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1. REGULADORES DEL CICLO CELULAR: CDKS Y CICLINAS

1.1 El ciclo celular

El ciclo celular es un proceso fundamental y ordenado en el que el DNA de una
célula se replica y los cromosomas homoélogos son equitativamente distribuidos a dos
células hijas'. Tradicionalmente el ciclo celular se ha dividido en dos etapas: la mitosis,
que hace referencia al proceso de division celular, y la interfase, que es el periodo entre
dos mitosis. La interfase a su vez se divide en tres fases: G, S y G,. Durante la fase G,
la célula se prepara para la sintesis de DNA, en S se produce la replicacion y en G, la
célula se prepara para entrar en mitosis. Sin embargo la mayoria de las células en

mamiferos entran en un estado de quiescencia denominado G’

Muchos reguladores clave del ciclo celular son activados o inactivados en puntos
especificos del ciclo, como es el caso de la actividad de las quinasas dependientes de
ciclinas (CDKs), que ven su accion modulada por las ciclinas, y es este control
traduccional el que permite que se puedan producir cambios rapidos y reversibles entre
las distintas fases para que se dé una respuesta tanto a condiciones fisiologicas como

patolégicas™.

o N

N
-

Figura 1. Representacion de las principales fases del ciclo celular. Adaptada de Richard
Wheeder, 2006 .
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1.2 Complejos CDKs-ciclinas

Las CDKs son subunidades cataliticas que pertenecen a una amplia familia de
serina/treonina proteina quinasas que en muchos casos estan involucradas en el control
de la progresién a través del ciclo celular®. La activacion catalitica de las CDKs
requiere su unién con una subunidad activadora denominada ciclina®. A estos
reguladores de las CDKs se les otorgd como nombre el término ciclina, en primera
instancia, por su capacidad de ser sintetizadas y degradadas a lo largo del ciclo celular,
aunque hoy en dia se sabe gue no todas son sintetizadas y destruidas de forma ciclica,
ni tienen como funcién la activacion de una CDK®. Actualmente estas proteinas estan
estructuralmente definidas por la presencia de un dominio de unos 100 aminoéacidos
denominado cyclin box, que interacciona con la CDK®.

La progresion a través de G; estd regulada por complejo mecanismo que
involucra al menos a tres CDKs: CDK4, CDK6 y CDK2 y sus respectivos reguladores’.
En el comienzo, las sefales mitoticas inducen la sintesis de la ciclina D, asi como la
translocacion de CDK4 o CDK®6 al nucleo. Estos complejos activos gracias a las
ciclinas D, fosforilan a su vez a los miembros de la familia de retinoblastoma (Rb), que
incluyen a pRb, p107 y p130, y los inactivan®. Las proteinas Rb acttian reprimiendo la
transcripcién mediante el bloqueo de las ciclinas E, que son necesarias a su vez para
activar a CDK2 y completar la fase G;. La inactivacion de pRb es crucial para la
transcripcion de genes que serdn necesarios en las siguientes fases del ciclo, como son
los genes que codifican para las ciclinas A y B>. Las ciclinas A se acumulan durante la
fase S, mientras que la sintesis de las ciclinas B no se hace evidente hasta la transicion
G,-M™. Al final de la fase G, la ciclina E deja de estar unida a CDK2, y se da el paso a
la fase S gracias a la unién de las ciclinas A con esta CDK2*'°. Cuando va a terminar la
fase S, las ciclinas A se asocian con CDKZ1 para dar el salto a la fase G,, fase en la que
se va a proceder a la replicacién del DNA. Una vez se ha hecho el pase entre estas dos
fases, las ciclinas A son degradadas mediante mecanismos de ubiquitinacion, y las
ciclinas B pasan a ser activamente sintetizadas para unirse a CDK1, lo que permitira al
ciclo avanzar hasta la mitosis, ya que estos complejos promueven la separacion de los

centrosomas mediante la fosforilacion de la proteina motora asociada al centrosoma
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Eg5, ademas de estar implicados en otros procesos como la condensacion de los
cromosomas o la rotura de la lamina nuclear®. Finalmente, la inactivacion de los
complejos CDK1-ciclina B es necesaria para la adecuada finalizacion de la mitosis, y
es llevada a cabo mediante la ubiquitinacion y degradacion proteolitica de las ciclinas
B™.

Figura 2. Papeles de los complejos CDK-ciclinas en la regulacion del ciclo celular. Adaptada
de Malumbres y Barbacid, Genome Biol, 2004°

1.3 Complejos CDK-ciclinas en cancer

Durante los Ultimos afios una gran cantidad de informacion cientifica ha
demostrado la relevancia de la desregulacion del ciclo celular en la aparicién de muchos
tipos de canceres’**®. Los tumores acumulan mutaciones que resultan en la activacion
constitutiva de sefiales pro-mitogénicas y respuestas ineficaces a las sefiales anti-
mitogénicas que conducen a la proliferacion exacerbada de las células tumorales®. Estas
alteraciones no solo conllevan a la proliferacion descontrolada, sino que aumentan la
susceptibilidad a la acumulacion de alteraciones genéticas adicionales que pueden

contribuir a la progresion tumoral y a un fenotipo méas agresivo'®. Por tanto, entender los
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mecanismos moleculares que llevan a la division inapropiada de las células
cancerigenas nos permitirad identificar dianas que sean terapéuticamente manipulables
para detener su crecimiento™. Por estos motivos, durante los Gltimos afios, las CDKs se
han revelado como objetivos farmacoldgicos muy atractivos en practica clinica para el
desarrollo de drogas antitumorales™®, pero también es importante tener en cuenta el
papel esencial que presentan las ciclinas, quienes son los primeros reguladores de las
CDKs y en muchos casos han demostrado también estar implicadas en los procesos
tumorales™.

Por ejemplo, la sobreexpresion de la ciclina B1 ha sido descrita en diferentes
canceres como mama, colon, pulmén, gastrico o prostatata’®. En cancer de mama la
elevada expresion de la ciclina B1 esta correlacionada con un grado tumoral elevado®’,
gran tamafio y nodulos positivos, al igual que en cancer de pulmén y de colon es un
indicativo de mal pronéstico'®*®. Otra ciclina que se encuentra alterada en cancer es la
ciclina D1, necesaria para mantener el crecimiento tumoral y la capacidad de auto-
renovacion de las células, y cuya deplecién reduce la migracion de las células
cancerigenas®. Por otro lado, la ciclina A correlaciona con mal pronéstico en cancer de
mama, con carcinogénesis y metastasis en cancer de colon y contribuye a la invasion en
cancer de prostata®’. Finalmente, ciclina E se ha encontrado a altos niveles de expresion
en etapas tempranas de cancer de mama, asi como en melanoma y carcinoma de

ovario'>,

1.4 Nuevas ciclinas

Ademas de las ya bien conocidas ciclinas canonicas, la anotacion y comienzo de
comprension del genoma humano presentado en 2001 han ido desvelando
progresivamente la presencia de una 29 nuevos genes que codifican para proteinas que

comparten una secuencia comdn con las primeras: la cyclin box® (Fig. 3).

En la revision de Malumbres y Barbacid de 2005 se puede encontrar mas

informacion sobre la familia de ciclinas®.



INTRODUCCION

— CyclinF 786 aa [T [ | [ i
Cyclin O 316aa e ]
Cyclin A1 465aa [ [ | et
Cyclin A2  432aa [ [ | |
CyclinB3 1395aa [ [ T T
CyclinB1  433aa [ e o o
CyclinB2  398aa [ [ I e
CyclinD3  292aa I
CyclinD1  295aa et |
CyclinD2  289aa it e
CyclinE1  410aa ] ]
CyclinE2  404aa [ [ | | ]

— CyclinJ 372aa T

_[ CyclinC 302aa I
CyclinH 323aa o] e ]
Cyclin K 355aa e ]
CyclinT1  726aa L [ [ I [ 1]
CyclinT2  730aa [ [ I II [ 1]
CyclinL1  526aa [ [ [ T [I1T ]

H CyclinL2  424aa = I ]
CyclinM3 707 aa [ ]
CyclinM1  586aa [ L] ]
CyclinM2  854aa [ [ |
CyclinM4  727aa | [ [ |
Cables 1 633 aa [T i [ I |
Cables2  478aa 1 [ I |

[~ Cyclin| 377aa e
CyclinG1  295aa —1—
Cyclin G2  344aa [ ——T ]

[] N-terminal cyclin box [] C-terminal cyclin box [[] F-box [] Nuclear localization signal [_] Proline-rich

Figura 3. Proteinas de mamiferos con un dominio cyclin-box. Adaptada de Malumbres y Barbacid,
Genome Biol, 2005 °

Hasta ahora el conocimiento sobre estas “nuevas ciclinas™ es escaso: si tienen un
comportamiento que fluctda a lo largo del ciclo, si estan relacionadas con alguna CDK,
cudl es su funcion, etc. Lo que si proponen varios autores es que algunas de estas
ciclinas estan implicadas en procesos tumorales como ya venian estando las ciclinas
canodnicas: la ciclina G1 favorece la expansion de células madre cancerigenas en cancer
de higado®; la ciclina | promueve la resistencia a cisplatina en céncer cervical®,
incrementa la proliferacion celular en cancer de ovario® y se encuentra sobreexpresada
en cancer de mama?®. Por estos motivos no es demasiado aventurado prever que estas
nuevas ciclinas estaran de una forma u otra vinculadas con la regulacion del ciclo
celular si bien su funcién y posible desregulacién en los distintos tipos de canceres

queda por discernir.
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141 CNTD1

La ciclina CNTD1 es el ortlogo de C. elegans COSA-1, una nueva ciclina que
ha demostrado promover la recombinacion CO (crossover) junto a MSH-4/MSH-5 y
ZHP-3%. Ademas, ha sido identificada como un mediador esencial en el proceso de la
segregacion cromosomica durante la meiosis I, ya que coordina los procesos de
asociacion entre las proteinas HEI10 y RNF212 con los componentes de la maquinaria

de segregacion cromosémica’’.

1.42 CNTD2

La ciclina CNTD2 o ciclina P es una de las nuevas ciclinas que han aparecido
recientemente cuya historia supone un lienzo en blanco: no se conoce ninguna pareja
CDK, si interviene en el ciclo celular, si esta regulada ciclicamente, o donde se localiza
celularmente, entre otras cuestiones. De esta ciclina sélo se conoce que se encuentra en
el cromosoma 19 junto al gen AKT2 (Fig. 4A), que sélo presenta una cyclin box y que
tiene dos isoformas reconocidas por NCBI?® (Fig. 4B), siendo la mayor de 33kDa y la

menor, producto de un splicing alternativo (Fig. 4C).

A [40191657 p CROMOSOMA 19 [ 40255531 pr
MAP3K10 : AKT2
TTCSB LOC107985259 HIRG41
CNTD2 s
B o 90 19 172-185
\
1 38 76,5 115 153 191 229.5 268 307
0 90 119 185 CNTD2 33KDa
| | ' = CNTD2 17KDa
0 185
C 0
‘MLVRGRDQGSGSRLGPIVRRWAPRPSPLQSLAASLDAEPSSAAVPDGFF’AGPTVSPRRLARPPGLEEAL ‘

}SALGLQGEREYAGDIFAEVMVCRVLPLRALPRAVTPEM RALVVDWLVQVHEYLGLAGDTLYLAVHL ‘

jLDSY LSAGRVRLHRLQLLGVACLFVACKMEECVLPEPAFLCLLSADSFSRAELLRAERRILS ‘

:RLDF RLHHPGPLLCLGLLAALAGSSPQVMLLATYFLELSLLEAEAAGWEPGRRAAAALSLAHRLLDGAGS ‘

|RLQPELYRCSLGGGSVWGHRSFRDLPSWSFLRSRRMRDNY | ‘ Cyclin box ‘
307

Figura 4. CNTD2. (A) Localizacion cromosomica. (B) Isoformas. (C) Secuencia proteinica.
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Las Unicas publicaciones sobre esta ciclina se basan en analisis high throughput y
sefialan que CNTD2 es uno de las 25 proteinas que mas frecuentemente se encuentran
amplificadas en cancer colorrectal®® y que su promotor se encuentra hipometilado en
carcinoma de células pequefias®, lo que podria significar un aumento de expresion del
gen en células cancerigenas respecto al tejido sano.

Por otro lado, resultados independientes de dos grupos de investigacion han

propuesto una relacion entre CNTD2 y la via NF-KB3%,

1.43 CCNG1

La expresion de CCNG1 es activada transcripcionalmente por p53* y se expresa
ciclicamente alcanzando sus niveles méaximos en la fase G2/M*. Esta ciclina
interacciona con las CDK1, CDK2, CDK4, CDK5, y CDK6%.

El papel de CCNGL1 no esta claro en cancer, ya que mientras en algunos casos
como en céncer de higado aumenta la proliferacion celular®, promueve la metastasis y
la transicion epitelial a mesenquimal (EMT)¥, e incrementa la expansion de las células
madre cancerigenas (CSCs) mediante la induccién de SOX2?, en otros contextos parece
tener una funcién oncosupresora, como por ejemplo en células de endometrio, donde se

relaciona con supresores tumorales como PP2A%,

1.44 CCNG2

Varias evidencias apuntan que la ciclina G2 puede actuar como supresor tumoral
dependiendo del tipo tumoral. Inhibe la progresion del ciclo celular mediante la
interaccion con PP2A, reduciendo la fosforilacion de CDK2 y produciendo errores en la
citocinesis®. Ademas se ha relacionado el aumento de la expresién de CCNG2 en
cancer de pulmén con la reduccion en la proliferacién y migracién celular®, por lo que
la baja expresion de esta ciclina estd correlacionada con un incremento en la progresién

tumoral y mal pronéstico™.
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1.4.5 CCNI

La ciclina I tiene una expresion ciclica a lo largo del ciclo celular y se acumula
principalmente en las fases G2/M*. Esta ciclina interacciona con CDKS5 reteniéndola en
el nicleo y este complejo acttia disminuyendo la apoptosis en células diferenciadas®.

Ademas recientes resultados de nuestro grupo de investigacion presentan a
CDK6 como un nuevo interactor de CCNI (Quandt et al, datos no publicados). La
sobreexpresion de este complejo estaria incrementando la proliferacion celular y la
multi-resistencia a farmacos en lineas de cancer de pulmén*, ademas de otorgando
resistencia a cisplatina en céancer cervical®®. Finalmente cabe resaltar los elevados
niveles de expresion de CCNI en cancer de ovario y mama y que Su expresion esta

correlacionada con un aumento en la proliferacion y la angiogénesis®*%.

1.46 CCNO

La ciclina O se expresa durante la fase S del ciclo, tiene una localizacién
nuclear®® y regula la actividad de la CDK2*.

Los primeros estudios de esta ciclina sefialan como uno de sus papeles
fisiologicos el de inducir la apoptosis en células linfoides mediante la formacién de
complejos activos con CDK2 a través de la activacion de las caspasas®’, viendo su
actividad modulada a través de p53 y de los miembros de la familia Bcl-2.

Por otro lado, se ha relacionado a esta ciclina con procesos de movilidad celular,
ya que mutaciones en la misma reduce el nimero de cilios en células multiciliadas® y
actlia como un regulador necesario en la formacién de deuterosomas™, lo que esta
relacionado con patologias como desérdenes crénicos pulmonares***, hidrocefalea e
infertilidad®.

Finalmente la ciclina O esta altamente expresada en ovocitos y ha demostrado ser

importante en la el proceso de maduracién de los mismos™®.
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1.4.7 CCNY

La ciclina Y se expresa en la membrana de las células®® y tiene un
comportamiento fluctuante con un aumento de expresion en G2/M>*. Se ha descrito la

interaccion de esta ciclina con CDK14 y CDK16°%>

, Y en cuanto a sus funciones, por
un lado CCNY esta involucrada en procesos fisiolégicos como la espermatogénesis™, la
adipogénesis™ y la comunicacién entre neuronas post-mitéticas’’, pero también juega
un papel esencial en diversos tipos tumorales ya que incrementa la proliferacion celular

*859 y aumenta la migracién e invasion en células de cancer de ovario® y de

en glioma
carcinoma hepético®. Ademés, resultados recientes de nuestro grupo de investigacion,
han demostrado la interaccién entre el complejo CDK16-CCNY y PRC1 (Hernandez-
Ortega et al, datos no publicados), proteina cuya implicacion en cancer ha sido
ampliamente demostrada para cancer de mama®, de vejiga®, higado®, pancreas® o

canceres gastricos®®.

148 SPY1

En este caso, SPY1 carece de “cyclin box”, pero es capaz de interaccionar con las
CDK1 y CDK2 gracias a un dominio llamado “RINGO box” "% Ademas se expresa
ciclicamente y su degradacién también se produce de forma ciclica, gracias a la accién
del proteosoma®®®®.

SPY1 tiene un papel importante en ciclo celular®” y en proliferacion™ y se ha
encontrado una expresion exacerbada en lineas y tejidos tumorales, como son el cancer
de higado, de cerebro y de mama’* ", habiéndose descrito en este Gltimo sus
capacidades de inducir tumorigénesis y resistencia a tamoxifeno a través de la via

ERK1/273™,
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2 EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER

2.1 Cancer colorrectal

Hace unas décadas el cancer colorrectal (CCR) tenia una incidencia baja, pero en
la actualidad se ha convertido en el tercer cancer mas comdn en el mundo™. Esta
incidencia creciente se puede explicar por el envejecimiento de la poblacion, los habitos
no saludables de dieta, la baja actividad fisica y la obesidad en los paises occidentales’.

En los Gltimos afios han aparecido tratamientos nuevos para el CCR primario y
metastasico, pero a pesar de los avances en las terapias quirdrgicas y farmacoldgicas las
curvas de supervivencia se han mantenido practicamente invariables en los Gltimos
afios, por lo que se hacen necesarios programas de deteccion temprana y nuevas dianas
terapéuticas para evitar las resistencias producidas a la quimioterapia existente’®,

Tanto los factores genéticos como ambientales juegan un papel importante en la
etiologia del CCR, aunque la mayoria de los canceres son esporadicos y tienen un
historial familiar negativo. Los p6lipos de colon que aparecen en la zona derecha (que
incluye el ciego, el colon ascendente y el colon transversal), normalmente se
caracterizan por una excesiva metilacion de las islas CpG. Por el contrario, los p6lipos
que emergen en la parte izquierda del colon (que incluye el colon descendente, sigmoide
y el recto), frecuentemente lleva mutaciones KRAS'.

Ademas de las mutaciones KRAS, otras mutaciones muy frecuentes son las
BRAF, proteina miembro de la familia RAF quinasas que transduce sefiales debajo de
RAS a traves de la via MAPK. BRAF aparece mutado en un 10% de los CCRs,
principalmente en la V600, que incrementa la actividad de BRAF traduciéndose en un

mal prondstico y menor esperanza de vida’”.

2.2 Cancer de pulmon

El cancer de pulmon ha sido el cancer con mayor presencia durante las Gltimas
décadas, y contintia siendo el que produce un mayor namero de muertes en el mundo ya

que supone un 20% del total de fallecimientos producidos por cancer”. Debido a la
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ausencia de sintomas clinicos y de programas de deteccion efectivos, la mayoria de los
canceres de pulmén son diagnosticados en estadios avanzados’®.

El cancer de pulmon de celulas no pequefias (Non-small-cell lung cancer o
NSCLC), que incluye adenocarcinoma, carcinoma escamoso Yy carcinoma de células
grandes, representa el 85% de todos los casos de cancer de pulmdn, mientras que el
cancer de pulmoén de células pequefias constituye el 15% restante’®. A pesar de que el
NSCLC es mucho mas comun que el SCLC, tiene mejor pronostico ya que el SCLC es
més agresivo y se disemina rapidamente®.

El tabaco es el primer factor de riesgo en este cancer, y a pesar de que la
incidencia esta disminuyendo en los paises desarrollados parece que en paises menos
desarrollados esta incrementando, probablemente por una legislacion mas liviana

respecto al consumo de tabaco’™.

2.3 Cancer de mama

Es el segundo cancer mas comun en el mundo y supone el 14,4% de las muertes
por cancer”. El cancer de mama aparece cuando un tumor maligno se desarrolla en el
tejido mamario, principalmente en los I6bulos y conductos responsables de la
produccion de leche™.

La mayoria de los canceres de mama son de origen epitelial y se clasifican como
carcinomas, los cuales se organizan en una amplia variedad de subtipos que se
diferencian tanto en la morfologia como en el comportamiento biolégico®™ y la
clasificacion mas general es la que los subdivide en carcinoma ductal in situ (CDIS) y
carcinoma ductal invasivo (IDC). La diferencia principal entre ambos es que en el
primero se produce la contencion de las celulas por la membrana basal de los conductos
mientras que en el segundo no, lo que permite la migracion de las células a otros tejidos.
El IDC es el mas prevalente e invasivo y comprende el 80% de los casos®.

Entre los diferentes factores de riesgo que se han asociado con el desarrollo del
cancer de mama, encontramos la edad, la obesidad, el consumo de alcohol, la
exposicion a estrogenos y la herencia genica, particularmente de mutaciones en BRCA1
y BRCA2%.
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3 BIOLOGIA DEL CANCER

Durante los ultimos afios se ha empezado a comprender que los tumores no pueden
entenderse como simples masas celulares®® y que el cancer no es en realidad una sola
enfermedad sino maltiples enfermedades de diferentes tejidos englobadas en un solo
nombre®#,

Existen una serie de signos distintivos que aparecen en mayor o menor medida en
este tipo de patologias y que a su vez son responsables de la gran diversidad dentro del
tumor (heterogeneidad intratumoral) y entre los procesos tumorales de diferentes
individuos (heterogeneidad intertumoral). Estos signos, o Hallmarks, como hizo popular

Hanahan en sus revisiones de 2000 y 2011, estan presentes en todos los tumores y

algunos de ellos van a ser brevemente comentados a continuacion®.

. v Evasion de
Proliferacion
supresores

Desregulacion
metabdlica

Evasion del
sistema inmune

EMT
Stemness

Inestabilidad Induccion de
gendmica inflamacion
ey : Migracion e
Angiogénesis e
Invasion

Figura 5. Esquema de las principales propiedades de los cAnceres. Adaptada de Hanahan et
al, Cell, 2011%.
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3.1Proliferacion

Indiscutiblemente, el rasgo fundamental de las células tumorales es su capacidad
para proliferar indiscriminadamente. En los tejidos sanos, hay un control exhaustivo en
la produccion y liberacion de sefiales promotoras de crecimiento, que regulan
minuciosamente la progresion a través del ciclo celular, y por tanto, la division de las
células®®. A pesar de la presencia de sefiales de crecimiento, en las células cancerigenas
continta habiendo sistemas de control, como son los llamados supresores tumorales
como retinoblastoma (Rb) o p53; controles que han de ser superados para alcanzar una
proliferacion exacerbada®®.

Ademas, las células cancerigenas tienen la capacidad de enviar sefiales para
estimular a células sanas del estroma, y obtener como respuesta factores de crecimiento
para su desarrollo®.

Para poder detectar células con una velocidad de crecimiento superior al resto, se
ha estado empleando ampliamente el analisis de la expresion del marcador de
proliferacion ki-67, que ya estd cominmente establecido en clinica como un marcador

prondstico®”.

3.2 Transicién Epitelial a Mesenquimal (Epithelial-to-Mesenchymal Transition
0 EMT)

Las células epiteliales y mesenquimales representan dos de los principales tipos
celulares en mamiferos. Las células epiteliales se caracterizan por las interacciones
cohesivas entre células, la formacion de capas celulares continuas y la inmovilidad
dentro de su ambiente local, entre otras. Por otro lado, las células mesenquimales se
diferencian de las anteriores en que no tienen interacciones entre ellas, por lo que no se

forman capas celulares continuas, ademéas de tener propiedades invasivas (Fig. 6)%.
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a T N-cadherin

Figura 6. EMT. (A) Modificaciones celulares asociadas con la EMT. En azul células epiteliales unidas
por E-cadherina y en rojo células mesenquimales que han incrementado sus niveles de N-cadherina y
Vimentina. (B y C) Imégenes representativas de los modelos arriba mencionados. Adaptada de Larue L,
et al, Oncogene, 2005 %,

La EMT es un proceso biologico por el cual una célula epitelial no-movil
polarizada, sufre una serie de modificaciones bioguimicas para convertirse en una célula
mévil no polarizada con capacidad invasiva y mayor resistencia apoptosis®®. La EMT
juega un papel esencial durante las primeras etapas de la invasion y la metastasis de los
carcinomas®.

El factor de crecimiento transformante beta (TGF-p) es el principal inductor de la
EMT, pero multiples factores como el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor
de crecimiento fibroblastico (FGF) o Wnt han demostrado inducir este proceso™. Los
cambios de expresion genica asociados a la EMT estdn mediados por factores de
transcripcion como Snail, Slug, Twist, ZEB1 y ZEB2, que se encargan de suprimir la
expresion de la E-cadherina. Por otro lado, estos factores de transcripcion se encargan
de la activacion de genes asociados con la stemness como la N-cadherina, la Vimentina
o0 la fibronectina. La mayor caracteristica de la EMT es el llamado “cadherin switch”,
por el cual se invierte la expresion de la E-cadherina con la de la N-cadherina y la

Vimentina®.
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3.3 Cancer stem cells (CSCs)

Estudios en los dltimos afios demostraron que las células que pasan por un
proceso de EMT pueden adquirir caracteristicas de célula madre, lo que indicaba una
relacion muy interesante entre EMT vy la stemness®. Por otro lado, la mayoria de los
canceres manifiestan una clara heterogeneidad tanto fenotipica como funcional entre si.
Esta heterogeneidad, ademas de a otros factores que se han mencionado previamente, es
también atribuible a las células madre cancerigenas o CSCs. Estas células, aunque se
encuentran en una baja proporcion en los tumores, tienen la capacidad de auto-
renovarse y de generar células tumorales diferenciadas®. Ademéas son unas de las
responsables de la adquisicion de resistencia a los farmacos y de la migracion y

metastasis tumoral®*

. Hay diversas rutas de sefializacion implicadas en favorecer el
desarrollo de estas CSCs, entre las que se encuentran Wnt, Notch, NF-Kf o
AKT/mTOR®,

El método mas utilizado para identificar CSCs se basa en la deteccion de
marcadores de membrana como es CD44 que se ha identificado como un marcador de
superficie habitual para las CSCs de diferentes tumores como gastricos, de mama o

%9 solo o0 en conjunto con otros como CD133, SCF, ALDH®. Por otro lado, los

glioma
factores de transcripcion propios de pluripotencia OCT4, SOX2 y NANOG, también se
han utilizado como marcadores de CSCs® ya que tienen un papel esencial en el
mantenimiento de la auto-renovacién y la pluripotencia, por lo que se comienzan a

utilizar como marcadores prometedores en el tratamiento del cancer™ .

