadores de superficie celular, lo que permite aislarlas de los diferentes
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tumores al ser especificos del tejido e incluso del subtipo de tumor; dichos
marcadores son: CD44, CD24, CD29, CD133, antigeno especifico epitelial (ESA)
y aldehido deshidrogenasa 1 (ALDH1). [Al-Hajj M, v cols., 2003; Ginestier C, y
cols., 2007; Nigam A, 2013; Ogawa K, y cols., 2013; Singh SK, y cols., 2003; Yu
7y Pestell RG, 2011]

En la adquisicion de las propiedades antes citadas estan involucrados los
miRNAs [Martinez NJ y Gregory RI, 2010; Yu Z, y cols., 2010?; Yu Z, y cols.,

2010P], varias vias de senalizacibn (Wnt/B-catenina, Notch, Hedgehog)
[DeSanto JT y Xu L, 2009; Nigam A, 2013; Ogawa K, y cols., 2013; Reva T y
Clevers H, 2005] y los nichos de las células madre (son microambientes
ubicados dentro de cada tejido) [Khaled WT, y cols., 2007; Ogawa K, y cols.,
2013; Zhang Y, y cols., 2010]. Ademas, la actividad de las CSCs esté asociada a
las caracteristicas de la transicion epitelio-mesenquimal (EMT), ya que la
heterogeneidad intratumoral de dichas células se refleja por el grado de
activacion de EMT [Alkatout I, y cols., 2013; Mani SA, y cols., 2008].

Hay evidencia de que las CSCs presentan resistencias a los tratamientos de
quimioterapia y radioterapia [L.i X, y cols., 2008; Meirelles K, y cols., 2012;
Ogawa K, vy cols., 2013]; sin embargo, existe cierta controversia en los estudios
publicados, lo que implica una gran variabilidad de las CSCs en pacientes
individuales [Zielske SP, y cols., 2011].

Debido a dichas resistencias, las CSCs juegan un papel importante en los
procesos de recidiva tumoral y de metastasis [Li X, y cols., 2008; Meirelles K, y
cols., 2012; Ogawa K, y cols., 2013]. La metastasis (proceso complejo por el cual
las células de tumores sélidos primarios invaden tejidos adyacentes y distantes,
produciendo el crecimiento de tumores secundarios) puede iniciarse a partir de
la formacién de nichos pre-metastasicos (formacién de nichos, por CSCs, en los
organos diana) [ Kaplan RN, y cols., 2005].

Debido a esto, cada vez es mas probable que se necesiten terapias dirigidas
especificamente a las CSCs para la erradicacion completa del tumor [Ogawa K, y
cols., 2013], ya que son las responsables de la morbilidad y mortalidad
asociadas al mismo [Nigam A, 2013].

4. RADIACION IONIZANTE (RI)

La radioterapia es ampliamente utilizada en el tratamiento de la mayoria de
tumores, aprovechando que la energia asociada a la radiaci6on ionizante es
suficiente como para dafiar el ADN de las células [Henry JH, 2012]. Al trabajar
con radiaciéon es muy importante conocer el concepto de dosis umbral, que para

——
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un efecto dado, se puede definir como una dosis por debajo de la cual no se
produce el efecto. Considerando este término, podemos distinguir dos tipos de
efectos biologicos producidos por la radiacion: efectos deterministas, que son
los que se observan una vez superada la dosis umbral y en los que la gravedad
depende de la dosis y efectos estocasticos (efectos hereditarios), que no
necesitan una dosis umbral para manifestarse y en ellos la gravedad del efecto
no se asocia a la dosis absorbida [ Henry JH, 2012]

Se tiene evidencia de que cuando se irradia a altas dosis, sobrepasando el
umbral, puede haber tal cantidad de muerte celular que se ponen de manifiesto
una serie de reacciones tisulares detectables; las cuales pueden ser,
dependiendo del tejido [Dorr Wy Henry JH, 2001]:

- Agudas: aparecen dias/semanas después de la radiacion. Son el resultado
de cambios en la permeabilidad celular y en la liberacién de mediadores
inflamatorios.

- Tardias: aparecen meses/anos después de la radiacion. Se clasifican en:

0 Genéricas: son el resultado de una lesion directa en el tejido diana
(ejemplo: oclusion vascular que originan necrosis tras irradiacion
del tejido).

o Consecuentes: son el resultado de reacciones tempranas graves.

Estos dos subtipos, pueden coexistir al mismo tiempo.

Tanto las reacciones agudas como las tardias pueden presentar un tiempo de
latencia hasta su aparicion, el cual esta relacionado con la tasa de renovacion y
la capacidad proliferativa de las células y con la organizacién estructural de los
tejidos. Ademas, la aparicién de dichas reacciones puede alterarse con el uso de
modificadores de respuesta bioldgica [ Henry JH, 2012].

La respuesta obtenida a la radiacién y, por tanto, la muerte celular
producida, estd muy relacionada con la estructura de los tejidos y érganos. Por
ello, hay 6rganos que toleran mejor la irradiacion, hecho que se corresponde con
aquellos que presentan subunidades funcionales (FSU) con capacidad de
reserva funcional. Esto nos hace comprender la importancia de la dosis umbral
en cuanto al dano funcional; ya que, por encima de dicho umbral, a medida que
aumenta la dosis, también aumenta el riesgo de alteracion funcional. [Henry
JH, 2012]

Otro concepto importante es el fraccionamiento de la dosis: se puede
irradiar con una dosis Unica o, bien, la dosis de radiacion puede ser dividida en
distintas fracciones. Sin embargo, con dicho fraccionamiento se aumenta la
supervivencia celular, lo que conlleva a una reduccion de la eficacia biologica de

11]
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la terapia debido a dos factores [Henry JH, 2012]:
- Reparacion del dafio subletal.

- Sustitucién de las células con dafios mortales por otras (fenémeno de
repoblacion que ocurre cuando la duraciéon del tratamiento es larga). El
reemplazo también puede ser por células no irradiadas procedentes de
regiones no afectadas.

En la radioterapia, puede haber radio-adaptacion con exposiciones cronicas
a la radiacion. La radio-adaptacion es la modificacion de la respuesta a la
exposicion, por un aumento de la radiorresistencia; lo que permite utilizar dosis
mayores sin obtener efectos perjudiciales. [ Fliedner TM, y cols., 2002]

En el desarrollo de la adaptacion se han distinguido dos etapas [Henry JH,
2012]:

- Adaptacién inicial (rapida pero incompleta): tiene lugar inmediatamente
después de la exposicion a la radiacion e implica mecanismos fisiologicos
preexistentes (ej. aumento en el nivel natural de antioxidantes).

- Adaptacion persistente: se desarrolla gradualmente e implica
mecanismos como la estimulaciéon de la reparacion del ADN, induccion
de la sintesis de proteinas, activacién de sistemas radio-protectores (ej.
proteinas de estrés end6geno o antioxidante).

5. EFECTOS DE LA RADIACION IONIZANTE EN LAS
CSCs

Los efectos que produce la radiacion ionizante en las CSCs, son
practicamente los mismos que se observan en las células madre en general:
senescencia, quiescencia, inestabilidad gendémica y epigenémica, dano en el
ADN vy alteracion en su reparacion, modificacién del metabolismo y del ciclo
celular y muerte celular. Dichos efectos se ven afectados por una serie de
factores, como la tasa de dosis y la dosis total de radiacion administrada, el
microambiente tisular y la transferencia lineal de energia de la radiacion (LET)
entre otros. [ Sokolov MV y Neumann RD, 2012]

La radiacion ionizante también puede producir un efecto conocido como
“mecanismo bystander”: es el dafio producido en las células no irradiadas como
resultado de una comunicacion intercelular entre las células irradiadas y las
adyacentes. [Dickey JS, y cols., 2009; Mothersill C y Seymour C, 1997;

]
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Nagasawa H y Little JB, 1992; Sokolov MV, y cols., 2007; Sokolov MV, y cols.,
2005]

Las CSCs son capaces de superar los efectos causados por la radiacion
ionizante, debido al desarrollo de distintos mecanismos que les permiten
recuperarse y les confieren, incluso, mayor agresividad. Dichos mecanismos son
los responsables de que las CSCs adquieran resistencia a la radiacion.

6. RESISTENCIA DE LAS CSCs A LA RADIACION
IONIZANTE

El grado de radio-sensibilidad en las células estd relacionado con sus
propiedades intrinsecas y extrinsecas, las cuales permiten distintos mecanismos
que conllevan a una recuperacion parcial de las células y, por tanto, les confiere
radio-resistencia. En las propiedades intrinsecas se incluyen la reparacion del
ADN, la fase del ciclo celular en la que se lleva a cabo la irradiacién y el estado
de los puntos de control y las vias de supervivencia. Las propiedades extrinsecas
incluyen las senales del entorno extracelular (nicho y microambiente). [Sun L, y
cols., 2011]

Las CSCs, ademas, presentan una mayor expresion de genes radio-
resistentes respecto a las células madre no tumorales. Este hecho no sélo
favorece la supervivencia de las mismas, sino que interviene en el desarrollo del
proceso de carcinogénesis, de metastasis y de recaida del paciente. [Sun L, v
cols., 2011]

A continuacion se detallan cada uno de los mecanismos relacionados con la
radio-resistencia.