3.4 Migracion e invasion

Los procesos de migracidn e invasion celular son los responsables de dar al
tumor la capacidad de invadir tejidos colindantes y por tanto transformar un tumor local
en una metastasis sistémica®™ y las metastasis son las responsables del 90% de las
muertes relacionadas con cancer®. Para llevar a cabo estos procesos han de producirse
una serie de cambios biolégicos en las células, que comienzan con una invasion local a
través de la matriz extracelular. A continuacion se produce una intravasacion a la

vasculatura y la circulacion de las células cancerigenas por los vasos sanguineos hasta
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alcanzar un nuevo lugar donde desarrollarse. Para ello, necesitan salir de los vasos para
introducirse en el parénguima (extravasacion) y comenzar a formar los pequefios
nédulos de células tumorales®,

La adquisicion de propiedades de EMT durante la progresion tumoral esta
asociada con el aumento de migracién, mediante la transformacion de células epiteliales
en celulas capaces de invadir, resistir a la apoptosis y diseminar. Diferentes factores de
transcripcién como Snail, Slug, Twist y proteinas estructurales como la Vimentina y la
E-cadherina son responsables de orquestar la maquinaria de migracién®, siendo la

disminucién de esta Gltima particularmente importante®.

3.5 Resistencia a farmacos

El tratamiento del cancer ha ido incrementando su especificidad en los Ultimos
afios: desde el uso de agentes citotoxicos generales en los afios 40 o los productos
anticancerigenos naturales como las antraciclinas en los 60, hasta al uso de anticuerpos
monoclonales e inmunotoxinas en la actualidad, que ha mejorado la respuesta al cancer
y reducido los efectos secundarios, aunque no ha terminado de ser la solucion para la
mayorfa de pacientes con metéstasis'®.

La resistencia a farmacos es un fendmeno que aparece cuando las enfermedades
se vuelven tolerantes a los tratamientos farmacoldgicos gracias a mutaciones de DNA o
cambios metabélicos que promueven la inhibicién y degradacion de los farmacos™.

Diversos autores han propuesto diferentes vias por los cuales las células
cancerigenas pueden llegar a hacerse resistentes a los tratamientos (Fig. 7). Algunos de
estos mecanismos consisten en la inactivacion de los farmacos, que hace referencia a la
interaccion de las drogas con proteinas u otras moléculas que consiguen modificarlas,
degradarlas parcialmente o compartimentalizarlas; la reparacion del DNA para farmacos
que tienen como mecanismo de accion el dafio al DNA, como los basados en platino; la
EMT a partir de la cual los tumores sélidos se vuelven metastaticos y disminuyen la
expresion de marcadores de adhesion para viajar por el organismo; los cambios
epigenéticos como la metilacion del DNA y la modificacion de histonas mediante

acetilacion o metilacion, con el fin de boquear o desbloquear la expresion de genes, en
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el primer caso, o de cambiar la conformacién de la cromatina, en el segundo caso. Sin
embargo el mecanismo principal encargado de generar multi-resistencia es el mediado
por bombas de eflujo e influjo, como los transportadores ABC o ATP-binding

cassette!®*,

Reparacion Disminucion
de ADN en el influjo

Figura 7. Sistemas de resistencia de las células tumorales a quimioterapéuticos

3.5.1 Transportadores ABC.

Los transportadores ABC forman parte de una de las familias de proteinas mas
mayoritarias. La estructura basica de estas proteinas consiste en la combinacion de
dominios transmembrana y un dominio de unién a ATP, y utilizan la energia derivada
de la hidrdlisis del ATP para realizar un movimiento de sustrato a traves de la
membrana'%,

Durante la secuenciacion del genoma humano se terminé la caracterizacion de 48
genes ABC (Tabla 1). Dentro de estos transportadores, hay algunos de influjo, capaces
de introducir sustancias en el citoplasma celular, y otros de eflujo, encargados de

exportar moléculas al exterior celular'®*%,
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Family Member Alias Expression Function
ABCA ABCAL ABCI Ubiquitous Removal of cholesterol and PLs
ABCA2 ABC2 Brain onto HDL particles
ABCA3 ABC3, ABCC Lung Drug resistance
ABCA4 ABCR Rod photoreceptors Surfactant protection
ABCAS Muscle, heart, testes N-retinydilester-PE efflux
ABCA6 Liver
ABCA7 Spleen, thymus
ABCAS Ovary
ABCA9 Heart
ABCA10 Muscle, heart
ABCAILL Stomach
ABCAI12 Low in all tissues
ABCB ABCBI1 MDRI1, PGP Adrenal, kidney, brain Multidrug resistance
ABCB2 TAPL Ubiquitous, ER. Peptide transport into the ER
ABCB3 TAP2 Ubigquitous, ER Peptide transport into the ER
ABCB4 PGP3, MDR3 Liver Phosphatidylcholine transport
ABCBS5 Ubiquitous
ABCB6 MTABC3 Mitochondria Iron transport
ABCB7 ABC7 Mitochondria Heme transport
ABCB8 MABC1 Mitochondria Heme transport
ABCB9Y Heart, brain
ABCBI10 MTABC2 Mitochondria
ABCBI11 SPGP, BSEP Liver Bile salt transport
ABCC ABCC1 MRP1 Ubiquitous Drug resistance
ABCC2 MRP2, cMOAT Liver Organic anion transport
ABCC3 MRP3, cMOAT-2 Lung, intestine, liver Drug resistance
ABCC4 MRP4, MOAT-B Prostate Nucleoside transport
ABCC5 MRP5, MOAT-C Ubiquitous Nucleoside transport
ABCC6 MRP6 Kidney, liver
ABCC7 CFTR Exocrine tissues Chloride ion transport
ABCC8 SUR Pancreas Sulfonylurea receptor
ABCC9 SUR2 Heart, muscle
ABCCI10 MRP7 Low in all tissues
ABCCI11 MRPS Low in all tissues
ABCCI2 MRP9 Low in all tissues
ABCD ABCDI ALD Peroxisomes VLCFA transport regulation
ABCD2 ALDI1,ALDR Peroxisomes
ABCD3 PMP70, PXMP1 Peroxisomes
ABCD4 PMP69, P70R Peroxisomes
ABCE ABCEL OABP Ovary, testes, spleen Oligoadenylate-binding protein
ABCF ABCF1 ABC50 Ubiquitous
ABCF2 Ubiquitous
ABCF3 Ubiquitous
ABCG ABCG1 ABCS, Human white Ubiquitous Cholesterol transport
ABCG2 ABCP, MXR, BCRP Placenta, intestine Drug resistance
ABCG4 White2 Liver
ABCGS Sterolin 1 Liver, intestine Sterol transport
ABCGS8 Sterolin 2 Liver, intestine Sterol transport

Tablal. Transportadores ABC humanos y sus caracteristicas bésicas. Adaptado de Glavinas H, et
al. Metabolism and Toxicity, 2004 *%,
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La sobreexpresion de algunos transportadores de eflujo o la reduccion de los de
influjo produce multiresistencia a diferentes quimioterapéuticos. Algunos de los
quimioterapétuicos comunmente utilizados actualmente en préactica clinica son la
cisplatina, el gefitinib, el paclitaxel y el palbociclib. En el caso de cancer de colon, el 5-
Fluorouracil, el camptotecan (analogo de la camptotecina) o la oxaliplatina. Y en el caso

del cancer de mama, el tamoxifeno, la doxorubicina y el paclitaxel (Tabla 2).

ACCION TIPO CANCER
CISPLATINA Inhibidor de la sintesis de ADN produciendo enlaces cruzados dentro y entre pulmén, sarcoma, linfoma, ovario
las cadenas de ADN.
GEFITINIB Inhibidor del dominio tirosin kinasa del receptor EGFR pulmén
PACLITAXEL Anti-microtubulos. Inhibe la formacién del huso mitético y bloquea la mitosis pulmoén, , ovario, cabezay cuello
, colorrectal, vejiga, ovario, pancreas,
5-FLUOROURACILO Antimetabolito antagonista de la pirimidina. Inhibe la sintesis de ADN. rifién, proéstata, cérvix, endometrio, cabezay
cuello.
CAMPTOTECAN Inhibidor de la topoisomerasa I. Inhibe la sintesis de ADN colorrectal
OXALIPLATINA Agente alquilante. Inhibe la sintesis de ADN. Actla en fase de reposo celular colorrectal
TAMOXIEENO modulador sele,ctlvo de recep_tores de estréogeno (bloq,uea la accion del
estrégeno para evitar el desarrollo de las células)
DOXORUBICINA Inhibidor de la topoisomerasa Il. Inhibe la sintesis de ADN »ovarlo, p!;rwé);r,nr;neloma, linfoma,

Tabla 2. Algunos quimioterapéuticos utilizados en practica clinica

Los transportadores de eflujo ABCC1, ABCB1 y ABCG2 son los que mas

comunmente Se encuentran sobreexpresados y causan resistencias,'%*%

pero
dependiendo del farmaco que se trate, es mas frecente encontrar alteraciones en unos
transportadores u otros, y por ello en la Tabla 3 encontramos un resumen de
transportadores que otorgan una mayor resistencia dependiendo del quimioterapéutico

con el que se trate'®’ ',

COLON

PACLITAXEL | GEFITINIB CISPLATINA 5-FU | CAMPTOTECINA | OXALIPLATINA | TAMOXIFENO | DOXORUBICINA

ABCC1 (MRP1)

(
ABCC2 (MRP2)
ABCC3 (MRP3)

ABCC5 (MRP5)

ABCC11

ABCB1 (MDR/PGP1)

ABCB4

ABCB5

ABCG2

ATP7A/B

Tabla 3. Transportadores ABC humanos segun la resistencia a cada tipo de farmaco.
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El estado de diferenciacion de un tumor, puede ser un contribuyente a la
resistencia adquirida. De hecho, la elevada expresion de E-cadherina esta asociada a una
mayor sensibilidad a inhibidores de EGFR y HER2, lo que hace pensar que los canceres
con caracteristicas epiteliales pueden ser mas sensibles a terapias dirigidas, mientras que
aquellos con caracteristicas mesenquimales sean mas resistentes a agentes de dafio a
DNA'®. Por otro lado, una caracteristica intrigante de las CSCs es que expresan
elevados niveles de transportadores ABC, propiedad que de hecho se puede utilizar
como marcador diagndéstico tumoral. Como resultado de esto, algunas de las CSCs
pueden sobrevivir a la quimioterapia y hacer resurgir al tumor*®**,

Dirigir las terapias a bloguear la EMT en el mantenimiento de las CSCs es una
estrategia prometedora ya que hay varios estudios que muestran que algunos agentes

terapéuticos son capaces de modular el estado de diferenciacion de un tumor'®.
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HIPOTESIS

La comprensién del genoma humano ha desvelado la presencia de
varias nuevas ciclinas cuya funcién e implicacion en la aparicion de

procesos tumorales es totalmente desconocida.

Asi pues la hipdtesis en que sustenta el presente proyecto es que estas
nuevas ciclinas pueden jugar un papel especifico y desconocido en el desarrollo
de células de alguno de los canceres con mayor incidencia en nuestra sociedad,

como son el cancer colorrectal, el cancer de pulmon y el cdncer de mama.
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OBJETIVOS

1. Estudiar la expresion de las nuevas ciclinas en cancer colorrectal.

2. Estudiar el papel de las ciclinas sobreexpresadas en la proliferacion de
células de cancer colorrectal.

3. Estudiar la implicacion de la ciclina CNTD2 en procesos de desarrollo
tumoral como la migracion y transicion epitelial-mesenquimal.

4. Estudiar la implicacion de la ciclina CNTD2 en el desarrollo de células
madre cancerigenas en cancer colorrectal, de mama y de pulmon.

5. Estudiar la implicacion de la ciclina CNTD2 en la multi-resistencia a
farmacos en cancer colorrectal, de mama y de pulmon.

in vitro
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PROLIFERACION MIGRACION EMT FARMACOS
I I I |
[ , |
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TUMORAL CANCER CLiNICO
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in vivo —
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MATERIAL Y METODOS

1. ANALISIS DE RNA

1.1 Extraccion de RNA

La extraccion de RNA se realizo tanto para células en adhesion como para
esferas. En el primer caso, las células fueron sembradas en pocillos de p24 y 24
horas mas tarde se levantaron mediante tripsinizacion y se centrifugaron a 300g
para la obtencién del pellet. En el caso de las esferas, éstas fueros sembradas en
pocillos de p24 de baja adhesion (Corning, 3473), siendo necesarios las esferas
de tres pocillos para extraer una cantidad suficiente de RNA. Las células en
suspension se recogieron y centrifugaron a 300g para obtener el pellet. En ambos
casos se utilizd un kit comercial de columnas para extraer el RNA (Quiagen,

74106), y siguiendo las instrucciones del fabricante.

1.2 RT-PCR

La cuantificacion del RNA se realizd por duplicado mediante
espectrofotometria utilizando el lector de placas micro-placas Synergy HT de
Biotek®. A continuacién se obtuvo cDNA mediante RT-PCR (Reverse
transcription polymerase chain reaction) a partir de 500ng de RNA y gracias a la
enzima transcriptasa inversa Mu-MLV® 1 hora a 37°C. La siguiente tabla

resume los componentes empleados en la RT-PCR.

cDNA 500ng

Oligos aleatorios (309080) 2ul

Nucleétidos (GC 013-004) 4ul

Mu-MLV (Lucigen, 3022) 2ul

RNAsin (30281-2) 0,5ul

Agua Hasta completar 20ul

Tabla 4. Componentes para 20 pl de reaccién de RT-PCR

1.3 Q-PCR

Para cuantificar la expresion de algunos genes mediante g-PCR
(quantitative PCR) se utilizaron 2l de cDNA y SsoAdvanced Universal SYBR®

Green Supermix (1725275) en un volumen de reaccion de 20ul. La siguiente
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tabla resume los componentes empleados en la g-PCR por cada muestra, y cada

una de ellas se analiz6 por triplicado.

cDNA 2 ul
Oligo Forward 1l
Oligo Reverse 1pl
SYBR Green (BioRad, 172-5261) 10 pl
Agua 6 pl

Tabla 5. Componentes para 20 ul de reaccion de g-PCR

Las condiciones de g-PCR se resumen en la Tabla 6 y los oligonucleétidos

empleados en la Tabla 7.

[

\

951’C 2’

950C 3> |

60°C 30>’
) x40

4°C

Tabla 6. Condiciones de la g-PCR

Actina Forward

TCCACCTTCCAGCAGATGTG

Actina Reverse

GCATTTGCGGTGGACGAT

18S Forward

CTACCACATCCAAGGAAGGCA

18S Reverse

TTTTTCGTCACTACCTCCCCG

CNTD2 Forward | CTGGTGGTAGACTGGCTGGT
CNTD2 Reverse AGCACGCACTCTTCCATTTT
OCT4 Forward GTGGAGAGCAACTCCGATG

OCT4 Reverse TGCAGAGCTTTGATGTCCTG

Sox2 Forward

TGG CGA ACCATCTCT GTG GT

Sox2 Reverse

CCAACG GTG TCAACCTGCAT

Nanog Forward

CAG AAG GCC TCAGCACCTAC

Nanog Reverse

ATT GTT CCAGGT CTGGTT GC

ABCC1 Forward

F: TGCCCTACCTGACCCTCGGC

ABCC1 Reverse

R: ACACCCAGTCAGGCTCCGCA

ABCC2 Forward

TCTCTCGATACTCTGTGGCAC

ABCC2 Reverse

CTGGAATCCGTAGGAGATGAAGA

ABCC3 Forward | GCTGGGCTGGGAAACCGGAC
ABCC3 Reverse TGGGTGCAGCCTGGAACAGC
ABCC5 Forward CCCGCCCCAGGCAGGGAATG

ABCC5 Reverse

TGTGTCCTGACGGCGTCTCCTT

Tabla 7. Oligonucleo6tidos empleados para la Q-PCR en 5°-3°
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2. ANALISIS DE PROTEINAS

2.1 Extraccién de proteina de tejido parafinado

Se seleccionaron bloques parafinados de 10um con un porcentaje mayor
del 80% de contenido tumoral, junto a su control sano correspondiente. Para la
extraccion de proteinas las secciones de tejido fueron desparafinadas vy
rehidratadas mediante sucesivos lavados en xileno, etanol 100°, etanol 96° y
etanol 70°. Después se incubaron en hielo con 100ul de tampon de lisis (20mM
Tris-HCI pH=8.8, 200mM DTT, 2% SDS) durante cinco minutos, y a 100°C
durante 20 minutos. A continuacion se colocaron en un mezclador durante 2
horas a 80°C a una velocidad de 750rpm para la completa extraccion proteinica.
Finalmente se centrifugaron a 14000rpm durante 15 minutos a 4°C y se recogio

el sobrenadante que contenia las proteinas disueltas.

2.2 Extraccion de proteina de lineas celulares

Las lineas celulares cultivadas en pocillos de p6 fueron lavadas con PBS
frio y escrapeadas con 80l de tampon de lisis (20mM TRIS, 5mM EDTA, 1%
NP40 (IGEPAL CA-630), 150mM NaCl, pH 7.4), suplementado con inhibidores
de proteasas (88266, Thermo Fisher Scientific) y fosfatasas (88667, Thermo
Fisher Scientific). Después se incubaron 30 minutos en hielo y se sonicaron en
tres ciclos de 8 segundos a maxima potencia. Finalmente, se centrifugaron
durante 15 minutos a 4°C y se recogio el sobrenadante que contenia las proteinas

disueltas.

2.3 Fraccionamiento celular

Para el fraccionamiento celular se utilizé un kit de fraccionamiento celular
(78840, Thermo Fisher Scientific) y se siguieron las instrucciones del fabricante.
En resumen, se levantaron 500000 células en cultivo mediante tripsinizacion, se

lavaron con PBS y se afiadieron 50ul del primer tampén de lisis (CEB) para
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extraer las proteinas de la parte citosoélica durante 15 minutos a 4°C. Este tampon
suponia una lisis suave mediante la generacion de poros en la membrana celular.
A continuacién se centrifugd a 500g durante 5 minutos y se recogié la
fraccion citosolica. Al pellet celular se le afiadieron 20ul del segundo tampdn de
lisis (MEB), se resuspendieron suavemente y se incubaron durante cinco minutos
en hielo. Tras la incubacién se centrifug6 a 3000g durante 5 minutos y se recogié
la fraccion que contenia las proteinas de membrana disueltas. Finalmente al
pellet se le afiadi6 25ul del dltimo tampon (NEB) suplementado con 100mM
CaCl, y 75 unidades de Nucleasa Micrococal. Esta ultima fraccion fue agitada
vigorosamente, incubada 25 minutos en hielo y finalmente 5 minutos a 37°C,
para permitir la degradacion del DNA unido a las proteinas de la fraccion nuclear.
Tras las incubaciones se centrifugé a 16000g durante 5 minutos y se recogio la

fraccion nuclear.

2.4 Cuantificacion de proteinas

2.4.1 Bradford

Para la cuantificacion de las proteinas se realizé una recta patron con
BSA con concentraciones del Opg/ul a 8ug/ul en una placa de 96 pocillos. A
continuacion se afadieron 2ul por duplicado de cada una de las muestras
previamente vorteadas, y finalmente se afiadieron 200ul de Bradford
(5000205, BioRad) a cada uno de los pocillos. Tras cinco minutos de reaccion
se midio la absorbancia a 595nm utilizando el lector de placas micro-placas
Synergy HT de Biotek®. Tras calcular la concentracion proteica en cada

muestra se prepararon 30ug de proteina diluidas en agua y Laemmli buffer.

242 BCA

La cuantificacion de las fracciones celulares tuvo que hacerse
mediante BCA ya que el tampon de lisis NEB interferia con el Bradford.
Para ello se prepard una recta patron de Oug/ul a 20ug/ul con BSA en una

placa de 96 pocillos. A continuacion se afiadieron 2ul por duplicado de cada
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una de las muestras previamente vorteadas, y finalmente se afiadieron 200ul
de BCA (23227 Thermo Fisher) preparado segun las instrucciones del
fabricante, a cada uno de los pocillos. Tras una incubacion de 30 minutos a
37°C, se midié la absorbancia a 562nm utilizando el lector de placas micro-
placas Synergy HT de Biotek®. Tras calcular la concentracién proteica en
cada muestra se prepararon 20ug de proteina para la fraccion citosolica,
15ug para la fraccion de membrana y 10ug para la fraccion nuclear, en todos

los casos diluidas en agua y Laemmli buffer.

2.5 Western Blot

Una vez cuantificadas, las muestras fueron hervidas a 90°C durante 5
minutos y se cargaron los geles de acrilamida comerciales de gradiente entre 7,5
y 15% (5671034, Biorad). La electroforesis se realizd a 200V en hielo durante 45
minutos, tiempo tras el cual se transfirieron las proteinas a membranas de PVDF
previamente activadas con metanol a 400mM durante 1h en hielo. Una vez
terminada la transferencia se tifieron las proteinas con el reactivo de Ponceau
(141194, Sigma) durante 5 minutos seguidos de 3 lavados de 1 minutos, y se
realizaron fotografias de la carga total para la posterior normalizacion. Para
destefiir las membranas se hicieron 3 lavados de 5 minutos con TBS con 0,1% de
Tween 20 (TBS-T) y se procedio al bloqueo de las mismas con leche desgrasada
disuelta al 5% en TBS-T durante 30 minutos en agitacion. Finalmente se
incubaron con los respectivos anticuerpos primarios (Tabla 8) durante toda la
noche a 4°C, a excepcion del anti-ACTINA, el anti-GAPDH vy el anti-FLAG que
se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Al dia siguiente se lavaron
las membranas con TBS-T y se incubaron 1 hora con el anticuerpo secundario
correspondiente (Tabla 8). Para detectar los anticuerpos unidos a HRP
(Horseradish Peroxidase), se utilizd el sustrato Luminata Forte (WBLUF0500,
MIllipore) capaz de emitir quimioluminiscencia detectable por el
fotodocumentador (GBOX SYNGENE).
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ANTICUERPO CASA COMERCIAL REFERENCIA PRIMARIO WB PRIMARIO IF SECUNDARIO WB
ACTINA INVITROGEN MA1-91399 1::10000 RATON 1::30000
CASPASA9 SANTA CRUZ SC-73548 1::200 RATON 1::20000
CCN CABLES1 ABCAM ab75535 1::3000 CONEJO 1::20000
CNTD1 ABCAM ab126998 NO FUNCIONA CONEJO
CCNCNTD2 SIGMA HPA045615 1::500 CONEJO 1::400 | CONEJO 1::20000
CCNA SANTA CRUZ SC-751 1::1000 CONEJO 1::20000
CCNG1 SANTA CRUZ SC-320 1::200 5% CONEJO 1::10000
CCNG2 SANTA CRUZ SC-7266 NO FUNCIONA CONEJO
CCNI SANTA CRUZ SC-5547 1::200 CONEJO 1::20000
CCNJ SANTA CRUZ SC-104859 NO FUNCIONA CABRA
CCNO ABCAM ab47682 1::500 CONEJO 1::20000
CCNY ABCAM ab114086 1::1000 CONEJO 1::20000
CD44 SANTA CRUZ SC7297 1::400 RATON 1::20000
CD133 ELABSCIENCE E-AB-33462 1::400 CONEJO 1::20000
E-CADHERINA SANTA CRUZ SC-8426 1::200 RATON 1::20000
FLAG SIGMA F3040 1::500 RATON 1::30000
GAPDH CusAb CSB-PA00025A0Rb 1::10000 CONEJO 1::20000
KI-67 BD Pharmingen 556003 RATON 1::200
GFP CELL SIGNALING #2956 1::500 CONEJO 1::200 | CONEJO 1::30000
LAMINA B SANTA CRUZ sc-6216 1::200 CABRA 1::20000
N-CADHERINA BD Transduction Laboratories 610921 1::1000 RATON 1::20000
Na-K ATPasa SANTA CRUZ sc-58628 1::200 RATON 1::400 | RATON 1::20000
SPY1 ABCAM abh227383
P53 SANTA CRUZ SC-1314 1::200 CABRA 1::20000
VIMENTINA SANTA CRUZ SC-7558 1::200 CABRA 1::20000
SECUNDARIO WB
CONEJO Amersham Bioscience 9340
RATON Jackson Immuno R 515-035-003
CABRA Jackson Immuno R 705-035-147
SECUNDARIO IF
CONEJO Alexa 488 Invitrogen A11008 1::1000
CONEJO Alexa 594 Invitrogen A11012 1::1000
RATON Alexa 488 Invitrogen A11001 1::1000
RATON Alexa 594 Invitrogen A11005 1::1000

Tabla 8: Anticuerpos utilizados para el Western Blot (WB) o la Inmunofluorescencia (IF)

2.6 Inmunofluorescencia

Para los experimentos de inmunofluorescencia las células fueron
sembradas en cubres previamente tratados con poli-lisina (P4707, Sigma) durante
1 hora a 37°C, en placas de p24, a una densidad de 30000 células por pocillo.
Tras 24 horas se fijaron las células con paraformaldehido al 4% frio durante 15
minutos. A continuacion las células se lavaron y bloguearon con PBS 1% Triton
y 10% suero de caballo durante 1 hora. Tras el bloqueo se incubaron las muestras
con los anticuerpos primarios durante 1 hora a temperatura ambiente (Tabla 8).
Después se hicieron varios lavados para eliminar el exceso de anticuerpo
primario no unido, y se incubaron 1 hora a temperatura ambiente con el

anticuerpo secundario correspondiente en condiciones de oscuridad (Tabla 8).

38



MATERIAL Y METODOS

Finalmente, y tras limpiar el exceso de secundario, se tifi6 el nacleo con Hoechst
33258 (14530, Sigma) a una concentracion de 1:1000 durante 5 minutos.
Posteriormente las preparaciones fueron montadas en portaobjetos utilizando

Fluoromount-G® (0100-01, Southern Biotech) como medio de montaje.

2.7 Inmunohistoquimica

La tincién inmunohistoquimica de las muestras parafinadas de pacientes
se realiz6 en la unidad de anatomia patoldgica de la Universidad Internacional de
Catalunya a partir de secciones de 4um utilizando la plataforma BenchMark
Ultra (Ventana Medical Systems Inc.). Las secciones se introdujeron en el
procesador que automaticamente desparafinizé las muestras mediante el reactivo
EZ-PREP vy las pre-tratd con la solucion acondicionadora CC2 6.1(950-124,
Roche) durante 30 minutos a 95°C. A continuacion se afiadieron los anticuerpos
CNTD2, CCNO a wuna diluciébn 1:100 (Tabla 8), y finalmente la
inmunoreactividad fue detectada mediante el kit de deteccion ultraView
Universal DAB Detection Kit (760-500, Roche).

En el caso de la tincion para los tumores de ratones xendgrafos, se realizo
en el Hospital de Bellvitge mediante la plataforma Dako Omnis (Dako, Agilent
Technologies, Inc.). La recuperacion de los epitopos se realiz6 mediante el
reactivo EnVision FLEX Target Retrieval Solution, High pH (Dako, Agilent
Technologies, Inc.). Posteriormente las secciones se incubaron con el anticuerpo
primario Ki67 (GA626, Ki-67, clone MIB-1, ready-to-use, Dako, Agilent
Technologies, Inc.) y la sefial del anticuerpo fue detectada mediante el sistema
EnVision FLEX /HRP (Dako, Agilent Technologies, Inc.).

39



MATERIAL Y METODOS

3. PRODUCCION DE VIRUS
3.1 Construcciones plasmidicas

3.1.1 Vectores lentivirales

El sistema de produccion de virus necesita tres vectores diferentes: un
primer vector pWPI (12254, Addgene), en el que se clona el gen de interés, y
dos vectores de empaquetamiento virico como son el psPAX2 (12260
Addgene) y el pMD2.G (12259, Addgene).

En el plasmido pWPI se clonaron tanto CNTD2 como CCNO mediante
recombinacion por pmel (Fig. 8). Este plasmido lleva un gen reportero GFP
para indicar que se ha producido la infeccion y permitir la posterior titulacion
virica.
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Figura 8: Representacion del pWPI. CNTD2 y CCNO fueron introducidas por recombinacion
en pmel.

40



MATERIAL Y METODOS

3.1.2 Clonaciéon de CNTD2y CCNO

Para poder introducir las secuencias de CNTD2 y CCNO en pWHPI,

ambas fueron amplificadas a partir de cDNA de la linea celular HT-29

mediante PCR utilizando las secuencias de oligonucle6tidos que se establecen

en la Tabla 9 y que incluyen la fusién de un Flag en C-terminal, asi como las
condiciones de PCR de la Tabla 10. La CCNO pudo ser amplificada sin

problema con las condiciones de la Tabla 11, pero en el caso de CNTD2 no

fue posible, por lo que se compré el cDNA (gBlock; IDT) siguiendo la

secuencia anotada en NCBI (NM_024877.3) (Tabla 12).

CNTD2 Forward | GCCTCGAGGTTTAAACATGCTGGTGAGAGGCAGGGAC

CNTD2 Reverse

GCCCGTAGTTTAAACCTACTTATCGTCGTCATCCTTGT
AATCATAATTGTCTCTCATTC

CCNO Forward

GCCTCGAGGTTTAAACATGGTGACCCCCTGTCCCACC
AGCCCCTCGAG

CCNO Reverse

GCCCGTAGTTTAAACCTACTTATCGTCGTCATCCTTGT
AATCTTTCGAGCTCGGGGGCAGGCTGCACTTCTCGC

Tabla 9: Oligonucleétidos empleados para la amplificacion de CNTD2 y CCNO para su
clonaciéon en pWPI en 5°-3’. En morado la secuencia del pWPI, en azul la secuencia de

restriccion de Pmel, en verde el Flag y en rojo el ATG v la sefial de terminacion.

Q5 1l
Buffer Q5 5x 10 pl
Nucle6tidos 4 ul
Oligonucleétido Forward 0,5 ul
Oligonucleotido Reverse 0,5 ul
cDNA 1l
Agua mQ 33 ul

Tabla 10: Componentes para 50pl de PCR

98°? 307
{ 98°C 10> \
60°C 20>
\ 72°C T |
Y X29
72°C 2’
10°C oo

Tabla 11: Condiciones de la PCR
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ATGCTGGTGAGAGGCAGGGACCAGGGGTCCGGCTCCCGGCTCGGGCCT

ATCGTTAGGCGCTGGGCCCCCAGGCCCTCTCCTTTGCAGAGTCTCGCTG

CCTCCCTCGACGCAGAGCCTTCAAGCGCCGCAGTCCCCGACGGCTTCCC
CGCGGGCCCCACTGTCTCCCCAAGACGCCTGGCGAGGCCGLCGGGGLTG
GAGGAGGCGCTGAGCGCGCTGGGGCTGCAGGGAGAACGCGAGTACGCC
GGGGACATCTTCGCCGAAGTCATGGTGTGCCGCGTGCTGCCCCTGAGAG
CCCTGCCCCGCGCTGTGACCCCGGAGATGCGCGCCCTGGTGGTAGACTG
GCTGGTCCAGGTGCACGAGTACCTGGGTCTGGCTGGTGACACACTTTAT
CTGGCGGTTCACCTGCTTGATTCCTACCTGAGCGCTGGCCGCGTGCGTCT
ACATCGCCTGCAGCTGCTGGGCGTGGCTTGCCTGTTTGTGGCGTGCAAA
ATGGAAGAGTGCGTGCTTCCCGAGCCCGCCTTCCTCTGCCTCCTGAGCG

CGGACTCCTTCTCACGGGCGGAGCTGCTGCGCGCCGAGCGTCGCATCCT
GAGCCGCCTGGATTTCCGGCTGCACCACCCCGGCCCGCTGCTGTGCCTC
GGGCTGCTGGCCGCGCTGGCAGGGAGCAGCCCCCAGGTGATGTTACTTG
CCACCTACTTCCTGGAGCTGTCTTTGCTGGAGGCCGAGGCGGCGGGATG
GGAGCCGGGTCGTCGTGCGGCTGCGGCTCTGAGCCTGGCGCACCGCTTG
CTCGACGGGGCGGGCTCCAGGCTCCAGCCAGAACTTTACAGGTGTAGTC
TTGGCGGAGGAAGTGTATGGGGTCACCGCAGCTTCAGGGACTTACCTTC

CTGGTCATTTTTACGGTCTCGGAGAATGAGAGACAATTATTGA
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Tabla 12: GBlock de CNTD2

Los productos de PCR fueron separados en un gel de agarosa al 0,8% y
las bandas amplificadas purificadas mediante el kit Nucleo Spin Gel and PCR
clean up (740609.250, Machery Nagel) siguiendo las indicaciones del
fabricante. Por otro lado, pWPI fue digerido por pmel (RO5605, Biolab)
durante 1h 30 minutos (Tabla 13), y el producto fue purificado como se ha
explicado anteriormente. Finalmente se realiz6 la recombinacién del pWPI y
los respectivos insertos mediante la reaccion con la recombinasa (ST0345,
takara) durantelh a 50°C (Tabla 14).

pWPI 2 ul
Buffer 10x 3 ul
pmel 1l
Agua mQ 24 ul

Tabla 13: Componentes para la restriccion de pWPI por pmel

PWPI 3l
CCNO o CNTD2 5 ul

Tabla 14: Componentes para la recombinacion
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3.2 Transfeccion

Para la produccién de lentivirus se transfectaron los tres plasmidos en
HEK-293T mediante transfeccién por fosfato calcico. Las células fueron
sembradas a una densidad de 500000 células/mL en placas de 10cm de diametro
24 horas antes de la transfeccion. Para cada uno de las construcciones se
transfectaron tres placas con las cantidades indicadas en la Tabla 15, en la que se
afiadié el HeBS gota a gota en constante agitacion. Se dejé reposar la mezcla
durante 20 minutos para formar los microcristales y se afiadieron 1,5ml de la

mezcla a cada placa gota a gota.

pWPI 1mg/ml (Control, CCNO, CNTD2) 45ul
pMD2.G 1mg/mi 15,9 ul
psPAX 1mg/mi 29,1l
TE 0,1X (10mM Tris-HCI pH8, 1mM EDTA pH 8) 1,3 ml
Agua Tamponada (MQ suplementada con 2,5mM HEPES pH 7,3) 727ul
CaCl,2,5M 223 l
HeBS 2X (280mM NaCl, 50mM HEPES, 1,5mM Na,HPO:2H,0.pH 7 | 2,25 ml

Tabla 15. Transfeccion con CaCl, para la produccion de lentivirus.

3.3 Recogida de sobrenadantes y concentracion virica

A la mafiana siguiente de la transfeccion se procedio a cambiar el medio
de las placas por 5ml de medio nuevo, y tras 8 horas de incubacion se recogieron
los medios de las placas y se mantuvieron a 4°C. Tras la recogida del primer
medio se volvieron a afadir 5ml nuevos de medio fresco, y tanto a la mafiana
como la tarde siguientes se repitio el proceso de recogida.

Tras las tres recogidas de sobrenadantes, estos se centrifugaron en tubos
concentradores (VS2042, Sartorius) hasta reducir el volumen y tener los virus
concentrados en unos 300l de medio, que fue alicuotado y guardado a -80°C

durante un maximo de tres meses.
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3.4 Titulacion

Para la titulacion se sembraron células HEK-293T a una concentracion de
30000 células/pocillo, en pocillos de p24 y en un volumen de 250ul (la mitad del
volumen habitual, para favorecer la infeccion). Las células fueron infectadas con
volumenes crecientes de virus, como indica el esquema (Fig. 9). Un pocillo se
dejo sin infectar para utilizarlo como control negativo de la fluorescencia, y otros

dos se utilizaron para contar el nimero de células en el momento de la infeccion.

Control (plasmido vacio) CNTD2 CCNO

0000
000
0000
0000
0000
0000

Figura 9. Esquema de infecciones para la titulacion de los lentivirus

Al dia siguiente se afiadio 1ml de medio nuevo a cada pocillo, sin
sobrepasar las 15 horas desde la infeccion, y a los dos dias tras la infeccion se
recogieron las células mediante tripsinizacion para analizar su contenido de GFP
(es decir, la cantidad de células infectadas), ya que es el tiempo necesario para
que los virus se integren y se expresen correctamente los constructos. La
intensidad de GFP fue detectada con un BD FACSCalibur™ mediante el
detector FL-1. Cada pocillo al que se afiadio un volumen de virus determinado,
tenia un porcentaje de infeccion distinto, que crecia proporcionalmente y
permitio hacer una recta de regresion lineal, a partir de la cual se pudo calcular el

namero de unidades viricas (TU) por ml:

TU _ % Células GFP positivas x Numero de células

ml ul de virus afiadidos
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3.5 Infeccion

Una vez titulados los virus, se infectaron las células a diferentes
concentraciones de virus para seleccionar las mejores condiciones, esto es, se
calcularon las MOI (multiplicity of infection), para cada tipo celular. Al igual que
en la titulacion, las células se sembraron en la mitad del volumen habitual, fueron
infectadas con niveles crecientes de MOlIs, y al dia siguiente se diluyeron los
virus con 1ml de medio nuevo. Dos dias después se analizo el porcentaje de
infeccion por citometria de flujo con el BD FACSCalibur™ mediante el detector
FL-1 vy los niveles de expresion por Western Blot. Para el calculo de los MOI se

utiliza la siguiente férmula:

] de vi D = vol dela ol I ncélulas 1ml n? virus (MOI)
volumen de virus (ml) = volumen de la placa (ml) x - X oo X e

4. TECNICAS DE BIOLOGIA CELULAR

4.1 Lineas celulares

Se utilizaron diferentes lineas celulares tumorales de cancer de pulmon,
colon y mama, asi como la linea celular no tumoral HEK-293T para la
produccion de lentivirus (Tabla 16). Independientemente de la linea utilizada,
todas fueron cultivadas a 37°C en un ambiente humedo al 5% de CO,, en medio
DMEM (D5671, Sigma) o RPMI (R8758, Sigma) suplementado con 10% suero
fetal bobino (FBS, F7524, Sigma), 1% de glutaMAX (35050, Life Technologies),
1% penicilina/estreptomicina (P0781, Sigma). Los niveles de micoplasma fueron

monitorizados periodicamente.

TEJIDO | TIPO DE TUMOR [MEDIO MUTACION
KRAS|RB1[SMAD 4|TP53| BRAF [PIK3CA|APC|MYC [CDKN2A|PTEN
A549 PULMON| CARCINOMA PRIMARIO |DMEM
H1395 PULMON| ADENOCARCINOMA RPMI
HCA7 COLON ADENOCARCINOMA  |DMEM
HT115 COLON ADENOCARCINOMA  [DMEM
HT29 COLON ADENOCARCINOMA _ [DMEM
ADENOCARCINOMA
LoVo COLON | METASTASIS (NODULO |DMEM
LINFATICO)
ADENOCARCINOMA
MCF7 (ER+) MAMA METASTASIS (PLEURA) DMEM
ADENOCARCINOMA
MDA-MB-231 (ER-)] MAMA METASTASIS (PLEURA) DMEM
HEK-293T RINON DMEM

Tabla 16. Lineas celulares empleadas.
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4.2 Viabilidad celular tras tratamiento con farmacos

La viabilidad celular se analizé6 mediante MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yI)-2,5-diphenyltetrazolium bromide). Este sustrato es captado por las células
vivas Yy reducido por la NADH reductasa, hasta formar un precipitado violeta que
puede ser disuelto en DMSO y cuantificado por su absorbancia.

Las células fueron sembradas a una densidad de 60000/pocillo para las
A549, 100000/pocillo para las LoVo y 150000/pocillo para las MCF7 en placas
de p24. Tras 24 horas desde la siembra las células fueron tratadas con los
diferentes farmacos (Tabla 17). Se afiadié un volumen maximo de 1pl por pocillo
para evitar la toxicidad del DMSO vy para evitar errores de pipeteo y la posible
precipitacion de los farmacos, se realizaba una mezcla previa en un volumen de
20ul por pocillo, teniendo en cuenta el nimero de pocillos a tratar de cada
farmaco y concentracion. Las células fueron tratadas durante 72 horas, tiempo
tras el cual se incubaron con el reactivo MTT a una concentracion final de
0,2mg/ml (M5655, Sigma) durante 1 hora a 37°C. Tras este tiempo se aspiré el
medio y se disolvieron los cristales formados mediante DMSO, que fue

cuantificado a 570nm en el lector de placas Synergy HT de Biotek®.

CASA COMERCIAL |[REFERENCIA

CISPLATINA Sigma C2210000
GEFITINIB Cell Signaling 4765
PACLITAXEL Sigma T1912
5-FLUOROURACILO Sigma F6627
CAMPTOTECINA Sigma C9911
OXALIPLATINA Cayman 13106
TAMOXIFENO Sigma T5648
DOXORUBICINA Sigma 44583

Tabla 17. Farmacos empleados.
4.3 Conteo celular

Las células LoVo y HT-29 fueron sembradas a una densidad de 20000
celulas por pocillo en una p24, y 24 horas después fueron infectadas. Tras cuatro
dias de la infeccién las células fueron tripsinizadas, centrifugadas a 300g y
resuspendidas en 500ul para ser contadas con la cAmara de Neubauer bajo el

objetivo 10x.
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4.4 Formacion de colonias

Las células LoVo y HT-29 fueron sembradas a densidades muy bajas de
300 y 200 celulas en placas p6. Tras 24 horas las células se infectaron e
incubaron durante 15 dias para promover la formacion de colonias individuales.
Cuando éstas fueron visibles se fijaron con metanol a -20°C durante 5 minutos,
se lavaron tres veces con PBS y se tifieron con 0,1% cristal violeta (C3886,
Sigma) durante 30 minutos en oscuridad. Tras varios lavados las colonias fueron
fotografiadas, el cristal violeta fue extraido mediante acido acético al 10%, y la

absorbancia fue medida a 570nm en el lector de placas Synergy HT de Biotek®.

4.5 Crecimiento en soft-agar

Las placas p6 fueron cubiertas con una fina capa de medio suplementado
con 1% agarosa. A continuacion se mezclaron 800 células por pocillo (tanto de
LoVo como de HT-29) con medio de cultivo al 0,6% de agarosa, para llegar a
una concentracion final de 0,3%. Esta suspension celular fue afiadida a las placas
pretratadas una vez solidificadas, y finalmente cada pocillo se cubrié con medio
completo, que fue suplementado cada tres dias. Después de 21 dias, cuando las
colonias se hicieron visibles, se tomaron imagenes utilizando el programa
GeneSnap (Sygene) y las colonias fueron contadas mediante la herramienta

GeneTools (Syngene).

4.6 Migracion por wound healing

Las células LoVo y HT-29 fueron sembradas en placas p24 a una densidad
de 250000 -ceélulas/pocillo. Tras 24 horas, las células estaban a elevada
confluencia y se realizé una herida vertical en cada uno de los pocillos con una
punta de pipeta amarilla. Se lavaron los pocillos con PBS con el fin de arrastrar
las células levantadas, y se afiadio DMEM con bajo contenido en FBS (0,5%),
para limitar el movimiento de las células a la migracion y evitar asi su
proliferacion. En este punto se obtuvieron imagenes del tiempo 0 a lo largo de la

estria, y tanto 24 como 48 horas mas tarde se repitieron estas fotografias. La
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distancia recorrida por las células cada dia fue calculada en um mediante el
programa Image J, y correspondia a las diferencias en el cierre de la herida entre

el dia 0y los dias 1 y 2 respectivamente.

4.7 Migracion por Transwell

En los ensayos de migracion por transwell, se sembraron 50000 células
LoVo y HT-29 en la parte superior de una camara transwell de 8um de poro
(CLS3482, Corning). Las células, en el compartimento superior, fueron
cultivadas en medio DMEM con bajo porcentaje en suero (0,5% FBS), con el fin
de promover el movimiento migratorio hacia la cdmara inferior, en la que se
afiadio DMEM con un elevado porcentaje en suero (10% FBS). Tras 18 horas de
migracion se fijaron las células con metanol a -20°C durante 5 minutos y se
tifieron con cristal violeta 0,1% durante 30 minutos en oscuridad. Las celulas no-
migradoras de la parte superior de la cAmara fueron exhaustivamente retiradas
con un bastoncillo, y se realizaron fotografias del compartimento inferior del
transwell. Finalmente, para tener una cuantificacion mas precisa del porcentaje
de migracion respecto al control, se extrajo el cristal violeta con acido aceético al
10% vy se midieron las absorbancias a 570nm en el lector de placas Synergy HT
de Biotek®.

4.8 Analisis de ciclo celular

Las células previamente infectadas fueron tripsinizadas y fijadas con
etanol al 70% en rotacion y a 4°C durante toda la noche. Al dia siguiente se
lavaron 3 veces con etanol y se incubaron con yoduro de propidio (P4170,
Sigma) y RNAsa (A2760, Applichem) a 37°C durante 1 hora. Finalmente se
analizo el porcentaje de células en cada fase del ciclo por citometria de flujo con
el BD FACSCalibur™ mediante el detector FL-2.
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4.9 Silenciamiento CNTD2

Para el silenciamiento de CNTD2 en las lineas, se probaron diferentes
secuencias de siRNAs contra CNTD2 (Tabla 18). Los siRNAs se transfectaron a
diferentes concentraciones (5, 10, 30 y 50nM) durante 72h con un volumen de
Lipofectamina 2000 (1168-027, Invitrogen) de 1pl para cada pocillo de p24
siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, se cambio6 el medio de las
celulas por medio sin antibiotico antes de comenzar la transfeccion. A
continuacién se mezcl6 DMEM sin suplementar con la lipofectamina en un
eppendorf y se incubaron durante 15 minutos. Durante este tiempo de
incubacién, se fue afiadiendo en otro eppendorf el DMEM sin suplementar con el
siRNA y al finalizar el tiempo se mezcl6 el contenido de ambos tubos y se incubo
durante otros 15 minutos para permitir la formacion de las micelas. Finalmente se
afiadié la mezcla de transfeccion gota a gota en cada uno de los pocillos. Como
control se utilizd6 un siRNA scrambled, y para comprobar la transfeccion se

empled un siRNA fluorescente.

. CASA
SiRNA STOCK COMERCIAL REFERENCIA SECUENCIA STOCK
FLUORESCENTE | -20 ORIGENE 158415952 5.000 nM
SENSE rCrGrUrUrCrGrCrGrUrArUrArArUrArCrGrC
51-01-14-03 rGrUrArT
SCRAMBLE -20 IDT 5.000 nM
51-01-14-04 ANTISENSE rArUrArCrGrCrGrUrArUrUrArUrArCrGrCrG
rArUrUrArArCrGrArC
UNIQUE 27MER [rGrArArCrUrUrUrArCrArGrGrUrGrUrArGrUr
-20 ORIGENE SR312715A siRNA duplexes CrUrUrGrGrCrG 5.000nM
UNIQUE 27MER |rArGrArArCrGrArArGrGrArUrCrArCrCrCrAr
-20 ORIGENE SR3127158 siRNA duplexes GrGrCrCrUrCrG 5.000nM
CNTD2
UNIQUE 27MER [rUrGrArGrArGrArCrArArUrUrArUrUrGrArGr
-20 ORIGENE SR312715C siRNA duplexes GrArGrGrArGrG 5.000nM
SENSE rGrArCrUrUrArU(iL(r:Ll;JLl;JLCr:;(r:(r:UrGrGrUrCrAr
-20 ORIGENE ANTISENSE rCrCrCrUrGrArArUrGrGrArArGrGrArCrCrA 5.000 1M
rGrUrArArArArArUrG

Tabla 18. siRNAs empleados en el silenciamiento
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4.10 Formacion de esferas

De entre los diferentes métodos que actualmente existen para enriquecer la
subpoblaciéon de CSCs dentro de un cultivo de células en adhesion, encontramos

el cultivo de esferas'

. Mediante este sistema, se pueden seleccionar las CSCs
mediante su cultivo en suspension o embebidas en Matrigel, en un medio de
desdiferenciacion suplementado con factores de crecimiento™*. Estos ensayos se
basan en la resistencia a la anoikis; para células diferenciadas es imprescindible
la adhesidn a una matriz para mantener la homeostasis, y la interrupcion de este
anclaje conduce a la anoikis, una forma de muerte celular programada'**. Sin
embargo las células madre tienen la capacidad de sobrevivir en condiciones
independientes de anclaje, por lo que al cultivar a la poblacion de células
cancerigenas en suspension, las celulas diferenciadas sufrirdn anoikis y solo

sobreviviran las CSCs*®.

En la practica estos ensayos tienen algunas limitaciones. Entre ellas, es
necesario que las células estén completamente separadas individualmente para
evitar agregados en la formacion de esferas que permita el crecimiento de células
diferenciadas como esferoides. Ademas hay que controlar escrupulosamente la
densidad de siembra y el tamafio de las esferas**®. Sin embargo, si estos ensayos
se hacen cuidadosamente pueden suponer una herramienta muy Util para estudiar

el potencial “stem” in vitro'’.
4.10.1 En suspensidn

Para la formacion de esferas en suspension, se sembraron 5000 células
de cada una de las lineas celulares en placas de baja adhesion (3473, Corning)
y en 500ul de medio de desdiferenciacién consistente en DMEM F12 (31331-
028, Gibco), B27 (17504044, Gibco), hEGF (AF 100-15, Peprotech), hFGF
(100-18B, Peprotech), y heparina (H4784, Sigma). EI medio fue suplementado

tres veces por semana y tras 7-10 dias se procedié al conteo de las esferas.
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4.10.2 En Matrigel

Para la formacién de esferas en Matrigel, se sembraron 100 células de
cada una de las lineas en caso de sobreexpresion o 300 células en caso de
silenciamiento en 30ul de Matrigel (356230, Corning) en hielo. EI Matrigel
con las células se afiadié a placas de p48 y se dejé solidificar a 37°C durante
30 minutos. Tras este tiempo se afiadieron 250 pl de medio de
desdiferenciacion a cada pocillo, y se incubaron a 37°C durante 15 dias hasta
observar la formacion de esferas. EI medio fue suplementado tres veces por
semana Yy tras este tiempo se fotografiaron y contaron las esferas bajo el

objetivo 4x del microscopio.
5. RATONES XENOGRAFOS

Se utilizaron 7 ratones atimicos macho de 5 semanas (Crl:UN-Foxnlnu,
Envigo) para los experimentos con cada linea celular. Se inyectaron
subcutaneamente 3x10° células control o infectadas con CNTD2, previamente
disueltas en Matrigel, a ambos costados de cada raton. El crecimiento tumoral
fue monitorizado cada tres dias y la longitud (L), y anchura (W) se midio6 durante
9 semanas tras la inoculacion. Pasados 70 dias se sacrificaron los ratones y se
pesaron los tumores resultantes (g). Asi fue como se obtuvo el calculo del
volumen tumoral (mm?®) a partir de la formula V=r/(6 x L x W2). Este estudio
fue realizado en el IDIBELL, donde se cuenta con la aprobacion del Comité ético

de Experimentacion animal.

6. MUESTRAS CLINICAS

Las muestras de CCR vy su tejido sano adyacente fueron obtenidas de 55
pacientes diagnosticados en el Hospital General de Catalunya y el Hospital
Universitari Sagrat Cor. Las muestras se seleccionaron atendiendo al contenido
tumoral (se escogié un minimo del 80%), y los pacientes se eligieron en base a
haber sido diagnosticados de cancer de colon primario y no haber recibido ni

quimioterapia ni radiacion previas a la cirugia. Las muestras se fijaron en
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formaldehido y fueron embebidas en parafina (FFPE), de acuerdo con los
procedimientos rutinarios de estos hospitales. Los tumores fueron clasificados
hitolégicamente, segln su grado y estadio de acuerdo a la Organizacién Mundial
de la Salud. Las caracteristicas de estos pacientes se incluyen en la Tabla 20. Este
estudio fue aprobado por el comité ético de Investigacién Clinica del Hospital
General de Catalunya (CEIC) y se realiz6 de acuerdo a sus directrices. En
algunos casos no fue posible ni necesario obtener el consentimiento informado de
los pacientes debido al caracter retrospectivo del estudio, pero se obtuvo el

consentimiento informado de los pacientes vivos.

7. ANALISIS ESTADISTICOS

Para hacer el analisis estadistico de las muestras hay que tener en cuenta
varios factores. En primer lugar, las variables pueden ser de tipo cualitativo
(edad, sexo, etc.) o cuantitativo (nivel de expresion, nivel de intensidad, nimero
de colonias, etc.). Ademas, hay que determinar si la muestra sigue una
distribucion normal (campana de Gauss) o no normal, ya que en el primer caso
utilizaremos pruebas paramétricas y en el segundo no paramétricas. Finalmente,
hablaremos de muestras apareadas si los sujetos se parecen mucho en sus
caracteristicas o si se trata de medidas sobre el mismo sujeto. En caso contrario,
hablaremos de muestras independientes o no relacionadas.

En la Tabla 19 se resumen los test que se emplearon en este trabajo
dependiendo del tipo de muestra utilizada. Los datos se representaron como la
media + la desviacién estandar (SEM) y los p-valores se consideraron como ***,
P <0.001; **, P <0.01; *, P <0.05.

VARIABLE VARIABLE - :
DISTRIBUCION INDEPENDIENTE DEPENDIENTE RELACION PRUEBA ESTADISTICA
Normal Cuantitat Cuantitati No relacionad T-student muestras independient
(Paramétrico) uantitativa uantitativa o relacionadas -student muestras independientes
Cuantitativa Cuantitativa No relacionadas Mann-\Whitney
Dicotamica Cuantitativa No relacionadas Mann-\Whitney
N No normal (Grado histolégico, (Ratio T/N)
(No paramétrico) sexo, pM)
Policotomica Cuantitativa Mo relacionadas Prueba de Kruskal-Wallis
(pT, pN) {Ratio T/N)
COVARIACION (medidas de dos variables en los mismos sujetos o unidades de andlisis del estudio)
No normal Cuantitativa Cuantitativa e
(No paramétrico) | (Edad, Ganglios) (Ratio TIN) Comelacion de Spearman

5y Tabla 19. Pruebas estadisticas empleadas segun el tipo de muestra
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CAPITULO 1

CNTD2 promueve la proliferacion y migracion en
cancer colorrectal
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RESULTADOS

1. Los niveles de expresion de CNTD2 y CCNO se encuentran

incrementados en tejidos de cancer colorrectal.