- REPARACION DEL ADN

Es un mecanismo esencial para la supervivencia de las células, y puede tener
lugar de distintas formas:

- Reparacién de bases mal apareadas (“mismatch repair”) [Jiricny J, 2006;
Kinsella TJ, 2009; Vaish M, 2007]

- Reparacién por escision de bases (BER) [Dalhus B, y cols., 20009;
Sengupta S y Harris CC, 2005; Svilar D, y cols., 2011; Wilson III DM, y
cols., 2011]: esta involucrado en la correccion de pequenas alteraciones
del ADN, como bases oxidadas o danos producidos por agentes
alquilantes. [Moynahan ME y Jasin M, 2010]

——
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- Reparacion por escision de nucledtidos (NER) [Liu L, vy cols., 2010;
Sengupta S y Harris CC, 2005; Vermeulen W, 2011]: principalmente
repara lesiones voluminosas, como dimeros de pirimidin-ciclobutano.
[Moynahan ME y Jasin M, 2010]

- Reparacién por recombinacion homoéloga (RH) [Holthausen JT, y cols.,
2010; Kass EM y Jasin M, 2010]: es una de las vias para la reparacion de
roturas de doble cadena (RDCs) del ADN. [Moynahan ME y Jasin M,
2010; Ralhan R, y cols., 2007; Tichy ED y Stambrook PJ, 2008]

- Reparacion por union de extremos no homologos (“NHEJ”) [Lieber MR,
2010; Mladenov E y Iliakis G, 2011]: es una de las vias para la reparacion
de roturas de doble cadena (DSBs) del ADN. [Moynahan ME y Jasin M,
2010; Ralhan R, y cols., 2007; Tichy ED y Stambrook PJ, 2008]

En la reparacion del ADN estan involucradas una serie de proteinas, entre
otras destacan la ataxia telangiectasia mutada (ATM), DNA-PKec, BRCA1/2,
Chk2, p53 y otras de la familia RAD. [Mathews LA, v cols., 2011; Ralhan R, y
cols., 2007]

- PUNTOS DE CONTROL DEL CICLO CELULAR

Este mecanismo esta relacionado con paradas en diferentes momentos del
ciclo, permitiendo de esta manera que la célula disponga de mas tiempo y pueda
llevar a cabo la reparacién del ADN. Este retraso en la progresion del ciclo esta
regulado principalmente por los complejos constituidos por las ciclinas y las
quinasas dependientes de ciclinas asi como por los inhibidores de éstos [ Ropolo
M, y cols., 2009].

En la regulacion del ciclo celular, ademas, intervienen las quinasas de los
puntos de control (Chk1/2) asi como ATM. Estas proteinas se activan por estrés
genotoxico, para finalmente producir la detencion del ciclo, la reparacion del
ADN vy la activacion de muerte celular en caso de no poder reparar el dano
[Eyler CE y Rich JN, 2008].

De esta manera, la administracion junto con la radioterapia de agentes
inhibidores de los mecanismos de resistencia, podria mejorar la eficacia de los
tratamientos actuales contra el cancer [Eyler CE y Rich JN, 2008].

En este caso, junto a la radiacion, serian ttiles los inhibidores de las quinasas de
los puntos de control (Chk1/2). Asi, se puede evitar las paradas del ciclo celular
e impedir la reparaciéon del ADN. Esto impediria la recuperaciéon de las células,
provocandoles mayor sensibilidad (Figura 1) [Eyler CE y Rich JN, 2008; Sun L,
y cols., 2011].
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Terapia sin agentes Terapia con agentes
sensibilizadores de CSCs sensibilizadores de CSCs

Radiacion

Ionizante

Inhibidores

Figura 1: Comparacion de la radioterapia con/sin inhibidores de Chk 1/2.
Adaptada de Eyler y Rich, 2008. [Eyler CE y Rich JN, J Clin Oncol, 2008]

- VIAS DE SUPERVIVENCIA

En las CSCs, tienen lugar tres vias de supervivencia para aumentar su radio-
resistencia: via de Hedgehog, via de Notch y via Wnt/[3-catenina.

* Viade Hedgehog

Esta via presenta un papel importante en la regulacion de la proliferacion de
las CSCs, en su supervivencia y en su mantenimiento. [Berman DM, y cols.,
2003; Evangelista M, y cols., 2006;Karhadkar SS, y cols., 2004; Lai K, y cols.,
2003] Su activacion, puede favorecer la repoblacion de CSCs después de la
radioterapia, lo que contribuye a la radio-resistencia y al fracaso del tratamiento
[Sims-Mourtada J, y cols., 2006].

Hay estudios importantes de la via de Hedgehog en CSCs de glioblastoma,
donde se ha demostrado que esta via esta implicada en la auto-renovacion y la
tumorigenicidad de las células; por lo que puede estar involucrada en las
recaidas observadas tras la radioterapia [Clement V, y cols., 2007]. En este tipo
de tumor, parece ser dependiente de un factor similar al factor de crecimiento
de la insulina (IGF) [Hsieh A, v cols., 2011], el cual induce la activacion de la
proteina quinasa activada por mitogenos (MAPK). Esta activacion promueve la
supervivencia celular, mediante la supresion de los mecanismos de apoptosis y
la activacién de la transcripcién de genes de supervivencia. Todo esto conduce a
una proliferacion celular incontrolada y a una alta capacidad tumorigena.
[Bonni A, y cols., 1999; Dhillon AS, y cols., 2007]
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* Viade Notch

Esta via esta asociada con la inhibicion de la diferenciacion de las CSCs y es
crucial para su auto-renovacion en los distintos nichos. [Hittelman WN, y cols.,
2010; Weng AP y Aster JC, 2004] La activacién de la via, aumenta la
repoblacion acelerada de las CSCs y, por tanto, su resistencia a la radiacion
[Gupta R, y cols., 2009].

Parece ser que induce la expresion de la proteina Jagged-1 en la superficie
de las CSCs después del fraccionamiento de la radiacién, lo que aumenta los
niveles de su receptor activado Notch-1. Esto provoca una alteracion de la via de
Notch, que se relaciona con la radio-resistencia presente en las CSCs tras la
radiacion [ Phillips TM, y cols., 2006].

Hay evidencias de la implicacion de la via de Notch en los tumores de
glioblastoma. También se ha documentado su asociaciéon con la activacion de
otras vias, como la del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), lo
que podria promover la capacidad de reparacion del ADN, la cinética de
regeneracion y, en definitiva, la supervivencia de las CSCs. [Ischenko I, vy cols.,
2008; Rassi H, 2009]

* Via Wnt/p-catenina

Esta via interviene en la auto-renovacion de las CSCs, mediada por un
aumento de los niveles de -catenina activados tras irradiacion. El resultado es
una mayor proliferaciéon en las CSCs y el control de su estabilidad en los nichos,
dando lugar a un aumento de la radio-resistencia. Ademaés, en este mecanismo
se encuentra implicada la survivin, una proteina anti-apoptotica que regula
positivamente a las células después de la irradiaciéon [ Eyler CE y Rich JN, 2008;
Hurt EM, y cols., 2008; Takebe N y Ivy SP, 2010; Woodward WA, y cols., 2007].

La via Wnt/B-catenina esta relacionada con la reparaciéon del ADN y los
puntos de control del ciclo celular (dos mecanismos descritos anteriormente).
Esta via de supervivencia permite la tolerancia de pequenos dafios en el ADN de
las CSCs, mientras las quiinasas de los puntos de Chk1 y Chk2 detienen el ciclo
hasta la reparacion del dafio letal presente en el ADN [Bao S, y cols., 2006].

- NICHO Y MICROAMBIENTE TUMORAL — Hipoxia y
angiogénesis

El microambiente tumoral es particularmente importante para las CSCs, ya
que sus interacciones con los elementos estromales constituyen el nicho de las
células madre. Las células localizadas dentro de los nichos pueden regular
dichas interacciones de diversas maneras, por contacto directo célula-célula o
mediante la secrecion de moléculas reguladoras. Esta ultima modalidad tiene

]
16 |

——



INTRODUCCION

como funcion, promover la proliferacion de las células madre o la inhibicién de
la diferenciacion. [Barcellos-Hoff MH, y cols., 2005; Schofield R, 1978; Whetton
AD y Graham GJ, 1999]

La supervivencia de las CSCs puede verse afectada por los nichos, ya que
éstos se alteran tras la exposicion a la radiacion. [Barcellos-Hoff MH, y cols.,
2005; Ghotra VP, y cols., 2009; Lomonaco SL, y cols., 2009; Woodward WA, y
cols., 2007] Por ello, los propios nichos también producen citoquinas de
supervivencia, como son el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF) y el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), las cuales generan radio-resistencia y radio-protecciéon en las CSCs.
[Barcellos-Hoff MH, y cols., 2005]

Los estudios publicados en la literatura cientifica demuestran que la radio-
resistencia de las CSCs viene ademéas determinada por la concentracion de
oxigeno que hay en las células del tumor en el momento de la radiacion. Este
hecho es muy importante en lo que respecta a la radio-sensibilidad de las CSCs,
ya que el estado de hipoxia en los nichos es fundamental para que las células se
mantengan indiferenciadas [Blazek ER, y cols., 2007; Borovski T, y cols., 2011;
Soeda A, y cols., 2009]. El oxigeno es un potente radio-sensibilizador, y puede
aumentar la eficacia de la radiacion mediante la formacioén de radicales libres
que danan el AD. [Harrison LB, y cols., 2002]. En estados de hipoxia, se
encuentra aumentada la expresion del factor inducible por hipoxia (HIF-1a) en
las CSCs El HIF-1a es una proteina que puede proteger del dano oxidativo,
contribuyendo a la resistencia frente a los mecanismos de muerte inducidos por
la radiacion [Bao S, y cols., 2006; Keith B y Simon MC, 2007; Rich JN, 2007].

Otro factor fundamental en los nichos es la angiogénesis. La angiogénesis es
la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos pre-existentes
[Folkman J, 1971] y estd meticulosamente regulada por un equilibrio entre
factores pro-angiogénicos y anti-angiogénicos. Su desregulacion en los tumores,
produce malformaciéon de los nuevos vasos sanguineos; los cuales son funcional
y estructuralmente anormales, y generan condiciones de hipoxia en el seno del
tumor. Esta situaciéon de hipoxia estimula la angiogénesis a través de HIF-1a
porque activa factores pro-angiogénicos, como el VEGF [Mazeron R, y cols.,
2011]. El VEGF es secretado por las CSCs y, para ello, las propias CSCs
dependen de factores secretados por la vasculatura de los nichos. Todo lo
anterior pone de manifiesto la relacién que existe entre la angiogénesis, las
CSCs y la vasculatura tumoral que, finalmente, permite un aumento de la radio-
resistencia [Calabrese C, y cols., 2007].