Durante los ultimos afios, los complejos CDK-ciclina se han revelado
como objetivos farmacoldgicos muy atractivos en la practica clinica para el
desarrollo de drogas antitumorales. Por este motivo parece interesante discernir si
las nuevas ciclinas se encuentran de una forma u otra alteradas en cancer™.

De la amplia familia de proteinas que contienen al menos un dominio
“cyclin box”, un residuo de 150 amino&cidos que determina el sitio de union con
las CDKs, se han dividido las ciclinas en dos grupos bien diferenciados. En
primer lugar, las ciclinas canonicas, consideradas como aquellas que tienen un
papel bien estudiado en ciclo celular y cuyas parejas CDKs son conocidas, y por
otro lado las ciclinas transcripcionales, en donde se agrupan todas aquellas que
forman complejos con CDKs de transcripcion para regular procesos de dafio a
DNA o transcripcion. Sin embargo, hay un tercer grupo de ciclinas que
comparten el dominio “cyclin box” pero que no han sido ain bien caracterizadas,
y cuyas funciones o parejas CDKs no se conocen. Esta subfamilia de ciclinas, a
la que nos hemos referido como nuevas ciclinas, incluye SPY1, CCNI, CCNG1,
CCNG2, CCNJ, CNTD2, CCNO, FAM58A, CCNY y CNTD1.

Teniendo en cuenta que las ciclinas estdn normalmente reguladas
mediante mecanismos post-traduccionales y que los estudios high-throughput
publicados hasta ahora no han permitido proponer un papel para las mismas,
decidimos monitorizar los niveles de proteina finales como una medida de
expresion de estos genes. Por esta razon, solo las nuevas ciclinas con anticuerpos
previamente validados por nuestro grupo (Gasa et al, 2017)**, fueron incluidos en
el presente estudio, entre las que se encontraban CCNG1, CCNG2, CCNO,
CCNI, CCNY, SPY, CNTD1 y CNTD2.

La expresion de estas ciclinas fue analizada en cuatro lineas celulares de
adenocarcinoma colorrectal, HCA-7, H115, HT-29 y LoVo, y comparamos sus
niveles de expresion con la linea fibroblastica procedente de colon sano CCD-
18Co. La expresion de la ciclina canonica A (CCNA), se utilizé como control, y

ya como estd descrito, CCNA se encontraba incrementada en ambas lineas
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cancerigenas en comparacion con el control sano, mientras que el patron de las
nuevas ciclinas era variable (Fig. 1A). Los niveles de expresion de CCNO eran
significativamente mayores en todas lineas tumorales comparadas con la normal,
mientras que CCNY y CCNGL1 tenian una mayor expresion en HT-29 (Fig. 10).
Por otro lado, las ciclinas CNTD1, CCNI, SPY1, CCNG2 y CNTD2 no pudieron
ser detectadas en estas lineas celulares. Estos resultados muestran que algunas de
las nuevas ciclinas podrian estar desreguladas en CCR y que su expresion es
especifica del tipo celular.

A continuacion monitorizamos los niveles de expresion de las nuevas
ciclinas en 55 muestras de tejidos fijados en formalina y embebidos en parafina
(FFPE) de pacientes con adenocarcinoma colorrectal (Tabla. 20) y su tejido
adyacente no tumoral. La expresion de las ciclinas fue determinada por Western
Blot y se establecio el ratio entre los niveles de expresion del tejido tumoral v el
normal (Ratio T/N) una vez normalizados los datos con el coomassie de la
membrana.

La expresion de CNTD1, CCNI, SPY1 y CCNG2 de nuevo no fue
detectada en las muestras de pacientes y las ciclinas CCNG1 y CCNY no
presentaron diferencias entre el tejido tumoral y el normal. Sin embargo, las
ciclinas CNTD2 y CCNO presentaban niveles de expresion significativamente
mayores en el tejido tumoral comparado con el tejido sano adyacente (Figs. 10B
y 10C). Por este motivo estas dos ciclinas fueron seleccionadas para una
posterior caracterizacion en lineas celulares in vitro.

Con el objetivo de confirmar los resultados obtenidos por Western Blot se
examinaron seis parejas de tejido cancerigeno y sano de pacientes de CCR
mediante inmunohistoquimica, en la que se detectd una tincion positiva en el
tejido tumoral para CNTD2, que ademas se encontraba principalmente localizada
en el nucleo (Fig. 10D), y para CCNO, la cual podria estar concentrada en el

nucléolo de las células tumorales (Fig. 10D).
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Grado histoldgico

Bajo
Alto
Ganglios +
Estadio
|
1l
11
v
Sexo
Mujer
Hombre
Edad
Localizacion del tumor
lzquierda
Derecha
Transversal

Numero (%)

49 (89,1%)
6 (10,9%)

30 (54,5%)

22 (40%)
26 (47,3%)
7 (12,7%)

30 (54,5%)
25 (45,5%)
71,1 (34-92)
19 (34,5%)

31 (56,4%)
5(9,1%)

Tabla 20. Caracteristicas clinico-patolégicas de los sujetos incluidos en el estudio.
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Figura 10. CCNO y CNTD2 se encuentran sobreexpresadas en tejidos de CCR.
(A) Imagenes representativas de la expresion de varias nuevas ciclinas en las lineas celulares
humanas de CCR HCA-7, HT115, HT-29 y LoVo, en comparacion con la linea fibroblastica de
colon CCD-18Co. (B) Iméagenes representativas de la expresion de las nuevas ciclinas en
muestras de tejidos FFPE normales (N) y tumorales (T) de pacientes de CCR. (C) Las bandas
fueron cuantificadas mediante el programa LI-COR Image Studio Software y normalizadas con
el coomassie y los resultados representados mediante un grafico de caja y bigotes. Los bigotes
indican el rango de niveles de la muestra y la barra horizontal dentro de la caja, la mediana
(n=55). ***P < 0.001 vs tejido normal, Wilcoxon test. (D) Imagenes representativas de la
inmunohistoquimica realizada en las muestras normales y tumorales de pacientes de CCR,
marcadas con anticuerpos para CNTD2 y CCNO. En ambos casos los niveles de expresion
proteica son mayores en el tejido tumoral. CNTD2 se localiza principalmente en el nucleo
mientras que CCNO se encuentra en la region nucleolar (aumento 63x).
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2. Lasobreexpresion de CNTD2 incrementa la proliferacion en células de

cancer de colon.

Con el fin de evaluar el papel de CCNO y CNTD2, ambas ciclinas fueron
clonadas en un vector lentiviral y sobreexpresadas en las lineas de cancer de
colon: LoVo y HT-29. Se seleccionaron estas lineas celulares, en primer lugar,
por ser frecuentemente citadas como modelos representativos de
adenocarcinoma colorrectal. En segundo lugar, por las diferencias en sus fondos
genéticos, ya que las HT-29 presenta BRAF mutado, mientras que LoVo es
BRAF wild type. Finalmente, el hecho de que las HT-29 procedan de un tumor
primario, mientras que las LoVo hayan sido obtenidas de un nédulo metastasico
las convierten en modelos atractivos para este estudio.

Ambas lineas se infectaron con un lentivirus vacio (control) o con el
vector viral expresando CCNO o CNTD2. Los niveles de infeccion fueron
evaluados mediante citometria de flujo gracias a un GFP reportero mediante el
cual se pudo determinar un porcentaje de infeccion de alrededor del 90% para
una infeccion con 20 MOI (Figs. 11A y 11B), mientras que la expresion de los

constructos se verifico mediante Western Blot (Figs. 11C y 11D).
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Figura 11. Sobreexpresion de CCNO y CNTD2 en células de CCR. Las células LoVo y HT-29
fueron infectadas con el vector lentiviral vacio (control) o con el constructo que se indica. (A, B) El
andlisis de las infecciones por citometria de flujo revela que practicamente el total de las
poblaciones analizadas se encuentran infectadas (C, D) El analisis por Western Blot de las células
infectadas confirma la correcta sobreexpresion de los constructos. Se utiliz6 un anticuerpo contra
flag para detectarlos.

Mientras que la sobreexpresion de CCNO no produjo un claro efecto en la
proliferacion celular, la sobreexpresion de CNTD2 increment6 el nimero de
celulas (Figs. 12A y 12D), la intensidad del marcador de proliferacion Ki-67
(Fig. 12B y 12E), asi como la capacidad formadora de colonias (Figs. 12C y 12F)
tanto en células LoVo como en HT-29. Estos resultados muestran un fenotipo

robusto de proliferacion independientemente del estatus de BRAF.
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D) El nimero de células de CCR fue evaluado mediante conteo. Las columnas representan la media
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< 0.001 vs control, T-student test. (C, F) La eficiencia de la formacién de colonias se determiné
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Ademas, los analisis de ciclo celular en LoVo y HT-29 sobreexpresando
CCNO y CTND2 mostraron que solo el ultimo produjo alteraciones de ciclo,
apareciendo una disminucion del porcentaje de células en fase S y un incremento
en las fases G2/M (Figs. 13A y 13D). Para determinar si el incremento de la
proliferacion podia estar acompafiado de una disminucion en la expresion del
supresor tumoral p53 se analizaron sus niveles por Western Blot, y a pesar de
una ligera disminucion en las células que sobreexpresaban CNTD2, no se

obtuvieron diferencias significativas (Figs. 13B, 13C, 13E y 13F).
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Figura 13. La sobreexpresion de CNTD2 produce una leve aceleracion del ciclo celular. (A, D)
El ciclo celular se analizé6 mediante tincion con yoduro de propidio y citometria de flujo. Las
columnas representan la media +SEM de seis experimentos independientes realizados por
triplicado, **P < 0.01 vs control, Mann-Whitney test. (B, E) Andlisis por Western Blot de la
expression de p53. (C, F) . Los niveles de expresion fueron cuantificados con el programa LI-COR
Image Studio Software, normalizados con Ponceau y representados respecto al control.

66



RESULTADOS

3. Lasobreexpresion de CNTD2 promueve la migracién de las células de
CCR.

Para investigar si estas nuevas ciclinas podian aumentar la capacidad de
las células de CCR para establecer metastasis se determind el ratio de expresion
T/N en todas las ciclinas de esta investigacion en pacientes con diferentes grados
de nodulos linfaticos regionales (N=0 o nodulos linfaticos regionales no
afectados, N=1 o metéstasis en 1 a 3 nodulos linfaticos, N=2 o metastasis en 4 o
mas nodulos linfaticos). Esta y otras correlaciones pueden encontrarse en la
Tabla 21.

De todas las ciclinas testadas s6lo se encontrd una correlaciéon positiva
entre la expresion de CNTD2 y los distintos grados de nddulos linfaticos
regionales (Fig. 14A). Este resultado sugiere que aparte de su implicacion en
proliferacion celular, la sobreexpresion de CNTD2 podria contribuir a la
migracion celular y el desarrollo de metéstasis. Para confirmar esta hipotesis, se
monitorizd el efecto de la sobreexpresion de CNTD2 en la movilidad celular de
las lineas de CCR mediante un primer ensayo de migracion por herida, y
observamos que la sobreexpresion de CNTD2 incrementaba significativamente
la velocidad de migracion de las células LoVo y HT-29 en comparacion con las
células control (Figs. 14B y 14D). Confirmamos este resultado mediante un
ensayo de migracion por transwell, en el que pudimos confirmar que la
sobreexpresion de CNTD2 mejoraba la capacidad migratoria de las células
LoVo y HT-29 respecto al control, observandose mas células migratorias en la
parte inferior del pocillo (Figs. 14C y 14E).

Estos resultados estarian indicando que la sobreexpresion de CNTD2

podria jugar un papel importante en el desarrollo de metastasis en CCR.
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Cablesl CCNG1 CCNO CCNY CNTD2
Mediana Pvalor | Mediana Pvalor Mediana  Pvalor Mediana Pvalor Mediana Pvalor
Grado histolégico
Bajo 18(0869 NA [07(04-20) 034 | 56(1,7225) 071 |1,2(0,3-21) 086 | 1,9(0,9-512) 0,84
Alto NA 1,3(0,7-3,2) 7,6 (0,5-26,8) 0,3 (0,3-15,2) 2,1(0,5-5,3)
Ganglios + r=-0,1 0,57 r=0,1 0,56 r=-0,12 0,4 r=0,04 0,82 r=0,29 0,03*
Ganglios - r=0,1 0,66 r=-0,01 0,94 r=-0,2 0,07 r=-0,01 0,94 r=-0,1 0,48
pT
2 NA 0,24 |1,4(0,1-2,7) 0,55 7,0(3,6-12,1) 0,35 |(10,5(6,3-17,8 0,03* 2,5(0,3-4,7) 0,61
3 1,0 (0,8-5,1) 0,8 (0,3-1,7) 4,9 (1,0-21,6) 0,9 (0,3-2,0) 2,7 (1,1-10,5)
4 3,2 (2,9-6,9) 0,7 (0,5-2,9) 14,1 (2,3-38,4) 0,4 (0,3-0,9) 2,8(1,2-5,5)
pN
0 2,6(0,7-7,2) 0,76 (0,5(0,3-1,8) 0,36 51(2-42,7) 0,32 0,4 (0,1-7,8) 0,69 1,2(0,8-42) 0,01*
1 1,0 (0,9-15,6) 1,5(0,7-2,9) 5,7 (1,8-16,0) 1,4 (0,4-10,5) 5,7 (1,8-16,0)
2 1,0(0,7-5,5) 0,6 (0,3-2,2) 5,0 (0,53-22,8) 0,5(0,3-1,3) 5,0 (0,53-22,8)
pM
0 14(0856) 057 |07(04-26) 1,00 | 61(19-235) 037 |1,2(0,3-3,2) 0,19 19(1,057) 021
1 4,4 (1,8-6,9) 0,6 (0,4-1,5) 1,7 (1,0-24,7) 0,3 (0,3-0,4) 0,9 (0,3-0,4)
Sexo
Mujer 1,0(0,8-3,2) 0,26 [1,0 (0,4-3,1) 0,09 4,9 (1-32,6) 0,52 0,9(0,3-2,7) 0,76 1,5(0,9-4,9) 0,57
Hombre 2,1(0,9-10,8) 0,7 (0,2-1,3) 6,5 (2,0-18,8) 1,0 (0,3-4,1) 6,5 (2,0-18,8)
Edad r=-0,1 0,76 r=-0,1 0,70 r=0,18 0,18 r=0,31 0,09 r=-0,11 0,43
Lugar del tumor
Izquierda 10(0,880) 021 |07(03-17) 018 | 1,0(1,0-17,1) 011 |1,2(0,3-21) 092 | 2,0(1,056) 0,39
Derecha 1,8(0,7-2,5) 1,3(0,5-5,2) 6,5 (1,7-14,5) 0,5(0,3-13,3) 1,3(0,7-3,3)
Transversal 13,5 (7,0-20,1) 0,7 (0,3-1,6) 32,9 (14,3-71,8) 0,8 (0,3-1,3) 32,9 (14,3-71,8)

Tabla 21. Correlaciones entre la ratio T/N y las diferentes caracteristicas de los pacientes. Se
analizaron estadisticamente mediante Mann-Whitney las relaciones entre la ratio T/N y sexo, grado
histolégico pM; mediante Spearman las relaciones entre ratio T/N y edad o ganglios; y mediante
Krustal-wallis la correlacién entre ratio T/N y pT o pN. Se encontré una correlacion significativa
entre el tamafio del tumor primario (pT 2) y una mayor expresién de CCNY en el tumor. Por otro
lado también se observo que los pacientes con Ganglios + y con mayor infiltracion metastatica en
nédulos presentaban un mayor ratio T/N de CNTD2.
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Figura 14. La sobreexpresion de CNTD2 incrementa la migracion en células de CCR.
(A) EIl ratio T/N ratio de CNTD2 fue evaluado en pacientes con diferente grado de nddulos
linfaticos regionales (N), NO (n=25), N1 (n=18) o N2 (n=12) y se represent6 en un gréafico de
caja y bigotes. *P < 0.05, Mann-Whitney test. (B, D) La capacidad migratoria de las células de
CCR se evaludé mediante un ensayo de herida y los resultados se expresaron como longitud
recorrida por las células durante el cierre de la herida en um. Cada columna representa la media +
SEM de cuatro experimentos realizados por triplicado. *P < 0.05 vs control, Mann-Whitney test.
(C, E) La migracion de las células se monitorizé por ensayo de transwell. Tras la 24h de
migracion, las células de la camara inferior se tifieron con cristal violeta y se cuantificé midiendo
la absorbancia a 595nm tras la extraccion del colorante con &cido acético. Las columnas
representan la media £+ SEM de cuatro experimentos independientes realizados por triplicado,
**p < 0.01 vs control, Mann-Whitney test. Los resultados se representan como porcentaje del
control.
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4. La sobreexpresion de CNTD2 promueve la transicion a células madre

cancerigenas.

Con el objetivo de migrar a través del organismo, colonizar otros tejidos y
establecer metastasis distante, las células tumorales necesitan volverse
“independientes del anclaje” y modular su fenotipo para adquirir propiedades
mesenquimales. Esta capacidad es denominada “epitelial to mesenchymal
transition” o EMT™,

Para evaluar si la sobreexpresion de CNTD2 promovia estas propiedades
asociadas con la stemness de las células de CCR, las células fueron cultivadas en
suspension en placas de baja adhesion y en un medio de desdiferenciacion, sin
suero y rico en factores de crecimiento con el objetivo de enriquecer la poblacion
en céelulas madre cancerigenas (Cancer stem cells o0 CSCs). Las CSCs se pueden
cultivar en suspension bajo medio de desdiferenciacion para generar esferas™.
Los resultados obtenidos  mostraron que la sobreexpresion de CNTD2
incrementaba el nimero de esferas en los cultivos en suspension de las células
LoVo y HT-29 en comparacion con el control (Figs. 15A y 15D), lo que sugiere
que CNTD2 podria estar implicado en la capacidad de autorenovacion (self-
renewal), caracteristica de las CSCs. Por otro lado, en un ensayo de crecimiento
independiente de anclaje en las que se cultivaron las células en soft-agar, el
incremento de CNTD2 estimuld la formacion de colonias no adheridas s6lo en
las células LoVo (Figs. 15B y 15E). A continuacion analizamos el efecto de la
sobreexpresion de CNTD2 en marcadores de EMT mediante Western Blot.
Mientras que en las células LoVo la sobreexpresion de CNTD2 redujo de forma
significativa la expresion de E-cadherina y mostrd una tendencia de incremento
en los niveles de vimentina, no se observaron alteraciones en cuanto a los
marcadores de EMT en las HT-29 (Figs. 15C y 15F), indicando que CNTD2
podria tener diferente impacto en el proceso de EMT y crecimiento independiente

de anclaje dependiendo del estado de BRAF.
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Figura 15. La sobreexpresion de CNTD2 promueve la transicion a CSCs. (A, D) El nimero
de esferas se contabiliz6 en células de CCR sobrexpresando lentivirus vacio y CNTD2 sembradas
en suspensién con medio de desdiferenciacion. Las columnas representan la media + SEM de
seis experimentos independientes realizados por triplicado, *P < 0.05, **P < 0.01 vs control,
Mann-Whitney test. (B, E) El efecto de CNTD?2 en el crecimiento independiente de anclaje fue
determinado mediante el cultivo de las células de CCR en soft-agar. Las columnas representan la
media + SEM de cinco experimentos independientes realizados por triplicado, *P < 0.05 vs
control, Mann-Whitney test. (C, D) El efecto CNTD2 en la expresién de marcadores de EMT
como E-cadherin y vimentina fue analizado por Western Blot. Los niveles de expresion fueron
cuantificados con el programa LI-COR Image Studio Software y normalizados con Ponceau. Las
columnas representan la media + SEM de ocho experimentos independientes of, *P < 0.05 vs
control, Mann-Whitney test. Los resultados se representan como porcentaje del control.
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5. La sobreexpresion de CNTD2 acelera el crecimiento tumoral in vivo

Basandonos en los resultados in vitro, cabria esperar que la sobreexpresion
de CNTD2 incrementara el crecimiento tumoral in vivo. Por ello, las células
LoVo y HT-29 infectadas con el vector vacio o CNTD2 fueron inyectadas
subcutdneamente a ambos lados del costado de ratones nude. Los tumores
derivados de las células LoVo que sobreexpresaban CNTD2 crecian a mayor
velocidad que los controles (Fig. 16A), y pasados 70 dias tras la inoculacion,
tanto el tamafio tumoral como la expresion de Ki-67 eran mayores (Figs. 16B y
16C). Sorprendentemente, en el caso de los ratones inoculados con HT-29,
CNTD2 redujo la velocidad de crecimiento tumoral y el tamafio de los mismos a
tiempo final, mientras que la expresién de Ki67 se mantuvo idéntica a la del
control (Figs. 16D, 16E y 16F). Este resultado podria sugerir que un contexto
genético como puede ser la mutacion BRAF podria regular las consecuencias de

la sobreexpresién de CNTD2 in vivo.
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Figura 16. La sobreexpresion de CNTD2 incrementa el crecimiento tumoral in vivo. (A, D) El
volumen tumoral fue medido a distintos tiempos tras la inoculacion de las células de CCR (n=7).
*P < 0.05, **P < 0.01 vs control, Mann-Whitney test. (B, E) Tras 70 dias los ratones fueron
sacrificados y los tumores pesados. *P < 0.05, vs control, Mann-Whitney test. (C, F) Imégenes

representativas de la inmunohistoquimica de Ki67 en los tumores. Escala: 500 pm.
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6. CNTD2 como factor prondstico y diana terapéutica de CCR.

Para investigar el impacto pronostico de CNTD2 en CCR, construimos
curvas de Kaplan-Meier representando la supervivencia global de pacientes de
CCR, utilizando el software PROGgeneV?2 y seleccionando la web Marisa'?, por
su fiabilidad. Mientras los niveles de expresion de CNTD2 no parecian afectar a
la supervivencia global de pacientes de CCR de todos los tipos histoldgicos para
los cuales se habia estudiado el estado de BRAF (Fig. 17A), la estratificacion de
pacientes reveld que la elevada expresion de CNTD2 tendia a presentar un peor
prondstico en pacientes con BRAF- (Fig. 17B). Por otro lado, y de acuerdo con
nuestros resultados en ratdn, una elevada expresion de CNTD2 parecia mejorar la

supervivencia en aquellos pacientes que presentaban BRAF+ (Fig. 17C).
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Figura 17. Valor prondstico de CNTD2 en CCR. Mediante la herramienta PROGgeneV2 software
(http://watson.compbio.iupui.edu/chirayu/proggene/database/?url=proggene) y seleccionando la base
de datos Marisa (GSE39582, n=578) se realizaron curvas de Kapplan-Meier- (A) Gréfica de la
supervivencia a lo largo del tiempo de pacientes de CCR de todos los tipos histolégicos, (B) sin
mutacion en BRAF o (C) con mutacion en BRAF, segln los niveles de expresion de CNTD2. Las
curvas rojas representan una elevada expresion de CNTD2, mientras que las curvas verdes
representan una baja expresion.
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Teniendo en cuenta que CNTD2 promueve la proliferacion celular y la
migracion, y ademas esta asociado con mal pronostico en CCR BRAF-, CNTD2
podria representar una nueva diana terapéutica. Para investigar esta hipotesis,
intentamos silenciar CNTD2 en el modelo BRAF- a pesar de los bajos niveles de
proteinas detectados mediante siRNA. Se utilizaron dos secuencias distintas
dirigidas a silenciar CNTDZ2, y en ambos casos se redujeron los niveles de RNA'y
disminuyd el nimero de células de forma dosis-dependiente al compararlas con
las células transfectadas con el scrambled (Figs. 18A y 18B). Esta disminucién
del crecimiento celular producida por el silenciamiento de CNTD2, junto al
hecho de que CNTD2 sélo se encuentra expresado en el sistema nervioso central
segun la base de datos GTEXPortal (Fig. 18C), presentan a CNTD2 como una
buena diana terapéutica en el tratamiento del CCR.

w 2.0 150 " 15 150
e e
—- 1.5 | _ = |
a E 100/ a 10 E
- (] - w
= 1.0 & . = =
O = 'E) =
< 05 .8 M < 03 o
1 1
£ 00 > Y (i1 Y E 00 Y - Y
L [+ & & & A
@(@ ‘:(\ '\Q{\ o ‘3{\ '\Q'i\ @\0 6{\ ,\Q{\ ) ‘-a(\ ’\bo
e siRNAA & siRNA A & siRNAB ¢ siRNA B
C Expresion génicade CNTD2

N i

SELLORERPE SHINT P & NP L ELLEFF PP 8 200 P& Bt & SODP A0 NP
O S B N
‘wé‘%é@ﬁ*‘f\a@@ ARSI (ES LSS “"ﬁ&*’e«g‘?ﬁﬂ? ¢S o

Figura 18. CNTD2 como diana terapéutica en CCR. (A,B) Silenciamiento de CNTD2 en células
LoVo mediante las secuencias de siRNA A y B respectivamente. El silenciamiento fue
monitorizado mediante g-RT-PCR y el ndmero de células se analiz6 por conteo 72h tras la
transfeccion. En ambos casos las columnas representan la media £ SEM de cuatro experimentos
independientes, *P < 0.05 vs scrambled, Mann-Whitney test. Los resultados se representan como
porcentaje del control. (C) Expresion de CNTD2 en diferentes tejidos segun GTEXPortal

(https://www.gtexportal.org/home/).
74



75



76



CAPITULO 2

CNTD2 incrementa la desdiferenciaciony la
resistencia a farmacos en las células cancerigenas
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1. CNTD2 se encuentra sobreexpresado en varios tipos tumorales

Los resultados previos sefialaban a CNTD2 como un posible precursor
del cancer colorrectal (CCR), al encontrarse en niveles elevados en muestras
tumorales de pacientes y al ser capaz de incrementar la proliferacion y
migracion de las células in vitro. Por este motivo decidimos estudiar si ademas
de en CCR, CNTD2 presentaba una expresion diferencial entre tejido tumoral y
sano en otros tipos tumorales. Utilizando la base de datos FIREBROWSE,
pudimos comprobar in silico, que CNTD2 presentaba diferentes niveles de
expresion entre el tejido tumoral y normal en cancer colorrectal (COAD, CRC,
READ), pero también habia grandes diferencias en cancer de mama (BRCA) y
cancer de pulmon (LUAD) (Fig. 19A).

Ademas de las diferencias entre el tejido tumoral y el sano, al realizar
curvas de supervivencia en cada uno de estos canceres (mama, colorrectal y
pulmén) mediante la base de datos PROGgeneV2, pudimos observar como una
elevada expresion de CNTD2 suponia un peor prondstico para los pacientes
(Fig. 19B).