En este mecanismo de resistencia de las CSCs, al igual que en los puntos de
control del ciclo celular, encontramos otra posible diana terapéutica. En este
caso, si se administran agentes anti-angiogénicos junto a la radioterapia, se
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evitaria la formacién de nuevos vasos y se dificultaria el mantenimiento del
nicho tumoral, provocando de este modo una mayor sensibilidad en las CSCs
(Figura 2) [Eyler CE y Rich JN, 2008].

Terapia sin agentes Terapia con agentes

sensibilizadores de CSCs sensibilizadores de CSCs

Anti-angiogénicos
Auto- {
renoy acién

Senalesde Seriales de
mantenimiento ’f mantenimiento
para las CSCs para las CSCs
y — &
Niche w | Nicho
i de CSCs
— —

Factores
pro-angiogenicos

=

Anti-angiogénicos

Factores
pro-angiogénicos

Figura 2: Comparacién de la radioterapia con/sin inhibidores de la
angiogénesis. Adaptada de Eyler y Rich, 2008.
[Eyler CE y Rich JN, J Clin Oncol, 2008]

7. METALOPROTEASAS (MMPs)

Las MMPs son una amplia familia de endopeptidasas (proteasas),
dependientes de cinc y secretadas como zimogenos por las células tumorales y
las células del microambiente. Son enzimas directamente vinculadas con los
procesos de invasion tumoral y de metastasis a través de la rotura de la matriz
extracelular (MEC); y también se han asociado con el crecimiento tumoral y la
angiogénesis [Chabottaux Vy Noel A, 2007].

En diversos estudios se ha visto que estos procesos se ven favorecidos tras la
radiacion, debido a un aumento de la actividad de MMP. Por ello, una terapia
orientada a las MMPs puede mejorar la eficacia de la radioterapia y disminuir el
riesgo de metéstasis [Artacho-Cordon F, y cols., 2012].

Las MMPs se pueden dividir en distintas subfamilias, dependiendo de la
especificidad de sustrato y de su localizacion celular (Tabla 1) [Artacho-Cordon
F,y cols., 2012].
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Tabla 1: Clasificacion de MMPs, segtin especificidad de sustrato y localizacion
celular. [Artacho-Cordén F, y cols., Surg Oncol, 2012]

SUBFAMILIAS MIEMBROS SUSTRATO
Colagenasas MMP-1, MMP-8, MMP-13 Colag.eno flt})I:ﬂaI‘ de
triple hélice
Gelatinasas MMP-2, MMP-9 Gelatina
Familia de TNF;
Matrilisinas MMP-7, MMP-26 Componentes de
MEC
Componentes de
Estromelisinas |  MMP-3, MMP-10, MMP-11 | LL.C- excepto para el
colageno fibrilar de
triple hélice
MMP-14 (MT1-MMP), MMP-15
. (MT2-MMP), MMP-16 (MT3-
Miﬁ;:aﬁgo MMP), MMP-17 (MT4-MMP), Zimogenos
MMP-24 (MT5-MMP), MMP-25
(MT6-MMP)

MMP-12, MMP-19, MMP-20,
Otras MMPs MMP-21, MMP-23A, MMP-23B,
MMP-27, MMP-28

Como se ha dicho anteriormente, los niveles aumentados de MMPs se
relacionan con la progresion tumoral y, por ello, se precisa de los inhibidores
tisulares endogenos de MMPs (TIMP) para una correcta regulaciéon de su
actividad. Por tanto, el equilibrio entre MMPs y TIMPs es esencial en la
progresion del cancer y en el desarrollo de metastasis. [ Fan SQ, y cols., 2003

La actividad de las MMPs también estd regulada mediante mecanismos
epigenéticos por las histonas desacetilasas (HDACs). Estas Gltimas son enzimas
que participan en el silenciamiento génico, mediante la eliminacién de grupos
acetilo de la cromatina, generando una estructura compacta inaccesible a las
polimerasas. Sin embargo, la desacetilacion de histonas producida por las
HDACsS se relaciona de forma negativa con los genes que inducen la apoptosis
(favoreciendo la evasion de este tipo de muerte) y con los genes que regulan el
ciclo celular (induciendo la no respuesta a sefiales anti-proliferativas). [Hoshino
I v Matsubara H, 2010] Debido a esto, son necesarios los inhibidores de HDACs
(HDACIs) para producir un aumento de la acetilacion de histonas de dichos
genes, y compensar la situacién. [Young DA, y cols., 2005].

——
=
Vo)

 —




INTRODUCCION

Es importante considerar que, a pesar de la meticulosa regulacion a nivel
fisiologico de la actividad de las MMPs, su actividad se encuentra mal regulada
en ciertas enfermedades como es el caso del cancer y por tanto estas proteinas
se asocian al desarrollo y la progresion de esta enfermedad [Kohrmann A, y
cols., 2009].

8. PAPEL DE LAS MMPs EN LA CARCINOGENESIS

Las MMPs estan involucradas en distintos aspectos del proceso de
carcinogeénesis.

- INVASION Y METASTASIS

Las MMPs involucradas son: MMP-1, MMP-2, MMP-8, MMP-9, MMP-13,
MTi1-MMP, MT2-MMP y MT3-MMP.

La invasion y la metéstasis tienen lugar debido a la degradacién de la MEC
que rodea al tumor, llevada a cabo mediante dos tipos de MMPs [Johansson N,
y cols., 2000]:

o Colagenasas (MMP-1, MMP-8 y MMP-13): Degradan el colageno
en fragmentos pequenos, permitiendo la divisién de la triple hélice
del coldgeno en dos fragmentos, que se desnaturalizan
espontaneamente en gelatina.

0 Gelatinasas (MMP-2 y MMP-9): Degradan la gelatina formada.

La MMP-1 es la tnica capaz de degradar todos los tipos de colageno
mamario, y tiene un papel muy importante en la degradaciéon de fibras en otras
enfermedades distintas al cance. [Eck SM, y cols., 2009].

Las MMP-2 y MMP-9 mejoran la degradaciéon de la membrana basal debido
a su actividad, lo cual es esencial en la invasion tumoral. [ Kohrmann A, y cols.,
2009] Por ello, se consideran, cada vez mas, como biomarcadores fiables del
desarrollo de metastasis [Jezierska A y Motyl T, 2009; van’t Veer LJ, y cols.,
2002].

- TRANSICION EPITELIO MESENQUIMAL (TEM)
Las MMPs involucradas son: MMP-3 y MMP-28.

La TEM describe los cambios estructurales y funcionales que tienen lugar en
las células epiteliales, cuando migran a través de la membrana basal y adoptan
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las caracteristicas de células mesenquimales [Nistico P, y cols., 2012; Radisky
ES y Radisky DC, 2010].

La MMP-3 interviene en la rotura de uniones intercelulares mediadas por
E-cadherina, permitiendo que las células tumorales pierdan el contacto con las
células vecinas [Chabottaux V y Noel A, 2007] y promoviendo su capacidad
invasiva [Noé V, vy cols., 2001]. Los niveles de esta MMP estan controlados por
la hipoxia [Steinbrech DS, y cols., 1999 ]| y su presencia genera especies reactivas
de oxigeno (ROS), que causan dafio oxidativo e inest.abilidad genomica
[Radisky DC, y cols., 2005].

- CRECIMIENTO DEL TUMOR
Las MMPs involucradas son: MMP-9 y MMP-13.

Las MMPs intervienen en el crecimiento del tumor porque generan un
balance de senales proliferativas y anti-proliferativas en el microambiente
tumoral [Yu QQ y Stamenkovic I, 2000].

La MMP-9 activa proteoliticamente al factor de crecimiento transformante
B (TGF-B), el cual permite inhibir la proliferacién celular debido a su
implicaciéon en rutas de senalizacidon supresoras de tumores [Kessenbrock K, y
cols., 2010; Yu Q y Stamenkovic I, 2000].

La MMP-13 es secretada por los fibroblastos y miofibroblastos en el
microambiente tumoral [ Nielsen BS, y cols., 2001]. Esta MMP interviene en los
primeros estadios del desarrollo del tumor porque regula la actividad y
biodisponibilidad de factores de crecimiento inactivos en la MEC [Pendas AM, y
cols., 2000]. Ademas, se ha relacionado con un fenotipo tumoral agresivo y, por
tanto, de mal prondstico en cancer de mama [Chang HJ, v cols., 2009; Zhang B,
y cols., 2008].

- EVASION DE LA APOPTOSIS
Las MMPs involucradas son: MMP-7.

La apoptosis (un tipo de muerte celular programada) es capaz de activarse
por dos vias distintas: una via intrinseca o mitocondrial, mediada por el p53; y
una via extrinseca, mediada por receptores de muerte localizados en la
superficie de la membrana, como el fas ligando (FasL). Ambas vias coinciden en
la activacion de caspasas, provocando la muerte celular [Artacho-Cordon F, v
cols., 2012].

La MMP-7 activa proteoliticamente a TNF-a y FasL, que actan como
sustratos para promover la apoptosis [ Haro H, y cols., 2000; Powell WC, y cols.,
1999]. Pero una presencia cronica (niveles muy altos) de esta MMP induce
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resistencia a apoptosis [Vargo-Gogola T, y cols., 2002] y, por tanto, provoca un
efecto pro-tumoral [Fingleton B, y cols., 2001].

- FORMACION DE VASOS SANGUINEOS
Las MMPs involucradas son: MMP-2, MMP-9 y MMP-12.

La formacién de nuevos vasos sanguineos en el tumor, se puede llevar a
cabo mediante angiogénesis (a partir de vasos pre-existentes) y vasculogénesis
(a partir de angioblastos) [ Artacho-Cordon F, y cols., 2012].

La angiogénesis es de gran importancia en el desarrollo del cancer, ya que
permite un suministro de nutrientes al tumor y proporciona una via de difusiéon
para la metéastasis [Hanahan D y Folkman J, 1996] Ademaés, ha sido relacionada
con la matriz extracelular (MEC), componente que puede ejercer efectos anti-
angiogénicos [Nelson AR, y cols., 2000].