Debido a los elevados niveles de expresion de CNTD2, asi como su mal
prondstico en pacientes de cancer de mama, colon y pulmon, decidimos

continuar con los estudios en modelos celulares de estos tres tipos de cancer.
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Figura 19. Expresion diferencial de CNTD2 en tejidos normales y tumorales. (A)
Diferencias en los niveles de expresién de CNTD2 entre el tejido tumoral y el tejido sano
adyacente en varios tipos de cancer segin la base de datos FIREBROWSE
(http://firebrowse.org/). (B) Curvas de supervivencia de CNTD2 en los tres tipos de cancer en los
gue se expresa mas mediante la herramienta PROGgeneV2 y seleccionando las bases de datos
GSE42568, n=104 para mama, GSE38832, n=120 para colon y GSE34573, n=130 para pulmon.

2. Los niveles de expresion de CNTD2 son mayores en modelos celulares

menos diferenciados

Cada vez mas evidencias sugieren que muchos tipos de canceres podrian
estar orquestados por la intervencién de las células madre cancerigenas (CSCs).
Estas celulas parecen ser responsables de caracteristicas como la agresividad
tumoral  las resistencias a radiacién y quimioterapia''®. Las CSCs son capaces

de experimentar EMT, caracteristica que permite a las células migrar y producir
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metastasis en otros tejidos, por lo que las CSCs se han convertido en un elemento
clave para el desarrollo de terapias*?.

En el anterior capitulo, la sobreexpresion de CNTD2 demostrd incrementar la
capacidad de EMT de células de CCR, por lo que seria interesante determinar si
CNTD2 podria tener un papel como inductor de células iniciadoras de tumor,
esto es, de CSCs. Basandonos en este antecedente, producimos esferas en
suspension de lineas celulares de cancer de mama, colon y pulmén y
comparamos los niveles de expresion de CNTD2 con sus respectivas células en
cultivo adherente (Fig. 20A). Intentamos analizar la expresion de CNTD2 en
estas lineas mediante Western Blot, pero los niveles de expresion proteica son
demasiado bajos para la deteccién por anticuerpos (Fig. 20B), por lo que
decidimos analizarlos mediante g-RT-PCR normalizando los valores frente al
18S, housekeeping que ha demostrado no variar sus niveles en la comparacion de

células adherentes y esferas'?? (Fig. 20C).
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Figura 20. La expresién de CNTD2 es mayor en modelos menos diferenciados. . (A) Esferas
en suspension de dos modelos celulares de cada uno de los canceres con mayor expresion de
CNTD2. A549 y H1395 como representacion de cancer de pulmén; LoVo y HT-29 como
representacion de cancer colorrectal y MDA-MB-231 como representacion de cancer de mama (B)
Western Blot de CNTD2 en las lineas celulares anteriores. (C) Q-RT-PCR que analiza las
diferencias de expresion entre las lineas celulares anteriormente mencionadas cultivadas en
adhesion, y cultivadas como esferas en placa de baja adhesidn y en medio de desdiferenciacion
(medio de tumor-esferas). Las columnas representan la media £ SEM de cinco experimentos
independientes, *P < 0.05, Adhesion (A) vs esfera (E), Mann-Whitney test.
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3. CNTD2 incrementa el nUumero de esferas.

Dado que la expresion de CNTD2 parecia estar de alguna forma vinculada
a células mas indiferenciadas, decidimos comprobar si la sobreexpresion de
CNTD2 tendria como consecuencia un aumento de la poblacion de CSCs, o si
por lo contrario su silenciamiento produciria una reduccion de las mismas. Para
la realizacion de estos experimentos se decidié tomar como modelo una linea
celular de cada uno de los tres canceres en los que las diferencias de expresion de
CNTD2 entre el tejido tumoral y el normal son mas evidentes. Por ello se
seleccionaron las lineas A549, como modelo de cancer de pulmon, LoVo como
modelo de cancer de colon, y MCF7 como modelo de cancer de mama, que
ademas tenian en comdn el fondo genético BRAF-.

Para los experimentos de sobreexpresion se procedid a infectar las tres
lineas celulares con lentivirus vacios (control) o con el constructo de CNTD?2,
hasta obtener el mayor porcentaje de infeccion posible para cada linea celular, sin
dafiar su fisiologia. Se probaron diferentes MOI y finalmente se seleccionaron 20
MOI para A549 y LoVo y 50 MOI para MCF7. El porcentaje de cada infeccion
fue analizado mediante citometria de flujo gracias al GFP reportero del vector
lentiviral (Fig. 21A). A continuacion se comprobd la expresion de CNTD2
mediante Western Blot utilizando el anticuerpo anti-CNTD2 (Fig. 21B).

En cuanto a los experimentos de silenciamiento, se emplearon dos siRNAs
diferentes (A y B), dirigidos frente a la secuencia de CNTD2. Se emplearon tres
concentraciones de ambos siRNAs (10nM, 30nM y 50nM) durante 72h y se
seleccion6 la mejor concentracion (50nM) para los experimentos. El
silenciamiento de CNTD2 fue monitorizado mediante gRT-PCR (Fig. 21C).
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Figura 21. Sobreexpresion y silenciamiento de CNTD2. (A) Las células A549, LoVo y MCF7
fueron infectadas con el vector lentiviral vacio (control) o con CNTD2, y se analiz6 la eficiencia
de infeccion mediante citometria de flujo. (B) El analisis por Western Blot de las células infectadas
confirma la correcta sobreexpresion de CNTD2. (C) CNTD2 fue silenciado en A549, LoVo y
MCF7 con las secuencias de sSiRNA A y B a 50nM durante 72h y la disminucion de la expresién de
CNTD2 fue monitorizada mediante g-RT-PCR Las columnas representan la media + SEM de cinco
experimentos independientes, *P < 0.05 vs scrambled, Mann-Whitney test. Los resultados se
representan como porcentaje del scrambled

Tras la sobreexpresion o el silenciamiento de CNTD2 en las tres lineas
celulares se procedi6 a la siembra de las mismas en condiciones de
desdiferenciacion. Para el enriquecimiento de CSCs de los cultivos en adhesion,
se contaron las células y se embebieron en Matrigel con el objetivo de generar
una matriz en la que se pudiera evitar su adhesion y facilitar el posterior conteo
de las esferas generadas. Ademas del Matrigel, se afiadi6 medio de
desdiferenciacion libre de suero y rico en factores de crecimiento. La
sobreexpresién de CNTD2 generd un mayor nimero de esferas en las tres lineas
celulares (Fig. 22A y 22B), y el silenciamiento de CNTD2, fue capaz de reducir

significativamente el crecimiento de las esferas (Fig. 22C y 22D).
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Figura 22. CNTD2 incrementa la formacion de CSCs en tres tipos de cancer. (A) Efecto de la
sobreexpresion de CNTD2 en la formacion de esferas. Las lineas celulares fueron infectadas con el
lentivirus vacio o con CNTD2 y posteriormente fueron sembradas en Matrigel y suplementadas con
medio de tumor-esferas. Tras 10 dias de cultivos se contaron las esferas bajo el microscopio de
contraste de fases. (B) Imagenes representativas del efecto de la sobreexpresion. (C) Efecto del
silenciamiento de CNTD2 mediante las secuencias A y B a 50nM durante 72h. En ambos casos las
columnas representan la media + SEM de cinco experimentos independientes realizados en
triplicado, *P < 0.05, **P < 0.01 vs control, Mann-Whitney test. Los resultados se representan
como porcentaje del control. (D) Imagenes representativas del efecto del silenciamiento.

4. La sobrexpresion de CNTD2 incrementa la expresion de marcadores
de CSCs

Numerosos articulos advierten de la importancia del reconocimiento de las
CSCs en cancer y han relacionado la expresion de determinados marcadores de
membrana como CD44 y CD133 con la presencia de las mismas®. La
sobreexpresion de CNTD2, ademas de aumentar el nimero de esferas, fue capaz
de incrementar significativamente el marcador de stemness CD44, y solo
parcialmente el marcador CD133 en A549, LoVo y MCF7 en cultivos en
adhesion (Fig. 23).
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Figura 23. CNTD2 incrementa la expresion de CD44. (A) Se analizd la expresion de los
marcadores de stemness CD44 y CD133 en lineas adherentes para determinar si la sobreexpresion
de CNTD2 producia un aumento en la poblacion positiva para los mismos. (B) Los niveles de
expresidn fueron cuantificados con el programa LI-COR Image Studio Software y normalizados con
Ponceau. Las columnas representan la media + SEM de diez experimentos independientes of, *P <

0.05, **P < 0.01 vs control, Mann-Whitney test. Los resultados se representan como porcentaje del
control.

5. La sobreexpresion de CNTD2 incrementa la expresion de marcadores de
pluripotencia.

Ademas de los marcadores de stemness como CD44 y CD133, se ha
estado estudiando si los factores de induccion de pluripotencia, como SOX2,
OCT4 y NANOG podrian influir en la generacion de CSCs. Recientemente se ha
demostrado que estos factores aparecen altamente expresados en diversos
canceres, y se han relacionado con las capacidades de desdiferenciacion de los
mismos'?®, Para investigar si estos factores veian alterada su expresién con la
sobreexpresion de CNTD2, partimos de la poblacion enriquecida en CSCs, ya

que son las Unicas células dentro de la heterogeneidad tumoral que expresan

85



RESULTADOS

estos marcadores y analizamos los niveles de OCT4, SOX2 y NANOG mediante
g-RT-PCR (Fig. 24). En las tres lineas tumorales estudiadas se produjo un
aumento significativo de los niveles de expresion de OCT4 tras la sobreexpresion
de CNTD2. Ademas, en el caso de las LoVo y las MCF7, SOX2 también vio

aumentados sus niveles, y tnicamente en A549, NANOG incremento.
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Figura 24. CNTD2 incrementa la expresion de marcadores de pluripotencia en esferas. Las
lineas infectadas con lentivirus vacios o sobreexpresando CNTD2 fueron sembradas en suspension
en condiciones de desdiferenciacion. Tras 7 dias de cultivo se analizaron en las CSCs resultantes los
niveles de expresion de OCT4, SOX2 y NANOG por g-RT-PCR y se normalizaron con actina. Las
columnas representan la media + SEM de seis experimentos independientes realizados en triplicado,
*P < 0.05, **P < 0.01 vs control, Mann-Whitney test. Los resultados se representan como

porcentaje del control.

86



RESULTADOS

6. La sobreexpresion de CNTD2 otorga resistencia a farmacos a traves de

transportadores ABC.

Otra consecuencia de los procesos de EMT y de la aparicién de CSCs es
que en ambos casos juegan un papel esencial durante el desarrollo de resistencia
a farmacos, y encontrar las bases moleculares responsables de estos procesos se
ha convertido en primordial para desarrollar nuevas terapias frente al cancer**.

Con el fin de explorar si CNTD2 podia inducir algun tipo de resistencia a
quimioterapéuticos, se trataron las tres lineas celulares representantes de cada
tipo tumoral (pulmdn, colon y mama) con diferentes farmacos y concentraciones
durante 72h (Fig. 25). La sobreexpresion de CNTD2 parecié otorgar cierta
resistencia a los diferentes farmacos dado que las células A549 y LoVo que
sobreexpresaban CNTD2 presentaban mayor viabilidad que el control. En el caso
de las MCF7 habia una tendencia a incrementar la viabilidad con CNTD2, pero

esta solo fue significativa ante el tratamiento con cisplatina.
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Figura 25. La sobreexpresion de CNTD2 otorga mayor viabilidad tras el tratamiento con
farmacos. Las células A549, LoVo y MCF7 infectadas con el vector vacio o con CNTD2 fueron
tratadas con diferentes concentraciones de farmacos durante 72h, y los niveles de viabilidad celular
se analizaron por MTT. Las columnas representan la media £+ SEM de seis experimentos
independientes realizados en triplicado, *P < 0.05, **P < 0.01 vs control, Mann-Whitney test. Los

resultados se representan como porcentaje del control.
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Uno de los principales mecanismos de resistencia a farmacos es producido
por un incremento de eflujo a través de las membranas celulares gracias a una
serie de transportadores, como los pertenecientes a la familia ABC. Tanto la EMT
como la expresion de marcadores de stemness han sido relacionados con un
aumento de estos transportadores'®®. A continuacién decidimos analizar si la
resistencia mostrada hacia los farmacos se podia relacionar con un aumento en la
expresion de algun transportador de membrana de la familia ABC. Para ello se
analizaron por g-RT-PCR los transportadores ABCC1, ABCC2, ABCC3 y
ABCCS5, en las lineas infectadas con el lentivirus vacio o CNTD2 (Fig. 26), al ser
que presentan alteraciones mas frecuentemente en las resistencias a los farmacos

que utilizamos (Tabla 3).
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Figura 26. La sobreexpresion de CNTD2 incrementa la expresion de transportadores ABC. Se
analizaron mediante g-RT-PCR las expresiones de 4 transportadores de la familia ABC comUnmente
implicados en la resistencia a farmacos: ABCC1, ABCC2, ABCC3 y ABCC5, y comparamos su
expresion entre las células A549, LoVo y MCF7 infectadas con el vector vacio o con CNTD2. Las
columnas representan la media £ SEM de seis experimentos independientes realizados en triplicado,
*P < 0.05, **P < 0.01 vs control, Mann-Whitney test. Los resultados se representan como
porcentaje del control.
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La sobreexpresion de CNTD2 supuso un incremento en los
transportadores ABCC1 y ABCC2 en celulas A549 y MCF7, mientras que
ABCC3 y ABCCS5 se incrementaron en A549 y LoVo.

7. CNTD2 se expresa en células pluripotentes y disminuye con la

diferenciacion.

CNTD2 es una proteina que a pesar de estar altamente expresada en tejidos
tumorales, no aparece ni en lineas celulares ni en tejidos sanos del organismo,
con excepcion del sistema nervioso central. Los resultados de este proyecto
muestran claras evidencias de que CNTD2 no solo juega un papel en cancer, sino
que lo hace a través de la induccion de stemness. Para confirmar esta hipotesis,
quisimos averiguar si CNTD2 podria aparecer en algun modelo fisioldgico que
estuviera relacionado con la desdiferenciacién. Para ello empleamos un modelo
de celulas pluripotentes obtenidas de la pulpa dental (Dental pulp pluripotential
stem cells, DPPSCs), tratadas con factores de diferenciacion a osteoclasto a 0, 7,
14 y 21 dias. De cada uno de estos dias se extrajeron las proteinas y se realiz6 un
Western Blot. CNTD2 aparecié en las DPPSCs a dia 0, y perdi6é por completo su

expresion con el proceso de diferenciacion (Fig. 27).
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Figura 27. CNTD2 se expresa en células pluripotentes. (A) Western Blot de DPPSCs
diferenciadas a osteoclasto durante 21 dias. (B) Cuantifiacion mediante el programa LI-COR y
normalizacion con Ponceau. Las columnas representan la media + SEM de tres experimentos, **P <
0.01, ***P < 0.001 vs Dia 0, T-student test. Los resultados se representan como porcentaje del
control.
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8. CNTD2 se encuentra en el nucleo de las células tumorales

Hasta este momento no habia sido posible la deteccion de los niveles
proteicos de CNTD2 en ninguna linea celular mediante Western Blot, pero varios
indicios sefialaban que CNTD2 podria estar localizado en el ndcleo. Por este
motivo decidimos explorar esta posibilidad mediante el fraccionamiento de las
tres lineas celulares (A549, LoVo y MCF7) mediante un kit comercial. La
primera fraccion correspondiente al citoplasma podia ser detectada por la
presencia de GAPDH. La segunda fraccion, que correspondia a las proteinas de
membrana, se identific6 por la presencia de la bomba Na+K+ATPasa.
Finalmente el contenido nuclear y las proteinas unidas a DNA, se encontraron en
la tercera fraccion, reconocible por la presencia de Lamina B. El andlisis de las
fracciones mostro que CNTD2 se encontraba localizado en el nucleo de las
células tumorales (Fig. 28A). Estudios preliminares de la localizacion de CNTD2

mediante inmunofluorescencia han corroborado estos resultados (Fig. 28B).
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Figura 28. CNTD2 se encuentra en el nucleo de las células tumorales. (A) Fraccionamiento
celular de las lineas A549, LoVo y MCF7 que permitié concentrar los niveles de CNTD2 en la
fraccion nuclear. (B) Inmunofluorescencia de A549, LoVo y MCF7 donde se comprueba que la
proteina CNTD?2 se localiza principalmente en el ndcleo. Escala 20um.
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Durante los ultimos afos, el principio de que el cancer es una “enfermedad
de genes” ha transformado la vision sobre el diagnostico y el tratamiento de esta
enfermedad’®. En la evolucién del céncer, la heterogeneidad intra-tumoral e
inter-tumoral estan directamente correlacionadas con las diferencias en las
posibilidades de éxito a la hora de derrotar a la enfermedad®.

A pesar de los avances en diagnostico y nuevas terapias, muchos pacientes
de cancer recaen tras los tratamientos y desarrollan metastasis, lo que se traduce

en prondsticos pobres y baja supervivencia™"'*.

Estos hechos ponen de
manifiesto la importancia de nuevos estudios que tengan como fin profundizar
mas en las bases moleculares de esta enfermedad y asi permitir la identificacion
de nuevos factores predictivos y prondsticos, asi como nuevas dianas

terapéuticas.

¢Las nuevas ciclinas estan sobreexpresadas en CCR?

En esta tesis doctoral se realizd un analisis de la expresion de seis nuevas
ciclinas en tejidos de CCR, el cual revel6 que algunas se encontraban
sobreexpresadas y podian tener una implicacion en el desarrollo y progresion del
CCR. De esta forma, la expresion de las ciclinas CCNO y CNTD2 aparecid
incrementada en el tejido tumoral frente al tejido sano de los pacientes (Figs. 10B
y 10C).

CCNO

La sobreexpresion de CCNO no incrementa el nimero de células LoVo y
HT-29, a pesar de presentar mayores niveles del marcador de proliferacion ki-67
(Fig. 12B y 12E). Estos resultados podrian indicar que la proliferacion
desregulada puede estar produciendo una mayor mortalidad celular, por ejemplo,
debido a un incremento de la apoptosis. Sin embargo, la sobreexpresion de
CCNO tanto en las células LoVo como en HT-29 no produce un aumento
significativo de Caspasa-9 (resultados no mostrados). Por lo tanto, quiza seria
necesario evaluar otro tipo de marcadores de apoptosis tal y como sugiere el

47
|

trabajo de Roig et al™, en el que se describe el papel fisiologico de CCNO en

celulas linfoides, donde es capaz de inducir apoptosis mediante la activacion de
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la Caspasa-3 y sin alterar el ciclo celular.

Por otro lado, de acuerdo a la base de datos Kaplan-Meier Plotter, la
sobreexpresion de CCNO esta correlacionada con una reduccién en la
supervivencia de pacientes de cancer de pulmén y mama (datos no mostrados), lo
que sustenta que el papel de CCNO puede ser dual, como ocurre con otros
reguladores de ciclo®. Por tanto, aunque algunos datos pueden sefialar a CCNO
como un potencial oncogén, son necesarios mas estudios para dilucidar el papel

molecular de esta ciclina.

CNTD2

En esta tesis también se muestra, por primera vez, que la ciclina CNTD2
se encuentra acumulada en muestras de CCR (Figs. 10B-10D). Este resultado ha
pasado indetectable en otros anélisis transcriptémicos y proteémicos™’, lo que
llevaria a la pregunta de por qué el papel de este gen no ha sido puesto de
manifiesto hasta ahora. Como posibles respuestas, en primer lugar cabe tener en
cuenta que la baja expresion y estabilidad de las ciclinas suele ser un factor
limitante para la deteccién mediante analisis proteémicos™!, lo que explicaria
que CNTD2 en particular también haya pasado desapercibida. Con respecto a los
andlisis transcriptomicos hay que tener en cuenta que las ciclinas tienen
generalmente una regulacion postranscripcional, lo que hace que el incremento
de la expresién de muchas ciclinas no sean detectada apropiadamente’*?. Por
altimo y no menos importante, CNTD2 es un gen que fue anotado
recientemente™, lo cual ha impedido su deteccién en muchos de los estudios
high-throughput, sencillamente porque no figuraba en las bases de datos; es mas,
actualmente sigue sin figurar anotado en el genoma de Mus musculus y de otros
organismos (probablemente el alto contenido en C/G podria explicar el por qué
esta zona haya tenido tantas dificultades de secuenciacion y anotacién (Gasa et
al. datos no publicados)). En definitiva, hasta ahora CNTD2 no habia sido
incluido en la mayoria de los andlisis de microarray y Unicamente con el
desarrollo de la tecnologia RNA-seq, que permite identificar transcritos no

anotados, se ha comenzado a monitorizar.
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¢ES CNTD2 un oncogén?

Son interesantes los diferentes indicios que podrian apuntar a esta ciclina
como un nuevo oncogén. En primer lugar, CNTD2 se expresa mas en tejidos
tumorales que en tejidos sanos. Este hecho ocurre tanto en pacientes de CCR
como hemos indicado anteriormente, como en pacientes de cancer de pulmon tal
y como nuestro grupo ha publicado recientemente (Gasa et al, 2017)*. Ademés,
otros autores como Haan et al, presentaron un analisis gendmico de pacientes con
CCR metastasico en el que CNTD2 aparecia entre los genes mas frecuentemente
amplificados en varios tipos de tumores®. Por Gltimo, son varias las bases de
datos las que apoyan estos resultados: segun FIREBROWSE, el anélisis
diferencial de la expresion de CNTD2 entre muestras tumorales y sanas revela
diferencias en pacientes de canceres de pulmoén, mama, colon, cabeza y cuello o
esofago (Fig. 19), y la base de datos cBioPortal for Cancer Genomics sefiala que
las alteraciones genéticas que aparecen en CNTD2 en diferentes tipos de tumor,
son en su gran mayoria amplificaciones. Por supuesto que la mera
sobreexpresion de un gen no tiene por qué significar una relacion causa-efecto en
la aparicion de una enfermedad. Sin embargo, el hecho que la expresion de
CNTD2 se encuentre alterada en tumores tan diferentes, sugiere que la
desregulacion de este gen podria ser un requisito comun para el inicio de la
oncogenesis.

Ademas, en esta tesis se pone de manifiesto por primera vez el papel de
CNTD2 en la proliferacion de CCR. La sobreexpresion de CNTD2 induce el
crecimiento celular, la capacidad formadora de colonias y la expresion del
marcador de proliferacién ki-67en células HT-29 y LoVo (Fig. 12), asi como el
crecimiento tumoral in vivo (Fig. 16). Asi mismo, el silenciamiento de CNTD2
en LoVo reduce significativamente el numero de células (Fig. 18A y B).
Curiosamente ningun otro estudio hasta ahora ha demostrado la implicacion de
CNTD2 en la proliferacion celular, a excepcion de la publicacion de nuestro
grupo en cancer de pulmén®,

Finalmente, la tercera caracteristica que tiene que tener un oncogen es la

capacidad de diseminacion™**. En este trabajo se ha mostrado que CNTD2 induce
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la diseminacién de lineas celulares de cancer de colon pero, ademas,
recientemente se ha demostrado que esta propiedad de CNTD2 también aparece
en lineas celulares de pulmén* y no sélo eso: las metéstasis en higado presentan
niveles de expresion de CNTD2 mas altos que tumores primarios dentro del
mismo paciente™**.

Con todos estos datos, y teniendo en cuenta que la expresion de CNTD2
tiene un efecto negativo para los pacientes segun las curvas de supervivencia de
algunos canceres como mama, colon y pulmén (Fig. 19B), propongo a CNTD2

como un nuevo oncogén independiente de un tipo tumoral concreto.

¢CNTD2 participaen la EMT?

Aproximadamente el 90% de los canceres aparecen en tejidos epiteliales,
y sin embargo la primera causa de muerte es la diseminacion de las células
tumorales a los 6rganos distantes*®*. La EMT permite a las células perder las
uniones que las anclan al tejido epitelial y viajar para invadir otros tejidos, por lo
que ha demostrado ser un proceso necesario en la invasion y metéstasis
tumoral®®,

La sobreexpresion de CNTD2 incrementa el nimero de colonias capaces de
crecer independientes de anclaje en soft-agar, y disminuye la expresion de
E-cadherina en células LoVo (Fig. 15C), resultado que apoya a los obtenidos en
cancer de pulmon*. Los niveles de vimentina no sufren cambios significativos,
pero cada vez mas autores defienden la idea de que dentro de un tumor hay
celulas a diferentes niveles de EMT porque es un proceso de transicion y todos
ellos pueden producir metéastasis™’. En cada uno de los estadios predominan
diferentes marcadores de EMT, y mientras que la E-cadherina suele estar presente
en etapas tempranas, la vimentina es més frecuente en etapas intermedias™’, por
lo que nuestros resultados podrian indicar que CNTD2 induce los estadios
tempranos de la EMT, en los cuales la disminucion de E-cadherina es

particularmente importante®.
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¢ El efecto de CNTD2 depende del fondo genético?

La sobreexpresién de CNTD2 genera tumores de mayor tamafio derivados
de las células LoVo in vivo (Figs. 16A y 16B) vy, sin embargo, en los ratones
xenografos inoculados con HT-29 se observa el efecto contrario (Figs. 16D y
16E). Aunque diversas variables podrian contribuir a estas diferencias, existe una
caracteristica destacable de gran relevancia clinica, y es que ambas lineas difieren
en el estatus de BRAF: mientras que las células LoVo son BRAF-, las células
HT-29 son BRAF+. Este resultado parece concordar con la tendencia encontrada
en los datos clinicos obtenidos a partir de RNA, en los que, la sobreexpresion de
CNTD2 en pacientes de CCR podria promover diferentes resultados en la
supervivencia de los pacientes en funcion del estatus del gen BRAF (Fig. 17). Sin
embargo, dado el bajo nimero de pacientes evaluados, serian necesario estudios
con una cohorte mayor y en los que se monitorizara el nivel de proteina para
sacar conclusiones més robustas.

BRAF es una de las quinasas que mas frecuentemente aparece mutada en
cancer’’. Forma parte de la via de ERK, y al encontrarse mutada en el V60OE se
encuentra constitutivamente activa™®, por lo que estos pacientes cuentan con un
mal prondstico y resistencia a los tratamientos convencionales.

Hasta ahora no se ha descrito ninguna proteina que mejore las expectativas
de vida en un fondo genético BRAF+, por lo que la observacion de que CNTD2
actia aumentando la supervivencia de los pacientes en este contexto, constituye
un nuevo camino para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas frente a los
canceres BRAF+, que en la actualidad son bastante limitadas”’.