La MMP-9 esti relacionada tanto con la angiogénesis como con la
vasculogénesis [Ahn GO y Brown JM, 2008]. Es capaz de estimular la
angiogénesis porque controla la disponibilidad de VEGF, el cual es esencial para
la neovascularizacién tumoral. [Sparmann A y Bar-Sagi D, 2004; Zong WX y
Thompson CB, 2006] Tanto la MMP-9 como la MMP-2, en determinadas
situaciones, también pueden producir ejercer un papel anti-angiogénenico
[Tabruyn SP y Griffioen AW, 2007]

- RESPUESTA A LA INFLAMACION
La MMP involucrada es: MMP-7.

La inflamacién es una respuesta fisiologica a citoquinas y quimioquinas. Las
principales citoquinas/quimioquinas, moduladas por MMP son:

o Factor de necrosis tumoral (TNF-a): Es una citoquina moduladora
de la respuesta inmune. Esta presente en el microambiente del
tumor, donde interviene en la produccién de MMP-7; por ello, los
niveles de ambos se encuentran relacionados. [Sun J, 2010]

0 Quimioquina ligando 1 (CXCL1): Es una quimioquina con
actividad quimiotactica para los neutrofilos [Artacho-Cordon F, y
cols., 2012]. La MMP-7 regula la funcion de CXCL1 de forma
indirecta [ Kessenbrock K, vy cols., 2010].
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- FORMACION DE NICHOS PRE-METASTASICOS
La MMP involucrada es: MMP-2.

Las células metastasicas del cancer, por ejemplo en el cancer de mama,
tienen preferencia por ciertos Organos para el desarrollo de tumores
secundarios, como son el hueso o el pulmoén. [Drabsch Y y ten Dijke P, 2011;
Patel LR, y cols., 2011] Para ello, requieren de un ambiente receptivo llamado
nicho pre-metastéasico, el cual esta regulado por las MMPs. Por tanto, la difusion
de las células tumorales no es un proceso aleatorio [Kessenbrock K, y cols.,
2010].

En la formacion del nicho pre-metastasico interviene una proteina llamada
lisil oxidasa (LOX), la cual es secretada por las células tumorales hipoxicas.
Dicha proteina, LOX, se acumula en los nichos e induce la reticulacién del
colageno IV en la membrana basal, al cual se adhieren ciertas células para
permitir la producciéon de MMP-2 [Erler JT, v cols., 2009; Kessenbrock K, y
cols., 2010].

La MMP-2 interviene en la degradacion del colageno mediante la liberacion
de péptidos que orientan a las células tumorales metastasicas y a las células
derivadas de la médula 6sea hacia los sitios preferentes en cada tipo de tumor
[Erler JT, y cols., 2009; Kessenbrock K, y cols., 2010].

9. ALTERACION DE LAS MMPs TRAS IRRADIACION

La exposicion a radiacion ionizante produce, en el microambiente tumoral,
una des-regulacién de las MMPs, las cuales pueden afectar Al proceso de
carcinogénesis debido al comportamiento agresivo que inducen en las células
cancerosas. Tal comportamiento se puede traducir como un aumento en la
capacidad metastasica y en los efectos sobre la progresion tumororal [ Barcellos-
Hoff MH, y cols., 2005; Madani I, y cols., 2008; Sofia Vala I, y cols., 2010;
Tsujino K, y cols., 2011]. A ello, se le debe anadir que la radioterapia por si sola,
es capaz de aumentar la tasa de proliferacion celular y de reducir el control local
del tumor y la respuesta al tratamiento [Brown JM y Giaccia AJ, 1998; Kunigal
S, y cols., 2008].

Debido a los efectos negativos de las MMPs activadas por radiacion
ionizante sobre la carcinogénesis, pareceria necesario combinar los regimenes
de radioterapia correspondientes con una terapia orientada a las MMPs
[Artacho-Cordoén F, y cols., 2012],
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Las lesiones inducidas por la radiacién ionizante se atribuyen,
principalmente, a los radicales libres generados, y la actividad de las MMPs se
encuentra estrechamente relacionada con los niveles de éstos en las células.
Entonces, un desequilibrio entre los mecanismos de produccién de radicales
libres y de los sistemas antioxidantes de defensa, puede afectar a la
carcinogénesis debido a una des-regulacion de las moléculas que la controlan
[Klaunig JE y Kamendulis LM, 2004; Shen KK, y cols., 2011; Valko M, y cols.,
2006]. Entre dichas moléculas se encuentran las MMPs, cuya des-regulacion se
debe a la modificacion en la deacetilacion de histonas inducida por la
irradiacion [Artacho-Cordon F, y cols., 2012].

Otro factor que afecta al control de la carcinogénesis son los cambios
epigenéticos, sobre todo, los relacionados con alteraciones en el microambiente
del estroma mamario [ Tsai KK, y cols., 2005].

Por ultimo, otra consecuencia de la exposicion a radiacion no ionizante, es
la sobre-expresion de integrina avf; en las células tumorales del cancer de
mama, la cual estd implicada en la transformaciéon del carcinoma de mama en
un fenotipo més agresivo debido a la activacion de ciertas MMPs [Cao Q, y cols.,
2006].
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. HIPOTESIS DE TRABAJO

La hipotesis que se plantea en este trabajo de investigacion es que la
respuesta al tratamiento con radiaciéon en cincer de mama esta, en gran parte,
determinada por la fracciéon de CSCs presentes en el tumor. Ello se debe a un
menor numero de lesiones inducidas por radiacion, a la mayor tasa de
reparacion de las mismas, a niveles mas bajos de especies reactivas de oxigeno,
a la menor proporciéon de células que mueren por apoptosis y a una expresion
aumentada de MMPs. Ademas, el empleo de radiaciéon puede ser decisivo para
la seleccion de este tipo de células, de manera que la fraccion de CSCs
aumentaria con la dosis de radiacion administrada. De tal modo que en las CSCs
no eliminadas tras la radiacion, se modula la expresion de enzimas asociadas
con el microambiente y relacionadas con la resistencia, la invasion y la
metastasis.

2. OBJETIVOS A DESARROLILAR

Los objetivos que se plantean para dar respuesta a la anterior hipoétesis de
trabajo son:

1. Establecer la proporcién de CSCs para diferentes dosis de radiacion
mediante la expresion combinada de CD44+/CD24low y ALDH1+ en dos
lineas celulares tumorales humanas de cancer de mama, MCF-7 y
MDA-MB-231.

2. Determinar, en caso de que exista, la expresion diferencial de enzimas del
microambiente tumoral (MMPs, HDACs y sus correspondientes
inhibidores) en la poblacion CSCs positiva y CSCs negativa aisladas de
MCF-7 y MDA-MB-231 tras la administracién de diferentes dosis de
radiacion.
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MATERIAL Y METODOS

1. LINEAS CELULARES

Las lineas celulares utilizadas para la realizaciéon de este estudio han sido
dos lineas epiteliales de adenocarcinoma humano de mama:

- MDA-MB-231 (referencia ATCC n°® HTB-26): Se -caracteriza
molecularmente por ser triple negativa, es decir, ER"/PR"/HER2".
Ademas es p53/-.

-  MCF-7 (referencia ATCC n°® HTB-22): Se caracteriza molecularmente
como ER*/PR*/HER2". Esta linea es p53+/+.

Ambas lineas celulares se han adquirido del banco de cultivos celulares, situado
en el Centro de Instrumentacion Cientifica (CIC) de la Universidad de Granada.

2. CONDICIONES DE CULTIVO DE LAS LINEAS
CELULARES

Las células se han mantenido en cultivo dentro de un incubador (SANYO
CO- Incubator), a una temperatura de 37°C y una atmosfera del 5% de CO. y del
5% de O, saturada de humedad (90%).

Para ello, se han utilizado frascos T25 de 25 cm?2 de superficie. El medio de
cultivo empleado ha sido Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEN)
(BioWittaker), con 4,5 g/L de Glucosa y L-Glutamina (Lonza, OMB187), 2,5
mg/ml (Invitrogen, MPP-32-01) y suplementado con 10% de suero bovino fetal
(FBS) (Lonza, OSBoosH2).

El medio de cultivo ha sido cambiado cada 2-3 dias, para evitar la variacion
del pH y la acumulacion de metabolitos dafiinos para las células. Para ello, se ha
retirado el medio de los frascos y se ha afiadido medio nuevo. Cuando las células
han alcanzado el 80-90% de confluencia, se ha llevado a cabo la tripsinizacién.
En dicho proceso, se ha retirado el medio contenido en los frascos y se han
lavado las células con Phosphate Buffered Saline (PBS). A continuacion, se ha
anadido 1 volumen de tripsina a pH 7,5 para separar las células de los frascos, y
se ha incubado durante 3-5 minutos. Cuando las células se han despegado, se
anaden 2 volimenes de medio nuevo para inactivar la tripsina. Por tltimo, se ha
realizado la siembra en nuevos frascos T25, aproximadamente 1/3 de éste
contenido con un 80% de medio de cultivo nuevo.

El medio de cultivo, la tripsina y el PBS utilizados se encuentran en
condiciones de esterilidad y, antes de su uso, han sido atemperados en un bafio
de agua a 37°C.
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Ademas, toda la manipulacién de los cultivos celulares se ha llevado a cabo
en condiciones de asepsia, dentro de una campana de flujo laminar (TellstarBio-
I1-A/M), previamente lavada con Etanol al 70%.

Para el control del crecimiento continuo de los cultivos celulares, se ha
utilizado un microscopio 6ptico de modelo Olympus 1x51 conectado a una
fuente de alimentacién Olympus TH4-200.

3. CONGELACION/DESCONGELACION DE CULTIVOS
CELULARES

La congelacion de los cultivos se realiza para poder almacenarlos y usarlos
con el tiempo. El primer paso realizado, ha sido la tripsinizacion (explicada
anteriormente). Tras ella, las células en suspension se han pasado a tubos
Falcon de 15 ml para hacer un recuento de las mismas mediante la camara de
Neubauer. Una vez calculada la cantidad de células en suspensién, se ha
realizado una centrifugacion a 4°C durante 5 minutos a 1800-2000 rpm, de la
cual se ha descartado el sobrenadante y re-suspendido el “pellet” celular. Para la
re-suspension, el “pellet” se ha traspasado a criotubos de 1 ml con medio de
congelaciéon, dejando una concentracién aproximada de 500.000-1.000.000
células/ml. Por ultimo, los criotubos se han congelado inmediatamente, a una
temperatura de -196°C.

El medio de congelacion utilizado se ha preparado con medio de cultivo
nuevo (DMEN-FBS) y un 6% de dimetilsulféxido (DMSO).

La descongelacion de los cultivos celulares tiene lugar de forma progresiva a
temperatura ambiente, pero con los criotubos metidos en hielo. Cuando el
contenido celular estd a punto de ser descongelado por completo, se ha
traspasado a frascos T25 con medio de cultivo nuevo y estéril (DMEN-FBS)
previamente atemperado en un bafio a 37°C.

Todo el procedimiento de congelacion/descongelacion, excepto la
descongelacion de los criotubos en el hielo, se ha llevado a cabo en condiciones
de asepsia dentro de la campana de flujo laminar (TellstarBio-I1I-A/M),
previamente lavada con Etanol al 70%.

4. SEPARACION DE LA SUBPOBLACION DE CSCs

La separacion de esta subpoblacién celular se ha realizado en base a la
actividad de la enzima aldehido deshidrogenasa 1 (ALDH1) mediante el kit
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ALDEFLUOR® (StemCell 01700), el cual permite detectar las células que
expresan altos niveles de esta enzima para poder separarlas de las células con
baja actividad de la misma.

El primer paso para el proceso es la tripsinizaciéon (explicada
anteriormente). Cuando las células estaban en suspension, se han pasado a
Falcon de 15 ml para hacer un recuento celular (mediante la camara de
Neubauer) y para centrifugarlos a temperatura ambiente durante 5 minutos a
1500 rpm. Tras la centrifugacion, el sobrenadante se ha descartado y el “pellet”
se ha resuspendido en Aldefluor Assay Buffer (debe estar a 4°C) a una
concentracion de 2.000.000 células/ml. A continuaciéon, se han incubado a
37°C durante 30-40 minutos con un sustrato fluorescente llamado BODIPY-
aminoacetaldehido (BAAA), que difunde pasivamente al interior celular. Tras la
incubacion, se han vuelto a centrifugar los Falcon de 15 ml durante el mismo
tiempo (5 minutos) a 4°C y 1500 rpm.

Dentro de la célula, la enzima ALDH1 acttia sobre el sustrato BAAA,
trasformandolo en BODIPY-aminoacetato (BAA), el cual estd cargado
negativamente. Este altimo sustrato se va acumulando en la célula, debido a un
inhibidor de las bombas de flujo MDR presente en el Aldefluor Assay Buffer
utilizado, el cual impide la salida de BAA porque sblo puede ser eliminado
mediante transporte activo.

La cantidad de fluorescencia emitida por las células es proporcional a la
actividad de la enzima ALDH1, lo que permite separar las células en dos
poblaciones: células con alta actividad en la enzima (CSCs — poblacién positiva)
y células con baja actividad (no CSCs — poblacion negativa). La separacion se
lleva a cabo mediante un citébmetro de flujo analizador y separador (BECTON
DICKINSON FACS ARIA II), equipado con el Software de analisis FACS Diva.

Para contrarrestar la fluorescencia inespecifica, se ha utilizado como control
negativo un inhibidor especifico de ALDH1 llamado dietilaminobenzaldehido
(DEAB).

Para la realizacion de este trabajo fin de master, ademas de las dos
poblaciones separadas mediante citometria de flujo (positiva y negativa) se ha
considerado la poblacion general, la cual contiene tanto CSCs como no CSCs.
Todas las poblaciones han sido cultivadas en “medio de esferas”, el cual permite
mantener las caracteristicas de las CSCs durante un plazo maximo de 15 dias (es
aconsejable realizar los experimentos antes de los 10 dias). Dicha forma de
cultivo es libre de suero y se realiza en frascos de baja adherencia para permitir
un crecimiento en suspension. El “medio de esferas” esta compuesto por medio
DMEN-F12 (Sigma) suplementado con antibioticos (estreptomicina-penicilina),
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heparina, insulina, hidrocortisona, vitamina B27, factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y factor de crecimiento de fibroblastos basico (FGFb).

Al final, se han obtenido 4 frascos T25 para cada poblacion (general,
positiva y negativa); con un total de 12 frascos, los cuales han sido utilizados
para llevar a cabo la irradiacion de todas las poblaciones a diferentes dosis que
se detallan en el siguiente apartado de esta memoria.

5. IRRADIACION CELULAR

La poblacion general, positiva y negativa procedentes del separamiento de
CSCs han sido irradiadas utilizando un equipo de Rayos X (Krautkramer-Foster,
modelo Xylon Smart) para animales de experimentacion y cultivos celulares. La
irradiacion se ha llevado a cabo 24 horas después de la siembra en “medio de
esferas”, bajo condiciones constantes de intensidad (4.5 mA) y voltaje (200 Kv).
Los tiempos de irradiacion aparecen detallados en la Tabla 2.

Tabla 2: Dosis y tiempos utilizados en la irradiacién de las
distintas poblaciones celulares.

POBLACIONES
GENERAL/POSITIVA/NEGATIVA
Dosis Tiempo
0 Gy -
2 Gy 3 217
4 Gy 6’45
6 Gy 10’ 09”

6. DETERMINACION DE MARCADORES DE CELULAS
MADRE TRAS IRRADIACION

En este trabajo, los marcadores de superficie determinados han sido:
ALDH1, CD24 y CD44. Para ello, se ha utilizado el kit ALDEFLUOR® (StemCell
01700), el cual nos permite detectar las células que expresan altos niveles de
ALDH1. Sin embargo, los marcadores CD24 y CD44 han podido ser medidos
porque se han anadido a las células de forma externa al kit.
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Las células han sido sembradas en diferentes frascos y, trascurridas 24
horas, se han irradiado a diferentes dosis (0, 2, 4 y 6 Gy). Tras la irradiacion, se
han dejado crecer durante una semana, aproximadamente, para permitir a las
células supervivientes la formacion de colonias.

Transcurrida la semana, las células han sido tripsinizadas (mediante el
protocolo anteriormente descrito) y centrifugadas a temperatura ambiente
durante 5 minutos a 1500 rpm. El “pellet” obtenido, se ha lavado con PBS y
transferido a tubos FACS con una cantidad méaxima de 1 millén de células.
Seguidamente, se ha utilizado el kit ALDEFLUOR® (StemCell 01700) segtn el
protocolo explicado anteriormente. Tras la incubacion de 30-40 minutos a
37°C, se han anadido los marcadores de superficie: CD44 (marcado en
Phycoerythrin —PE-) y CD24 (marcado en allophycocyanin -APC-), y se han
vuelto a incubar durante otros 30-40 minutos a 4°C. Tras la incubacién en frio,
las células se han vuelto a centrifugar, esta vez a 4°C durante 5 minutos a 1500
rpm. El “pellet” obtenido se ha resuspendido en el buffer del kit (Aldefluor
Assay Buffer) y mantenido a 4°C en oscuridad, hasta ser procesados mediante
citometria de flujo.

7. MEDIDAS DE EXPRESION GENICA TRAS
IRRADIACION

Las medidas de expresion génica mediante PCR a tiempo real se han
efectuado en todos los casos 24 horas después de la irradiacion celular.
Trascurrido este tiempo, se ha traspasado el contenido de cada uno de los
frascos T25 a Falcon de 15 ml correctamente etiquetados. A continuacion, los
Falcon se han centrifugado a 4°C durante 5 minutos a 2000 rpm. Tras la
centrifugacion, se han puesto los Falcon en hielo, se les ha retirado el
sobrenadante y se les ha afiadido 350 ul de tamp6n de lisis (RLT) perteneciente
al kit de extraccion de ARN (Kit RNeasy®) (74106 QIAGEN). Por tultimo, se ha
resuspendido el contenido con tampon de lisis de cada uno de los Falcon y se ha
traspasado a un Eppendorf de 1,5 ml correctamente etiquetados.

Las células contenidas en los Eppendorf, pueden ser utilizadas para
continuar con la extraccion de ARN, o pueden congelarse a -20°C para ser
utilizadas mas adelante.

7.1. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE ARN

Para la extraccion de ARN se procede a partir de los Eppendorf de 1,5 ml,
los cuales contienen el lisado de las distintas poblaciones celulares irradiadas a
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diferentes dosis. La extraccion de ARN se ha llevado a cabo segtin el protocolo
descrito por el Kit RNeasy Mini Handbook (Qiagen).

Se ha anadido a los Eppendorf un volumen de etanol al 70% para re-
suspender los lisados celulares, que posteriormente han sido traspasados a las
columnas del kit. Tras centrifugacion de éstas a 4°C durante 15 segundos a
10000 rpm y, se ha descartado el decantado. Se ha anadido tampon RW1y se ha
repetido la centrifugacion descartando de nuevo el decantado. Se ha anadido
tampon RPE y se vuelve a centrifugar; se repite este proceso de centrifugacion
durante 2 minutos. Tras retirar el altimo decantado, se ha centrifugado una vez
méas a la misma temperatura durante 1 minuto a maxima velocidad (13500
rpm). A continuacién, se han quitado las columnas de los colectores y se han
colocado en nuevos Eppendorf de 1,5 ml (correctamente etiquetados). Por
ultimo, se han lavado las columnas con agua libre de RNAsa y se han
centrifugado a 4°C durante 1 minuto a 10000 rpm, queddndonos con el ARN
contenido en los Eppendorf.

Durante la manipulacion de la extraccion de ARN, tanto el material
utilizado como el espacio de trabajo han sido previamente lavados con “RNase
Zap”, libre de la enzima RNAsa, que ayuda a conseguir una obtencion 6ptima de
ARN.