El mecanismo por el cual CNTD2 tiene esta doble accion dependiendo del
estatus de BRAF no esta claro. El “principio Goldilocks”, la idea de que ciertos
factores bioldgicos han de estar estrictamente controlados, ha sido sugerido para
explicar la sefializacion RAF, ya que dependiendo de sus niveles de expresion

139 Ademas,

puede desencadenar la progresion del ciclo celular, o bien su arresto
la hiperactivacion de la via de las MAPK ha demostrado inducir la activacion de
los supresores tumorales p16 y p19'*. Por tanto, se podria especular que CNTD2

podria ejercer su accion oncogénica mediante la activacién de la via MAPK, y
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que este efecto en células BRAF+, que ya muestran una desregulacion en la
sefializacién inducida por las MAPK, podria sobrecargar al sistema y finalmente
conducir a la célula a parar su division a traves de la activacion de supresores
tumorales. Sin embargo, parece evidente que es necesario un conocimiento mas
profundo de esta nueva ciclina para poder llegar a comprender esta dualidad y
trasladarlo en una nueva estrategia terapéutica para pacientes con canceres
BRAF+. En este sentido, si bien las estrategias tradicionales se basan en la
inhibicion de una proteina diana, en algunos casos como en éste, no parece la
aproximacion mas adecuada, y algunos grupos de investigacién estan trabajando
para lograr una mayor activacion del objetivo farmacologico, que finalmente

conllevaria a un beneficio terapéutico™®.

¢CNTD2 promueve el desarrollo tumoral mediante la induccion de la
desdiferenciacion?

Uno de los componentes mayoritariamente involucrados en el desarrollo,
la diversidad y la agresividad tumoral son las CSCs: una subpoblacion de células

desdiferenciadas con caracteristicas mesenquimales®*

. Considerando que la
induccion de la EMT en las células cancerigenas resulta en la adquisicion de
propiedades invasivas, metastaticas y de resistencia a farmacos, cada vez mas
evidencias sugieren que la emergencia de CSCs se debe en parte a la EMT™. Al
comparar los modelos celulares en adhesién de cancer de pulmon, colon y mama
con sus respectivas esferas se observa un incremento significativo de la expresion
de CNTD2 en las condiciones de desdiferenciacion (Fig. 20C), y de acuerdo a
resultados anteriores, estas diferencias fueron mayores en las lineas celulares con
un fondo genético BRAF- comparadas con las BRAF+. Ademés la
sobreexpresion de CNTD2 incrementa el nimero de esferas, mientras que su
silenciamiento produce una disminucion (Fig. 22). Estos resultados nos estarian
indicando, en primer lugar que CNTD2 tiene una mayor expresion en células mas
indiferenciadas, lo cual esta en consonancia con el hecho de que se exprese en
celulas pluripotentes y pierda su expresion a medida que éstas se diferencian

(Fig. 27), y por otro lado, que CNTD2 es necesario para la formacion de CSCs.
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El hecho de que la sobreexpresion de CNTD2 induzca la expresion de los
marcadores de stemness CD44 y CD133 en las tres lineas celulares en adhesién
concuerda con las observaciones de diversos autores, los cuales defienden la
necesidad de que se produzca un incremento en marcadores mesenquimales y de
pluripotencia para que se produzca el desarrollo de las CSCs*®. Teniendo en
cuenta que en los cultivos en adhesion s6lo un pequefio porcentaje de la
poblacion esté desdiferenciada, pequefios cambios en la expresion de marcadores
de stemness pueden conllevar importantes aumentos en la poblacién de CSCs.
Ademas también aumentan los niveles del marcador de pluripotencia OCT4 en
las CSCs de las tres lineas y Sox2 en dos de ellas (Fig. 24).

Estos resultados muestran un nuevo papel descrito por primera vez para
CNTD2 en la desdiferenciacion celular y ahora se requieren mas estudios para
aclarar los mecanismos subyacentes a estas acciones. Por una parte, diversos
autores han demostrado la implicacion de algunos complejos CDKs-ciclinas en la
regulacién de la diferenciacion celular**!, como CCNA, CCND, CCNC* e
incluso la nueva ciclina CCNY?**. Hasta ahora se consideraba que cada complejo
CDK-ciclina debia estar activo en un punto concreto para permitir la progresion a
lo largo del ciclo, y por tanto, la inactivacion de cualquiera de ellos provocaria el
bloqueo en esa fase'. Sin embargo, Liu et al*** han desafiado este dogma
recientemente, y demuestran que dependiendo del modelo celular, y
concretamente en células embrionarias de raton (mESCs) las ciclinas de G1 no
son esenciales para la progresion del ciclo, y en cambio, son completamente
primordiales para el mantenimiento de la pluripotencia ya que regulan la

fosforilacion de Nanog, OCT4 y Sox2'*

. Ademas el concepto de ciclicidad no es
tan absoluto, ya que se ha demostrado que las mESC expresan constitutivamente
CDK2 a lo largo del ciclo, y esto esta ligado a la expresion constitutiva de las
ciclinas E y A, que permiten el mantenimiento de la stemness**. Por otro lado, el
mantenimiento de la pluripotencia en G2 esta relacionado con la sobreexpresion
de la ciclina B1 y la consecuente activacion de la via TGF-p'*°. Dado que la
mayoria de estos resultados se han obtenido a partir de celulas madre

embrionarias, neurales o hematopoyéticas, pero seria interesante clarificar si el
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efecto de CNTD2 en la desdiferenciacion celular esta relacionado con el ciclo
celular, ya sea de forma individual o asociado a una CDK. A este respecto, y
teniendo en cuenta que CTND?2 presenta una cyclin box, seria razonable esperar
que interaccionase con una CDK aunque hasta ahora no ha sido posible
identificarla ni mediante ensayos de doble hibrido ni de trapping (Quandt et al,
resultados no publicados).

Sin embargo, CNTD2 guarda ciertas similitudes con el marcador de
pluripotencia OCT4 tales como que tiene un papel crucial en la autorenovacion y
mantenimiento de la pluripotencia, es usado como marcador de CSCs, tiene una
localizacion nuclear y su expresion otorga a las células tumorales un
comportamiento més agresivo®®. Ademas el hecho de que CNTD2 solo pueda
ser detectado mediante tratamiento con DNAsas (Fig. 28A) podria sugerir que se
encuentra unido al DNA, y resultados no publicados de nuestro grupo de
investigacion demuestran que interacciona con una proteina del complejo
mediador, en concreto MED23. Teniendo en cuenta que la sobreexpresion de
CNTD2 incrementa la de OCT4, que ambos parecen necesarios para la
formacion de CSCs, y que los dos tienen una localizacion nuclear, podria
plantearme la hipotesis tentativa de que CNTD2 es un factor de transcripcion que
podria estar activando a OCT4, o como se ha mencionado anteriormente, CNTD2
podria activar de manera indirecta a OCT4 a través de ERK™’, al igual que el
marcador de stemness CD44, aunque no se pueda descartar su participacion en

otras rutas tales como Wnt, mTOR y NF<P148-150
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Figura 29. Posibles vias de actuacion de CNTD2.

¢CNTD2 induce multiresistencia a farmacos?

Una caracteristica de las CSCs es que son capaces de inducir la
multiresistencia a los farmacos'*® y la sobreexpresion de CNTD2 también induce
esta propiedad (Fig. 25). Este resultado condujo al estudio del efecto de CNTD2
sobre la expresion de varios miembros de la familia de transportadores ABC,
cuya expresion se vio incrementada (Fig. 26). En el caso de cancer de pulmén, la
sobreexpresion de CNTD2 produjo un aumento de los transportadores de
membrana ABCC1l, ABCC2, ABCC3 y ABCC5. El incremento de
transportadores ABCC1 explicaria la multiresistencia a paclitaxel, cisplatina y
gefitinib, ABCC2 la resistencia a paclitaxel y cisplatina y ABCC3 a cisplatina.
En el caso de cancer de colon, se alterd la expresion los transportadores ABCC3
y ABCCS5, que median el eflujo de 5-Fluorouracil. Finalmente, en el caso de las
células de cancer de mama, la sobreexpresion de CNTD2 condujo al aumento de

los transportadores ABCC1 y ABCC2, responsables de la multiresistencia a
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cisplatina, tamoxifeno y doxorubicina.
Por tanto, la sobreexpresion CNTD2 otorgd cierta multi-resistencia a las
diferentes lineas celulares probadas, mediante la induccion de transportadores de

eflujo de farmacos, probablemente por su capacidad de inducir stem cells.

Vision general

Colectivamente, estos nuevos descubrimientos alrededor de esta ciclina
desconocida podrian ser relevantes en terapia frente al cancer. Todas las
evidencias mostradas, junto al hecho de que CNTD2 Unicamente se expresa en
cerebro y no en otros tejidos del cuerpo humano (Fig. 18C), nos llevan a
plantearnos que la reduccion en la expresion de CNTD2 en las células tumorales
podria suponer una nueva terapia dirigida en cancer gracias a la incapacidad de

los farmacos para superar la barrera hematoencefalica.
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CONCLUSIONES

. CNTD2 y CCNO se encuentran sobreexpresados en pacientes con cancer
colorrectal.

. La sobreexpresion de CNTD2 y CCNO produce un aumento de la
proliferacion en células de cancer colorrectal.

. La sobreexpresion de CNTD2 produce un aumento de la migracion celular
en células de cancer colorrectal.

. La sobreexpresion de CNTD2 incrementa el crecimiento tumoral en
ratones xendgrafos en células LoVo (BRAF-) y lo disminuye en células
HT-29 (BRAF+).

. La sobreexpresion de CNTD2 podria suponer un mal pronostico para
pacientes de cancer colorrectal BRAF- y un buen prondstico para los
BRAF+,

. La sobreexpresion de CNTD2 incrementa la formacion de cancer stem
cells y la expresion de marcadores de stemness en cancer de colon,
pulmon y mama.

. La sobreexpresion de CNTD2 puede contribuir a incrementar la

resistencia a farmacos posiblemente mediante la expresion de
transportadores ABC.
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ABREVIATURAS
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ABREVIATURAS

cDNA: DNA codificante

CDK: Cyclin Dependent Kinase

CSC: Cancer stem cell

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DPPSCs: Dental Pulp Pluripotential Stem Cells
EMT: Epithelial to mesenchymal transition
FBS: Fetal bovine serum

HRP: Horseradish Peroxidase

MAP: mitogen-activated protein kinase

MOI: Multiplicity of infection

Q-PCR: Quantitative polymerase chain reaction.

RT-PCR: Reverse transcription polymerase chain reaction.

NOTA; SE HA PREFERIDO MANTENER ALGUNAS PALABRAS EN INGLES PARA SER FIELES
A SU SIGNIFICADO
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PROTOCOLO FACS PARA CICLO CELULAR

1. Recoger las células mediante tripsinizacion, contar y centrifugar 50.000 células de
cada condicion a 300g 3’

2. Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet en 150 uL de PBS1X MUY
suavemente con puntas amarillas.

3. Afadir gota a gota 350 uL de etanol 96° ice-cold (el porcentaje final serd de 70°) a la
pared del falcon a la vez que se mueve muy suavemente en vortex, y dejar a 4°C al
menos 4horas/overnight.

4. Centrifugar a 300g 3 minutos y eliminar el etanol

5. Lavar cada tubo con 1mL de PBS1Xx, resuspender y centrifugar a 300g 3 minutos x2

e Mientras se termina la centrifugacién del segundo lavado, preparar el medio
de resuspension:
0,5 mL de medio por cada placa con PBS, RNAsa 100ug/mL y IP 20 ug/mL
RNAsa; IP:
Cfinal: 100 ug/mL Cfinal: 20 ug/mL
Cinicial: 10 mg/mL Cinicial Img/mL
Afiadir PBS hasta llegar al volumen final.
6. Resuspender el pellet de células limpio de etanol en 500 uL de PBS+RNAsa+IP, de
forma que tendremos una concentracion de 100.000 células/mL
VOLTAGE  AMP MODE
Fragmentos
celulares Pl FsC E00 1 LIN
|ITI;iEﬂ muestras P2 S5 13 ! LN
sucias de etOH P3 FL1 150 1 LIN
!
T Agregadoso P2 F2 358 1 L0G
L W PS5 F3 150 1 LN
A P6  FL2-A 1,20
rm P7  FL2W 1,39
§ O
2]
%.6- haregados o
82 poliploidias
o] M3 &
. : D:GD 10’ Fazqu w ot
7. Incubar 1h37°C/O.N 4°C
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PROTOCOLO SINCRONIZACION: DOBLE BLOQUEO
TIMIDINA (Hela, HEK293, HT-29, A549)

DIA 1: SIEMBRAR LAS CELULAS

1. Sembrar las células en DMEM+1%GIlu+1%P/S+10%FBS.
e Nota: en el caso de las HEK293 tratar previamente las placas con poliL y tener
mucho cuidado con los lavados porque se despegan enseguida
e Las células tras 24h en cultivo tienen que tener una confluencia de
aproximadamente el 20-30%. Tras 48h un 40-60% y tras 72 horas una
confluencia maxima del 80%.

Placas 35mm Placas 60mm (5mL)
(2mL)
Hela 100.000 cls/mL
HT-29 250.000 cls/mL 250.000 cls/mL (1.250.000cls/pocillo)
A549 150.000 cls/mL 75.000 cls/mL (375.000cls/pocillo)
HEK?293T | 150.000 cls/mL

DIA 2: PRIMER BLOQUEO TIMIDINA

1. Afadir timidina a cada pocillo para que la concentracion final sea de 1,25 mM, e
incubar 16 horas. Mover suavemente la placa para que se reparta en el medio.
e Si se ha preparado la timidina a una concentracion de 206mM, ariadir 17ul a
2mL 0 42,5 ul a SmL
e Recomiendo afadir a las 17:00 para lavar tras 16 horas, a las 9:00 del dia
siguiente

DIA 3: SEGUNDO BLOQUEO TIMIDINA

1. Tras 16 horas con el primer bloqueo de timidina hacer 2 lavados con 2mL de PBS
1x estéril con cuidado y afiadirles medio nuevo para liberar a las células durante 8
horas.

e Recomiendo lavar a las 9:00 y liberar las células hasta las 17:00

2. Tras 8 horas de release, afadir 1,25 mM para realizar el segundo bloqueo con
timidina durante 12-16 horas. Mover suavemente la placa para que se reparta en el
medio.

o Anadir 17uL a 2mL o0 42,5 ul a 5mLdel stock a 206mM
e Recomiendo hacer el segundo blogueo a las 18:00 para hacer la salida tras
12 horas, a las 8 del dia siguiente.
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DIA 4: SALIDA

1. Tras 14 horas con el segundo bloqueo de timidina hacer 2 lavados con 2mL de PBS
1x estéril con cuidado y afiadirles medio nuevo para liberar las células. Hacer para
todos los pocillos excepto para el tiempo 0.

2. Una vez se han liberado todas las células coger el tiempo 0. Coger los tiempos cada
2 horas desde que se liberaron.

Para coger los tiempos:

2.1 Aspirar el medio

2.2 Anadir 300uL de tripsina e incubar a 37°C 3 minutos

2.3 Bloquear la tripsina con 500puL de medio completo

2.4 Recoger las células y centrifugar a 300g 3 minutos

2.5 Aspirar el sobrenadante con mucho cuidado de no absorber el pellet

2.6 Resuspender el pellet en 350ul de PBS1X y resuspender MUY suavemente
con puntas amarillas.
e Pasar 200uL a un eppendorf y centrifugar a 300g 3’ para congelar el

pellet a -80°C para western blot

2.7 A los 150puL restantes afiadir gota a gota etanol 96° ice-cold (70° finales) a la
pared del falcon a la vez que se mueve muy suavemente en vortex, y dejar a
4°C al menos 4horas hasta que se realice el FACS
e Recomiendo comenzar la salida a las 8:00

PREPARACION TIMIDINA

1. Partimos de 1g de Sigma en polvoa T.A

2. En campana, preparo un stock a 50mg/mL afiadiendo 20 mL de agua millipore
autoclavada al bote con 1g de Timidina. Agitar hasta su disolucion

3. Se puede filtrar la solucién con un poro de 0,2 um y se pasa a un falcon nuevo.

4. Hacer alicuotas y guardar a -20°C

P.M= 242.23g/mol

4,12mmol
20mL=0,02L

{Ie P— X x=4,12*10° mol > = 206mM
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PROTOCOLO SINCRONIZACION: TIMIDINA-
NOCODAZOL (Hela, HT-29, A549)

DIA 1: SIEMBRAR LAS CELULAS

2. Sembrar las células en DMEM+1%Glu+1%P/S+10%FBS.
e Las células tras 24h en cultivo tienen que tener una confluencia de aproximadamente
el 20-30%. Tras 48h un 40-60% y tras 72 horas una confluencia maxima del 80%.

Placas 35mm Placas 60mm (5mL)
(2mL)
Hela 100.000 cls/mL
HT-29 250.000 cls/mL 250.000 cls/mL (1.250.000cls/pocillo)
A549 150.000 cls/mL 75.000 cls/mL (375.000cls/pocillo)

DIA 2: INCUBAR

DIA 3: BLOQUEO TIMIDINA Y NOCODAZOL

1. Anadir timidina a cada pocillo para que la concentracion final sea de 2 mM, e
incubar 8 horas. Mover suavemente la placa para que se reparta en el medio.
e Recomiendo afiadir a las 8:00 para lavar tras 8 horas, a las 16:00.
e Afadir 45uL a pocillos de 5mL o 18uL a pocillos de 2mL del stock 206mM

2. Tras 8 horas de incubacién con nocodazol, hacer 2 lavados con 2mL de PBS1X
estéril con cuidado y afiadirles medio nuevo para liberar las células durante 3 horas.
e Recomiendo liberar a las 16:00 hasta las 20:00

3. Tras 3 horas de reléase, afadir nocodazol 50nM e incubar durante 12 horas
e Afadir 2uL a pocillos de 2mL o 4,5 a pocillos de 5mL del stock 0,05mg/mL
e Sise haliberado a las 16:00 afiadir a las 20:00

DIA 4: SALIDA

1. Tras 12 horas con blogueo de nocodazol, hacer 2 lavados con 2mL de PBS 1x estéril
con cuidado y afadirles medio nuevo para liberar las células. Hacer para todos los
pocillos excepto para el tiempo 0.

2. Una vez se han liberado todas las células coger el tiempo 0. Coger los tiempos cada
2 horas desde que se liberaron.
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Para coger los tiempos:
2.1 Aspirar el medio
2.2 Anadir 300uL de tripsina e incubar a 37°C 3 minutos
2.3 Bloquear la tripsina con 500puL de medio completo
2.4 Recoger las células y centrifugar a 300g 3 minutos
2.5 Aspirar el sobrenadante con mucho cuidado de no absorber el pellet
2.6 Resuspender el pellet en 350uL de PBS1X y resuspender MUY suavemente
con puntas amarillas.
e Pasar 200uL a un eppendorf y centrifugar a 300g 3’ para congelar el
pellet a -80°C para western blot
a. A los 150uL restantes anadir gota a gota 350uL de etanol 96° ice-cold
(el porcentaje final sera de 70°) a la pared del falcon a la vez que se
mueve muy suavemente en vortex, y dejar a 4°C al menos 4horas
hasta que se realice el FACS
e Recomiendo comenzar la salida a las 8:00

REPARACION NOCODAZOL

1. El stock esta a 5mg/mL y la concentracion final a utilizar es de 50ng/mL, por lo
que vamos a preparar un stock intermedio a 50ug/mL:
e STOCK 5mg/mL. Preparo el stock pesando 2mg y disolviéndolo en
400uL de DMSO
e STOCK 0,06mg/mL. Hago una diluciéon 1:100 del stock: 10uL en
990uL. Preparo alicuotas de 25uL de este stock.

HEK-293T Hela HT-29 A549
TIMIDINA | NOCODAZOL | TIMIDINA © NOCODAZOL | TIMIDINA - NOCODAZOL
ASINCRONICO | ‘ q l : . L L

0HORAS || h : | ;- ' i . - | | g -
2HORAS | l y I | . . |
4HORAS || u : ' g l : | |
6 HORAS : ll d J i J ' 1 ' ' '
8 HORAS h : N 1 PR R T

....Jl B | L Al L
10 HORAS ‘ L : | g g J ] J
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PROTOCOLO MIGRACION TRANSWELL

A549 (POCILLOS TRANSWELL CORNING P24 8uM poro)

1.

Sembrar 30000-50000 cls A549, o0 200.000 cls HT29/LoVo en 100uL en la parte
superior de los pocillos transwell en DMEM 1%P/S 1%GLUTAMAX 0,5% FBS
e Siquieres ver un aumento en migracion serd mejor poner menos células, y si

quieres ver una disminucion en la migracion poner mas o disminuir el tiempo
Afadir a los pocillos de p24 600uL de medio 10%FBS que servird como quimio-
atrayente.

e Esto ha de hacerse DESPUES de llenar la parte superior del transwell, o se
permeabilizard y filtrara todo lo que pongamos después en el transwell)
Sembrar 2 pocillos en otra placa con la misma cantidad de células para hacer una

prueba de siembra a las 3h

Agitar muy bien las placas en cruz para que las células no queden en el centro pero
tener cuidado de que no se salgan por los huecos del transwell

Incubar 18horas a 37°C

A las 3h: tefiir con cristal violeta y medir la absorbancia para ver si se ha sembrado el
mismo numero de células en cada pocillo

A las 18 horas en A549 o0 24h en HT29/LoVo:

e Retirar el medio del inserto con pipeta
e Cambiar a una p24 nueva
e Preparar 3 matraces con PBS1x donde iremos sumergiendo los transwell con

unas pinzas para lavarlos

e Lavar 2 veces con PBS1X

e Fijar con 600 uL metOH 100% 15’ a -20°C

e Lavar 2 veces con PBS1X y dejar seco

e Teiiir con 0,2% cristal violeta 30’ TA en oscuridad sin agitacion

e Lavar 2 veces con PBS1X

e Con un bastoncillo quitar los restos de arriba muy bien pero con cuidado de no

romper la membrana del transwell

e Hacer 5 fotos de cada uno en el microscopio
e Contar / extraer el cristal violeta con &cido acético al 10%

Extraccion con acético:

- Anadir 300uL de acético al 10% y dejar 10’ a TA para que se disuelva
- Afadir 200uL de H20 millipore para no intonxicarnos al medir

- Medir la absorbancia a 595 nm
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HT29 y LOVO (POCILLOS TRANSWELL CORNING P24 8uM poro)

1.

Sembrar 100000-300000 cls en 100uL en la parte superior de los pocillos transwell

en DMEM 1%P/S 1%GLUTAMAX 0,5% FBS

e Siquieres ver un aumento en migracion serd mejor poner menos células, y si
quieres ver una disminucion en la migracién poner mas o disminuir el tiempo

Afadir a los pocillos de p24 600uL de medio 10%FBS que servird como quimio-

atrayente.

e Esto ha de hacerse DESPUES de llenar la parte superior del transwell, o se
permeabilizard y filtrara todo lo que pongamos después en el transwell)

Sembrar 2 pocillos en otra placa con la misma cantidad de células para hacer una

prueba de siembra a las 3h

Agitar muy bien las placas en cruz para que las células no queden en el centro pero

tener cuidado de que no se salgan por los huecos del transwell

Incubar 24 horas a 37°C

A las 3h: tefiir con cristal violeta y medir la absorbancia para ver si se ha sembrado el
mismo numero de células en cada pocillo

A las 18 horas:

e Retirar el medio del inserto con pipeta

e Cambiar a una p24 nueva

e Preparar 3 matraces con PBS1x donde iremos sumergiendo los transwell con
unas pinzas para lavarlos

e Lavar 2 veces con PBS1X

e Fijar con 600 uL metOH 100% 15’ a -20°C

e Lavar 2 veces con PBS1X y dejar seco

e Teiiir con 0,2% cristal violeta 30’ TA en oscuridad sin agitacion

e Lavar 2 veces con PBS1X

e Con un bastoncillo quitar los restos de arriba muy bien pero con cuidado de
no romper la membrana del transwell

e Hacer 5 fotos de cada uno en el microscopio

e Contar / extraer el cristal violeta con &cido acético al 10%

Extraccion con acético:

- Anadir 300uL de acético al 10% y dejar 10’ a TA para que se disuelva

- Afadir 200uL de H20 millipore para no intoxicarnos al medir

- Medir la absorbancia a 595 nm

137



ANEXO I: PROTOCOLOS

PROTOCOLO MIGRACION WOUND HEALING

Antes de empezar:

e Hacer siempre pruebas de confluencia en los pocillos que necesites y al tiempo que
necesites antes de comenzar (no todos sembramos igual). Ademas servira para
cualquier linea celular que utilices. Tienen que estar a alta confluencia el dia del
scratch, pero ten en cuenta que durante 24-72 horas estaras monitorizando la
migracion, y no pueden levantarse.

e Cuidado al hacerlo en lineas que se levantan facilmente como las HEK-293. Tratar
primero con poliL 1h 37°C y hacer los lavados con mucha suavidad.

A549

1. Marcar los pocillos con un puntito arriba y abajo para poder hacer el scratch
2. Sembrar las células A549 para que el dia del scratch estén a un 100% de
confluencia. Para el dia siguiente utilizar 300000cls/pocillo

Siembra de un viernes en p24

RTES MIERCOLES
R 52000

LUNES | JUENES

00

e R
3. Cuando hayan alcanzado la confluencia, hacer una raya con una punta de pipeta
blanca estéril de forma perpendicular al pocillo y apretando en todos por igual.

Prueba del scracth con distintas pipetas

p1000 p200 p10

4. Lavar con PBS1x para quitar las células que se han levantado. Es importante que
no queden células en la raya porque después las confundiremos con migradoras.

5. Cambiar el medio por medio al 0,5% de FBS para evitar la proliferacion

6. Sacar fotografias en este momento (tiempo 0) y a las 24 y 48 horas, 0 hacer un
timing si se cree necesario.
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Cuantificacion:

Hacer 50 medidas del scratch con el programa GIMP2
Hacer 3-5 replicados por experimento.

Hacer el promedio de las medidas.

Restar t0-t24 y t0-t48

Calcular con el programa cuanto es un UM y asi averiguar
la velocidad de migracion en pM/dia

HT29 Y LoVo

Marcar los pocillos con un puntito arriba y abajo para poder hacer el scratch
Sembrar las células para que el dia del scratch estén a un 100% de confluencia. Para
el dia siguiente utilizar 1.000.000

El resto del protocolo es igual

Siembra de un viernes en p24
HT29 P24

LOVO P24
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LOVOP24

HT25 P24
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PROTOCOLO FORMACION DE ESFERAS EN PLACAS
DE BAJA ADHESION

Preparar el medio de desdiferenciacion fresco cada semana. Preparar la cantidad que

se vaya a utilizar ya que los factores de crecimiento son muy caros.

Los componentes son los siguientes:

- DMEM F12 (31331-028, Gibco)

- B27 (17504044, Gibco) 50x - 10x

- hEGF (AF 100-15, Peprotech) 100ug/ml->20 ng/ml

- hFGF (100-18B, Peprotech)10ug/ml =20 ng/ml

- Heparina (H4784, Sigma) -

e LaB27 es fotosensible y por tanto tiene que mantenerse protegida de la luz, al
igual que el medio de desdiferenciacion.

e Filtrar el medio con un poro de 22um y una jeringuilla.

Tripsinizar las células, bloquear las células con medio DMEM+FBS una vez

levantadas y centrifugar a 300g para eliminar el medio.

Aspirar el sobrenadante y resuspender las células para proceder a su contaje.

Dependiendo de la linea celular sera necesario sembrar un numero diferente de

células para la formacion de esferas, pero en general 5000 es un nimero adecuado.