La cuantificacion del ARN se ha llevado a cabo en un espectrofotémetro,
modelo NanoPhotometer Pearl de Bionova cientifica, que ademas proporciona
informacion de la pureza del ARN obtenido mediante el ratio A260/A280. El
rango de absorbancia del equipo va desde 0,010 a 1,6 con una exactitud de +2
nm. Las unidades en las que se obtienen los diferentes valores de concentracion
dependen del volumen de muestra y del factor de dilucién (FD) utilizados. En
este trabajo, se ha utilizado un volumen de 10 pl, un FD de 10 y las unidades de
medida han sido ug/ml.

7.2. SINTESIS DE ADNc MEDIANTE RETRO-
TRANSCRIPCION (RT-PCR)

La sintesis de ADNCc se ha llevado a cabo siguiendo el protocolo descrito por
BioRad en el Kit iScript™ cDNA Synthesis. El equipo de RT-PCR utilizado ha
sido el modelo 2720 Thermal Cycler Applied Biosystems. El ADNc obtenido ha
sido de las poblaciones positiva y negativa, a cada una de las dosis irradiadas.

Para el proceso de RT-PCR se necesita un volumen de reacciéon de 20 ul, que
contiene: 0,5 ug de ARN (el volumen utilizado depende de la concentracion del
ARN), 20% de 5x iScript reaction mix (volumen constante de 4 ul), 5% de iScript
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RT (RTasa) (volumen constante de 1 ul) y H.O bidestilada (volumen necesario
hasta completar los 20 pl).

Dichas cantidades se han afadido en nuevos Eppendorf de 1,5 ml
(correctamente etiquetados), a los cuales se les ha realizado la RT-PCR. El
mecanismo llevado a cabo en el interior del equipo ha sido: 5 minutos a 25°C,
30 minutos a 42°C, 5 minutos a 85°C y, por ultimo, y modificado del protocolo,
1 minuto a 15°C.

-.3. DETERMINACION DE LA EXPRESION GENICA
MEDIANTE qPCR

La PCR se realiza con el fin de amplificar el ADNc, para poder determinar la
expresion de los genes acordados. Para ello, se ha utilizado el equipo CFX384™
Real-Time PCR Systems (BioRad), siguiendo el protocolo descrito por BioRad
CFX96™ y CFX384™ Real-Time PCR Systems en el Kit SsoFast EvaGreen
Supermix.

En este trabajo, se ha comprobado la expresion de los siguientes genes:
MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-13, TIMP-1, TIMP-2, HDAC-1,
HDAC-2 y HDAC-4. Los valores obtenidos para estos genes han sido
normalizados con los niveles de expresion de dos genes controles: GAPDH y
188S. Todas las muestras se han medido por triplicado, siendo el resultado final
expresado la media de los tres puntos.

Para cada PCR realizada se ha utilizado: 100-500 nM de “primers” Ay B
(distintos para cada gen), 10% de ADNc, 50% de SsoFast EvaGreen supermix y
la cantidad necesaria de H.O bidestilada (mili Q). Todo ello constituye un
volumen final de reaccién de 10 pl, siendo las cantidades utilizadas las
siguientes: 0,1 ul de “primer” A, 0,1 ul de “primer” B, 5 ul de EvaGreen, 3,8 ul de
H-0O mili Q y 1 ul de ADNc.

El mecanismo llevado a cabo en el interior del equipo ha sido: 1 ciclo a 95°C
durante 30 segundos, 40 ciclos alternando dos estados: 5 segundos a 95°C y 5
segundos a la temperatura de “annealing” (especifica para cada gen), 1 ciclo a
95°C durante 10 segundos, 1 ciclo a 75,5°C durante 5 segundos y, por altimo, 1
ciclo a 95°C durante 5 segundos.

La temperatura de “annealing” de cada gen viene dada por las casas
comerciales donde se compran. Para los genes utilizados en este trabajo, las
temperaturas son las siguientes: 52°C (GAPDH), 57,9°C (18S), 58°C (MMP-1,
MMP-2, MMP-3 y MMP-13), 60°C (TIMP-1, TIMP-2, HDAC-2 y HDAC-4) y
62°C (MMP-9 y HDAC-1).
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Para terminar, los datos obtenidos en las PCRs fueron procesados mediante
el programa BioRad CFX Manager 2.0.

8. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de los datos se ha realizado con el “test t de Student”,
siendo considerado un valor estadisticamente significativo cuando p es menor a
0.05. Los valores considerados significativos se han nombrado de forma
distinta, en funcion del valor de p: * (p < 0.05), ** (p < 0.01) y *** (p < 0.001).
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1. EXPRESION DE MARCADORES DE CSCs TRAS
IRRADIACION

Como se ha descrito en el apartado “Material y métodos”, se han medido la
expresion de distintos marcadores de superficie (ALDH1, CD24 y CD44) de
células madre. Dicha determinacion se ha llevado a cabo, mediante citometria
de flujo, en las células superviviventes tras ser irradiadas a diferentes dosis

(0,2,4y6 Gy).

Los valores de expresion obtenidos para los marcadores ALDH1 y CD44 se
muestran en las Tablas 3 y 4 y se representan en las Figuras 3 y 4, para la linea
celular MCF-7 y la MDA-MB-231, respectivamente, en funcién de las distintas
dosis de radiacion recibida.

Tabla 3: Valores de expresion de los marcadores ALDH1 y CD44 en la linea
celular MCF-7 tras distintas dosis de radiaci6n ionizante.

MCF-7
Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
ALDH1 | Valor | 1.000000 13.9861534 16.6637249 10.9528302
SD 0 1,006863247 | 1,622945631 1,347505375
Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CDg4 Valor | 1.000000 0.75177482 0.68309877 0.32282974
SD 0 0,274599445 | 0,203545297 | 0,078557635

Tabla 4: Valores de expresion de los marcadores ALDH1 y CD44 en la linea
celular MDA-MB-231 tras distintas dosis de radiacion ionizante.

MDA-MB-231
Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
ALDH1 | Valor | 1.000000 | 0,718581989 | 3,144825269 7,611223118
SD (o} 0,206477081 | 0,2906053444 | 1,286383103
Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CDg44 Valor | 1.000000 1,455108359 1,601503759 5,061256081
SD (o} 0,27145895 0,042532739 | 0,246126951
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Figura 3: Representacion de los valores de expresion de los
marcadores ALDH1y CD44 en la linea celular MCF-7 tras
distintas dosis de radiacion ionizante.
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Figura 4: Representacion de los valores de expresion de los
marcadores ALDH1y CD44 en la linea celular MDA-MB-231
tras distintas dosis de radiacion ionizante.

2. EXPRESION DE GENES TRAS IRRADIACION

La determinacion de la expresion génica se ha realizado mediante PCR a
tiempo real (qQPCR). Los genes medidos en ambas lineas celulares (MCF-7 y
MDA-MB-231) han sido: MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-13, HDAC-1,
HDAC-2, HDAC-4, TIMP-1y TIMP-2. La expresion de cada gen se refleja en las
Tablas 5 para MCF-7 y MDA-MB-231 respectivamente. Cada valor corresponde
a la media + SEM de la expresion obtenida para cada dosis de radiacion.
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Ademas, dicha expresion se representa graficamente mostrando la significacion

estadistica: * (p < 0.05), ** (p < 0.01) y *** (p < 0.001).

Tabla 5: Valores de expresion de los genes MMP-1, MMP-2, HDAC-4 y
TIMP-1 en la linea celular MCF-7 tras distintas dosis de radiacion ionizante.

MCF-7
Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CSCs Valor 1.00000 0.38409 1.51313 3.45734
+) SEM 0.21779 0.06519 0.26946 0.18032
Valor p - - - 0.0010%**
MMP-1 =
Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CSCs Valor 1.0000 0.6492 0.5406 0.5836
) SEM 0.10328 0.15708 0.08235 0.11609
Valor p - - 0.0254% -
Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CSCs Valor 1.00000 0.22584 0.21540 0.76365
+) SEM 0.17566 0.04383 0.03432 0.04372
Valor p - 0.0129% 0.0118% -
MMP-2 =
Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CSCs Valor 1.00000 1.02330 1.37910 1.56895
) SEM 0.10979 0.22744 0.15084 0.28937
Valor p - - - -
Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CSCs Valor 1.00000 0.88476 1.37403 6.28161
+) SEM 0.15787 0.22169 0.48998 1.73088
HDAC-4 Va101.' P - - - 0.0384*
Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CSCs Valor 1.00000 0.61145 1.07548 3.25175
) SEM 0.13281 0.11675 0.16641 0.88210
Valor p - - - -
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TIMP-1

Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CSCs Valor 1.00000 0.41820 0.40706 1.47517
(+) SEM 0.16951 0.07349 0.06973 0.06301
Valor p - 0.0345% 0.0318*% -
Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CSCs Valor 1.00000 0.61145 1.07871 1.01410
) SEM 0.09477 0.12315 0.23171 0.17147
Valor p - - - -

Tabla 6: Valores de expresion de los genes MMP-1, MMP-2, MMP-3,
MMP-9, MMP-13, HDAC-2, HDAC-4, TIMP-1y TIMP-2 en la linea celular

MDA-MB-231 tras distintas dosis de radiacion ionizante.