En cada pocillo de p24 afadiremos ademas de las células, 500uL de medio de

desdiferenciacion, y se suplementara cada 2-3 dias con 100uL de medio nuevo.

Si los volumenes necesarios para sembrar 5000-10000 células en cada pocillo

superan los 40uL, centrifugar a 500g y quitar el sobrenadante sin apurar al maximo

para no llevarnos las pocas células que tenemos (el pellet no sera visible), para que

el medio DMEM no interfiera con el de desdiferenciacion que afiadiremos despues.

A los 7-10 dias dependiendo de la linea habran crecido las esferas. Se pueden

recoger mediante centrifugacién y guardar el pellet a -802C.
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PROTOCOLO FORMACION DE ESFERAS EN
MATRIGEL

Antes de empezar:

Consideraciones sobre el matrigel (354234, Corning):

Trabajar siempre en hielo, el Matrigel empieza a gelificar a temperatura ambiente.
Cuando llegue el Matrigel dejarlo descongelarse en la nevera O.N

Alicuotar el Matrigel una vez descongelado para evitar ciclos de congelacion-
descongelacion en alicuotas de 500 pl.

Sacar las alicuotas de Matrigel que se necesiten a hielo una hora antes de comenzar
con el experimento para que se descongelen.

Antes de sembrar el Matrigel en las placas, precalentarlas en el incubador a 37°C
Siempre que sea posible trabajar con los eppendorfs las puntas frias del -20°C
Preparar el medio de tumoresferas fresco cada semana. No puede durar mas de 7
dias y por tanto siempre hay que prepararse la cantidad que se va a utilizar para no
desperdiciarlo.

Cultivo de tumoresferas en matrigel:

1.

142

Tripsinizar las células, bloquear las células con medio DMEM+FBS una vez
levantadas y centrifugar a 300g para eliminar el medio.

Aspirar el sobrenadante y resuspender las células en un volumen pequefio (100ulL)
de medio de desdiferenciacion para disgregarlas muy bien con la pipeta antes de
contarlas. Una vez bien resuspendidas afiadir un mayor volumen que nos permita
contar bien: unas 40 células por cuadrante (tampoco mas porque si no al sembrar
pocas celulas cometeremos mucho error).

Es muy importante que estén bien disgregadas, sobre todo si se va a hacer
comparaciéon de dos condiciones y se quieren sembrar exactamente el mismo
numero de celula. Hay que tener en cuenta que vamos a sembrar un nidmero muy
reducido de células en muy poco volumen y es muy facil cometer error, por lo que
no puede ver agregados.

En caso de tener un numero pequefio de células, por ejemplo al recoger un pocillo
p24 de una infeccion o silenciamiento,

Contar por triplicado cada pocillo y sembrar 100 celulas para experimentos de
sobreexpresion, o 300 para experimentos de silenciamiento (las células estan mas
machacadas con la lipofectamina) para una placa de p48.

Haremos cada experimento por triplicado, por lo que por cada condicion
prepararemos en un eppendorf las células por 3,5.

e Si los volumenes que afiadimos son mayores de 10uL, centrifugar a 5009 y
quitar el sobrenadante sin apurar al maximo para no llevarnos las pocas
células que tenemos (el pellet no sera visible), ya que el medio disolvera al
Matrigel. Si son menores, afladiremos el matrigel encima.
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5. Una vez afadidas las células pondremos los eppendorf en hielo y afiadiremos el
matrigel. Por cada pocillo pondremos 30uL de Matrigel, por lo que multiplicaremos
por 3,5 y afladiremos 105uL de matrigel.

6. Resuspender muy suavemente con la pipeta p200 y proceder al sembrado del
Matrigel con las células. Para sembrar cada pocillo utilizaremos una punta nueva de
filtro y expulsaremos el Matrigel con las células con mucho cuidado en el centro del
pocillo hasta que formen una clpula. Hay que tener mucho cuidado de no introducir
burbujas al sembrar el Matrigel.

e Para eliminar las burbujas si ha quedado alguna se puede utilizar una aguja
de jeringuilla estéril.

e Otro sistema para evitar burbujas es no apretar hasta el segundo tope del
émbolo, pero para ello tendremos que poner mas cantidad de Matrigel y
poner la pipeta en 35uL para que mas o menos nos eche 30uL.

7. Una vez sembradas, incubar la placa a 37°C durante 15-30’ para que el Matrigel
solidifique.

8. Tras esta incubacion, cubrir los pocillos con 250uL de medio de desdiferenciacion

9. Afiadir 100 uL de medio nuevo cada 2- 3 dias (lunes, miércoles y viernes)

e Las tumoresferas tardan mas en crecer en Matrigel, aproximadamente entre
15-20 dias.

10. Para recoger las tumoresferas bastara con disolver el Matrigel en medio muy frio y
romperlo con la pipeta. Mediante centrifugacion podremos obtener un pellet y
guardarlo a -80°C.
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ANEXO I: PROTOCOLOS

PROTOCOLO FRACCIONAMIENTO CELULAR
BUFFERS CASEROS

Adaptado de S Baghiroba, et al. Sequential fractionation and isolation of
subcellular proteins from tissue or cultured cells, MethodsX, 2015.
Antes de empezar

Preparar los siguientes tampones y mantenerlos a 4°C durante un méximo de 1 mes:

Lysis buffer A

NaCl 150mM
HEPES (pH 7.4) 50mM
Digitonin (Sigma, D141) 25 pg/mL
Hexylene glycol (Sigma, 112100) ™
Protease inhibitor cocktail” 1% viv

Lysis buffer B

NacCl 150mM
HEPES (pH 7.4) 50mM
Igepal (Sigma, 17771) 1% viv
Hexylene glycol 1M
Protease inhibitor cocktail® 1% viv

Lysis buffer C

Nacl 150mM
HEPES (pH 7.4) 50mM
Sodium deoxycholate 0.5% wiv
Sodium dodecyl sulfate 0.1% wiv
Hexylene glycol 1M
Protease inhibitor cocktail” 1% viv
Procedimiento
Trypsinize and collect :
1. Recoger las células mediante tripsinizacién y Gl
posterior bloqueo con medio suplementado con
FBS.
. - . Wash with PBS
2. Centrifugar las muestras y eliminar el sobrenadante 500 for mm;nl
4°C
para quedarnos con el pellet. ~
3. Lavar el pellet con PBS1x y volver a centrifugar
para quedarnos con el pellet Discard < >SRN0t \gy
7 + Lysis Buffer A |
e El pellet se podra recoger y guardar a -80°C 0 s iy
2000g for 10min
procesar en el momento. aec
4. Afadir el tampdn A suplementado con inhibidores
de proteasas. La cantidad de tampon de lisis —
, , , , Cytosolic proteins <& = ='= = = = = = )
dependera de la linea celular y nimero de células. +lysle gu,,m?
. ncubate 30min 4°C
e Para una placa de 10mL al 80% de confluencia, o outs mmi,,J(
4°C

afiadir 200uL de tampon, para una placa de
5mL afadir 100uL y para una de 2mL afadir

Membrane bound Supernatant

50uL. proteins S y{y
5. Incubar con el tampon A durante 10-20 minutos en Di_g';:;:i::;nen‘msel -
una noria a 4°C .
e En varias lineas celulares se ha observado que Wi ok E
el tampdn de lisis A no tiene el efecto deseado 7:°°g,§321°"“"l |
en 10 minutos, y por ello se deja durante 15-20 v\f{e%% ¥
minutos. S| -
inlobleironig &~ _\_@’
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ANEXO I: PROTOCOLQOS

6. Centrifugar las células a 2000g 10min a 4°C y recoger el sobrenadante, que contendra
la fraccion de citoplasma.

e Al recoger el sobrenadante tener mucho cuidado de no coger nada del pellet para
evitar contaminaciones. Es recomendable recoger un poco menos de volumen de
sobrenadante y el restante, apurarlo con una pipeta y desecharlo, para que quede
el pellet muy seco.

7. Incubar con el tampon B suplementado de inhibidores de proteasas durante 10-20
minutos en hielo. Vortear para resuspender el pellet.

e En algunos casos se tuvieron problemas en esta fraccion ya que el tampon B
parecia disolver también las proteinas de nucleo, por lo que se tuvo que reducir
el tiempo de incubacién, el volumen y eliminar la agitacion de las muestras.

8. Centrifugar las células a 7000g 10min a 4°C y recoger el sobrenadante, que contendra
la fraccion de membrana.

e Al recoger el sobrenadante tener mucho cuidado de no coger nada del pellet para
evitar contaminaciones. Es recomendable recoger un poco menos de volumen de
sobrenadante y el restante, apurarlo con una pipeta y desecharlo, para que quede
el pellet muy seco.

9. Finalmente se incuba con el tampon C suplementado de inhibidores de proteasas
durante 20 minutos en hielo. Vortear para resuspender el pellet.

10. Afadir 5uL de 100mM CaCl, y 3uL de Micrococcal Nucleasa (300 unidades) por
cada 100uL de tampdn C. Incubar durante 5 minutos a 37°C.

e Para una placa de 10mL al 80% de confluencia, afiadir 100uL de tampdn, para
una placa de 5mL afadir 50uL y para una de 2mL afiadir 25uL.

10. Centrifugar las células a 7800g 10min a 4°C y recoger el sobrenadante, que
contendra la fraccion de ndcleo.

A .—-_2;';1_—_— ‘..' . EEE— |

- — o I’ -

GAPDH : i{ l"/ ~ "
|
Na+k+ :-
ATPASA | | —— :
LaminB 7 —_— -
S J
CIT MEM NUC CIT MEM NUC CIT MEM NUC CIT MEM NUC
e e e e e —— — e — s e e e
B Hep3B | . ,  Huh7 1
y : ) .
GAPDH ﬂ — o ﬂ H e |
& a "
Na+k+ i : 1 I
ATPASA S :
| v ¥ | % .
i T |
" —id]
LaminB .
e _;
CIT MEM NUC CIT MEM NUC CIT MEM NUC CIT MEM NUC
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PROTOCOLO FRACCIONAMIENTO CELULAR KIT
THERMOFISHER

Adaptado de Subcellular Protein Fractionation Kit for Cultured Cells,

78840 Thermo Scientific
Antes de empezar

El kit proporciona una tabla con los volumenes recomendados para cada tamafio de
pellet:

Table 1. Reagent volumes for different packed cell volumes.*

Packed Cell Volume (ul.) CEB (uL) MEB NEB
(uL) (L)
10 100 100 50
20 200 200 100
50 500 500 250

100 1000 1000 500
*For HeLa cells, 2 x 10° cells is equivalent to 20uL packed cell volume.

En mi caso he modificado los volimenes ya que siempre se me contamina la fraccion de
membrana con nucleo, y he intentado disminuir esta contaminacion al maximo.

Para 1000000 ceélulas, que son unos 10uL de volumen de pellet (packed cell volume),
utilizar 100uL de CEB, 50uL de MEB y 50uL. Si se quiere utilizar un nimero de
células menor, de 500000 células, solo hay que reducir estos nimeros a la mitad.

Al preparar los tampones, afiadir 1:100 inhibidores de proteasas.
Procedimiento

1. Recoger las células mediante tripsinizacion y posterior bloqueo con medio
suplementado con FBS.

2. Centrifugar las muestras y eliminar el sobrenadante para quedarnos con el pellet.

3. Lavar el pellet con PBS1x y volver a centrifugar para quedarnos con el pellet

e El pellet se podré recoger y guardar a -80°C o procesar en el momento.

4. Afadir el tampén CEB suplementado con inhibidores de proteasas. La cantidad de
tampon de lisis dependera de la linea celular y nimero de células.

5. Incubar con el tampon CEB durante 10 minutos en una noria a 4°C

6. Centrifugar las células a 500g 5min a 4°C y recoger el sobrenadante, que contendra
la fraccion de citoplasma.

e Al recoger el sobrenadante tener mucho cuidado de no coger nada del pellet para
evitar contaminaciones. Es recomendable recoger un poco menos de volumen de
sobrenadante y el restante, apurarlo con una pipeta y desecharlo, para que quede
el pellet muy seco.

7. Incubar con el tampon MEB suplementado de inhibidores de proteasas durante 5
minutos en hielo.
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e Esta fraccion es muy delicada ya que suele disolver las proteinas del nucleo. Por
ello hemos reducido el tiempo de incubacion a 5 minutos y solo se mezcla
mediante pipeteo suave, nunca vorteo.

8. Centrifugar las células a 3000g 5min a 4°C y recoger el sobrenadante, que contendra
la fraccion de membrana.

e Al recoger el sobrenadante tener mucho cuidado de no coger nada del pellet para
evitar contaminaciones. Es recomendable recoger un poco menos de volumen de
sobrenadante y el restante, apurarlo con una pipeta y desecharlo, para que quede
el pellet muy seco.

9. Finalmente se incuba con el tampdn NEB suplementado de inhibidores de proteasas
durante 20 minutos en hielo. Vortear para resuspender el pellet.

10. Afadir 5uL de 100mM CaCl, y 3uL de Micrococcal Nucleasa (300 unidades) por
cada 100uL de tampdn C. Incubar durante 5 minutos a 37°C.

10. Centrifugar las células a 5000g 5min a 4°C y recoger el sobrenadante, que contendra
la fraccion de nucleo.

11. Medir la cantidad de proteina con BCA.
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ANEXO I: PROTOCOLOS

ESOUEMA DE NUMERO DE CELULAS PARA

SEMBRADO
p24 p6
CONFLUENCIA 70-80% 24h 48h 72h 7 DIAS 24h 48h 72h
283T 30.000 300.000
A549 80.000 300.000 250.000 200.000
Hela 80.000 300.000
HEP-3B 300.000
HT-29 200.000 150.000 20.000 500.000 400.000 300.000
Huh-7 600.000
LoVo 150.000 125.000 50.000 600.000
MBA-MD-231 30.000 500.000
MCF7 150.000 125.000 30.000 600.000
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SCIENTIFIC REPLIRTS

A systematic analysis of orphan
cyclins reveals CNTD2 as a new
oncogenic driver in lung cancer
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As lung cancer has increased to the most common cause of cancer death worldwide, prognostic
biomarkers and effective targeted treatments remain lacking despite advances based on patients’
stratification. Multiple core cyclins, best known as drivers of cell proliferation, are commonly
deregulated in lung cancer where they may serve as oncogenes. The recent expansion of the cyclin
family raises the question whether new members might play oncogenic roles as well. Here, we
investigated the protein levels of eight atypical cyclins in lung cancer cell lines and formalin-fixed and
paraffin-embedded (FFPE) human tumors, as well as their functional role in lung cancer cells. Of the new
cyclins evaluated, CNTD2 was significantly overexpressed in lung cancer compared to adjacent normal
tissue, and exhibited a predominant nuclear location. CNTD2 overexpression increased lung cancer
cell viability, Ki-67 intensity and clonogenicity and promoted lung cancer cell migration. Accordingly,
CNTD2 enhanced tumor growth in vivo on A549 xenograft models. Finally, the analysis of gene
expression data revealed a high correlation between elevated levels of CNTD2 and decreased overall
survival in lung cancer patients. Our results reveal CNTD2 as a new oncogenic driver in lung cancer,
suggesting value as a prognostic biomarker and therapeutic target in this disease.

Lung cancer is expected to be responsible for over 275,000 deaths in the European Union in the year of 2016, rep-
resenting more than 20% of total cancer mortality’. Around 80% of lung cancers are non-small-cell lung cancers
(NSCLC), whose management remains challenging despite recent advances based on tumor genetic stratification
using relevant biomarkers, such as EGFR, ALK, ROS-1, MET and KRAS? While surgery or radiotherapy can
cure early stage, localized tumors, high rates of local and distant relapse still occur®. Even then, the majority of
NSCLC patients are not candidates for surgery due to their advanced or metastatic disease at diagnosis*. Despite
progress in targeted therapies, most NSCLCs do not present known targetable mutations. Only one in five NSCLC
patients respond to the approved checkpoint blockade immunotherapies®. Therefore, a deeper understanding of
the molecular alterations underlying lung cancer development and progression may contribute not only to the
identification of therapeutic targets, but also to the establishment of new prognostic and predictive biomarkers.
Loss of growth control is a hallmark of cancer and a common target of cancer therapeutics. Progression
through the cell cycle is regulated by members of the cyclin-dependent kinase family (CDKs), a group of highly
conserved serine/threonine kinases that must associate with cyclin proteins to phosphorylate their substrates®.
Cyclin binding provides each CDK with targeting domains that mediate substrate binding and determine sub-
cellular localization, which in turn determine biological specificity. As such, specific cyclin-CDK complexes are
associated with each major transition in the cell cycle. Many cancers display inappropriate expression of the
canonical cell cycle cyclins. Here, they may serve as oncogenes by activating cell cycle CDKs to support deregu-
lated cancer cell proliferation. In the case of lung cancer, upregulation of cyclin B1, which binds CDK1 to drive
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mitosis, was linked to a poor prognosis in NSCLC’. Likewise, decreased overall survival was observed in tumors
overexpressing cyclin D1 which activates CDKs 4 and 6 in G1 phase®. In turn, EGFR inhibition downregulates
cyclin D1, suggesting loss of cyclin-CDK activity may mediate effects of EGFR inhibitors®. Small molecules such
as the approved agent palbociclib (Ibrance, Pfizer) and other cyclin D-CDK4/6 inhibitors demonstrate activity in
multiple cancers including NSCLC, validating CDKs as therapeutic targets'® 1.

Most studies of lung cancer initiation and progression have limited their analysis to the canonical cyclins
such as cyclin D, ignoring many other expressed genes that encode a characteristic “cyclin box”, the ~150 residue
domain that determines CDK binding'>!*. While some of these “new” candidate cyclins are now known to bind
the non-cell cycle CDKs that control transcription'®, others remain “orphans’, where their CDK partner(s) remain
to be identified". Based on results from genetic model systems, some of these orphan cyclins are likely to serve
regulatory roles in cell proliferation. Strikingly, the possible roles of non-canonical cyclins, including the orphan
cyclins, remain largely unexplored in malignancies including lung cancer, and may lead to the development of
innovative therapeutic strategies that complement cisplatin-based chemotherapy or CDK inhibitors.

Notably, previous analyses of altered gene expression in lung cancer have not identified orphan cyclins and
being overexpressed or silenced. Nonetheless, the weak correspondence between the transcriptome and pro-
teome often observed in normal cells also presents significant challenges in lung cancer®. The discordance likely
reflects the importance of post-transcriptional control in determining cellular protein levels'” 8. Given the many
post-translational mechanisms that determine the abundance of canonical cyclins, we considered that a direct
assessment of protein levels would be needed to detect altered expression of the orphan cyclins.

In the present work, we used immunodetection to probe expression of eight orphan cyclins in human lung
cancer cell lines, as well as in resected NSCLC tumors and identified CNTD2 as commonly overexpressed in lung
cancer. Studies in lung cancer cell lines and xenograft mouse models as well as patient data suggested altered
expression of CNTD2 may have functional significance. Our work suggests that non-canonical cyclins such as
CNTD2 have the potential to serve as oncogenes in lung cancer and have potential as prognostic markers in
NSCLC.

Results

The expression of CNTD2 and CCNl is increased in lung cancer tissues.  To investigate the potential
role of orphan cyclins in lung cancer, the expression of CCNG1, CCNG2, CCNI, CCNO, CCNY, CNTD1, CNTD2
and SPY1 was investigated in two lung adenocarcinoma cell lines, A549 and NCI-H1395, relative to a primary
culture of human fibroblasts by Western blot (Fig. 1a) using antibodies validated against recombinant proteins
(Supplementary Fig. S1). Examining expression of the canonical CCNA, as a positive control, revealed CCNA is
up-regulated in both cancer cell lines, and particularly in A549 cells, relative to the normal fibroblasts (Fig. 1a).
Expression of CNTD1, CNTD2 CCNG2, or SPY1 was undetectable in the tumor or normal cells (Supplementary
Fig. S2a). However, compared to normal fibroblasts, expression of CCNY, CCNO and CCNG1 was higher in
A549 cells while levels of CCNO, CCNG1 and CCNI were higher in NCI-H1395 cells (Fig. 1a). These results
indicate that the expression of some orphan cyclins might be misregulated in lung cancer and that the pattern of
their expression is cell type-specific. These observations were further supported by comparing the expression of
orphan cyclins in NCI-H1395 cells and in the human lung fibroblast MRC-5 cell line (Supplementary Fig. S2b).

In order to further investigate the orphan cyclin expression in lung cancer, Western blot analysis was per-
formed in 43 formalin-fixed and paraffin-embedded (FFPE) human lung cancer samples and paired adjacent
non-tumor lung tissue. Patient characteristics are summarized in Supplementary Table S1. The expression ratio
between tumor and normal tissues (T/N ratio) was determined after normalization using Coomassie staining of
the membrane. Median protein expression of CCNY, CCNO, CCNI, and CNTD2 was higher in lung cancer than
normal lung tissue, but statistical significance was only found for CCNI and CNTD2 (Fig. 1b and ¢). The 17kDa
isoform of CNTD2 described by Uniprot was also expressed, but no difference was observed between normal and
tumor tissue (data not shown).

Confirming the results obtained of Western analysis, examining six pairs of lung cancer and paired adjacent
normal tissue by immunohistochemistry demonstrated positive staining for CNTD2, CCNO and CCNI while
adjacent normal lung was generally negative (Fig. 2). A weak signal of CCNY was detected in both tumor and
normal tissues (Fig. 2). CNTD2 was predominantly localized to the nuclei of tumor cells, while the CCNI local-
ized to the nuclear membrane and CCNO appeared concentrated in nucleoli.

Overexpression of CNTD2 and CCNI enhances the proliferation of lung cancer cells.  To examine
potential roles for orphan cyclins in cancer cell growth or survival, A549 cells were transduced with empty lentivi-
ral vector (control) or constructs expressing CCNI, CCNO, CCNY or CNTD2 (Fig. 3). Flow cytometry to detect
GFP expression from lentivirus indicated an infection efficiency above 85% (data now shown) while Western blot
confirmed overexpression (Fig. 3a). Cell viability evaluated by MTT assay 5 days after transduction revealed a sig-
nificant impact of CCNI and CNTD2 overexpression on cell viability (Fig. 3b). Suggesting an effect on cell prolif-
eration, A549 cells overexpressing CCNI and CNTD2 exhibited significantly higher Ki-67 staining (Fig. 3c and d).
On the other hand, the expression of caspase-9 was monitored by western blot in A549 cells overexpressing
CNTD2 and CCNI, and no significant alterations were found relative to control (Supplementary Fig. S3).
Overexpression of CCNI and CNTD?2 also increased clonogenicity of A549 cells, although statistical significance
was only found for CNTD2 (Fig. 3e and f). Examining effects on cell survival, A549 cells overexpressing CCNI
were also slightly less sensitive to cisplatin, gefitinib, and paclitaxel while overexpression of CNTD?2 had little or
no effect (Supplementary Fig. S$4).

The overexpression of CNTD2 promotes lung cancer cell migration. To explore potential links
between orphan cyclin expression and metastasis, we determined the T/N ratio for each cyclin in tumors from
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Figure 1. CNTD2 and CCNI are overexpressed in human lung cancer tissues. The expression of orphan cyclins
was evaluated by western blot analysis. (a) Representative images of the expression of orphan cyclins in human
lung adenocarcinoma cell lines, A549 and NCI-H1395, and in normal fibroblasts. (b) The protein expression

of orphan cyclins in human FFPE lung cancer tissues and paired-adjacent non-tumor lung tissue is presented
as box plots of the expression ratio between tumor and normal lung tissues (T/N ratio), where the whiskers
indicate the range of the data and the horizontal bars represent the median (n=43). **P <0.01, ***P < 0.001
vs normal tissues, Wilcoxon test. (c) Representative images of the orphan cyclins protein expression in human
normal (N) and tumor (T) FFPE lung tissue.

patients with metastasis (M1) and without metastasis (MO0). The T/N expression ratio of CCNO and CNTD2 was
higher among patients with distant metastasis, but statistical significance was only found for CNTD2 (Fig. 4a).
Although further studies with a large number of patients are required to confirm this observation, this explor-
atory investigation prompt us to test the potential effects of CNTD2 on cancer cell motility. For this purpose,
confluent monolayers of A549 cells overexpressing CCNO or CNTD2 were scratched and wound closure deter-
mined 48 h later. A549 cells infected with empty vector were used as controls and reduced FBS media was used to
suppress cell proliferation. As shown in Fig. 4b and ¢, migration of A549 cells overexpressing CNTD2 was signif-
icantly increased in comparison to control cells while CCNO did not significantly affect cell migration. Similarly,
transwell assays demonstrated greater migration of A549 cells overexpressing CNTD?2 to the lower chamber
compared with control (Fig. 4d and e). Toward exploring potential mechanisms, we examined effects of CNTD2
upregulation on expression of epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) markers. A549 cells overexpressing
CNTD2 expressed significantly lower levels of E-cadherin but N-cadherin was slightly increased (Supplementary
Fig. S5), indicating CNTD2 might influence the EMT.

High levels of CNTD2 are associated with enhanced tumor growth in vivo and decreased overall
survival of lung cancer patients. In order to investigate the effect of CNTD2 expression on lung cancer
growth in vivo, we examined xenografts in nude mice formed by injection of A549 cells infected with empty
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Figure 2. Cellular location of overexpressed orphan cyclins in human lung tissues. Representative images of
the immunohistochemical staining of human lung adenocarcinoma samples with CNTD2, CCNI, CCNY and
CCNO antibodies. Adjacent normal tissues were used as a control. Magnification 60x. The square reveals a
detail of a representative cell with a magnification of 100x.

vector (control) or overexpressing CNTD2. As shown in Fig. 5, A549 cells overexpressing CNTD2 formed faster
growing tumors.

Finally, the prognostic value of CNTD?2 gene expression in a large set of lung cancer patients was assessed. We
used Kaplan-Meier Plotter to compare overall survival of patients stratified according to levels of CNTD2 expres-
sion. High CNTD?2 expression correlated with reduced overall survival (Fig. 6a). A similar analysis of ovarian,
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Figure 3. Overexpression of CCNI and CNTD?2 increases the proliferation of A549 cells. A549 cells were
infected with empty lentiviral vector (control) or with the indicated cyclin-overexpressing construct. (a)
Western blot analysis confirmed cell infection (the asterisks show the expected band size). The flag indicates
the protein expression level, the GFP the infection level and both the ponceau and the actin are used as loading
controls. (b) A549 cell viability was evaluated by the MTT assay. Columns represent the mean & SEM of five
independent experiments performed in quadruplicates. ***P < 0.001 vs control, Mann-Whitney test. (c) The
proliferation of A549 cells was evaluated by ki-67 immunostaining. Columns represent the mean 4+ SEM of four
independent experiments. **P < 0.01 vs control, Mann-Whitney test. (d) Representative images of A549 cells
immunostained for ki-67. Cell nuclei were counterstained with Hoechst 33258 and merged images are shown
in the bottom row. (e) Efficiency of cell colony formation of A549 cells. Columns represent the mean + SEM

of four independent experiments performed in quintuplicates. **P < 0.01, vs control, Mann-Whitney test. (f)
Representative images of the colony formation assay.
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Figure 4. Overexpression of CNTD2 enhances the migration of A549 cells. (a) The T/N ratio of CCNO and
CNTD2 was evaluated in FFPE lung tissue samples obtained from patients with (M1, n = 3) and without
metastasis (M0, n=40) and is represented as box plots. *P < 0.05, when compared to normal tissues, Mann-
Whitney test. (b) The migration of A549 cells was evaluated by the wound assay and the results are expressed
as wound closure in pm. The columns represent the mean & SEM of three independent experiments performed
in triplicates. **P < 0.01 vs control, Mann-Whitney test. (c) Representative images of the wound assay were
acquired at 0 and 48 h; the dotted lines define the areas lacking cells. (d) A549 cell migration was monitored by
the transwell assay and estimated by quantifying the crystal violet staining intensity measured as the absorbance
at 595 nm. The columns represent the mean + SEM of four independent experiments performed in triplicate.
*P < 0.05 vs control, Mann-Whitney test. (e) Representative images of the transwell assay after crystal violet
staining.

breast, and gastric cancer revealed that high CNTD2 expression also predicted shorter overall survival but only
for gastric cancer (Fig. 6b).

Discussion

The management of lung cancer remains a major challenge given that it is often diagnosed at an advanced stage of
the disease that has a dismal prognosis. As the oncogenesis of lung cancer involves multiple molecular alterations,
the development of new biomarkers would be helpful to guide treatment selection, as well as to avoid unnecessary
toxicity and to improve the outcomes®. In the present study, we conducted an unbiased screening of the protein
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Figure 5. CNTD2 overexpression significantly enhances tumor growth in vivo. (a) The tumor volumes were
measured at the indicated number of days after mice were transplanted with A549-empty vector (control) and
A549-CNTD2 (n=7). *P < 0.05, vs control, Mann-Whitney test. (b) At day 62, the tumors were resected and
weighed. *P < 0.05, vs control, Mann-Whitney test. (c) Representative images of the tumors resected at day 62
obtained from A549-empty vector (control) and A549-CNTD2 cell-transplanted mice.

levels of eight orphan cyclins in lung cancer tissues, which revealed that some are deregulated and might be
important factors in lung cancer development.

In our samples of FFPE tissues, we were unable to detect the expression of CCNG1, CCNG2, CNTD1 and
SPY1 (Supplementary Fig. S2a). Interestingly, the Kaplan-Meier plots indicate that the overexpression of these
cyclins is not associated with a worse prognosis of lung cancer patients (Supplementary Fig. S6a). On the con-
trary, high levels of CCNG1 were correlated with an increased overall survival of these patients (Supplementary
Fig. S6a), pointing the high expression of CCNGI as a good prognostic factor in lung cancer.

Moreover, according to the Kaplan-Meier Plotter database, CCNO upregulation is significantly associ-
ated with a reduced overall survival of lung cancer patients (Supplementary Fig. S6a), suggesting that CCNO
is another orphan cyclin involved in the malignancy of the disease. However, we could not find a correlation
between CCNO overexpression and the proliferation phenotype or the migration ability in A549 cells (Figs 3
and 4); indeed, although the upregulation of CCNO slightly increases the migration of A549 cells, no statistical
significance was found in our experimental setting (Fig. 4). Taken together, these results indicate that CCNO
might be implicated in processes other than the proliferation and migration of lung cancer cells. Accordingly, it
was reported that CCNO is an important element for the physiology of lungs, and that mutations in the CCNO
gene result in congenital lung disease affecting the multicilliated lung cells®.

In the present study, we found no statistical difference regarding the expression of CCNY in healthy and tumor
tissues (Fig. 1b and c). In line with this observation, the expression of this protein does not correlate with the
overall survival of lung cancer patients (Supplementary Fig. S6a), suggesting that CCNY might not play a role in
lung cancer disease. On the other hand, the role of CCNY is clearly established in certain tumors, such as glioma?
and ovarian cancer?! indicating that its role in tumorigenesis might be tissue-specific. While previous reports
have shown that CCNY is overexpressed in samples obtained from NSCLC patients®?, we were unable to detect
overexpression of CCNY in our samples (Fig. 1b and c). Since the work conducted by Yue et al.?? determined the
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Figure 6. Prognostic value of CNTD2 on lung cancer survival. Kaplan-Meier plots were built using the Kaplan-
Meier plotter software (http://kmplot.com/lung/). The overall survival of (a) lung cancer (n=726) and (b)
gastric cancer patients (n=2867) of all subtypes expressing different levels of CNTD?2 is shown. Red colored
lines represent the patients with high gene expression, while black colored lines represent patients with low gene
expression. The hazard ratio (HR) with 95% confidence intervals, as well as the logrank P-values are shown.

levels of CCNY mRNA, while we measured the protein levels, these conflicting results may reflect the different
readouts, in agreement with the observation that the protein expression in lung adenocarcinomas does not always
correlate with the levels of the corresponding mRNA'S, highlighting the importance of measuring the protein
levels in this disease.

Our study detected that CCNI is upregulated at the protein level in human samples of NSCLC (Fig. 1b and c).
Moreover, the overexpression of this cyclin increased the proliferation of A549 cells, as suggested by the results
of the MTT assay (Fig. 3b) and ki-67 staining (Fig. 3c and d), unveiling a role for this cyclin in lung cancer cell
proliferation. Interestingly, CCNI overexpression was also associated with worse response to anticancer agents
(Supplementary Fig. S4), which is in agreement with the observation that CCNI promotes resistance to cispla-
tin in cervical cancer®. In our study, the resistance provided by CCNI seems to be unrelated with the chemical
structure of the drugs, and further studies are now warranted to clarify whether multidrug resistance proteins
might be implicated in this response. Moreover, CCNI was linked to angiogenesis in ovarian® and breast can-
cers?, suggesting that its role in cancer may go beyond cell proliferation. Remarkably, the Kaplan-Meier analysis
did not find a correlation between CCNI overexpression and the overall survival of lung cancer patients of all
histopathological types, but statistical significance could be found when the same analysis was performed only in
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patients with adenocarcinoma (Supplementary Fig. S6b). Given the variability in lung cancers, it is plausible that
CCNI may have a relevant role in some lung cancer subtypes; indeed, the two adenocarcinoma cell lines analyzed
display significant differences regarding CCNI expression relative to normal human fibroblasts (Fig. 1a).

Our results show that CN'TD2 is important for both the proliferation and migration of A549 cells (Figs 3 and 4),
and suggest that it may enhance lung cancer cell migration by promoting the EMT (Supplementary Fig. S5). The
association between CNTD2 expression and a more aggressive phenotype was further corroborated by the results
obtained in vivo (Fig. 5), as well as by the dramatic correlation between high levels of CNTD2 and a decreased
overall survival of a large set of lung cancer patients (Fig. 6).

Interestingly, our results represent a new piece of information that has remained undetected by the analy-
sis of large-scale genomic datasets screenings, such as the one provided by the web-based resource cBioPortal
for Cancer Genomics (http://cbioportal.org?), which reported a low frequency of CNTD2 alterations in cancer.
Likewise, the website-based software Kaplan-Meier Plotter (http://kmplot.com/lung/*’) indicates similar levels of
mRNA of CNTD2 in normal and lung cancer tissues. On the other hand, the Oncomine database (http://www.
oncomine.org) demonstrates that high levels of CNTD2 mRNA are present in lung cancer tissues (Supplementary
Fig. S7a), in line with our findings (Fig. 1b and c). Although we did not measure the levels of mRNA in our sam-
ples, these conflicting evidences reinforce the need to monitor the final product of gene expression, rather than
the intermediate.

Strikingly, we were unable to detect CNTD2 protein expression in lung cancer cell lines (Supplementary
Fig. S2a). According to the Expression Atlas database (https://www.ebi.ac.uk), CNTD2 is expressed in a few lung
cancer cell lines (Supplementary Fig. S7b). While A549 cells present low levels of mRNA, the NCI-H1395 cells are
among those showing higher levels of CNTD2 mRNA (Supplementary Fig. S7b), but the level of protein expres-
sion is still not appreciable to allow the antibody detection (Supplementary Fig. S2a). Such observations may
suggest that CNTD2 expression is differentially regulated in cultured cells as compared with tissues.

CNTD?2 is probably the less characterized of the orphan cyclins. While little is known about the cellu-
lar functions of CNTD2, its predominant nuclear location (Fig. 2) may implicate CNTD?2 in transcription
regulation as described for other cyclins. On the other hand, its name (CNTD2 stands for Cyclin N-terminal
domain-containing protein 2) shows that this protein contains a cyclin box domain and, hence, that it might
interact with some CDK. We have tried to detect the partners of CNTD2 by immunoprecipitation coupled to
mass spectrometry, but we have not yet been able to identify any CNTD2-associated CDK (Ribeiro et al., unpub-
lished observations). Therefore, whether this still orphan cyclin performs its nuclear function alone or in associ-
ation with a CDK remains to be elucidated.

Here we report that CNTD2 is upregulated in human lung cancer tissues and correlates with worse prognosis.
Our findings suggest that CNTD2 is an oncogenic driver in lung cancer, and further studies that may shed some
light on the physiological and pathological role of CNTD2 are now warranted. Interestingly, CNTD2 does not
seem to be expressed in normal tissues?®, suggesting that this cyclin may represent a specific target for future
therapies. The identification of CNTD2 interactors would possibly pave the way for the development of new
therapeutic strategies targeting CNTD2.

Methods

Clinical samples. Lung cancer tissue samples and adjacent non-tumor lung tissue were obtained from 43
patients diagnosed with NSCLC at the Hospital Universitari General de Catalunya and Hospital Universitari
Sagrat Cor. For inclusion in this study, a patient must have had a diagnosis of primary lung cancer and did not
receive chemotherapy or radiation therapy before surgery. The samples were fixed in formaldehyde and embed-
ded in paraffin (FFPE) according to routine procedures at these hospitals. Histologically, the tumors were classi-
fied according to the 2015 World Health Organization histologic classification of lung cancers and were reviewed
by the same pathologist. Among the 43 samples, 28 were adenocarcinomas and 15 were squamous cell carcino-
mas. The tumors were staged using the TNM staging system and the patients’ characteristics are summarized in
Supplementary Table S1. This study was approved by the Comité Etic de Investigaci6 Clinica (CEIC) de idcsalud
Hospital General de Catalunya and carried out in accordance with the approved guidelines. The requirement to
obtain informed consent was waived by the Ethics Committee because of the retrospective nature of the study, but
an informed consent was obtained from living patients.

Cell lines and Reagents. The human lung adenocarcinoma cell lines A549 (purchased in 2014 from
Sigma-Aldrich) and NCI-H1395 (purchased in 2016 from ATCC) were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM; Sigma-Aldrich). The human lung fibroblast cell line MRC-5 was purchased from ATCC in
2016 and cultured in Eagle’s Minimum Essential Medium (ATCC). Cells were used for no more than 5 passages
after thawing. The media were supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS; Sigma-Aldrich)
and 1% penicillin/streptomycin (Sigma-Aldrich). The cells were kept at 37 °C in a humidified incubator with 5%
CO,. Cisplatin, paclitaxel and gefitinib were purchased from Sigma-Aldrich. Mycoplasma contamination was
monitored periodically.

Protein extraction from FFPE tissues. Sample blocks consisting of >80% tumor tissue were selected
along with paired normal controls. Following standard methods for protein extraction®*, tissue sections (10
pm) were deparaffinized and rehydrated. After incubation on ice with 100 pl of lysis buffer (20 mM Tris-HCl
pH=28.8,200mM DTT, 2% SDS) for 5min, and placed at 100 °C for 20 min. Then, samples were placed on a
thermomixer for 2h, at 80 °C and 750 rpm. Afterwards, the samples were centrifuged at 14,000 rpm for 15 min at
4°C, and the supernatant was collected for subsequent analysis.
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Protein extraction from human cell lines. Cultured human cell lines were washed with ice-cold
phosphate-buffered saline (PBS) and placed on lysis buffer, containing 20 mM TRIS, 5mM EDTA, 1% NP40
(IGEPAL CA-630), 150 mM NaCl, pH 7.4, supplemented with Pierce Phosphatase Inhibitor Mini tablets (#88667,
Thermo Fisher Scientific) and with Pierce Protease Inhibitor tablets (#88266, Thermo Fisher Scientific). Extracts
were sonicated and centrifuged at 14,000 rpm for 15 min at 4 °C, and the supernatants collected.

Western blot analysis. Protein concentration was quantified by Bradford assay (BioRad). Gel samples
were denatured at 90 °C for 5min and 25 ug of total protein was separated by 10% SDS-PAGE and transferred to
PVDF membranes (Immobilon-P, Millipore). All the information regarding the commercial primary antibodies
used is indicated in Supplementary Table S2. After blocking, the membranes were incubated with the primary
antibody in TBS-T + 5% non-fat milk overnight at 4 °C. After extensive washing, membranes were incubated
with horseradish peroxidase (HRP) conjugated anti-mouse, -rabbit, and -goat IgG secondary antibodies (Jackson
Laboratories) for 1h at room temperature. After additional washes, the membranes were developed using
Luminata Forte Western HRP Substrate (Millipore) following manufacturer’s instructions, and images were taken
with GeneSnap (Syngene). The density of the bands was analyzed using the Image Studio Lite (Li-Cor) software.

Validation of antibodies. Human orphan cyclins were cloned in pGBKT?7 vector (Clontech) as Gal4
DNA-binding domain (DNA-BD) fusion proteins, which were expressed in the yeast strain AH109. Western blot
analysis against both the Gal4 DNA-BD and the corresponding cyclin confirmed the validity of the antibodies
(Supplementary Fig. S1).

Immunodetection. Immunohistochemical staining of FFPE samples was performed on 4 um sections using
a BenchMark Ultra (Ventana Medical Systems Inc.). The following polyclonal antibodies were used: CNTD2
(ab179781, Abcam) at a dilution of 1:100; CCNO (ab47682, Abcam) at a dilution of 1:100; CCNI (H-279, Santa
Cruz Biotechnology) at a dilution of 1:50; and CCNY (ab114086, Abcam) at a dilution of 1:100. The sections were
introduced in the stainer and automatically deparaffinized with the reactive EZ-PREP and treated with CC2 cell
conditioning 6.1 for antigen retrieval for 30 min at 95 °C. After incubation with antibodies, immunoreactivity was
detected with Kit uView DAB with diaminobenzidine (DAB) as a chromogen and counterstained with hematoxy-
lin. Appropriate controls were included. For protein staining, two categories were recorded: negative and positive;
only convincing staining was designated as positive.

For Ki-67 analysis, A549 infected cells were seeded on poly-L-lysine coated coverslips in 24 well plates at a
density of 25,000 cells per well and, after 24 h, the cells were fixed in cold 4% paraformaldehyde at 4 °C for 15 min.
Afterwards, the cells were blocked with PBS containing 0.1% Triton and 10% horse serum for 1h, followed by
incubation with Ki-67 antibody (556003, BD Pharmingen) diluted at 1:200 for 1h at room temperature. The
coverslips were washed several times with PBS and incubated for 1 hour at room temperature with anti-mouse
fluorescent secondary antibody at 1:1,000 dilution in the dark. After additional washes with PBS, the nuclei were
counterstained with Hoechst 33258 (14530, Sigma-Aldrich) and the slides coverslipped. Image analysis was per-
formed using NIS-Elements AR 4.13.04 software. Between 50 and 70 cells were analyzed per condition.

Viral cloning and transduction. To engineer lentiviral constructs expressing the cyclins under investi-
gation, human cDNA of CCNO, CCNI and CCNY were amplified from HT-29 cells with a C-terminal FLAG
tag. CNTD2 was purchased as a gBlock (IDT) based on Ensembl sequence ENST00000430325.6. The primer
sequences used in this study are indicated in the Supplementary Table S3.

All the sequences were cloned into pWPI lentiviral expression vector (#12254, Addgene) at the Pmel restriction
site. For lentivirus production, 45 pg of lentiviral expression vector were cotransfected with 12.9 pg of pMD2.G
and 29.1 pg of psPAX2 into HEK293-T cells in 10 cm plates using calcium phosphate. The virus-containing super-
natant was collected at 24 h and 48 h post-transfection, and concentrated using the Sartorius VS2042 Vivaspin 20
concentrator (Sartorius) and the viral titer determined. For overexpression studies, A549 cells were infected with
10 MOI of lentivirus.

Cell viability and colony formation assays. Cell viability was evaluated by MTT assay. Cells were grown
in 48 well plates at a density of 1,500 cells per well. Seventy-two hours later, the cells were infected, and after 5
days the cells were incubated with MTT solution (Sigma) for 1h, at 37 °C. Formazan crystals were dissolved in
DMSO and quantitated by measuring the absorbance in a Synergy HT plate reader at 570 nm. The reduction of
MTT is expressed as percentage of the absorbance value obtained in the control which was considered 100%.
For experiments using anti-cancer agents, cells were seeded in 24 well plates at a density of 60,000 cells per well,
and after 24 h the cells were treated with cisplatin, paclitaxel, or gefitinib. MTT assay was performed as described
above 72 h later.

For colony formation assay, A549 cells were seeded into 6 well plates at a density of 100 cells per well and
cultured for two weeks. Colonies were fixed with 100% cold methanol, washed with PBS and stained with 0.1%
crystal violet for 30 min at room temperature. The number of colonies was determined and survival calculated as
a percentage of the control.

Wound healing and transwell migration assays. For wound healing assay, cells were seeded into 24
well plates at a density of 2.5 x 10° of cells per well and grown to confluency. The cell monolayer was scratched
with a 10 ul pipette tip, washed with PBS to remove detached cells from the plates, and incubated in DMEM con-
taining 0.5% FBS. Images were acquired at 0and 48 h under a 4 x magnification and the distance between one side
of the wound and the other was measured using Image]. Cell migration was determined by calculating the wound
closure, which corresponds to the difference between the size of the wound at 0 h and at the indicated time point,
and it is expressed as um.
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For migration assays, cells were seeded into the upper chamber of an 8 um pore size insert (Corning) in an
uncoated 24 well plate at a density of 5 x 10* cells per well. The cells were cultured in DMEM containing 0.5%
FBS, and allowed to migrate to the lower compartment containing DMEM 10% FBS for 18 h. The nonmigratory
cells on the surface of the upper chamber were removed with a cotton tip, and the migratory cells attached to the
lower membrane surface were fixed with cold methanol for 15min at 4°C and stained with 0.1% crystal violet
for 30 min at room temperature. Cells were imaged under a 10x objective. To estimate the number of cells in the
lower compartment, the crystal violet dye was dissolved using acetic acid at 10% and absorbance was measured
at 595 nm. The crystal violet staining intensity is expressed as percentage of the absorbance value obtained in the
control which was considered 100%.

Tumor xenografts. Athymic nude mice male (Crl:NU-Foxnlnu) (n=7) at 5-weeks-old male (Envigo,
Italy) of age were subcutaneously injected in each flank with a total of 3 x 10® A549-empty vector or
A549-CNTD2-transfected cells soaked in 100 uL of Matrigel (BD Biosciences). Tumor growth was monitored by
measuring tumor width (W) and length (L) until mice were killed, 62 days after injection. After allowing them to
grow for several weeks, tumor volume (mm?) was estimated from the formula V==/(6 x L x W2) and at the mice
sacrifice the tumors were dissected out and weighed (g). All mouse experiments were approved by the IDIBELL
Animal Care Committee and the methods were carried out in accordance with the approved guidelines.

Kaplan-Meier analysis. For survival analyses, the overall survival of patients divided into low and high
expression groups according to the median expression of the gene of interest was presented as Kaplan-Meier
plots. The analysis was conducted as described (http://kmplot.com/lung/) selecting only patients with surgical
margins negative and tested for significance by two-tailed log rank t test”.

Statistical analysis. Unless otherwise stated, data are represented as the mean =+ standard error of the mean
(SEM) with P-values: ***P < 0.001; **P < 0.01; *P < 0.05. Statistical significance was determined using the
Mann-Whitney test, except for the expression ratio between tumor and normal tissues which was analyzed using
the Wilcoxon test. Statistical analyses were conducted using GraphPad Prism 5 and the Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) 21.
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Supplementary Figure S1. Validation of the cyclins antibodies. The cyclins were cloned into pGBKT7
vector as Gal4 DNA-binding domain (DNA-BD) fusion proteins and expressed in the yeast strain AH109.
The cyclins expression was detected using an anti-Gal4 antibody (bottom panel) and, afterwards, each lane
was reprobed with the corresponding commercial antibody (top panel).
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Supplementary Figure S2. Orphan cyclins expression in human lung cell lines. The protein
expression level of orphan cyclins was evaluated by western blot in lung adenocarcinoma cell lines, A549,
NCI-H1395, a primary culture of fibroblasts, and in the human lung fibroblast cell line MRC-5. (a) The
expression of CNTD1, CNTD2, CCNG2 and SPY1l was undetectable in all the cells tested. (b)
Representative images of the western blot analysis in NCI-H1395 and in the MRC-5 cells. The
corresponding loading control is shown in (a).
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Supplementary Figure S3. CNTD2 and CCNI overexpression does not promote A549 lung cancer
cells apoptosis. The expression of Caspase-9 was monitored in A549 cells infected with empty lentiviral
vector (control) or with the indicating cyclin-overexpressing construct by western blot. (a) After normalization
with Ponceau, the overexpression effect of the cyclins tested on caspase-9 was quantitated. Columns

represent the mean + SEM of five independent experiments, Mann-Whitney test. (b) Representative images
of the western blot analysis.



Figure S4

Gasa et al
[Jcontroi [ CNTD2 ] ccni
150+
©°
EE 100
< 0
> 0
= 0 i sk
8o\*° 50
0
N N
Cisplatin (pM)
150+
©
E‘;:: 100
g0
> .f'_’ *
=0
832 50
0
“ Y
Gefitinib (uM)
150
°
é‘:é 100
S 0
> o
T 2 50 = *
S
0
Q ) ®

Paclitaxel (nM)

Supplementary Figure S4. CCNI overexpression is associated with increased lung cancer resistance
against antitumoral agents. A549 cells infected with empty lentiviral vector (control) or with the cyclin-
overexpressing construct for CCNI and CNTD2 were treated with the indicated concentrations of cisplatin,
gefitininb and paclitaxel. Cell viability was estimated by the MTT assay 72 h later and is expressed as
percentage of untreated cells. Columns represent the mean + SEM of four independent experiments
performed in quadruplicates. *P < 0.05, **P < 0.01 vs control under the same drug treatment, Mann-Whitney
test.
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Supplementary Figure S5. CNTD2 promotes the EMT. The expression of E-cadherin and N-cadherin was
monitored in A549 cells infected with empty lentiviral vector (control) or with CNTD2-overexpressing
construct by western blot. (a) The effect of CNTD2 overexpression on cadherin expression was quantitated
after normalization with Ponceau and is expressed as percentage of control. Columns represent the mean +
SEM of twelve independent experiments. *P < 0.05 vs control, Mann-Whitney test. (b) Representative
images of the western blot analysis.
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Supplementary Figure S6. Prognostic value of orphan cyclins on the overall survival of lung cancer
patients. (a) Kaplan-Meier plots representing the overall survival of lung cancer patients of all histological
types (n=726) expressing different levels of the indicated cyclins. (b) Kaplan-Meier plots showing the
correlation between different expression levels of CCNI and the overall survival of lung cancer patients of all
histological types (left panel, n=1926) and adenocarcinoma (right panel, n=867). Red colored lines
represent the patients with high gene expression, while black colored lines represent patients with low gene
expression. The hazard ratio (HR) with 95% confidence intervals, as well as the logrank P-values are
shown.
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Supplementary Figure S7. Differential CNTD2 expression in human lung cancer tissues and
cancer cell lines. (a) Levels of CNTD2 mRNA in human lung cancer samples of different histological
types (65 normal samples, 19 large carcinoma samples, 45 lung adenocarcinoma samples and 27
squamous cell carcinoma samples) according to the Oncomine database (http://www.oncomine.org). (b)
CNTD2 mRNA levels in different human lung cancer cell lines according to the Expression Atlas website
(https://iwww.ebi.ac.uk).



Number (%)

Histologic Type
Adenocarcinoma
Squamous cell carcinoma

Stage

Sex
Female
Male

Age (years)

Smoking history
Never smoke
Ever smoke

Other tumors
Never
Ever

28 (65.1%)
15 (34.9%)

25 (58.1%)
12 (27.9%)
3 (7%)

3 (7%)

14 (32.6%)
29 (67,4%)

65,9 (60 -74)

6 (14%)
34 (79%)
3 (7%)

38 (88.4%)
5 (11.6%)

Supplementary Table S1. Clinicopathologic features of the

subjects included in the study (n=43).
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Cat. No Antibody Species Dilution Company
2956 GFP Rabbit 1:500 Cell Signaling
ab179781 CNTD2 Rabbit 1:2,000 Abcam
ab47682 CCNO Rabbit 1:500 Abcam
NB100- SPY1 Rabbit 1:550 Novus
2521 Biologicals
ab114086 CCNY Rabbit 1:1,000 Abcam
ab126998 CNTD1 Rabbit 1:6,000 Abcam
sc-320 CCNG1 Rabbit 1:200 Santa Cruz
Biotechnology
SC-7266 CCNG2 Goat 1:500 Santa Cruz
Biotechnology
sc-5547 CCNI Rabbit 1:400 Santa Cruz
Biotechnology
F3165 FLAG Mouse 1:500 Sigma-Aldrich
610921 N-Cadherin Mouse 1:1,000 BD
Biosciences
sc-73548 Caspase-9 Mouse 1:200 Santa Cruz
Biotechnology
sc-1500 E-Cadherin Goat 1:200 Santa Cruz
Biotechnology
A5316 B-Actin Mouse 1:1,000 Sigma-Aldrich

Supplementary Table S2. List of antibodies and corresponding working

dilutions.
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FORWARD REVERSE

GCCTCGAGGTTTAAACATGG GCCCGTAGTTTAAACCTACTTATCG
CCNO TGACCCCCTGTCCCACCAGC TCGTCATCCTTGTAATCTTTCGAGCT

CCCTCGAG CGGGGGCAGGCTGCACTTCTCGC
GCCCGTAGTTTAAACCTACTTATCG
GCCTCGAGGTTTAAACATGC
CNTD2 TCGTCATCCTTGTAATCATAATTGTC
TGGTGAGAGGCAGGGAC
TCTCATTC
GCCCGTAGTTTAAACCTACTTATCG
GCCTCGAGGTTTAAACATGA
CCNI TCGTCATCCTTGTAATCCATGACAG
AGTTTCCAGGGCCTTTG
AAACAGGCTG
GCCCGTAGTTTAAACCTACTTATCG
GCCTCGAGGTTTAAACATGG
CCNY TCGTCATCCTTGTAATCAGAGATGAT
GGAACACTACCTCG
GGCTGGGG

Supplementary Table S3. Sequences of the primers used.
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