MDA-MB-231
Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CSCs Valor 1.000000 1.258610 1.787905 2.317200
+) SEM 0.085380 0.215980 0.400965 | 0.585950
Valor p - - - -
MMP-1 =
Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CSCs Valor 1.00000 4.90113 4.14858 3.03066
Q) SEM 0.10251 0.31962 0.55247 0.34710
Valor p - 0.0003*** | 0.0050** | 0.0050%*
Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CSCs Valor 1.000000 0.384680 1.380135 2.375590
) SEM 0.043070 0.074390 0.268535 | 0.462680
MMP-2 Va101.' P - 0.0020** - 0.0415%*
Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CSCs Valor 1.00000 0.92602 0.86199 0.87220
Q) SEM 0.11155 0.09984 0.04987 0.31555
Valor p - - - -
(]
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Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CSCs Valor 1.00000 0.84006 1.27152 1.70298
(+) SEM 0.135870 0.129960 0.137945 | 0.145930
MMP-3 Va101.' p - - - 0.0243*
Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CSCs Valor 1.00000 1.37724 2.15097 1.87928
) SEM 0.10817 0.12169 0.10735 0.19601
Valor p - - 0.0016** 0.0171*
Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CSCs Valor 1.00000 5.18664 5.40405 5.62146
+) SEM 0.16751 0.52904 0.58681 0.64458
Valor p - 0.0017** 0.0020%* | 0.0023**
MMP-9 .
Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CSCs Valor 1.00000 1.25844 1.29017 1.91262
) SEM 0.09989 0.35270 0.24283 0.23245
Valor p - - - 0.0226*
Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CSCs Valor 1.000000 1.158350 1.590465 | 2.022580
(+) SEM 0.070220 0.071290 0.198905 | 0.326520
MMP-13 Va101.' p - - 0.0488* 0.0376*
Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CSCs Valor 1.0000 2.3284 2.4621 2.4730
) SEM 0.09677 0.16276 0.27578 0.26393
Valor p - 0.0022%** 0.0075** | 0.0063%**
Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CSCs Valor 1.00000 0.66311 0.93949 1.21587
) SEM 0.09873 0.11092 0.13550 0.16008
Valor p - - - -
HDAC-2 :
Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CSCs Valor 1.00000 1.27669 0.865901 1.05066
) SEM 0.13633 0.11175 0.18249 0.21530
Valor p - - - -
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Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CSCs Valor 1.000000 0.764840 1.356235 1.947630
(+) SEM 0.09726 0.06896 0.22843 0.38790
HDAC-4 Valorp - - - -
Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CSCs Valor 1.00000 1.30006 1.45429 1.18241
Q) SEM 0.07055 0.09270 0.13696 0.15055
Valor p - - 0.0420% -
Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CSCs Valor 1.00000 0.81109 1.06951 1.32793
(+) SEM 0.050260 0.060020 | 0.083735 | 0.107450
Valor p - - - -
TIMP-1 .
Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CSCs Valor 1.00000 1.69120 1.58930 1.66255
Q) SEM 0.10236 0.11856 0.12423 0.17447
Valor p - 0.0116* 0.0216* 0.0306*
Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CSCs Valor 1.000000 1.032570 1.339365 1.646160
(+) SEM 0.04503 0.09734 0.11986 0.14238
TIMP-2 Va101.' P - - - 0.0124*
Dosis o Gy 2Gy 4 Gy 6 Gy
CSCs Valor 1.00000 2.11578 2.14322 1.26153
Q) SEM 0.08350 0.34180 0.43345 0.19106
Valor p - 0.0338* - -

Al comparar las dos lineas celulares, distintos genes han sido expresados en
cada una de ellas. En primer lugar se muestran los genes expresados en comun
(MMP-1, MMP-2, HDAC-4 y TIMP-1) y en segundo lugar, los genes expresados
en la linea celular MDA-MB-231 que no lo han sido en MCF-7 (MMP-3, MMP-9,

MMP-13, HDAC-2 y TIMP-2).

La MMP-1 ha tenido menor expresion en MCF-7 que en MDA-MB-231,
estando mas expresada en la poblacién positiva de la primera linea celular y en
la poblacion negativa de la segunda (Figuras 5y 6).
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Figura 5: Representacion de los valores medios
normalizados de expresion de ARNm de la MMP-1 en la
linea celular MCF-7 (poblaciones positiva y negativa) tras
distintas dosis de radiacion ionizante.
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Figura 6: Representacion de los valores medios
normalizados de expresion de ARNm de la MMP-1 en la
linea celular MDA-MB-231 (poblaciones positiva y
negativa) tras distintas dosis de radiacién ionizante.

La expresion de MMP-2 también es menor en MCF-7, aunque en este caso
en la poblacién positiva de MDA-MB-231 esta mas expresada que en la
poblacion negativa de MCF-7 (Figuras 7y 8).
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Figura 77: Representacion de los valores medios
normalizados de expresion de ARNm de la MMP-2 en la
linea celular MCF-7 (poblaciones positiva y negativa) tras
distintas dosis de radiacion ionizante.
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Figura 8: Representacion de los valores medios
normalizados de expresion de ARNm de la MMP-2 en la
linea celular MDA-MB-231 (poblaciones positiva y
negativa) tras distintas dosis de radiacién ionizante.

El HDAC-4 presenta una expresion similar en las dos lineas celulares para
las distintas dosis de radiacion (Figuras 9 y 10). Es importante destacar que
para la dosis de 6 Gy, este gen estd méas expresado en ambas poblaciones de la
linea celular MCF-7 (Figuras 9).
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Figura 9: Representacion de los valores medios
normalizados de expresion de ARNm del HDAC-4 en la
linea celular MCF-7 (poblaciones positiva y negativa) tras
distintas dosis de radiacién ionizante.
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Figura 10: Representacion de los valores medios
normalizados de expresion de ARNm del HDAC-4 en la
linea celular MDA-MB-231 (poblaciones positiva 'y
negativa) tras distintas dosis de radiacién ionizante.

El altimo gen expresado en ambas lineas celulares ha sido TIMP-1, cuya
expresion es mayor en la poblacion negativa de ambas lineas celulares excepto
para la dosis 6 Gy de MCF-7 en el que hay mayor expresion para la poblacion
positiva (Figuras 11y 12).
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Figura 11: Representacion de los valores medios
normalizados de expresion de ARNm del TIMP-1 en la
linea celular MCF-7 (poblaciones positiva y negativa) tras
distintas dosis de radiacién ionizante.
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Figura 12: Representacion de los valores medios
normalizados de expresion de ARNm del TIMP-1 en la
linea celular MDA-MB-231 (poblaciones positiva y
negativa) tras distintas dosis de radiacién ionizante.

A continuacion se muestran los resultados correspondientes a los genes que
solo se expresan en la linea celular MDA-MB-231: MMP-3, MMP-9, MMP-13,
HDAC-2 y TIMP-2.

En la MMP-3 se puede observar un aumento de expresion tanto en la
poblacion positiva como en la negativa, aunque con un pequeio descenso en la
dosis mas alta de la negativa. Los valores encontrados han sido superiores en la
poblacion negativa para todas las dosis de radiacién empleadas (Figura 13).
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Figura 13: Representacion de los valores medios
normalizados de expresion de ARNm de la MMP-3 en la
linea celular MDA-MB-231 (poblaciones positiva y
negativa) tras distintas dosis de radiacion ionizante.

La expresion de MMP-9 ha sido muy diferente entre las poblaciones positiva
y negativa, y con respecto al resto de los genes. Las dos poblaciones tienen la
misma tendencia de aumentar de forma dosis dependiente. Ademas, los valores
de expresion de este gen aumentan del orden de 5 veces con respecto al control
tras la irradiacién celular (Figura 14).
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Figura 14: Representacion de los valores medios
normalizados de expresion de ARNm de la MMP-9 en la
linea celular MDA-MB-231 (poblaciones positiva y
negativa) tras distintas dosis de radiacion ionizante.
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La MMP-13 aumenta su expresion con respecto las distintas dosis, aunque
en este caso la poblacién negativa presenta una expresiéon superior con respecto
a la positiva (Figura 15).

MDA-MB-231
s MMP-13
] *%*
ok [ CSC (+)
£ Bl CSC(-)
Z
2% 2 *
L ©
T o
59
o =
x N—r
L
0 T T L)
0 2 4

Dosis de radiacion (Gy)

Figura 15: Representacion de los valores medios
normalizados de expresion de ARNm de la MMP-13 en la
linea celular MDA-MB-231 (poblaciones positiva y
negativa) tras distintas dosis de radiacién ionizante.

El HDAC-2 se expresa de forma similar en ambas poblaciones (positiva y
negativa) para todas las dosis de radiacion, excepto para la dosis de 2 Gy donde
la expresion en la poblacion negativa es casi el doble que en la positiva
(Figura 16).
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Figura 16: Representacion de los valores medios
normalizados de expresion de ARNm del HDAC-2 en la
linea celular MDA-MB-231 (poblaciones positiva y
negativa) tras distintas dosis de radiacién ionizante.
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Por ultimo, con respecto a la expresion de TIMP-2 se observa un incremento
en la poblacion positiva para todas las dosis de radiacion. En la poblacion
negativa este valor ha sido maximo para las dosis de 2 Gy y de 4 Gy (Figura 17).
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Figura 17: Representacion de los valores medios
normalizados de expresion de ARNm del TIMP-2 en la
linea celular MDA-MB-231 (poblaciones positiva y
negativa) tras distintas dosis de radiacién ionizante.
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El papel del microambiente en la regulacion de la progresion tumoral ha
sido ampliamente documentado, y constituye una fuente importante de factores
pro-tumorales criticos que facilitan el crecimiento del tumor. Las células
tumorales y las estromales secretan diferentes proteinas, metaloproteasas
(MMPs), que estan relacionadas en la degradacion de todos los componentes de
la matriz extracelular (MEC), contribuyendo a los procesos de adhesion,
movilidad, comunicacion e invasion celular y metastasis. [ Mbeunkui F y Johann
DJ Jr, 2009]

Como ya se ha descrito en el apartado “Introduccién” de esta memoria, las
MMPs forman parte de la familia de las endopeptidasas, que son activas a pH
fisiolégico y, a niveles bajos, regulan el remodelado de la matriz extracelular.
Por tanto, modulan la respuesta del microambiente tumoral asi como el proceso
de transicion de epitelio a mesénquima.

En condiciones fisiol6gicas, las MMPs se expresan en bajos niveles gracias a su
regulacion por inhibidores de MMPs endogenos del tejido (TIMPs), de manera
que el equilibrio entre los niveles de MMPs y TIMPs es critico para determinar
el estado del microambiente tisular. [ Mbeunkui F y Johann DJ Jr, 2009]

En condiciones patologicas, los niveles de MMPs aumentan rapidamente en
comparacién con los niveles de sus inhibidores dando lugar a activaciéon de las
MMPs y de los receptores de la superficie celular, desencadenando la puesta en
marcha de las correspondientes cascadas de senalizacion. La expresion
aumentada de MMPs se asocia con un mal pronostico. [Artacho-Cordon F, y
cols., 2012]

Zagouri y cols. ha documentado la utilizacion de MMP-2 y TIMP-2 en el
diagnostico precoz del cancer de mama [Zagouri F, y cols., 2011]. Diferentes
publicaciones muestran una relacion entre niveles aumentados de alguna MMP
y una disminucion de la supervivencia en pacientes con tumores avanzados de
mama, pulmon, pancreas, prostata, ovario y colo-rectal [ Bendardaf R, y cols.,
2010; Ko¢ M, y cols., 2006; Lengyel E, y cols., 2001; Zucker S, y cols., 1999]. La
regulacion de las MMPs se lleva a cabo no solo a través de los TIMPs, sino
también epigenéticamente mediante los HDACs. En este sentido, la utilizacién
de inhibidores de histonas desacetilasas (HDACI) ha permitido poner de
manifiesto la importancia de la acetilacion de histonas en el remodelado de la
matriz extracelular al modular el equilibrio entre las formas activas y latentes de
las MMPs. [Estella C, y cols., 2012]

Considerando todo lo anteriormente descrito, la correcta activacion tanto de
MMPs como de sus inhibidores influye en un gran nimero de funciones como el
remodelado y la renovacion de los componentes de la matriz extracelular, el
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crecimiento del tejido, la muerte celular programada, la angiogénesis, la
invasion y el desarrollo de metéastasis [ Kessenbrock K, y cols., 2010].

Este trabajo se ha realizado para determinar si la radiacion contribuye a la
seleccion de las CSCs y si afecta a la expresion de diferentes enzimas que
intervienen en la degradacién de la MEC en una pequena poblacion de las
células tumorales denominadas “Cancer Stem Cell” (CSCs), subpoblacion muy
importante a la hora de determinar la respuesta tumoral a la radiaciéon, puesto
que de no ser eliminadas tras este tratamiento, en gran parte, son las
responsables de la recidiva tumoral. Por tanto, se ha analizado la expresion de
distintas MMPs y de sus reguladores (TIMPs y HDACs) en las subpoblaciones
de CSCs positiva y negativa de dos lineas celulares de cancer de mama humano
(MCF-7y MDA-MB-231).

En términos generales, los resultados obtenidos ponen de manifiesto que la
linea celular MDA-MB-231 presenta mayor nimero de genes expresados que la
linea MCF-7. Este hecho podria justificar el fenotipo méas agresivo asociado a la
linea MDA-MB-231 que, ademas, presenta mayor radio-resistencia.

Un estudio comparativo de las dos lineas, refleja que en ambas se expresan los
genes MMP-1, MMP-2, HDAC-4 y TIMP-1. Esta expresion, de forma general,
incrementa conforme aumenta la dosis de radiacién, y se muestra distinta al
comparar la poblacion CSCs positiva y negativa. Considerando la expresion de la
MMP-2, es importante destacar que la radiacién aumenta la expresion de este
gen en la poblacion negativa de la linea MCF-7 y en la poblaciéon positiva de
MDA-MB-231.

La MMP-1, capaz de degradar cualquier tipo de fibra de colageno de la glandula
mamaria [Eck SM, y cols., 2009], presenta un aumento de expresion dosis
dependiente bastante significativo en la poblacién positiva de la linea MCF-7
respecto al control (3.45734 vs 1, p=0.0010%%¥%),

Los genes que solo se han expresado en la linea celular MDA han sido MMP-3,
MMP-9, MMP-13, HDAC-2 y TIMP-2. La radiacién provoca un aumento de la
expresion de las MMP-3 y MMP-13 en las dos poblaciones (positiva y negativa)
y en la MMP-9 sélo en la poblacion positiva. La mayor expresion de MMP-3
después del tratamiento con radiacion, contribuiria al cambio de fenotipo
epitelial a mesenquimal [Artacho-Cordon F, y cols., 2012], y, por tanto,
potenciaria la capacidad invasiva de las células.

Ademas, la expresion aumentada de MMP-9 y MMP-13 tras irradiacion favorece
el crecimiento tumoral. En la MMP-13, también se ve aumentada su expresion
tanto en la poblacion positiva como en la negativa (5.62146 vs 1, p=0.0023%%;
1.91262 vs 1, p=0,0226%, respectivamente). La MMP-13 se ha asociado a un
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fenotipo tumoral més agresivo y a un mal prondstico en pacientes con cancer de
mama. [Powell WC, y cols., 1999; Zhang B, y cols., 2008]

La expresion de TIMP-2, se ve aumentada para las dosis de 2 Gy y 4 Gy en la
poblacion negativa. Por el contrario, la radiacion no afecta los niveles de
expresion de HDAC-2.

Para finalizar, nuestros resultados ponen de manifiesto una mayor expresion de
MMP-2 y MMP-g tras el empleo de radiaciéon ionizante en la poblacion positiva
de la linea celular MDA-MB-231. Resultados similares han sido documentados
por Kaliski y cols. en células de melanoma humano. [Kaliski A, y cols., 2005]

Recientemente, Milovanovic y cols. han descrito que pacientes de cancer de
mama con RE- muestran mayores niveles de MMP-9 determinados mediante
ELISA en lisados tisulares de tumores primarios. Ademas, reflejan que la mayor
expresion de MMP-2 se asocia a PR+. Estos autores han sugerido que la
expresion de MMP-2 y MMP-9 esta regulada por mecanismos diferentes que, a
su vez, dependen de la distinta expresion de receptores hormonales en las
células. [Milovanovic J, v cols., 2013]

La expresion aumentada de MMP-2 y MMP-g tras el tratamiento con radiaciéon
estaria contribuyendo, por tanto, a que las células MDA-MB-231 modifiquen su
capacidad de supervivencia celular, su estado de diferenciacion y a que reflejen
un fenotipo asociado al proceso de carcinogénesis. El hecho de que esta
expresion aumente con la dosis de radiaciéon en la poblacion CSC+, podria
justificar el desarrollo de tumores secundarios, dado que aquellas células que no
han sido eliminadas con radiacion degradarian la MEC con mayor facilidad. En
este sentido, seria interesante utilizar, junto a la radioterapia, inhibidores de
estas MMPs para evitar que, tras el empleo de radiacion, las células
desarrollaran un fenotipo mas agresivo que favorezca la progresion tumoral. De
esta manera, tanto MMP-2 como MMP-9 podrian ser consideradas como
nuevas dianas terapéuticas en el tratamiento del cancer.
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CONCLUSIONES

Tras la realizacion de este trabajo de investigacion, se establecen las
siguientes conclusiones:

1.

La expresion de marcadores de CSCs varia en funcion de la dosis de
radiacion y de la linea celular ensayada. La poblacién de CSCs se
enriquece para 4 Gy en MCF-7 y para 6 Gy en MDA-MB-231.

Tras irradiacion, los genes expresados relacionados con la remodelacion
del microambiente tumoral, son mayores tanto en niimero como en nivel
en la linea celular MDA-MB-231.

En MCF-7, la mayor expresion en la poblacion CSCs(+) es para la
MMP-1, la cual esta asociada a los procesos de invasion y metéastasis.

En MDA-MB-231, la mayoria de genes estdn mas expresados en la
poblacion CSCs(-), excepto la MMP-2 y la MMP-9 donde la expresion es
mayor en la poblacion CSCs(+).

Puesto que la MMP-2 y la MMP-9 intervienen en la degradacion de la
MEC Yy, por tanto, estan relacionadas con procesos asociados a la invasion
y metastasis, la mayor expresion de estos genes en la poblacion CSC(+)
de la linea celular MDA-MB-231, permitiria poder utilizarlas como
nuevas dianas terapéuticas en el tratamiento del cancer.
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ABREVIATURAS

ADNc — ADN complementario

ALDH1 — Aldehido deshidrogenasa 1

APC — Allophycocyanin = Aloficocianina (AF)

ATM - Ataxia telangiectasia mutada

BAA - Bodipy-Aminoacetato

BAAA - Bodipy-Aminoacetaldehido

BCSCs - Breast cancer stem cell = Células madre tumorales mamarias
BER - Reparacién por escision de bases

BRCA - Breast cancer

CD — Cluster of differentitation = Grupo de diferenciacion
Chk — Checkpoint kinases = Kinasas de puntos de control
CIC - Centro de instrumentacion cientifica

CSCs — Cancer stem cells = Células madre tumorales
DEAB - Dietilaminobenzaldehido

DMEN — Medio minimo esencial modificado

DMSO - Dimetilsulféxido

DSBs — Roturas de doble cadena (del ADN)

EGF - Factor de crecimiento epidérmico

EGFR — Receptor del factor de crecimiento epidérmico
ER — Receptor de estrogenos

ESA — Antigeno especifico epitelial

FasL — Fas ligando

FBS - Suero bovino fetal

FD - Factor de dilucion

FGFb — Factor de crecimiento de fibroblastos basico

FSU - Subunidades funcionales
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HDACSs — Histonas deacetilasas

HDACIs — Inhibidores de HDACs

HER2 — Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2
HIF-1a — Factor inducible por hipoxia

HRR - Reparacion por recombinacion homologa

IARC - Agencia internacional de investigacion del cancer
IGF - Factor de crecimiento de la insulina

LET - Transferencia de energia lineal (de radiacion)
LOX - Lisil oxidasa

MAPK - Proteina kinasa activada por mitdégenos

MEC - Matriz extracelular

miRNA — MicroRNA

MMPs — Metaloproteasas

NER - Reparacién por escision de nucleotidos

NHEJ — Reparacion por unién de extremos no homoélogos
OMS - Organizacién mundial de la salud

p53 — Proteina 53

PBS - Tampon fosfato salino

PCR - Reaccidon en cadena de la polimerasa

PE — Phycoerythrin = Ficoeritrina (FE)

PR — Receptor de progesterona

qPCR - PCR a tiempo real

RI - Radiacién ionizante

ROS - Especies reactivas de oxigeno

rpm — Revoluciones por minuto

RT — Retro-transcripciéon

——
9
(o]

 —




ABREVIATURAS

TEM - Transicion epitelio mesenquimal

TGF-f — Factor de crecimiento transformante 3
TIMPs — Inhibidores tisulares endégenos de MMPs
TNF-a — Factor de necrosis tumoral a

VEGTF - Factor de crecimiento endotelial vascular
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